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INTRODUCTION



1. INTRODUCTION

Les problemes de I'environnement n’'ont pas de feoes. Dés le début du siecle, ils sont devenus une
préoccupation internationale. Leurs évolution rapid conduit la communauté des Nations a élaborer
des instruments juridiques de protection de I'emmmiement sous forme de conventions et de protocoles
internationaux. Cependant, I'état de I'environnetem cesse de se dégrader et la vision protecsitani

se trouve confrontée a de nombreuses limites (FERE,).

Le milieu marin, un monde riche et extraordinageauvre pres de 71% de la Terre. Il constitue une
immense réserve de ressources énergétiques, nemé@tabiologiques. Une grande partie de la diversit
de la planéte se trouve dans les mers et les scpamecelent environ 250 000 espéces connuesset d
millions a découvrir ! Des trésors inestimablestdwous tirons des services a lI'image du planctomma
constitué d’animaux et d’algues visibles mais adsstyanobactéries, microalgues et virus qui jouent
réle écologique primordial en apportant des matiaratritives fondamentales pour les écosystemes
marins. Ces organismes restituent dans I'atmosph@gejuantité considérable d’oxygene en réalisant |
photosynthese. Cependant, cet espace ne cesse whétracé par différentes sources de pollution qui
risquent de diminuer ses potentialités économicied’avoir des répercussions néfastes sur la santé
humaine (Mc Cauleyt al.,2000; Long, 2000). Parmi les conséquences majelarda pollution, celle
des produits chimiques est devenue actuellemerttanger préoccupant qui affecte I'’hydrosphére par
perturbation au niveau des étres vivants (faundloe¢) et les compartiments abiotiques (eau et

sédiments) qu’ils occupent (Truhaut, 1977).

L’altération actuelle de I'écosystéme aquatiquefasbrisée aussi bien par la poussée démographique
que par les progrés de la technologie industriglleveu et al, 2001). En effet les cdtes sont depuis
toujours le lieu privilégié d’installation des éB, des ports et des industries. De plus, la mddi¢a
population mondiale est localisée a moins de 50d€&® rivages ou I'eau est devenue par la force des
choses le véhicule naturel des déchets domestejugglustriels (Munkittrick & Mc carty, 1995). La
qualité des hydrosystémes s’est retrouvée ainsigp@eu altérée par la quantité et la diversité des
polluants rejetés dans le milieu naturel (Lavati@ 2006, Sancheet al 2007). Le littorale se trouve
continuellement exposé a une grande variété detaudes contaminantes et de micropolluants
directement rejetés dans les mers et les océarguels s'ajoutent ceux rejetés dans l'air et quose
drainés par les sols et les fleuves (Damiengsl 2004, Valavanidiet al 2006). Le développement
technologique a donné de nouvelles dimensions iagues d’intoxication et aujourd’hui le nombre de

populations exposées aux contaminants environnenmemte cesse d’augmenter. On estime a 250 000,



le nombre de nouveaux produits chimiques synthetige viennent s’ajouter chaque année a plus de 2
millions de substances déja répertoriées. PluDB€D0 substances sont commercialisées et la plspar
retrouvent dans I'environnement a la fin de leuwleye vie (Depldege & Galloway, 2005).

La pollution toxique de I'eau a plusieurs origineie peut étre urbaine produite par la population
vivant autour du bassin (déchets solides ou liqjitl@itement des eaux usées, polluants contemss da
les eaux de ruissélements,....), industrielle (métmuxds, hydrocarbures, substances chimiques,....)
et/ou agricole (pesticides, insecticides,...) (Sakal; 2006). Ces polluants sont introduits et circulent
dans les écosystéemes, depuis les milieux contan@meeaux et sols) jusqu'aux communautés vivantes
(Chapman, 1995; Bairét al, 1996). L'écotoxilogie est une discipline qui dt les perturbations
fonctionnelles (écophysiologiques) produites paepbsition des étres vivants « dans la natureeb aut
tel polluant, ainsi que les conséquences qui enltefs pour les populations affectées (niveau
démoeécologique). (Breithokt al, 2006).Elle contribue a la surveillance permanente delsigols dans
I'environnement, en particulier par I'usage de laiaqueurs et d'indicateurs biologiques de pollutielie
connait aujourd'hui un développement importantstctelui de la prévision de l'impact potentiel d'un
polluant sur I'environnement (Truhaut, 1977 & Asa#005).

Au début des années 70 des programmes de $ameeilde I'environnement sont basés sur l'analyse
chimique des contaminants majeurs comme les hydroess aromatiques et polycycliques (HAP), les
polychlorobiphényles (PCB), les métaux lourds, fessticides dans différents compartiments de
I'environnement (colonne d’eau, sédiments, orgaedniTakisawa, 1970). Le deuxieme volet de la
surveillance de I'environnement est I'observati@s ¢hangements induits au niveau des populations et

des communautés constituant les écosystémes pantndéttyper les biocénoses (Amiatcal, 1998).

Les méthodes d’analyse chimigpermettent la détection, la caractérisation etuantjfication de la
plupart des contaminants présents dans les difmmmpartiments aquatiques ainsi que dans lasstiss
animaux et végetaux. De nombreuses analyses clesiigeuvent ainsi étre effectuées en routine pour
identifier et quantifier les principales classexdataminant présentes dans un échantillon pouelem
ne dispose d’aucune information. Cependant, detnerix élevé de telles analyses, la détection de
certains contaminants et de maniére globale del¢ésusontaminants présents dans un échantillonéjonn
peut s’averer difficile, voire impossible (Vidal@D) De méme, les produits de dégradation ou de
transformation peuvent ne pas étre pris en con@#s.limites sont évidemment repoussées d’année en
année grace a I'évolution des techniques d’anggsmettant notamment de détecter et de quantifger |
substances chimiques a des seuils de plus en atughampeau, 2005). Néanmoins, il est une question
essentielle a laquelle les analyses chimiques ner@u jamais répondre: quel est lI'impact des

contaminants sur les écosystemes? Les interagiolisants/polluants et polluants/organismes ? (Ait-



Aissa, 2003). Seuls des outils biologiques sont &men d’apporter un ou plusieurs élément(s) de
réponse : c'est la biosurveillance de I'écosystéme.

Le concept de biosurveillance (biomonitoring)ii gepose sur I'étude de la réponse biologique des
organismes aux polluants (Breithagzal, 2006; Orset al, 2007). Il permet le diagnostic précoce de la
contamination du milieu naturel avant I'altération la perte de l'intégrité physique des étres Jivan
(Lafaurieet al, 1992, Namour, 1992).

Deux approches complémentaires sont utiliséesna® jours : la premiere est basée sur les
communautés ou populations appelées bioindicat#g’'agit notamment des indices biocénotiques, qui
de par la présence ou l'absence de telle ou tgflece, nous renseignent sur |'état de santé dligumi
(Ramade, 1979). La seconde approche est plus pvédsur I'état de santé du milieu, elle se situe a
niveau de l'individu et concerne I'utilisation derbarqueurs (Schlenk, 1999(Figure 1)
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Figure 1. Représentation des méthodologies permettant d'évida risques écotoxicologiques, d’apres
Lagadic & Amiard (1997).



La bio-indication relative a la qualité de Ueast l'utilisation d'organismes sensibles a urtupot
donné présentant des effets visibles macroscopiguieou microscopiquement, afin d'évaluer la qualité
de I'eau. Elle peut correspondre a des espécemi@si ou végétales qui, de par leur présence (ou le
absence) et/ou leur abondance, nous renseignentétair de santé d’'un milieu Celle-ci fournit une
information semi-quantitative sur la contaminatcanmilieu aquatique et permet d'apprécier directeme
les impacts environnementaux des polluants (Vi2@)l Lam & Gray, 2003). Les espéeces sentinelles
sont présentes naturellement dans le milieu étadigont transplantées dans celui-ci par encagement
(«caging»). Elles doivent posséder des caractjuissi particulieres: sessiles, abondantes, présantan
large distribution géographique, adaptées aux wams de divers parameétres environnementaux
(température, oxygénationic) et relativement résistantes aux différents coimtants présents dans le
milieu aquatique (Vidal, 20Q1De plus, leur physiologie doit &tre bien connue {@wshetal ., 1998). On
peut ainsi distinguer les espéces «pollusensibl¢isioindicateurs négatifs) et les espéces

«pollurésistantes» ou «pollutolérantes» (bioindioed positifs) (Lagadic et Caquet, 1996).

Un biomarqueur est un changement observable etésurable au niveau moléculaire, biochimique,
cellulaire, physiologique ou comportemental révélaxposition présente ou passée d’'un individwa a
moins une substance chimique a caractere polluvsmiafd et al, 1998). Les biomarqueurs ont été
classifiés en trois catégories: les biomarqueuesmbsition, d’effetet de susceptibilité (Timbreét al,
1994).

Les biomarqueurs d’expositi@ont en général impliqués dans eétabolismes de détoxification des
xénobiotiques (ex: cytochromes P450) ou dansmésanismes de défense cellulaire (ex: enzymes
antioxydantes) (Champeau, 2005). Leurs variatias/@nt étre spécifiques ou non d’'une catégorie de
contaminants (ex: induction chez le poisson dudytome P450 CYP1A par les HAPS) et n’entrainent
pas obligatoirement d’effets déléteres (HalliwelGaitteridg, 1999). Elles signifient la plupart timps

que I'organisme s’est adapté a une agression extérd’ordre chimique (Vidal, 2001).

Les biomarqueurs deffetorrespondent a des cibles moléculaires qui, léeiga sont atteintes,
signifient que les mécanismes de défense ou deidation de I'organisme n'ont pas été suffisamment
efficaces pour contrer I'action néfaste d’'un xémtigue (ex: indicateurs de stress oxydatif a I'’ADN)
(Vidal, 2001). Les conséquences peuvent étre gairi@versibles, entrainant a terme la mort derfiah
ou bien une incapacité a se reproduire. De tetdseffeuvent par la suite altérer la structure méese

populations et donc des écosystemes (Vidal, 2001).

Les biomarqueurs de susceptibilipeuvent correspondre a des protéines qui, lordge’etont

surexprimées ou sousexprimées, augmentent la ga#ésiiun organisme a un contaminant. Ces



variations d’expression peuvent étre dues a dédrelifces génétiques interindividuelles (Who, 1998)
résulter d'une exposition précédente a un xéndahieti(Vidal, 2001). Par exemple, un individu
présentant une surexpression du cytochrome CYP1# ges a méme de développer des adduits a
I’ADN lorsqu’il sera exposé a des HAPs (synthesenuabolites hautement réactifa le CYP1A)
gu’'un individu présentant une expression normakg. ¢dntre, il pourra détoxifier plus efficacement
d’autres xénobiotiques (ex.: aflatoxine) et leuasdonc plus résistant (Schlenk, 1999). Seuldibation
simultanée de ces trois catégories de biomarqgueturs, a plusieurs niveaux d’organisation biologiqu
(moléculaire, cellulaire, tissulaire, physiologigyeut apporter des informations pertinentes sundee
d’action et les effets des xénobiotiques préseais de milieuFinalement, seule une approche globale
intégrant des analyses chimiques et biologiquesinhicateurs et biomarqueurs) permet d’évaluer la
qualité d’'un écosysteme et les risques qu'’il encduPhillipe, 1985; Paez-Osuef al, 1993; Lorteawet

al., 1995; Cajaraville adl., 2000; Nascet al, 2002).

Les mollusques ont été les premiers organisntgmsées utilisés dans les études de surveillaleck
contamination chimique des écosystémes aquatiqueaisnet dulcaquicole¢tant des organismes
benthiques, les mollusques ont un réle clé darsdriecture des communautés. Leur position trophique
permet d’assurer un rble de transition pour I'endende la chaine alimentaire des écosystemes
aquatiques et par conséquent, ils participent auntiea de I'équilibre de ces écosystémes (Reice &
Wohlenberg 1993). Les mollusques notamment lesh@gasont largement utilisés comme especes
bioindicatrices de la pollution dans les programnges biosurveillance de I'environnement marin
(Livingstoneet al, 1997; Regolo;1998; Moret al, 1999; Narbonnet al, 2005; Ricciardet al, 2006).
lIs constituent d’excellents bioindicateurs de eomination des eaux marines et continentales grace a
leurs fortes capacités de bioaccumulation, leuesité, leurs distribution géographique et lewdm
d’alimentation filtreur de type suspensivore. Ceatstes seuls qui se nourrissent en filtrant l'eau.
(Virengoet al, 2007; Zoriteet al, 2007; Berthet, 2008), En raison de leur mécamidialimentation, les
mollusques peuvent accumuler les polluants chinsiggidbactériens ainsi que les toxines naturellés qu
sont présents dans I'eau, méme lorsque la souleepddiution est trés éloignée. Un seul molluspasat
filtrer une quantité d'eau représentant jusqu'af8@0son poids en une heure (Long et wilson, 1997,
1998; Kaaycetal., 1999; Thompsoetal., 1999; Conners et Ringwood, 2000). Les mollusduealves
ont un intérét économique provenant des activigegé&the. lls jouent également un réle essentied an
transfert de la matiére organique produite pargdoisme marin autotrophe (phytoplancton), ils
constituent un apport alimentaire riche en lipidesn acides aminées (Déeigal, 1976). D’un point de
vue pratique, ils sont faciles a collecter et amaaiir au laboratoires en raison de leurs bonnstaése
au stress des prélevements et de manipulationdbdNae & Michel., 1997, Cajaravillet al, 2000,

Ranket al, 2005). De nombreuses espéces de bivalves tbisdéas comme organismes tests dans les



programmes de biosurveillance, les plus utilissed Grassostrea gigaRuditapes decussatuderna
perng Mytilus galloprovincialis(Djediat & Boukroufa, 1990; Paulet al, 1992; Gregory & George,
1996; Ait Aissa etl., 2003) etDonax trunculugBeldi et al.,2006; Abdallah & Abdallah, 2008; Siét
al, 2007; Tliliet al, 2010a; Amiraet al, 2011, Soltanet al, 2012).

De nombreuses études ont été consacréddom@ax trunculusqui est une espece atlantico-
méditerranéenne (Ansell et Lagardére, 1980), e&autilisée pour estimer la qualité des écosyssem
cétiers dans plusieurs programmes de surveillaviegritanie (Roméo et Gnassia-Barelli, 1988), Maroc
(Moukrim, 2004), Espagne (Usert al, 2005), Algérie (Drardja-Beldet al., 2006). En méditerranée
plusieurs travaux ont été réalisés sur cette es®lmrieza,1972; Amouroux, 1974; Mouéza et Chessel,
1976; Bodoy et Massé, 1978; Ansell et Bodoy, 197/hsell et al., 1980; Neuberger-Cywiakt al,
1990; Ramoéretal., 1995) et en Atlantique (Ansell et Lagardére, 1980illou et Le Moal, 1980; Bayed
et Guillou, 1985; Bayed, 1991; Guillou et Bayed91p En Algérie, la distribution de. trunculusa été
décrite par Vaissiére et Fredj (1963) lors d’'uneesée dragages effectuée le long des cotes atgioi
La biologie, I'écologie et la reproduction de cedspece ont été étudiées sur les cbtes algéroises
(Mouéza, 1971; Mouéza et Frenkicl-Renaut,1973; Mouéza et Chessel, 1976; Benchamma, 1995),
concernant le golfe d’Annaba, les travaux rappgot@sent surtout sur son réle écotoxicologique 8ol
et al, 2005; Beldiet al, 2006; Sifiet al, 2007; Abdennouet al, 2010; Amiraet al, 2011; Hamdani &
Soltani-Mazouni, 2011; Bensouda & Soltani-Mazou2@1?2).

Le golfe d’Annaba est situé sur les cotes Edtalgérie. De par sa richesse en ressourcesutaliges
(Derbal et Kara, 2001), il offre de grandes posis#si pour I'activité de péche et présente donimntérét
économique important. Cependant, la situation ¢ke cégion s’est détériorée en raison de la crotssa
démographique et de l'installation de grandes @ésvindustrielles exercant sur le milieu marin une
grande pression anthropique (Laatdal, 2006). En outre, des travaux antérieurs ont rgogtie la
région du golfe d’Annaba est influencée par ddsiefits riches en certains métaux et particulierengen
cadmium (Semadi et Deruelle, 1993; Abdenour et al, 2000; Beldi et al, 2006), il est soumis a des
activités agricoles, industriels, urbaines ainsiagudéveloppement touristique (Beldt al, 2006;
Abdennouret al, 2010; Soltaniet al, 2012) et par conséquent subit I'impact de nomboduits
chimiques et de facteurs stressants; ce qui reéwhlliation de la qualité de I'écosysteme marin

indispensable.

Le laboratoire de biologie animale appliquéessinteressé a I'étude de la biosurveillance aleg
d’Annaba afin d’évaluer son état de santé patilifation d’un bioindicateur de pollutioB.trunculus

(Mollusque, Bivalve). Les travaux rapportés surteetspece permettent d’analyser les tendances



spatiales et temporelles de la contamination chimide I'environnement marin et ses effets sur la
croissance, la biologie et I'évolution du trunculus.En effet la croissance et la reproduction des
mollusques marins sont dépendantes des factewisommementaux (température, phytoplancton,
oxygene...), notamment chez les bivalves-filtre@guadene2003; Abbes, 2004; Chouahda, 2006;
Hamdani, 2007; Tayaa, 2007; Beldi, 2006; Amira, 2008; Braia,2009 Sifi, 2009; Hamdani, 2012).

Notre étude compléte les travaux antérieudésésadans ce cadre. Elle a pour objectif de déetide
comparer cheD. trunculus péché sur deux sites du golfe d’Annaba E| Baffaigné des sources de
pollution et Sidi Salem situé a proximité de zopebBuées les éléments suivants :

» Une étude de la dynamique des populationdDddrunculusen suivant la distribution des
fréquences des classes de taille et les parantmeetriqgues durant I'année 2011.

» Une étude enzymatique permettant d’analyser deséqueurs susceptibles de fournir une
réponse précoce en présence de polluants par uwgelasensuel de I'acétylcholinestérase
(AChE), biomarqueur de neurotoxicité, la glutathi®rransférase (GST), et la catalase (CAT)
enzymes du stress oxydatif au cours de 'année)2012

» Une étude de la composition biochimique des gonatfdes et femelles dD. trunculusdurant
deux périodes de reproduction (activité et repaseig au coursle 'année 2013:

- Dosage qualitatif des sucres par chrografthie sur couche mince (CCM).

- Dosage qualitatif des acides aminés peomatographie sur couche mince (CCM).

- Dosage quantitatif du glycogene au nivdaunmentaux, des gonades males et femelles
et du corps entier.

- Dosage qualitatif par chromatographie easg gazeuse et quantitatif des acides gras.
» Une étude histologique des gonades males et fesnd¢Donax trunculus.
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2. MATERIEL ET METHODES
2. 1. Présentation du modéle biologique:

L'embranchement des Mollusques (du latin nsolis = mou), I'un des plus anciens et des plugari
du monde animalge deuxieme embranchement le plus diversifié apeds des arthropodes, comprend
plus de 100.000 espéces vivantes. Ses représehtbitent principalement le milieu marin, lls penvve
étre ovipares ou ovovipares.

L’espece choisie pour cette étude est le mgliasivalveDonax trunculuglinneau, 1758), c’est une
espece bioindicatrice de la pollution. La clasatiiecn des mollusques bivalves se base sur plusieurs
criteres a savoir, la forme de la coquille, la die et la structure des branchies (Bellon-humbert
1992). La position systématique Bwnax trunculusest la suivante (Inventaire nationale du patriraoin

naturel de France, 2006):

Embranchement Mollusca

Classe : Bivalvia

Ordre : Veneroidae
Super-famille : Tellinoidae

Famille : Donacidae

Genre :Donax

Espéce :trunculus(Linnaeus, 1758)

2. 1. 1. Morphologie et anatomie

Donax trunculus appelé communément Haricot de mer, ou Tellines pécheurs francais ont
coutume de l'appeler également flion, olive de niermicot de mer, douceron, blanchette (nord de la
France), pignon (Vendée) et lagagnon (Landes)ljeéatenille, ou encore truille (sud de la Fran@)ssi
appelé « papillon » en raison de la forme des #dalwves ouvertes. En Espagne il est commercialigé so
le nom de Tellerina (Catalan), Tallerines ou CoguiCastillan). Il est dénommé aussi Edge shell en
grande Bretagne, Tellina en Itali et Conquilha, €liatha au Portugal. Enfin, il est également consém

au Japon sous le nom de Naminoko. (Thélsrad, 2005), haricot de mer en Algérie.



Figure 2. Phénotype d®. trunculus

Donax trunculusest un mollusque bivalve aquatique de la fangdile Donacidae avec une taille qui
varie de 25 a 35 mm, certains spécimens peuventraregisqu’a 5 cmD. trunculusprésente une
symétrie bilatérale avec une coquille solide, penflée, allongée, triangulaire et inéquilatéralecaune
partie postérieure plus courte que la partie aguéei (Poutier, 1978) (Fig. 3). Cette coquille estfée
de deux valves reliées par un ligament externequahavalve posséde deux dents au niveau de la
charniére et plusieurs autres plus petites tolirlg du bord latéral. La surface externe des vabsts
pratiquement lisse, de couleur blanche jaunatréranatre, uniforme extérieurement; ou variablement
ornée de rayons et de bandes concentrique généralenolacés, brunatres, ou grisatres; l'intérieur
blanc, est souvent largement maculé de violet,airarou orangé en deux régions intégrales (Fisether
al., 1987). Les deux valves s’articulent autour d’uspdsitif appelé charniere et d'une structure
élastique, le ligament. Sous l'action de ces valNascoquille tend & s’ouvrir et a se refermer par
contraction des muscles adducteurs qui s'inserantasface interne des deux valves ou leur empeint
est généralement visible (Bougis, 1976).



Figure 3. Aspect morphologique externd,(Gr x 2.5) et interneB, Gr x 2,5) de la coquille de.
trunculus

D. trunculusprésentain corps mou, non segmente, comprimeé latéraleraans, téte
distincte (Acéphales) ni appareil masticateur;sil enveloppé par un manteawnstitué de deux lobes
qui sécrétent et supportent chacune des valves dequille. Ces deux lobes (palléaux), fusionnés
dorsalement entre eux et avec la masse viscérteitgé@t ventralement une vaste cavité palléalerims
en communication avec le milieu extérieur; ils sombéement attachés aux valveslésg d'une ligne
palléale. Les bords externes cwanteau sont parfois plus ou moins soudés, forradtarriere deux
siphonspermettant I'entrée de I'eau dans la cavité pallgabhon inhalant) ou son rejetrs I'extérieur
(siphon exhalant) (Fisheat al, 1987). Le pied, organe musculeux ventral molmpbfois en forme de
hache (pélécypodes), permet la locomotion (foumssay lafixation au substrat par des filaments
(byssus). Il possedene paire de branchies respiratoires lamelleusamélliibranches) qui participent
aussi a la collecte de la nourriture par créatiercaurants d'eau dans la cayi&léale. De plus cette
espéece présente une masse viscérale engloband diggmes tels que la glande digestive (comporte un
estomac avec un appendice posterodorsal gastrigueistestin enroulé), la nourriture passe a trae
gros intestin et le rectum (Mikkelset al, 2007), le cceur, les reins et les gonades ( Ra#w®urero,
1993). (Fig. 4).
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2. 1. 2. Répartition géographique

La distribution dubonax trunculuzomprend la mer Méditerranée et la partie nordtestAtlantique
entre la France (Guillou & Le Moal, 1980) et le 8gal (Fischeet al.,1981). En Atlantique, ce Bivalve
occupe essentiellement la partie intertidale daggd alors qu'en méditerranée, il se cantonne ldans
partie superficielle de linfralittoral (AmourouX,974 ; Salas, 1987). Cette espece est un important
composant de la faune benthique infra-littoraldyitaat les plages de sable fin, un habitat compkxe
délicat (Ansell, 1983; McLachlan, 1990; Pavesial, 2007) caractérisé par un hydrodynamisme fort,
source d’instabilité pour le sédiment qui I'abr{téasparet al, 1999). Ceci rend ce bivalve sensible a

toute variation de facteurs abiotiques (températaknité, oxygénation) (Fig. 5).

Figure 5. Distribution géographique ddonax trunculus

(www.gooqle.com




2. 1. 3. Biotope

D. trunculus est une espéce fouisseuse que l'on retrouve swldges a sable fin, entre 0 et 2 n
profondeur en Méditerranée, et 0 et 5 m de profonde Atlantique (Massé, 1971; Amouroux, 1¢
Salas-Casanova, 1987; Costaal, 1987; Neuberger-Cywiaét al, 1990; Marianiet al, 1998; Manc
Zeichenet al, 2002; Gaspaet al, 2002; La Valle, 2006). Cette espéce apprécinie de déferleme
des vagues ou I'hydrodynamisme est fort, bénéficgamsi d’'une bonne oxygénation. Elle résiste
aux variationgle salinité et de température. En revanche ellgpnécie pas I'eau trop fraiche inférie
a 10 °C. Un environnement favorable rassemble sdwle tres nombreux individus. Son pied puis
et la forme compressée de ses valves lui permeateestenfoui tres rapidement dans le sédiment ¢
s’y maintenir solidement. En outr®, trunculusest considéré comme un organisme sensible au al
en raison de sa sensibilité aux variations granétdgques du sédiment au cours de son cycle deek
particulier au cours de ses premiers stades desamigde La Huzet al, 2002).Guillou & Le Moal
(1980) ont constaté qué. trunculus s'installe préférentiellement sur dsédiment compo:
principalement de sable fin, dont la médiane grameélrique est de 0,X8m. En Algérie, Degiovanni
Mouéza, (1972), ont observé gDetrunculusoccupe undraction granulométriqgue comprise entre (
et 0,63mm pour un pourcentage qui varie dea/1% du sédiment. D’apres Mouéza (1972) la
optimale des particules varie entre 0gi®,40 mm au printemps et en été, et entre 0,8(R&tpendal

I'hiver.

Figure 6. Représentation schématique de localisatioDaleax trunculusians son biotope
(www.google.fr/imagg




2.1.4. Nutrition

Les tellines sont des organismes ayant uneagieoblimentaire de type suspensivore, se nountistka
phytoplancton et de matiére organique (Mouéza &s8éle 1976), la structure des siphons a montrée que
D. trunculusfiltre ainsi les particules de matiére organiquesespension les plus fines (Mouéza &
Frenkiel, 1973). Il sélectionne sa nourriture emction du diamétre de ses siphons. Ce taxon c@dess
zones de déferlement des vagues, la ou I'hydrodigmaen favorise la présence des particules en
suspension empéchant la sédimentation rapide deiire organique (Degiovanni & Mouéza, 1972).
Les particules nutritives sont acheminées verolache tandis que les particules non sélectionrads s
eliminées sous forme de pseudo-fécés par le sipibalant. Dans le golfe d’Annaba les charges en
matieres en suspension sont importantes, elledmfiordre de 15 mg /L a 35 mg/L (Bedi, 2007) riche
en phytoplancton (Frehiet al., 2004). Les individus deD. trunculus sont généralement les
consommateurs fondamentaux dans les communauggeines molles, alors qu'ils sont a leur tour le
sujet a la prédation par une grande variété diébets, poissons, oiseaux et mammiferes (Luzzatto &
Penchaszadeh, 2001 ; Peterstal., 2000 ; Salagt al.,2001).

La respiration et I'alimentation
d’un mollusque enfoui (ici, une mye).

siphon
inhalant

pied branchies

coquille
(ov valve)

Figure 7.La respiration et I'alimentation d’'un mollusque euif
(www.google.fr/imagg




2. 1. 5. Distribution spatiale

Les jeunes individus colonisent frequemment le g plages en nombre important alors qu
individus de plus grande taille se retrouvent masprofondeur en densité plus faible. Les plusge
sont certainement poussés pmcourant, en grandissant ils se déplacent leefend. Il est possible |
déterminer approximativement I'age du flion tronglé effet, la croissance du mollusque est ral
voire arrétée en période hivernale. Il apparaitsadoir la coquille unstrie de croissance tres sombre
période estivale, la croissance reprend, la coweda coquille devient alors plus claire. Commarpar
arbre, en comptant le nombre des tries sombreshtend son age approximatif (Marobinetal., 2007).
Un autre f& remarquable concerne la durée de vie de ce petiusque. Elle est d’autant plus col
que la température moyenne de I'eau de son hastatlevée. En effet, plus I'eau est chaude,
croissance est rapide mais plus sa vie est couitevereement. En Bretagne, son age peut atteind
peu plus de 5 ans alors qu’au Maroc les individug dnnées sont rares.

2. 2. Reproduction et Développement

D.trunculusest une espece gonochorique dont la glande geémittlsituée au-dessus du p{Edche
et al, 1987) La glande geénitale n’est pas un organe anatomigoedistinct; elle s’étend d’une fac
diffuse dans la masse viscérale (Ranebral, 1999; Manca-Zeicheat al, 2002; EI Hamidi., 2002
D.trunculus ne présente aucun signe extérieur de dimorphismeekedurant la phase du repos sexu
distinction des sexes est donc impossible a I'eei{®Basparet al, 1999). La gonade se présente e
tissu blachatre étalé dans la masse viscérale sur lesspagol’intestin et du sac stylet en périods
maturité sexuelle uniguement. Ainsi, a maturité,dexes sont bien reconnaissables a I'ceil nu mais
population a une autre, la description de la gorasti@ariable en ce qui concerne sa coloration, gt
populations méditerranéennes, il est possible dénduer la glande génitale femelle, colorée em
nattier par pigmentation du vitellus et blanc ceepour la glande génitale male, (Moueza & Frenkiel-
Renault, 1973; Ben Khadh&haoui, 2001) (fig.8). Pour les populations atlanés, la glande génit:
femelle est de couleur violette et de couleur jaorage pour le male (Gaspetral.,, 1999). La maturi
sexuelle est atteinte durant la premiere annédadéGasparet al, 1999). La taille des individus de
premiére maturité sexuelle est variable selon sulations étudiées, elle a été estimée a 16
longueur sur les cotes algériennes (Moueza & Fedikénault, 1973); 14 mm sur lested portugaist
(Gaspaeet al, 1999); 18,39 mm sur les cotes italiennes (Matwiahenet al, 2002); et 19 mm dans L
étude ponctuelle conduite au niveau du golfe dasT(JNSTM, 2005).Le développement des gona
suit le méme rythme chez les deux sexes (Sastf§9)18es études concernant la reproductior
D.trunculus mettent I'accent sur la présence de deux stratéigiesproduction en fonction de la posi



géographique des populations. La premiére concengepopulation qui présente une gargétes
précoce déclenchée dées le mois de décembre etand fin en juillet sur les c6tes marocaine (Ba
1990) et en aout, aussi bien sur les cotes atlagigortugaises (Gaspetral, 1999) que sur les c6
tunisienne (Ben Khadher-Dhaoui, 2008)ne deuxiéme stratégie est relative aux populatoorg ¢
gamétogéneése est tardive; elle débute en févrigmestd fin en septembre sur les cotes algérie
(Moueza & Frenkiel, 1973) et en juillet sur lesedadriatiques italiennes (Manca-Zeicle¢ml, 2002)
Dans la plupart des études menées et quelle quelasdtratégie de reproduction adoptée
D.trunculus, la période de repos sexuelle est limitée temfmmant ou méme totalement abs
(Gaspaeet al, 1999; Manca-Zeichegt al, 2002; Ben Khadher-Dhaoui, 2003; INSTM, 2005).

Gonade

Figure 8. Aspect externe des gonadeslddrunculus femelle (A, Gr x 10) et male
(B, Gr x 8,75) de la coquille d@. trunculus

2.2.1. Le cycle de reproduction

Le cycle de reproduction est déclenché par desti@ms brutales de la température et/ou de laitt
; il peut aussi étre déclenchée par d’autre fadedarmque le bloom phytoplanctonique ou la préselace
'eau de gametes d'individus de la mémeéze (Goulletquer, 1997). La période d’activité usabe
présente une période de repos durant 'automnaetpariode d’activité qui débute en hiver et qu
termine en été (Mouéza, 1971; Aouadene, 2003 ; #2008 ; Hamdani & Soltamitazouni, 2011



Hamdani, 2013). D’apres Neuberger-Cywatlal. (1990)D. trunculusse reproduisent a la fin de I'été
pendant les mois de septembre a novembre, le puage des individus juvéniles dans la popul:
augmente considérablement. La période de reprantudeD. trunculusprésente des variations au
de son aire de répartition ; en mediterranée, ¢eutement est bimodale (Ansell & Bodoy, 19:
Mouézaet al., 1973 ; Ansell, 1983 ; La Valle, 2005 ; Ramenal., 1995 ; Beldi, 2007 ) alors qu’
Atlantique, il n’a lieu qu’une seul fois dans I'&@Comme bien des mollusques, la ponte est prov«
par un stress (choc thermique ou salin), les gam&dat alors expulsés par le siphon exhalant
fécondation est externe, les ceufs mesurent enyldqom Apres une courte période de vie plancton
la larve va se métamorphoser et adopter une vithigeie. D’aprés I'étude histologique menée sut
gonades dans le golfe d’Annaba (Hamdani & SolMarouni, 2011), le cycle de reproduction est d
comme suit:

» La période de repos, débute en septembre jusquiesi sie novembre ou 100% des individus sol
stade 0.

 La période d'activité sexuelle s'étale de décendbem(t: de décembre a février: reprise de I'aé
sexuelle, les individus sont au stade | et Il doley

Du mois de mars au mois d’aodt: maturation des desid.a gameétogenese et la ponte se dat

en méme temps.

2. 2. 2. Cycle du développement

Les gametes males et femelledDamax trunculussont libérés dans le milienarin a travers le siph

exhalant, ou les oeufs sont fécondés (fécondatiberree). Ces derniers vont donner naissance
blastula qui se développe en une larve nageusefrdithophore puis une premiere ébauche de cc
se développe et deux valy minéralisées se forment donnant la larve véjgearactérisée par un vel
servant d’'organe natatoire, respiratoire et nowemidorsque la larve véligére est totalement fozmié
velum se résorbe, les branchies apparaissent eiete se développe&entralement, c’'est le ste
pédiveligere (Prieur, 1971); a ce stade la larug pgener une vie de type planctonique pendant en
6 mois, puis elle s'enfonce vers le bas et, apréstamorphose, commence sa vie benthique (Mou
Frenkiel-Renault, 1973). La métamorphose dure envi9-23 jours a 21 °C (Otero, 1982).
En regle générale, sur les cOtes meéditerranéenessjeunes individus s’installent sur la cot
superficielle et par la suite, et avec 'augmeatatie la taille et de I'age, lesdimidus migrent plu
profondément (La Valle, 2005). La durée du cyclevideduD.trunculusest de 2 a 3 ans en méditerr¢
(Bodoy, 1982; Bayed et guillou., 1985, Ransiral, 1995) alors que cellg-la longévité peut atteinc
4 a 5 ans sur les coétes atlantiques (guillou & LlaaM 1980; Gaspaat al., 1999) (Fig. 9).



Juveénile

Adulte (1 a 2 ans)

Figure 9. Cycle biologique d'un Mollusque Bivalve (httpwidw.asnailsodyssey.com).

2. 3. Présentation du golfe et des sites d’étude

Le golfe d’Annaba est situé a I'extréme Nord Eslitdoral algérien, limité par le cap Rosa (8°15eE

36° 58’ N) a I'Est, et par le cap de Garde (7° E@&t 36° 58’ N) a I'Ouest (Fig. 10), distant deKifd, et

une profondeur qui ne dépasse pas 65 m. Diverssogeddéversent dans la baie, dont les plus
importants: I'oued Mafrag et I'oued Seybouse. Casds apportent des matieres minérales et organiques
d'origine agricole et domestique (Khélifi-Touhambial. 2006), des effluents urbains (Khammar, 2007) et
industriels, en particulier les produits phytosaings de I'usindERTIAL. Deux sites ont été choisis au
niveau de la baie d’Annaba (El Battah et Sidi Salem raison d’'une forte abondance du matériel

biologique utilisé et du niveau de pollution.



2. 3. 1. Site d’El Battah

Le site d’El Battah (36°50’ N et 7° 56’ E) se tr@ua I'Ouest de 'oued Mafrag, entre la plage detCéta

le Cap rosa (Fig. 10), la plage d’El Battah eststituée de sables moyens dont le diamétre moyedteest
0,26 mm (Beldi, 2007). Il est pris comme site déngnce en raison de son éloignement de toute eourc
de pollution, et au régime hydrodynamique importamdguel il est soumis. En effet, les courants qui
découlent de la face Sud-Est du Cap de garde ése®uest en Est avec des vitesses fluctuantes sel
les saisons, et pouvant atteindre 1m/s.Ces coumartsendance a se propager dans I'échancrure du
golfe, s’'infléchissant vers le Sud-Est en directiboued Mafrag avec une intensité qui atteint 0/S;m

ces courants contribuent a la dilution des pollsiaiains ce site.

2. 3. 2. Site de Sidi Salem

Le second site est celui de Sidi Salem (36°50’ N°d{7’E) se trouve du cbté Est de I'oued Seybouse
(Fig. 10). Une étude granulométrique indique quelige de Sidi Salem est composée de sable fin
(Beldi, 2007). Ce site est caractérisé par la présele lents tourbillons

qui s’étendent au Sud et au Sud-Est du port empécim dilution efficace des polluants. Le siteSidi
Salem est considéré comme pollué car il recoitlgpdniais de I'oued Seybouse, des déchets urbains et
portuaires, en plus des rejets du complexe inad$tERTIAL spécialisé dans la production des prtsdui

phytosanitaires et des engrais.
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Figure 10.Localisation géographique du golfe d’Annaba etsitss d’échantillonnage.

2. 4. Stratégie d’échantillonnage d®onax trunculus

La collecte ddonax trunculusest effectuée a I'aide d’'un rateau a main, courantraglisés pour la
péche des mollusques, appelé communément "le captsllinier ; cet outil comporte deux parties, une
partie métallique composée de deux arceaux rétrdsiee tole dentée en métal sous forme de peigne
armé de longues dents en fer; l'autre partie esstdoée d'un filet dont le maillage ne doit paseét
inférieur a 10 mm. Le rateau est pourvu d'un pdigie 1,5 m de long, ce qui permet de régler
I'inclinaison des dents (Fig. 11).

L’échantillonnage est réalisé mensuellementdpehune période d’'un an (Janvier - décembre 2011)
au niveau des deux sites d'étude (El Battah et Saditm). 100 individus sont péchés mensuellement et
d’'une facon aléatoire au niveau de chaque sitereintl 'année d’étude sur une profondeur de 7 cns da
le sable et une colonne d’eau de 1 a 1,5 m sebtat Ide la mer. Les échantillons sont ensuite pamtéss
au laboratoire dans des bacs en plastiques cotdadi®au de mer. L'étude biométrique, la dissecti
et le prélevement du manteau et des gonades stiségle jour méme de la péche pour éviter I'effet
jelne et une émission éventuelle des gametes ds&ems; ce qui peut diminuer le poids de la masse

molle totale (Beninger & Lucas, 1984).
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Figure 11.Description d’un tellinier&) et du déroulement de I'opération de pédbe (
(www.google.fr/imagpe

2. 5.Biométrie et croissance diDonax. Trunculus

Les individus deD. trunculussont mesurés a l'aide d'un pied a coulisse perntett@btenir une
précision de 1/10 mm, et classés selon:
e La longueur antéro-postérieure (L): correspondatd @lus grande distance séparant le bord
antérieur du bord postérieur de la coquille; danbut de déterminer les relations biométriques
chezD. trunculus.

« La mesure de la hauteur (H): qui va de la charrdérsale au bord ventral.

» L’épaisseur (E) qui est la largeur maximale dediavexité des deux valves réunies (Fig. 12).
« Un seul paramétre pondéral est pris en considérdtas cette étude, est celui du poids total frais

(Pt-f), qui correspond a la somme du poids fraiadeoquille, du poids frais de la chaire et celui
de I'eau intervalvaire. Ce parametre est déterraifiéide d’'une balance de précision (Sartorius

H110, précision 0,1mg).
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Figure 12.Parameétre linéaires considérés pour I'étude biogquérdeD. trunculus.

2. 6. Dissection et prélevement des tissus

Les dosages biochimiques et enzymatiques ont &éteés sur des individus vivants ayant une taille
moyenne de 26 + 1 mm (correspondant a la classailtiela plus fréquente et la plus abondante sout
long de I'année.

2. 6. 1. Dissection et prélevement du manteau

Apres ouverture des valves de la coquille, le meantst prélevé et débarrassé des siphons puisgsépar
verticalement en deux moitiés ou, chaque moitigieea un dosage biochimique différent (Fig. 18), |

prelévement du manteau est réalisé mensuellemedesundividus de chaque site.

Figure 13.Morphologie externe du manteaudetrunculus(Gr x 2,5).



2. 6. 2. Dissection et prélevement des gonades

La méthode de prélévement a été décrite pagaeeiDiaz (2004) et Royer et al (2008), un fragment
de tissu est prélevé de facon perpendiculaire X llangitudinal de la masse viscérale (I'axe antéro
postérieur) a I'aide d'un scalpel. La coupe estlisée au milieu de la gonade (Fig 14). Le préléeamm
de la gonade a été réalisé par période de repioduptr site et par sexe soit pour I'étude micopsgue

soit pour le dosage biochimique.

Figure 14.Positionnement de la coupe



2. 7. Dosage des biomarqueurs du stress environnembe
2. 7. 1.Dosage de l'acétylcholinestérase

La méthode de dosage de l'acétylcholinestefA€hE) la plus courante est celle d'Elimetnal.,
(1961). Elle consiste a fournir a I'enzyme un sabst'acétylthiocholine (ASCh), dont I'hydrolyse
catalysée, libére de la thiocholine (SCh) et deid& révele I'activité enzymatique de 'AChE gréae
une méthode colorimétrique faisant intervenir um(ie dithiobisnitrobenzoate ou DTNB) qui se lieeav
la thiocholine pour former un complexe de coule@wmne que I'on dose a 412 nm.

Les manteaux sont homogénéisés dans 1 naldios détergente (38,03 mg éthyléneglycol trikabe
aminoéthyl éther NNN'N' ou EGTA, 1 ml triton X 100%845 g NaCl (1 N), 80 ml tampon tris 10 mM
a pH 7) a l'aide d'un homogénéiseur a ultrasons gemtrifugés a 9000 tours/mn pendant 15 mn. Le
surnageant est utilisé immédiatement comme soueogyime pour la mesure de l'activité AChE.

L'activité spécifique de I'AChE est déterngregamme suit: 10QI du surnageant sont additionnés a
100ul de DTNB (39,6 g de DTNB, 15 mg GBNa, dans 10 ml de tampon tris
0,1 M, pH 7) et 1 ml du tampon tris (0,1 M, pH Aprés 3 a 5 mn de repos nécessaire pour épuiser la
réaction spontanée, 1@0du substrat acétylthiocholine iodide (Sigma R)§Ing
ASCh dans 5 ml d'eau distillée) sont ajoutés. caute des densités optiques, s'effectue a 412
nm toutes les 4 minutes pendant 20 minutes contkdanc ou le surnageant a été remplacé
par un volume équivalent de solution détergent® ()0 L’activité spécifique de 'AChE est

déterminée par la formule suivante:

XDO/mn x M
AChE (M/mn/mg de protéines) mg de protéines =

1,36 x410Vs

ADO: Pente de la droite de régression obtenue &yyrslyse du substrat en fonction du
temps.

Vt: Volume total de la cuve (0,1 ml du surnagea®t®¥ml du DTNB + 1 ml tampon tris +
0,1 ml du substrat ASCh).

Vs: Volume du surnageant (0,1 ml).
1,36 x 1Q: Coefficient d'extinction molaire du DTNB.



2.7. 2. Dosage de la glutathion S-transférase

La mesure de l'activité de la glutathion S-traregér(GST) consiste a fournir a I'enzyme un substrat
général du CDNB (chlorodinitrobenzene), qui rééagilement avec de nombreuses formes de GST et de
glutathion. La réaction de conjugaison de ces dewoduits entraine la formation d'une molécule
nouvelle qui absorbe la lumiére a une longueurdae 340 nm. La valeur de densité optique mesurée
est directement proportionnelle a la quantité dgugué formé elle-méme liée a l'intensité de Raigti
GST (Habiget al.,1974).

Les échantillons sont homogénéisés dans 1 ml dpadamhosphate (0,1 M, pH 6) a l'aide d'un broyeur a
ultrasons dans une cuve remplie de glace. L'honadgd@nsi obtenu est centrifugé a 14000 tours/mn
pendant 30 mn et le surnageant servira au dosakpctigité de

la GST.

La méthode utilisée dans notre dosage consisteeadgir les GSTs contenus dans I'échantillon,usur
mélange de GSH + CDNB, a une température ambibnfeptocole utilisé pour le dosage de l'activité
spécifique de la GST est le suivant: Une fractiiquate de

0,2 ml est ajoutée a 1,2 ml du mélange CDNB (1 mNBSH (5 mM); (4,052 mg CDNB, 30,73 mg
GSH, 0,8 ml d'éthanol; 20 ml tampon phosphate 0,pN16). La lecture se fait contre un blanc préparé
dans les mémes conditions avec 0,2 ml d'eau distitmplacant le surnageant. La variation de laitken
optique due a I'apparition du complexe CDNB-GSHmssurée toutes les minutes pendant 5 min a 340
nm dans un spectrophotometre UV. L'activité spgedi de la GST est déterminée par la formule

suivante:

ADo/mn X Mt

X @M/mn/mg de protéines) = ------------------- /mg geotéines
9,6 x Vs

ADO: pente de la droite de régression obtenue dqy@®lyse du substrat en fonction du
temps.

9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB.

Vt: Volume total de la cuve 1,4 ml (0,2 ml du sygeant + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH).

Vs: Volume du surnageant dans la cuve (0,2 ml).



2. 7. 3. Dosage de la catalase

Le dosage de la Catalase (CAT) est réalisé dalométhode de Claiborne (1985). Cette méthode est
basée sur la mesure spectrophotométrique de latiédwe I'eau oxygénée ¢B2) en une molécule
d’'oxygene (Q) et deux molécules d’eau £82) en présence de la CAT a une longueur d’onde UV de
240 nm. La moitié de chaque manteaux dosage estd@mdisée dans 1 ml de tampon phosphate (100
mM, pH 7,4), puis centrifugés a 15000 trs/min, @ardlO min. Le surnageant récupéré servira comme

source d’'enzyme.

Le dosage de l'activité CAT s’effectue dans uneecem quartz a 25°C, sur une fraction aliquote dgl 50
du surnagent dilué de facon a se situer entre1l5eing de protéines/ml, soit 0,05 a 0,75 mg dans la
cuve, a laquelle on ajoute 750 de tampon phosphate (100 mM, pH 7,4), et gDBi202 (500 mM)
préparé extemporanément [ 1,42 ml eau oxygénée @olOnes (gardé en chambre froide), 25 ml
tampon phosphate (100 Mm pH 7,4)]. Apres agitatlanlecture est effectuée au spectrophotomeétre.
L’activité décroit rapidement, il est donc imporitale mettre toujours le méme temps entre le pigetag

du surnageant et le moment ou on place la cuveldapectrophotometre.

La lecture des absorbances est effectuée apréscbides toutes les 5 secondes pendant 30 secondes a
une longueur d’onde UV de 240 nm contre un blareca&800ul de tampon phosphate (100 Mm, pH
7,4), et 20Qul de HO2. L’activité spécifique de la CAT est déterminée flgaformule suivante:

ADo/mn
X (uM/mn/mg de protéines) = / e protéines

Do max : densité optique maximum obtenue.
Do min : densité optique minimum obtenue.

0,04: coefficient d’extinction molaire du peroxyd@ydrogéne (cm. mmoled.l).



2.7. 4. Dosage des protéines

Le dosage des protéines est effectué selon la ohéttle Bradford (1976) sur une fraction aliquote de
100 pL de I'nomogénat avec 4 ml de bleu brillantdemassie (BBC), la solution de BBC se prépare
comme suit: 50 mg de bleu brillant de coomassies(k25 ml d'éthanol (95 %), aprés une agitation de
2 heures on ajoute, 50 ml d'acide orthophosphor{§t&») et on compléte a 500 ml d'eau distillée. La
lecture des absorbances s'effectue a une longiededde 595 nm et la gamme d'étalonnage estééalis

a partir d'une solution Albumine de sérum de b¢B&A) comme standard (1mg /1ml) (tableau 1):

Tableau 1:Dosage des protéines, réalisation de la gammeatiéege.

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

2. 8.Dosage biochimique
2. 8. 1.Dosage qualitatif des acides gras

L’extraction des acides gras des gonades a €igégéaelon la méthode d&ligh& Dyer (1959).

Extraction des lipides totaux :

- Les échantillons sont extraits dans 100 pl d'étahverne C15:0 (2ug/ul). (BROYAGE)

- Ajouter: 2 ml de méthanot ; 1ml de chloroforme (vortex 2mirf)ml chloroforme; 0,8 ml
de NaCl 2M (vortex 2min) + 1V Chloroforme / 1V thanol /0,9 V NaCl 2M.

- Centrifuger 2min a 2500 rpm (séparation de phases)

- Récupérer la phase inférieure chloroformique dansube en verre avec une pipette pasteur et une
propipette. Tout en plongeant la pipette, chasserblulles d’air ; avant de retirer attendre quetqu
secondes afin que le niveau se stabilise. Vénfigr la phase est limpide sans bulle d’air (= e&inon,

éliminer la phase supérieure en aspirant la sudaaevortexer I'échantillon.

- Sécher complétement sous azote (régler le soudffagbn a ce que la surface bouge).



On effectue ensuite une méthylation au BF 3 ( Bonatrifluoride - méthanol):

- Ajouter 1ml NaOH méthanolique 0,5 N puis fermer sou azote.

- Incuber 20 min a 80°C puis refroidir dans la glaci sous I'eau froide (choc thermique).
- Ajouter 2ml BF3 (sortir le produit du frigo unpa I'avance) et fermer sous azote.

- Incuber 15 mn a 80°C puis choc thermique.
- Ajouter 2ml NaCl saturé et d’hexane (hauteur ddoigt) puis voretx 2mn.
- Prélever la phase supérieure héxanique danseretuverre pour CPG.

Pour l'analyse des acides gras, des échantillohséten séchés sous N2 dans un tube en Téflon.
Transestérifiees en esters méthyliques avec 14%ifllmrure de bore et analysé comme Clarus 500
chromatographe en phase gazeuse (GC) (Perkin Eégeipé d'un auto-injecteur et la colonne de ailic
fusionné flexible (30m * 0,32 mm id * 0,25 m) reuéte polyéthyléne glycol (CP Wax 52 CB Agilent).
Les parametres de fonctionnement pour la GC étaientiques a celles décrites par (Budg et Parrish,
1983). En bref, la vitesse d'écoulement du gazpod'hélium était de 3 ml / min. La températurdade
colonne a été programmeée pour maintenir a 85 °rda# 0,5 min, pour s'élever & 195 ° C et maintenir
pendant 15 minutes aprés la rampe a 40 ° C / nde &nir & 215 ° C pendant 0,75 minutes apreseamp
a 2 ° C/ min. La température de l'injecteur estspade 150 a 250 ° C a 200 ° C / min. Le détec&eur
ionisation de flamme a été maintenu a 260 ° Caoubng de I'analyse. Les acides gras ont étéifiant

par comparaison des temps de rétention avec gétalmns d'acides gras commerciaux.

2. 8.2. Dosage des sucres

a- Dosage qualitatif des sucres
Il a été réalisé par chromatographie sur coucheenf@CM). Le principe de cette chromatographie de
partage (liquide — liquide) consiste en une migratdifférentielle des produits selon leur masse

moléculaire.
Mode opératoire :

Sur une plaque de gel de silice (Schleicher et IB&Ri1500) de 10 x 10cm, on dépose a l'aide d'un
capillaire, un volume approximatif de 50 de milieu réactionnel des échantillons, du blabhcun

mélange de six témoins T1: Fructose, T2: GlucdSeSaccharose, T4: galactose, T5: Manose, T6:
Arabinose et. La plaque chromatographique estitensuise dans la cuve de migration contenant le

solvant suivant : n-butanol, acide acétique, Ead (8.V/V).



Apres 4 heures de migration, la plague de siliteséshée sous hotte, puis pulvérisée avec uneolut
d’acide sulfurique a 20ml dans I'éthanol a 8 ml.dlaque est enfin chauffée dans une étuve a 100°C
pendant 5 a 10 minutes environ. Les produits dantes taches noires sur le chromatogramme selon la

réaction furfuralique basée sur la déshydratatesases en milieu acide fort et a chaud.

Le calcul des RF (rapport frontal) de chacun adstés permet d’identifier I'oligomeére.

b- Dosage de Glycogéne
Le dosage a été realisé selon la technique de \Amaléd (1964) qui utilise comme solution standard le
glycogene (1mg/ml) et comme réactif 'anthrone &rh§, 25ml H20, 75ml d’acide sulfurique

concentré. (Fig.15).
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Chauffage a 100°C / mn

Lecture a 620

Figure.15.Principale étapes de dosage de glycod&ae Handel, 1964).



2. 8. 3. Dosage qualitatif des acides aminés
Il a été réalisé par chromatographie sur coucheeni@CM).

Le principe de cette chromatographie de partagguie — liquide) consiste en une migration

différentielle des produits selon leur masse mdéacl
Mode opératoire :

Sur une plaque de gel de silice (Schleicher et IB&Ri1500) de 10 x 10cm, on dépose a l'aide d'un
capillaire, un volume approximatif de 20 de milieu réactionnel des échantillons, du blabcun
mélange de trois témoins T1: Arginine, T2: Alanine3: Valine : T4: lysine, T5: Leucine, T6:
Isoleucyne. La plague chromatographique est ensuge dans la cuve de migration contenant le sblvan

suivant : n-butanol, acide acétique, Eau (4, 1/\pV

Apres 4 heures de migration, la plague de siliteséshée sous hotte, puis pulvérisée avec uneolut
de Ninhydrine. La plaque est enfin chauffée daresatnove a 90°C pendant 5 a 10 minutes environ. Les

produits donnent des taches colorées sur le chograahme

Le calcul des RF (rapport frontal) de chacun adstés permet d’identifier
I'oligomere.

2. 9. Etude Histologique

Le protocole histologique est réalisé selon MartgjMartoja (1967)

» Fixation: Le fragment de la gonade est placé dans unettagdastologie, et conservée dans un
fixateur d’histologie le liquide de Bouin alcooligulurant 48 heures.

* Pré inclusion Les échantillons ont ensuite été déshydratés dams bains successifs d'éthanol
et de trois bains de butanol, pour finalement @étqgrégné dans la paraffine, quatre bains de 24h
ont été effectués.

* Inclusion: Les tissus imprégnés de paraffine doivent en&titeinclus dans un bloc de paraffine,
que I'on moulera autour des tissus sur le bancchligion. Le socle du moule est constitué par la
cassette d’histologie annotée afin de conserveéfixence de I'individu. Une fois solidifié, le
bloc de paraffine est débité en prisme autour dgnfrent de tissus.

» Réalisation des coupesLes blocs de paraffine contenant les tissus sonpés a l'aide d’un
microtome. Ils sont d’abord dégrossis jusqu’a ce lgucoupe passe par la totalité de la section de

masse viscérale, puis coupés a 3 um d’épaisseucolgpes sont déposées sur une lame de



microscope. Les coupes sont ensuite étalés a lHide plaque chauffante a 30°C et sécher a
I'étuve de 60°C pendant 1heur

» Coloration: Afin d’obtenir une coloration contrastée des ussseproducteurs, on utilise une
coloration hématoxyline-éosine Martel (2005). Laéssus sont déparaffinés par des bains
successifs de xyléne, puis hydratés dans I'alcemhtad’étre plongés dans les colorants, et rincés

par des bains d’alcool, puis xyléne (voir Tablepu 2

Tableau 2 Principale étapes de coloration par hématoxydiogine selon Martel (2005).

Etapes de coloration (Hématoxyline et €osine)
Xyléne 5 minutes
Xylene 5 minutes
Ethanol 100° 5 minutes
Ethanol 100° 5 minutes
Ethanol 100° 5 minutes
Rincer a I'’eau du robinet 3 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
Laver a I'eau du robinet 15 minutes
Colorer dans une solution d’éosine 15 minutes
Ethanol 100° 5 minutes
Ethanol 100° 5 minutes
Acétone /xyléne (v/v) 5 minutes
Xylene 5 minutes

Montage des lames avec baume de canada

Les préparations histologiques ont été obsers@es un microscope Leica avec trois objectifsrskdo
taille des cellules (10X, 20X et 40X). Le microsedgé muni d’'une caméra vidéo afin d’enregisteés |

images.



2. 10. Analyse statistique

Les données sont représentées par la moyerthmaétique plus au moins I'écart type (m = SD) é&bl
sur un effectif ou un nombre de répétitions préssdans les tableaux et les figures. Les analyses
statistiques ont été réalisées grace a un logiBlITAB (Version 16, Penn State College, PA, USA)

disponible au Laboratoire de Biologie Animale Appiée.

2. 10. 1. Test d’égalité de la variance

Ce test permet de vérifier ’lhomogénéité desavaes par les tests de Bartlett et levene; dacadale
non égalité des variances, une normalisation deséks est alors effectuée (Dagnelie, 2009). Les
variances sont considérées comme significativesqler la significativité présente une probabilité
inférieure ou égale a 95% (p< 0,05).

2. 10. 2. Régression linéaire et corrélat

L’analyse consiste a étudier la netteté des ralatid’interdépendance et de corrélation entre les
différentes variables : longueur (parametre lirdaén fonction du poids total frais (parametre @val)
pour I'étude de la croissance. De plus, cette aeadyatistique permet
de déterminer les différentes équations de régnedisi€aire au sens des moindres carrés et
les coefficients de détermination ajustés) (@ type y= ax + b. Ces équations sont utilisées
d’'une part dans la détermination des courbes détalge, et d’autre part dans le calcul des

activités enzymatiques de I'AChE, la GST et CATagttivité biochimiques.

2. 10.3. Analyse univariée

L’analyse univariée permet d’'une part, de corapaeux a deux entre les deux sites par le test t d
Student, en étudiant les différentes variables Btoues (longueur, épaisseur, hauteur, poids)i@ala
réponse des difféerents biomarqueurs (AChE, GST, JCAT d’autre part d’évaluer les effets: mois,
saison, année des différents résultats pour cheitid.a comparaison intrasite consiste a comparge
les mois et les saisons d’'un méme site et pour @nenannée pour tous les résultats obtenus par
application du modéle linéaire généralisé (GLM)iaddné au test HSD (honest significative differenc
de Tukey permettant ainsi de classer les moisdeons et les années selon leurs réponses aéredifs
paramétres étudiés (Hsu, 1996). La comparaisorsitde consiste a comparer entre les mois, lesrsais
et les années des deux sites d’études, deux aadkaigde de test t de Student indépendant pourdmen

année.



2. 10.4. Analyse de la variance multivariée et analyse éiarchique

L’Analyses de la variance multivariee (MANOVASteune extension naturelle de 'ANOVA en cas ou
plusieurs parametres sont observés simultanémenesunémes individus. La MANOVA prend en
compte les corrélations qui existent entre lestdifites eétudiées (parametres biométriques, la sépon
des biomargueurs) (Palm, 2000). Elle a pour butisieernée éventuellement I'impact de la pollutian s
la structure et la physiologie des populationdDddrunculusau sein des deux sites étudiés (El Battah,
Sidi Salem). La MANOVA comprend trois tests qui soWilk’'s Lambda, Lawly-Hotteling et Pillai’s
Trace. Cependant, aucun de ces tests n’est co@sidérme étant le plus puissant et aucun ne peut étr
recommandé de maniére préférentielle (Dagnelie6l%elon Huberty (1994) le test de Wilk's est le

plus populaire.

L’analyse hiérarchique nous permet de classerdiérentes saisons dans chaque site selon leurs
réponses aux différents parametres étudiés. Ilistensa définir le critére de regroupement de deux
classes afin de les fusionner, on les fusionneujasce qu'il n'y ait plus qu’une seule classe (Bmzhe
& Saporata, 1980), cette classification est bagééesdegré de similarité entre les classe etshdisfaire
a deux conditions : La cohésion, c’est a dire unadgénéité a I'intérieur des classes et L’isolentent
hétérogénéité entre les classes. Cette hiérarctiereprésentée graphiquement par un arbre ou

dendrogramme.



RESULTAS



3. RESULTATS

3. 1. Etude de la Distribution des fréquences deitke

Le suivi temporel de la structure de populapenmet d'étudier la croissance a travers la détextion
des périodes de recrutement. Ceci corresponddiapparition des nouveaux individus a partir des
histogrammes de distribution des classes de tddlda longueur antéropostérieure. L'amplitude des
classes de taille utilisée est de 2 mm (Bayed &Il@ui1985).

Les figures 16 et 17 représentent les histograsnralatifs a la distribution mensuelle des claskes
taille obtenues de janvier a décembre 2011chBezrunculus recueillis dans deux sites du golfe
d’Annaba: El Battah et Sidi Salem. L'évolution meelie des fréquences de taille montre une diffé&enc
entre les deux sites d’étude. En effet, de jar&ifvrier on enregistre des classes de taille guent de
[18-20[ mm a [26-28] mm pour le site d’El Battahreawne dominance de la classe de taille [22-24] mm.
Au mois de mars le polygone s’étale jusqu'a laséade taille [32-34[ mm avec une dominance des
classes de tailles [24-26][ et [26-28] mm. Pourtie de Sidi Salem les classes de taille varierediB-

20[ mm et [30-32[ mm du mois de janvier a mars avee dominance de la classe de taille [22-24] mm
au mois de janvier et février et une dominanceadeldsse [26-28] au mois de mars. Durant les mois
d’avril et mai, les classes de tailles varient 22-24[ a [30-32[ avec une dominance des classsiltis
[24-26] et [26-28] au mois d’avril et de la clagie taille [26-28[ au mois de mai au niveaux desxdeu
sites. Au mois de juin, le polygone se déplace {exdroite avec I'apparition des individus de lasde
[34-36] mm a Sidi Salem et les classes de tailb@sroencent de [24-26[ avec une dominance des classes
de taille [26-28[ et [28-30[ au niveau des deugssitAu cours de ce mois, I'évolution des classesitle
continue dans les deux sites indiquant une crotgsdas individus. Durant les mois de juillet ettami
réveéle un retour des classes de taille [22-24[ anecdominance de la classe de taille [24-26] mntreo

une dominance des classes de tailles [26-28] eB(28nm au mois de juillet a Sidi Salem. A partir d
mois de septembre jusgu’au mois d’octobre, on esiregdes classes de taille variant entre [18-20[ m

et [28-30[ mm dans les deux sites, avec I'absemsecthsses de taille [18-20 [ et [22-24[ au mois de
septembre pour le site d’El Battah et [28-30[ mmnanis d’octobre pour le site de Sidi Salem . Au
niveau du site El Battah, un effectif plus éleveé ldeclasse [26-28] mm est enregistré au mois de
septembre, le mois d’octobre montre une dominaesecthsses [20-22] mm, [26-28] mm. Concernant le
site de Sidi Salem, on remarque une répartitioférdihte des classes de taille entre les deux nveis a
une dominance de la classe [24-26[. Au mois de mbve on remargue un décalage des polygones vers
la droite de [18-20[ mm a [30-32[ mm a Sidi Salere@une dominance de la classe [22-24[ et de [20-
22[ mm a [30-32[ mm a El Battah avec un effectifgpélevé des classes [26-28] mm et [28-30[ mm.



Au mois de décembre on remarque un arrangenaesnpalygones vers la droite de [20- 22[ mm a [30-
32[ mm au niveau des deux sites avec I'apparitenadclasse de taille [16-18] mm au niveau de Sidi

Salem. La répartition des classes au cours de eaabpresque similaire au niveau des deux sites.
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3. 2. Etude de la Biométrie et de la croissance

L’étude de la croissance des population®dérunculuspéché pendant 'année 2011 au niveau des
deux sites du golfe d’Annaba: El Battah et SidieBalest déterminée par I'analyse de la variance a un
seul critere de classification suivi du test de HDUkey, le test t de student est utilisé afin deparer
les différents moyennes mensuelles saisonniérese das deux sites pour tous les paramétres
biométriques étudiés. Le test de corrélation aiéliéé afin de mesurer l'intensité de la relat@xistant
entre les différents parametres biométriques é&ugdangueur, hauteur, épaisseur, poids total frars)

qui expligue a chaque fois la relation directe @nieux variables.

L’analyse de la variance a un seul critere dsgification révéle un effet saison hautement Boguif
(P< 0,001) pour la longueur et la hauteur au niviB&l Battah et pour tous les parametres bioméasqu
étudiés sauf la hauteur a Sidi Saldm test de Tukey classant les saisons par sitdrmbexistence de
trois groupes de saisons pour la longueur et léebagontre un seul groupe pour le reste des parasée
(épaisseur et poids frais total) a El Battah. Tgnmupes de saisons pour les deux parameétren@iador
et le poids frais total) et un seul groupe poundateur contre quatre groupes de saisons pouidsgpa
a Sidi Salem. La meilleure croissance a été ertrégign été et au printemps par rapport a I'autogbne
I'hiver au niveau d’El Battah, La meilleure croiasa a été enregistrée en hiver, au printemps étén

par rapport a 'automne au sein de Sidi SalemédtabB).

Le tableau 4 représente les moyennes saisoariee différents paramétres biométriques déterminés
au cours de l'année 2011 dans les deux sites @&etual comparaison des moyennes par le test t de
student entre les deux sites d’étude montre dd&relifces significatives (p<0,05 a p<0,001) pour la
longueur, la hauteur et I'épaisseur en hiver; fegleeur, la hauteur et le poids frais totale autpnps;

la longueur et le poids frais totale en été etignrane respectivement.

Le test de corrélation nous permet de mesureetisité de la relation existant entre toutevésables
étudiées, ce qui explique la relation directe ederax variables. D’apres les résultats obtenus)aia
des corrélations positives entre les différentembbes étudiées au sein des deux sites avec dis de
signification hautement significatifs (p<0,001). Deorrélations négatives hautement significativesee
la hauteur et I'épaisseur a El Battah et entrefguieur et la hauteur a Sidi Salem ont été enrégistA
noter que la station de Sidi Salem présente de boeficients de corrélation pour tous les paraesetr

par rapport a El Battah.



La figure 18 montre la relation existante eré&rgoids total frais et la longueur dans les detess
d’étude au cours de l'année 2011 a travers desbesude régression exprimés par I'équation de
croissance relative aux bivalves.

Les résultats montrent qu’il y a une allométrie onante entre le poids total frais et la longueursdas
deux sites d’étude (b<3). Le site d’El Battah semhfficher un bon coefficient de détermination

comparativement a Sidi Salem (99,55%contre 10,19%).



Tableau 3. classement des saisons selon les parametres higuedtmesurés chd2 .trunculuspéché

dans deux sites du golfe d’Annaba (El Battah, Salem) au cours de I'année 2011: test HSDde Tukey.

El Battah Sidi Salem
Paramétres biométriques
Saisons Groupe Saisons Groupe
été A été A
printemps B printemps A
Longueur (cm) Automne B Automne B
hiver C hiver C
été A Automne A
Automne B été A
Hauteur (cm) printemps B printemps A
hiver C hiver A
été A été A
Automne A Automne B
Epaisseur (cm) printemps A printemps C
hiver A hiver D
Automne A printemps A
été A été B
Poids total frais (mg) printemps A Automne B
hiver A hiver C




Tableau 4.Parametres biométriques mesurés dhetzunculuspéché dans deux sites du golfe d’Annaba

(El Battah, Sidi Salam) au cours des saisons dad¢a 2011 (m % s; n=1100).

Parametre

Les moyennes suivies d’'une méme lettre en minusewdent pas significativement différentes (p>0&%ye les

deux sites.

saison o El Battah Sidi Salem
biométrique
Longueur (cm) 2,65+0,12 2,64+0,1%
Hauteur (cm) 1,43 £0,12 1,41+0,100
Hiver

Epaisseur (cm) 0,840, 0,83+0,07b

Poids total frais (mg) 2,57+0,62 2,50+0,54a

Longueur (cm) 2,80+0,28 2,68%0,26b

Hauteur (cm) 1,50+0,12 1,46%0,14b

Printemps

Epaisseur (cm) 1,11+3,46 0,884+0,1(a

Poids total frais (mg) 2,85+0,58 2,36%0,66b

Longueur (cm) 2,64+0,29 2,56+0,300

) Hauteur (cm) 1,44+0,14 1,65+4,05a

Eté

Epaisseur (cm) 1,08+3,47 0,86%0,08a

Poids total frais (mg) 1,2+1,64 2,26+0,67a

Longueur (cm) 2,351+0,18 2,34+0,18a

Hauteur (cm) 1,27+0,09 1,26+0,09

Automne

Epaisseur (cm) 0,74+0,0Qv 0,75%0,00&

Poids total frais (mg) 1,74+0,40 1,650,400
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Figure 18.Courbe exponentielle exprimant le poids total fexisonction de la longueur de
D. trunculuspéché dans deux sites du golfe d’Annaba: El B4#iglet Sidi SalemE) au
cours de I'année 2011 (n=1100).



3. 2. 1. Analyse de la variance multivariée et angde hiérarchique

3. 2. 1. 1. Analyse de la variance multivarig@ANOVA)

L’analyse de la variance multivariée (MANOVA)é&é effectuée pour étudier les corrélations qui
existent entre les différents parameétres biométsqgflongueur, hauteur, épaisseur et poids tota)fra
pour les facteurs mois et site (El Battah et Sale®) durant 'année d’étude. Les résultats monwen
effet saison, site et interaction saison/site haaté significatifs (p<0,001) au niveau des troistde
utilisées Wilk's Lambda, Hotelling-Lawley et PilaTrace.

3. 2. 1. 2. Analyse hiérarchique

La clasification hiérarchique a pour but de fourme répartition des individus en groupes ou esss
homogenes et bien les séparer (Palm, 1996). L’aadliérarchique présentée par un arbre hiérarchique
ou dendrogramme est effectuée sur les résultals d®issance obtenus par saisons au sein de chaque

site (El Battah, Sidi Salem) durant 'année d’étude

En effet, le site d’El Battah montre trois gresple premier renferme I'hiver avec une similad&
99,6%, le deuxieme, représentant la plus grandditside dans la croissance des individus e
trunculus(99,9%), renferme I'été et le printemps, le traisgerenferme I'automne avec une similarité de
99,42% (Fig. 19 A). Le site de Sidi Salem révetastgroupes I'un renferme I'hiver avec une simikari
égale a 98,76% suivie par une deuxieme classesamee par I'été et le printemps (similarité de

99,49%), et une troisieme classe représentéeaqapine (similarité de 99,49%) (Fig.19 B).
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Figure 19. Classification hiérarchigue des saisons selomdsgance d®.trunculusdurant 'année
2011: El Battah (A), Sidi Salem (B).



3. 3. Variation mensuelle des biomarqueurs du stresenvironnemental

Les résultats obtenus sont exprimés par rapporteaquantité de protéines exprimée en milligramme
(mg) obtenue a partir de la droite de régressiamal’courbe de référence exprimant I'absorbance en

fonction d’une quantité d’albumingd) (Tableau 5, Fig. 20).

Tableau 5.Dosage des protéines : réalisation de la gammaealdigtage.

Quantité de protéines (ug) Absorbances
0 0
20 0,144
40 0,237
60 0,373
80 0,445
100 0,577
4 )
0,7 -
06 - y =0,005x + 0,015 R2=0,994
3
[
@
o]
o
2]
Q
<
0 2'0 4'10 éo I80 ioo
Quantité d'albumine (ug)
\ J

Figure 20.Dosage des protéinesiroite de régression exprimant I'absorbance entioncle la quantité
d’albumines (ug) (R2 ceefficient de détermination).



3. 3. 1. Activité enzymatique de l'acétylcholinestase (AChE)

L’activité spécifique de I'AChE exprimée @M/min/mg de protéines est déterminée mensuellement
au niveau du manteau @e trunculuspéché dans deux sites du golfe d’Annaba, El BataBidi Salem
au cours de I'année 2012. Cette activité est oddcphr application de la formule d’Ellmanal, (1961)
en utilisant les pentes des droites de régressiprineant les absorbances en fonction du temps. Les

résultats obtenus sont exprimés par rapport a uaetige de protéines (Fig. 21).

Le suivi mensuel de l'activité de 'AChE au csute cette période montre des valeurs maximales au
mois de mars au niveau d’El Battah avec une vale1.9 £ 10.22M/mn/mg de protéines et au mois de
novembre avec 37,25 * 3,68//mn/mg de protéines chez les individus provenan§ali Salem. Tandis
que les valeurs minimales sont enregistrées au deojsillet, avec 2,66 + 1,02M/mn/mg de protéines a
El Battah et 1,95 = 0,8M/mn/mg de protéines a Sidi Salem au mois d'octolyes diminutions

remarquables ont été observées pendant la pésidele au niveau des deux sites (tableau 6 2Hig.

La comparaison des moyennes par le test t derstuévele une inhibition significative de I'adgtésde
'AChE chez les individus de Sidi Salem comparatieat a ceux d’El Battah aux mois de mars (p=
0.018), aout (p= 0,031), septembre (p= 0,000), wet¢p= 0,005) et novembre (p= 0,018), (tableau 6,
Fig. 21.).

L’analyse de la variance a un seul critére ldssification (mois et site) montre un effet moisue

effet site hautement significatif (P< 0,001) aue@u des deux sites.

Le classement des saisons par le test de Ték@jerl’'existence de quatre groupes au sein d’'EbaBa
(un groupe pour chaque saison) et deux groupesdiaSailem, le premier renferme l'hiver et le

printemps; le second présente I'été et 'automhableau 7)



M El Bettah

60

I Sidi Salem

Activité de 'AChE
puM/mn/mgde prot

Figure 21: Variation mensuelle de 'activité dacétylcholinestérase(uM/mn/mg de protéines) au niveau
du manteau dD trunculuspéché dans deux stations du golfe d’Annaba : BbBat Sidi Salm au cours
de 'année 2012 (m + s, n = 4 - 5). (*: différersignificative; **: différence trés significative**:

différence hautement significative).



Tableau 6. Variation mensuelle de l'activité dé&cétylcholinestérase(uM/mn/mg de protéines) au
niveau du manteau d2. trunculuspéché dans deux stations du golfe d’Annaba : BiaBat Sidi Salm

au cours de I'année 2012 (m + s, n = 5).

Mois El Batah Sidi Salem P
Janvier 14.52 +1.96 13.96 + 2.03 0.67 NS
Février 38.38 £ 3.52 34.91 +£5.36 0.26 NS

Mars 51.9 +10.20 34.24 + 02 0.018*

avril 35.15+4.41 36.49 + 3.53 0.61 NS

Mai 2.67 +0.49 2.60+1.35 0.91 NS

Juin 2.73+0.78 242 +1.21 0.61 NS
Juillet 2.66 +1.02 247 +1.83 0.84 NS

Aout 30.76 £ 3.03 26.24 +2.23 0.031*

Septembre 34,17 +1,88 24,18+ 1,61 0,000***
Octobre 11.05 + 3.48 1.95+0.80 0.005**

Novembre 47.71 +4.86 37.25 £ 3.65 0.018*
Décembre 20.81 +£3.80 18.54 +2.44 0.30 NS

NS: non significatif
0,001).

* significatif (P< 0,05) ** tres significatif (P< 0,01) *** hautemergignificatif (P<




Tableau 7. Classement des saisons par ordre décroissant skdativité spécifigue de
I'acétylcholinestéraseuM/mn/mg de protéines) au niveau du mantealddegunculuspéché dans deux
sites du golfe d’Annaba (El Battah, Sidi Salem)caurs de I'année 2012 (m £ s; n = 5) par le tedDHS
de Tukey.

El Battah Sidi Salem
Saisons Groupe Saisons Groupe
printemps A hiver A
hiver B printemps A
Automne C éeté B
ete D Automne B

3. 3. 2 Variation mensuelle de I'activité la glutdtion S transférase (GST).

L’activité spécifique de la GSTUI/min/mg de protéines) est estimée par applicatieha formule de
Habiget al, (1974) en utilisant les pentes des droites deessgpn exprimant les absorbances en fonction

du temps. Les résultats obtenus sont exprimésapaort a une quantité de protéines. (Fig. 22).

L’activité de la GST atteint un maximum au mdie septembre avec une valeur de 32,73 + 1,39
uM/min/mg de protéines au niveau du site El BattaB445+ 1.99 a Sidi Salem. Un minimum est
attient au mois de janvier avec une valeur de %,3134uM/min/mg de protéines a El Battah et une
valeur de 2,96 £ 0,5AM/min/mg de protéines a Sidi Salem pour le moisédeer (Tableau. 8).

La comparaison des moyennes par le test t derstindique une différence significative (p< 0,8bk
mois de mars et des différences tres significat{pes0,01) aux mois de février, mai, juillet, octelet

décembre. Par contre, aucune différence signifiegp> 0,05) n’est observée aux mois de janvién, ju
et novembre (Fig. 22).



Apres une application de I'analyse de la vagaaaun seul critere de classification (mois ef)sie
note un effet mois et un effet site hautement atif (p< 0,001) pour les deux sites d’étude eteffet
saison tres significatif a El Battah.

Le classement de I'activité saisonniere GSTrsaloordre décroissant par application du testulesy
a permis l'identification de deux groupes a El Bhftle premier englobe I'automne, I'hiver et I'é&téle
deuxiéme renferme I'hiver, I'été et le printempsdetix groupes pour le site de Sidi Salem, le premie

renferme I'automne et le second I'hiver, le pringenet I'été, (Tableau 9).
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Figure 22: Variation mensuelle de 'activité de glutathion S-transférase(uM/mn/mg de protéines)
au niveau du manteau @utrunculuspéché dans deux stations du golfe d’Annaba : BbBaet Sidi
Salm au cours de I'année 2012 (m +s,n =4 -5).

(*: différence significative; **: différence trésgnificative; ***: différence hautement significai).



Tableau 8.Variation mensuelle de I'activité dia glutathion S- transférase(uM/mn/mg de protéines)
au niveau du manteau @utrunculuspéché dans deux stations du golfe d’Annaba BbBat Sidi

Salm au cours de I'année 2012 (m + s, n =4 - 5).

Mois El Batah Sidi Salem P
Janvier 3.31+1.34 3.705+0.726 0.58 NS
Février 5.70+1.02 2.961+ 0.512 0.003**

Mars 7.89+1.56 4.67+1.49 0.012*

avril 15.03+2.64 10.90+ 3.66 0.08 NS

Mai 15.77+ 1.54 20.82+2.32 0.007**

Juin 9.53+1.79 8.78+ 1.93 0.54 NS
Juillet 17.22+ 0.17 22.83+1.76 0.008**

Aout 19.67+1.83 18.37+ 6.07 0.67 NS

Septembre 32.73+1.39 34.45+ 1.99 0.306 NS
Octobre 16.23+ 1.05 28.95+0.19 0.002**
Novembre 5.23+ 1.74 6.58+2.41 0.346 NS
Decembre 14.20+ 0.93 17.63:0.86 0.003*




Tableau 9.Classement des saisons par ordre décroissant Issttivité spécifique de la glutathion S-
transféraseyM/mn/mg de protéines) au niveau du manteaDdérunculuspéché dans deux sites du

golfe d’Annaba (El Battah, Sidi Salem) au courd'aenée 2012 (mzs; n=5) par le test HSD de Tukey.

El Battah Sidi Salem
Saisons Groupe Saisons Groupe
été A hiver A
printemps AB été B
Automne AB Automne B
hiver B printemps B




3. 3. 3. Variation mensuelle de I'activité de la ¢alase (CAT)

Un dosage mensuel de I'activité spécifique d€AA (uM/min/mg de protéines) est réalisé selon la
méthode de Claiborne (1985) au niveau du manteaD.deunculuspéché dans deux sites du golfe
d’Annaba (El Battah et Sidi Salem) au cours den&n2012. (Fig. 23).

L’activité de la CAT montre des fluctuations guairient selon les sites et les mois. D’apresédesitats
obtenus, le site d’El Battah présente une valeuwnimale de 0,23 = 0,04uM/mn/mg de protéines au
mois de novembre et une valeur maximale de 2,34& M/mn/mg de protéines au mois de aout; alors
gu'a Sidi Salem la valeur minimale est de 0,17,@3uM/mn/mg de protéines au mois de janvier et la

valeur maximale est de 4,39 + 1,08/mn/mg de protéines au mois de juillet. (Table@i 1

L’analyse statistique des données par comparaiee moyennes deux a deux révéle une augmentation
significative (p < 0,05) au mois de janvier e¢stsignificative (p < 0,01) au mois de juilleseptembre
au niveau du site de Sidi Salem comparativementBatah. Par contre aucune différence signifiaativ

n'est observée tout le reste des mois (Fig. 23).

A partir de I'analyse de la variance a un seld classification (mois et site), on distingue aifet
saison hautement significatif (p < 0,001) & El Blatet significatif & Sidi Salem (p < 0,05) et

Concernant le classement décroissant des sapmnke test de Tukey, deux groupes sont mis en
évidence pour le site d’El Battah, le premier reprée le printemps et I'été, le second renferme
I'automne et I'hiver contre un seul groupe a Sidiet. (Tableau 11).



H E| Bettah

5 *k
M Sidi Salem
4,5 i
4
o~ 3,5
= F 3
S E 2
2 S 2 'l'
on
2g 1 [T &l
2
3 %. ! * T *% 'l'
=~ 05 T T T T

Figure 23: Variation mensuelle de l'activité de Gatalase(uM/mn/mg de protéines) au niveau du
manteau diD trunculuspéché dans deux stations du golfe d’Annaba : BbBaet Sidi Salm au cours de
'année 2012 (m + s, n =4 - 5).

(*: différence significative; **: différence trésgnificative; ***: différence hautement significai).



Tableau 10.Variation mensuelle de l'activité die catalase(uM/mn/mg de protéines) au niveau du

manteau dD trunculuspéché dans deux stations du golfe d’Annaba : BbBBat Sidi Salm au cours de

'année 2012 (m + s, n = 5).

Mois El Batah Sidi Salem P
Janvier 0.376 £0.138 0.174 +£0.038 0.035*
Feévrier 0.763 +£ 0.388 0.351 +£0.089 0.08 NS

Mars 0.409 £ 0.165 0.605 £ 0.292 0.24 NS

avril 1.375+0.339 1.460 + 0.287 0.68 NS

Mai 1.190 + 0.344 1.436 + 0.501 0.39 NS

Juin 1.562 + 0.452 1.503 + 0.308 0.81 NS
Juillet 2.249 + 0.800 4.39 +1.05 0.008**

Aout 2.344 +0.189 1.640 + 0.658 0.083 NS

Septembre 0,350 + 0,042 0,262 + 0,038 0,01**
Octobre 0.343 £0.072 0.438 £0.222 0.466 NS

Novembre 0.231 +£0.045 0.303 £ 0.107 0.226 NS

Décembre 0.458 + 0.260 0.504 +£0.211 0.665 NS




Tableau 11. Classement des saisons par ordre décroissant batbivité spécifique de la catalase
(uM/mn/mg de protéines) au niveau du manteauDdetrunculus péché dans deux sites du golfe
d’Annaba (El Battah, Sidi Salem) au cours de 'an612 (m = s; n = 5) par le test HSD de Tukey.

El Battah Sidi Salem
Saisons Groupe Saisons Groupe
ete A ) A
_ printemps
printemps A o A
eté
Automne B _ A
_ hiver
hiver B A
Automne




3. 3. 4. Test de corrélation

Le test de corrélation réalisé au niveau de ehaite démontre pour le site d’El Battah une datiah
négative non significative entre 'AChE et les deartres biomarqueurs (CAT, GST). Par contre une
corrélation positive non significative (p>0,05) esiregistrée entre la GST et la CAT. Concernasitée
de Sidi Salem, on remarque une corrélation positime significative entre 'AChE et les deux autres
biomarqueurs (CAT, GST). Une corrélation négatioa significative est enregistrée entre la CAT et la
GST.

3. 3. 5. Analyse de la variance multivariee (MANOVA

Les réponses des trois biomarqueurs étudiés EAGBST, CAT) montrent un effet hautement
significatif (p<0,001) pour les facteurs mois, sitiel'interaction mois /site pour les trois testdises

Wilk’'s Lambda, Hotelling-Lawley et Pilla’s Trace.

3. 3. 6. Analyse hiérarchique

L’analyse hiérarchique donne I'arbre hiérarckigu dendrogramme, cette analyse est effectude sur
classement des saisons par site (Figure 24). eal$tl Battah présente la premiére classe qui rerde
les deux saisons les plus similaires: I'hiver eutomne, la deuxieme classe présente le printemps e
enfin, une troisieme classe avec l'été, la saisonpgesente une réponse des biomarqueurs la moins
similaire par rapport aux trois autres saisonsufeg@4 A). Par contre, le site de Sidi Salem prigstenis
classes, la premiére renferme I'hiver, la deuxidiég et I'automne, les saisons qui montrent une
réponse des biomarqueurs la plus similaire, etd@si€éme renferme le printemps au cours de I'année
d’étude (Figure 24 B).
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Figure 24.Classification hiérarchique des saisons selondange des biomarqueurs chiz
trunculusau cours de I'année 2012 El Battah (A), Sidi Sa(Bin



3. 4. Dosages biochimiques
3. 4. 1. Dosage des acides gras

Pendant 'activité sexuelle les mémes acides goat enregistrés au niveau des deux sites di gin
vue qualitatif. Les résultats montrent I'existerttacides gras saturés (C16:0, C18:0), monoinssaituré
(C16: 1n-9, C18: 1n-9) et polyinsaturés contenémfamille des oméga 6 (C18: 2n-6) et la famills de
oméga 3 (C18: 3n-3, C20:5n-3, C22 :6n-3) au nivéeal deux stations avec une dominance des acides
gras saturés (I'acide palmitique C16:0 et I'acitlasque C18:0) (Tableau 19).

Concernant I'analyse quantitative des acides,daacomparaison des moyennes par le test t dergtu
montre des différences significatives entre lesxdgtes pour les acides gras (C14:0 Myristique, :G16
Palmitique, C16:1n-9, C18:0 Stéarique2:6n-3 docosahexanoique (DHA) chez les femellése

différence significative pour I'acide gras C18: 3n-Linoléique a été enregistrée chez les males.

LaX AGS, X AGPI, et AGMI est plus importante chez les individus d’EdtEah comparativement a
ceux du site de Sidi Salem, le rappeo/ ®w6 est plus élevé chez les males que les femellebldau
19). L'analyse de la variance a trois criteres de diassion (site, sexe, acide gras) montre un efitet s
et acide gras hautement significatif, une inteaacisite/sexe/acide gras) hautement significati\étéa

enregistrée (tableau 20).

Pendant le repos sexuel une série d’acides gyré® observée au niveau des deux sites C14: 0
Myristique, C16: 0 Palmitique, C16: 1n-9, C16:4,8C0 Stéarique, C18: 1n-9 Oléique, C18: 1n-7, C18:
2n-6 Linoléique, C18:3n-6, C18: 3n-d Linoléique, C18: 4n-3, C20: 1n-9, C20: 2n-6, C20:-6,
C20:5n-3 ecosapentanoique, C22: 1n-9, C22: 2i,: @p222: 3n-3, C22 :5n-3 Docosapentanoique,
C22 :6n-3 docosahexanoique (DHA) et la présencéadale gras C16: 1n-7 et l'acide gras C16: 3
uniquement au niveau d’El Battah. Nous avons egaherabservé la présence d’acides gras inconnus

(UK1, UK2) au niveau des deux sites et 'UK3 sewdatra Sidi Salem avec un pic important.

L’analyse de la variance a trois criteres desifecation (site, acide gras) montre un effet sigatif
entre les deux sites pour les acides gras C16:MitRkpe, C16: 1n-9, C18: 1n-9 Oléique, C20:5n-3
ecosapentanoique, C22: 1n-9; une différence tggsfisiative pour les acides gras C18: 2n-6 Linaléig
C18:3n-6, C18: 3n-3 Linoléique, C18: 4n-3 et des différences hautensggmificatives pour UKL,
UK2, C20: 1n-9. (Fig 34).



Tableau 12: Taux des acides gras (uLg/mg de tissu) au niveawgaesdes d®onax trunculugpéché
dans deux sites du golfe d’Annaba (El Battah et Sadem) durant la période de reproduction de ésnn
2013 (m+ SD, n= 4-5) Pour un méme site les moyennes suivies d’'une niéttne en majuscule tandis

que pour un méme sexe les moyennes suivies d’'umeertgitre en minuscule.

Femelles Males
Acides Gras

El Battah Sidi Salem El Battah Sidi Salem

C14: 0 Myristique 0,250 + 0,082b 0,076 £ 0,0150 0,0808 +0,01a | 0,0625 + 0,018
A A B A

C16: 0 Palmitique 2,935+ 0,480 1,359 +0,73D 2,360 + 0,802 1,789 + 0,14&
A A A A

C16: 1n-9 0,157 + 0,062 0,059 +£0,01h 0,1026 + 0,042 | 0,0663 +0,03H
A A A A

C18: 0 Stéarique 1,527 £ 0,185 0,882 +£ 0,19M 1,189 + 0,38% 0,929 + 0,05%
A A A A

C18: 1n-9 Oléique 0,326 + 0,054 0,272 + 0,034 0,200 + 0,054 0,192 + 0,035
A A B A

C18: 2n-6 Linoléique 0,120 + 0,026 0,164 + 0,045 0,0953 + 0,02& 0,0703 + 0,01&
A A A A

C18: 3n-3a Linoléique 0,0637 + 0,028 0,034 +0,01% 0,0693 +0,01% | 0,0268 + 0,00®
A A A A

C20:5n-3 0,238 + 0,124 0,050 + 0,002% 0,268 + 0,06(n 0,216 + 0,06A
ecosapentanoique A A A A

C22 :5n-3 0,0287 + 0,004& 0,028 £ 0,001 | 0,0537 = 0,008% | 0,0547+ 0,008%
Docosapentanoique A A B A
C22 :6n-3 0,185+ 0,04& 0,055 +0,0004 | 0,366 +0,076% | 0,273 + 0,056%
docosahexanoique(DHA) A A B A
AGS 4,712 £ 0,757 2,353 + 0,937 3,629 + 0,859 20218
AGMI 0,483 + 0,116 0,331+ 0,051 0,303 + 0,096 0,258066
AGPI 0,635 + 0,223 0,333 + 0,068 0,852 + 0,184 0,641158
AGPI/ AGMI 1,450 + 1,922 1,006 + 1,333 2,812 +1,916 2,48434 2
AGPI ©6 0,120 + 0,026 0,164 + 0,045 0,0953 + 0,02 0,0703043
AGPl ®3 0,515+ 0,197 0,169 + 0,024 0,757 £ 0,160 0,570140
Rapporto3 / »6 4,291 + 7,577 1,030 + 0,53 7,943 + 6,95¢ 8,142 846

Tableau 13:Analyse de la variance de trois critéres de classibn (site, sexe, acide gras) de la
guantité d’'acides gras (ug/mg de tissu)au niveaugdaades dBonax trunculushez les deux sexes




péchés dans deux sites du golfe d’Annaba (El B&t&idi Salem)durant la période de reproduction de

'année 2013.
Sources de variation ddl SCE CM Fobs P
Site 1 1,0826 1,0748 20,89 0,000+
Sexe 1 0,2059 0,0655 1,27 0,261
Acides gras 9 76,0086 8,2163 159,66 0,000+
Interaction Site/Sexe 1 0,1296 0,0984 1,91 0,169
Interaction Site/Acide gras 9 6,0294 0,6253 12,15 0,000**
Interaction Sexe/Acide gras 9 1,1725 0,1326 2,58 0,009*
Interaction
Site/Sexe/Acide gras 9 1,6767 0,1863 3,62 0,000**
Erreur résiduelle
136 6,9989 0,0515 - -
Total
175 93,3044 - - -
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Figure 25: Taux des acides gras (1ug/ mg de tissu) des goriadesles chezDonax trunculuspéché
dans deux stations du golfe d’Annaba (El BattaBidt Salem) durant la période de reproduction de

'année 2013 (m £ SD, n = 4-5).
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Figure 26: Taux des acides gras (1g/ mg de tissu) des gomadlles chezDonax trunculugpéché dans
deux stations du golfe d’Annaba (El Battah et Sidiem) durant la période de reproduction de Eann

2013 (m + SD, n = 4-5).



Tableau 14: Taux des acides gras (ug/mg de tissu) au niveawgaesdes d®onax trunculugpéché
dans deux sites du golfe d’Annaba (El Battah et Sadem) durant la période du repos sexuel de éann
2013(m+ SD, n =5)

Acides Gras El Battah Sidi Salem

C14: 0 Myristique 0,905 %0, 212 0,127 + 0,025
A B

C16: 0 Palmitique 535+1,03 3,811 +0,72
A B

C16: 1n-9 0,667 + 0,38 0,126 + 0,068
A B
C16: 1n-7 0,278 + 0,464 -
C16: 3 0,113 £ 0,015 -

UK 0,145 + 0,02 1,076 £ 0,253
A B

UK 0,721 £ 0,132 0,191 £ 0,075
A B

C16:4 0,188 + 0,07 0,597 + 0,77
A A

C18: 0 Stearique 1,914+0,51 1,563 £ 0,766
A A

C18: 1n-9 Oléique 0,739 + 0,183 0,379 £ 0,267
A B
C18: 1n-7 0,385 + 0,068 -

C18: 2n-6 Linoléique 0,272 + 0,080 0,083 £ 0,011
A B

C18:3n-6 0,153+ 0,018 0,096 + 0,027
A B

C18: 3n-3a Linoléique 0,217 £ 0,050 0,077 £ 0,005
A B

C18: 4n-3 0,307 + 0,065 0,125 + 0,022
A B

C20: 1n-9 0,179+ 0,018 0,071 £ 0,011




A B
C20: 2n-6 0,108 + 0,017 0,214 + 0,209
A A
C20: 4n-6 0,060 + 0,008 0,076 + 0,010
A B
C20:5n-3 0,428 + 0,048 0,309 + 0,198
ecosapentanoique A A
UK - 0,087 = 0,006
C22: 1n-9 0,198 + 0,060 0,088 + 0,027
A B
C22: 2i 0,089 + 0,008 0,087 + 0,023
A A
C22: 2j 0,044 + 0,005 0,080 + 0,067
A A
C22: 3n-3 0,043 + 0,012 0,335 + 0,644
A A
C22 :5n-3
Docosapentanoique 0,080 + 0,040 0,160 + 0,086
A A
C22 :6n-3
docosahexanoique(DHA 0,556 £ 0,046 1,007 £ 0,581
A A
AGS 2,723 £ 0,584 1,791 £ 0,495
AGMI 0,407 + 0,195 0,166 + 0,093
AGPI 0,167 + 0,038 0,186 + 0,068
AGPI/ AGMI 1,450 £ 1,922 1,006 £+ 1,333
AGPIl 06 0,148 + 0,031 0,117 + 0,064
AGPIl ©3 0,272 + 0,043 0,335+ 1,536
Rapportw6 / ®3 0,544 £ 0,720 0,349 £ 0,041




Tableau 15:Analyse de la variance de trois critéres de classibn (site, acide gras) de la quantité
d’acides gras (Lg/mg de tissu) au niveau des gendel@onax trunculugpéchés dans deux sites du golfe
d’Annaba (El Battah et Sidi Salem) durant la pésidd repos sexuel de 'année 2013.

Sources de variation ddl SCE CM Fobs P
Site 1 0,8202 0,8202 8,40 0,004**
Acides gras 21 198,9728 | 19,4749 96,99 0,000**
Interaction Site/Acide gras 21 12,3633 0,5887 6,03 0,000**
Erreur résiduelle 176 17,1935 0,0977 - -
Total 219 229,3498 - - -
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Figure 27: Taux des acides gras (Lg/ mg de tissu) des gorhdeDonax trunculugpéché dans deux
stations du golfe d’Annaba (El Battah et Sidi &glelurant la période du repos sexuel de I'annd& 20
(m = SD, n=5).



3. 4. 2. Dosage des sucres
3. 4. 2. 1. Dosage du glycogene

Les taux du glycogéne exprimé en (ng/mg de tiasuniveau des gonades, du manteau et du corps
entier deD. trunculus sont calculés a partir d’'une courbe de référenqgmimant I'absorbance en
fonction d’une quantité de glycogéne (ug) (TablgééuFig. 28).

Tableau 16:Dosage du glycogene : réalisation de la gammaldigtage.

Quantité de glycogéne (ug) Absorbances
0 0
20 0.357
40 0.641
60 0.990
80 1.203
100 1.478
1,6 -

y=0,014 x + 0,044 R2=0,994

Absorbance

0 20 40 60 80 100

Quantité de glycogéne (ug)

Figure 28 Dosage du glycogéne : droite de régression exmtines absorbances en fonction des
guantités de glycogene (1g) (R? : coefficient dechdination).



Nous pouvons tout d’abord soulignés une augmentaioglycogene déterminé chez les femelles d’El
Battah par rapport aux males, avec une valeur dg9180.844ug/mg de tissu chez les femelles contre
une valeur de 8.820 £ 0.2Q@/mg de tissu chez les males au niveau des gorafets57 + 0,362 g/mg
de tissu chez les femelles contre une valeur #20t20,164ug/mg de tissu chez les males au niveau du
manteau d®. trunculus.Par contre a Sidi Salem on peut noter la présengdydogene chez les males
a des taux plus élevés que chez les femelles,vaaunides gonades les males représentent 17.428 + O.
png/mg de tissu alors que chez les femelles le tauglycogene était a 16.741 + 0.766/mg de tissu.
Une augmentation du glycogéne chez les males avecvaleur de 3,224 + 0,21 pg/nag tissu par
rapport aux femelle8,272 + 0,0321g/mg de tissu au niveau du manteau. Le corpsrami présente pas
de différence entre les deux sites en période idigetsexuelle (mars). Pendant le repos sexuel les
individus provenant du site de Sidi Salem repréggrdes quantités en glycogéne plus importantes que

ceux d’El Battah pour les trois tissus (gonades)te®u, corps entier). (Tableau. 17, 18, 19).

La comparaison des moyennes par le test "stutient révele des différences significatives pahte
repos sexuel au niveau du manteau et du corps entiees significatives chez les males au nivesal d
gonades et du manteau et en période de repos sawualveau des gonades. Aucune différence

significative n’a été enregistrée entre les fenselles deux sites. (Fig. 29, 30, 31).

L’analyse de la variance a un seul critere dssification montre un effet hautement significatitre
les deux périodes de reproduction chez les femdbssdeux sites par contre aucune différence @'a ét

enregistrée entre les trois organes.

Pour les males, L'analyse de la variance a un ciére de classification montre un effet site,eseat

période hautement significatif au niveau du sit&dk Salem.

Le test de tukey nous a permis de classer les esgamtrois groupes a Sidi Salem le premier rerddem
corps entier et les gonades, le deuxiemes préEngonades et le manteau, un troisieme groupeleour

manteau.
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Figure 29. Taux de glycogéne (ng/mg de tissu) au niveaugdesdesde Donax trunculuspéché a El
Battah et a Sidi Salem durant les deux périodda deproduction de 'année 2013 (A: méle, B: femkell

(mts,n=23).
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Figure 30. Taux de glycogene (ug/mg de tissu) au niveamdnteau deDonax trunculugpéché a El
Battah et a Sidi Salem durant les deux périodda ceproduction au cours de I'année 2013 (A: nBle,
femelle) (mts, n = 3).



Tableau 17: Taux de glycogene (ug/mg de tissu) au niveawgdeadesde Donax trunculugpéché a El
Battah et a Sidi Salem durant les deux périodda deproduction au cours de I'année 2013(spn =
3).

Périodes El Battah Sidi Salem P
M 8.820 + 0.209 17.428 + 0.505 0.001**
Reproduction
F 18.59 £ 0.844 16.741 + 0.766 0.06NS
Repos 291+1.46 956 +1.11 0.008**

Tableau 18: Taux de glycogéne (ng/mg de tissu) au niveamdanteau deDonax trunculugpéché a El
Battah et a Sidi Salem durant les deux périodda deproduction au cours de I'année 2013+(spn =
3).

Périodes El Battah Sidi Salem P
M 0,242 £ 0,164 3,224 +£0,21 0.002**
Reproduction
F 0,457 £ 0,362 0,272 £ 0,032 0,778NS

Repos 4,07 +1,51 8,123 + 0,938 0,029*




Tableau 19: Taux de glycogene (1g/mg de tissu) au niveauaaips entierde Donax trunculugpéché a
El Battah et a Sidi Salem durant les deux périaldel reproduction au cours de I'année 2013 6nn
=3).

Périodes El Battah Sidi Salem P
Reproduction 1.347 + 0.0364 1.361+0.22 0.924NS
Repos 0.332 +0.013 1.394 +0.412 0.047*
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Figure 31. Taux de glycogene (Lg/mg de tissu) au niveaoatps entierdeDonax trunculugpéché a El
Battah et a Sidi Salem durant les deux périodda teproduction au cours de I'année 2013t(spn =
3).



3. 4. 2. 2. Dosage quallitatif des sucres

L’'analyse sur CCM des sucres a été réalisée sugdeades males et femelles au cours de la période

d’activité et repos sexuelle. Les sucres ont édpanés par des sucres témoins et leur rayon frefal

La révélation des sucres par le biais de I'acidfugque a été faite a base des standards: glueése
0,45, galactose RF1 = 0,37, fructose RF3= 0,44 0s@aRF=0,56, arabinose RF= 0,39, Saccharose RF =
0,43 . Le chromatogramme montre la présence ddeswsicres au niveau d’El Battah au cours des deux
périodes et pendant I'activité a Sidi Salem chezlleux sexes. On constate la présence du frudtalse e
manose chez les femelles de Sidi Salem pendasptesr (Fig. 32).

Figure 32 .Chromatogramme des sucres gonadique Ehdrmunculusrécoltés au niveau des deux sites
du le golfe d’Annaba (B: El Battah, S: Sidi Salévh,mélange de standardsB: femelle El BattahMB:
male El BattahFS: femelle Sidi SalelmMS: méle Sidi SalemFru: fructose RF3= 0,44Glu: glucose
RF= 0,45 Gala: galactose RF1 = 0,3FKjan: manose RF=0,56.).



3. 4. 3 Dosage qualitatif des acides aminés

L’'analyse sur CCM des acides aminés a été ésalisr les gonades males et femelles au cours de la
période d’activité et repos sexuelle. Les acidemésont été comparés par des acides aminés tégtoins
leur rayon frontal RF.

La révélation des acides aminés par le biaisia solution ninhydrinique a été faite a base des
standards: arginine RF= 0,55, leucine RF1 = 0,5@leucine RF3= 0,54, alanine RF=0,56 valine
RF=0,52 et lysine RF= 0,548. Le chromatogramme reolat présence des mémes acides aminés au

niveau des deux sites chez les méles et les feanetigoériode de reproduction comparativement aux

témoins. (Fig 33).

Figure 33 . Chromatogramme des acides aminés gonadique Rhézinculusrécoltés au niveau des
deux sites du le golfe d’Annaba (B: El Battah, &t Salem,M: mélange de standardsB: femelle El
Battah,MB: male El BattahFS: femelle Sidi SalemMS: male Sidi SalemArg: arginine RF= 0,55,
leu: leucine RF1 = 0,57s0 leu: isoleucine RF3= 0,54la: alanine RF=0,56 etal: valine RF=0,52).



3. 5. Aspect cytologique de la reproduction

Une mensuration (longueur) des gonades a étéé&édis des coupes histologiques pendant le cycle de

développement. Pour rappel le cycle de reproduastrdécrit comme suit (Hamdani & Soltani-Mazoni;

2011):

Stade 0: repos sexuel

Stade 1: reprise de I'activité génitale
Stade 2: gamétogénese

Stade 3A: maturité

Stade3B: émission des gametes
Stade 3C: redéveloppement

Stade 3D: arrét de I'activité génitale

Les résultats obtenus ne montrent aucune différemtre les deux sites concernant la longueur des
ovocytes (tableau 20) et des cellules sexuellesesngtableau 21) durant tous les stades de

développement.

Tableau 2Q Longueur (um) des ovocytes pendant le cycle geldppement au niveau d’El Battah Sidi

Salem (n=5).

Stades de développement El Battah Sidi Salem
Stade 1 10,29 + 1,05 6,05+2,1

A A

Stade 2 10,29 + 1,05 7,86 +2,77
A A

Stade 3A 21,30+7,1 11,49 +1,05
A A

Stade3B 8,47 +4,19 6,65+ 3,78
A A

3B vers 3C 10,29 + 3,78 10,89 + 3,63
A A

Stade 3D 544 +1,82 6,65 + 1,05
A A




Tableau 21:Longueur (um) des cellules sexuelles males perndanytcle de développement au niveau
d’El Battah et Sidi Salem (n =5).

Stades de développement El Battah Sidi Salem

Stade 1 8,47 + 1,05 544 +1,82
A A

Stade 2 4,84 +1,05 4,23+ 1,05
A A

Stade 3A 16,57 +4,1 9,68+2,1
A A

Stade 3B 9,68+2,1 8,47 +2,1
A A

3B vers 3C 8,47 + 1,05 6,65 + 1,05
A A

Stade 3D 8,47 +2,1 9,68 +2,10
A A
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Figure 34. Stade 1(femelle). Premiers signes de la gamétegedgparence d'une lignée d'ovogonies.
Début de formation des follicules sexuels. au deitissu conjonctif on observe les futurs follicugnsi
gue des ovogonies. tissu conjonctif abondant desybes se fixent sur les parois folliculaires (&: E
Battah (G: X 100); b: Sidi Salem (G: X 200); TGsu conjonctive; Og: ovogonie; O: Ovocyte).
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Figure 35. Stade 2 (femelle)Un grand espace est occupé par les follicules jdigses ovocytes restent

attachés au pourtour folliculaire, ceux qui sonttures deviennent libres dans le lumen. les parois

folliculaires sont bien formées. Centre vide ddficides, les ovocytes pédonculés sont accroch&s au

parois folliculaires (a: El Battah (G: X 100); bid5Salem (G: X 100); TC: tissu conjonctive; O:
Ovocyte).
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Figure 36. Stade 3A (femelle). Maturité morphologique. Ovoesyéen développés, pressés
dans la lumiere des follicules, forme polygonalatidité des follicules qui présentent une
forme polygonale (pression) (a: El Battah (G: X 10 Sidi Salem (G: X 100); Fm: f




Figure 37. Stade 3B (femelle). Certains follicules se videst Idurs contenus, les ovocytes restant
prennent une forme sphérique au moment ou la prests ponte dans les follicules diminue. Réduction
généralisée du nombre d’ovocytes dans le tissuigatntollicules sexuels vides. Jeunes ovocytes en
formation sur les parois. une réduction généraléadmurface occupée par le tissu génital. On oleserv
I'envahissement des follicules sexuels par le wssyonctif (a: El Battah (G: X 100); b: Sidi Sal€@:

X 300); TC: tissue conjonctive; Op: ovocyte péddéckyv: follicule vide)

Figure 38 Stade 3D (femelle). Arrét de l'activité génitalellieules sexuels dégénérés.. Follicules
occupés par les adipocytes (a: El Battah (G: X 200pidi Salem (G: X 200); TC: tissue conjonctive;
Ad: Adipocyte).



Figure 39. Stade 1 (male). Début de formation des folliculesugls). Dans le tissu conjonctif des
spermatogonies se groupent pour former des fodlicepermatiques. Début de formation des follicules
spermatiques (a: El Battah (G: X 100); b: Sidi 8ak&: X 100); TC: tissu conjonctive; FI: follicule
immature).

Figure 40stade 2 (méle). On observe les follicules spermaticen spermatogenese (Début). La lignée
germinale apparait dans les follicules avec dedteur vers l'intérieur: spermatogonies, spermaésc
et spermatides (a: El Battah (G: X 100); b: SideSa(G: X 100))



Figure 41. stade 3A (méales). Follicules sexuels bien forméplein développement, Disposition des
spermatogonies, spermatocytes et spermatides deh¢ée vers le centre. Maturité morphologique.
Spermatozoides abondants au centre des follioglespés sous forme des colonnes (a: El Battah (G: X
200); b: Sidi Salem (G: X 200); Fm: follicule magjwr

Figure 42. Stade 3A (méales)., Spermatozoides abondants dre as follicules, groupés sous forme
des colonnes (A: El Battah (G: X 200); B: El Bat{@ X 200); Sz: spermatozoide; Sg: spermatogonie).



Figure 43. Stade 3B (méle) Emission des gameétes. Arrangemesitspermatozoides en colonnes
disparait. Follicules sexuels se vident de leutermn Quelques colonnes spermatiques persistete St
d’émission des spermatozoides (a: El Battah (G0®);1b: Sidi Salem (G: X 100); F: follicule).

Figure 44. Stade 3C (méle). C'est le stade de redévelopperteentnouvellement gamétogénésique a
lieu, les follicules n'occupent plus toute la soefadu tissu génital. Tissu conjonctif abondantEh:
Battah (G: X 100); b: Sidi Salem (G: X 100); Tasi conjonctive).



Figure 45. Stade 3D (male). Follicules presque vides avec quasl spermatozoides. Gonade
s'acheminant vers le stade 0. Parois tubulaireSides. Débris cellulaires présents (a: El Bat@hX
400); b: Sidi Salem (G: X 100); Tc: tissu conjoretiFd: follicule dégénére; Ad: Adipocyte).



DISCUSSION



4. DISCUSSION

Depuis plusieurs années, le littorale du golfAndaba a été soumis a des fortes pressions
anthropiques, industrielles, agricoles et tourigt®] En conséquence il a été exposé a limpact de
nombreux contaminants chimiques susceptible deribaet a la dégradation écologique de cet
écosysteme. Les baies cétieres sont des zonesfesendies ou la capacité de renouvellement des eaux
est limitée, permettant ainsi 'accumulation destaminants (Vlahogranmt al, 2009). Les organismes
aquatiques présents dans ces milieux font facet@sg@ombreuses sources de perturbations quieagiss
le plus souvent de maniére simultanée, engendemnintgeractions plus ou moins néfastes (Dediahl.,
2010, Kankal & Gaikwad, 2011). La biosurveillancgt en élément important dans les programmes
d’évaluation de la qualité des eaux en fournisdastinformations spécifiques concernant la dynaeiqu
des polluants (leur persistance dans I'environn&maimsi que leurs effets sur la santé des especes
(Camposet al, 2012). De nos jours, les indicateurs biologigseat principalement employés pour
évaluer |'état de I'environnement et pour fournirgignal précoce des changements environnementaux,
ou pour diagnostiquer la cause d'un probleme édamleg(Noss, 1990; Dufrene & Legendre, 1997,
Niemi & McDonald, 2004; Howeet al, 2007). Du point de vue écotoxicologique, les losgues
bivalves de par leur mode de vie jouent un réleartgnt dans la bioaccumulation des polluants sar |l
ont 'avantage d’étre en contact direct avec I'dalgédiment et la nourriture contaminée (Gunétea.,

1999 ; Milleret al.,2000). La réponse a I'échelle sub-individuelle théwqueurs) chez les mollusques
bivalves peuvent étre utilisés comme de véritatdgstéme d’alarme sensibles dans les études

d’évaluation des risques écotoxicologues (Tlili12pD

4.1. Dynamique des populations

De nombreuses études ont porté sur les fagpewnsant affecter la croissance et la survie deahods
(Winter, 1978; Bayne & Newell, 1983; Grant, 1996riz2Ble et al., 2001). Cependantparmi les
parametres du milieu on peut citer l'actioala température, la disponibilité des aliments, iaqse
d’autres facteurs du stress physiologique (Breyl&ke, 1993). En effet, la disponibilité de |la ndture
peut étre considérée comme étant le facteur leipipsertant dans la détermination de la croissamse d
mollusques, car si la nourriture est rare la cemiss sera retardée indépendamment de tous les autre
facteurs (Seed, 1976).

La croissance de l'individu est I'une des ppalds caractéristiques de la plupart des organistnes
parameétre important dans la dynamique des popuofatioes mollusques, sans doute en raison de leur
abondance mais aussi du fait de la présence dapglle remarquablement organisée, ont donné lieu a

de nombreuses études de morphométrie et de crogssaotamment chez les bivalves (Legayal,



2000; Ansell & Lagards, 1980; Bodoy, 1982; Gasptarak, 1999).La coquille des mollusques
bivalves ne fournit pas seulemenine protection importante contre les prédateurtegtdommages
mécaniques, mais aussi intervient dans le conttéléenvironnement interne, particulierement dans |

circulation des courants d'eau a travers la cpati@ale (Seed, 1980).

L'étude de la structure démographique des ptpotad’'une espéce est d'un intérét multiple avec
notamment la connaissance instantanée des talepllis représentatives, les périodes de poniz et |
durée de vie des différentes classes de taille@at; 1981; Dauvin, 1988; Bazairi, 1999; Zine, 200
Dans la mer Méditerranée, la croissanceDamax trunculus est généralement étudiée en utilisant la
méthode d'analyse indirecte se basant sur la mdsueelongueur antéro-postérieure de la coquelle;
est contrélée par l'interaction de plusieurs fastetcologiques tels que la température, la densité,
disponibilité de la nourriture. De plus, la granmaktrie du sédiment est un facteur principal dans le
contrdle de la distribution des populationsdrunculus(Mouéza & Frenkiel-Renault, 1973; Ansell &
Lagardéere, 1980; Guillou & Le Moal, 1980; Bodoy 829 Bayed & Guillou, 1985; Coskt al, 1987;
Mazé & Laborda, 1988; Neuberger-Cywiak al, 1990; Ramon, 1993; Ramast al, 1995; Manca-
Zeichenet al, 2002; Tlilli et al, 2010a;La valle et al., 2011). La Valle, (2006) a rapporté que la
présence d'un sédiment bien trié avec une tailleyamoe des grains dans les plages de sable
moyennement fin, permet une meilleure croissanee &apparition d’une population plus stable. En
effet, c’est le cas de la plage d’El Battah qucaeactérise par un sable moyen dont le diamétreemoy
est de 0,26 mm, tandis que la plage de Sidi Saknca@mposée de sable fin avec diamétre moyen de
0,18 mm.

De nos jours, les indicateurs biologiques sorhcpalement employés pour évaluer I'état de
I'environnement et fournir un signal précoce deangements environnementaux, ou pour diagnostiquer
la cause d’'un probléme écologique (Noss, 1990;dnefi& Legendre, 1997; Niemi & McDonald, 2004;
Howeet al, 2007).

Donax trunculusoccupe les environnements hautement énergétiquidessplages de sable fin, ou il
est exposé aux rythmes des mareées, l'action deevagtenses et l'instabilité des sédiments (Br&wn
McLachlan, 1990). Dans ces environnements, les lpbpns de Donax trunculussont capables
d'atteindre des densités tres élevées (Gastpalr, 1999). Cette espéce est préférentiellement digtab
entre 0-2 m de profondeur dans la Méditerranéentse 0-6 m sur les cotes de I'Atlantique, avec des
densités plus élevées entre 0-3 m de profondelsp@et al, 2002; La valle, 2006).



L’étude menée durant la période allant de jan&idécembre 2011 montre une répartition des dasse
de taille différente entre les deux sites et quierd en fonction de la période de reproductiodwestade
de développement, par contre aucun recrutemenété@’anregistré et cela peut étre due a une faute

d’échantillonnage.

Ces résultats sont en accord avec les travaux ddene (2003), Beldi (2007) menés dans le golfe
d’Annaba, chez les populations des coétes algérgMeséza & Frenkiel- Renault, 1973; Ansell al.,
1980), les cotes Marocaines (Bayed & Guillou, 198&yed, 1990; Guillou & Bayed,1991), les cotes
italiennes (Badino & Marchionni, 1972) et les cotspagnoles (Mazé & Laborda, 1990; Rareoml.,
1995). En effet, le recrutement bimodal semble @tee caractéristique des populations méditerrare&enn
(Mouéza & Frenkiel- Renault, 1973; Ansell & Bodol®79; Ramonet al, 1995). Cependant nos
résultats sont en contradiction avec les travausiflg2009) dans le golfe d’Annaba, qui a obselvé
présence d’'un recrutement unimodal chez cette esp@tianiet al. (1997) montrent également cHez
trunculus une seule période de recrutement en autorRhesieurs travaux rapportent egalement la
présence d’'un recrutement unimodal clizztrunculusen Méditerranée (Neuberger-Cywiack, 1990;
Manca-Zeicheret al.,2002) et en Atlantique (Ansell & Lagardére, 198@ildu & Le Moal, 1980).

Un recrutement bimodal est observé chez d’autrpsces de Donacidés tels gDenax variabilisen
Caroline du Sud (Etats-Unis) (Wilson, 199Bpnax semistriatuen PalestingNeuberger - Cywialet

al., 1990). Cependant, Ansell (1972) suggere un recrmieéntontinu chez Donax vittatus Un
recrutement continu sans période de repos sexuéfakemenbbservé chez la moufallista chioneau
Portugal (Mouraet al.,2008), alors que Baydd998) signale une variabilité dans le recrutenaset un
recrutement bimodal en 1985¥387 et un recrutement unimodal en 1986 et 1988.deunculusdans

les plages d’Essaouirau Maroc. Une variabilité dans le recrutement gstieinent signalée chdz.
Decussatupéchée dans différents sites des c6tes marocareesua recrutement unimodal dans un des
sites, un recrutement bimodal avec une périodeefesr sexuel dans un autre site etrecrutement
trimodal sans période de repos sexuel dans uridnoéssite, ceci est déssentiellement aux variations
trophiques et thermiques entre ces trois sites @faet al.,2005).

D’aprés les résultats antérieurs obtenus, un retamd mois dans le recrutememés jeunes individus a
Sidi Salem comparativement a El Battah en périodietgmiere, ceci estonfirmé par le travail de
Hamdani (2012) ou elle a constaté aprés une étigttddgique lgprésence de légéres différences dans la
répartition des différents stades gamétogénesigoe les deux sites, avec un retard d’'un mois dans
I'émission des gametes (le stade 3B) a Sidiem (le maximum de ce stade a été enregistréaasl m
d’avril a El Battah et au mois de mai a Sidi Sale@g retard est probablement d( a la pollution dans
site provoquant ainsi, une perturbation dans I'éiois des gametes. En effet, Abdennetial (2010)

révele selon une analyse réalisée sur le sédimeniveau du golfe d’Annaba, la présence de métaux



lourds(Plomb, Nickel, cuivre et Zinc) a des concentradidifférentes avec une augmentation au niveau
de Sidi Salem par rapport a El Battah. Cependaxpdsition aux polluants peut affecter la croissaat

le succés de la reproduction chez les bivalvesmagheudecker, 1981; Steele & Mulcahy, 1999). Nos
résultats sont en accord avec ceux observés paefldi. (2011) cheD. trunculusau niveau du golfe de
Tunis. Guerleet al (2007) rapporte également un retard dans la &eir'’émission des gametes chez
la moule Dreissenapolymorphaexposée a la pollution. Une modification du cycéxuel avec un
allongement de la période de reproduction a éta dépstatée cheyl. edulisexposées a des métaux

lourds (Myint & Tyler, 1982) et chez d’autres maikxposées au cuivre (Zoréhaal.,2006).

La distribution des classes de taille a été larggmglisée comme un élément important dans lacsire
des populations terrestres et aquatiques (Browdb;1Rerr & Dickie, 2001; Whitet al, 2007). En effet,
La structure des populations des Donacidés révele eétroite relation entre la croissance, la
reproduction, la mortalité larvaire et la variatieaisonniere de la distribution des fréequenceshsses
de taille (Wilson, 1999). D’'aprés les résultats eolois, les individus d’El Battah montrent une
distribution des classes de tailles et une crosameilleure comparativement a ceux de Sidi Satgiin,

montrent une amélioration dans leur croissancenatsale I'année d’étude (2011).

Des travaux réalisés sur les coOtes francaisesly(B Massé, 1978) et algéroises (Mouéza, 1972)
confirment que la distribution des classes deeidist en relation étroite avec la période de degtmn
et I'apparition des jeunes recrues. Cependant,reiapotre étude on distingue une différence dans la
distribution des classes de taille au cours dettaoge d’activité sexuelle s’étalant de mars aesapte,
et une distribution des classes relativement la endanant la période de repos sexuel s'étalant okwet
a février. En effet, on remarque une croissancileagn été et au printemps contre une croissamte le

en hiver et en automne ;

D’apres Ramoet al (1995), la progression mensuelle de la distrdyuties fréquences des classes de
taille montre un profil saisonnier de la croissarm®s populations d®. trunculus sur les cotes
espagnoles; ceci confirme nos résultats qui saaegwent en accord avec les travaux de Guillou & Le
Moal (1980) sur les c6tes francaises, Manca-Zeieteah (2002) sur les coétes italiennes et Gagial.
(1999) sur les cbtes portugaises. Fishebstaal. (1999) ont observé ch&. trunculusune dominance des
juvéniles en automne et celle des adultes au pnipgect en été. Cette différence saisonniere esadue
recrutement en été, mais aussi a la croissancmdieglus en fin de printemps et au début de I'étéa
la perte du poids plus tard a la fin de I'été (Bmuket al, 1985; Essink & Bos, 1985; Beukema &

Desprez, 1986). Une augmentation du pourcentagpidésiles est également signalée en Palestine chez



la méme espece durant 'automne avec un maximuseptembre et novembre (Neuberger-Cywaak
al., 1990). Lastra & Mclachlan (1996) ont expliqué ka#ition de la croissance et du recrutement des
juvéniles par la qualité du sédiment durant lesniees stades de croissance chez les jeunes rearus g
préferent un sable fin et cette sensibilité dimiaumec leur croissance. En effet, De La Htial. (2002)

ont montré que les individus d2. trunculusayant une taille inférieure a 25 mm préferent ublesa
moyen et grossier tandis que ceux ayant une ilérieure a 25 mm préférent un sable fin a mdyen.
général, il est reconnu que la relation taille-goggt parmi les données de base les plus impastgote
expliquent les changements de la longueur de laibeaghez les bivalves en milieu naturel. Ainsn, o
peut citer les conditions environnementales conmex@dsition aux vagues (Akester & Martel, 20003, le
conditions trophiques (Alunno-Brusag al,, 2001), la profondeur de I'eau (Claxitnal, 1998; Lajtner

et al, 2004), les courants (Fuimahal, 1999), les turbulences de I'eau (Hinch & Baill®g8), la nature

du sédiment (Newelkt al, 1982; Lajtneret al, 2004) et la qualité de I'eau (Lajtretral, 2004). Les
données taille-poids sont également employées demsétudes physiologiques pour obtenir des

estimations de la variation saisonniere de la samise (Gosling, 2003).

D’aprés nos résultats, on remarque que la lamgde la coquille croit relativement plus vite dee
poids total (allométrie minorante) dans les deugssd'études. En effet, Fishelsehal (1999) ont
démontré que chel. trunculusla longueur augmente avec I'augmentation du ptuth. Ceci est en
accord avec la plupart des travaux réalisés sardissance d®. trunculusdans différentes régions de
son aire de distribution y compris, le Sud-Ouesbpéen, la méditerranée et le nord d’Afrique. Une
allométrie minorante est constatée chez cette eggre&spagne (Mazé & Laborda, 1990; Ramon, 1993),
en France (Ansell & Lagadere, 1980), au Maroc (Bag®990; Tliliet al, 2011) et en Algérie (Ansedit
al., 1980); ainsi que chez d'autres espece de bigaeis queVenerupisdecussatustCardium edule
(Benmessaoud, 2007) e&crobicularia plana(Kourradi, 2007) collectés sur les cotes atlantique
marocaine.

Les arbres hiérarchiques obtenus montrent auscda lI'année d’étude des similitudes dans la

croissance des individus durant I'été et le prirgemour les deux sites.

4.2.Réponse des biomarqueurs du stress environnentain

Les eaux cotieres sont exposées aplusieurs niséues de perturbation; la  pollution
chimique, associée a la production industriellugbanisation élevée, sont parmi les préoccupaties
plus majeures (Giarratarab al, 2010). L'utilisation de réponses biologiqueszles especes sentinelles

exposées aux différents contaminants est devenueutih utile dans I'évaluation de la qualité de



'environnement. De nombreux biomarqueurs écotdggiques proposés dans les trois dernieres
décennies basés sur les réponses aux niveaux raiésuet cellulaires représentent les premiers
signaux de perturbation de I'environnement et dstscouramment utilisés dans le programmes de

biosurveillance (Mooretal., 2004 ;Viarenget al, 2007).

4.2.1. L’'acétylcholinestérase :
Une enzyme vitale dont le réle majeur est d’hydsetyl'acétylcholine (ACh), un ester libéré dans
I'espace synaptique lors de la transmission déuXnnerveux d’une cellule nerveuse a une autrenBa
et al, 2006; Moser & Padilla, 2011). A l'arrivée denfiux nerveux, la terminaison pré-synaptique libere
I’ACh qui diffuse a travers lI'espace synaptiquevient activer des récepteurs spécifiques situés tan
membrane post-synaptique. Dans les jonctions nawsoataires, les fibres musculaires post-synaptiques
présentent au contact de la terminaison nerveuseagion membranaire spécialisée riche en récepteur
nicotiniques qui sont également des canaux ioniquadixation de 'ACh sur ces derniers provoque
'ouverture de ces canaux. L'entrée consécutivendisodium entraine une dépolarisation locale qui
déclenche un potentiel d’action propagé dans ttaufibre musculaire, la libération d’ions calciurh e
finalement la contraction. Pour que la repolarsasoit possible, 'ACh est trés rapidement hydsély
en acétate et choline par I'AChE. Cependant liittub de ce dernier méne a une accumulation de
'ACh dans la région post-synaptique provoquant umgperexcitation. Chez les invertébrés,
l'accumulation d'acétylcholine peut induire uneoxntation nerveuse avec une hyperactivité, des
tremblements, des convulsions et enfin une pamlygsii peut conduire a la mort (Hoguet & Key, 2008)
L’activité des cholinestérases entre dans la cai@gles biomarqueurs d’exposition, leur inhibitiest
utilisée pour détecter la pollution environnememizdusée par les composants neurotoxiques (Callleau
et al, 2007). En effet, de nombreux auteurs considéergné la mesure de [lactivité de
I'acétylcholinestérase comme étant le meilleur lateéir de contamination du milieu par les pestgide
organophosphorés et les carbamates (Amiard- Tri@@€9). Toutefois, d’autres contaminants tels que
les métaux lourds, les détergents et les toxingaled peuvent inhiber TAChE (Payrd al, 1996;
Guilherminoet al, 1998; Lehtonert al, 2003; Tim-Timet al, 2009). Des études récentes suggerent
que I'inhibition de l'activité acétylcholinestérapeut également indiquer I'exposition a un stresssegal
(Lehtonenet al, 2006). La réponse des organismes face aux tebilsi est fonction de I'espece animale
(Bocquenéet al, 2004). L'inhibition de l'acétylcholinestérase doit & une altération physiologique
grave des organismes marins (Ozreeml, 1998; McHeneret al, 1997; Dauberschmiddt al, 1997).
De nombreux travaux portant sur les pesticidesnt traité les relations existantes entre I'intdni de

I'AChE et les troubles de comportement chez learosgnes aquatiques (Amiard-Triquet, 2009).



L’analyse des résultats de l'activité spécifiglee’AChE chezD. trunculuséchantillonnée au niveau
des deux sites dans le golfe d’Annaba sur une ddiée an, montre une inhibition de I'activité de
I’AChE chez les individus de Sidi Salem comparatieat a ceux d’El Battah pour la majorité des mois.
En effet, on a constaté une diminution de l'acfiviiu niveau des deux sites d’étude, ceci est
probablement dd a une diminution du niveau de pohudans le golfe. En effet un profil saisonnist e
mis en évidence avec une diminution de l'activit€h&k a Sidi Salem en été par rapport aux autres

saisons.

D’autres études montrent que les variations obsenadncernant l'activité de I'AChE chez les
mollusques marins sont souvent en relation étraitec le degré de pollution, et donc indiquent la
présence de substances inhibitrices de l'activi@h (Escartin & Porte, 1997; Najiret al, 1997;
Radenaet al, 1998; Dailianist al,, 2003; Lionettcet al, 2004). Ceci confirme I'inhibition relativement
plus importante de ’AChE chez les bivalves provere
Sidi Salem, un site contaminé par des déchets tinelgsprovenant du complexe FERTIAL, spécialisé
dans la production des fertilisants et par des @&éattomestiques, véhiculés par oued Seybouse,ciasi
par des métaux lourds (Cuivre, Zinc, plomb et nictétectés dans
le sédiment (Abdennowt al, 2010). Une étude menée par Beltdal (2006) sur les deux sites montrent
la présence de métaux lourds (Zn, Cu, Pb, Cd) Ehdzunculusavec une augmentation significative
chez les bivalves collectés a Sidi Salem a I'exoeptdu Cd. En effet, I'inhibition de I'AChE a ét&ja
rapportée par Aoudene (2003); Beldi (2007); 8ifal (2007) et Soltanet al (2012) cheD. trunculus
collectés au niveau du méme site. De méme, atliil (2010) ont observé au niveau du golfe de Tunis
une inhibition de 'AChE chez la méme espéce pédades un site pollué par des déchets agricoles et
domestiques comparativement a un site non pollaé.rhémes résultats sont signalés par Mahnebud
al. (2010) chez le bivalvEulvia fagilis dans la lagune de Bizerte (Tunisie) collectés demsite pollué
par des effluents urbains comparativement a uréiigné de toute source de pollution. Cette intubi
est rapportée chez d’autre bivalves tels d@iegallopovincialisexposée aux sédiments pollués par les
métaux lourds en mer adriatique central (Geitbal, 2008),Macoma balthicaransplanté dans le nord
de la mer Balthique (Leiniét al, 2005) et cheLerastoderma glaucumxposé aux métaux lourds dans
le golfe de Gabese (Tunisie) (Machreki-Ajgti al, 2008). Les mémes observations ont été constatées
par Gaitondeet al (2006) chez le mollusque mari@ronia contractapéché au niveau d'un site
contaminé par les métaux lourds, sur la cote Ouneenne, et cheHexaplex trunculugxposée aux
métaux lourds (Cd et Cu), et aux insecticides rteriques dans la lagune de Bizerte (Roreéal,
2006).



4.2.2. La glutathion S-transférase

C’est une enzyme qui catalyse la conjugaisoream peptide, le glutathion réduit, et les composé
électrophiles (Martinez-Lar&t al, 1997; Cunhaet al, 2007); elle intervient dans la phase Il du
processus de détoxication cellulaire (Edigal., 2003). Cette conjugaison du glutathion avecaoest
substrats permet la formation de composés hydreplmioins toxiques et facile a éliminer (Kettezer
al., 1983). La GST joue également un rble dans l&rutdon des péroxydes et des époxydes provenant
de I'oxydation non enzymatique des acides grask@/el al, 2006). Des études ont aussi montré que le
péroxyde d’hydrogene (H202) peut aussi induiretikéteé de la GST (Hayes & Pulford, 1995; Sae
al., 2004).

L’environnement soumis a de nombreux polluamgdse a certaines espéces animales de développer
des mécanismes de détoxification des xénobiotiqtide résistance au stress oxydatif. Ces mécanismes
dont I'activité de la GST, sont utilisés comme baqueurs de défense (Amiard-Triget¢tal, 2009). La
glutathion S-transférase joue un réle importantsdarprocessus de détoxification et la réponsdragss
oxydatif. Elle a été largement utilisée en
écotoxicologie et dans I'évaluation de la pollutioarine (Bouteét al, 2004; Hoaraet al.,

2006; Rheest al, 2007; Leeet al, 2008; Waret al, 2008a, 2008b, 2009; Kiet al, 2010;
Nail & Choi, 2011; Woret al,, 2011).

D’apres les résultats obtenus une fluctuationsuelle de I'activité de la GST est enregistréaiaaau

des deux sites avec une augmentation de cettetaatinez les individus de Sidi Salem comparativedmen
a ceux d’El Battah. D’apres Giarrataebal (2011) les variations de I'activité de la GST paient étre
liées au cycle de reproduction, ou l'activité madercorrespond a la période de restauration desvess

et a la période de la gamétogenese, tandis quealesrs les plus faibles coincident avec la péridele
ponte. Dans le golfe d’Annaba, Hamdani & Soltanazduni, (2011) ont constaté une période de repos
sexuel en automne et deux périodes de ponte, un@rmpére et l'autre estivale; ceci peut expliquer
'augmentation de I'activité GST de septembre juagumois de décembre et sa diminution au mois de
mars et au mois d'aolt. Les variations de l'aclivile la GST peuvent étre liées aux facteurs
environnementaux tels que la disponibilité de larrnture, les parametres physicochimiques de I'eau,

ainsi que le niveau de polluants dans les tisauigp@uvent varier avec le temps. Nos résultats reont



un profile générale avec une augmentation de la @5dours de toute I'année d’étude, et semble plus
élevé au cours de la période estivale.

Plusieurs études ont rapporté une induction'atgivité de la GST par des contaminants organiques
comme une des voies de la phase Il de biotransfamméheehan & Power, 1999), tandis que d’autres
études, ne montrent aucune différence significagiviee un site de référence et un site pollué (dan
Oostet al, 2003). Cette enzyme peut étre altérée par ddoream contaminants tels que les pesticides,
Les hydrocarbures aromatiques polycycligues (HARE huiles et autres polluants (Frasco &
Guilhermino 2002; Rea-Llopis et al, 2003; Kavitha & Rao, 2009; Vieirat al, 2009). En effet, la
diminution de l'activité de la GST a été déja oléer chezM. galloprovincialis collectés dans des
régions polluées (Regotit al, 2004; Bebiannat al, 2007; Tsangarist al, 2010; Fernandeet al,
2012).

Nos résultats montrent bien le role de la GShmsda phase Il de biotransformation des polluants
organiques et l'augmentation signalée dans sorwitactest en fonction de la pollution de l'eau
(Abdennouret al, 2010; Beldiet al, 2006). Les mémes résultats sont rapportés [fiaetSil (2007) sur
D. trunculuscollecté dans le golfe d’Annaba. En effet, la tit€icle plusieurs composants exogenes tels
que les métaux et les contaminants organiquest gseuoquer l'induction de I'activitéle la GST soit
sous des conditions environnementales (Knegghal, 1988; Durouet al, 2007) ou expérimentales au

laboratoire (Livingstone, 1991).

4.2.3. Activité de la catalase.

Les enzymes permettent de protéger les cellotegre les radicaux libres produits de maniere
physiologique au cours du métabolisme cellulairama. Parmi les principaux systéemes enzymatiques,
la catalase (CAT), est une enzyme antioxydantadetiulaire impliquée dans le systeme de défense
contre les radicaux géeneérés par les polluants atgdanvironnementaux, c'est une hydropéroxidase
péroxysomale qui dégrade H202 en H20 et O2 (Bauried, 1999). La catalase peut éliminer les
formes réactives de I'oxygéne tel que le péroxytigdtogene (H202) dans un systéme biologique, et
ceci va réduire le stress oxydatif dans un orgaaigntompris les bivalves (Manduzei al, 2005;
Chakrabortyet al, 2010). Cette enzyme antioxydante est largemalisée comme un biomarqueur
impliqué dans la défense primaire contre les donamaxydatifs (Bergayoat al., 2009) L'activité de
la CAT n’est pas spécifique a un groupe de contan#) mais au stress oxydatif et peut étre inchite
une large gamme de contaminants organiques dongéfesbiotiques et les métaux lourds (Livingstone,
2001; Akcheet al, 2000; Roméet al., 2003).



L’activité de la CAT cheD. trunculusdans le golfe d’Annaba montre relativement le mégmodil
que celui de la GST avec une augmentation cheintiigidus collectés a Sidi Salem, suite a une
exposition aux différents contaminants dans I'emnement. Sachant que ce site est contaminé par des
rejets urbains, agricoles et industriels, 'augragah de l'activité de la CAT constitue une répoasa
présence de ces contaminants. L'activité de la @A8sente des avantages évidents en tant que
biomarqueur. Cependant, la présence de grandettitggade polluants peut surpasser le systeme
oxydant, ce qui va provoquer une péeroxydation iqpie¢ des membranes cellulaires par un taux élevé en
malondialdéhyde (MDA) chez les individus de Sidlegacomparativement a ceux d’El Battah (®ifi
al., 2013), témoignant que cawdividus sont confrontés a un stress oxydddiés travaux antérieurs
montre la présence de métaux lourds dans le sédiabdennouret al, 2010) et cheD. trunculusdu
golfe d’Annaba (Beldet al, 2006). Selon Cosat al (1997), la catalase est souvent l'une des premiér
enzymes anti-oxydantes a étre induites. En effet, induction de l'activité de la CAT est enregistr
chezM. galloprovincialisdue aux métaux lourds (Vlahogiaretial, 2007) ainsi que chdz. viridis due
au HAPet aux pesticides organochlorés (Richardsoal, 2008). Nos résultats sont comparables a ceux
observés par Tlilet al (2010a) subD. trunculuscollectés dans deux sites différents sur le gelTdnis;
et par Jebalet al (2007), chez le bivalvRuditapes decussatasllecté dans plusieurs sites sur la cote

tunisienne suivant un gradient de pollution.

En général, la comparaison inter-sites des ig&givnoyennes (AChE, GST, CAT) chBz trunculus
montre une variation spatiale et temporelle dewitEt enzymatiques due au niveau de pollutionuat a
différents facteurs environnementaux. Les individaBectés a Sidi Salem présentent une inhibitien d
I'activité AChE, due a la présence de composantsatexiques issus du complexe FERTIAL spécialisé
dans la production des fertilisants et des prodpitytosanitaires. L’activité GST montre une
augmentation non significative au cours de la pirid’étude, cette augmentation est en relation Evec
présence de xénobiotiques dans ce site induisasi lai systeme de détoxification. Toutefois, ureeff
site est remarqué. Tandis que la CAT montre unenaatation significativeen effet, la non-spécificité
de la catalase ne permet pas de déterminer avewsipreé l'origine des réponses enzymatiques ceci
confirme que les individus de Sidi Salem subissemtstress environnemental dd a la présence de
différents contaminants. La réponse des différdmtsmarqueurs étudiés résulte d'une part, des
perturbations anthropiques (rejets urbains, inceistet agricoles) et d’autre part de la localmatdu
site, son hydrodynamisme et leur implication dangrbcessus de dilution des contaminants.

4.3. COMPOSITION BIOCHIMIQUE

4.3.1. Glycogéne



Les réserves énergétiques telles que le glyepgétes lipides sont d’'une grande importance dans
reproduction, chez les mollusques bivalves masnstbckage et I'utilisation saisonnier d’énergiatso
étroitement liés aux conditions environnementalespérature, disponibilité de la nourriture polligan
chimiques) et au cycle gameétogénique annuel (Tlét al., 2010). En effet, les
effets chimiquement induits au  niveau cellulairenpettront de réduire la disponibilité de
I'énergie destinée pour la croissance et l'entretie I'homéostasie, et donc conduire a une albérati
indésirable des processus de reproduction et delajgpement (Kooijman & Bedaux, 1996).

Le glycogene est un biomarqueurs, considéré ammcombustible pour les différents processus
métaboliques et physiologiques démontrant ainsi ovégonse bien claire face aux complexes
contaminations (Pelleriet al., 1993; Pellerin-Massicotte, 1994; Gauthier-Cletcal., 2002).Chez les
bivalves marinsle glycogeneest la source principale de réserves en glucos&ésuans de spécifiques
cellules vésiculeuses (Berthelin al., 2000), et est connu pour son rble essentiel dafsurniture de
I'énergie nécessaire a I'entretien et au dévelogmergamétogénique (Bayr al., 1982; Gabbott &
Whittle, 1986; Ruizet al., 1992; Mathieu & Lubet, 1993)ainsi que pour le maintien de ['état
physiologique pendant I'hiver et les périodes olndaurriture est peu disponible (Beninger & Lucas,
1984; Hummelet al., 1988). Le glycogene est également largemensétiians la formation des
gametes et des tissus gonadiques pendant la gaanétmg(Touraret al, 1988; Sprung & Borcherding
199; Stoeckmann & Garton, 2001).

La quantification mensuelle du glycogéne chezndividus deD. trunculuspéchés dans deux sites du
golfe d’Annaba au cours de I'année 2013 montreaugmentation au mois de février a El Battah et au
mois d’avril & Sidi Salem qui peut étre expliquar pne accumulation des réserves nécessairesour |
période de reproduction et la libération des gamédtes bivalves présentent un cycle saisonnier de
stockage/mobilisation des réserves énergétiquegarticulier le glycogéne, mais aussiles lipides
stockés qui sont corrélés au cycle annuel de reptmoh (Berthelinet al., 2000). Le stockage du
glycogene au niveau du manteau diminue en étdeshtatin minimum au cours de la période de ponte;
ceci indique que le glycogéne du manteau est laceoprincipale d'énergie pour la production des
gonades. Des études antérieures montrent queidioarsaisonniere du glycogéne dans le manteau est
la méme qu’au niveau des gonades, ce qui confinmeele glycogéne du manteau présente des donnés
valables pour la variation saisonniére dans le bofiane énergétique, en particulier en ce qui corece

le cycle de reproduction (de Zwaan & Mathieu, 198erthelinet al, 2000).



Concernant l'influence des sites surle taux gigcogene, une diminution est observée chez les
individus collectés a Sidi Salem, comparativememeax d’El Battah. Cette diminution pourrait étre
expliquée par des différences dans la disponitgtitth qualité de la nourriture et la toléranceefaux
degrés de pollution (Calow, 1991) subit par lesviddis issus de Sidi Salem. Les différences intessi
(El Battah et Sidi Salem) dans la réponse aux reiffés biomarqueurs (AChE, GST, CAT) chiez
trunculus suggere une exposition environnementale des ohaivirécoltés a Sidi Salem a plusieurs
contaminants chimiques (S#it al, 2007; Amiraet al, 2011). Ceci est d’autant plus vrai que le sée d
Sidi Salem recoit des déchets domestiques et inelssprovenant du complexe FERTIAL, spécialisé
dans la production des fertilisants et des prodyits/tosanitaires. La présence de polluants
dans l'environnement conduit fréquemment al'épuésd des réserves énergétiques comme un
mécanisme compensatoire a la forte demande d'énadgiessaire pour le processus de détoxification
(Guerletet al, 2006).En outre, le glycogéne est rapidement utilisé goesles organismes sont soumis a
un stress (Lagadiet al., 1997), ce qui peut conduire également a une réductionléopgmtaire de
I'énergie disponible pour la reproduction (De Cé&edanssen, 2003; Smoldezs al., 2004; Voetst al.,
2006).

Plusieurs résultats ont rapportés que le glycogiménue avec les concentrations en zinc chisa
edulis (Pellerin-Massicottet al, 1993) et en zinc et Cd chddlya arenaria(Saint-Hilaire & Pellerin,
1995) En effet, Beldiet al., (2006) ont rapportés une teneur élevée en métauwrd essentiellement du
zinc, cuivre, plomb et du cadmium mesuré au nivdala chaire d®. trunculusau niveau du site de

Sidi Salem ce qui peut influencer les taux du ghgsee chez les individus de ce site.

4. 3. 2. Les acides gras
Les lipides constituent une importante banqééiients nutritifs chez les mollusques bivalves. I

sont généralement utilisés comme une source diéndugant la gamétogenése (Walne, 1970; Beukema
et de Bruin, 1977; Hollande, 1978), et constitugracipale réserve nutritionnelle dans les ceuflest
larves ainsi que le conditionnement de leur vigbi(Helmet al, 1973). Au courd de la maturation
sexuelle, les gonades déeneridag(A'de Alvarez, 1995 ; Ansell, 1974a, b; AndersoiPersonne, 1976;
Rodri'guez-Moscoso, 2000 ; Hamdani & Soltani-MazpR@14) sont riches en composition biochimique
(principalement des lipides. Ceci confirme le réleergétique des lipides dans les gonades de bsvalve
(Gabbott,

1975; Hollande, 1978)Lesquelques études qui ont été faites sur les delessdans la description de la
composition biochimique de certains bivalves maritrgue la gonade femelle accumule des lipides
neutres (Lubet et Le Feron de Longcamp 1969;. Niapol et al, 1992; Soudant et al., 1996a). Les



phospholipides et triglycérides semblent constitagilus grande fraction de lipides gonadiquesz ¢be
invertébrés marins (Hollande, 1978). Les étudaksées suR. decussatys la fois en milieu naturel et

en laboratoire (Beninger et Lucas, 1984; Rodri'gdescoso, 2000) confirment I'importance des lipides
dans les gonades.

Les acides gras sont des acides carboxyligues RHC@iDt le radical R est une chaine aliphatique de
type hydrocarbure de longueur variable qui dontzerdolécule son caractere

hydrophobe (gras). La grande majorité des acidas gaturels présentent les caractéres communs:
monocarboxylique, chaine linéaire avec un nombnedgacarbones, saturés ou en partie insaturés avec
un nombre de double liaisons maximal de 6.

La détermination de la composition des acidas ¢AG) dans les mollusques bivalves peut étreamn b
indicateur de I'état de santé de la populatiormpéde caractériser la qualité nutritionnelle dywoduit
destiné a la consommation humaine, et peut égaletragtuire le type de nourriture dans les bivalves
(Freites L., Fernandez-Reiriz M.J., & Labarta U.Q02@)

L'analyse qualitative des acides gras a montrécoengposition identique chez les individus des deux
stations. Les résultats montrent une quantitéivelaent élevée des AG saturés (C16: 0 et C18e8), |
résultats ont également été signalés parry G., Volkman, J. K., Johns, R. B., 198)Galap C.,
Netchitaillo P., Le boulenger F. & Grillot J.P., 2% qui ont mentionnés un environnement riche en
détritus organiques et de bactéries en corrélai@t une forte proportion de graisse saturée adeez |
bivalves.

Pour les acides gras polyinsaturés en particuéadsapentaénoique (C20: 5 n-C3) prédomine dans le
deux sexes sur les deux sites contrairement aebatvaux sur les bivalves comme R. decusséties (
J.et al, 2009et I'nuitre C. gigasdridi; S et al,, 2007)D.trunculusqui a trouvé que le DHA constitue la
majeure partie des acides gras.

Au cours de la période étudiée, D.trunculus a atéatérisée par des niveaux éleves de 'AGPI ns3 de
acides gras totaux pour les individus des deus.sfimux-ci sont importants AG dans l'alimentation
humaine, en particulier pour leur prévention detadias cardio-vasculaireBgussoufa; Det al, 2011).
Les faibles niveaux d'AGPI n-6 (0.120- 0,164 pgd)mhez les femelles d’El Battah et Sidi Salem
respectivemen(0.095- 0.070 pug / mg) &l Battah et Sidi Salem chez les males relativargtavé. Le
rapport n-3 / n -6 AGPI contribuer a une évaluatioomatologique positive de la qualité des lipides

D. trunculusde la c6te sud de la mer Méditerranée (golfe deahn).

Le D.trunculus contient une quantité a peu presbtane des AGMI dans les deux sexes des deux sites,
ces acides gras en C18: 1 général et en particalien certain effet vasoprotecteure. Ainsi, le :Cl18st
I'acide gras prédominant de I'huile d'olive; lefetsf bénéfiques sont largement conn@sufdy S.M.,
1989)



Le taux faible AGMI est da soit a la nature égime alimentaire de ces bivalves, ou une disinbut
trophique sur les deux sites et peut étre duepaélisence de polluants dans Sidi Salem que les mtenta
les plus bas ont été enregistrés dans ce site.

Le contenu élevé de SFA, AGPI, AGMI sont enregssa El Battah, peut se traduire par une détritus
organique en raison de I'enrichissement de la neabigganique fonds marins causée par la sédimentati
accrue dépendent de la biomasse des bivalvespieltions hydrologiques locales et la présence des
autres produits organiques naturels ou entropigpesyent également étre due a des conditions
climatiques (température, salinité, pH du miliew...etc) .ll a été rapporté qu'une diminution de |
température produit généralement une augmentagenAGPI et une diminution SFA du contenu dans
les poissons et fruits de mer afin de maintenifluédité des membranes cellulaire€hu E.L.E.&
Greaves J., 1991})le faibles niveaux des AG ont été enregistrés tdmiemelles peuvent étre dus a
I'émission de gameétes. L'existence de plusieutdeagras pendant la saison de reproduction peutétr

a des besoins énergétiques au cours de la gamésagen

En période de repos sexuel on a trouvé une siie25 acides gras saturés monoinsaturés et
polyinsaturés, cette variété en acides gras peet diile a une baisse de la température et a une
accumulation des réserves énergétique pour démarmouveau cycle gametogenique.

4. 3. 3 Chromatographie sur couche mindes sucres et acides aminées

La composition biochimique des Mollusques Bivalt@srnie une indication certaine sur les conditions
nutritionnelles des populations et sert égalemednauer la réponse de ces organismes aux corglition
environnementales (De Coen et Janssen, 2003; Sraeldal. 2004; Voetset al.2006). D’aprés Freites

et al. (2002), il existe des variations notables dans pesportions des différents constituants
biochimiques pour une méme espéce provenant détéscdifférentes. Ces fluctuations sont dues aux
capacités nutritives des eaux. En effet, des masde® d'un site propre des embouchures des apeds
permet un enrichissement continu du milieu en éldématritifs, permet a ces especes de répondre a la
grande demande d’énergie lors de la croissance é& deproduction (Bayed, 1991). Par contre, des
moules vivants dans un site pollué soumis a I'actles eaux usées et des rejets industriels pertarbe
disponibilité de la nourriture, perturbant ainsclaissance et la reproduction (Benoratal.,2006). La
qualité de la nourriture disponible a aussi unendeaimportance (Albentosat al., 1999). Il existe en
effet de grandes différences dans la compositionhiiique des espéces de plancton et donc dans leur
nutrition (Delauneyet al., 1993). Les facteurs environnementaux agissent de facadmaime sur la
biodisponibilité de la nourriture (Galindo-Becgsal., 1991; Miskiewiez et Gibbs, 1994; Hickey, 1995).

). Plusieurs études révelent que le cycle sexuglna@lusques bivalves comprend deux périodes: une

période de repos sexuel caractérisé par I'accuinnlates réserves meétaboliques essentiellement le



glycogene, une période d'activité sexuellaractérisé par [l'utilisation de ces réservasur le
développement gonadique (spermatogenese et ovajgBabbott, 1975; Deslous-Paoli et Héral, 1988;
Berthelinet al.2000).

L’étude de la composition biochimique des gosadieD. trunculusdans le golfe d’Annaba révele des
teneurs en métabolites (glucides, lipides et pnei variant en fonction du temps du site et de .S€rs
variationssont étroitement liées au cycle de reproductior’elpecedans le golfe d’Annabat aux
conditions environnementales du milieu ainsi quédat physiologique des deux sexes et leurs besoins
energeétiques.

Nos résultats qualitatifs montrent la présenes différents sucres et acides aminées au niveau de
gonades des individus provenant des deux sitesiveau de notre laboratoire des travaux antérients
été faite en examinant la quantité de la compashiochimique montrent une augmentation des taux de
glucides et une réduction des taux de lipides gird&ines pendant la période de repos sexuel sexie
est indifférencié (Hamdani, 2012), ceci est enoat@avec les travaux d’Ansedt al. (1980), Tlili et al.
(2011) sur la méme espece et chez d’autres bivédvepieR.decussatu@Camacheet al., 2003),Ensis
arcuatus(Darribaet al., 2005), Crassostrea nipponéOkumuraet al., 2005) etLittorina littorea (De
Wolf et al.,2007).

4.4. Aspect cytologique de la reproduction

L’étude histologique des gonadeslidrunculusdans legolfe d’Annaba ne montre aucun effet sur la
longueur des cellules sexuelles méles et femeltes des deux sites d’étude pendant la période de
reproduction. Aucune étude n’a été effectué sumtaphométrie des gonade chez les mollusques en
général mais beaucoup d’études ont été faitesasdétermination du cycle de reproduction chez
trunculus(Hamdani, 2012; Mouéza et Frenkiel-Renault, 1¥&8yed 1990; Volianet al.1997; Manca-

Ziechenet al.2002; Tliliet al.2011)



CONCLUSION



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Notre travail a été réalisé dans le contexteég@ d’un programme national de biosurveillance de
eaux du golfe d’Annaba, en utilisant le mollusquealye Donaxtrunculuscomme espéce bioindicatrice
de la pollution. Les bivalves sont collectés meflsoeent durant I'année 2011 et périodiguement en
2012 et 2013 dans deux sites du golfe d’AnnablaBaitah, site éloigné des sources polluantesdit Si
Salem, site exposés aux différents rejets. Noussa@walué I'impact de la pollution sur la croissgnta
réponse des biomarqueurs du stress environnenar@abDonax trunculuset quelques paramétres de la
reproduction.

L’étude de la croissance montre des différemeedistribution des classes de taille entre lex déas
en fonction de la période de reproduction. Le sdes différents paramétres biométriques (la longueu
I'épaisseur, la hauteur et le poids total fraishtnent une meilleure croissance chez les indiviakiSidi
Salem par rapport a El Battah.

La présente étude a montré que I'accumulatida diminution des réserves lipidiques au niveasl de
gonades influencent la cinétique de croissanc® deunculusEn outre, la variation des teneurs en
acides gras dans les tisssgnt tributaires de leurs stades sexuels et declesse du milieu en
chlorophylle a qui esta source nutritionnelle majeure. Nos résultats tneorh une variété en acides gras
avec l'existence de différent types d’'acides gras. saturés, les polyinsaturés avec une quantité
importante des oméga 3, et en dernier lieu les imeaturés avec une Iégere diminution au niveawade |

station de Sidi Salem.

La mesure des biomarqueurs du stress environmamehez les individus collectés a Sidi Salem
montre une inhibition de l'activité de I'AChE, témgoant la présence de polluants neurotoxiques tels
que les carbamates et les organophosphorés etduneion du systeme de
deétoxification représenté par 'augmentation detkaté de la GST, provoquée par la présence de
différents xénobiotiques. L’augmentation de l'atéwde la CAT chez les bivalves de Sidi Salem indiq

leurs expositions a un stress oxydatif en rappat ¢ niveau de pollution dans ce site.

Le dosage qualitatif des sucres et des acid@searpar chromatographie sur couche mince montre la
variété nutritionnelle d®. trunculusdans les deux sites d’étude avec une richesseimpmsrtante au
niveau d’El Battah comparativement a Sidi Salem.



La mensuration des longueurs des cellules skesugiales et femelles ne montre aucune différence

entre les deux sites.

L'interprétation des résultats demande une grgmaidence afin de ne négliger aucun des facteurs
biotiques et abiotiques pouvant étre impliqués desisariations mesurées. La variabilité saisoenis
biomarqueurs de pollution ainsi que leur senséila difféerents facteurs abiotiques, réponses
biochimiques au niveau cellulaire, les réponsessiplygiques ou comportementales (la survie, la
reproduction et la croissance) au niveau des iddssi peuvent masquer ou fausser les effets des

contaminants. Il serait donc intéressant de:

v’ Identifier la nature des contaminants présents kagslfe pour avoir plus de précision.

v' Réaliser une transplantation des bivali2esax trunculugdans d’autres sites afin d’évaluer leur
qualité environnementale.
v Etudier d’autres parameétres de la reproduction cemar exemple l'ultrastructure des gonades

males et femelles.

v' Etudier le phénoméne de féminisation de cette espaas les milieux pollués afin de mieux

comprendre le développement gonadique
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RESUME

La présente étude s’inscrit dans le cadre dhagramme national de biosurveillance de la qualés
eaux du golfe d’Annaba, en utilisant une especéndicatrice de la pollution, le mollusque bivalve
Donax trunculus(Linnaeus, 1758). Elle vise a évaluer lI'impact dugventuelle pollution sur la
reproduction de cette espece. Un suivie de qugbguameétre comme la dynamique de population, la
composition biochimique au niveau des gonades, aoteau et du corps entier a été faite, ainsi que la
réponse de quelques biomarqueurs du stress eneiremal. Les échantillons ont été récoltés
mensuellement au cours de I'année 2011 et en gededeproduction et de repos sexuel durant 'année
(2012 et 2013) au niveau de deux sites du golfendaba El Battah pris comme un site de référence et

Sidi Salem situé au voisinage de different rejetims et industriels.

La croissance des populations [@Metrunculusmontre une variation temporelle au niveau des deux
sites. Le suivi de la distribution des classesailleta permis de révéler une différence de distidm des
classes de tailles au niveau des deux sites. leébimimétrique a montré des différences signifiestiv
entre les deux sites pour la majorité des paraméimmétriques avec des effets site et temps haumtiem
significatifs.

La réponse des difféerents biomarqueurs, I'achtfinestérase (AChE), la glutathion S-transférase
(GST) et la catalase (CAT) montre des fluctuatiomsortantes en relation avec le
niveau de pollution et le stress subis par lesvidds deD. trunculus En effet, on a noté une
inhibition de 'AChE et une induction de I'activi@ST et CAT chez les bivalves collectés a
Sidi Salem par rapport a El Battah.

L'analyse de la composition en acides gras pesntatographie en phase gazeuse (CPG) Ehez
trunculusmontre une prédominance des acides gras saturéS)(8irincipalement 'acide palmitique
(C16: 0) et l'acide stéariqgue (C18: 0). La deuxiéfamille qui existe est celle des acides gras
polyinsaturés (AGPI). Les» 3 constituent la forme majeure de la famille d€&PAchez D.trunculusau
niveau des deux sites pendant les deux périodespdeduction par rapport a la famille des oméga 6.
Pendant la période de repos sexuel, on peut notéregiste une variété nutritionnelle en acidegea
niveau des deux sites avec l'apparition de plusieagides gras comparativement avec la période
d’activité.

La composition biochimique en glycogene détegmirpendant deux périodes de reproduction au
niveau du manteau, des gonades et du corps entiErtdunculusmontre des taux significativement
inferieur chez les individus de Sidi Salem compaeatent & ceux d’El Battah. En effet en période de



reproduction en enregistre des effets sites etsskaatement significatifs, I'effet sexe montre dee
femelles accumulent plus de réserves en glycogenmmahilisent plus d’énergie que les males au cours
du processus de la reproduction.

L’analyse chromatographique sur couche minceM& montrée I'existence des sucres et des acides
aminées au niveau des deux sites mais leurs appagit plus importante chez les individus d’EltBhat
que ceux de Sidi Salem ce qui peut éxpliquée par des différences dans la disponitglité& qualité de
la nourriture et par le codt de la tolérance sphitles individus issus de Sidi Salem pour faicefa la

pollution.

L’étude histologique menée sur les ovocyteg®gbnades méales ne montre aucune différencelestre

deux sites sur la longueur des gonades.

La somme des résultats obtenus montrent umtietipn globale dans le golfe d’Annaba plus
remarquable chez la population récolté a Sidi Satemparativement & El Battah en rapport avec le

niveau de pollution dans ce site.

Mots clés :biosurveillance, Golfe d’Annaba, bioindicateupgmnax trunculuspollution,
Reproduction, cycle de développement, Biomarquetmsss environnemental.



ABSTRACT

The present study is a part of a biomonitorirggpam of quality waters in the gulf of Annaba,use a
pollution bioindicator species, the mollusc bivalenax trunculugLinnaeus, 1758). In this context, we
have evaluated the impact of a possible pollutiorih@ growth, and the response of some biomarKers o
environmental stress, over a period of two (Mar@@2 - February 2011) at two sites in the gulf of
Annaba different in their level of exposure to ptdint sources: Sidi Salem, a site relatively petlut
compared to El Battah. Growth Bf. trunculuspopulations shows a temporal variation in the twess
The monitoring of the distribution of size classegsealed a bimodal recruitment (spring and summer)
during the two years at the two sites with a delhgne month for the spring recruitment in Sidieal
Biometric study showed a significant differenceswaen the two sites for the majority of biometric
parameters with highly significant site and timéeefs. Individuals of El Battah show a better grtowt
compared to those of Sidi Salem. In addition, aprowement in the growth recorded in the second year
compared to the first year of study in individuafsSidi Salem suggesting the presence more faverabl
conditions and a decrease in the level of pollutiothis site.

The response of different biomarkers, acétyidestérase (AChE), glutathione Stransferase
(GST) and catalase (CAT) shows significant fluatuag in relation with the level of pollution andeth
stress suffered by individuals ©&f. trunculus However, we noted an inhibition of AChE activaynd
induction of CAT and GST activities in bivalves leagted from Sidi Salem compared to El Battah.
Indeed, a decrease in the activity of the threenhixers is observed from one year to another, laisd t
can be explained by a decrease in the emissioallitants into the gulf.

The The analysis of fatty acid composition in intculus shows a predominance of palmitic (C16: 0),
stearic (C18: 0), oleic acid (C18: 1n-9), ecosameoigue (C20: 5n- 3), and docosaexanoique (DHA)
(C22: 6n-3). polyunsaturated fatty acids (PUFA® #re major form of fatty acids in the D.trunculus
both sites during the two breeding seasons. Theuatrad saturated fatty acids (SFA). The familyco8
Is greater at El Battah by contribution in Sidi &al During the period of sexual rest, we can note t
there is a nutritional variety fatty acid at theotgites with the appearance of several fatty amdspared
with the period of activity.

Biochemical composition glycogen determinedirmyutwo breeding seasons at the coat, gonads and
whole body D.trunculus shows significantly loweteran individuals of Sidi Salem compared to El
Battah. Indeed during the breeding records in lyighgnificant site effects and sexes, the sex effec
shows that females accumulate more glycogen andilimebnore energy than males during the

reproductive process.



Chromatographic analysis thin layer (TLC) hasvah the existence of sugars and amino acids at both
sites, but their appearance is more important dividuals El Battah than Sidi Salem which can be
explained by differences in the availability andaliy of food and the cost of tolerance suffered by

individuals from Sidi Salem to deal with pollution.

Histological study of oocytes and male gonadsw&d no difference between the two sites on the

length of the gonads.

The sum of results obtained show that the guRrmaba suffers from an accentuated pollutionidi S
Salem compared to El Battah. Indeed, a decreabe ilevel of pollution is found in the gulf. In addn,

the present study indicates tiattrunculusis a good indicator of pollution in the bay of Ataa

key words: biomonitoring, Annaba gulf, bioindicatddonax trunculuspollution, Growth,

biomarkers, environmental stress.
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