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Au cours des derniéres décennies, I’anthropisation progressive des zones cotieres dans
le monde a entrainé des changements notables de la qualité biologique et chimique des eaux
cotiéres. A 1’origine, les raisons qui ont poussé I’Homme a conquérir le littoral sont diverses :
péche, commerce, guerre, transport, etc. De nos jours, le tourisme vient s’ajouter a ces raisons
ainsi que I’héliotropisme, c'est-a-dire la ou les personnes vont préférentiellement venir
s’installer dans les régions les plus ensoleillées (Oursel, 2013). Actuellement, 60 % de la
population mondiale vit & moins de 60 km des cotes et l'urbanisation littorale risque de
s'amplifier, puisqu'on attend 75 % de la population mondiale sur les cotes en 2025. L’essentiel
des problemes rencontrés en zones cotieres sont le résultat direct de 1’accroissement des
activités humaines issues de la croissance industrielle et de la croissance démographique
(Amara, 2011).

Les océans et les mers du globe apparaissant a I’homme comme des réservoirs d’eaux
salées infinies et inépuisables. Chacun pouvait Jadis utiliser I’océan sans crainte comme
poubelle du monde, maltraiter physiquement les littoraux, y déverser tous les déchets,
toxiques ou non. Cette illusion a disparu par la connaissance des limites de la taille et des
pouvoirs des océans ; d’ailleurs ces limites ne sont pas loin d’étre atteintes pour plusieurs
zones cotiéres ou se déversent les rejets urbains, indistriels et agricoles. Pour les mers fermées
et semi-fermées, les menaces sont inversement proportionnelles a leur dimension. Bordées par
les nations industrielles, la mer Baltique, la mer du Nord, la Manche et la Méditerranée sont
soumises a de nombreuses pollutions potentielles d’autant que 1’hydrodynamisme y est faible
(Feller, 1998) .

L’ensemble des travaux scientifiques réalisés au cours de ces derniéres décennies ont
démontré I’existence de perturbations environnementales plus ou moins conséquentes le long
du littoral méditerranéen: degradation des écosystéemes et des habitats, tropicalisation,
eutrophisation, contaminations chimiques et toxicologiques (Durrieu de Madron et al., 2011;
Tessier et al., 2011 ; Maceda-Veiga et al., 2012). D’ailleurs, le bassin méditerranéen a été
class¢ par le PNUE comme ['un des cinq régions du monde ou les problémes
environnementaux sont les plus graves (Ramade, 1992), alors qu’il est classé parmi les sept
mers les plus menacées (Boudouresque, 1996). Tout autour du bassin méditerranéen sont
dispersées une large gamme d’activités industrielles, allant de 1’exploitation miniére aux
produits manufacturés, créant un certain nombre de « points critiques de pollutions », ou les
rejets et les émissions de contaminants provenant des complexes industriels et des grands

ports commerciaux impliquent d’importantes menaces environnementales. Les substances
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rejetées en mer au cours des deux dernieres décennies sont distribuées aussi bien en surface
qu’en profondeur et, vu la lenteur de renouvellement des eaux médiderranéennes (de 80 a 100
ans), persistent en grande partie jusqu’a nos jours. Toutes les sources de pollution
(industrielle, agricole, urbaine, etc.) ont affecté les zones les plus productives de la
Méditerranée en particulier les estuaires et les eaux cotieres peu profondes (Thiboutot et al.,
2004; Wingfors et al., 2006).

Parmi les nombreux composés déversés en milieu cotier, les éléments traces
métalliques (ETM) constituent une des sources majeures de contamination du fait de leur
accumulation potentielle a long terme dans les sols et sédiments. Les ETM sont des
constituants naturels de 1’écorce terrestre mais peuvent entrer dans les systémes aquatiques
par des sources ponctuelles (effluents industriels et urbains) et diffuses (eaux de
ruissellement, dépdts atmosphériques secs et humides), sous formes particulaires, dissoutes et
colloidales (Di Leonardo et al., 2009; Weber et al., 2009; Rocha et al., 2011). Certains ETM
sont essentiels a la vie des organismes, mais tous sont potentiellement biologiquement
toxiques si leurs concentrations dépassent un seuil critique. C’est pourquoi 1’évaluation des
quantités des métaux lourds présents dans les écosystémes et dans les organismes devient une
préoccupation majeure des écotoxicologistes (Huang et al., 2007).

L’impact de ces substances sur I’environnement est complexe, tant leurs actions
toxiques peuvent étre directes ou indirectes sur les individus, les populations ou les
écosystemes, autant que les phénomenes de synergie et le déclenchement des effets
complexes sont possibles (Devauchelles, 2002). Cette situation a conduit a diversifier les
approches permettant d’appréhender 1’état de la pollution des milieux coOtiers. Diverses
stratégies ont été développées et mises en ccuvre depuis la fin des années 70 (Goldberg,
1986). Elles concernent des approches complémentaires: les unes en écotoxicologie
proprement dite et les autres a caractére biogéochimique dont le but est I’évaluation de la
contamination, c’est-a-dire 1’importance de la dissémination de I’apport anthropique.
Aujourd’hui, deux approches complémentaires sont utilisées comme indicateurs de la
pollution: les biomarqueurs et les bioindicateurs (Valavanidis et al., 2006).

Les biomarqueurs ont fait leur apparition en ecotoxicologie au cours des années 1980.
Initialement décrit comme la réponse d’une structure ou d’une fonction biochimique ou
physiologique « normale » a la présence d’un xénobiotique, la multiplication des
investigations autour de cette thématique a engendré de nombreuses définitions de la notion

de biomarqueur (Huggett et al., 1992; National Research Council, 1987; Timbrell et al.,
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1994). Nous retiendrons ici celle énoncée par Lagadic et al. (1997) qui définissent un
biomarqueur comme un changement observable et/ou mesurable au niveau moléculaire,
biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental, qui révele I’exposition présente ou
passée d’un individu & au moins une substance a caractére polluant. Les biomarqueurs
présentent 1’avantage d’une évaluation intégrée dans le temps, de 1’exposition ou de 1’effet
des polluants environnementaux biodisponibles, qu’ils s’agissent de molécules méres ou de
produits de dégradation, seuls ou en mélanges. Ils restituent, a un instant donné, une image
intégrative des variations qualitatives et quantitatives de la contamination. Ils sont aussi
susceptibles de refléter I’exposition des organismes a des polluants rapidement métabolisables
et peu accumulables (Stegeman et al., 1992; Lagadic et al., 1997). Un bioindicateur peut étre
un individu, une partie d’individu ou méme une communauté d’individus renfermant de
I’information sur la qualité du milieu. Etant donné la non-spécificité des réactions de la
plupart des organismes en présence d’un stress environnemental, la tiche d’un bioindicateur
est davantage de mettre en évidence les effets physiologiques affectant les organismes sous
I’influence de conditions environnementales stressantes que de mesurer directement les
concentrations des différents polluants impliqués (Franzle, 2003). Dans ce contexte un
bioindicateur peut étre défini comme une espéce qui, par son absence, sa présence, son
abondance ou sa distribution, nous fournit des informations de nature qualitative sur 1’état
d’un environnement ou d’une partie de celui-ci (Kaiser, 2001; Markert et al., 2003).
L’utilisation de bioindicateurs choisis au sein des communautés marines affectées représente
un des moyens d’évaluer 1I’impact anthropique sur les écosystemes marins et de prévenir les
situations critiques par la mise en place d’outils de restauration et de conservation (Usseglio-
Polatera et al., 2000; Burger et al., 2006; Key et al., 2006). La macrofaune benthique
représente une fraction importante de la richesse, de la diversité et de I’abondance dans les
communautés marines. De plus, la majorité de ces organismes possedent un certain nombre
de caractéristiques qui en font d’excellents bioindicateurs de la qualité du milieu marin et leur
importance a déja été soulignée par de nombreux travaux (Fresi et al., 2005; Hyland, 2005;
Liehr et al., 2005; Occhipinti-Ambrogi, 2005; Rumohr, 2005). A ce jour, les bivalves restent
les bioindicateurs cosmopolites les plus évidents. Cependant, I'utilisation d’une seule espece
pour la surveillance de 1’environnement, a été soulignée dans de nombreuses publications
(Soule, 1988; Phillips & Rainbow, 1993). Aujourd’hui, ’utilisation de plusieurs espéces,

représentant différents niveaux trophiques ou différentes stratégies de nutrition a
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progressivement été considérée comme absolument nécessaire pour une meilleure évaluation
de I’impact des polluants sur I’environnement (Perez et al., 2000).

Les spongiaires présentent un mode de vie, en particulier une éthologie alimentaire, qui
pourrait en faire d’excellents bio-indicateurs dans les grilles de qualité utilisées pour le
diagnostic de 1’état de santé de I’environnement marin (Perez et al., 2003). Ces invertébrés
présentant une organisation trés primitive, se nourrissent par la fraction dissoute et d’une
partie de la matiére en suspension dans 1’eau. Elles ont la capacité de filtrer rapidement leur
propre volume d’eau. Ce mode de développement les améne ainsi a concentrer fortement les
contaminants présents dans le milieu aquatique (Basuyaux et al., 2013). En effet, les
spongiaires sont des bio-accumulateurs de polluants pouvant fournir des indications
comparables a celles des mollusques bivalves des milieux superficiels, comme les moules et
les huitres, mais sur un plus vaste gradient vertical. Au-dela de simple dosage de polluants, il
parait possible de distinguer les polluants véhiculés par les matiéres en suspensions de ces
présents sous forme dissoute (Perez et al., 2003). De nombreux travaux sur les spongiaires
s’accordent a considérer les éponges comme bioindicateurs potentiels de la contamination par
les métaux traces pour les raisons suivantes: (1) performance de filtration de ces organismes
filtreurs trés simples, (2) leur large distribution horizontale et verticale dans toutes les mers du
globe, (3) leur incapacité de se déplacer (organismes sessiles), (4) leur accumulation des
éléments traces (cuivre, zinc, cadmium, etc.) et (5) leur tolérance des niveaux de
contamination assez elevés ce qui offre un matériel idéal pour les analyses (Nakhle, 2003).

La protection des zones cotiéres est, en effet, un des enjeux majeurs pour les pays
possedant une fagade maritime. Afin de connaitre 1’évolution de la contamination chimique
cOtiere, des programmes de suivi (ou de “monitorage ”) ont été mise en ceuvre par de
nombreux pays. Les scientifiques ont proposé ainsi des stratégies pour estimer les quantités de
substances et d’éléments présents et introduits dans le milieu marin de sources anthropiques et
naturelles. C’est ainsi qu’ont été mis en place des programmes de suivi qui prennent en
considération les produits xénobiotiques (le plus souvent organique) mais aussi les métaux
traces (métaux lourds) (c.f. Réseaux de la NOAA aux Etats-Unis et le Réseau d’observation
de la qualité des eaux en France : www.ifremer.fr/envlit/surveillance) (Nakhle, 2003).

Sur les cotes algériennes, la bioaccumulation qualitative et quantitative des différents
agents contaminants minéraux et organiques a été décrite chez quelques téléostéens, comme le
mulet Mugil cephalus (Ouali et al., 2018) et surtout les invertébrés marins, comme les

mollusques bivalves et gastéropodes (Bouderbala et al., 1996; Dermeche, 1998; Aoudijit,
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2001; Boutiba et al., 2003; Beldi et al., 2006; Taleb & Boutiba, 2007; Khati et al., 2012;
Boucetta et al., 2016; Boujema et al., 2016; Merad et Soltani, 2017), les échinides (Amri et
al., 2017) et les crustacés (Soltani et al., 2012). La majorité de ces auteurs se sont intéressés a
une faune marine vagile ayant la faculté d’effectuer des déplacements plus au moins
importants aussi bien verticalement qu’horizontalement, ce qui pourrait sous-estimer les
capacités bioaccumulatrices des métaux lourds chez cette catégorie d’organismes
macrozoobenthiques. Il est certain que les processus bioaccumulateurs des polluants
métalliques soient plus significatifs chez les especes fixes, comme c’est le cas des
spongiaires. En effet, la grande majorité de ces organismes sont supensivores et utilisent une
plus large gamme de particules (bactéries, débris organiques, microalgues) y compris les
matiéres organiques dissoutes. De ce fait, ils peuvent refléter les niveaux de contamination, a
la fois des compartiments dissous et particulaires. Plusieurs exemples ont d’ailleurs montré le
potentiel de ces organismes comme indicateurs écologiques, bioaccumulateurs de polluants et
matrice de recherche de marqueurs biochimiques (Perez et al., 2000; Bacyaux et al., 2013;
Gentric et al., 2016). Compte tenu de leur large distribution géographique et bathymétrique,
de leur faible niveau de différentiation tissulaire, de leur capacité a assimiler a la fois du
dissous et du particulaire, ces invertébrés marins peuvent apporter des informations
complémentaires aux bivalves et méme pallier certaines de leurs limites (Perez et al., 2000).

Dans le cadre de la biosurveillance du golfe d’Annaba, cette thése a pour objectif, le
suivi et I’évaluation de la qualité de ces eaux, en utilisant pour la premiere fois les spongiaires
comme indicateur environnemental, en se basant d’une part, sur une approche multi-
marqueurs (dosage du GSH, de la GST et du MDA), et d’autre part, sur I’estimation des
teneurs et de la biodisponibilité des éléments traces métalliques (Cu, Zn, Pb et Cu) dans les
tissus de I’éponge Sarcotragus spinosulus.

Afin d’atteindre nos objectifs, le manuscrit de la these a été organisé de la maniere
suivante:

e En premier lieu, des informations génerales sont présentees. Elles mettent en revue des
généralités relatives a la pollution marine, a la contamination chimique par les ETM, sur les
notions sur les biomarqueurs et [I’utilisation des organismes bioindicateurs en bio-
surveillance. Un intérét particulier est accorde a la description des caracteristiques genérales

des spongiaires.
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e Le premier chapitre est un inventaire préliminaire des spongiaires colonisant 1’étage
infralittoral (0-40 m) du golfe d’Annaba (entre Cap de Garde et plage le Lever de 1’ Aurore),
réalisé en plongée sous-marine avec scaphandre.

e Le second chapitre est consacré a la détermination de la qualité écotoxicologique par
le dosage de certains éléments traces métalliques a savoir le cuivre, le zinc, le plomb et le
cadmium dans les tissus de I’éponge S. spinosulus.

e Le troisieme chapitre est une estimation du niveau de la pollution a l'aide de
marqueurs biochimiques, basée sur le dosage de certains biomarqueurs du stress oxydant.

e Un quatriéme chapitre fait état du cycle de vie de I’éponge S. spinosulus en mettant
I’acces sur son cycle sexuel.

Enfin, nous terminerons ce manuscrit par une conclusion et des perspectives.
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1- ELEMENTS TRACES METALLIQUES
1.1 Pollution marine

La pollution marine est un fait inévitable résultant non seulement des rejets d’origine
naturelle mais de tous les produits rejetés en mers et les océans en conséquence des actions
anthropiques. Ces produits, souvent déléteres, sont acheminés directement (voie
atmosphérique, pluies, navires) ou indirectement (cours d’eaux, fleuves, eaux souterraines,
charriage, oueds, etc.) vers la mer. Les trois principales matrices marines concernées par la
pollution sont 1’eau, le sédiment et le biote. L’action humaine sur I’environnement marin peut
se traduire par différents types de pollution: physique, chimique, organique, biotique
(phytoplancton toxique), génétique (invasions d’especes d’élevage), invasion biologique
marine (crustacés, plancton, macrophytes, mollusques, poissons, etc.), macrodéchets
(plastique), et sans oublier les pollutions imputables au trafic maritime. L’impact de ces
derniers dépend de leurs ampleurs et de leurs nocivités, mais également des capacités
d’absorption et de résilience des différents écosystémes.

La Méditerranée est I’un des milieux marins et cotiers les plus riches en biodiversité
(hot spot de la biodiversité) mais aussi I'un des plus vulnérables au monde du fait de son
exposition a tout un ensemble de nuisances dont 80 % sont d'origine terrestre (Anonyme,
2011). Elle est particulierement exposée au déversement d'eaux de ruissellement chargées de
contaminants chimiques (organiques et inorganiques), qui constitue actuellement un probléme
majeur (MeHSIP, 2016). En effet, la présence de ces éléments dans I’environnement marin,
notamment dans les denrées alimentaires ou dans les produits de la péche représente un risque
potentiel pour la santé humaine. Il en résulte une demande croissante en moyen d’analyse car
il est nécessaire de pouvoir identifier les polluants chimiques présents dans 1’environnement
et de les quantifier au niveau de traces et d’ultra traces a ’aide des méthodes d’analyses

fiables, sensibles et reproductibles.

1.2. Eléments traces métalliques (ETM)

Un metal est une matiere issue le plus souvent d'un minerai (Gérard, 2001). Il est
qualifié de "lourd" si sa masse volumique est supérieure & 5 g/cm® et s’il présente des risques
de toxicité chez les organismes vivants. Les métaux sont présents dans tous les compartiments
de I'environnement, mais en général en quantités insignifiantes et sont alors qualifiés de
"Métaux Traces" ou "Eléments Traces Métalliques” (ETM) (Fourest, 1993).
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Certains, appelés oligo-éléments, sont necessaires au développement des organismes (ex : Zn,

Cu, Mn, Ni, Fe, B, Co ...), d’autres toxiques a trés faible dose et n’ont aucune fonction

biologique essentielle (ex : Cd, Hg, Pb) (Mirghffari, 1998).

1.2.1. ETM en milieu marin

La présence d’ETM dans le milieu marin résulte de processus naturels, principalement
via 1’érosion des sols et des roches (Ralph et al., 2006), mais également des dépbts
atmosphériques, comme les poussieres provenant des éruptions volcaniques et des incendies
de foréts (Joiris et al., 1999). Leur présence est issue également de ’activité anthropique avec
les rejets urbains, les effluents industriels, les exploitations minieres et les activités agricoles
(Ralph et al., 2006), ce qui augmente leurs concentrations dans les écosystémes aquatiques.
Leurs utilisations sont multiples et tres diversifiées et les sources de contamination le sont par
conséquent aussi (Tab.1).

La biodisponibilité des ETM dans le milieu marin est influencée par de nombreux
parametres biotiques et abiotiques, comme le pH de I’eau et des sédiments, la taille des
particules en suspension, le potentiel redox, la matiere organique dissoute, la température de
’eau, la salinité et la concentration des autres métaux (Ralph et al., 2006). Ces parametres
physico-chimiques ont une grande influence sur les phénomenes de disponibilité des ETM.
En effet, ceux-ci peuvent rester en solution, étre adsorbés sur des particules sédimentaires,
précipiter sur le fond ou étre absorbés par les organismes et s’accumuler ainsi dans leurs

tissus jusqu’a atteindre des concentrations toxiques (Ralph et al., 2006).

Tableau 1. Sources anthropiques de quelques ETM (Abed, 2011).

Eléments Sources anthropiques
Cr Aciers et aciers inoxydables
Fe (alliages) Aciers et aciers inoxydables

Ni Aciers et aciers inoxydables

Cu Electroniques, fongicides

Zn Galvanisation de l'acier

As Produits phytosanitaires

Ag Bijouterie, argenterie, monnaies, miroirs, électriques et électroniques

Cd Batteries d'accumulateurs

Au Bijouterie, objets précieux, contacts électriques, dentisterie

Hg Amalgames dentaires, piles électriques

Ti Réacteurs chimiques (en raison de son inertie chimique) et confection
de prothéses

Pb Additif dans les carburants, batteries d'accumulateurs, tuyauteries,
soudures, peintures anticorrosion et les munitions

U Quilles de certains bateaux, munitions anti-blindage (uranium
appauvri)
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1.2.2. ETM en Méditerranée

Du fait de ses dimensions réduites, les cycles biogéochimiques des ETM introduits en
Méditerranée sont en grande partie régit par les apports atmosphériques et les échanges a
travers les détroits (Migon et al., 2002), eux-mémes régit essentiellement par des apports
européens naturels et anthropiques sur lesquels les poussieres sahariennes sont superposées
(Guerzoni et al., 1999). Le climat méditerranéen et sa météorologie déterminent fortement la
partition (dissoute ou particulaire) dans laquelle ces ETM atmosphériques pénetrent a la
surface de la mer (Migon et al., 1997). Les premiéres mesures fiables d’apports
atmosphériques et telluriques d’ETM en Méditerranée, réalisées par le programme des
Nations Unies pour 1’environnement (PNUE ou UNEP, 1984), ont révélé des profils verticaux
des ETM tres différents en Méditerranée de ceux mesurés dans les océans Atlantique et
Pacifique (Ruiz-Pino et al., 1990a, b; Ruiz- Pino et al., 1991). En effet, dans ces océans, les
profils verticaux de Zn et Cd, tout comme les éléments nutritifs, sont faiblement présents en
surface, alors que leurs concentrations sont plus élevées en profondeur. En revanche, les ETM
en Méditerranée sont plus fortement présents dans les couches supérieures que dans les
couches inférieures et a des concentrations relativement stables. Ce constat est une des
conséquences des particularités de cette mer qui est (1) semi-fermée, (2) chaude et salée, (3)
entourée de trois continents (facteur favorisant les apports atmosphériques et telluriques), (4)
avec des marées généralement de faible amplitude (< 60 cm), (5) ayant un bilan hydrique
négatif du fait d’une importante évaporation, malgré les apports hydriques assurés par les
fleuves (principalement le Nil, le Rhone, le P6 et ’Ebre) et les précipitations et ou (6) le
renouvellement de sa masse d’eau superficielle via le détroit de Gibraltar est tres lent (70 a
100 ans) (Casas, 2005). Ces caractéristiques ont ainsi permis aux chercheurs d'analyser
I'évolution de la concentration des éléments traces métalliques, comme I’Hg, le Cd, le Pb, le
Cu et le Zn provenant de I'atmosphere et des rivieres, d’origine essentielle anthropique. Les
apports d’ETM par voie atmosphérique dans le bassin occidental montrent que les
concentrations en ETM sont quasiment homogenes et sont d’origine européenne et saharienne
(Guerzoni et al., 1997; Guieu et al., 1997).

Concernant les apports d’ETM par les riviéres et principalement le Rhone pour le bassin
occidental, le transport particulaire est supérieur au transport dissous lui-méme étant
inférieur a ’apport dissous par 1’atmosphére. Ceci s’explique par le fait que les mesures
géochimiques dans le milieu marin concernent principalement le stock dissous dans la

colonne d’eau, permettant ainsi de quantifier les apports dissous a 1’échelle spatio-
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temporelle. Du fait du léger apport dissous fourni par les rivieres, I’atmosphere serait donc
par la pollution anthropique, le principal vecteur d’apports dissous a la mer. Concernant
I’apport particulaire par I’atmosphere et les rivieres, il est supposé qu’une importante partie
se piege finalement dans le sédiment, hormis une trés faible fraction « reprise » par 1’activité

biologique (Abed, 2011).

1.2.3. Présentation des Eléments Traces Métalliques étudiés
e Cuivre (Cu)

Cet élément existe a 1’état natif dans 1’écorce terrestre, mais se trouve surtout sous
forme de sulfures CuS et Cu2S. Ses émissions dans I’environnement peuvent étre d’origine
naturelle (érosion, volcanisme, végétation), mais sa présence dans ’eau est surtout d’origine
anthropique (industries de la métallurgie et du bois, produits phytosanitaires, incinération des
ordures ménageéres, fabrication de fertilisants, etc.) (Chiffoleau et al., 2001). Le cuivre est
indispensable au métabolisme des étres vivants (Clemens, 2001; Munoz-Olivas & Camara,
2001), comme chez les crustacés ou il constitue un pigment respiratoire (hémocyanine) au
lieu du fer. La toxicité vis-a-vis des organismes marins dépend de la forme chimique du
cuivre et de son état d’oxydation (Nakhle, 2005).

e Zinc (Zn)

C’est un ¢lément naturellement présent dans 1’écorce terrestre principalement sous
forme de sulfure, dans les roches magmatiques, les sédiments argileux et les schistes. Les
émissions dans 1’environnement peuvent avoir une origine naturelle (érosion, volcanisme,
incendies de foréts), mais les principaux apports sont anthropiques (sources miniéres et
industrielles, épandages agricoles, sources urbaines, peintures anti-fouling, etc.). Dans les
zones portuaires, le zinc est introduit a partir de la dissolution des anodes destinées a la
protection des coques de bateaux contre la corrosion (Chiffoleau et al., 2001), mais également
par les peintures antifouling, un composé ne faisant pas l'objet d'une réglementation a
I’inverse d'autres biocides comme le cuivre (Cu). C’est un métal dit essentiel puisqu’il est
impliqué dans de nombreux processus physiologiques. A de fortes concentrations, il devient
toxique pour les végétaux et les animaux (Hemalatha et al., 2007; Lafabrie, 2007).

e Plomb (Pb)

Naturellement présent dans I’environnement du fait des activités volcaniques et de

I’érosion des sols, les principales sources sont d’origine anthropique. Le plomb se retrouve

dans les milieux marins principalement par voie atmosphérique. Il provient des fonderies, des
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industries de la métallurgie, de la combustion du charbon, de I’incinération des déchets et des
gaz d’échappement des véhicules (Gagneux-Moreaux, 2006), mais également par voie
terrestre lors du lessivage des zones urbanisées. Il fait partie des ETM (Eléments en Traces
Métalliques) non essentiels (Miquel, 2001; Turkmen et al., 2005). Cet élément peut étre bio-
amplifié dans les systemes biologiques devenant un potentiel contaminant pour les différents
maillons trophiques (Amiard et al., 1987).

e Cadmium (Cd)

Naturellement présent dans I’environnement du fait des activités volcaniques et de
1I’érosion des sols, les principales sources sont d’origine anthropique. Le cadmium est présent
dans les milieux marins par voie atmosphérique (fumées ou poussiéres des fonderies et des
produits d’incinération des matériaux recouverts de cadmium) ou par voie terrestre (lessivage
des terrains agricoles renfermant des engrais). Sa demi-vie biologique peut aller de 10 a 30
ans (Nriagu & Pacyna, 1988). Enfin, il fait partie des contaminants métalliques les plus
toxiques et son cycle naturel est 1I’un des plus perturbé par I’activité humaine (Gonzalez et al.,
1999).

1.2.4. Bioaccumulation et bioamplification

De nombreux étres vivants, sinon I’ensemble, peuvent accumuler puis amplifier le
contaminant peu ou non biodégradable (Bourrinet et al., 2008). Les polluants métalliques non
biodégradables, peuvent ainsi affecter la vie aquatique et entrainer un dysfonctionnement des
réseaux trophiques pélagique et benthique (Fig. 1). Depuis les autotrophes, le risque de
contamination s’amplifie au fur et a mesure que 1’on remonte a travers les niveaux de la

chaine trophique (Sirven, 2006).
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Figure 1. Exemple de bioamplification du mercure dans le milieu aquatique (source :
https://ressources.uved.fr/modules/moduleRisques/Pollutions_atmospheriques_2-2-2(30-04-
07)/html/5.html.

La bioaccumulation est le processus d’assimilation et de concentration des métaux
lourds dans 1’organisme. Le processus se déroule en 3 temps : assimilation, bioaccumulation
par I’individu (bioconcentration) et bioaccumulation entre individus (bioamplification).

a. Assimilation
Il existe deux voies principales d’exposition aux polluants : la voie externe (par contact)

qui provoque un phénomene d’adsorption et la voie interne par assimilation ou absorption

(Bourrinet et al., 2008).
b. Bioconcentration
Tous les métaux lourds en général sont concernés par la bioconcentration
(bioaccumulation par 1’individu), mais plus particulierement le mercure, lorsqu’il est présent
sous forme organique (méthyl-mercure) (Bourrinet et al., 2008).
c. Bioamplification
Les transferts trophiques de métaux (bioaccumulation entre individus) suivent un
processus classique. Le polluant, présent dans les algues et micro-organismes est ingéré par
un herbivore, lui méme proie d’un carnivore, lui méme proie d’un super-carnivore, animal ou
homme. En bout de chaine alimentaire, le consommateur final aura bioaccumulé les formes
solubles des métaux (Bourrinet et al., 2008).
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2- BIOMARQUEURS
2.1. Définition

C’est dans les années 1980 que la notion de biomarqueurs prend forme. Cette période
voit se dérouler les premiers symposiums internationaux sur les réponses aux polluants des
animaux marins (Pollutant Responses in Marine Animals, 1981) et les tests écotoxicologiques
dans I’environnement marin (1983) ainsi que divers programmes (Groupement Interface
Chimie-Biologie des Ecosystéemes Marins, 1987) (Narbonne, 2000). Aprés cette phase de
développement, les biomarqueurs ont trouvé leur définition (workshop sur les biomarqueurs
organisé par la Société de Toxicologie et de Chimie de I’Environnement (SETAC, 1989) :
« Ce sont des variations biochimiques, physiologiques, histologiques ou morphologiques,
mesurées chez des organismes exposés a des conditions de stress liées a la présence de
substances chimiques dans [’environnement » (Huggett et al., 1992). lls représentent la
réponse biologique initiale des organismes face aux perturbations ou contaminations du
milieu récepteur. En conséquence, ils sont en général plus sensibles que les parameétres
mesurés a un niveau supérieur d’organisation biologique tel que 1’organe, ’individu ou la
population (Stegeman et al., 1992). Parmi les effets induits par les activités anthropiques et/ou
les parametres environnementaux observés au nhiveau des organismes, on retrouve les
perturbations endocriniennes, les effets neurotoxiques, génotoxiques, reprotoxigues,

immunotoxiques, etc (Fig. 2).

Activités anthropiques

Pcrturbauons Immunotoxiques
ciocreme Effets
Neurotoxiques Reprotoxiques
Génotoxiques

Figure 2. Schéma de synthese des effets écotoxicologiques (Poisson et al., 2011).
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2.2. Différentes classes de biomarqueurs

On distingue traditionnellement 3 classes de biomarqueurs (NRC 1987 & Who 1993 in
Van Der Oost, 2003) :

* Les biomarqueurs d’exposition renseignent sur la présence (et éventuellement sur la
quantité présente) dans un organisme donné d’une substance exogeéne ou de ses métabolites,
ou d’un produit résultant de I’interaction entre un xénobiotique et une molécule-cible.
Généralement, il est possible d’établir un lien entre le degré d’exposition externe et le niveau
de réponse interne. Un exemple de biomarqueur d’exposition est 1’induction des mono-
oxygeénases hépatiques a cytochrome P450 par une exposition aux PCBs, par exemple chez la
caille japonaise Coturnix coturnix japonica (Stouvenakers et al., 1996) ou chez la moule
Mytilus galloprovincialis (Livingstone et al., 1997). En outre, la bioaccumulation de certains
polluants environnementaux persistants dans les tissus animaux peut également étre
considérée comme un biomarqueur d’exposition a ces polluants (Van Der Oost, 2003).

* Les biomarqueurs d’effets diagnostiquent un dépassement, pouvant étre transitoire,
des capacités de régulation de ’organisme entrainant des conséquences sur la viabilité
(cellules, tissu, individu). Parmi les biomarqueurs d’effet, nous retrouvons les dommages a
I’ADN résultant de I’effet génotoxique de certains contaminants, la diminution de la stabilité
membranaire ou encore I’induction ou I’inhibition des enzymes antioxydantes. La
modification par les PCBs de I’ultrastructure hépatique du barbeau Barbus galloprovincialis
par suite d’une contamination par le benzo[a]pyréne (Akcha et al., 2000) sont des exemples
de biomarqueurs d’effet.

*Les biomarqueurs de sensibilité montrent la capacité innée ou acquise d’un organisme
a répondre a une exposition a un xénobiotique spécifique. Cette classe inclut les facteurs
génétiques et les changements de récepteurs qui alterent la sensibilité d’un organisme a cette
exposition. Ainsi, Hong et Yang (1997) ont montré que le polymorphisme genétique des
cytochromes P450 chez les étres humains peut étre considéré comme un biomarqueur de
sensibilité vis-a-vis de I’induction de cancers par des polluants environnementaux.

D’aprés Zhou et al. (2008), un organisme bioindicateur doit présenter idéalement les
caractéristiques suivantes :

- le biomarqueur doit étre relié de fagon causale a des effets au niveau populationnel ou
écologique ;
- étre capable d’accumuler les polluants a des niveaux élevés sansS que Ceux-Ci ne

conduisent a sa mortalité ;
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- avoir une mobilité réduite afin de refléter une contamination localisée du milieu ;

- étre abondant et présenter une grande distribution pour un échantillonnage répétitif ;

- avoir une durée de vie assez longue pour la comparaison des effets et des niveaux de
contamination entre les différents stades de développement ;

- fournir suffisamment de tissus biologiques pour d’éventuelles recherches d’impacts
sur des différents niveaux biologiques ;

- étre faciles a pécher et a maintenir au laboratoire ;

- vivre dans I’eau ;

- occuper une position importante dans la chaine trophique ;

- présenter des relations effet-dose.

2.3. Notion de bioindicateur et d’espéce sentinelle

Un bioindicateur est un organisme (ou partie d’un organisme OU Une communauté
d’individus) qui renseigne sur la qualité¢ de I’environnement (ou partie de 1’environnement)
(Li et al., 2010). Lorsque ce dernier est présent au sein de 1’écosystéme, il est qualifié
d’espéce sentinelle (surveillance passive). Il peut y étre introduit de facon standardisée
(surveillance active) par encagement (caging). D’aprés Lagadic et al. (1998) et Lagadic et
Caquet (1996), un bioindicateur peut aussi étre un organisme qui, par sa disparition ou par sa
présence et/ou son abondance, renseigne sur 1’état de santé d’un milieu (dans ce cas appelé
aussi : indicateur biologique). Nous pouvons ainsi distinguer des espéces «pollusensibles»
(bioindicateurs négatifs) et des espéces «pollurésistantes» ou «pollutolérantes» (bioindicateurs
positifs). Des outils tels que les indices biocénotiques reposent sur ce principe et permettent
d’évaluer la structure et la santé d’un écosystéme a un instant donné. Cependant, le
recensement des différentes espéces peuplant un écosystéeme donné présente une tache lourde
avec plusieurs limites : il apporte peu ou aucune information sur la cause réelle de la
disparition des espéces (prédation, facteurs abiotiques, etc.), sur les contaminants
éventuellement responsables de la mortalité des individus ou sur les mécanismes de toxicité
ayant conduit a leur mort.

La surveillance biologique de I’environnement, ou «biomonitoring», a pour objectif
d’intégrer I'ensemble des paramétres de I’environnement intervenant en conditions naturelles
(température, oxygéne dissous, interactions polluants-milieu) en utilisant les espéces

sentinelles comme outil et de fournir des informations exhautives sur les effets de la
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contamination chimique du milieu, car les tests de toxicité réalisés en laboratoire ne prennent
pas en compte 1’influence de ces multiples paramétres (Smolders et al., 2004).

L’espéce sentinelle se définit comme une espéce constituant un témoin de la pollution
environnementale par la mesure de variations biologiques individuelles ou sub-individuelles
(contrairement aux bioindicateurs, basés sur la simple présence/absence ou 1’abondance des
organismes), engendrées par des niveaux de contamination de 1’organisme sub-létaux
(toxiciteé chronique). Les parameétres biologiques mesurés chez les espéces sentinelles ne sont
autre que les biomarqueurs évoqués précédemment (Ramade, 1992; Walker et al., 2001).
L’avantage des espéces sentinelles par apport aux especes indicatrices (bioindicateurs) est
donc qu’elles constituent une approche prédictive, et qu’elles sont sensibles a des doses plus
faibles de toxiques (Ramade, 1992).

Les organismes sentinelles prélevés dans un milieu doivent étre représentatifs de ce
milieu et remplir plusieurs conditions pour refléter les effets d’une exposition de faible
intensité mais sur une longue période. Une espece sentinelle doit ainsi étre sédentaire sur la
zone d’étude afin que les biomarqueurs étudiés soient directement corrélés avec le niveau de
pollution du site.

La taille de la population doit étre représentative pour éviter que les prélévements
réguliers n’impactent la structure et la densité de la population. Les organismes sentinelles
doivent aussi posséder une aire de dispersion large et déterminée permettant d’effectuer des
comparaisons des résultats entre les sites. Afin d’étudier les effets chroniques de la
contamination chimique du milieu, la longévité de ces organismes doit étre suffisamment
longue, de ’ordre de plusieurs années. Ces organismes doivent également présenter une
résistance aux polluants afin que les niveaux d’expression des biomarqueurs soient
détectables. Bien que résistantes aux contaminants, les espéces sentinelles doivent présenter
une certaine sensibilité face aux contaminants afin de permettre I'établissement de relations
dose/effet. Enfin, la biologie de I’espéce doit étre suffisamment connue pour différencier le

signal du bruit de fond.

2.4. Evaluation des risques de contamination des milieux aquatiques

Les mesures des parametres physiques, chimiques et bactériologiques de [’eau
renseignent sur la qualité de cette ressource (Li et al., 2010), mais leur caractere ponctuel ne
permettra pas de révéler d’éventuelles perturbations perpétrées en dehors des périodes de

mesures. De méme, ces techniques ne renseignent pas sur 1’état des organismes aquatiques ni
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sur les conséquences écologiques engendrées par les changements survenus dans ces
écosystemes. Dans le cas d’une pollution métallique, la mesure des concentrations des métaux
dans le biotope (eau, sédiment) peut révéler 1’existence d’une pollution, mais ne met pas en
¢vidence le degré d’accumulation des métaux par les organismes, ni la toxicité¢ engendrée sur
les individus et 1’écosysteme (Zhou et al., 2008). En conséquent, ces derniéres études
écotoxicologiques se sont developpées afin de mettre en place des outils permettant une
meilleure évaluation de I’état écologique des milieux (Gillet, 2018). Celles-ci passent
notamment par la recherche de bioindicateur ou d’especes sentinelles servant de support pour
la mesure de marqueurs biologiques (biomarqueurs). Ces derniers refleteront le degré des

atteintes de 1’environnement.

2.5. Avantages et limites de |'utilisation des biomarqueurs

Les biomarqueurs sont des outils mis en ceuvre pour établir un diagnostic de risque
environnemental. 1ls constituent un signal précoce de l'effet de la contamination sur les
organismes. Leur usage et intérét dans la détermination du risque environnemental sont
devenus incontournables, toutefois le manque de connaissance sur les mécanismes
physiologiques et fonctionnels et le comportement de certains organismes aquatiques
sentinelles utilisés limitent fortement 1’utilisation optimale de ces outils.

L'utilisation des biomarqueurs peut s'avérer trés pertinente dans certaines conditions,
mais pas dans d'autres, induisant ainsi a un diagnostic erroné. Un biomarqueur unique ne
permet pas de rendre compte de I’ensemble des contaminants présents dans les écosystémes et
susceptible de perturber 1’état de santé des organismes qui y vivent. Afin de prendre en
compte la grande diversité des contaminants et la multiplicité de leurs effets, il est apparu
nécessaire de recourir a une approche multi-biomarqueurs basée sur la mesure de plusieurs
biomarqueurs complémentaires (Blaise et al., 2002 ; Galloway et al., 2004).

Les biomarqueurs sont plus particuliecrement congus pour I’évaluation d’un risque
écotoxicologique et visent a rechercher la signature biologique de 1I’'impact ou de la présence
d’un contaminant dans une structure vivante. Le biomarqueur parfait et universel n’existe pas.

Un biomarqueur peut s’avérer trés pertinent dans certaines conditions, mais ne pas
répondre, voire induire un diagnostic erroné. Ces conditions varient en fonction de plusieurs
parametres qu’il est inconcevable de présumer de la pertinence d’un biomarqueur dans toutes

les situations possibles, parfaitement claires et définies.
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Les mélanges de substances et les contaminations multiples impliquent de potentiels
synergies et antagonismes, ce qui complexifie déja grandement la compréhension des faits.
Néanmoins, de nombreux autres facteurs sont susceptibles d’influencer la physiologie d’un
organisme et donc la réponse d’un biomarqueur. Parmi eux, il est possible de distinguer
notamment des facteurs intrinséques, tels que 1’age, le sexe, le statut reproducteur ou les
caractéristiques génétiques de 1’espéce sentinelle. Enfin, d’autres facteurs extrinséques
exercent une influence sur la réponse des biomarqueurs, qu’il s’agisse d’interactions biotiques
(compétition intra- ou interspécifique, prédation, parasitisme...) ou encore de facteurs
abiotiques, tels que la température ou la salinité (Amiard et al., 1998).

Si I’influence de ces facteurs peut étre en partie limitée ou, a défaut, correctement
appréhendée en conditions contrélées, 1’interprétation de la réponse des biomarqueurs devient
extrémement plus délicate en milieu naturel (Amiard et al., 1998). Ainsi, les efforts soutenus
de standardisation sont généralement restés vains, tant la définition de la gamme de réponses
pouvant étre considérée comme « normale » pour un organisme S’avére difficile, voire

impossible a établir (Brown et al., 2004).

2.6. Description des marqueurs biologiques
e Glutathion réduit (GSH)

Les anti-oxydants non enzymatiques comme le glutathion (GSH), les vitamines A et E,
’acide ascorbique, le B-caroténe, ’interféron B ou les oses simples ont la capacité de fixer ou
de détruire les especes radicalaires (Cossu et al., 1997a,b).

Le L-Y-glutamyl-L-cystéinylglycine, plus couramment nommé glutathion, est un thiol
non protéique de faible masse moléculaire, présent en abondance dans les cellules eucaryotes
(Penninckx, 2000). Comme son nom scientifique le suggére, le glutathion est composé
d’acide glutamique, de cystéine et de glycine.

La biosyntheése de ce tripeptide se réalise a I’aide de deux réactions enzymatiques
consécutives, chacune d’entre elles nécessitant la présence d’une molécule d’ATP (Meister,
1994). La premiére réaction permet de lier le glutamate a la cystéine pour former du Y-Glu-
Cys. Cette reaction est catalysée par la Y-glutamyl-cystéine ligase (Y-GCL), enzyme
hétérodimérique composée d’une sous-unité catalytique (GCLc) de 73 kDa et d’une sous-
unité de régulation (GCLm) de 27.7 kDa (Seelig et al., 1984; Coffinet et al., 2008; Ventura-
Lima et al., 2009). La deuxieme réaction, catalysée par la glutathion synthétase, permet de lier
la Y-Glu-Cys avec de la Glycine pour former le glutathion réduit.
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Il a été montré que le glutathion était lui-méme capable de réguler sa biosynthese, en
inhibant ou en stimulant 1’activité de la GCL (Richman & Meister, 1975; lles & Liu, 2005).
Cependant, de nombreux facteurs peuvent limiter sa biosynthése, comme la concentration en
GCL (Griffith, 1999 ; Chen et al., 2005), ainsi que la disponibilité des substrats comme
I’ATP, la Cystéine, le Glutamate, ou encore la Glycine.

Le glutathion est retrouvé en abondance dans le cytoplasme des cellules, et
particuliérement dans les hépatocytes, dans lesquels il peut étre présent sous sa forme oxydee
(GSSG) ou réduite (GSH). Selon Meister (1988), la forme réduite, qui représente la forme
active, est dominante a 90%.

Le glutathion, a 1’état réduit (GSH), intervient en tant que donneur d’¢électrons dans les
processus de défense antioxydants (Valko et al., 2007). Gréace a son groupement thiol (-SH)
présent sur le résidu cysteinyl, le GSH est capable d’inactiver de maniére directe les espéces

radicalaires en les neutralisant. Cette «neutralisation» se réalise par un simple transfert
d’électrons selon la réaction suivante (DeLeve & Kaplowitz, 1991; Luperchio et al., 1996):
GSH+R — GS+RH

De maniére plus indirecte, le GSH intervient également comme substrat pour de
nombreuses enzymes anti-oxydantes comme les glutathion peroxydases ou les glutathion S-
transférases.

e Glutathion-S transférase

Les glutathion-S transférases (GST) représentent une famille d'enzymes
multifonctionnelles essentiellement cytosoliques, impliquées dans des opérations diverses de
transport et de biosynthése intracellulaires (George, 1990). Toutefois, la fonction des GST la
plus étudiée, concernant les programmes de suivi environnementaux, demeure leur activité de
catalyse des réactions de conjugaison entre des groupements hydrophiles endogenes
(glutathion), et des molécules réactives comportant des sites électrophiles, capables de réagir
avec des macromolécules comme les acides nucléiques (ARN, ADN). A ce titre, les GST font
partie des mécanismes de défense des cellules contre des stress chimiques et sont qualifiées
d’enzymes de phase II parce qu’elles interviennent généralement a la suite des enzymes de
phase | (cytochrome P450) qui oxydent les xénobiotiques les rendant parfois plus actif
biologiquement (ex HAPS).

Une grande variété de composés chimiques induit les GST, parmi lesquels certains
inducteurs des cytochromes P450 tels que les HAPs et les PCBs. Ainsi des études in situ et
expérimentales ont montré que les GST pouvaient étre induites par différentes classes de
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contaminants. Ainsi, Damiens et al. (2004) ont montré que des expositions au malathion et au
carbofuran induisaient I’expression de la GST chez des larves d’huitres. De plus, il a été
démontré que I’expression de la GST au niveau de la glande digestive et des branchies d’un
mollusque bivalve est proportionnelle & la concentration en HAPs dans les tissus (Gowland et
al., 2002; Rocher et al., 2006).

Les GST ont été mises en évidence dans la plupart des étres vivants tels que les
mollusques (Fitzpatrick et al., 1997; Blanchette & Singh, 1999), les crustacés (Keeran & Lee,
1987; Leblanc & Cochrane, 1987) et les poissons (George & Young, 1988; Martinez-Lara et
al., 1997; Pérez-Lopez et al., 2000). Bien gue nos connaissances sur ces enzymes chez les
poissons soient limitées, leur intérét en tant que biomarqueurs de contamination par les
contaminants de type HAP, PCB et pesticides dans les écosystémes marins et dulgaquicoles a
été démontré (Boryslawsky;j et al., 1988, Narbonne, 1993).

e Malonedialdéhyde (MDA)

Le MDA est une expression de la lipoperoxydation (Sunderman, 1985; Pompella et al.,
1987). L’utilisation de ce composé comme biomarqueur de stress oxydatif en général, et en
peroxydation lipidique en particulier, est largement répandu. Le MDA est un produit des
réactions de peroxydation lipidique qui se forme lors de I'attaque des lipides polyinsaturés (de
la famille n-6) par des espéces réactives de I'oxygéne générées dans certaines conditions de
stress, en particulier avec des contaminants organiques (HAP, PCB, pesticides) et
inorganiques (meétaux de transition). Les hydroperoxydes ainsi formés se décomposent en
intermédiaires radicalaires et en aldéhydes dont un des représentants les plus réactifs est le
malonedialdéhyde (MDA). Le MDA est un agent alkylant puissant capable de réagir avec les
macromolécules biologiques. Le dosage de ce composé présente donc un intérét certain chez
les animaux soumis a des contaminations multiples (Narbonne et al., 1991, Pellerin-
Massicote, 1994). Confirmé par 1’é¢tude Viarengo et al. (1989) de fortes teneurs en MDA chez

les moules Mytilus edilus et M. galloprovincialis aprés une semaine d’exposition au cuivre.

3- PRESENTATION DU MODELE BIOLOGIQUE UTILISE: LES SPONGIAIRES
Adaptés a une grande diversité de niches écologiques, les spongiaires sont retrouveés
depuis le littoral marin jusqu’aux zones abyssales et sont également présents dans les eaux
douces (moins de 1% des espéces). Plus de 8553 especes d’éponges ont été décrites (Van
Soest et al., 2012) possédant une grande diversité de formes et de couleurs (Fig. 3). Les

éponges marines peuvent constituer 1’organisme macro-benthique majoritaire et représenter
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prés de 80% de la biomasse de certains habitats comme au niveau des régions polaires
(Bergquist, 2001).

Figure 3. Photos montrant la diversité morphologique et de couleur chez les Spongiaires (1.
Polymastia agglutinans, 2. Spirastrella cunctatrix, 3. Oscarella lobularis, 4. Tethya
aurantium, 5. Clathrina clathrus, 6. Hymedesmia paupertas) (source : www.mer-littoral.org).

3.1. Taxonomie

La systématique des spongiaires (phylum Porifera) repose principalement sur la forme
des microspicules. Ces derniéres sont des éléments microscopiques sécrétés par les
scléroblastes (cellules spécialisées du mésohyle) et contribuent a la rigidité structurale des
éponges. Leur nature (calcite ou silice) et forme (Fig. 4) définissent la position taxonomique

des éponges.
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Spicules des Demosponges

D

Spicules des Hexactinellides

Figure 4. Différentes formes de spicules (www.universalis.fr).

Les spongiaires sont composés de 4 classes

Sz
Ay

s

. les éponges calcaires Calcarea
(Bowerbank, 1864) et les éponges siliceuses : Demospongiae (Sollas, 1885) (regroupant pres
de 95% des éponges), Hexactinellida (Schmidt, 1870) et Homoscleromorpha (Dendy, 1905) :

- Les éponges calcaires ou Calcispongia (Bowerbank, 1864) possédent un "squelette”

constitue de carbonate de calcium (spicules calcaires). De taille réduite (< 10 cm), les
calcisponges sont plus abondantes et plus diversifiées dans les eaux peu profondes (< -100 m)
(Fig. 5).
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Figure 5. Exemples de quelques Calcisponges (a gauche : Ascandra falcata; a droite :
Clathrina cerebrum) (www.mer-littoral.org).

- Les éponges siliceuses présentent un "squelette™ constitué de spicules de silice. Elles

sont également classées selon la forme des spicules :
e Les Démosponges Desmospongia (Sollas, 1885) regroupent pres de 85% des éponges
majoritairement marines (exemple: éponge de toilette Spongia officinalis). Le
"squelette” est constitué de fibres de spongine et/ou des spicules de silice hydratée

mono ou tetraxoniques (Fig. 6).

Figure 6. Exemple d’éponge siliceuse (www.mer-littoral.org).

- Les Hexactinellides Hexactinellida (Schmidt, 1870) ou éponges de verre possédent des
spicules siliceux a trois axes perpendiculaires et six pointes : les triaxones hexactines a
I’origine du nom de cette classe. Ces spicules n’existent pas chez les Démosponges. Par
association, elles conférent a 1’éponge une structure rigide. Les Hexactinellides sont
principalement retrouvées en zone bathyale entre - 200 et - 600 m et sont exclusivement des

éponges marines. Ces éponges représentent probablement le groupe le plus évolué.
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Figure 7. Exemple d’éponge de verre (www.mer-littoral.org).

- Les Homoscleromorpha (Dendy, 1905) récemment reconnue comme quatrieme classe
a la suite d’études phylogénétiques poussées (Gazave et al., 2010). Cette classe est composée
de deux familles distinctes : les Plakinidae et les Oscarellidae.

3.2. Organisation morphologique et anatomique

D’organisation tres simple, les éponges sont des animaux multicellulaires, ne possédant
ni tissu ni organe différencié et sont, de ce fait, les métazoaires les plus primitifs apparus au
Précambrien il y a de 500 millions d’années (Vacelet, 2016). Animaux diploblastiques, les
éponges sont constituées de deux couches de cellules appelées pinacoderme et choanoderme
séparées par le mésohyle. Le pinacoderme est perforé d’une multitude de petits pores ou ostia
(Fig. 8) d’ou I’étymologie du nom Porifera donné au groupe des éponges (latin porus

signifiant petit orifice et verbe ferre signifiant porter) (Vacelet, 2016).

Figure 8. Organisation générale des spongiaires : (a) coupe transversale d’une éponge et d’un
choanocyte (Manuel et al., 2003).
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Organismes sessiles vivant fixés sur différents types de substrat, les éponges se
nourrissent, pour la grande majorité d’entre-elles, par filtration de larges volumes d’eau,
jusqu’a 24 m*/kg/jour (Vogel, 1977). L’cau environnante chargée de particules nutritives en
suspension, pénétre dans 1’éponge via les ostia. Puis, celle-ci circule au sein des tissus par un
réseau de canaux inhalants jusqu’a atteindre les chambres choanocytaires tapissées de
choanocytes. Il s’agit de cellules a collerette munies d’un flagelle (Fig. 8a). Les mouvements
du flagelle assurent la circulation de 1’eau au sein de 1’éponge (Harrison & Cowden, 1976;
Simpson, 1984). La collerette quant a elle est composée de microvillosités qui captent les
particules nutritives. Les bactéries (cyanobactéries et bactéries hétérotrophes) et microalgues
phagocytées par un autre type cellulaire, les archaeocytes, satisfont les besoins alimentaires
des éponges (Reiswig, 1975b). Le taux de capture des bactéries présentes dans I’eau filtrée
peut atteindre jusqu’a 96% (Reiswig, 1975a; Pile, 1997; Turon et al., 1997; Wehrl et al.,
2007). L’eau rejoint ensuite un réseau de canaux exhalants avant de quitter I’éponge via

I’oscule.

3.3. Reproduction

Deux types de reproduction ont été décrits au sein du phylum des Poriferes : asexuée et
sexuée.

La reproduction asexuée est facilitée par 1’extraordinaire pouvoir de régénération des
éponges. Un simple fragment peut régénérer une éponge. Bien plus, des cellules d’éponges
dissociées par passage a travers une fine gaze sont capables de se réorganiser en une multitude
de petites éponges fonctionnelles (Lavrov & Kosevich, 2017). Dans la nature, la reproduction
asexuée est tres répandue chez les éponges d’eau douce, mais aussi assez fréquente chez les
marines. Ce peut étre un simple bourgeonnement externe ou un bourgeonnement interne
appelé «gemmulation ». Les gemmules sont constituées d’un massif de cellules
indifférenciées entourées d’une coque isolante constituée de spicule et de spongine. Ce sont
des formes de résistance permettant aux éponges d’eau douce de traverser les périodes de
froid ou de sécheresse. La gemmulation existe que chez les Démosponges d’eau douce
(Ereskovsky, 2010).

La reproduction sexuée quant a elle survient par fusion des gametes males et femelles.
Une grande majorité des espeéces d’éponge sont hermaphrodites du fait de la présence des
deux gametes a deux périodes différentes (Simpson, 1984). Les ovocytes d’une éponge sont

fécondés par des spermatozoides émis par des individus différents. Selon les especes, la
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fécondation a lieu dans 1’eau, les éponges sont alors «ovipares » (représentant de
Démosponges) ou a I’intérieur des tissus de la meére, les éponges sont alors « vivipares ou
encore incubantes » (représentant la majorité de Démosponges et toutes les éponges des
classes Homoscleromorpha, Calcarea et Hexactinellida). Les larves pélagiques de moins de 1
mm de longueur sont ciliées et nagent librement quelques heures avant de se fixer et de se

métamorphoser (Manuel et al., 2003).

3.4. Nutrition

Les chambres choanocytaires tolérent un courant d'eau grace au battement de leur
flagelle. Le dioxyde et les particules alimentaires (dinoflagellés, bactéries, particules
organiques détritiques...) sont capturés par ces choanocytes, les particules adherent au mucus
des choanocytes, le mucus transportant a son tour les particules et les enferment par
phagocytose dans le choanocyte (Vacelet, 2016). La digestion est intracellulaire mais elle n’a
pas lieu dans les choanocytes. La vacuole digestive contenant le mucus et les particules
alimentaires (vésicule) est transférée a I’amibocyte, a I’intérieur duquel cette vésicule se
fusionne a un lysosome ou la digestion a lieu. Les éléments nutritifs sont redistribués par les
amibocytes, qui se déplacent soit vers la paroi extérieure pour nourrir les pinacocytes, soit
vers la paroi interne pour nourrir les choanocytes. Les déchets sont évacués par les pores
exhalants (Vacelet, 2016).

Figure 9. Processus de nutrition par filtration de 1’eau chez 1’éponge (syconoide ou
leuconoide) (Vacelet, 2016). a: pore inhalant; b: particule organique; c: particule inorganique;
d et f: amibocyte (phagocyte); e: choanocyte; g: vacuole digestive; h: corbeille vibratile; i:
pore exhalant.
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3.5. Exploitation et valorisation économique

Les éponges sont bien connues du grand public pour leur utilisation domestique, bien
que les véritables éponges naturelles soient aujourd’hui devenues rares. L’exploitation des
éponges a débuté en Méditerranée chez les civilisations Phéniciennes et Egyptiennes il y a
environ 2000 ans (Chiavara, 1920), puis chez les grecs, les romains et les crétois.
Actuellement, la Tunisie, la Gréce et la Lybie sont les principaux pays producteurs a 1’échelle
de la Méditerrannée (Milanese et al., 2008), avec I’Egypte et la Turquie (Pronzato &
Manconi, 2008).

En Algérie, les éponges ne sont pas exploitées méme si elles sont inscrites comme étant
un produit d’intérét économique au méme titre que d’autres invertébrés, comme c’est le cas
du corail rouge Corallium rubrum. L’espéce couramment exploitée est Spongia officinalis, la
véritable éponge de toilette, et Hippospongia communis ou éponge de cheval, ainsi nommée
car, de consistance plus rigide que I’éponge de toilette, elle était surtout utilisée pour les
travaux domestiques. De nombreuses espéces semblent étre menacées aujourd’hui du fait de
leur sur-exploitation. La production méditerranéenne est passée de 150 tonnes en 1977 a 2
tonnes en 1990 (Manuel et al., 2003).

En aquaculture, les éponges marines sont de plus en plus proposées et étudiées
(Pronzato et al., 1998; Werner et al., 1999; Huang et al., 2016). Nous citerons le cas du
composé Peluroside A isolé de I’éponge Mycale hentscheli actuellement en essais
précliniques. Ce composé présente des propriétés anticancéreuses a ’activité similaire a celle
du Paclitaxel (Taxol®). Actuellement, en essais précliniques deux alternatives ont été mises
en place afin d’assurer la production d’une quantité suffisante de principe actif (Jin & Taylor,
2005) et des études sont en cours afin de déterminer si sa synthése chimique est une
possibilité économiquement viable. Une autre possibilité est 1’aquaculture de M. hentscheli
montrant des résultats encourageants. Il a été montré que 200 kg d’éponge fourniraient 2

grammes pur de Peluroside A (Page et al., 2005).

3.6. Roles écologiques

Les eponges ont un fort impact écologique dans les milieux océananiques. En effet,
elles filtrent d’importants volumes d’eau (Hentschel et al., 2006) et participent au recyclage
des nutriments, aux cycles biogéochimiques, a 1’épuration des micro-organismes présents

dans la colonne d’eau, a la production de métabolites spécifiques et peuvent aussi servir de
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nourriture pour certains prédateurs, comme les mollusques nudibranches et les poissons
(Wulff, 2001; Piel, 2009).

Les éponges marines produisent de nombreux métabolites secondaires a travers des
processus physiologiques normaux, présentant un intérét pharmaceutique grace a leurs
activités biologiques potentielles (Faulkner, 2000). La complexité structurale ainsi que
I’abondance de ces métabolites admettent que leur synthése se produit selon des cofits
métaboliques de I’organisme, leur redevant de fournir par la suite un certain bénéfice a
I’éponge (Paul, 1992; Pawlik, 1993; McClintock et al., 2001). Les métabolites secondaires
peuvent agir en tant qu’inhibiteurs du biofouling (Henrikson & Pawlik, 1995, 1996) et de la
croissance de micro-organisme (Newbold et al., 1999; Zea et al., 1999) et empéchent la
dégradation causée par les radiations ultra-violettes (Paul, 1992), ou bien agissent en tant
qu’agents allélopatiques (Sullivan et al., 1983; Porter & Targett, 1988; Engel & Pawlik,
2000). Leur fonction la plus hypothétique est la dissuasion des prédateurs (Pawlik, 1993;
Pawlik et al., 1995; Chanas et al., 1996; Wilson et al., 1999; Waddell & Pawlik, 2000a, b).

Des perturbations imposées sur 1’organisme telles que les changements
environnementaux, les stress physiologique, stress abiotique et nutritionnel, la mutation et les
évenements transgéniques peuvent causer des changements dans le métabolome. Ainsi, des
altérations au niveau du génome, de la transcription des genes, du niveau d’expression et des
modifications post-traductionnelles des protéines, ainsi que du metabolisme primaire et
secondaire reflétent une adaptation aux stimuli environnementaux.

De nombreuses ¢tudes ont tent¢ d’évaluer le rdle écologique des métabolites
secondaires produits par les Irciniidae, en particulier des furanoterpénes (classe A, B, C) qui
sont constitués d’une partie acide tétronique (FTA). Ils semblent étre impliqués dans la
défense contre la prédation (Burns et al., 2003). Pawlik et al. (1995) montrent que sur les
extraits organiques de 71 éponges Caraibes, trois espéces du genre Ircinia (I. felix, I.
strobilina et 1. campana) sont les moins comestibles pour le prédateur généraliste téléostéen
Thalassoma bifasciatum. Ces études ont révélé plus tard DI’existence d’un gradient de
concentration de FTA au niveau de 1’éponge et une forte influence de I’éclairage sur la
concentration. Ainsi, chez Ircinia felix, la quantité de FTA est plus importante dans les
couches profondes de 1’éponge qu’au voisinage de la surface. Par ailleurs, les especes
produisent plus de FTA lorsqu’elles sont transplantées ou localisées dans des milieux éclaireés,
mais également lorsqu’elles sont blessées de fagon intentionnelle (Zea et al., 1999) et dans ce

cas, nous constatons que les FTA ne sont pas relargués dans la colonne d’eau avoisinante.
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L’implication des composés volatiles dans le phénomeéne direct de défense chimique ou
indirect, par émission de signaux vis-a-vis des prédateurs potentiels ou d'organismes invasifs,
est aussi suggérée (Zea et al., 1999; Duque et al., 2001). Cette hypothése a été rejetée plus
tard par Pawlik et al. (2002), qui confirment le role dissuasif des FTA, et non pas des
composés volatiles, des trois mémes especes d’éponges utilisées dans leurs études en 1995 sur
le prédateur Thalassoma bifasciatum en aquarium ainsi que sur une variété de poissons
téléostéens en milieu naturel. Ces résultats ont également été confirmés par des études
réalisées avec 1’extrait organique et la variabiline provenant d’Ircinia strobilina du Brésil, qui,
placés dans des boulettes alimentaires d'alginate de calcium, provoquent une non-palatabilité
d’un ensemble naturel de poissons téléostéens récifaux (Epifanio et al., 1999). De méme,
d’aprés une étude sur I’effet des extraits d’éponges de Caraibes sur 1’adhésion bactérienne, le
traitement d’un morceau d'agar par I’extrait organique d’Ircinia felix diminué 1’adhésion
bactérienne de 80 % par rapport a un morceau de reférence non traité (Kelly et al., 2003).
Certains prédateurs, poissons téléostéens et invertébrés, semblent étre insensibles aux
défenses chimiques développées par Ircinia sp. (Pawlik et al., 2002). Par exemple, Ircinia
strobilina a été trouvée dans le contenu stomacal de 5 téléostéens spongivores (Randall &
Hartman, 1968) et Ircinia sp. a été consommée par des astérides (Wulff, 1995; Waddell &
Pawlik, 2000a) mais évitée par le crabe hermite (Waddell & Pawlik, 2000b).

4- PRESENTATION DE LA ZONE D’ETUDE : LE GOLFE D’ANNABA

Le golfe d’Annaba se situe a I’extréme Est des cotes algériennes. 1l est limité a I’Est par
le Cap Rosa (8° 15’E-36° 58’N) et a I’Ouest par le Cap de Garde (7° 47’ E-36° 58°N), distant
d’environ 40 km 1’un de l’autre. Le plateau continental est étroit et accidenté dans son
ensemble avec un fond hétérogene surtout au voisinage des deux Caps. Il est nettement
restreint au Nord du Cap de Garde (4,5 milles), puis s’élargit dans le golfe jusqu’a 14,5 milles
avant de se rétrécir légérement a I’Est au voisinage du Cap Rosa (Derbal, 2007). La
bathymeétrie entre les deux Caps limitant le golfe d’Annaba est estimée a 65 m. Les isobathes
-10 m et -20 m sont trés rapprochees de la cote Nord du Cap de Garde, les deux lignes
s’éloignent 1’une de I’autre au niveau de 1’oued Seybouse jusqu’au port (Sud du golfe).
L’isobathe -50 m est détachée des isobathes précitées (Derbal, 2007) (Fig. 10). Globalement,
le fond débute a I’Ouest par du sable fin auquel succéde une ceinture d’herbiers a Posidonia
oceanica installée généralement sur un substrat dur et souvent entrecoupé par des zones
sableuses (Derbal, 2007).

30



Généralités

CapdeFer Cap Toukouch

[©]
Chetaibi

Annaba @Y Golfe d’Annaba

= P
(] El-Kala z'":.
Skikda g
M
. 2 .,.' . .
20 km ALGERIE ',.r" TUNISIE
A W

Figure 10. Présentation du golfe d'Annaba (Derbal, 2007).

Les =zones cotieres du golfe d’Annaba regoivent les apports continentaux
essentiellement par 1’oued Seybouse et Mafrag (Reggam et al., 2015). Ces deux oueds
déversent des quantités importantes de matieres minérales et organiques de différentes origine
terrigénes, agricoles domestique et industrielles (Khélifi-Touhami et al., 2006; Ounissi,
2007), auxquels s’ajoutent les rejets urbains et industriels parvenant également du Sud
(Fig.11).
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Figure 11. Différents rejets dans le golfe d’ Annaba (In Belabed et al., 2013, modifié).
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Il en ressort que Seybouse représente la principale source de pollution par les sels
nutritifs et les matiéres organiques. Les données de Fréhi (1995), Ounissi et al. (1998) et
Ounissi & Fréhi (1999) montrent clairement que 1’environnement cotier et ses peuplements
planctoniques sont fortement désequilibrés par suite des apports continentaux enrichis et
pollués parvenant de Seybouse en particulier.

D’apres Djabri (1992), les eaux de 1’oued Seybouse sont excessivement riches en
nutriments (nitrites, ammonium et azote) engendrant une eutrophisation du milieu (Gaid,
1986; Djabri et al., 1998), qui s’étend jusqu’au littoral adjacent ou de fortes concentrations en
sels nutritifs et en chlorophylle a sont observées (Ounissi et al., 1998; Frehi et al, 2007).
Selon Ounissi et al. (2002), le golfe d’Annaba regoit de la Seybouse des quantités excessives
d’azote minéral (4,3 tonnes/jours), de phosphates (0,7 tonne /jours) et de carbone organique
dissous (2,3 tonnes/jours).

A cela s'ajoutent les eaux de 1’estuaire El-Mafrag qui sont généralement troubles tout le
long de la cote jusqu’a la plage Draouch et parfois au-dela. Elles sont fortement eutrophes
(Ounissi et al., 2002; Khelifi-Touhami et al., 2006).

Le golfe recoit aussi les eaux usées urbaines qui ne subissent qu’un traitement sommaire
au niveau de la station de traitement des eaux de Sidi Brahim, ainsi que de nombreux autres
émissaires provenant des différentes plages qui longent le golfe (Kadri, 2015). A cela s’ajoute
I’enceinte portuaire qui contribue de fagon incontestable a la pollution du golfe d’ Annaba.

D’aprés Ayada et al. (2018), la température moyenne des eaux du Sud-Est du golfe
d’Annaba varie entre 16°C en hiver et 28,8 °C en été avec une amplitude de 12,8 °C. Comme
pour la température, la salinité differe entre les deux secteurs, les valeurs varient de 31,4 a
37,5 mg/l avec une amplitude de 6,5 mg/l. Au Nord-Ouest, la salinité est sensiblement stable
et varie entre 36,9 et 37,6 mg/l avec une amplitude réduite de 0,7 mg/l. Ces variations de
salinité entre les deux régions sont dues aux phenomenes de dilution engendrés par les apports
continentaux.

La vitesse du courant dans le golfe d’Annaba est de faible amplitude. Il existe un
courant dirigé d’Ouest vers 1’Est avec des vitesses fluctuantes selon les saisons (0,8 a 2,5
nceuds), qui passe a quelques milles au large. Un autre de plus faible intensité (0,5 a 1,5

nceuds) circule a proximité de la rive Ouest (Anonyme, 1976).
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1. INTRODUCTION

Tout en ne représentant que 0,82 % de la surface totale des Océans, la Mer
Méditerranée abrite 4 a 18% de I’ensemble de la biodiversité marine du monde
(Boudouresque, 2004; Coll et al., 2010), soit approximativement 15000 & 20000 espéeces
(Bianchi et al., 2012). Avec ces chiffres qui incluent également les espéces exotiques et
invasives, cette mer semi-fermée est considérée comme un hotspot de la biodiversité marine
(Bianchi & Morri, 2000; Myers et al., 2000; Coll et al., 2010).

Parmi cette diversité, figurent les spongiaires (Porifera) qui constituent
I’embranchement basal des métazoaires le plus ancien et le plus complexe taxonomiquement.
D’ailleurs, ce n’est qu’en 1765 que les éponges, jusqu’alors considérées comme des végétaux,
ont été reconnues comme étant des animaux (Lecointre & Le Gudayer, 2001). Ces invertébrés
sessiles et filtreurs sont les plus importants sur les marges continentales actuelles, a la fois par
leur diversité, leur biomasse et la variété des milieux colonisés (Vacelet, 1998). lls occupent
donc une place non négligeable dans certains écosystemes benthiques, et spécialement dans
les récifs coralliens, ou ils ont un réle fonctionnel prépondérant dans les couplages bentho-
pélagiques, et particulierement dans le recyclage de la matiére organique (Zea, 2001; Ritzler,
2004). En outre, les spongiaires jouent un rdle écologique important puisqu’ils ont une
capacité de filtration trés élevée, jusqu’a mille fois leur volume en une journée. lls filtrent des
quantités considérables de matiére organique présentes dans 1’eau (y compris les bactéries et
la matiére organique dissoute) (IMGE, 2012).

En plus de leur valeur commerciale connue dans ’activité de péche en Méditerranée
(notamment chez le genre Spongia), les éponges sont actuellement utilisées dans divers
domaines en tant que sources de composées chimiques (métabolites secondaires) qui ont des
propriétés antibiotiques, antivirales ou anticancéreuses et qui en font des molécules
prometteuses susceptibles d’étre valorisés dans le domaine biomédical (Munro et al., 1999;
Faulkner, 2000; Sipkema et al., 2005; Pronzonato & Manconi, 2008).

Compte tenu de la diversité des intéréts que les éponges suscitent, les sollicitations pour
des expertises naturalistes sont tres nombreuses. Cependant, la communauté mondiale des
spongiologues est assez réduite, et les spécialistes de la taxonomie des éponges sont peu
nombreux. De ce fait, il existe encore de nombreux endroits sur la planéte ou la diversité des
éponges est tres mal connue et ou un effort doit étre entrepris pour combler le vide de
connaissance. Contrairement a d’autres régions de la rive Sud de la Méditerranée, comme la
Tunisie (Boukari, 2006; Ben Mustapha, 2007; Ben Mustapha et al., 2003, 2007; Bouamama,
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2009) ou de la rive Nord (Vacelet, 1959; Bertolino, 2013), les spongiaires sont mal connus le
long des cdtes algériennes (Schmidt,1868; Topsent, 1898, 1901, 1945; Derbal & Kara, 2005;
Hussein, 2015).

Ce chapitre a pour objectif principal de dresser un inventaire préliminaire des éponges
que nous avons pu identifier en plongée sous-marine sur les cotes du golfe d’Annaba,

I’extréme Est de 1’ Algérie.

2. MATERIEL & METHODES
2.1 Prélevement des éponges

Au total 27 échantillons ont été récoltés entre automne 2013 et printemps 2014 en
utilisant la plongée sous-marine avec scaphandre autonome entre 1 et 40 m de profondeur de
facon aléatoire, entre Cap de Garde et plage de Lever de 1I’Aurore. Les éponges ont été
photographiées puis collectées en plongée. Une fois prélevés, les fragments ont été transportes
séparément au frais au laboratoire dans des piluliers contenant de 1’eau de mer. Au
laboratoire, ils ont été directement conservés dans une solution de formaldéhyde a 4% pour

une identification ultérieure.

2.2. Etude taxonomique

L’identification de la majorité des éponges a été réalisée a I’Institut Méditerranéen de
Biodiversit¢ et d’Ecologie marine et continentale (IMBE, Station Marine d’Endoume,
Marseille, France) en croisant les observations globales de chaque spécimen échantillonné et
les données consignées dans World Porifera Databese (WPD) puis confortées et validées par
un expert spongiologue (Dr. Jean Vacelet). Les critéres de diagnose retenus sont généralement
la morphologie externe et interne des individus (Hooper & Van Soest, 2002), avec un intérét
particulier pour la charpente, les microspicules (forme, taille, localisation, distribution), les
fibres de spongines, les particules étrangéres et aussi la couleur des individus. Deux types de

préparations microscopiques ont été effectués:

2.2.1 Préparation des charpentes

Des coupes (souvent perpendiculaires et paralleles a la surface), les plus fines
possibles, ont été réalisées dans la chair de I’éponge a main levée avec une lame de rasoir,
puis elles ont été mises dans des bains successifs de colorant (fuchsin), d’alcool absolu

pendant 5 min et enfin d’acétone durant quelques minutes (environ 5 min) afin de déshydrater
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I’échantillon. Les coupes ont été ensuite montées entre lame et lamelle avec 3 gouttes
d’araldite. Les lames ont été placées dans une étuve a 60 °C jusqu’a la polymérisation de
I’araldite (environ 12 h) (Vacelet et al., 2001). L’observation des charpentes a été effectuée au
microscope optique de marque Wild, Heerbrugh M20-25006. Des coupes semi-fines ont été
également effectuées a I"aide du microtome Reichert- Jung modele 1140/Auto-cut. Une fois le
montage de 1’échantillon entre lame et lamelle, nous avons procédé a I’observation au
microscope optique Leica DMLB. Certains éléments du squelette ont été photographié pour
illustration avec un appareil de photographie digitale Evolution PL-A662.

2.2.2 Préparation des microspicules

Chaque fragment d’échantillon est placé dans une goutte d’eau sur une lame laquelle,
puis nous ajoutons une goutte d’acide nitrique HNO3. Ensuite, nous chauffons au bec bunsen
jusqu’a ébullition. Si besoin, nous y rajoutons de 1’acide nitrique jusqu’a dissociation
compléte du fragment. Nous attendons que la lame soit refroidie avant de la rincer a ’eau
distillée. Nous séchons la lame a la flamme et nous ajoutons une goutte d’araldite
précédemment sortie de congélateur sur la préparation des spicules. Les lames ne seront
prétes pour 1’observation qu’une fois placées a I"étuve a 60°C pendant 12 h pour assurer la

polymérisation compléte de I’araldite (Vacelet et al., 2001).

3. RESULTATS
3.1. Diversité et classification des especes inventoriées

L’étude de la systématique de 27 échantillons d’éponges collectés aléatoirement entre
le centre et le coté Ouest du golfe d’Annaba nous a permis d’identifier une seule classe
(Demospongiae) avec 05 ordres, 05 familles, 07 genres et 09 espéces considérées communes
en Méditerranée (Tab. 2).

Tableau 2. Position taxonomique des espéces inventoriées dans le golfe d’Annaba (Selon
world porifera database)

Classe Ordre Famille Genre Espece

Chondrosida  Chondrillidae Chondrosia  C. reniformis ~ (Nardo, 1833)

Chondrilla C. nucula (Schmidt, 1862)

. . . P. clavata (Esper, 1794)

Haplosclerida  Petrosiidae Petrosia P ficiformis (Poiret, 1789)

Demospongiae Halichondrida  Axinellidae  Axinella A. verrucosa (Esper, 1794)
Poecilosclerida Crambeidae ~ Crambe C. crambe (Schmidt, 1862)

Ircinia . fasciculata ~ (Pallas, 1766)
Dictyociratida  Irciniidae S. foetidus (Schmidt, 1862)

Sarcotragus g oinosulus (Schmidt, 1862)
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Selon les ordres

L’ordre des Dictyoceratida est le mieux représenté (3 especes : 34 %) suivi par I’ordre
Chondrosida et Haplosclerida (2 espéces: 22 %) et enfin on trouve les 2 ordres,
Halichondrida et Poecilosclerida (1 espece) (Fig. 12).

B Halichondrida
11%

¥ Dictyoceratida
34%

Haplosclerida
11%

] Poecilosclerida/

22%

® Chondrosida
22%

Figure 12. Représentation des ordres par rapport au nombre d’espéces d’éponges.

Selon les familles

Ce sont les especes appartenant a la famille des Irciniidae qui sont les plus fréguentes
(3 espéces) suivies des especes appartenants aux familles des Chondrillidae et Petrosiidae (2
espéces chacune) et 1 seule espece a été identifiece pour les familles Axinellidae et

Crambeidae.

3.2. Caractéristiques des espéces inventoriées
3.2.1. Chondrosia reniformis (Nardo, 1833)

A I’ceil nu et dans son milieu naturel, la couleur de C. reniformis varie du blanc laiteux
a brune. Sa surface est lisse avec quelques gros oscules peu nombreux. Elle a une consistance
caoutchouteuse et un aspect coriace (Fig. 13). Un arrangement de collagéne tres dense, sans
spicule et sans fibres de spongine, est observé sous microscope optique. Deux zones sont
clairement observées : la premiéere zone est claire, constituée de fibres de collagene qui forme
le cortex et la seconde est sombre, c’est le choanosome (absence de photo microscopique sur

I’échantillon).
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Figure 13. Photo de Chondrosia reniformis (Nardo, 1833) (cliché : Derbal, 2013).

3.2.2. Chondrilla nucula (Schmidt, 1862)

Cette éponge, appelée également éponge cerveau, forme de petits coussinets
arrondis reliés les uns aux autres. Sa couleur varie du marron au brun verdatre (Fig. 14). Sa
surface est lisse et luisante. Des fibres de collagéne trés dense qui constituent le cortex de
I’éponge sont observées sous microscope optique, sans spicule et sans fibres de spongine. Les

oscules étant disposés de fagon réguliére (absence de photo microscopique de 1I’échantillon).

Figure 14. Photo de Chondrilla nucula en période de reproduction (Schmidt, 1862) (cliché :
Derbal, 2013).
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3.2.3. Petrosia clavata (Esper, 1794)

Cette espece est caractérisée par une surface lisse, fine et compacte avec une texture
dure et ferme et sur laquelle nous observons des oscules uniques en forme de volcan a
I'extrémité des lobes. Son squelette est composé d'une fine couche de spicules libres de type
oxes, produisant un réseau compact sans différences entre les fibres primaires et secondaires.

Les spicules libres sont abondants (Fig. 15).

Grx5

Figure 15. Coupe histologique présentant la charpente (a gauche) et les spicules (a droite) de
Petrosia clavata (clichés : Bensafia, 2018).

3.2.4. Petrosia fisciformis (Poiret, 1789)

Cette éponge, de consistance dure et rugueuse, se présente sous une forme massive,
irreguliere et arrondie, avec une couleur brune qui varie selon la luminosité. Les oscules sont
circulaires et assez régulierement répartis (Fig. 16). A noter, cette espéce a été identifiée par le
Dr Vacelet a partir d’une photo, ¢’est pour cette raison que nous n’avons pas pu effectuer de

description microscope de cette espéce.

Figure 16. Photo de Petrosia ficiformis (Poiret, 1789) (cliché : Derbal, 2013).
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3.2.5. Axinella verrucosa (Esper, 1794)

Axinella verrucosa ressemble a un faisceau de colonnes rigides en forme de
doigts portant de nombreuses verrues. Les ramifications similaires a celles de A. polypoides
ont une section cylindrique et sont dépourvues de crétes. La surface est lisse et veloutée, de
couleur jaune-vif a orange. Les oscules sont plutbt circulaires et visible a la surface de
I'éponge (Fig. 17). A noter, cette espece a été identifiée par le Dr Vacelet a partir d’une photo,
c’est pour cette raison que nous n’avons pas pu effectuer de description microscope de cette

espéce.

Figure 17. Photo d’Axinella verrucosa (Esper, 1794) (cliché : Derbal, 2014).

3.2.6. Crambe crambe (Schmidt, 1862)

Cette espéce se présente sous forme de plaques minces de couleur orange a rouge-
orangé avec une surface perforée de gros oscules observables a I’eeil nu (Fig. 18). A noter,
cette espéce a été identifiée par le Dr. Vacelet a partir d’une photo, ¢’est pour cette raison que

nous n’avons pas pu effectuer de description microscope de cette espéce.

-

Figure 18. Photo de Crambe crambe (Schmidt, 1862) (cliché : Derbal, 2014).
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3.2.7. Ircinia fasciculata (Pallas, 1766)

Elle est compressible, consistante et s’arrache trés difficilement de son substrat. Les
oscules sont présents sur toute la surface ou nous observons également des conules ou
élévations. Nous observons également la présence de grains de sable qui confirment qu’il
s’agit bien d’une Ircinia (Fig. 19). L’observation microscopique montre un squelette réticulé
sans spicules, formé par des fibres primaires tres empierrées, non fasciculées et des fibres

secondaires libres d’enclaves. Les filaments de spongine sont présents en grand nombre. (Fig.
20).

Figure 19. Photo de Ircinia fasciculata (Pallas, 1766) (cliché : Derbal, 2013).

Gr x 40

Figure 20. Coupe histologique représentant la charpente d’lIrcinia fasciculta (Schmidt, 1862)
(cliché : Bensafia, 2018).
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3.2.8. Sarcotragus foetidus (Schmidt, 1862)

Cette espéce est caractérisée par une surface irréguliere et anfractueuse. Sa couleur est
noiratre. Sa consistance est ferme et compressible mais trés coriace et trés difficile a déchirer.
Les oscules sont répartis irrégulierement a la surface (Fig. 21). Nous observons sous
microscope optique un squelette sans spicule, avec des fibres primaires et secondaires avec

moelle et des filaments tres fins (absence de photo microscopique sur 1I’échantillon).

Figure 21. Photo de Sarcotragus foetidus (Schmidt, 1862) (Bensafia, 2018).

3.2.9. Sarcotragus spinosulus (Schmidt, 1862)

De couleur qui varie entre le gris et le noir a I'ectoderme et une chair beige a l'intérieur,
cette espéce a une consistance ferme, extrémement résistante, trés coriace et tres difficile a
déchirer. A la surface, de nombreux petits conules ou élévations et des oscules répartis de
fagon irréguliére sont visibles (Fig. 22). Beaucoup de fibres fines sont observées sous
microscopes optique : des fibres primaires ascendantes avec moelle et sans corps étranges et

des fibres secondaires sans moelle toujours sans corps étranges (Fig. 23).
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Figure 22. Photo de Sarcotragus spinosulus (Schmidt, 1862) (cliché: Derbal, 2015)

Grx 10 Grx 20

Figure 23. Coupe histologique présentant les fibres primaires et secondaires chez Sarcotragus
spinosulus (Schmidt, 1862) (cliché : Bensafia, 2018).

4. DISCUSSION

Dans cet inventaire préliminaire sur les éponges peuplant une partie du golfe d’ Annaba,
c’est I’ordre des Dictyoceratida qui est le mieux représenté (34 %) avec une dominance de la
famille des Irciniidae comprenant 3 especes: Ircinia fasciculata, Sarcotragus foetidus et
Sarcotragus spinosulus. Nos résultats concordent avec ceux trouvés par Bouamama et al.
(2009) sur les cotes tunisiennes qui révélent aussi une dominance de I’ordre des
Dictyoceratida (66%) avec la famille des Irciniidae qui est la mieux représentée avec 5
especes ainsi que ceux révélés par Hussein (2015) sur les cotes oranaises ou ’ordre des

Dictyoceratida (34,6%) domine avec 9 especes (Tab. IV. Annexe 2). Selon les travaux de Ben
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Mustapha et al. (2003, 2007) sur la distribution des démosponges du littoral tunisien, c’est
I’ordre des Poecilosclerida qui est le mieux représenté (16 genres) suivi par ceux des
Dictyoceratida (10 genres) puis des Hadromerida et des Haplosclerida (8 genres).

Hussein (2015), qui a inventori¢ 1’étage infralittoral de la zone marine oranaise, y
reconnait 26 espéces d’éponges communes Méditerranéenne, parmi lesquelles 7 sont
signalées dans le présent travail : C. reniformis, C. nucula, P. ficiformis, A. verrucosa, C.
crambe, I. fasciculata et S. spinosulus. Autour des Tles Kerkennah (Tunisie), Ben Mustapha
(2007) a identifié 50 especes de démosponges, parmi lesquelles 6 sont présentes dans le golfe
d’Annaba : C. reniformis, C. nucula, P. ficiformis, C. crambe, I. fasciculata et S. spinosulus.

En comparant la liste des démosponges de Tunisie établie par Ben Mustapha et al.
(2003) et dans laquelle 143 espéces sont inventoriees rattachées & 13 ordres (dont 3 sous
ordres), 37 familles et 65 genres, 7 genres sont considérées présentes dans le présent travail :
Chondrosia, Chondrilla, Petrosia, Axinella, Crambe, Ircinia et Sarcotragus. Par ailleurs,
parmi les 16 espéces identifiées par Bouamama et al. (2009) au niveau de 5 sites des cOtes
tunisiennes (Salammbd, Korbous, Kélibia, lles Kerkennah, lagune El Bibane), seulement 4
sont signalées dans cet inventaire : C. reniformis, P. ficiformis, I. fasciculata et S. spinosulus.
Sur les cotes italiennes, en collectant des échantillons dans 4 sites le long de la mer Ligurie,
Bertolino et al. (2013) ont enregistré 133 taxons d’éponges parmi lesquelles 6 sont signalées
dans cette étude : C. reniformis, C. crambe, A. verrucosa, P. clavata, P. ficiformis et S.
spinosulus. D’une maniére générale, la majorité des especes recensées dans le présent travail

sont considérées communes dans le bassin méditerranéen (VVacelet. 2016).
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1. INTRODUCTION

Les enjeux environnementaux et sanitaires, liés aux polluants toxiques dans les milieux
aquatiques sont actuellement au centre de nombreux débats de société et de prise de
conscience dans une perspective de réduire la pollution toxique de 1’eau (Sarker et al., 2006).
La situation est d’autant plus alarmante en milieu marin ou I’ensemble des travaux
scientifiques ont démontré I’existence de perturbations environnementales plus ou moins
conséquentes, comme la dégradation des écosystémes cotiers (Amara, 2011), ’augmentation
de la température et du dioxyde carbone dans I’eau (Laubier, 2003), la tropicalisation (Golani
et al., 2007; PUEN-PAM-CAR/ASP, 2011; Pecarevi et al., 2013), I’eutrophisation (PNUE,
1995; Anonyme, 2011), la contamination chimique associée souvent a des effets
écotoxicologiques par les divers contaminants (Durrieu de Madron et al., 2011).

Selon Bryan (1984), les estuaires et les milieux c6tiers sont les plus exposés aux
différents types de pollution, entre autres métallique, soit par des apports directs dus a
I’industrialisation et 1’urbanisation, souvent importantes dans ces zones, soit par des apports
indirects via les riviéres et I’atmosphére. En effet, la pollution métallique est I'une des formes
de pollution anthropique les plus menagantes en zone littorale. Les métaux lourds sont des
micropolluants qui peuvent affecter la salubrit¢ du milieu marin, puisqu’ils ne subissent
aucune dégradation biologique ou chimique; de ce fait, ils peuvent s’accumuler dans les
différents maillons des réseaux trophiques a des concentrations toxiques pour les organismes
marins (Neathery & Miller, 1975). IlIs peuvent donc posés de sérieux problémes écologiques,
tant par le caractere ubiquiste de leur présence au sein de la biosphere que par leur forte
rémanence et leur toxicité élevée (Boyd, 2010). En raison de la solubilité des métaux lourds,
I’analyse de 1’eau de mer ne peut étre considérée comme un moyen fiable pour estimer le
degré de contamination métallique en milieu marin (Philips, 1977). Toutefois, 1’étude de la
bioaccumulation des meétaux traces chez les organismes qui y sont exposés constitue un autre
moyen plus efficace pour 1’évaluation de la pollution métallique (Lagadic et al., 1997).

Il 'y a une vingtaine d’années, quelques études sur la contamination du milieu marin ont
été réalisées en utilisant les éponges comme modéle biologique. La nature sessile des
éponges, leur répartition dans toutes les mers et pratiquement jusqu’a 5000 metres de
profondeur, ont incité les chercheurs a explorer la possibilité d’utiliser ces invertébrés comme
bioindicateurs de la contamination chimique (Nakhl, 2003).

En 1985, Patel et ses collaborateurs proposent de lancer un programme “Sponge Watch”

en complément au “Mussel Watch” déja existant. Dans sa proposition Patel s’appuie sur

46



Chapitre 11 : EIéments Traces Métalliques

plusieurs arguments comme la capacité¢ énorme des éponges a pomper 1’eau. Cette capacité se
situe entre 100 et 1200 ml/h.g (Vogel, 1977; Riisgard et al., 1993). Ce large volume passant a
travers le corps d’une éponge implique que la plupart des cellules sont en contact direct avec
le milieu externe. Ce qui explique encore la capacité de plusieurs especes d’éponges a
accumuler les métaux traces (Bowen & Sutton, 1951).

En Algérie, la majorité des rejets sont situées le long du littoral, estimé a environ 1622
km. La quasi-totalité des activités socio-économiques est concentrée également sur la frange
cotiére. Elles sont liees aux grandes agglomérations urbaines et aux poles industriels. Les
multiples rejets qui découlent d’une telle concentration humaine et industrielle sur la cote, ont
comme point de convergence le milieu marin, plus particulierement les environnements
cotiers, qui subissent ainsi des perturbations de plus en plus importantes. Les récents
développements urbains, agricoles et industriels n’ont fait qu’augmenter et aggraver les
phénomenes de pollution et d’eutrophisation marine. Les conséquences de cette situation
commencent a apparaitre avec acuité dans certaines régions cétiéres algériennes (Hadjadji et
al., 2014).

Le golfe d’Annaba, situé a I’extréme Est algérien, n’est pas épargné aujourd’hui a cette
situation puisqu’il regoit non seulement les apports continentaux provenant des oueds
Seybouse et Boujemaa mais aussi les rejets urbains et industriels sans traitement préalable
d’une ville fortement industrialisée et urbanisée.

Dans cette portion maritime, différents indicateurs biologiques ou bioindicateurs
notamment les invertébrés (mollusques bivalves, gastéropodes, crustacés) (Belabed et al.,
2013; Boucetta et al., 2016; Boujema et al., 2016; Merad & Soltani, 2017) et certains
téléostéens cotiers, comme le mullet Mugil cephalus (Ouali et al., 2018) ont été utilisés pour
la détermination de I’importance des apports anthropiques en métaux lourds dans ces
écosystémes aquatiques.

Ce chapitre traite I’évaluation de la contamination du golfe d’Annaba par quelques
éléments traces métalliques (cuivre, zinc, plomb et cadmium) en utilisant comme matériel

biologique les spongiaires, notamment I’espéce S. spinosulus.

47



Chapitre 11 : EIéments Traces Métalliques

2. MATERIEL & METHODES

2.1. Choix et localisation des stations d’échantillonnage

L’étude a été réalisée dans le golfe d’Annaba, une zone littorale, comprise entre le cap
Rosa (8°15' E - 36°38' N) a I’Est et le cap de Garde a I’Ouest (7°16' E - 36°68' N). Ce secteur
est considéré a vocation économique (activités industrielle, halieutique et tourisme).

La zone d’échantillonnage a ¢été délimitée en fonction des parametres suivants:
accessibilité au site et disponibilité du matériel biologique (éponges). En fonction de la
proximité des sources de pollution (domestique et industrielle), nous avons choisi deux
stations, 1’une située en zone périurbaine, du coté Ouest du port d’Annaba (station I: Alzon,
position géographique : 36°54'57.54"N - 07°46'13.29"E) et I’autre éloignée de la pollution
domestique et industrielle (station 11 : Cap de Garde, position géographique: 38°58'3.25"N -
07°47'28.33"E) (Fig. 24).

‘cap de garde
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Figure 24. Localisation des stations d'échantillonnage (Google Earth modifié).

» Station Alzon : cette station est située en zone périurbaine, a proximité d’une forte
agglomération, au voisinage du port de péche d’Annaba (la grenouillére). Elle recoit non
seulement les eaux de ruissellement et quelques rejets urbains limitrophes, mais se trouve
exposée a un trafic routier intense en plus du trafic maritime du fait de sa proximité du

port d’Annaba (commercial et plaisance) (Fig. 25).
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8:40 5/DEC/2015

Figure 25. Lieu de prélevement des échantillons d’éponge au niveau de la station Alzon
(clicheé Derbal, 2015).

» Station Cap de Garde : cette station est située a la limite Ouest du golfe et est éloignée
de toutes actions anthropiques intenses. Seuls quelques baigneurs estivaux et plongeurs
sous-marins fréquentent ce secteur cotier. Cette station a été suposée comme site de

référence du fait de son éloignement des zones industrielles et urbanisées (Fig. 26).

Figure 26. Lieu de prélevement des échantillons d’éponge a la station Cap de Garde (cliché
Derbal, 2015).
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2.2. Matériel biologique: Sarcotragus spinosulus

La famille des Irciniidae est actuellement constituée de trois genres: Ircinia,
Sarcotragus et Psammocinia. Les éponges de cette famille ont principalement été identifiées
sur la base de caracteres morphologiques avec plus ou moins de succes. Par ailleurs, les
premiéres études phylogénétiques réalisées ont rapidement révélé leurs limitations. Au bilan,
le statut de Sarcotragus est considéré comme incertain et les fines distinctions entre certaines
especes d’Ircinia font encore 1’objet de discussions.

De facon générale, les éponges du genre Sarcotragus sont non recouvertes de sable.
Leur squelette est constitué de fibres a moelle, d'une épaisseur de 90 a 180 um, dépourvues de
corps étrangers quoique pouvant parfois contenir quelques débris de spicules étrangers. En
1862, Schmidt avait distingué le sous-genre Sarcotragus d'Adriatique, distinct des véritables
Ircinia par la présence de filaments plus fins et plus nombreux (0,7 a 2 um), puis il abandonna
plus tard cette sous-division, mais Lendenfeld la conserve tout en divisant aussi les autres
Ircinia en plusieurs autres sous-genres (Vacelet, 1959). Ces éponges possedent une
consistance tenace et compressible qui reflete la densité des filaments dans le mésohyle
(Vacelet, 1959) (Fig. 27).

Figure 27. Morphologie de Sargotracus (a gauche) avec détail des filaments microscopiques
(a droite) caractérisant 1’éponge du genre Sarcotragus. Coupe réalisée au niveau du mésohyle
(x 5), a: fibre primaire, b : fibre secondaire, c: filaments (Vacelet, 1959).
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Dans notre étude, nous avons utilisé comme matériel biologique 1’éponge S. spinosulus

(voir Fig. 22, Chapitre 1). Sa position systématique est celle proposee par Schmidt, 1862 :

Regne : Animalia

Embranchement : Porifera

Classe : Demospongiae
Sous-classe : Keratosa

Ordre : Dictyoceratida

Famille : Irciniidae

Genre : Sarcotragus

Espeéce : spinosulus (Schmidt, 1862)

Cette espéce de forme massive et assez réguliere, est souvent globuleuse avec une base
un peu rétrécie. L’épiderme est trés épais, présentant rarement des épaississements réticulés,
parfois un peu ensablé. La couleur des deux premiers millimetres depuis sa surface varie du
noir profond au gris et ’endoderme est blanchatre ou rougeétre lorsque ses filaments
renferment des granules de Iépidocrocite. Les oscules sont repartis de fagon désordonnée, la
surface est irrégulierement conuleuse et les conules mesurent de 1 a 2 mm de haut. Le
squelette se compose de fibres trés nettement stratifiées, peu nombreuses, qui forment un
réseau peu serré. Les fibres primaires, de 90 a 180 um de diamétre, sont fasciculées, ne
comportent pas ou tres peu de corps étrangers et sont pourvues d’une large moelle fibrillaire
occupant le plus souvent plus de la moitié de la fibre. Cet important caractére avait pourtant
échappé a Schmidt bien qu’il ait lui-méme étiqueté les spécimens S. spinosulus qui avaient
une moelle dans les fibres primaires (Vacelet, 1959). Les fibres secondaires, de 50 a 100 pm,
sont depourvues de corps étrangers et de moelle, sauf parfois quelques points entre les strates.
Enfin, les filaments sont tres fins, de 0,7 a 2 um de diametre, extrémement long et serrés, et la
consistance de 1’éponge est ferme et extrémement résistante. Lorsque les caractéres extérieurs
ne permettent pas de distinguer cette espéce, la faible épaisseur des filaments et la structure
des fibres primaires permettent de la différencier trés nettement des autres especes (Vacelet,
1959).

2.3. Mesure des parametres physico-chimiques de I'eau
Les mesures de la température, du pH et de la salinité ont éte réalisées in situ a l'aide

d’un multiparamétre de terrain HORIDA (U-5000 G) muni de plusieurs sondes préalablement

o1


http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=558
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=164811
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=366651
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=131595
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=131625
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=165086

Chapitre 11 : EIéments Traces Métalliques

calibrées. Le suivi de ces paramétres dans les différentes stations d’échantillonnage s’est

effectué saisonnierement au méme moment du prélévement des éponges.

2.4. Collecte et traitement des echantillons
2.4.1. Méthode de prélévement des éponges

Le choix de I’éponge S. spinosulus est justifié par sa présence dans les deux zones de
prélévement. Des échantillons, d’environ 3 cm d’épaisseur de tissus (du périphérique vers la
base) et a raison de 6 individus par station, ont été prélevés en plongée libre entre O et 2 m au
moyen d’une lame en acier inoxydable bien nettoyée (Fig. 28), durant quatre saisons
(automne 2015/ hiver, printemps et été 2016) (Tab. 4). Les échantillons, une fois prélevés, ont
été transportés au laboratoire dans des bidons remplis d’eau de mer. Arrivés au laboratoire,
des fragments de 1g de chaque individu d’éponge sont pesés, numérotés, étiquetés et stockés a

-25°C jusqu’au moment du dosage.

Haorslevamentiding :‘_:L'v'*'i.'!‘.‘:'a Ais.
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Figure 28. Méthode de prélévement d’un échantillon de Sarcotragus spinosulus (cliché :
Derbal, 2017).

Tableau 3. Planning saisonnier de 1’échantillonnage de Sarcotragus spinosulus dans le golfe
d’Annaba.

Echantillon 1 Echantillon 2 Echantillon 3 Echantillon 4
23/10 /2015 23/01/2016 17/04/2016 3/09/2016
Automne Hiver Printemps Eté
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2.4.2. Traitement et analyse chimique des éponges

Le dosage des métaux dans les organismes marins utilise couramment la méthode de
SAA (spectrophotométrie d’absorption atomique). L’échantillon de 1’éponge doit subir
préalablement une minéralisation a chaud. Des fragments de 1 g ont été récupérés et séchés a
I’étuve a 60°C jusqu’a 1’obtention d’un poids constant. Aprés refroidissement ces différents
échantillons ont été minéralisés en présence de 4 ml d’acide nitrique (NHOg3) supra pur
(trempés pendant au moins 48 h). Le minéralisat a été ensuite filtré a 1’aide de filtres Wattman
N° 41 et ajusté a 18 ml d’eau distillée (Amiard et al., 1987). Le produit obtenu a été ainsi
conservé dans des flacons en verre hermétiquement fermés jusqu’a son analyse.

Nos analyses ont été effectuées en utilisant un spectrophotomeétre de marque Shimadzu,
type AA6500 assisté par micro-ordinateur. L’opération a €té conduite sous une flamme air
acétyléne oxydante sous une longueur d’onde qui correspond a chaque métal dosé. L’appareil
a été préalablement étalonné avant analyse en faisant passer des solutions étalons. Pour
s’assurer de la linéarité de la courbe d’étalonnage, 10 étalons ont été préparés dans la gamme
prévue par le constructeur. L’exploitation de cette courbe d’étalonnage tracée en portant
I’absorbance en fonction de la concentration a été assurée par I’ordinateur. Cette exploitation
a servi pour déterminer la concentration en chaque métal des échantillons a analyser.

Les analyses ont été réalisées au niveau du laboratoire de Génie de I’environnement, du
Département de Génie des Procédés (Faculté de Technologie, Université de Béjaia). Les

éléments quantifiés sont le cuivre, le zinc, le plomb et le cadmium.

2.5. Traitement statistique

Les résultats ont été exprimés en valeurs moyennes (z erreur standard). La comparaison
des valeurs moyennes entre les deux stations (pour la méme saison) et entre les saisons (pour
la méme station) s’est effectuée en utilisant le test t de Student. Les effets saisons et stations
d'échantillonnage ont été testés par une analyse de la variance a un critére de classification
(ANOVA). Les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du logiciel Minitab16 (version
1.1.0).

3. RESULTATS
3.1. Parametres physicochimiques
Les résultats des variations saisonniéres des parametres physico-chimiques des eaux

cotieres prélevées au niveau des stations Alzon (S1) et Cap de Garde (S2) sont comme suit :
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3.1.1. Température

Les relevés saisonniers de la température des eaux de surface des deux stations de
préléevement nous ont permis de noter des variations de maniére similaire d'une station a
l'autre et d'une saison a l'autre. Elle oscille entre 13,9 °C et 26,52 °C avec un minimum en

hiver et un maximum en été (Fig. 29).

30 - WAlzon  mCap de Garde

Température (°C)
7

whn

Automne Hiver Printemps Ete

Figure 29. Evolution saisonniére de la température des eaux de surface dans les deux stations
prospectées du golfe d’ Annaba.

Les résultats de 'ANOVA a un critére de classification appliquée dans la comparaison
des teneurs de la température des eaux des stations d'échantillonnage font apparaitre
I'existence de différences trés hautement significatives entre les saisons et 1’absence de

différences significatives entre les stations (Tab. 5).

Tableau 4. Résultats de ’ANOVA a un facteur contrdlé des variations de la température des
eaux du golfe d’Annaba dans les stations prospectees.

Saisons Stations
Parametres _ _
Fobs P Signification Fobs P Signification
Température  2396,10 0,000 Fxk 0,04 0,846 NS
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3.1.2. Salinité
Dans les deux stations, la salinité est relativement stable et varie entre 35,89 et 37,89 %o

(Fig. 30).
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Figure 30. Evolution saisonniére de la salinité des eaux de surface dans les deux stations
prospectées du golfe d’ Annaba.

L’analyse de la variance a un critére de classification a montré une différence trés
hautement significative de la salinité entre les quatre saisons. Toutefois, aucune différence

significative n’a été enregistrée entre les stations (Tab. 6).

Tableau 5. Résultats de ’ANOVA a un facteur contrdlé des variations de salinité des eaux du
golfe d’Annaba dans les stations prospectées.

Saisons Stations
Parameétres _ _
Fobs P Signification Fobs P Signification
Salinité 116,86 0,000 kel 1,70 0,202 NS

3.1.3. Potentiel d’hydrogene
Les valeurs saisonniéres du pH des eaux varient entre 7,75 et 8,8 avec un minimum

observé en hiver et un maximum en été dans les deux stations prospectées (Fig. 31).
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Figure 31. Evolution saisonniére du pH des eaux de surface dans les deux stations
prospectées du golfe d’ Annaba.

Les résultats de 'ANOVA a un critere de calssification appliquée dans la comparaison
des valeurs du pH des eaux de surface dans les stations prospectées ont révélé 1’existence de
différences tres hautement significatives et hautement significatives respectivement entre les

saisons et les stations (Tab. 7).

Tableau 6. Résultats de ’ANOVA a un facteur controlé des variations du pH des eaux du
golfe d’Annaba dans les stations prospectées.

Saisons Stations
Paramétres _ _
Fobs P Signification Fobs P Signification
pH 18,31 0,000 falaie 9,73 0,004 fakad

3.2. Variations saisonnieres des ETM dans les tissus
Les résultats relatifs aux variations saisonniéres (2015/2016) des concentrations des
métaux précités obtenus a partir des échantillons traités sont comme suit :

3.2.1. Cuivre (Cu)
Les tissus de S. spinosulus montrent des teneurs en cuivre comprises entre 21,81 et
33,36 pg/g de poids sec (p.s). Les teneurs rencontrées montrent des variations d'une saison a

une autre. Nous relevons, par ailleurs, que dans I’ensemble des stations, c’est en hiver que les
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teneurs en cuivre sont les plus élevées dans les tissus de 1’éponge alors que les concentrations

les plus faibles sont enregistrées en été (Fig. 32).
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Figure 32. Variations spatio-temporelles des teneurs en cuivre (Cu) dans les tissus de
Sarcotragus spinosulus échantillonné dans le golfe d’Annaba.

L’analyse statistique met en évidence I’existence d’une différence trés hautement
significative des teneurs en cuivre contenues dans les tissus de S. spinosulus, d’une saison a

une autre mais I’absence de différence significative entre les stations (Tab. 8).

Tableau 7. Résultats de 1’analyse de la variance a un critére de classification (ANOVA) des
ETM (Cu) analysés dans les tissus de S. spinosulus du golfe d’ Annaba.

Fobs P Signification
Stations 0,43 0,502 NS
Saisons 13,90 0,000 Fxx

3.2.2. Zinc (Zn)

Le zinc est présent dans les tissus a des teneurs comprises entre 30 et 52 ug/g de ps. A
I'exception de la station 2 (Cap de Garde) ou deux pics de 114,7 pg/g de ps et 152,76 pg/g de
ps sont notés respectivement en période automnale et estivale. Contrairement, ¢’est en hiver et

au printemps que les teneurs les plus élevées sont relevées a la station 1 (Fig. 33).
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Figure 33. Variations spatio-temporelles des teneurs en zinc (Zinc) dans les tissus de
Sarcotragus spinosulus échantillonné dans le golfe d’ Annaba.

L’analyse de la variance a un critére de classification (AV1) fait apparaitre que les
teneurs en zinc contenues dans les tissus de 1’éponge S. spinosulus, different de maniére trés

hautement significative d’une saison a une autre et d’une station a I’autre (Tab. 9).

Tableau 8. Résultats de 1’analyse de la variance a un critére de classification (ANOVA) des
ETM (Zn) analysés dans les tissus de Sarcotragus spinosulus du golfe d’Annaba.

Fobs P Signification
Stations 12,83 0,000 falea
Saisons 6,48 0,001 falaie

3.2.3. Plomb (Pb)

Le plomb est présent dans les tissus a des teneurs variant de 2 a 8,5 pg/g de ps. Les
valeurs les plus élevées sont enregistrées a la station 2 (Cap de Garde) avec un pic printanier
supeérieur a 8 pg/g de ps et les plus basses a la station 1 (Alzon) au printemps et en automne
avec des concentrations moyennes approximatives a 2 pg/g de ps. Toujours dans cette
derniére station, un pic supérieur a 5 pg/g de ps est enregistré en période en période estivale
(Fig. 34).
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Figure 34. Variations spatio-temporelles des teneurs en plomb (Pb) dans les tissus de Sarcotragus
spinosulus échantillonné dans le golfe d’ Annaba.

La comparaison statistique (ANOVA) des teneurs en plomb rencontrées dans les tissus
de S. spinosulus font apparaitre I'existence de différences tres hautement significatives entre

les saisons et les stations (Tab. 10).

Tableau 9. Résultats de 1’analyse de la variance a un critére de classification (ANOVA) des
ETM (Pb) analysés dans les tissus de S. spinosulus du golfe d’ Annaba.

Fobs P Signification
Stations 34,12 0,000 falea
Saisons 1,58 0,208 NS

3.2.4. Cadmium (Cd)

Les teneurs en cadmium présentes dans les tissus de 1’éponge varient de 0,02 pg/g a
0,74 pg/g de ps. Les teneurs maximales sont notées au printemps et en été¢ et dans une
moindre mesure en hiver et en automne a la station 1 (Alzon). Les valeurs minimales sont
enregistrées en été et en automne a la station 2 (Cap de Garde). C’est en période hivernale et
printaniére que nous relevons deux pics proches de 0,60 pg/g de ps dans cette derniére station
(Fig. 35).
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Figure 35. Variations spatio-temporelles des teneurs en cadmium (Cd) dans les tissus de
Sarcotragus spinosulus échantillonné dans le golfe d’Annaba.

Les résultats de I’AV1 font apparaitre que les teneurs en cadmium dans les tissus de S.
spinosulus different de maniére hautement significative entre les saisons et les stations (Tab.
11).

Tableau 10. Résultats de I’analyse de la variance a un critére de classification (ANOVA) des
de ETM (Cd) analysés dans les tissus de Sarcotragus spinosulus échantillonné dans le golfe
d’Annaba.

Fobs P Signification
Stations 58,21 0,000 el
Saisons 4,11 0,01 *k

4. DISCUSSION

Les analyses physico-chimiques des eaux du golfe d’Annaba montrent que la
tempeérature moyenne est de 26,52°C avec I’existence de deux périodes bien distinctes : I’une
chaude (printemps — éte) avec une moyenne de 23,59 °C et I’autre froide (autonme — hiver)
avec une moyenne de 16,1 °C. Des résultats similaires ont été rapportés dans la méme zone
d’étude par de nombreux auteurs qui signalent des fluctuations thermiques saisonnieres dans
I’ensemble du golfe (Boutabia-Trea, 2016; Bouzenda et al., 2017; Amri, 2018; Ayada et al.,
2018; Ouali et al., 2018). Sur le littoral oranais, Rouane (2013) a enregistré des oscillations
thermiques comprises entre 16,33°C (hiver) et 30,67°C (été), alors qu’a Mostaganem, la
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température des eaux varie entre 12 et 30°C (Remili & Kerfouf, 2013). Ce parameétre
déterminant revét une importance capitale dans I’activité métabolique des organismes marins
(Warren & Davis, 1967) ou indirectement en modifiant les facteurs écologiques du milieu et
par conséquent leur répartition biogéographique (Rodier, 1984).

La salinité conditionne la répartition et la dynamique des especes (Miller et al., 2010).
Elle détermine en grande partie les processus biologiques, mais également les processus
chimiques de I'eau comme elle influence la biodisponibilité des métaux (Mouneyrac et al.,
2009). Dans le cadre de notre étude, le suivi spatio-temporel de la salinité montre que les
teneurs en sels présentent des similitudes saisonniéres entre les stations prospectées qui
seraient en relation directe avec les variations climatiques de la région. C’est dans la période
séche et chaude englobant la saison estivale que le pic halin est enregisté en raison de I'action
combinée des températures élevées qui causent une forte évaporation et diminution des
précipitations. Des constations similaires ont été rapportées par Bouzenda et al., (2017), mais
avec des extrémes plus élevés (39,70 et 39,90 psu). Les teneurs saisonnieres minimales
enregistrées en période hivernale semblent étre due aux phénomeénes de dilution suite a
I’intrusion d’eau douce. Ces résultats sont globalement en accord avec les travaux antérieurs
réalisés dans le golfe d’Annaba, ou la salinité varie entre 35 et 38 psu (Beldi, 2007; Frehi et
al., 2007; Sifi, 2009; Hamdani, 2012; Ayada et al., 2018). Par ailleurs, sur le littoral oranais,
des fluctuations halines qui varient entre 36,17 - 37,67 psu ont été enregistrées (Rouane,
2013; Remili & Kerfouf, 2013).

La variabilité du pH conditionne un grand nombre d'équilibres physico-chimiques et
dépend de facteurs multiples. Ce parametre résume la stabilité de 1’équilibre établi entre les
différentes formes de 1’acide carbonique et il est lié au systeme tampon développé par les
carbonates et les bicarbonates (Bermond & Vuichaard, 1973). La variabilité de ce facteur
causée essentiellement par les rejets industriels ou les apports d'eaux de ruissellement est un
indice de pollution de I’eau (Reggam et al., 2017). Le pH de I’eau peut influencer de
nombreux processus chimiques ou biologiques en régulant d’une part les concentrations ou la
spéciation d’especes mineures, d’autre part les réactions enzymatiques sont tres sensibles aux
variations de ce facteur (Hinga, 2002). Dans notre zone d’étude, le pH est alcalin et présente
des fluctuations spatio-temporelles. Cette alcalinité et ces variations seraient en relation avec
des processus naturels comme la floraison phytoplanctonique consommatrice du CO., la
mineéralisation de la matiere organique productrice du CO,, du mélange avec les eaux douces,

I’accumulation de la mati¢re organique d’origine continentale et la contamination par des
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rejets urbains ou industriels (Aminot & Keroual, 2004). Selon Barnabé (1991), les eaux
cotieres méditerranéennes sont alcalines avec un pH qui oscille entre 7,9 et 8,3, des valeurs
proches a celles signalées dans de travaux antérieurs réalisés dans le golfe d’Annaba (Khati,
2009; Kerdoussi, 2010; Meghlaoui, 2015; Boucetta, 2016; Boutabia-Trea, 2016; Ouali et al.,
2018) et de Skikda (Bouhayene, 2015) ainsi que le long du littoral occidental algérien (Remili
& Kerfouf, 2013; Rouane-Hacene, 2015). Cette forte alcaliné des eaux cotiéres favorise la
disponibilité des métaux (Onivogui et al., 2013).

La comparaison des parameétres physico-chimiques précités avec d’autres travaux

antérieurs réalisés dans le méme site d’étude est rapportée dans le tableau 12.

Tableau 11. Comparaison des variations physico-chimiques dans le golfe d’Annaba.

Sites T (°C) S (%o) pH Références
14 - 28 37-39 76-88 Kadri et al., (2015)
10,09 - 29 36 - 37 767-728 Hidouci (2015)
12 -29 34 - 38 75-85 Boutabia-Trea (2016)
Golfe 12,1 - 28,8 26,6 - 39,9 - (Bz%ulz7e)nda etal.,
,A -
d"Annaba 13,9 - 29,43 24— 36,27 803-936  Amri(2018)
13,03 - 25,62 35,46 - 36,7 7,27 -8,14 Ouali (2018)
14,5 -30 35-375 - Ayada et al., (2018)

14,05 - 26,31 35,95 -37,61 8,04 — 8,75 Présente étude

Comme de nombreux modeéles biologiques invertébrés (bivalves, échinodermes,
annélides, etc...), les spongiaires, sont considérés comme des espéces indicatrices de la
pollution des eaux littorales. D’ailleurs, ils sont utilisés en Méditerranée pour mesurer le
niveau ou le degré de perturbation anthropogénique (Cunha et al., 2007).

Sur les cotes Est algériennes, les variations de bioconcentration du cuivre, du zinc, du
plomb et du cadmium chez 1’éponge S. spinosulus ont été étudiées distinctement dans deux
stations ouvertes du golfe d’Annaba durant quatre saisons (automne 2015 / hiver, printemps,
été 2016).

La teneur en zinc dans les tissus de S. spinosulus s’est avérée plus élevée comparée aux

autres métaux analyses suivi par le cuivre, le plomb et enfin le cadmium (Zn > Cu > Pb > Cd)
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dans les deux stations d’étude quelque soit la saison rendant ainsi cette espéce intéressante
vis-a-vis des perturbations environnementales en accumulant avec des proportions variables
un certain nombre d’éléments traces en suspension ou dissout (Perez et al., 2000). La forte
concentration de zinc pourrait étre associée a l'activité enzymatique chez les invertébrés
aquatiques (Boucetta et al., 2010; Belhaouari et al.,, 2011), tandis que les faibles
concentrations en cadmium pourraient correspondre a une régulation du métal lorsqu’il atteint
une certaine concentration dans le cytosol (Basuyaux et al., 2013).

Cette ¢étude réalisée dans le golfe d’Annaba nous a permis de mettre en évidence des
variations spatiales des concentrations de la majorité des éléments traces doseés dans les tissus
de S. spinosulus excepté le cuivre qui ne présente aucune différence significative entre les
deux stations. En effet, les plus faibles concentrations sont enregistrées dans la station 1 pour
le zinc et le plomb et dans la station 2 pour le cuivre et le cadmium. Par ailleurs, les taux les
plus élevés en cuivre et cadmium ont été enregistrés dans la station 1, contrairement au plomb
et au zinc ou les taux les plus élevés ont été retrouvés dans la station 2. Les variations
environnementales environnantes liées a 1’influence spatiale (Blakmore & Wang, 2003) et/ou
saisonnieére (Regoli, 1998) peuvent influencées et favorisées 1’accumulation des métaux
lourds. La contamination métallique des tissus du modeéle biologique utilisé serait
principalement attribuée aux sources de pollution locales et aux conditions environnementales
de la zone d’étude. Effectivement, la station 1 (Alzon) serait plus exposée aux nuisances
métalliques émanant du port d’Annaba et de I’oued Seybouse, que la station 2 (Cap de Garde)
qui est plus distante de la premiére station (7 km a vol d’oiseau). Avec un bassin versant de
6471 km? et un débit moyen de 11,5 m®/s, 'oued Seybouse est I’un des plus grands bassins
hydrographiques d’Algérie qui déverse directement ses eaux polluées dans le golfe d’Annaba,
sans traitement préalable (Abdennour et al., 2011; Belabed et al., 2013; Bouchelaghem,
2017).

Le Cap de Garde, considéré comme une station eutrophe et épargnée des actions
anthropiques (Frehi et al., 2007), est un secteur qui a été proposé en tant qu’aire spécialement
protégée d’importance méditerranéenne (ASPIM) (Derbal & Amarouayache, 2015). Pourtant,
cette portion maritime présente de fortes concentrations en zinc et en plomb, ce qui pourrait
étre en relation avec le tourisme de masse qui s’est développé au voisinage de cette zone
(trafic routier et maritime intense) et & la présence du zinc naturellement présent dans 1’écorce

terrestre, souvent associe au plomb (Casas, 2005).
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Des constatations similaires de la variation spatiale pour le plomb, le cuivre et le
cadmium ont été rapportées chez d’autres populations méditerranéennes (Espagne, Liban,
Marseille et Gréce) par Abed (2011) (Tab. 13). Les résultats obtenus sur 1’éponge S.
spinosulus sont proches de ceux trouvés aussi chez d’autres espéces macrozoobenthiques du
golfe d’Annaba, comme c’est le cas du gastéropode Phorcus turbinatus (Boucetta et al.,
2016) et de la moule Perna perna (Belabed et al., 2013).

Tableau 12. Concentrations des ETM dans les tissus de S. spinosulus dans différentes
régions de la Méditerranée.

Concentration (ug/g p.s)

Régions

Cu Pb Cd

Gr 1-21, 2008 39,47 0,79 0,28

Gr 2-03, 2008 36,50 0,24 0,22

Ce2-01, 2006 20,09 0,98 0,40

Lb8-01, 2009 40,53 3,82 0,54

Ma8-12,2006 67,29 146,17 1,57
Présente étude St 1 24,82 — 33,36 2,11-5,99 0,65-0,74
Présente étude St 2 21,81-31,77 5,17 - 8,47 0,02-0,57

Ce : Ceuta, Gr. Grece, Lb : Liban, Ma : Marseille, St1 : Alzon, St2 : Cap de Garde

La pollution métallique dans le golfe d’Annaba est signalée aussi bien dans le sédiment
que dans I’eau (Ouali et al., 2008; Belabed et al., 2013; Boutabia, 2016; Ouali et al., 2018).
Cette portion maritime de I’Est algérien est l'un des plus importants centres touristiques et
économiques algériens et de la cbdte nord-africaine. Les pollutions liées a une activité
économique en plein essor menacent les ressources aquatiques exploitables de la région qui
devient le réceptacle de tous les résidus toxiques produits par différentes unités industrielles
limitrophes (Ouali et al., 2008; Belabed et al., 2013; Belabed et al., 2017).

Le dosage des quatre métaux dans les tissus de S. spinosulus révélent des variations
saisonniéres trés hautement significatives. Malgré les variations sensibles entre les stations,
les concentrations des éléments traces étudiés étaient plus élevées en hiver et au printemps, a
I’exception du zinc ou un pic estival est enregistré au cap de Garde et qui aurait un lien avec
la courantologie et I’hydrodynamisme provenant du golfe de Skikda (contient deux ports :
port de Collo et port de Skikda) par 1’Ouest et qui est soumis aux rejets des eaux usées et de
ballast et a une pression anthropique importante et trafic maritime du port de Collo
(Bouhayene, 2015).
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L’enrichissement en métaux traces au cours de la saison froide et pluvieuse aurait pour
principale origine I’importance des charges polluantes métalliques dans les eaux de
ruissellement des premiéres crues. Sur les cotes algériennes, le caractére saisonnier de
bioaccumulation des métaux lourds a été observé aussi chez diverses espéces de mollusques
bivalves et gastéropodes (Belabed et al., 2013; Boucetta et al., 2016; Boujema et al., 2016;
Merad & Soltani, 2017). Les variations saisonniéres peuvent étres causées par la combinaison
de plusieurs facteurs biotiques (poids, croissance, reproduction) et abiotiques mais aussi par
d’autres facteurs indépendants tels que la biodisponibilité des métaux (Fattorini et al., 2008;
Benguedda-Rahal, 2012; Tessier, 2012; Diop, 2014a,b; Diop et al., 2015). Parmi les facteurs
abiotiques, la température, la salinité, 1’oxygéne disssous et le pH du milieu jouent un role
essentiel puisqu’ils influent a la fois sur la forme physico-chimique des métaux (état de
valence, adsorption-désorption sur les matiéres en suspension) donc sur leur biodisponibilité,
mais également sur le métabolisme des espéces (osmorégulation, respiration, reproduction)
dont dépendent en partie les cinétiques d’accumulation et d’excrétion des métaux (Coimbra et
al., 1990; Grant, 1996; Tessier, 2012; Diop, 2014a; Diop et al., 2015). Ces facteurs
environnementaux sont spécifiques a un site et varient dans le temps (Karayuce et al., 2000;
Wong & Cheung, 2001; Wang & Wong, 2003; Pan & Wang, 2004; Nesto, 2007).

Dans le bassin méditerranéen, une étude menée par Perez et al. (2004) sur plusieurs
espéces d’éponges (Spongia agaricina, Spongia officinalis, Chondrosia reniformis,
Cacospongia scalaris, Cliona viridis, Agelas oroides) a montré que les concentrations en
métaux enregistrées, dans une perspective d’identifier les especes méditerranéennes
potentiellement bioindicatrices, présentaient une grande variabilité interspécifique et inter-
individuelle, probablement en raison de leurs différences physiologiques et squelettiques
(Tab. 14). La diversité morphologique du systeme aquifere des spongiaires peut étre liée a
leur capacité a filtrer une large gamme de particules et de leur activité de pompage influengant
les volumes d'eau qui traversent sa masse corporelle (Reiswing, 1975) et indirectement
I’accumulation des divers polluants. Si les éponges C. scalaris et S. officinalis accumulent
fortement le cuivre, les espéces C. viridis et C. reniformis en accumulent moins (Perez et al.,
2004), probablement en raison des faibles volumes des chambres chaonocytaires qui
empécheraient la rétention de cet élément métallique (Cebrian et al., 2007). Une forte capacité
d’accumulation du plomb a été observée aussi chez S. spinosulus et Ircinia oros des cotes
grecques (Abed, 2011) et le long des cotes bretonnes (France) ou de fortes concentrations de

plomb ont été particulierement accumulées chez Hymeniacidon perlevis et Raspailia ramosa
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(Gentric et al., 2016). Le long des cotes libanaises, Nakhle (2003) signale chez Hypospongia

communis des taux d’accumulation de cadmium et de plomb largement inférieurs de ceux

enregistrés chez Ircinia variabilis (Abed, 2011), ce qui suppose ’existence d’une stratégic

dans I’accumulation et la sélectivité de certains éléments traces. La structure et la composition

biologique de 1’éponge sont probablement les principaux facteurs en relation avec sa capacité

a conserver ou a éliminer les métaux. La structure du squelette dont la taille varie

considérablement dans les éponges est en mesure de concentrer les métaux différemment du

tissu vivant (Verdenal & Vacelet, 1990).

Tableau 13. Concentrations métalliques en poids sec (pg/g p.s) dosées dans les tissus de
différentes especes d’éponges colonisant différentes régions méditerranéennes.

Espéces Régions et auteurs

Concentrations métalliques

Cu Zn Pb Cd
Agelas oroides 23,25 59,3 4.4 1,4
Cacospongia scalaris 151,6 49,7 1,1 0,3
Chondrosia reniformis ) 10,8 73,8 0,4 0,5
Cliona viridis Marselle 10,2 37347 13,7 58,1
(Perez, 2004)
Spongia officinalis 63,7 68 10,5 0,3
Spongia agaricina 44,6 6857,5. 6,9 0,2
Hypospongia communis Liban (Nakhl, 2003) - - 0,0284 0,0016
Ircinia variabilis Espagne (Abed, 2011) 10,07 - 5,81 0,62
Ircinia variabilis Gréce (Abed, 2011) 25,79 - 1,41 0,46
Ircinia variabilis Liban (Abed, 2011) 21,65 - 1,42 0,74
Ircinia variabilis Marseille (Abed, 2011) 32,74 - 10,37 0,31
Ircinia oros Espagne (Abed, 2011) 38,64 - 14,13 0,41
Ircinia oros Gréce (Abed, 2011) 47,31 - 2,67 0,46
Ircinia oros Marseille (Abed, 2011) 80,93 - 187,18 1,98
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1. INTRODUCTION

Les régions tres productives telles que les estuaires et les zones cétieres sont parmi les
écosystemes les plus largement modifiés et menacés, principalement en raison du
développement urbain, de I'industrialisation et du tourisme (Clark 2001; Walker et al., 2001).
En conséquence, des mélanges complexes de contaminants sont continuellement libérés dans
ces ecosystemes, ce qui reduit la qualité de I'eau et impose de séveres restrictions sur les
organismes. Cette situation peut conduire a une diminution des ressources naturelles
(Cajaraville et al., 2000; Monserrat et al., 2007; Cravo et al., 2009). Parmi ces zones
anthropisées, nous citerons le cas du golfe d’ Annaba, situé a I’extréme est de 1’ Algérie, qui est
constamment perturbé en raison de sa proximité avec les activités portuaires, les rejets urbains
et industriels et les activités agricoles actives limitrophes.

Ces derniéres années, un certain nombre de biomarqueurs ont été introduits dans des
programmes de biosurveillance environnementale pour I'évaluation du stress causé par la
pollution, en particulier chez les organismes aquatiques (Mdller et al., 2000). Ces
biomarqueurs comprennent (i) des biomarqueurs d'exposition, qui sont (uniquement)
indicatifs d'une exposition a un stress environnemental, et (ii) des biomarqueurs d'effet, qui
sont indicatifs a la fois de l'exposition et de l'apparition d'effets nocifs (Sanders, 1990).
L'objectif des programmes basés sur les biomarqueurs est la mise en place de systemes
d'alerte précoce permettant de détecter les stress environnementaux avant que des dommages
irréversibles ne se produisent.

Les contaminants apparaissent habituellement dans I'environnement sous la forme de
mélanges complexes qui peuvent causer des effets interactifs sur le biote impossible a évaluer
par des analyses chimiques uniquement. En ce sens, les biomarqueurs offrent une évaluation
intégrée des niveaux d'exposition et des effets des polluants sur la faune. Plusieurs
biomarqueurs sont plus spécifiques pour certains types de xénobiotiques et, par consequent,
I'utilisation d'une batterie de biomarqueurs accompagnée d'analyses chimiques a été fortement
recommandée pour étre incluse dans les programmes de surveillance (OSPAR, 2000; ICES,
2008). Trois biomarqueurs ont été sélectionnés dans cette etude, (i) le glutathion (GSH),
tripeptide, est capable d’inactiver de maniere directe les especes radicalaires en les
neutralisant, la (ii) glutathion S-transférase (GST) est une enzyme de phase Il impliquée dans
la détoxification des xénobiotiques organiques (Habig et al., 1974, Lee et al., 1988), et, (iii) le
Malondialdehyde (MDA) qui est un agent alkylant puissant et son dosage présente un intérét

chez les animaux soumis a des contaminations multiples (Pellerin-Massicotte, 1994).
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Ce n'est qu’au cours des derniéres vingtaines d’années que les €éponges ont été utilisées
comme bioindicatrices pour I'évaluation des risques environnementaux. Elles ont été utilisées
pour répondre aux facteurs de stress environnementaux d'une maniere trés sensible (Muller et
al., 2000). Les éponges sont des organismes filtreurs, capables de filtrer chaque jour un
volume d'eau correspondant a plusieurs fois leur propre volume corporel (Vogel, 1977). En
raison de cette propriété, elles accumulent des polluants dissous ou en suspension présents
dans I'eau environnante, comme les bivalves et d'autres invertébrés. Par conséquent, ces
animaux sont exposés a des substances nocives plus que d'autres organismes vivant dans des
habitats aqueux (Verdenal et al., 1990).

Compte tenu de leur mode de vie, ces organismes sont des candidats naturels pour une
participation a 1’élaboration de grilles de qualité. Plusieurs études ont déja montré le potentiel
de certains représentants de ce phylum a accumuler divers xénobiotiques ou a exprimer des
réponses biologiques a une perturbation anthropique. Contrairement a celle des métazoaires
supérieurs, la différentiation tissulaire des spongiaires est peu élaborée. Ces organismes ne
présentent ni organes ni vrais tissus. De ce fait, I’accumulation de xénobiotiques et les
réponses biologiques que leur toxicité génere doivent étre mesurables de la méme maniére
dans I’ensemble du corps de 1’animal. Enfin, leur organisation trés simple et leur capacité de
régénération apres bouturage en font des organismes particulierement appropriés pour les
expérimentations en aquarium ou in situ (Abed, 2011).

De nombreux travaux ont concerné les réponses de ces organismes a 1’accumulution
metallique dans leur milieu, mais, tres peu ont traité les variations des biomarqueurs comme
outil biologique dans 1’évaluation de la qualité du milieu. Dans ce contexte de biosurveillance
de la qualité des eaux du golfe d’Annaba, nous nous sommes interessés au Systéme
antioxydant impliquant le glutathion et les enzymes associées a son metabolisme (activites
glutathion-S-transférases) dans les tissus de S. spinosulus au niveau de deux sites dans une
perspective de validation du protocole expérimental, comme c’est le cas chez nombreux

organismes invertébrés marins.

2. MATERIEL & METHODES
2.1. Choix et localisation des stations d’échantillonnage

La description du site et la localisation des stations d’échantillonnages ont été¢ déja
décrites précédemment (chapitre. 2 : 2.1). L’échantillonnage a été effectué a la méme période

que celle des paramétres physico-chimiques a raison d’un prélévévement par saison.
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2.2. Matériel biologique

Le matériel biologique a déja été décrit précédemment (chapitre 2 : 2.2).

2.3. Collecte et traitement des échantillons
La récolte et le traitement des échantillons ont été déja décrits precédemment (chapitre
2:24; 2.4.1). Toutes les manipulations de dosage des différents biomarqueurs lors du

broyage des tissus de 1’éponge ont été réalisées dans de la glace.

2.4. Préparation de ’homogénat
Un gramme des tissus d’éponge S. spinosulus a été utilisé. Apres broyage a I’aide d’un
broyeur & ultrasons puis homogénéisation des tissus dans le tampon phosphate (pH =7,4; 0,1
M), la suspension cellulaire a été centrifugée (14000 tours/min a 4 °C pendant 30 min). Le
surnageant obtenu est ensuite aliquoté dans des tubes eppendorfs et conservé immédiatement
a-20 °C pour un ultérieur dosage des parametres du stress oxydatif.
Le tampon phosphate a été préparé comme suit :
- KH,PO424 0,1 M ; M =136,09 g/mol — 6,8 g+ 500 ml d’eau — pH = 4,32
- KoHPOy4, 3H,0 40,1 M ; M =228,22 g/mol — 11,4 g + 500 ml d’eau — pH = 9,06
- 125 de KoHPO,4 + 25 ml de KH,PO,4 pour obtenir un pH 7,4.

2.5. Dosage des protéines

Les mesures des protéines totales ont été effectuées par la méthode classique de
Bradford (1976), en ajoutant @ 100 ul de fraction aliquote un volume de 4 ml de réactif du
bleu brillant de commassie (BBC), avant le dosage du GSH et de I’activité GST car les
résultats obtenus de ce dosage seront exprimes de maniere spécifique par milligramme de
protéines.

La méthode de dosage des protéines combine plusieurs avantages :

» Elle est rapide car sans incubation ;

» Sa gamme de sensibilité est inférieure d’un ordre de grandeur a la concentration des
protéines que nous testons, et donc les mesures sont précises car il est inutile de diluer
fortement les échantillons avant de les mesurer.

Le principe de cette méthode colorimétrique repose sur I'utilisation d’un colorant, le

bleu de Coomassie qui, initialement rouge, vire au bleu quand il se lie aux protéines. La
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couleur bleue résulte de I’interaction des groupements anioniques du colorant avec les
groupements aminés des protéines. Le complexe formé est stable pendant environ une heure.
Les proteines ont été quantifiées en utilisant le Bleu Brillant de Coomassie, (G 250,
Merck) comme réactif (50 mg de bleu brillant de coomassie, 25 ml d’éthanol, 50 ml d’acide
orthophosphorique 85% et complété a 500 ml avec de I’eau distillée) et I’albumine sérum de
boeuf (BSA, Sigma) comme protéine standard. Les absorbances ont été lues au
spectrophotometre a une longueur d’onde de 595 nm. Les concentrations ont été calculées a
I’aide d’une gamme d'étalonnage qui a été effectuée a partir d’'une solution d’albumine a 1

mg/ml..

2.6. Mesure des biomarqueurs
2.6.1. Dosage du glutathion (GSH)

L’estimation des concentrations du glutathion réduit est réalisée selon la méthode de
Weckbeker & Cory (1988). Le principe de cette derniére repose sur la mesure de 1’absorbance
optique de I’acide 2-nitro-5-mercapturique qui résulte de la réduction de 1’acide 5,5 dithio-
bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (- SH) du glutathion. Afin de garder
uniquement les groupements thiol (-SH) spécifique du glutathion, on doit réaliser une
déprotéinisation de I’homogénat par 'acide sulfosalycilique (ASS) dilué¢ a 0,25% (0,252 g
d’acide sulfosalycilique + 100 ml d’eau distillé).

La déprotéinisation de I’homogénat se fait comme suit :

— 0,8 ml de I’homogénat auquel est ajouté 0,2 ml d'une solution d'acide
sulfosalycilique (SSA) a 0,25%.

— Le mélange est vortexé et incuber pendant 15 min dans un bain de glace puis
centrifuger a 1000 tours pendant 5 min.

— 0,5 ml de surnageant est récupéré et auquel est additionné 1 ml de tampon Tris
EDTA 40,02 M ; pH =9,6 et 0,025 ml de DTNB a 0,01 M dissout dans le méthanol absolu.

— Laisser pendant 5 min a température ambiante puis lire directement sur le
spectrophotometre les absorbances, contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec
0,5 ml d’eau distillée remplacant le surnageant a une longueur d’onde A = 412 nm.

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

DO x 1 x 1,525
GSH (umol GSH / mg de protéines) =

13,1 x 0,8 x 0,5 x mg de protéines
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e DO : Densite optique.
e 1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0,8 ml homogénat + 0,2
ml de ’acide salicylique).
e 1,525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0,5 ml surnageant+1ml Tris-EDTA + 0,025 ml DTNB).
e 13,1 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH & 412 nm.
e 0,8¢t0,5: Volumes repectifs de I’homogénat et du surnageant.
A noter que la préparation des solutions tampons est comme suit :
» Tampon Tris-EDTA : 19,382 g de Tris (C4H11NO3) + 2,976 g I’EDTA + 400 ml d’eau
distillée.
» Solution DTNB 0,01 M : 0,0594 g de DTNB + 15 ml de méthanol absolu.

2.6.2. Dosage du glutathion-S-transférase (GST)

L’activité de la glutathion-S-transférase (GST) est mesurée selon la méthode de Habig
et al. (1974) en suivant la formation du conjugué entre le glutathion réduit (GSH) et un
substrat modeéle, peu spécifique des différentes isozymes de GST, le 1-Chloro-2,4-
Dinitrobenzene (CDNB). La nouvelle molécule de conjugaison est le 1-5 Glutathionyl-2,4-
Dinitrobenzene (GS-DNB) permettant de mesurer 1’activité de GST selon la réaction
suivante :

GST
GSH+ CDNB — > GS-DNB + HCI

Le dosage de I’activité spécifique de la GST consiste a ajouter 0,2 ml de surnageant a
1,2 ml du mélange CDNB-GSH (20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml
tampon phosphate 0,1 M ; pH = 6,5). La lecture des absorbances s’effectue chaque 15 s
pendant une minute a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc préparé dans les mémes
conditions et contenant 0,2 ml d’eau distillée remplacant le surnageant.

L’activité de la GST, mesurée par rapport a 1 mg de protéines, est déterminée par la
formule suivante :

Do écht / 15 sec — Do blanc / 15 sec

GST (umol GST / mg de protéines) =
9,6 x 1 mg de protéines

e Do écht : Densité optique de I’échantillon / 15 s.
e Do blanc : Densité optique du blanc / 15 s.
e 9,6 : Coefficient d’extinction du mélange GSH-CDNB.
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A noter que la préparation des solutions tampons s’effectue de la maniére suivante :

» Tampon phosphate (0,1 M) pH = 6,5 : de la méme facon que celui de pH 7,4 sauf
que nous ajoutons de I’HCI jusqu’a I’obtention d’un pH de 6,5 a ’aide d’un pH
metre.

» Solution CDNB (0,02 M) : 202,55 mg CDNB + 50 ml d’éthanol absolu.

» Solution GSH (0,1 M) : 153,65 mg GSH + 50 ml d’eau distillée.

2.6.3. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode d’Esterbauer et al. (1992) qui se base
sur la condensation du malondialdéhyde (MDA) en milieu acide et a chaud avec ’acide
thiobarbiturique, (TBA) formant un produit a pigmentation rosatre. Ce chromogéne peut étre
ainsi mesuré a une longueur d’onde de 530 nm par spectrophotométrie d’absorption.

Le protocole utilisé pour le dosage de la concentration du MDA est le suivant :

— Prélever 0,5 ml de surnageant, ajouter 1 ml d’acide trichloracétique (TCA) 5 % et 1
ml d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67 %.

— Meélanger et incuber au bain marié a une température de 90 °C pendant 15 min.

— Refroidir et prélever 0,5 ml de surnageant auquel nous additionnons 4 ml de n-
butanol.

— Centrifuger pendant 10 min a 2500 tours / min.

— Récupérer le surnageant et lire 1’absorbance a 532 nm.

Le taux du MDA est déterminé selon la formule suivante :

Do écht x 106

MDA (mmol MDA / mg de protéines) =
Ex L x ¢y x Fd

e DO : Densité optique lue a 532 nm;
€ : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1,56 105 Mtem?;

L : Longueur du trajet optique = 0,779 cm ;
e y: Concentration de I’extrait en protéines (mg / ml) ;

Fd : Facteur de dilution = 0,2083.

A noter que la préparation des solutions tampons s’effectue de la maniéere suivante :
» Solution TCA 5 % : 5 g de I’acide trichloroacétique (TCA) + 100 ml eau distillée.
» Solution TBA 0,67 % : 0,67 g de I’acide tthiobarbiturique (TBA) + 100 ml eau distillée.
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2.7. Analyses statistiques

Les résultats ont été exprimeés en valeurs moyennes (M) £ erreur standard (x SD). La
comparaison des valeurs moyennes entre les stations (pour la méme saison) et entre les
saisons (pour la méme station) s’est effectuée en utilisant le test t de Student. Les effets
saisons et sites d'échantillonnage ont été testés par une analyse de la variance a un critére de
classification (ANOVA). Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du logiciel
Minitab 16 (version 16.1.1).

3. RESULTATS
3.1. Concentrations de glutathion (GSH)

La variation du taux du glutathion réduit dans les tissus de S. spinosulus est indiquée
dans la figure 36. Il varie de 0,168 a 0,683 umol GSH/mg de protéine au Cap de Garde avec
un maximum enregistré en hiver et entre 0,229 et 0,483 umol GSH/mg de protéine a la station

d’Alzon avec un pic en ¢té.
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Figure 36. Concentration du glutathion réduit dans les tissus de Sarcotragus spinosulus du
golfe d’ Annaba.

La comparaison statistique (ANOVA) des valeurs du glutathion réduit dans les tissus de
S. spinosulus a révélé la présence de différences trés hautement significatives entre les saisons

et ’absence de différences significatives entre les stations (Tab.15).
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Tableau 14. Résultats de 1’analyse de la variance a un critére de classification (ANOVA)
glutathion reduit dans les tissus de Sarcotragus spinosulus échantillonnés dans le golfe
d’Annaba.

) Saisons Stations
Biomarqueurs _ _
Fobs p Signification Fobs p Signification
GSH 11,36 0,000 el 1,11 0,299 N.S

3.2. Activité enzymatique du glutathion S-transférase (GST)

La figure 37 exprime les activités du glutathion S-transférase dans les tissus de S.
spinosulus ou on constate que les valeurs maximales, enregistrées pour les deux stations, sont
en automne (0,283 pmol GST/mn/ mg de protéine pour le Cap de Garde et 0,325 pmol
GST/mn/ mg de protéine pour Alzon), tandis que le minimum est observé en hiver (0,124
pumol GST/mn/ mg de protéine pour Cap de Garde et 0,161 pmol GST/mn/mg de protéine

pour Alzon).
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Figure 37. Variation des activités du glutathion S-transférase dans les tissus de Sarcotragus
spinosulus échantillonné dans le golfe d’ Annaba.

La comparaison statistique (ANOVA) de la variation saisonniére de I’activité spécifique
du GST dans les tissus de S. spinosulus a révelé la présence de différences tres hautement

significatives entre les saisons et de différence significative entre les stations (Tab. 16).
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Tableau 15. Résultats de I’analyse de la variance a un critére de classification (ANOVA) de
I’activité spécifique du GST dans les tissus de Sarcotragus spinosulus échantillonné dans le
golfe d’Annaba.

) Saisons Stations
Biomarqueurs _ _
Fons p Signification Fobs p Signification
GST 40,32 0,000 el 4,66 0,036 *

3.3. Concentration du malondialdéhyde (MDA)

La variation de la concentration du malonedialdéhyde dans les tissus de 1’éponge S.
spinpsulus est comprise 1,29 + 0.22 et 5,67 £ 0.67 nmol/mg de protéines (Fig. 38). Les
valeurs le plus élevées ont été retrouvées durant la saison hivernale dans les deux stations
prospectées. Toutefois, les valeurs minimales sont enregistrées au printemps dans la station
Cap de Garde (1,29 % 0,22 nmol/mg de proté€ines) et en période automnale dans la station

Alzon (3,46 = 0,23 nmol/mg de protéines).
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Figure 38. Concentrations du malondialdéhyde dans les tissus de Sarcotragus spinosulus
échantillonné dans le golfe d’ Annaba.

La comparaison statistique (ANOVA) de la variation saisonniére de la concentration de
MDA dans les tissus de S. spinosulus a révélé la présence de différences tres hautement

significatives entre les saisons et les stations (Tab. 17).
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Tableau 16. Résultats de I’analyse de la variance a un critére de classification (ANOVA) de
la concentration de MDA dans les tissus de Sarcotragus spinosulus échantillonné dans le
golfe d’Annaba.

) Saisons Stations
Biomarqueurs _ _
Fobs p Signification Fobs p Signification
MDA 18,79 0,000 el 14,79 0,000 falsied

4. DISCUSSION

Un biomarqueur est un parametre biologique et outil précoce, quant a I’effet d’un
contaminant sur un organisme (Mistretta & Charlier, 2013). Dans certains cas, les altérations
provoquées par les polluants sur ces parametres biologiques peuvent engendrer des
changements au niveau comportemental et biochimique (Kaiser, 2001).

Sur ’ensemble des résultats obtenus, I’effet des saisons et du site de prélévement est
significativement mis en évidence pour les biomarqueurs du stress oxydant de phases 1 et Il
du systéme de détoxification, déterminés dans les tissus de 1’éponge S. Spinosulus. De
nombreux travaux décrivent des modifications d’activités en liaison avec la saison pour
d’autres enzymes antioxydantes chez les bivalves marins Mytilus galloprovincialis (Amiard et
al., 2008) et le bivalve d’eau douce Corbucula fluminea (Vidal et al., 2001). D’autre part,
Livingstone et al. (2001) ont observé que les enzymes de détoxication de la phase | de M.
edulis sont induites par des parametres saisonniers indépendants de la présence de
contaminants dans leur milieu de vie. Une diminution hautement significative (P < 0001) des
taux de glutathion est observée en hiver et en automne a Alzon comparativement au Cap de
Garde, supposé site de référence (Frehi et al., 2007). En effet, celui-ci est soumis non
seulement aux rejets urbains sans traitement préalable mais aussi aux décharges charriées
influencées par des facteurs naturels tel que les courants et les oueds (Khammar, 2008). Au
cours de ces saisons froides, les crues et les averses entrainent une augmentation du débit et
par conséquent celle de la turbulence du milieu suite a une remise en suspension des
matériaux fins, pouvant étre a I’origine d’une contamination métallique. La plupart de ces
polluants ont tendance a s’accumuler dans la chaine alimentaire et surtout chez les organismes
sédentaires tels que les éponges. Ces animaux sessiles sont des filtreurs actifs tres puissants
dont le systéme aquifére trés perfectionné leur confére la capacité de filtrer un volume d’eau

égal a leur propre volume. Plusieurs études ont déja montré le potentiel de certains
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représentants de ce phylum a accumuler divers xénobiotiques ou a exprimer des réponses
biologiques a une perturbation anthropique (Nakhl, 2003). Sur les cotes algériennes, les
travaux de Belabed et al. (2013), de Boutabia- Trea (2016) et de Ouali et al. (2018) ont
signalé une pollution métallique dans le golfe d’Annaba, aussi bien dans I’ecau que dans le
sédiment. Ces résultats viennent confirmer les travaux réalisés par Amira (2007) qui a signalé
une diminution du taux de GSH chez le bivalve Donax trunculus préleve a Sidi Salem, site
peu eloigné d’Alzon. Plusieurs travaux confirment les résultats obtenus et aident & mieux
expliquer la relation entre la diminution du taux de GSH et le niveau de contamination du
milieu (Verlecar et al., 2008).

Il est toujours difficile d’expliquer les variations des biomarqueurs puisqu’elles
dépendent des parametres environnementaux en perpétuels changements ce qui rend difficile
I’interprétation des résultats. Ces observations sont en adéquation avec les études de nos
prédécesseurs (Glusczak et al., 2007; Contardo-Jara et al., 2009; Benali et al., 2015) qui ont
indigué que ces derniers peuvent stimuler I'expression des différents biomarqueurs.

Contrairement aux variations des teneurs en GSH, les activités GST montrent des
augmentations significatives durant toutes les saisons a Alzon, avec un maximum noté en
automne. La GST joue un réle important dans la détoxication des organismes (Cossu et al.,
1997), elle peut étre induite par certains polluants (Roméo et al., 2003; Regoli et al., 2004). Il
existe des systemes mis au point par les étres vivants pour métaboliser les xénobiotiques
jouant un réle clé dans I’adaptation du vivant a son environnement chimique (Daniel Mansuy,
2013). Nos résultats semblent en accord avec les travaux de Deviller et al. (2005), qui
montrent dans une étude de biosurveillance des différences d’activité de la GST en fonction
de la saison, ou les activités maximales sont enregistrées en période printaniere (mars — avril),
alors que les plus faibles sont notées en été (juillet - aodt). Les altérations du taux et/ou de
I’activité des enzymes de biotransformation sont les plus sensibles biomarqueurs d’effet (Van
der Oost et al., 2003). Ces enzymes peuvent étre inhibés ou activés lors d’une exposition a un
xénobiotique qui s’avére trés fiables chez les mollusques (Cajaraville et al., 2000). En
comparaison avec le site de référence, 1’augmentation saisonniére de la GST a Alzon lors de
notre étude, pourrait traduire une forte activité de détoxification des éponges qui serait en
rapport avec leur niveau d’exposition a la pollution, ainsi que probablement a la dynamique
des marées méme faible qui pourrait avoir une influence prépondérante sur la qualité et la
gestion de la charge polluante qui transite par les estuaires avant d’étre évacuée en mer. Des

résultats similaires ont été obtenus chez D. trunculus de Sidi Salem (Abbes et al., 2003), ou
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une augmentation saisonniére de la GST a été également signalée en fonction de la saison. Ou
encore, les travaux de Funes et al. (2006) qui montrent une augmentation de ’activité GST
suivant un gradient de pollution métallique en fonction de la saison. D’autres facteurs
extrinséques (température, le pH, oxygéne dissous) et intrinséques (reproduction) peuvent
également étre a l’origine de I’induction des activités des GST (Chouahda, 2006). La
stimulation de ’activité GST a été aussi constatée par Canesi et al. (2007) chez la moule
Mytilus sp. exposée aux eaux usées. Des résultats similaires ont été obtenus chez de nombreux
invertébrés cotiers, comme c’est le cas de ’oursin régulier Paracentrotus lividus ou I’activité
de la GST et de la cholinéstérase ont été utilisées en tant que biomarqueurs de contamination
de I’environnement dans la zone cdétiére du Portugal (Cunha et al., 2005; Amri, 2018). Une
situation similaire a été observée chez D. trunculus du golfe d’Annaba (Amira et al., 2011,
Soltani et al., 2012). Ainsi, I’augmentation des valeurs de la GST serait due au stress oxydatif
(Louiz et al., 2016) ou l’activit¢ de la GST augmente en catalysant des réactions de
conjugaison entre un peptide, le gluthation et des molécules réactives qui aboutissent a une
détoxification de 1’organisme pour permettre leur €limination (Chatterjee & Bhattacharya,
1984). Cette dernic¢re est considérée comme sensible aux variations de 1’environnement
induite par différents xénobiotiques dans I’eau de mer (métaux HAP, changements
climatiques) (Boutet et al., 2004; Gravato et al., 2005; Pinho et al., 2005; Yin et al., 2007;
Bouzenda et al., 2017).

La peroxydation lipidique a été largement définie comme la dégradation oxydative des
acides gras polyinsaturés des membranes cellulaires (Halliwell & Gutteridge, 1997) et la
formation du MDA comme produit secondaire de la peroxydation des lipides est utilisé
comme un biomarqueur de dommages oxydatifs chez les organismes aquatiques exposés aux
polluants environnementaux (Valavanidis et al.,, 2006). Les taux de MDA sont
significativement augmentés dans les tissus de notre modéle biologique durant toute la
période de 1’étude a Alzon avec un pic hivernal au cap de Garde. De nombreuses études ont
montré I’augmentation des concentrations en MDA en fonction de la pollution du milieu chez
divers organismes (Suntres, 2002; Bendjoudi et al., 2013).

Les problémes environnementaux sont souvent associés a des érosions cotiéres et aux
rejets de contaminants qui pourraient menacer de nombreux écosystémes cotiers (Galloway,
2006). Le milieu aquatique est menacé par les diverses activités humaines (Ali &
Sreekrishnan 2001; Varanka et al., 2001) qui mettent en danger la santé des organismes

vivants (Galloway et al., 2004; Paul-Pont et al., 2010) par les fortes concentrations de
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produits chimiques mesurées souvent en zone littorale et anthropisée (Galloway et al., 2006;
Verlecar et al., 2008). La peroxydation lipidique est trés souvent corrélée a la contamination
du milieu aquatique et en particulier I'exposition aux hydrocarbures polyaromatiques (HAP)
et aux métaux lourds (Frouin et al., 2007). En effet, cette portion du golfe et en particulier
Alzon, a forte activité (circulation routiére intense et forte pollution atmosphérique) est un site
du coté ouest du port qui recoit des rejets urbains et dont le sédiment et les bivalves d’intérét
économique (moules, haricots de mer) constituent des sieges de contamination par les métaux
surtout en plomb et en cuivre (Belabed, 2010). Les résultats de la bioaccumulation métallique
relevée dans les tissus de notre éponge confirment ces variations inter-saisonniéres entre les
deux stations, notamment pour le plomb, le cadmium et le zinc. Des taux éleves en
malonedialdéhyde (biomarqueur considéré de cytotoxicité) en relation étroite avec les
dégradations de la membrane cellulaire permet de montrer I’effet d’une pénétration d’un
xénobiotique dans 1’organisme (Funes et al., 2006; Ladhar Chaabouni et al., 2007). Ce
parameétre constitue un indicateur précoce d’une agression toxique, pouvant engendrer la
formation de radicaux oxygénés a l'origine du phénoméne connu sous le terme plus général de
« stress oxydatif ». A cet effet, de nombreux auteurs notent que la peroxydation lipidique
semble étre modulée par les contaminants chimiques et organiques testés en condition de
laboratoire ou in situ (Narbonne et al., 2005). Aussi, une induction significative du MDA dans
différents tissus de la palourde Ruditapes deccussatus exposee a des solutions de cadmium a
été rapportée par Khebbeb et al. (2010). Dans le golfe d’ Annaba, Soltani et al. (2012) et Khati
et al. (2012) ont noté une induction du MDA chez D. trunculus et Perna perna,
respectivement.

Les Poriféres sont des bioaccumulateurs de polluants pouvant fournir des indications
comparables a celles données par les mollusques bivalves mais sur un plus vaste gradient
vertical. Aujourd’hui, ils sont bien admis comme étant bioindicateurs dans les grilles de
qualité utilisées pour le diagnostic de 1’état de santé de 1’environnement marin (Hill & Hill,
2002; Perez et al., 2003; Mahaut et al., 2012). Le golfe d’Annaba semble constituer un
réceptable de contaminants métalliques (Belabed et al., 2013) qui peuvent induire un stress en
activant le systéeme de détoxication des éponges qui se traduit par une production accrue de
radicaux libres (Abdennour et al., 2010; Zhang et al., 2010; Attig et al., 2014; Sifi & Soltani,
2018). Lorsque ces derniers ne sont plus neutralisés du fait que les systemes de défense sont

débordés, ils s’attaquent alors aux constituants cellulaires en induisant des lésions
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irreversibles (peroxydation lipidique, lésions de I'’ADN, modifications oxydatives des
protéines) (Almeida et al., 2007).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Vlahogianni et al. (2007) qui ont étudié les
effets toxiques des métaux lourds sur la peroxydation des lipides chez la moule M.
galloprovinciallis. Ces auteurs avaient mis en évidence un niveau significatif du MDA apreés
exposition au cuivre. Par ailleurs, de nombreuses études réalisées ces deux dernieres
décennies en milieux marin et continental ont montré que les niveaux de peroxydation
lipidique peuvent étre affectés par des différents polluants environnementaux (Ait Alla et al.,
2006; Damiens et al., 2007).

Les biomarqueurs de stress général comme le MDA peuvent indiquer des liens entre les
contaminants et les réponses écologiques et peuvent étre utilisés pour indiquer la présence de
substances nocives dans le milieu marin (Fernandez et al., 2010), mais les données obtenues
sont parfois difficiles a interpréter en raison de la grande variabilité naturelle affectant les
processus biologiques, ce qui pourrait agir comme des facteurs de confusion sur les réponses

des biomarqueurs (Fernandez et al., 2010).
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1. INTRODUCTION

La phénologie est I'étude de la survenance d'événements morphologiques et
physiologiques de la reproduction au cours du cycle de vie et leurs changements périodiques
dans le monde vivant, déterminée en partie par les variations saisonniéres du climat (Hughes,
2000; Ereskovsky et al., 2013). La phénologie est, donc, un marqueur précoce de la réponse
des organismes aux changements climatiques (Charmantier et al., 2008).

Les études sur la biologie de la reproduction, y compris le mode de sexualité et le sex-
ratio (Szmant, 1986), la production des gametes (Beiring & Lasker 2000), I’effort reproductif
(Ereskovsky, 2000), le recrutement (Edmunds et al., 2001) et le phénotype sexuel (Bates,
2005) sont fondamentaux pour la compréhension de la dynamique des populations marines
(Ereskovsky et al., 2013).

La morphologie, la biologie de la reproduction et le développement des organismes
marins peuvent étre influencés par les caractéristiques environnementales telles que le type de
substrat, la lumiére, la salinité, I’hydrodynamisme, les nutriments et la température (Dayton et
al., 1998). Cette derniere est généralement considérée comme un facteur déterminant qui
affecte la distribution, les processus métaboliques et les événements du cycle de vie des
organismes marins (Kinne, 1970; Bhaud et al., 1995; Riesgo & Maldonado, 2008). Chez les
éponges, la température de l'eau est fréquemment considérée comme un facteur
environnemental majeur régulant leur cycle reproductif (Ereskovsky, 2000; Ettinger-Epstein
et al., 2007; Gerasimova & Ereskovsky, 2007; Riesgo & Maldonado 2008; Whalan et al.,.
2007, 2008).

Jusqu'a la fin des années 1970, les données disponibles sur la reproduction de I'éponge
étaient principalement basées sur des observations sporadiques in situ (Simpson, 1984;
Ereskovsky, 2010). Depuis quelques années, certains chercheurs se sont intéressés a 1’étude
du suivi du cycle de reproduction des populations d'éponges sur plusieurs annees. L’essentiel
de la littérature concerne les périodes d'initiation de la gamétogenése, le développement
embryonnaire et la ponte ainsi que I’influence de la température de I'eau sur la reproduction
(Storr, 1964; Kaye & Reiswig, 1991a; Fromont, 1999; Ereskovsky, 2000; Meroz-Fine et al.,
2005; Ettinger-Epstein et al., 2007; Gerasimova & Ereskovsky, 2007; Mercurio et al., 2007,
2013; Riesgo et al., 2007; Whalan et al., 2007a; Maldonado et Riesgo, 2009; Gaino et al.,
2010; Leong & Pawlik, 2011; Zarrouk et al., 2013).

En Meéditerranée, les informations sur les cycles de reproduction des éponges

concernent essentiellement les Demospongiae de la rive Nord de la Méditerranée (Siribelli,
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1962; Scalera Liaci et al., 1973; Corriero et al., 1996, 1998; Lepore et al., 2000; Meroz-Fine
et al., 2005; Baldacconi et al., 2007; Mercurio et al., 2007, 2013; Riesgo & Maldonado, 2008;
Pérez- Porro et al., 2012; Di Camillo et al., 2012; Zarrouk et al., 2013; Ereskovsky et al.,
2017). Bien qu'il existe de nombreux travaux sur S. spinosulus, la majorit¢ d’entre eux
concernent les activités antibactériennes, cytotoxiques et antisalissures des métabolites
extraites de cette espéce (De Rosa et al., 1995; Mihopoulos et al., 1999; Tsoukatou et al.,
2002; Liu et al., 2006; Ben Kahla-Nakbi et al., 2010; Abed, 2011). Les seules investigations
relatives a la sexualité de S. spinosulus des cotes Nord méditerranéennes sont celles de
Carballo et al. (1994) dans la région de Gibraltar, de Scalera Liaci et al. (1971) dans le golfe
de Napoli et de Mercurio et al. (2013) sur les cotes italiennes.

Sur les cotes nord africaines (Rive sud de la méditerranée), la reproduction a été
essentiellement étudiée chez les populations tunisiennes (Zarrouk et al., 2013), alors que sur
les cOtes algériennes cet aspect est abordé pour la premiere fois dans ce présent travail qui

fournit les premieres données sur le cycle sexuel de S. spinosulus du golfe d’ Annaba.

2. MATERIEL & METHODES
2.1. Echantillonnage

Nous avons prélevé mensuellement, avec intervalle de temps assez régulier, au niveau
de la station Alzon, en plongée libre entre 0 et 1,5 m, durant un cycle annuel (juin 2016 - mai
2017), 6 fragments tubulaires d’éponge (longueur: 3 — 6 cm, diamétre : 14 mm) sur 6
individus différents et étiquetés. Le prélevement d’un fragment tubulaire s’effectue sur
chaque individu d’éponge en utilisant un tube métallique de 14 mm de diamétre que nous

introduisons a I’intérieur de 1’éponge a partir de sa base.

2.2 Fixation des echantillons

Les échantillons fraichement prélevés sont acheminés vivants au laboratoire dans de
I’eau de mer, puis immédiatement placés séparément dans des piluliers contenant du formol a
4 % et conservés au réfrigerateur a 4°C, jusqu’au moment de la réalisation de coupes sériées
pour I’histologie. Pour chaque prélevement, la température de 1'eau est mesurée a 1'aide d’un
thermometre. En raison des conditions météorologiques (mauvais temps), nous n’avons pas
pu obtenir des échantillons en octobre et décembre 2016. Pour réduire 1’aléa
d’échantillonnage, nous avons prélevé un échantillon durant le mois d’octobre de I’année

suivante (2017).
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2.3. Technique histologique
Suites aux contraintes dans la réalisation des coupes histologiques de S. spinosulus,
espece trés coriace, le protocole classique d’histologie a été modifié comme suit :

> Etape 1. La coupe/fixation a été effectuée dans une salle de macroscopie. Les zones
ciblées ont été plongées dans du formol dilué a 5% durant une durée maximale de 48 h.

» Etape 2. Le traitement des tissus s’est effectué dans un automate doté de béchers remplis
d’éthanol a 90%, de xyléne et de paraffine. Le traitement des tissus dans 1’automate
(LEICA TP1020) doit respecter les étapes suivantes :

- Alcooll — 1h
- Alcool2 — 1h
- Alcool3 — 1h30min

- Alcool4 — 1h30min
- Alcool5 — 1h10min
- Alcool6 — 6h

- Xylénel — 40 min

- Xyléne2 — 30 min

- Xyléne3 — 1h30min
- Paraffinel — 2h
- Paraffine2 — 2h
» Etape 3. L’enrobage et le froid se sont effectués de la maniére suivante :
- Enrobage des préléevements dans des moules a inox ;
- Coupe de 6 um a I’aide de microtome ;
- Etalement des coupes fines sur lame porte objet ;
- Séchage des lames sur plaque chauffante ;
- Mise des paniers de lames dans 1’étuve a une température a 70 % pendent 1 h au
minimum.

> Etape 4. Le déparaffinage et coloration des lames histologiques

- Xylene — 10 min
- Alcool (95°) — 10 min
- Alcool (95°) — 10 min
- Eau courante (ringage) — 10 min
- Hémalum de mayer — 10 min

- Rincage a I’cau courante
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- Eosine — 10 min
- Rincage

- Alcool — 03 min
- Alcool — 03 min
- Mélange (éthanol / xyléne) — 03 min
- Xyléene — 03 min
- Xyléne — 03 min
- Xyléne — 03 min

- Montage des coupes entre lames et lamelles.
A titre d’information, 24 coupes en moyenne, de 6 pm d’épaisseur, ont été

confectionnées pour chaque individu.

2.4. Observation microscopique

Les coupes sériées ont été observées au microscope optique WILD M20 a I’Institut
Méditerranéen de Biodiversité et d’Ecologie marine et continentale (IMBE), Station Marine
d’Endoume a Marseille en France. Des photos ont été prises aussi avec un microscope de

marque Leica DMLB équipé d’un systéme de capture d’image Evolution LC color.

3. RESULTATS
3.1. Observation générale

Les coupes sériées réalisées ont permis la description des différentes phases de maturité
sexuelles et ont servi aussi pour étudier le cycle de vie. Ces coupes sériées ont tout d’abord
fait 1’objet d’une premiére lecture pour déterminer les individus matures (Tab. 18).
L'échantillonnage répété en moyenne sur un total de 6 fragments d’éponges de S. spinosulus a
révélé que seuls 3 individus ont développe simultanément des cystes spermatiques et des

ovocytes, ce qui suppose que cette espece est hermaphrodite (Fig. 39).
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Tableau 17 : EIéments reproducteurs observes dans les échantillons prélevés de Sarcotragus
spinosulus.

Observation
Mois o . o . . .
T°C Individu 1 Individu 2 Individu 3 Individu 4 Individu 5 Individu 6
d’échantillonnage
Juin 2016 22°C Rien trouvé Rien trouvé ++ larves ciliées Rien trouvé Rien trouvé ++ larves ciliées
Juillet 2016 27°C Rien trouvé Rien trouvé Rien trouvé Rien trouvé Rien trouvé Rien trouvé
i ) . i . ) ovocyte ovocyte . )
Aout 2016 26°C Rien trouvé Rien trouvé Rien trouvé N N Rien trouvé
(vétéllogénese) (vétéllogénese)
Ovogénese +  Ovogénése +  Ovogénese + . ) Début Début
Septembre 2016 26°C . . . Rien trouvé
spermatogénése spermatogénése spermatogénése d’ovogénese d’ovogénese
Octobre 2016
Morula + . i
Novembre 2016 21°C Embryons embryons Embryons Rien trouvé ++ embryons
embryons
Décembre 2016
Janvier 2017 13.8°C embryons Rien trouvé Rien trouvé Rien trouvé embryons Embryons
Février 2017 16°C embryons Rien trouvé Rien trouvé Rien trouvé embryons Rien trouvé
Mars 2017 18°C Rien trouvé Rien trouvé Rien trouvé Rien trouvé Rien trouvé Rien trouvé
i Embryons + Embryons +
Avril 2017 20°C embryons embryons larves Larves
larves larves
Mai 2017 22°C larves Rien trouvé larves Rien trouvé larves Larves
Octobre 2017 23,2°C spermatogénése spermatogénése Rien trouvé spermatogénése Rien trouvé Spermatogénese

++ : plusieurs

Figure 39. Coupe histologique mettant en évidence le caractere hermaphrodite de
Sarcotragus spinosulus du golfe d’ Annaba.

3.2. Cycle de reproduction
Les premieres observations des éléments reproducteurs font ressortir que la
spermatogenese débute en septembre et se termine en octobre. L’ovogenése débute en aout et

se poursuit jusqu’au mois de septembre. Le développement embryonnaire se déroule de
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novembre a avril avec 1’apparition de morulas. La morphogenése larvaire débute en mai (Fig.
40). Aucun élément reproducteur n’a été observé en juillet. Les chambres choanocytaires sont
presque normales et bien structurées. Une régénération tissulaire est observéé également

durant ce mois ce qui suppose I’existence d’une période de repos sexuel.

Figure 40. Cycle de reproduction de Sarcotragus spinosulus échantillonné dans le golfe
d’Annaba (2016/2017).

3.3. Gamétogeneése et développement embryonnaire
3.3.1. Spermatogénése

La spermatogénese est observée avec la présence de cystes spermatiques issus de la
différenciation des chambres choanocytaires contenant des spermatocytes a quelques stades
différents (précoces et avancés). Ces spermatocystes mesurent 44,28 a 59,6 um de diametre.
La spermatogénése est asynchrone chez le méme individu, mais synchrone dans chaque

spermatocyte (Fig. 41).

2 o
ﬁ t
y-

e e
— Y. 3y
& el S @ I ~

Figure 41. Coupe histologique mettant en évidence la spermatogénése chez Sarcotragus
spinosulus du golfe d’Annaba (Octobre, Individu 2).
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3.3.2. Ovogéneése

Au cours de cette phase, des petits ovocytes sphériques (76 pum de diametre) font leur
apparition en aout dans un meésohyle trés lacuneux (Fig. 42, 43). Ce dernier renferme des
ovocytes avec un cytoplasme granulé et des inclusions vitellines qui sont complétement

entourés d’un follicule dont 1’épaisseur varie de 10,5 a 40 um.

g
Ovocyte #¥en’

Figure 42. Coupe histologique montrant un ovocyte (& gauche) et un autre en période de
prévitellogénése (Aout, individu 4) (a droite).
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Figure 43. Coupe histologique montrant un ovocyte en vitellogénése (Aout, individu 5).

3.3.3. Embryogéneése

Le développement embryonnaire a été observé chez la majorité des individus étudiés,
avec la présence d’embryons segmentés, stade morula, et a différents stades du
développement, dispersés dans un mesohyle assez lacuneux (Fig. 44). Tous les embryons
observés sont abrités d’une enveloppe ou follicule dont la périphérie est constituée de cellules

pinacocytaires qui s’amincissent selon le stade de développement de I’embryon (Fig. 45).
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Figure 44. Coupe histologique représentant le stade morula de la phase embryonnaire
(Novembre, individu 2).

Figure 45. Coupe histologique représentant un stade embryonnaire avancé (Février, ind. 1).

3.3.4. Développement larvaire

Le développement larvaire est observé durant 3 mois : avril (pour I’individu 2, 4, 5 et
6), mai et juin. Les larves, mesurant entre 335 et 640 um de diamétre et caractérisées par une
couche de cellules ciliées (Fig. 46), ont été tous détectées au voisinage ou dans le canal
exhalant de 1’éponge mére. Nous pouvons alors supposer que 1’émission des larves s’effectue
durant la période printaniere lorsque la température de 1’cau devient clémente ce qui appuie

I’hypothése d’un lien entre le réchauffement de ’eau et la reproduction des éponges.
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Figure 46. Coupe histologique représentant le stade larvaire de Sarcotragus spinosulus du
golfe d’Annaba (Mai, individu 1).

4. DISCUSSION

Les études sur le cycle sexuel des éponges de Méditerranée se sont développées d’une
maniére genérale durant la derniére décennie, particulierement chez les Demospongiae tels
que Mycale contarenii (Corriero et al., 1998), Spongia officinalis (Perez et al., 2006;
Baldacconi et al., 2007), Geodia cydonium (Mercurio et al., 2007), Hippospongia communis
(Zarrouk et al., 2013) et Haliclona fulva (Ereskovsky et al., 2017).

Dans le golfe d’Annaba, le suivi de 6 individus étiquetés durant un cycle annuel, nous a
permis de mettre en évidence une dominance du caractére hermaphrodite chez S. spinosulus,
avec la présence simultanée de gameétes males et femelles chez un méme individu. Ces
résultats sont similaires de ceux rapportés par Mercurio et al. (2013) sur la méme espece dans
2 régions situées en Mer lonienne (La Streabay et La Pierta) en Italie et dans lesquelles les
individus hermaphrodites y étaient fréquents. Cependant, les données portant sur la
reproduction de Dictyoceratida ont montré que le gonochorisme est plus dominant chez ces
derniers (Scalera Liaci et al., 1971).

Les profils généraux de la gamétogénése et du développement embryonnaire chez S.
spinosulus sont similaires a ceux rapportés par Mercurio et al. (2013) avec de légeres
différences. En effet, ces derniers signalent que la production d'ovocytes chez cette espéce
débute en juin pour les 2 groupes d'éponges et s’achéve en septembre-octobre, alors que dans
cette présente étude, 1’ovogénese se situe entre aout et septembre (Tab. 25). Elle est
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relativement de période courte comparée a celle rapportée par Scalera Liaci et al. (1971) chez
S. fasciculatus (Pallas 1766) ou I’ovogenése dure 7 a 8 mois (mars a novembre).

Les cystes spermatiques dérivent de chambres choanocytaires dans lesquelles les
choanocytes se transforment en spermatogonies qui produisent par division asynchrone des
spermatozoides. Cette origine choanocytaire a souvent été observée chez les Porifera et
particulierement chez les éponges Dictioceratida (Gaino et al., 1984). De méme, les cystes
spermatiques chez S. spinosulus ont été observés pendant une durée de 2 mois. La
spermatogenese est synchrone dans chaque spermatocyte mais asynchrone au sein du méme
individu. Ces constatations concordent avec ceux de Mercurio et al. (2013). Selon Riesgo et
al. (2007), la spermatogenese asynchrone a 1’échelle individuelle peut augmenter les chances
de fécondation. Une spermatogenése relativement asynchrone a été rapportée pour le
Dictyoceratida Rhopaloeides odorabile (Whalan et al.,, 2007a), Spongia officinalis
(Baldacconi et al., 2007), Luffariella variabilis (Polejaeff, 1884) (Ettinger- Epstein et al.,
2007), Coscinoderma matthewsi (Abdul Wahab et al., 2012) et d'autres démosponges (Lévi,
1956; Chen, 1976; Gaino et al., 1986; Mercurio et al., 2007; Riesgo, 2007; Gaino et al.,
2010).

L’embryogenese chez les espéces vivipares se s’effectue dans des follicules formés a
partir de choanocytes, comme c’est le cas chez Halisarca dujardini Johnston (1842)
(Chondrillida), sauf que les processus de différentiation restent encore mal connus (Duboit,
2007). Dans la présente étude, la phase embryonnaire a duré 6 mois (novembre - avril), alors
que chez S. spinosulus de La Streabay, les embryons sont concentrés au second semestre de
I'année, tandis que dans la région de La Pierta, plus exposée aux vagues, ils étaient présents
presque toute I'année (Mercurio et al., 2013). Toutefois, le profil général du développement
embryonnaire chez S. spinosulus est similaire a celui décrit chez d'autres démosponges
vivipares (Saller & Weissenfels, 1985; Leys & Ereskovsky, 2006; Maldonado, 2006;
Baldacconi et al 2007; Riesgo, 2007; Abdul Wahab et al., 2012).

Chez S. spinosulus du golfe d’Annaba, nous avons observé un stade larvaire précoce,
qui débute en avril et s’achéve en juin, par rapport a celui de S. spinosulus de La Pierta ou on
observe I’apparition des larves en juin et juillet (Mercurio et al., 2013). Comme S. spinosulus,
de nombreuses autres demosponges vivipares libérent des larves durant I'été. Dans les eaux
tempérées, cette période est considérée comme étant la plus favorable point de vue

température et disponibilité alimentaire (Riesgo, 2007).
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Le développement du parenchyme de S. spinosulus suit les stades typiques de la

formation d'une stéréoblastula solide, non-flagellée, jusqu'a la différenciation d'un épithélium

flagellé (c.f. Ereskovsky, 2010). L’observation générale de la structure parenchymateuse

montre que le composant cellulaire est similaire a celui décrit pour Spongia officinalis

(Baldacconi et al., 2007) ou les cellules amiboides dominent, alors que les choanocytes et

d'autres composants du systéeme aquifére sont manquants (Mercurio et al., 2013).

Tableau 18. Tableau comparatif entre les différents stades de la gamétogénése et du
développement embryonnaire de S spinosulus dans différentes régions.

Stade de la

gamétogénése

Ovogénése

Spermatogénése

Embryogénese

Stade larvaire

Mercurio et al., 2013 Présente étude

Région Région
Mer lonienne Mer lonienne (La Pierta Golfe d’Annaba
(La Streabay, Italie) embayment, Italie) (Algérie)
Chronologie Diamétre  Chronologie Diamétre  Chronologie Diamétre
d’apparition (um) d’apparition (um) d’apparition (um)
juin-octobre 36,2 -231,3 Juin - 40 - 152 aout- 76 -221
(2006) septembre septembre
(2006) (2016)
aout- octobre 30-50 Septembre - 32-44 septembre 44 - 60
(2006) octobre (2006) (2016)-
octobre (2017)
février- mars 253,15 - Septembre 322,1- novembre 364 - 604
(2006) 4151 (2006) - 396,3 (2016) - avril
aout (2006) - juin (2007) (2017)
février (2007)
- - Juin - juillet  371,3 juin (2016) 335- 640
(2007) avril- mai
(2017)
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Conclusion & perspectives

Cette étude est une contribution a la connaissance des Spongiaires dans le golfe d’Annaba
avec un intérét particulier pour la contamination métalliqgue via ce modéle biologique.
L’objectif principal de cette investigation était de contribuer au développement de modeles
biologiques susceptibles de prévoir des changements environnementaux, comme c’est le cas
du modele éponge qui a été choisi comme bioindicateur. Dans notre cas, nous avons choisi
Sarcotragus spinosulus qui est une espece abondante dans la zone d’étude (golfe d’Annaba) &
partir de tres faibles profondeurs (0,5 m).

L’inventaire qualitatif des différents échantillons d’éponges collectées aléatoirement
dans le golfe d’Annaba (entre Cap de Garde — plage de Lever de I’Aurore) nous a permis
d’identifier 9 espéces dont la majorité est commune dans la Méditerranée. C’est 1’ordre des
Dictyoceratida qui est le mieux représenté avec 3 especes et ce sont les espéces appartenant a
la famille des Irciniidae qui sont les plus fréquentes. Cette étude systématique et taxonomique
des éponges apporte un complément a I’inventaire de la biodiversité de la macrofaune
benthique des cotes algériennes d’une maniére générale et du golfe d’Annaba en particulier
pour une meilleure connaissance de nos ressources en vue de leur conservation et leur gestion
durable et soutenue.

Les variations de la température des eaux de surface du golfe d’Annaba font ressortir
deux grandes périodes thermiques, une période froide et une période chaude, le pH de I'eau
est alcalin et la salinité est plus moins stable et en accord avec les moyennes observées en mer
Méditerranée et avec celles mesurées habituellement sur les cotes algériennes.

D’une maniere générale, nous avons constaté que I’accumulation des métaux lourd
étudiés chez S. spinosulus variait d’une station a une autre et d’une saison a une autre, selon le
degré de perturbation du site.

L’analyse de la distribution spatiale des ¢éléments traces métalliques montrent
I’existence d’une différence trés hautement significative pour I’ensemble des éléments dosés a
I’exception du cuivre qui ne montre aucune différence significative entre les deux stations.
Les variations saisonniéres entre les deux stations, mettent en évidence des teneurs élevees
des métaux dans les tissus de S. spinosulus en période hivernale et printaniére a I’exception du
zinc ou nous notons uniquement un pic estival.

Ces résultats préliminaires montrent que 1’éponge S. spinosulus est capable de proceder
a une bioconcentration particuliérement des métaux mais que les réponses sont tres variables

en fonction de I’élément trace.
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Dans cette étude préliminaire, 1’éponge S.spinosulus en particulier et les spongiaires en
générale semble étre d’excellents modeéles bioindicateurs tres sensibles aux variations
environnementales et qui pourraient étre performants dans les programmes de biosurveillance
de la perturbation environnementale du golfe d’Annaba, associ¢ a 1’exploitation des
biomarqueurs du stress oxydant qui peuvent rendre compte d’un large spectre de polluants,
dont les travaux antérieurs sur les éponges ont concernés uniquement les métallothioneines.

Les biomarqueurs fournissent des signaux d’alarmes précoces sur les effets biologiques
des contaminants, d’ou leur utilisation a titre indicatif et préventif d’une exposition et/ou
d’effets des xénobiotiques. Dans la présente étude, les biomarqueurs utilisés sont le glutathion
(GSH), le glutathion-S-transférase (GST) et malondialdéhyde (MDA). Ainsi, sur I’ensemble
des résultats obtenus, 1’effet des saisons et du site de prélévement est significativement mis en
évidence concernant les biomarqueurs du stress oxydant de phase | et Il du systeme de
détoxification, déterminés au niveau des tissus de 1’éponge S. Spinosulus. Ces organismes
marins presentent une variabilité de défense.

Les fluctuations de nos biomarqueurs semblent refléter une perturbation du milieu
marin, et peuvent étre employés dans les programmes de surveillance métallique chez les
organismes sentinelles comme les éponges.

Le cycle de reproduction de la demosponge S. spinosulus du golfe d’Annaba a été
étudié de juin 2016 a mai 2017 sur 6 individus marqués dont la plupart des spécimens
présentaient un hermaphrodisme avec production simultanée d'ovocytes et de cystes
spermatiques au cours du méme mois. Les jeunes ovocytes ont fait leur apparition d’aout a
septembre. Les ovocytes matures, sont présents en septembre, concomitamment avec
I'apparition de cystes spermatiques. Les embryons étaient présents pendant 6 mois, de
novembre a avril alors que le développement larvaire s'est produit d’avril a juin.

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

- de compléter I’inventaire des éponges des cotes Est algériennes dans une perspective
d’améliorer les connaissances sur leur biodiversité et leur écologie mais aussi amener a
les considérer dans les programmes de recherche et de bio-surveillance.

- d’utiliser S. spinosulus comme « traceur » de la contamination métallique passée qui
présente un grand intérét dans le cadre des programmes de surveillance a long terme.

- d’élargir I'utilisation de cette espéce dans la bio surveillance de 1’écosystéme cotier

algérien
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- d’élargir la liste des ETM a doser (Cr, Hg, As, Fe...) pour une meilleure évaluation du
niveau de contamination de I’écosystéme cotier.

- de doser d’autres biomarqueurs plus sensibles, telle que la métallothionéine.

- déterminer I’impact de la pollution sur les performances du cycle de reproduction de cette
espéce.

- déterminer I’effort de reproduction de cette espéce et étudier les relations entre le cycle

de reproduction et les fluctuations de température.
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Résumés

Résumé

Cette étude est une contribution & la connaissance des Spongiaires du golfe d’Annaba. Divers
aspects ont été abordés avec un intérét particulier pour la diversité des spongiaires colonisant I’étage
infralittoral (0-40 m) du golfe d’Annaba, la détermination de la qualité écotoxicologique par le dosage
de quelques éléments traces métalliques et 1’estimation du niveau de la pollution a I'aide de marqueurs
biochimiques, basée sur le dosage de certains biomarqueurs du stress oxydant et I’étude du cycle
sexuel.

L’¢tude de la systématique de 27 échantillons d’éponges collectées dans le golfe d’Annaba
(Cap de Garde - plage Lever de I’ Aurore) au moyen de la plongée sous-marine a permis d’identifier 9
especes appartenant a 5 ordres différents, avec la dominance de 1’ordre des Dictyoceratida.

L’évaluation de la qualité des eaux du golfe d’Annaba a été appréciée par une approche
écotoxicologique basée d’une part sur ’estimation des teneurs et de la biodisponibilité des éléments
traces métalliques (Cu, Zn, Pb et Cd), et d’autre part, sur le dosage de biomarqueurs (GSH, GST et
MDA), chez I’éponge Sarcotragus spinosulus, une espéce assez abondante et présentant un certain
nombre de caractéristiques qui font d’elle un excellent bioindicateur.

Dans ce travail, I’éponge S. spinosulus a été échantillonnée saisonniérement dans le golfe
d'Annaba (automne 2015/ hiver, printemps, ét¢ 2016) dans deux stations bien distinctes, I’une située a
proximité de rejets urbains, industriels et agricoles (Alzon) et 1’autre éloignée de toute action humaine
(Cap de Garde).

In toto, ’analyse des concentrations en métaux lourds (Cu, Zn, Pb et Cd) varie suivant la saison
de prélévement avec une accumulation plutot forte en hiver qu’au printemps a I’exception du zinc ou
nous notons uniguement un pic estival. Les valeurs moyennes enregistrées révelent un ordre
décroissant Zn > Cu > Pb > Cd. Cependant, il est a remarquer que le cap de Garde, site supposé de
référence, présente des concentrations relativement élevées en zinc et en plomb.

Les expérimentations de terrain ont révélé des différences de sensibilité des systémes
antioxydants entre les saisons et entres les différentes stations. De plus, 1’effet des saisons, conforté
par I’étude statistique ANOVA a un critére de classification, est bien évident. Nous avons pu mettre en
évidence que les teneurs de GSH et de MDA se sont avérées bien supérieures en période hivernal.
D’autre part nous avons enregistré des diminutions significatives de ’activité GST durant la méme
saison.

Enfin, 1’étude de la reproduction durant un cycle entier (juin 2016 / mai 2017) a révélé que 3
individus ont développé des cystes spermatiques et des gametes féminins concomitamment, montrant

clairement que S. spinosulus est une espece hermaphrodite.

Mots-clés : Biomarqueurs, Métaux, Spongiaires, Stress oxydant, Pollution, Golfe Annaba.
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Abstract

This study is a contribution to the knowledge of sponges in the Annaba Gulf. Various aspects
were discussed with an interest for the diversity of sponges colonizing the infralittoral (0-40 m) zone
of the Annaba Gulf, the determination of the ecotoxicological quality by the determination of some
heavy metals and the estimation of the level pollution using biochemical markers (assay of biomarkers
of oxidative stress) and the sexual cycle study.

The taxonomic study of 27 samples of sponges collected in the Annaba Gulf (cap de Garde -
beach Lever de I'Aurore) by means of scuba diving made it possible to identify 9 species belonging to
5 different orders, with the dominance of the Dictyoceratida order.

This study for the assessment of the water quality of the Annaba Gulf course was assessed by an
ecotoxicological approach based firstly on the estimation of the contents and the bioavailability of the
metallic trace elements (Cu, Zn, Pb and Cd), and on the other hand, on the biomarker assay (GSH,
GST and MDA), on the sponge S. spinosulus, a abundant species with a number of characteristics that
make it an excellent bioindicator.

In this work, sponge S. spinosulus was sampled in according of seasons (autumn 2015 / winter,
spring, summer 2016) at two distinct sites, one located near urban, industrial and agricultural waste
(Alzon) and the other far from any human action (cap de Garde) in the coastal areas of the Annaba
Gulf.

In toto, the analysis of heavy metal concentrations (Cu, Zn, Pb and Cd) varies according to the
sampling season with a higher accumulation in winter and spring except zinc where we only note a
summer peak. The average values recorded reveal a decreasing order Zn > Cu > Pb > Cd. However, it
should be noted that the cap de Garde, a supposed reference site, has relatively high concentrations of
zinc and lead, compared with the national medians given by the Ifremer National French Observation
Network.

Field experiments revealed differences in the sensitivity of antioxidant systems between seasons
and between different stations. In addition, the effect of the seasons, supported by the statistical study,
is obvious. We were able to show that the GSH and the MDA contents were much higher in the winter
period. On the other hand we recorded significant decreases in GST activity during the same season.
The one-way analysis of variance and the defense system of the sponge Sarcotragus spinosulus reveals
a highly significant effect for all sites.

Finally, repeated sampling of 6 sponges of S. spinosulus labeled during a whole cycle (June
2016 / May 2017) revealed that 3 individuals developed spermatic cysts and female gametes

concomitantly, clearly showing that S. spinosulus is a hermaphrodite species.

Keywords: Biomarkers, Metals, Sponges, Oxidative stress, Pollution, Annaba Gulf.
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Tableau I : Principales unités industrielles déversant dans le golfe d’Annaba (DEWA, 2002).

Unité industrielle

Lieu d’implantation

Nature des effluents liquides

FERTIAL (ex ASMIDAL)

FERPHOS
SONALGAZ
ENCG

ONAB N° 1
ENTPL
Carreaux-Granito

ORELAIT

ENCC
FERROVIAL

HYDRO-CANAL
14 EN SIDER

PROSIDER (Chaiba)

ERWA

SNLB

EMIB

SARL PROCOMAC (Carrelage)
SARL CHOCOTRK

SAEL BELKIRI (Confiserie)

El-Bouni

Port
Port
Port

Port

Z.1. Pont Bouchet
Z.1. Pont Bouchet
Lallelick (EI Bouni)

Z.1. Pont Bouchet
Lallelick (EI Bouni)

Z.1. Pont Bouchet
Sidi Amar

Sidi Amar

Z.1. Meboudja
Annaba

Annaba

Z.1. Meboudja
Z.1. Pont Bouchet

Z.1. Pont Bouchet

Eaux de process

(Chargées de résidus chimique)

Eaux de refroidissement
Eaux usées domestiques
Eaux refroidissement
Eaux usées domestiques
Eaux usées industrielles
Eaux usées domestiques
Eaux usées domestiques
Eaux usées domestiques
(ponsage)

Eaux usées industrielles
(lactosérum)

Eaux de refroidissement
Eaux usées domestiques
Eaux usées industrielles
Eaux usées domestiques
Eaux usées domestiques
Eaux usées industrielles
Eaux usées industrielles
Eaux de lavages

Eaux usées domestiques
Eaux usées industrielles
(germe et levure)

Eaux usées industrielles
(poncage)

Eaux usées industrielles
Eaux de lavages

Eaux usées domestiques
Eaux usées industrielles

CONSERVERIE DE TOMATE Annaba Eaux usées domestiques
Eaux usées industrielles
Tableau Il. Représentations des rejets domestiques de la wilaya d’Annaba et de leurs

milieux récepteurs (DEWA, 2002).

Agglomeration W.A

Milieux récepteurs

Sidi Amar
El Hadjar
El Bouni

Annaba Ville

Oued meboudja vers Oued Seybouse puis la mer.
Oued meboudja vers Oued Seybouse puis la mer.
Une partie des rejets se déversent vers 1’Oued Seybouse et
I’autre partie vers la mer en passant par Oued Boudjemaa.

Les rejets passent par le reseau principal, se déversent vers la

mer en passant par la station de pompage Sidi Brahim.
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Tableau Il1. Localisation des stations de relevage des eaux usées de la wilaya d’Annaba
DHWA (2008).

N° Station de pompage Localisation Nature de rejets

1 Cap de Garde Annaba Eaux usées

2 Ain Achir Annaba Eaux usées

3 Belvédere Annaba Eaux usées

4 Refes Zahouane (Toche) Annaba Eaux usées

5 La Caroube Annaba Eaux usées

6 Rizi Amor (SP4) Chapuis Annaba Eaux usées

7 Levée de I’Aurore (cité Enasr) Annaba Eaux usées

8 Ancien gare (SP2) Annaba Eaux usées+pluviales
9 Sid Brahim (SP1) Annaba Eaux usées+pluviales
10 Bouzered Hocine (SP7) Annaba Eaux usées

11 Eliza (SP3) Annaba Eaux usées+pluviales
12 Plaine Ouest 1(SF1) Annaba Eaux usées

13 Plaine Ouest 2(SF2) Annaba Eaux usées

14 Cité Rym Annaba Eaux usées

15 El Bouni El Bouni Eaux usées

16 Allalik El Bouni Eaux usées

17 Gharbi Aissa El Bouni Eaux usées

18 Sidi Salem 2 El Bouni Eaux usées

19 Boukhmir El Bouni Eaux usées

20 Boukhadra 5 El Bouni Eaux usées

21 El Hadjar 4 El Hadjar Eaux usées

22 Chetaibi Chetaibi Eaux usées

23 Oued EI Aneb Oued El Aneb Eaux usées

SP : Station de pompage.
SF : Station de forage.

Tableau IV. Distribution systématique des espéces d’éponges inventoriées au niveau du
littoral oranais (d’apres Hussein, 2015).

Classe Ordre Famille Genre Espéce
Chondrosia reniformis
Chondrosida Chondrillidae Chondrilla nucula
Dendroceratida Darwinellidae Aplysilla sulfurea
Aplysilla sp.
polypoides
Halichondrida Axinellidae Axinella damicornis
Demospongiae verrucosa
Halichondriidae Halichondria panicea
Crambeidae Crambe crambe
fictitius
Poecilosclerida Hymedesmiidae Anchinoe tenacior
Phorbas paupertas
Hemimycale columella
. fasciculata
Ircinia
0ros
Irciniidae Sarcotragus spinosulus
Thorectidae Cacospongia mollior

140



http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=133686
http://www.marinespecies.org/porifera/porifera.php?p=taxdetails&id=133543

Annexes

S Dysidea avara

Dictyociratida Dysideidae Y fragilis
Hippospongia communis
Spongiidae . officinalis

Spongia .
agaracina

Agelasida Agelasidae Agelas oroides
Clionaida Spirastrellidae Spirastrella cunctatrix
Petrosina Petrosiidae Petrosia ficiformis

Calcispongiae | Clathrinida Clathrinidae Clathrina coriacea
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Annexe 2
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Figure | : Courbe d’étalonnage du cuivre (Cu®*) pour A = 328, 1nm.
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Figure Il : Courbe d’étalonnage du cuivre (Zn2+) pour A =213,81nm.
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Figure 111 : Courbe d’étalonnage du cuivre (Pb>") pour A = 283,3 nm.
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Figure IV : Courbe d’étalonnage du cuivre (Cd2+) pour A = 228,8 nm.
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