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Introduction

1. INTRODUCTION

Au cours des vingt derniéres années, la population algérienne a augmenté de 50 %.
Environ 45 % de cette population est concentrée sur une bande trés étroite du littoral, en
particulier dans les zones industrielles et portuaires. Cette population cotiére continue
d'augmenter considérablement, et exerce une forte pression anthropique sur l'écosystéme
marin cotier (Grimes et al., 2010). Le golfe d’Annaba est le plus important pdle touristique et
économique installé sur la cote Est algérienne. Toutefois, ses ressources halieutiques sont
menacées par une pollution liée a une activité économique en plein essor. Ces activités ont
engendré une multitude de substances synthétiques et étrangeres aux mécanismes biologiques
susceptibles de porter préjudice a 1’écosystéme marin et au cadre de vie des habitants. Les
travaux antérieurs ont permis la mise en évidence d’une contamination métallique importante
dans cette région notamment par le cadmium (Beldi et al., 2006; Drifi et al., 2010; Belabed et
al., 2013; Larba et al., 2014).

Les polluants chimiques peuvent contaminer I'environnement par des voies diverses
(évacuation des eaux usées, déversement d'effluents industriels, épandage sur les sols,
retombées de polluants atmosphériques) et sous diverses formes (gazeuses, dissoutes ou
particulaires) (Barranger, 2015). Ces produits finissent dans les écosystemes cotiers qui sont
également parmi les zones préférentielles pour la reproduction et la croissance de plusieurs
especes aquatiques (Freitas et al., 2012). La pollution de ces écosystemes est devenue un
probléme écologique mondial majeur (Perez et al., 2010; Rocha et al., 2015).
L’écotoxicologie est née de ce constat et se décrit comme étant la science qui a pour objectif
majeur d’évaluer et de prédire ’impact des contaminants sur les organismes, populations,
communautés et in fine sur les écosystemes (Baillon, 2015). Il existe différents types de
contaminants chimiques allant des rejets radioactifs (Uddin et al., 2015; Falfushynska et al.,
2016), les nanoparticules (Rocha et al., 2016), les matieres organiques (Olivares-Rubio &
Vega-Lopez, 2016), comme les polychlorobiphényles (PCBs) (Choi et al., 2014; Kodavanti &
Loganathan, 2017), et les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) (Luchmann et al.,
2014; Guo et al., 2017), les pesticides (Moraleda-Cibrin et al., 2015; EI Nemr et al., 2016;
Lopez et al., 2017), les produits pharmaceutiques (Aguirre-Martinez et al., 2016; Andreu et
al., 2016; Joseph, 2017), et les metaux lourds (Chandurvelan et al., 2015; Schoonover et al.,
2016; Durkalec et al., 2017).

Bien que les métaux soient naturellement omniprésents dans les systémes aquatiques
(volcanisme, gisement pétrolier, biotoxines, etc.) (De Souza Machado et al., 2016), ils
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représentent le groupe de polluant aquatique le plus important en raison de leurs propriétés
cumulatives et non dégradables (Velma & Tchounwou, 2010). Outre leur caractére fortement
mutagéne et cancérigéne, les métaux peuvent entrainer a 1’échelle de 1’organisme
d’importantes perturbations du systéme nerveux, cardiovasculaire, immunitaire, gastro-
intestinal, hépatique, rénal, respiratoire et reproducteur (Pont, 2010). On distingue parmi les
éléments traces métalliques (ETM):

- Les éléments traces essentiels indispensables au déroulement des processus
biologiques, mais a de trés faibles quantités, comme le fer (Fe), le cuivre (Cu), ou le
zinc (Zn).

- Les éléments traces non essentiels, comme I’arsenic (As), le mercure (Hg), le plomb
(Pb) et le cadmium (Cd), qui sont au premier rang de la liste des substances
dangereuses prioritaires (ATSDR, 2015).

Le Cd n’est pas essentiel au développement des organismes animaux ou végétaux et
ne participe pas au metabolisme cellulaire. En revanche, ses propriétés physiques et
chimiques, proches de celles du calcium, lui permettent de traverser les barrieres biologiques
et s’accumuler dans les tissus (Martin-Garin & Simon, 2004). |l peut conduire a des effets
toxiques a de faibles concentrations (ug L™), en raison de la biodisponibilité de sa forme
ionique libre Cd®* (Part et al., 1985; Wang & Rainbow, 2006; Nzengue et al., 2011; Yeung et
al., 2016). La recherche sur la toxicité sublétale est donc nécessaire pour la compréhension
des effets toxiques autres que 1étaux, puisque ce sont eux qui s’expriment le plus souvent dans
les situations réelles de pollution de I’environnement (Mouabad, 1991; Dutta et al., 2017).

L’évaluation des effets toxicologiques induits par les concentrations sublétales du Cd
nécessite 1’utilisation des biomarqueurs (Chiodi Boudet et al., 2013), qui sont des signaux
cellulaires a I’échelle moléculaire, biochimique ou physiologique dont les caractéristiques
structurales ou fonctionnelles peuvent étre rapidement modifiées a la suite de contraintes
environnementales ou de 1’exposition a des polluants. Ils sont des indicateurs précoces de
I’atteinte des individus et peuvent étre prédictifs d’une altération des populations, voire d’un
dysfonctionnement des communautés (Pelletier et al., 2004).

De nombreux biomarqueurs biochimiques et cellulaires spécifiques, mais aussi non
spécifiques ont été étudiés chez les organismes aquatiques (Tlili et al., 2013; Schoonover et
al., 2016; Magni et al.,, 2017). Parmi les biomarqueurs spécifiques, on peut citer;
I’acétylcholinestérase (AChE) (Menéndez-Helman et al., 2015; Guerreno et al., 2016; Zhang
et al., 2017), la glutathion S-transférases (GST) (Capé et al., 2015; Bielen et al., 2016;
Bertrand et al., 2017), les monoxygéenases a cytochrome P450 (CYP450) (Ito et al., 2016;
Guo et al., 2017), les métallothionéines (MTSs) (Le et al., 2016; Durkalec et al., 2017) qui sont
spécifique a I’exposition aux métaux lourds, mais associées aussi a la protection des
organismes contre les radicaux libres (Viarengo et al., 1999; Hauser-Davis., et al., 2014), et
1’éthoxyrésorufine-Odeethylase (EROD) (Joachim et al., 2017; Siebert et al., 2017). Les
biomarqueurs non spécifiques ont été également largement étudiés et utilisés pour la détection
des niveaux de pollution, comme le glutathion réduit (GSH) impliqué dans le systeme de
défense antioxydant (Fernandez-lglesias et al., 2014; Moreira et al., 2017), les vitamines
(vitamines A, C, E) (Cai et al., 2013; Narra et al., 2015), le malondialdéhyde (MDA) qui est
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un produit issu de la peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés des membranes
cellulaires lors d’un stress oxydatif important, et les protéines carbonylées (PCs) qui un
marqueur de lI'oxydation globale des protéines, car ils sont générés par de multiples espéces
réactives d'oxygene, et sont considérés comme de bons biomarqueurs des lésions cellulaires et
tissulaires (Dewes et al., 2006; Oruc & Usta, 2007; Weber et al., 2015; Guo et al., 2017).

Les réserves énergétiques peuvent étre également de bons biomarqueurs de 1’état de
santé de I’organisme et de son environnement (Yeung et al., 2016; Moreira et al., 2017). En
effet, la répartition de 1’énergie entre les fonctions fondamentales de 1’organisme telles que la
croissance et la reproduction, peut prédire I’impact de I’accumulation des polluants sur ces
fonctions et sur la survie des organismes exposés a des contaminants (Kooijman, 2000;
Mouneyrac et al., 2008; Hamdani & Soltani-Mazouni, 2011).

L'acide nucléique désoxyribose (ADN) est une composante essentielle de toute matiere
vivante et contient le code génétique d'un organisme. L’acide nucléique ribonucléique (ARN)
assure le transfert du code génétique de I'ADN nucléaire au cytoplasme, et la synthese des
protéines (Love, 1980; Viarengo et al., 1982). Les processus de la croissance et de la
division cellulaire nécessitent la synthése d'acides nucléiques et de protéines. Le fait que
I'ARN soit un précurseur nécessaire a la synthése des protéines, a conduit a ce que sa quantité
dans la cellule soit directement proportionnelle au taux de synthése des protéines (Ferron &
Leggett, 1994; Suthers et al., 1996). Comme la majorit¢ de I'ADN cellulaire est
chromosomique, la quantité d’/ADN par cellule est quasi constante dans les tissus somatiques
et la concentration d’ADN tissulaire refléte donc le nombre de cellules (Suthers et al., 1996).
La mesure des acides nucléiques a été appliquée pour évaluer I'état individuel d'une variété
d'organismes aquatiques (Abdul Aziz, 2012; Ning et al., 2013; Foley et al., 2016).

Les acides gras (AG) sont une classe de biomolécules qui possedent une grande
diversité de fonctions dans les processus structuraux et biologiques a travers les interactions
avec les protéines (Dowhan et al., 2008; Sul & Smith, 2008). Au cours des deux dernieres
décennies, les acides gras polyinsaturés (AGPI) comme la famille des oméga 3 (ex. I’acide
eicosapentaénoique (EPA) et I’acide docosahexaénoique (DHA) ont suscité un grand intérét
parmi les scientifiques pour leurs propriétés medicinales et nutritionnelles (Razak et al., 2001;
Berger et al., 2013). L'abondance des AGPI est une caractéristique des bivalves (Goncalves et
al., 2016). Enfin, la composition en acides gras s'est révélée étre un bon bioindicateur pour
évaluer les niveaux de contamination des milieux aquatiques (Signa et al., 2015; Filimonova
etal., 2016).

Les bivalves sont des modéles utiles pour comprendre les conseéquences de la pollution
par les métaux aux niveaux cellulaire, organique et de population (Boening, 1999; Berthet,
2013). Ces organismes sont choisis en raison de leur capacité a accumuler des contaminants
provenant habituellement de l'eau et des aliments, refletant la fraction biodisponible
(Chandurvelan et al., 2015). De plus, leur immobilité relative, leur large répartition entre
différents habitats aquatiques, leur abondance, leur persistance et leur facilité de collecte, en
font de bons indicateurs a long terme de la contamination de l'environnement (Hamza-
Chaffai, 2014). Ils ont un réle majeur dans le fonctionnement des ecosystémes et méme
parfois au plan économique, certaines espéces étant commercialisées. De plus, leur abondance
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et leur large répartition géographique, associées a leur caractére robuste et résistant par
rapport aux perturbations du milieu, constituent d’importants atouts dans le cadre d’études
environnementales (Rittschof & McClellan-Green, 2005). Une caractéristique importante des
bivalves qui les rend attrayants comme especes sentinelles est leur mode d'alimentation.
Filtreurs, ils concentrent dans leurs tissus les éléments dissous et particulaires présents dans
leur entourage (Kimbrough et al., 2008). Enfin, les formes adultes étant généralement sessiles
ou sédentaires permettent d’avoir un bon reflet de 1’état qualitatif du milieu environnant.
L’ensemble de ces caractéristiques en fait de ces organismes de bons indicateurs biologiques
de I’état de santé et de la contamination du milieu (Mejdoub et al., 2017).

Différentes approches de biosurveillance peuvent étre utilisées afin d’analyser les
effets des contaminants sur les organismes aquatiques. Chacune de ces approches apportera
différents degrés d’information. Les études in situ sont effectuées en milieu naturel. Ces
¢tudes représentent I’outil le plus intégrateur des conditions environnementales et permettent
ainsi d’aboutir a des résultats pertinents sur 1’état de contamination chimique du milieu
environnant. Ces études présentent I’avantage d’une représentativité élevée et ce d’autant plus
qu’elles se rapprochent des conditions physico-chimiques et biotiques propres aux
écosystemes naturels. Cependant, avec la complexité des structures écologiques ainsi que
I'intervention des facteurs relatifs aux modalités et aux mecanismes de la contamination, il est
souvent difficile d'interpréter les données recueillies lors de ces études et de proposer des
hypotheses explicatives. En plus, dans des conditions in situ, la multitude des composés
toxiques contenus dans les rejets ne permet pas de déterminer avec exactitude lequel d'entre
eux induit les effets toxiques (Karray, 2015).

Les études expérimentales sont effectuées en laboratoire en conditions contrdlées et
ont donc une reproductibilité élevée. Les parametres expérimentaux étant peu nombreux et
faciles a normaliser. Ces études permettent de prendre en compte les interactions entre les
facteurs biotiques et abiotiques dans 1’¢tude des effets des contaminants. Ces études
permettent également de pallier en partie certaines difficultés rencontrées dans les études in
situ. En effet, en contrdlant des facteurs confondants, les bioessais de toxicité apparaissent
comme des outils pertinents pour tester les mécanismes de toxicité ainsi que la
biodisponibilité des contaminants grace a son potentiel analytique puissant (Karray, 2015).

Les effets du Cd ont été bien documentés dans les mollusques bivalves en conditions
expérimentales aigiies. Des articles récents soulignent certains de ces effets; étant donné la
nature pro-oxydante du Cd, les bivalves exposés a ce métal peuvent présenter une
peroxydation lipidique et une perturbation neurotoxique (Chandurvelan et al., 2013; Xia et
al., 2016; Zhang et al., 2017), une expression et/ou une activité antioxydante modifiee (Ji et
al., 2015; Xia et al., 2016), I’apoptose des hémocytes (Koutsogiannaki et al., 2015) et des
dommages a I'ADN (Michel & Vincent-Hubert, 2015). Parmi les autres conséquences figurent
les altérations de la stabilité des lysosomes, la fonction mitochondriale (Evariste et al., 2017),
et le transport ionique (Faubel et al., 2008). Le Cd est impliqué dans une croissance déprimeée
(Wu et al., 2016), une perturbation endocrinienne et une interférence dans le processus de
reproduction (Chen et al., 2016).
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La restauration (dépuration ou purification) est une technique adoptée dans de
nombreuses parties du monde qui vise a réduire et a éliminer les micro-organismes
pathogenes des mollusques bivalves 1égérement a modérément contaminés. Les coquillages
sont alors placés dans des bassins d’eau de mer propre de fagon a ce qu’ils entreprennent leur
activité normale de filtration pendant une période comprise entre quelques heures et plusieurs
jours (Lee et al., 2010) . Ces dernieres années, les études se sont intéressées de plus en plus a
la possibilit¢ de purification des produits chimiques toxiques pour 1’organisme lui-méme,
mais aussi pour ses consommateurs (Belabed & Solatni, 2013; Zhang et al., 2015; Belabed &
Solatni, 2016).

Parmi les mollusques bivalves comestibles, Donax trunculus, qui est largement
distribué au niveau de la méditerranée (Tlili et al., 2010), apparait comme une espece
sentinelle appropriée pour 1’évaluation du risque écotoxicologique des contaminants
(Moukrim et al., 2004; Tlili et al., 2013; Aly Salem et al., 2014; Banaoui et al., 2015), c’est
pourquoi il est utilisé dans la biosurveillance du golfe d’Annaba (Amira et al., 2011; Soltani
et al., 2012; Sifi et al., 2013; Bensouda et al., 2014; Hamdani et al., 2014). La croissance et la
dynamique des populations (Beldi, 2007; Hamdani, 2013) ainsi que le cycle reproducteur
(Beldi, 2007; Hamdani & Soltani-Mazouni, 2011; Bensouda, 2015; Hafsaoui et al., 2016;
Hafsaoui, 2017) ont été précisés dans cette région.

La reproduction est reconnue comme un élément essentiel pour le maintien de
I’équilibre des communautés dans les écosystemes. Cependant, de nombreux polluants ont
une influence marquée sur la reproduction des organismes aquatiques notamment les bivalves
(Ivaniva & Sokolova, 2015; Schoonover et al., 2016; Nardi et al., 2017). Chez D. trunculus,
la reproduction comprend deux phases: en automne, une phase de repos sexuel marquée par la
réorganisation du tissu gonadique (apres la ponte); et en hiver jusqu’en été, une phase
d’activité sexuelle qui commence par la multiplication des cellules germinales par mitoses
successives, le développement des tubules gonadiques, la maturation des gametes et enfin leur
émission (ponte).

C’est dans cette optique que nos objectifs ont été¢ fixés. La réalisation de la présente
thése sur D. trunculus, une espéce comestible et sentinelle, s’inscrit dans le cadre du projet de
recherche du Laboratoire de Biologie Animale Appliquée « Qualité des écosystemes:
biosurveillance et impact physiotoxicologique des xénobiotiques sur les organismes ». Elle est
en continuité avec les travaux antérieurs (Beldi, 2007; Sifi, 2009; Belabed, 2013; Hamdani,
2013; Khati-Amira, 2014; Bensouda, 2015; Benradia, 2016).

La présentation des résultats de cette these se décline en trois parties:

- La premiére partie est consacrée a la détermination de la toxicité aigie du cadmium
a I’égard d’un mollusque bivalve D. trunculus en précisant les concentrations
sublétales (CLyo et CLys) et létales (CLsg et ClLgo) pour chaque période du cycle de
reproduction (repos et reproduction), et chaque sexe séparément en ce qui concerne la
période d’activité sexuelle.

- La seconde partie concerne 1’évaluation de la réponse de deux biomarqueurs, au
cours d’une exposition aigiic (96h) des bivalves a deux concentrations sublétale (CLj
et CLys) du Cd; les métallothionéines, et les protéines carbonylées, en considérant les
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facteurs biotiques (période du cycle de reproduction, et sexe pour la période d’activité
sexuelle).

La troisieme partie est dédiée a I’impact de ce métal sur la composition biochimique
des gonades (les réserves énergétiques; glucides, lipides, et protéines, les acides
nucléiques; ARN et ADN) et les oméga-3; EPA et DHA) en fonction de la période du
cycle sexuelle (repos et reproduction) et du sexe (en période de reproduction), et ce, au
cours de I’exposition aigue (96h) aux deux concentrations sublétales du Cd.

Enfin, nous avons également évalué la capacité de D. trunculus & surmonter le stress
chimique induit lors de 1’exposition sublétale au cadmium, par I’analyse de I’ensemble
des parametres biochimiques aprés transfert des individus contaminés dans de I’eau de
mer saine (dépuration ou restauration), pour chaque période du cycle de reproduction,
et chaque sexe séparément.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation de Donax trunculus

2.1.1. Classification, morphologie et biologie de I’espéce

Donax trunculus (Linnaeus, 1758), communément appelé Haricot de mer, Filion
tronqué ou encore Telline, est un mollusque bivalve aquatique, comestible, trés
apprécié en gastronomie et a intérét commercial dans beaucoup de pays
(Penchaszadeh & Olivier, 1975; McLachlan, 1996; Pereira et al., 2015). Plusieurs
classifications existent, selon que les auteurs tiennent compte de la forme de la
coquille, de celle de la charniere ou de la structure des branchies. La classification
taxonomique la plus complete est proposée par le World Register of Marine Species
(WoRMS) (Gofas, 2017), et est la suivante:

-Regne Animal

-Embranchement Chordata

-Phyllum Mollusca

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

-Espéce Donax trunculus Linnaeus, 1758

D. trunculus est un bivalve a coquille solide peu renflée, allongée triangulaire et
inéquilatérale, avec la partie postérieure plus courte que la partie antérieure. Cette
coquille est fortement déclive en arriére des crochets et tronquée a I’extrémité
postérieure. Elle est Iégerement inéquivalve (le bord dorsal antérieur est un peu plus
haut a la valve gauche qu’a la valve droite et le plan de jonction des valves faiblement
flexueux ventralement), lisse au toucher de couleur jaune péle a beige vif ou brunétre.
Elle est uniforme extérieurement ou variablement ornée de bandes concentriques et/ou
de rayons plus ou moins violacés. L’intérieur de la coquille est souvent de couleur
violette et maculé de blanc, brunatre ou orangé (Fischer et al., 1987) (Fig. 1). Les
stries de la coquille dépendent de la saison et de I’activité métabolique de 1’individu,
ils apparaissent principalement avec un ralentissement voire un arrét de la croissance
notamment au cours de la saison hivernale (Ramon et al., 1995).

L’intérieur de la coquille est blanchatre a violacé, sur laquelle apparait la ligne
palléale qui résulte de I’empreinte du manteau, chaque valve porte dans sa face interne
deux empreintes visibles de muscles adducteurs antérieur et postérieur presque de
méme taille, un sinus palléal profond, peu ascendant dorsalement (Fig. 2). Sa taille
maximale peut atteindre 5 cm a 6 cm (Fischer et al., 1987), mais ne dépasse pas les 39
mm sur les cOtes d’ Annaba (Hamdani, 2013; Hafsaoui, 2017).
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Figure 1. Morphologie externe avec les différentes couleurs de la coquille de D.
trunculus (Photo personnelle).

Empreinte du muscle Umbo Charniere
postérieur

Empreinte du
muscle antérieur

Sinus palléal

Ligne palléale

Figure 2. Morphologie interne de la coquille de D. trunculus (Photo personnelle).

L’anatomie interne de D. trunculus (Fig. 3) présente un organe musculeux,
ventral mobile et turgescent, appelé le pied qui constitue un solide point d’encrage
pour I’animal et assure également sa locomotion et son fouissage (Mouéza, 1971). Les
deux valves de D. trunculus qui sont formées par contraction de deux muscles
adducteurs renferment un corps mou, non segmente, comprime latéralement, sans téte
differenciée (acéphale) ni appareil masticateur; il est développé d’un manteau; le repli
tégumentaire étant constitué de deux lobes latéraux qui secretent et supportent chacun
une valve. Ces lobes palléaux, fusionnés dorsalement entre eux et avec la masse
viscérale, délimitent ventralement une vaste cavité palléale en communication avec le
milieu extérieur. Ils sont attachés étroitement aux valves le long d’une ligne palléale
proche de la marge ventrale de la coquille. Les bords externes du manteau sont soudés
donnant ainsi sur 1’arriére deux siphons séparés et relativement courts: 1’un inhalant,
ventral, assurant ’entrée de 1’eau dans la cavité palléale, 1’autre, exhalant, dorsal
faisant sortir ’eau vers I’extérieur. Entre chaque partie du manteau et du corps,
s’insere une branchie (Cténidie) de type eulamellibranche qui assure la respiration,
participe également a la collecte de la nourriture par la création de courants d’eau a
I’intérieur de la cavité palléale, et la filtration (Fisher et al., 1987; Tlili, 2012). Les
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particules sélectionnées noyées dans une substance mugueuse, sont transportés vers
les palpes labiaux et la bouche, qu’on trouve dans le dos de I'animal. Les particules
filtrées sont rejetées, agglutiner dans la cavité du manteau constituant les pseudofeces
et seront expulsés vers I'extérieur a travers le siphon exhalant. Apres une bréve visite
de 1'cesophage, la nourriture arrive dans 1'estomac ou elle est digéré par l'action du
style cristallin qui broie les particules par un mouvement de rotation et produit des
enzymes extracellulaires qui permettent la semi digestion, puis vont a la glande
digestive ou la digestion intracellulaire est finaliser, enfin ils se répandent dans la
cavité du manteau par l'anus, a proximité du siphon exhalant. La gonade est
I'organisation anatomique multicellulaire ou se dévellope la lignée germinale qui
donnent lieu a des gameétes. Le tissu gonadique se compose des follicules, qui sont en
forme de structures acinus bordée par des cellules de fibroblastes (parmi lesquels la
lignée germinale male ou femelle) et les myocytes, les cellules musculaires, les
contractes pour éjecter les gameétes aux gonoductes. L’expulsion des gamétes matures
est produite par les cellules ciliaires qui tapissent ces gonoductes (Louzan Pérez,
2015). Les gonades sont également trés riches en réserves energétiques indisponsable
a I’effort de reproduction (Hamdani & Soltani-Mazouni, 2011).

Coquille

Glande digestive

Papille labiale Bouche

Pied
Rebord du manteau
Cavité palléale

Gonade

Figure 3. Anatomie générale de D. trunculus (Louzan Pérez, 2015).

2.1.2. Habitat et distribution spatiale

D. trunculus est une espece Atlantico-Méditerranéenne caractéristique des
eaux chaudes tempérées, sa présence a été enregistrée en Méditerranée, dans la Mer
Noire et du Sénégal aux cotes atlantiques nord de la France (Ramon et al., 1995;
Deval, 2009) (Fig. 4).

D. trunculus colonise les plages sableuses caractérisées par un bon tri
sédimentaire et est principalement abondante sur les plages de sable fin (Guillou et
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al., 1991). La présence d’un sédiment grossier (sable moyen ou sable grossier) ou
d’une barriére rocheuse exclue la présence de ce bivalve (Bayed, 1998). De ce fait, D.
trunculus est également considérée comme étant une espece dépendante des variations
de la taille des grains de sable particulierement dans les premiéres phases de
développement des juvéniles (Alexander et al., 1993; de La Huz et al., 2002; La Valle
et al., 2011). Sa distribution en fonction de la profondeur est de 0 a 2 metres en
Méditerranée et entre 0 et 6 métres sur les cotes atlantiques. Elle est présente en grand
nombre, enfouie de 5 a 15 cm dans le sédiment a la surface duquel seuls les siphons
affleurent (Fig. 5). Sa distribution est limitée aux plages a hydrodynamisme moyen a
fort, généralement au niveau des zones intertidale et subtidale peu profondes des
plages sableuses (De La Huz et al., 2002, La Valle, 2005; Beldi, 2007).

D. trunculus présente une distribution spatiale ou les plus jeunes individus
occupent généralement le haut des plages. La répartition se fait ensuite selon un
gradient croissant de taille lorsque 1’on va vers les niveaux les plus bas, les individus
les plus grands colonisent ainsi les espaces correspondants a la limite inférieure de la
répartition de I’espéce. Les secteurs majoritairement occupés par les adultes sont trés
souvent moins denses en individus que ceux colonisés par les juvéniles (Ansell &
Lagardeére, 1980). Les raisons avancees pour expliquer cette distribution concernent
les courants et I’hydrodynamisme qui poussent les larves, passives, sur les parties les
moins profondes, alors que les individus grandissant en taille et en capacité de
déplacement, colonisent les zones les plus profondes, diminuant ainsi la compétition
pour la nourriture et la densité des populations (Lastra et al., 2002). Ce schéma
général de distribution peut étre temporairement remis en cause, notamment les
années de fort recrutement, ou localement perturbé a proximité des zones de
résurgence ou suite au remaniement des sédiments dans des secteurs exposes aux
vagues et a la houle (Marobin et al., 2007). D. trunculus est considérée comme un
excellent et rapide enfouisseur grace a la morphologie particuliére de sa coquille qui
facilite sa pénétration dans le sédiment (Ramon et al., 1995; Marcomini et al., 2002).
Cette espece, présente une grande capacité de résistance aux variations des facteurs
physico-chimiques du milieu dans la mesure ou ces variations ne sont pas trop
brutales (Marobin et al., 2007).

Figure 4. Distribution géographique de D. trunculus (Louzan Pérez, 2015).

10



Matériel et méthodes

o

Figure 5. Localisation de D. trunculus dans son biotope (Photo personnelle).

2.1.3. Régime alimentaire

Les Donacidae sont des filtreurs suspensivores qui filtrent I’eau de mer et se
nourrissent principalement de phytoplancton et de particules en suspension de matiere
organique. Cela détermine la distribution de ce groupe qui habite normalement les
zones ou I’hydrodynamisme est plus ou moins élevé permettant la présence de
particules en suspension et empéchant la sédimentation rapide de la matiére organique
(Manca-Zeichen et al., 2002). L’haricot de mer sélectionne les éléments par la taille et
non pas selon leur nature (plancton, bactéries, particules assimilables). Elle absorbe
les particules en suspension les plus fines (suspensivore) ou récolte celles déposées
sur le sédiment grace a son siphon allongé (dépositivore) (Mouéza & Chessel, 1976).
Cette espéce assure ces échanges avec le milieu extérieur par une circulation
constante d’eau véhiculant nourriture et oxygene a travers la cavité palléale ce qui
permet la collecte des particules en suspension (Degiovanni & Mouéza, 1972).

2.1.4. Reproduction et distinction des sexes

D. trunculus est une espéce gonochorique dont la glande génitale est
localisée au-dessus du pied (Fischer et al., 1987). Cette espece ne présente aucun
signe extérieur de dimorphisme sexuel durant la phase de repos sexuel et la distinction
des sexes est donc impossible (Gaspar et al., 1999). Toutefois, a maturité, les sexes
sont bien reconnaissables a 1’ceil nu, et la distinction repose sur la couleur de la
gonade, elle est colorée en bleu nattier par pigmentation du vitellus chez la femelle, et
a aspect grenu blanc créeme, plus finement lobée chez le méle (Mouéza & Freniel-
Renault, 1973; Manca Zeichen et al., 2002) (Fig. 6). La maturité sexuelle est atteinte
durant la premiére année de vie (Gaspar et al., 1999). La taille des individus de la
premiére maturité sexuelle est variable selon les régions, elle a été estimée a environ
16 mm de longueur sur les cotes algériennes (Mouéza & Frenkiel-Renault, 1973).

Le cycle de reproduction est rythmé par les facteurs climatiques saisonniers, et
est déclenché par des variations brutales de la température et/ou de la salinité; il peut
aussi étre déclenchée par d’autre facteur tels que le bloom phytoplanctonique ou la
présence dans 1’eau de gamétes d’individus de la méme espéce (Goulletquer, 1997).
La période d’activité sexuelle présente une période de repos durant I’automne et une
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période d’activité qui débute en hiver et qui se termine en été (Mouéza, 1971;
Aouadene, 2003; Hamdani & Soltani-Mazouni, 2011; Hamdani, 2013; Hamdani et
al., 2014; Bensouda, 2015; Hafsaoui et al., 2016). D’apreés 1’étude histologique menée
sur les gonades dans le golfe d’Annaba (Hamdani, 2013), le cycle de reproduction est
décrit comme suit:

La période de repos, débute en Septembre jusqu’au mois de Novembre ou
100% des individus sont au stade 0. Cette phase est marquée par la réorganisation du
tissu gonadique (apres la ponte). La période d'activité sexuelle s’étale de Décembre a
Aolt:
-De Décembre a Février: reprise de ’activité sexuelle, les individus sont au stade | et
Il du cycle; une phase de multiplication des cellules germinales par mitoses
successives, et de développement des tubules gonadiques.
-Du mois de Mars au mois d’Aodt (Stade I11): maturation et émission des gametes,
deux pontes ont lieu, la premiére commence au mois de Mars, et la seconde se déroule
au mois Aolt. L’émission des gamétes nécessite une grande consommation d’énergie
et d’oxygeéne, En effet, pendant cette période, la demande énergétique est a son
maximum (Delaporte, 2005) et entraine un affaiblissement général des individus, qui
se concreétise par une importante perte de poids (19 a 27 % du poids sec) (Marobin et
al., 2007).

Figure 6. Gonade de D. trunculus en période de reproduction A): méle, B): femelle,
et C): en période de repos sexuel (Photo personnelle).
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2.1.5. Cycle de vie

Les gametes males et femelles de D. trunculus, sont libérés dans le milieu
marin a travers le siphon exhalant, ou les ceufs sont fécondés (fécondation externe).
Aprées l'apparition de 1'ceuf, le développement des larves est indirect par différents
stades larvaires planctoniques (Fig. 7). Le premier est la trocophore est muni d'une
couronne ciliée et se développe au détriment du jaune. La larve D se nourrit méme de
phytoplancton, puis la larve véligere est formée; présence d’un velum, une sorte de
voile cilié déployable hors de la coquille pour capturer sa nourriture, le temps pour
que commence a se développer le pied avant la disparition du voile (larve
pédivéligere). Apres un mois environ, la métamorphose se produit, le voile disparait
completement, les branchies apparaissent, et les bivalves passent de la vie pélagique a
la vie benthiques. Enfin, la métamorphose s’achéve par la sécrétion d’une coquille
définitive (post-larve). La production des gameétes chez les post-larves signifie la fin
du développement larvaire (Adultes) (Louzén Pérez, 2015).

Larve Trochophore

. . \\ 4 «
y - i
s - ’ o

° %
(X}
° Larve
@ pédiveligére
L
° o
[ X J j

Figure 7. Cycle de vie de D. trunculus (Louzéan Pérez, 2015).
2.2. Présentation du site d’échantillonnage

Le golfe d’Annaba est situé a l'extréme Nord-Est du littoral algérien, limité par
le Cap Rosa (8°15” E et 36° 58’ N) a I’Est, et par le Cap de Garde (7° 16’ E et 36° 58’
N) a I’Ouest (Fig. 8). 1l s’étend sur une longueur d’environ 40 km, avec une
profondeur maximale de 65 m. Divers oueds se déversent dans la baie, parmi les plus
importants figure ’oued Mafrag a I’Est. Ces oueds apportent des matiéres minérales
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et organiques de différentes origines terrigéne, agricole, domestique et industrielle
(Khelifi-Touhami et al., 2006; Ounissi, 2007). De plus, la zone regoit d’autres rejets
des effluents urbains (Khammar, 2007) et industriels de plusieurs usines installées sur
la cbte, en particulier les produits phytosanitaires de FERTIAL prés de la rive au Sud
du golfe (Saker, 2007).

Le prélévement des échantillons a été effectué au niveau du site El-Battah (36°
50’ N et 7° 56’ E) qui se trouve a I’Ouest de I’oued Mafrag, entre la plage de Chatt et
le Cap Rosa (Fig. 9); il est constitué de sables moyens purs. Cette zone d’étude est
caractérisée par son éloignement des sources de pollution potentielles et apparentes,
et, est soumise a un régime hydrodynamique important, ce qui contribuerait a la
dilution des polluants. En effet, les courants dans le golfe d’ Annaba, présentent a son
ouverture, aprés le Cap de Garde, une circulation orientée vers I’Est avec des vitesses
fluctuantes selon les saisons pouvant atteindre 0,5 & 1 m/s. Ce courant part de la face
Sud Est du Cap de Garde en direction de I’embouchure de 1’oued Mafragh (Khati
Hadj-Moussa, 2009).
Y
o 1

/\Aﬂm

Golfe d'Annaba

N

Cap de Garde

Cap Rosa

Ville d'Annaba

Plage Sidi Salem

Plage El-Battah

Q

Oued Mafrag

Oued Seybouse

36°50’ N

Figure 8. Localisation du site El Battah dans le golfe d’Annaba
(Belabed et al., 2013).

Figure 9. Photographie de la plage El Battah (Photo personnelle).
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2.3. Collecte et élevage

Les expérimentations ont été effectuées durant trois années (2013, 2014,
2015), au cours de la période de reproduction printaniére (Mars) et la période de repos
sexuel (Novembre) de chaque année. La collecte de D. trunculus est effectuée a
I’aide d’une grande épuisette appelée communément le « cope » ou le « tellinier », qui
comporte deux parties, une partie métallique composée de deux arceaux réunis, et
d’une tole dentée en métal sous forme de peigne supportant des dents d’un nombre et
d’une longueur variable; et d’une partie constituée d’un filet attachée a I’armature
métallique ayant pour rdle d’accumuler et de stoker les haricots. La collecte est
effectuée par un pécheur menu d’un cope attaché autour de sa taille par une ceinture
appelée baudrier ou sangle. Le pécheur tout en ce déplacant vers I’arriére racle le
sable grace a la tdle dentée récoltant ainsi les haricots qui seront récupérés dans le
filet (Fig. 10) (Manca-Zeichen et al., 2001; Gaspar et al., 2002).

Les individus de D. trunculus sont transférés au laboratoire dans des bacs en
plastiques contenant de 1’eau de mer dans les heures qui suivent leurs péches, pour
étre élevés au laboratoire. 100 individus dont la taille moyenne est d’environ 25 £ 2
mm, sont placés dans un aquarium (capacité de 50 & 80 L), contenant 25 L d’eau de
mer, et quelques centimétres de sable, muni d’une pompe a air (Nirox X5) (Fig. 11).
Lors de la période de reproduction, les sexes sont d’abord séparés, avant de les placer
dans les aquariums. Les organismes ont été acclimatés pendant 48h (Belabed &
Soltani, 2013) avant d’étre exposés au cadmium.

Les parametres physico-chimiques de I’eau de mer ont été relevés a 1’aide d’un
multiparamétre (Multi 340 i, Germany). La température, le pH, la salinité et I’oxygeéne
dissous ont été considérés. Les moyennes des trois années d’études sont représentées
dans le tableau 1 ci-dessous.

Figure 10. Le cope (A) et le déroulement de I’opération de péche (B) (Photo
personnelle).
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Figure 11. Elevage de D. trunculus au laboratoire (Photo personnelle).

Tableau 1. Paramétres Physico-chimiques de 1’eau de 1’élevage de D. trunculus.

Température Salinité pH Oxygene dissous
(C) (g/L) (mg/L)
Repos Exposition 13,22+ 0,66 30,63+0,75 | 7,60+0,39 1,52+0,15
Restauration 13,33+ 0,16 31,89+0,38 | 7,45+0,24 1,63+0,08
Reproduction | Exposition 15,75+ 1,02 33,33+0,87 | 8,36+0,45 1,43+0,20
Restauration 16,20+ 0,61 33,38+0,84 | 7,97+0,13 1,50+0,28

2.4. Présentation du cadmium

Le Cadmium (Cd) est un métal blanc argenté avec des teintes de bleue péle
(Fig. 12 A), appartenant a la famille des métaux de transition. Le Cd élémentaire a un
numéro atomique de 48 et une masse atomique de 112,4 g/mol. La valence Cd?* est la
valence la plus souvent rencontrée dans I'environnement (McLaughlin et Singh,
1999).

Ayant des propriétés physico-chimiques proches de celle du zinc, il fond a
320,9 °C et bout a 767 °C, lors de son ébullition, il se dégage des vapeurs jaunes
toxiques. Sa densité est de 8650 kg/me, il est ductile (résistant a 1’étirement),
malléable et résiste a la corrosion atmosphérique, ce qui en fait un revétement de
protection pour les métaux ferreux, il s’oxyde trés peu a température ambiante et briile
dans I’air en donnant I’oxyde anhydre CdO (Adriano, 1986).

Le Cd est un élément rare et réparti uniformément dans la croQte terrestre, ou
sa concentration moyenne est de 0,15 a 0,20 mg/kg (Fleischer, 1974; Hiatt, 1975), il
est géochimiquement liées au zinc dans les minéraux, a raison de 0,1% a 1% sous
forme d’impuretés, il n’existe pas de minerai utilisable industriellement pour
I’extraction du cadmium. En faite, le Cd peut étre considérés comme un sous produit
de D’extraction de minerais de zinc, de plomb, et accessoirement de cuivre. Les
minerais les plus importants sont la greenockite (CdS) (Fig. 12 B) ou I’otavite
(CdCOg) (Verge, 2006). La production mondiale annuelle du Cd est de 20,000 tonnes
(Achard-Joris, 2005), il est utilisé pour protéger 1’acier contre la corrosion ou encore

16




Matériel et méthodes

comme stabilisant pour les plastiques, et comme pigment dans les produits
céramiques (Jarup, 2002).

On le retrouve comme contaminant dans les sédiments, 1’air, I’eau (Waisberg
et al., 2003), dans I’agriculture, les rejets industriels, et la fumée de cigarette (Fassett,
1975; He et al., 2005; Jarup, 2003; Trinchella et al., 2006). Le traitement des ordures
ménageres reste le premier secteur responsable d’émissions du Cd. Ce métal est
classifi¢ comme un carcinogéne de type | par 1’agence internationale pour la
recherche sur le cancer et le programme national de toxicologie USA (Who, 1992;
IARC, 1993; US NTP, 2000; Oh et al., 2006). Les sources d’exposition au Cd les plus
importantes chez ’homme sont I’alimentation (coquillages, poissons, et végétaux
dont les légumes riches en fibres), et le tabagisme. L’absorption intestinale du Cd
chez I’homme est d’environ 30 pg/jour en fonction de 1’age, le sexe, ainsi que le
régime alimentaire (Jarup, 2002; Satarug & Moore, 2004). Le Cd est un élément
rencontré en milieu aquatique sous diverses formes physiques (dissoute, colloidale,
particulaire) et chimique (minérale ou organique). Un ensemble de variables
physicochimiques du milieu (salanite, pH, caractéristique sédimentologique,
concentration en chlorure...) gouvernent les transformations du Cd dans
I’environnement (Gonzalez et al., 1999; Chiffoleau et al., 2001). Dans ’eau de mer,
le Cd s’associe aux ions chlorures, de fagcon variable selon la salinité (Cossa &
Lassus, 1989). Byrne et al. (1988) ont précisé qu’en milieu aquatique 97 % du Cd
total était sous forme de complexe cadmium-chlorure (CdCl- et CdCI, en
prédominance).

Figure 12. Aspect du cadmium solide (A) et Greenockite ou sulfure de cadmium (B)
(Verge, 2006).

2.5. Détermination des parametres de létalité du cadmium

L’objectif de ces bioessais est de déterminer les concentrations sublétales 10 et
25 (CLyo et CL25-96h), et les concentrations létales 50 et 90 (CLsp et CLgp-96h) du Cd
a I’égard des adultes de D. trunculus en période de repos sexuel (sexes non separés) et
durant la reproduction (sexes séparés). Les individus de D. trunculus sont contamines
par du chlorure de cadmium (CdCl,, Sigma, USA), dissous dans de I'eau de mer aux
concentrations finales de 5, 7,6 et 10 mg/L. En période de repos, a chaque

17



Matériel et méthodes

concentration correspondent un aquarium et un pour les témoins, en période de
reproduction, deux aquariums, un pour les males et I’autre pour les femelles, ainsi que
deux pour les témoins. Trois répeétitions de 100 individus sont effectuées par série.
Les animaux sont quotidiennement observes a la méme heure, pendant toute la durée
de l'expérience (96h). Les animaux morts ont leurs deux valves béantes, et la mort est
certaine lorsque les valves restent ouvertes méme apres avoir essaye de les fermer par
pression. Les individus morts sont aussitot enlevés des aquariums.

2.5.1. Mortalité observée

Le pourcentage de mortalité observée chez les bivalves traités par le cadmium
a différentes concentrations ainsi que les témoins est déterminé selon la formule
suivante:

Nombre des bivalves morts aprés traitement
Mortalité observée = *100
Nombre totale des bivalves traités

2.5.2. Mortalité corrigée

Le pourcentage de mortalité observée est corrigé par la formule d'Abbott
(1925) qui permet d'éliminer la mortalité naturelle.

Mortalité observée chez les traités - mortalité observée chez les témoins
Mortalité corrigée = %100
100 - mortalité observée chez les témoins

2.5.3. Transformation angulaire des données

Les pourcentages de mortalité corrigée subissent une transformation angulaire
selon Bliss (1938) cité par Ficher & Yates (1957). Les données normalisées font
I'objet d'une analyse de la variance a un critere de classification; suivie par le
classement des concentrations par le test de Tukey.

2.5.4. Analyse des probits

Les pourcentages de mortalité corrigée subissent une transformation en probits
(y), et les concentrations en logarithme décimal (x) (Ficher & Yates, 1957). Le calcul
de la droite de régression y = ax + b, permet I’obtention des CL;o, LCys, CLso et CLgo
(Finney, 1975).

2.5.5. Détermination des intervalles de confiance

La méthode de Swaroop et al. (1966) précise l'intervalle de confiance (IC)
avec une probabilité de 95 %:
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-Limite supérieure = CLsox FCLso

-Limite inférieure = CLso/ FCLso

Deux parameétres sont aussi nécessaires:

-Le 1= parametre est le S (Slope), donné par la formule suivante:
S=(CLss/ CLso+ CLso/ CLu1s6) / 2

-Le 2:=parametre est la FCL50 donnée par la formule suivante:
FCLso= Anti log C

C=logSx277/VN

S: Slope

N: Nombre total des bivalves testés

2.6. Exposition au cadmium et prélevement des gonades

Aprés estimation des concentrations sublétales 10 et 25 (CLyg et CL,5-96h), et
les concentrations létales 50 et 90 (CLsp et CLgp-96h) du cadmium a 1’égard des
adultes de D. trunculus. Nous avons choisi d’appliquer la CLjo et CL25-96h (sous
forme de CdCl,), afin d’évaluer I’effet sublétale du Cd sur la composition
biochimique des gonades, au cours du repos sexuel (sexes confondus) et de la
reproduction (sexes séparés), et en deux phases successives lors de chaque
période, la premiere dite phase d’exposition (0, 48 et 96h) suivie d’une deuxiéme
phase de dépuration (transfert dans 1’eau de mer non contaminée) pendant 96h. La
fin de I’exposition (96h) au cadmium est considérée comme 0 jour pour la période de
dépuration. Pour chaque expérience les individus non traités ont été utilisés comme
témoins.

Avant d’entamer la dissection nous avons pris toutes les précautions afin
d’éviter les risques de contamination. Lors de la dissection, nous avons préleve une
partie de la gonade, a I’aide d’un couteau et d’une pince stérilisé, puis nous avons
procédés ensuite a la pesée des tissus grace a une balance de précision et nous les
avons placé dans des tubes eppendorfs avec la solution de conservation adéquate
(réserves énergétiques et acides nucléiques), et parfois a sec (biomarquers et oméga-
3), avant de les stokers a -20 °C pour les différends dosages biochimiques prévus. Le
prélevement avait lieu a 0, 48 et 96h lors de chaque période et chaque phase, sauf
pour APGI oméga-3 (0 et 96h).

2.7. Analyses des biomarqueurs

2.7.1. Extraction et dosage des protéines carbonylées

La determination des protéines carbonylées se fait par spectrophotometrie, Le
dosage est basé sur la réaction du 2,4- dinitrophenylhydrazine (DNPH) avec les
groupements carbonyls formant des 2,4- dinitrophenylhydrazones de couleur jaune, le
DNPH se fixe aux groupements carbonyls mole & mole. Les teneurs en derivés
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carbonylés sont déterminées selon la méthode de Levine et al. (1990) modifiée par
Mesquita et al. (2014). Un dosage des gonades individuel a été effectué, le fragment
de tissu gonadique (50 mg environ) est homogénéisé dans 1 ml du tampon phosphate
(50 mM, pH 7,4) contenant 200 pl de I’Ethyléne Diamine Tétra-Acétique (EDTA;
1mM) puis incubé pendant 15 min a température ambiante. Un blanc (sans DNPH) a
été réalisé. L’ensemble est centrifugé (14000 rpm pendant 10 min). Pour le calcul des
proportions des protéines carbonylées, 100 ul de I’homogénat sont prélevés pour étre
utilises dans le dosage des protéines totales (Bradford, 1976).

500 ul d’homogénat sont mélangés avec 500 ul d’une solution a 10 mM de 2,4
dinitrophénylhydrazine (DNPH) dans 1’acide chlorhydrique HCL (2 M), puis 100 pl
de streptomycine sulfate (10 % dans 50 mmol/L de tampon HEPES, pH 7,2) est
ajoutée pour précipiter les acides nucléiques. L’ensemble est incubé pendant 1h a
température ambiante et a 1’obscurité en agitant toute les 10 & 15 min. Ensuite, du
TCA (0,5 ml a 20 %) est additionné dans chaque tube pour précipiter les protéines.
Aprés homogénéisation au vortex, les tubes sont centrifugés a 10000 rpm pendant 5
min. Le 2,4-DNPH n’ayant pas réagit est eliminé par 3 lavages successifs du culot
dans un mélange éthanol/éthyle acétate (1:1 v/v), puis centrifugé a nouveau a 6 000
rpm pendant 10 min. Le culot est remis en suspension dans 0,5 ml de solution de
guanidine (6 M) est incubé pendant 15 min a 37 °C puis tout matériel insoluble a été
enlevé par une centrifugation a 10000 rpm pendant 5 minutes afin d’éliminer les
débris insolubles. L’absorbance du surnageant a été lue a 370 nm et les résultats sont
exprimés en mM par mg de protéines grace a I’utilisation du coefficient d’absorbance
molaire de la 2,4 dinitrophénylhydrazone formée (22 000 M™cm™). Le contenu en
carbonyles est ensuite normalise par la concentration finale de protéines totales
mesurée au spectrophotometre (WPA). Les teneurs en protéines sont estimées par la
méthode colorimétrique au bleu de Coomassie (Bradford, 1976). La gamme
d’étalonnage est réalisée a partir d’une solution d’albumine de sérum de beeuf (BSA)
contenant 1 mg/ ml (Tableau 2, Fig. 13).

0,6

Y= 0,00557 X + 00,0196 R*= 97,9%

0,51
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0,31

Absorbances

0,21

0,1

0,0 T T T T T
0 20 40 60 80 100

Quantité d'albumines (ug)

Figure 13. Dosage des protéines: droite de régression exprimant I’absorbance en
fonction de la quantité d’albumines (ng) (R? ceefficient de détermination).
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Tableau 2. Dosage des protéines: réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Quantite de BSA (ug) 0 20 40 60 80 100

Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0

Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

2.7.2. Technique d’extraction et dosage des métallothionéines

Les métallothionéines (MTs) sont quantifiées en évaluant le contenu en résidus
—SH par une méthode spectrophotométrique utilisant le réactif d’Ellman (DTNB: 5,5-
dithiobis 2 acide nitrobenzoique) (Ellman, 1959). Une gamme étalon est préparée au
préalable en utilisant une courbe de référence avec plusieurs concentrations de la
forme réduite du glutathion (GSH) portant un groupement thiol —SH (Viarengo et al.,
1997). Les MTs contiennent un nombre important de cystéines (environ 20 a 30 %), la
détermination des MTs est fondée sur la détection des groupements SH permettant
une évaluation plus sélective de ces métalloprotéines.

La réaction entre la solution DTNB, et les groupements SH des protéines
produit des quantités stoechiométriques de TNB (thionitrobenzoate), un composé de
couleur jaune qui absorbe a 412 nm. Les étapes d’extraction et de dosage des
métallothionéines ont été effectuées d’aprés la méthode de Viarengo et al. (1997). Le
taux des MTs est exprimé par rapport a la quantité de protéines totales dans notre
échantillon.

2.7.2.1 Préparation de la fraction enrichie en métallothionéines

Les gonades (pool de quatre individus), sont prélevées, pesées puis rincer

avec une solution physiologique NaCl (9 %). L’homogénéisation est effectuée a froid
dans 3 volumes d’une solution de lyse (1,5 ml) [17,115 g saccharose (0,5 M), 1,66 ml
tampon Tris-HCI (20 mM, pH 8,6, 300 pl Leupeptine (0,006 mM), et 10 ul B-
Mercaptoéthanol (0,01 %) comme agent réducteur), g.s.p 100 ml d’eau distillé], et au
moment de 1’extraction on rajoute 150 pl PMSF (0,5 mM) comme anti protéolytique,
Aprés broyage mécanique puis homogénéisation aux ultrasons (SONIFER B-30
SONIFER B-30), ’homogénat est centrifugé (14500 rpm, 20 min a 4°C). 0,5 ml du
surnageant obtenu est conservé a (-20° C) pour le dosage des protéines.
Une fraction aliquote de 0,5 ml du surnageant précédemment obtenu est ajoutée a un
mélange de 0,5 ml d’éthanol absolu et 40 ul de chloroforme, ce mélange est conserve
au préalable a -20 °C pour faire précipiter les protéines de haut poids moléculaire.
L’ensemble est centrifugé a 7000 rpm durant 10 min a 4 °C. Le surnageant (0,9 ml)
obtenu est précipité en présence de 20 ul de HCI (37%) additionné de 3 volumes
d’éthanol absolu froid c'est-a-dire 3,3 ml (conservé a -20 °C).

Aprés incubation (1 heure a -20 °C) le mélange est recentrifugé de nouveau a
7000 rpm pendant 10 min a 4 °C. Le culot obtenu, contenant les MTs, est lavé avec 1
ml de la solution de lavage (Ethanol, chloroforme et tampon d’homogénéisation;
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87/1/12, vIv), inversement a la solution de lyse, ce tampon ne doit pas contenir du f3-
mercaptoéthanol, et du PMSF) et recentrifugé a 6000 rpm pendant 10 min a 4 °C.

Ajouter au culot 150 pl d’une solution de NaCl (0,25 M) et 150 ul d’une
solution composée de HCI (1 N) contenant de I’Ethyléne Diamine Tétra-Acétique
(EDTA) (4 mM) (solution de déstabilisation), agiter jusqu’a la remise en suspension
compléte de 1’échantillon.

2.7.2.2. Dosage des métallothionéines

Le contenu en groupements thiols (-SH) des métallothionéines est évaluer en
utilisant le glutathion réduit (GSH) comme standard de référence. Pour cela, une
gamme étalon a été réalisé avec une solution GSH (1mg/ml dans du NaCl 0,25
M) (Tableau 3, Fig. 14). Les MTs sont quantifiées en utilisant le DTNB [Solution
basique: 40 ml de NaCl (5 M), 5,36 g Na;HPOy, g.s.p 100 ml avec de 1’eau distillé,
Solution acide: 40 ml de NaCl (5 M), 3,12 g NaH,PQOq4, g.s.p 100 ml avec de 1’eau
distillé, et ajuster a pH 8 au pH metre, enfin ajouter 17 mg de DTNB a 100 ml de ce
tampon] comme réactif, et exprimée en pg/mg de protéines.

Les protéines totales utilisées pour le calcule des MTs sont estimées par la
méthode de Bradford, (1976) décrite précédemment (Tableau 2, Fig. 13).

Tableau 3. Gamme étalon de glutathion réduit (GSH).

Tubes 1 2 3 4 5
Solution mere de GSH (ul) 0 20 40 80 100
NaCl 0,25 M (ul) 150 130 110 70 50
HCI 1IN, EDTA 4 mM (ul) 150 150 150 150 150
Solution de DTNB (ml) 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2
Volume final (ml) 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5

0,6
Y=0,00564 X - 0,0229 R*=99 %

0,5 1

0,41

0,3 1

Absorbances

0,2

0,1

0,0
0 20 40 60 80 100
Quantité de GSH (ul)

Figure 14. Dosage des MTs: droite de régression exprimant 1’absorbance en fonction
de la quantité de GSH (ul) (R? ceefficient de détermination).

22




Matériel et méthodes

2.8. Analyse des constituants biochimiques de la gonade

2.8.1. Extraction et dosage des réserves énergétiques (glucides, lipides,
et protéines)

L’extraction des différents constituants (protéines, glucides, lipides) est
réalisée selon le procédé de Shibko et al. (1966) a partir de gonades individuelles de
D. trunculus conservés dans 1 ml d’acide trichloroacétique (TCA) a 20 %. Apres
broyage mécanique puis homogénéisation aux ultrasons (SONIFER B-30), une
premiére centrifugation (5000 rpm/mn, 10 mn) est effectuée et le surnageant |
récupéré servira au dosage des glucides totaux. Le culot | recoit 1 ml du mélange
éther/chloroforme (v/v) et apres une seconde centrifugation (5000 rpm/mn, 10 mn) le
surnageant Il sera destiné au dosage des lipides totaux, alors que le culot Il est repris
dans 1 ml d’hydroxyde de sodium NaOH (0,1 N) et sera utilisé pour la quantification
de protéines totales (Fig. 15).

Tissus + 1ml TCA 20%

Broyage (Mécanique + ultrasons)

¢

Centrifugation (5000 rpm, 10 mn)

Surnageant | / \ Culot I + 1 ml

Ether/chloroforme (1V/1V)

Centrifugation (5000 rpm/mn, 10 mn)

N\

Surnageant |1 Culot I1+1ml (NaOH 0,1 N)
,, 1 |

Dosage des
glucides

Dosage des
lipides

Duchateau & Florkin Goldsworthy et al. Bradford
(1959) (1972) (1976)

Figure 15. Principales étapes d’extraction des protéines, glucides et lipides (Shibko
et al., 1966).
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2.8.1.1. Dosage des glucides

Le dosage des glucides est réalisé selon Duchateau & Florkin (1959). Cette
méthode est basée sur 1’addition de 4 ml du réactif anthrone [150 mg anthrone, 75 ml
acide sulfurique H,SO4 96 %, 25 ml eau distillée] a 100 pl du surnageant ou de la
gamme étalon utilisant une solution mere de glucose (1 g/L) comme standard. Apres
chauffage au bain marie (80 °C, 10 mn), il se développe une coloration verte, dont
I’intensité est mesurée a une longueur d’onde de 620 nm au spectrophotometre
visible, et qui est proportionnelle a la concentration des glucides totaux (Tableau 4,
Fig. 16).

Tableau 4. Dosage des glucides: réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Quantité de la solution mere de 0 20 40 60 80 100
Glucose (ul)
Quantité d’eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif d’anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4
0,8 - 5
Y =0,00729 X-0,0043 R“=99,1%
0,7 0
0,61 °
£ 05-
g
s 0,4
2 031 -
0,2
0,11
0,0 . . . . .
0 20 40 60 80 100
Quantité de glucose (ug)

Figure 16. Dosage des glucides: droite de régression exprimant 1’absorbance en
fonction de la quantité de glucose (ng) (R? coefficient de détermination).

2.8.1.2. Dosage des Lipides

Le taux de lipides est déterminé selon la méthode colorimétrique de
Goldsworthy et al. (1972) basée sur la formation d’un complexe chromogéne de
couleur rose. Cette technique utilise la vanilline [0,38 g vanilline, 55 ml eau distillée,
195 ml acide orthophosphorique 85 %] comme réactif et une solution mere de lipides
a 2,5 mg/ml [2,5 mg d’huile de table, 1 ml éther/chloroforme (v/v)] comme standard.
Le dosage est realisé sur des prises aliquotes de 100 ul des extraits lipidiques ou de la
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gamme étalon auxquelles on ajoute 1 ml d’acide sulfurique (96 %). Aprés agitation et
chauffage dans des bain a sec (100 °C 10 mn), puis refroidissement, 200 ul sont repris
auxquels sont ajoutés 2,5 ml du réactif vanilline. Une fois agités et mis a I’obscurité
pendant 30 mn, une coloration rose se développe, dont I’intensité est lue a une
longueur d’onde de 530 nm (Tableau 5, Fig. 17).

Tableau 5. Dosage des lipides: réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
allj)antlte de la solution mere de lipides 0 20 40 60 80 | 100
Solvant Ether/Chloroforme (ul) 100 | 80 60 40 20 0
Réactif de vanilline (ml) 25 | 25 | 25 | 25 | 25 |25
2,01 Y =0,0197 X +0,0059 R*=99 % .
1,51
5 101
g [ ]
051
00 . . . . .
0 20 40 60 80 100
Quantité de lipide (ng)

Figure 17. Dosage des lipides: droite de régression exprimant 1’absorbance en
fonction de la quantité de lipide (ng) (R? ceefficient de détermination).

2.8.1.3. Dosage des protéines

Les protéines sont quantifiées selon la méthode de Bradford (1976), qui
consiste a additionné une fraction aliquote de 100 pl du surnageant ou de la gamme
étalon a 4 ml du réactif colorant bleu brillant de Coomassie (BBC) G250 [100 mg
BBC, 50 ml ethanol 95 °C, agitation pendant 2 heures, 100 ml acide
orthophosphorique 85 %, g.s.p 1000 ml eau distillée]. La lecture des absorbances
s’effectue a une longueur d’onde de 595. La gamme d’étalonnage est réalisée a partir
d’une protéine standard, I’albumine sérum de boeuf (BSA) (1 mg/ml) (Tableau 2,
Fig. 18).
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0,8
o Y =0,00707 X +0,00124 R*=99,8%
0,6 o
§ 05
3
2 04
2
e}
< 0,3 1
0,2
0,1
0,0 T T T T T
0 20 40 60 80 100
Quantité d’albumines (ng)

Figure 18. Dosage des protéines: droite de régression exprimant I’absorbance en
fonction de la quantité d’albumines (pg) (R? ceefficient de détermination).

2.8.2. Méthode d’extraction et dosage des oméga-3

L’extraction des acides gras polyinsaturés (AGPI) gonadiques n-3; 1’acide
eicosapentaénoique (EPA; C20:5n-3) et 1’acide docosahexaenoique (DHA; C22:6n-3)
a été réalisée selon la méthode de Bligh & Dyer (1959) basée sur I’utilisation des
solvants organiques pour extraire la totalité des lipides polaires et apolaires dont les
oméga-3.

2.8.2.1. Extraction des lipides totaux

Le broyage des gonades individuelles est réalisé grace a un Potter en verre a
piston conique de 15 ml de capacité, dans la solution suivante; [100 pl d’étalon
interne C15:0 (2 pg/ul)+ 2 ml de méthanol + 1 ml de chloroforme] (vortex pendant 2
mn) + [1 ml NaCl (2 M) + 1 ml chloroforme + 0,8 ml de NaCl (2 M)] (vortex pendant
5 mn). En respectant un ratio final des solvants 2: 2: 1,8 (v: v: v) de chloroforme:
métahonl: NaCl 2 M. Aprés une centrifugation de 3000 rpm pendant 2 mn, la phase
inférieure chloroformique est récupérer dans un tube en verre a joint Téflon (Sovirel)
de 10 ml avec une pipette pasteur et une propipette. Les solvants sont ensuite
évaporés sous azote afin de récupérer le résidu lipidique a sec.

2.8.2.2. Méthylation ou dérivation des acides gras

La dérivation des acides gras (AG), en abaissant leur point de fusion et en
diminuant leur polarité, permet de réduire le temps d'analyse et d'obtenir de meilleures
séparations des pics en chromatographie. La dérivation la plus usuelle est
I'estérification (Fig. 19), surtout sous forme d'esters méthyliques d'AG.
L'estérification des AG des lipides est effectuée en deux étapes (saponification puis
estérification). La saponification se fait par ajout d’1 ml de NaOH méthanolique 0,5 N
(2 g NaOH/100 ml méthanol). Ensuite, une incubation de 20 mn a 80 °C est effectuée,
suivis d’un choc thermique pendant 2 mn dans de la glace.
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L'estérification: Aprés refroidissement a température ambiante, 2ml de BF3 (Boron
trifluoride - méthanol) a 14 % sont rajoutes, une seconde incubation de 15 mn a 80 °C
est effectuée, suivis encore d’un choc thermique pendant 2 mn dans de la glace.

LIPIDES —+—> ACIDES GRAS LIBRES 4“ ESTERS METHYLIQUES

SAPONIFICATION | ESTERIFICATION |

Figure 19. Principes de I’estérification (ANSES, 2011).

2.8.2.3. Extraction des esters méthyliques

2 ml NaCl saturé a 35 % et 3 ml d’hexane sont rajoutés afin d’extraire les
esters méthyliques, aprés passage au vortex (2 mn), nous avons placé la phase
superieure héxanique dans un tube en verre pour analyse.

2.8.2.4. Equipement et condition de dosage

La Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) a Détection a lonisation de
Flamme (DIF) est la méthode d'analyse la plus couramment utilisée pour le dosage
des AG (ANSES, 2011). Les esters méthyliques d’AG ont été analysés par CPG en
utilisant le chromatographe de marque Clarus 500 (Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA), équipé d'un détecteur a ionisation de flamme et une colonne capillaire VF-23
ms (30 m x 0,32 mm) (Agilent, Santa Clara, CA, USA), et d’un injecteur
split/splitless. Pour 1’acquisition des chromatogrammes et de leur retraitement, il est
couplé a un ordinateur équipé du logiciel Azur, version 4.0.

Les paramétres de fonctionnement pour la CPG étaient identiques a celles
décrites par Budg & Parrish (1998). Les conditions d'analyse sont les suivantes: la
température du four est de 85 °C / 1 mn, augmenté a 150 °C a 30 °C / mn, puis on a
augmenté a 3 °C / mn a 215 °C. L'hélium est utilisé comme gaz vecteur avec un débit
de 3 ml / mn. La température de la colonne a été programmée pour maintenir a 85 °C
pendant 0,5 mn, pour s'élever a 195 °C et maintenir pendant 15 mn aprés la rampe a
40 °C / mn et de tenir a 215 °C pendant 0,75 mn apres rampe a 2 °C / mn. La
température de l'injecteur est passé de 150 a 250 °C a 200 °C / mn. Le détecteur a
ionisation de flamme a été maintenu a 260 °C tout au long de l'analyse. L'ester de
méthyle (15: 0) a été utilisé comme étalon interne. L'identification des différents AG a
été realisee par comparaison des temps de rétention relatifs a celles des normes
commerciales.

2.8.3. Extraction et dosage des acides nucléiques

Les échantillons (gonades individuelles) sont conservés dans 500 pl d’eau
distillée additionnée a 2 ul de phénylméthylsilfonyfluoride (PMSF; 45 mg / 1ml
éthanol), puis stockés au congélateur a -20° C. Les principales étapes de I'extraction
(Shibko et al., 1966), puis du dosage de I'ARN (Burton, 1956) et ADN (Schneider,
1957) sont résumeées dans la figure 20.
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Broyage des gonades
[1 ml de saccharose (0,25 M) + la soude NaOH (0,006 N)]

L’homogénat (0,625 ml) + 0,125 ml Acide perchlorique (PCA) (6,97 M)

Centrifugation

/ (4000 tours / mn, 15 mn) \

Culot (1) +1.25 ml (PCA 0,5 M) Surnageant (1)

Centrifugation (4000 tours / mn, 15 mn). \

Culot (2) +2,25 ml NaOH (0,3 N) Surnageant (2) » Fraction soluble
Incubation (37 °C, 60 mn)

} 0,250 ml PCA (6,97 M)
Refroidir (0 °C, 10 mn).

Centrifugation (4000 tours / mn, 15 mn)

I .

Culot (3) +1,25 ml PCA (0,5 M) Surnageant (3)

i_ _ ARN
Centrifugation (4000 tours / mn, 15 mn + Burton (1956)
Culot (4) +1 ml de PCA (0,15 M) Surnageant (4)

Incubation (90 °C, 20 mn)
¢ 0,625 ml PCA (0,97 M)
Refroidir (0 °C, 10 mn).

Centrifugation (4000 tours / mn, 15 mn) \

Culot (5) +1,25 ml de PCA (0,15 M) Surnageant (5) ADN
Schneider (1957)

Centrifugation (4000 tours / min, 15 min) \ +

'

Culot (6) Surnageant (6)

Figure 20. Principales étapes d’extraction des acides nucléiques: ADN, ARN selon
Shibko et al. (1966).
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2.8.3.1. Dosage de I’ARN

L’ARN a été quantifié selon la méthode de Burton (1956) basé sur la réaction
de Bial (1902) qui utilise 1’orcinol comme réactif (0,5 g de FeCls, 1,5 ml d’orcinol et
100 ul d’HCI1 37 %) pour la détection des riboses, et une solution mére (1 mg/mi
d’eau distillée) de levure de boulangerie comme standard. Aprés agitation, les tubes
sont chauffés au bain marie & 90 °C pendant 10 mn. Il se forme une coloration bleu
clair. Le dosage de I’ARN a été effectué sur des fractions aliquotes 100 pl des extraits
biologiques des gonades. Les absorbances sont lues a une longueur d’onde de 660 nm
(Tableau 6, Fig. 21).

Tableau 6. Dosage de I’ARN: Réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5
ARN standard (pl) 0 20 40 60 80
Eau distillée (ul) 1,5 1,48 1,46 1,44 1,46
Orcinol (ml) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5

0,16 A
014 Y =0,00138 X —0,00371 R*=97,7% .
0,12
g 0,10 A °
fg 0,08
_2 0,06
0,04 L4
0,02 A >
0,00 T T T T T
0 20 40 60 80 100
Quantité d'ARN (ug)

Figure 21. Dosage de I’ARN: droite de régression exprimant 1’absorbance en
fonction de la quantité¢ d’ARN (ng) (R? ceefficient de détermination).

2.8.3.2. Dosage de ’ADN

L’ADN a été quantifié selon la méthode de Scheneider (1957) qui utilise le
diphénylamine comme réactif (1 g de diphénylamine, 100 ml d’acide acétique glacial,
2,75 ml d’acide sulfurique) et une solution mere de thymus de veau comme standard
(2 mg/ml d’eau distillée). L’essai est basé sur la réaction entre la diphénylamine et le
désoxyribose. Aprés chauffage au bain marie pendant 20 mn a 90 °C, il se développe
alors une coloration rosatre. Le dosage de I’ADN est effectué sur des fractions
aliquotes (100 pl) des extraits biologiques des gonades, auquel est additionné 1 ml de
réactif de diphénylamine. Les absorbances sont été lues dans un spectrophotomeétre
(WPA) a une longueur d’onde de 602 nm contre un blanc de gamme (Tableau 7, Fig.
22).
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Tableau 7. Dosage de I’ADN: Réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5
ADN standard (pl) 0 20 40 60 80
Eau distillée (ul) 500 480 460 440 420
Diphénylamine (ml) 1 1 1 1 1
0,16
Y =0,00155 X - 0,001552 R* =99,8 %

0,14

0,12 A
0,10

0,08 A

Absorbances

0,06
0,04

0,02

0,00 T T T T T
0 20 40 60 80 100

Quantité d’ADN (ug)

Figure 22. Dosage de I’ADN: droite de régression exprimant 1’absorbance en
fonction de la quantité¢ d’ADN (ng) (R? ceefficient de détermination).

2.9. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés par la moyenne arithmétique plus au
moins 1’écart type (m + SD). Les analyses statistiques ont été réalisées grace aux
logiciels; GraphPad software (version 7.00, La Jolla California, USA), et MINITAB
(version 16, Penn State College, PA, USA). L’homogénéité des variances est
confirmée préalablement par les tests de Bartlett et de Brown-Forsythe. Dans le cas de
non égalité des variances, une normalisation des données est alors effectuée
(Dagnelie, 1998).

Les résultats obtenus ont subis différents tests statistique: régression linéaire
pour la détermination des différentes droites de régression, ’analyse de la variance
(ANOVA) a un, deux et trois critéres de classification. De plus, le test HSD (Honest
Significative Différence) de Tukey nous permet de classer les différentes moyennes,
et de déterminer les différences entre les groupes étudiés.
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3. RESULTATS
3.1. TOXICITE AIGUE DU CADMIUM Chez D. trunculus

3.1.1. Toxicité en période de repos sexuel
3.1.1.1. Apres 24h d’exposition

Le Cd a été appliqué a differentes concentrations (5, 7,6 et 10 mg/L) dans 1’eau de mer
d’aquariums contenant 100 individus de Donax trunculus en période de repos sexuel (sexe
confondu). Le taux de mortalités observés est de 1,00 + 1,00 % chez les témoins, 5,33 + 0,57
% chez les traités avec la concentration 5 mg/L, 10,00 + 1,00 % chez les traités avec la
concentration 7,6 mg/L, et de 14,66 + 1,15 % chez les traités avec la concentration la plus
élevée (10 mg/L). Les mortalités corrigées par la formule d’Abbott (1925) montrent 1’effet
réel du traitement, elles varient de 4,37 £ 0,54 avec la faible concentration (5 mg/L) a 13,79 £
1,96 avec la concentration la plus élevée (10 mg/L). Aprés transformation angulaire de la
mortalité corrigée, I’analyse de la variance a un critere de classification (concentration) révéle
un effet hautement significatif (p= 0,001). Le classement par le test de Tukey des
concentrations testées révéle trois groupes: le groupe A renferme la concentration 5 mg/L, le
groupe B la concentration 7,6 mg/L, et enfin le groupe C la concentration 10 mg/L (Tableau
8).

L’équation de la droite de regression exprimant le probit des pourcentages de mortalité
corrigée en fonction du logarithme décimal (Log) des concentrations indique une liaison
positive trés forte (coefficient de détermination R* = 97,50 %) entre les deux variables. A
partir de la droite de regression, les concentrations sublétales 10 (CLp) et 25 (CLys) ainsi que
les concentrations létales 50 (CLsg) et 90 (CLgo) avec leurs intervalles de confiance (IC) sont
calculées (Tableau 12, Fig. 23).

Tableau 8. Toxicité du cadmium (mg/L) a I'égard de D. trunculus en période de repos sexuel,
et aprés 24h d'exposition: classement des concentrations (mzs; n= 3 répétitions comportant
chacune 100 individus).

Concentrations Mortalités Mortalités Classement
(mg/L) corrigées transformées
5 4,37 +0,54 11,80 + 0,45 A
7,6 9,08 + 0,97 17,44 + 1,00 B
10 13,79 + 1,96 2166 +1,71

3.1.1.2. Apreés 48h d’exposition

Aprés 48h du traitement avec le Cd, le pourcentage de mortalité observé chez les témoins
reste stable (1,00 £ 1,00 %), mais il a augmenté chez les series traités avec les concentrations
5, 7,6 et 10 mg/L (14,33 = 1,52 %, 25,00 £+ 4,00 % et 39,66 = 2,51% respectivement). Les
mortalités corrigées varient de 13,45 + 2,40 pour la faible concentration (5 mg/L) a 39,04 +
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2,96 pour la concentration élevée (10 mg/L). L’analyse statistique des données transformées
révele un effet concentration tres hautement significatif (p= 0,001). Le test de Tukey permet
de distinguer trois groupes, chaque groupe correspond a une des concentrations testées
(Tableau 9).

L'analyse des probits indique une liaison positive tres forte (R* = 96,3 %). Les
concentrations sublétales et létales ont été estimées (Tableau 12, Fig. 23).

Tableau 9. Toxicité du cadmium (mg/L) a I'égard de D. trunculus en période de repos sexuel,
et apres 48h d'exposition: classement des concentrations (mzs; n= 3 répétitions comportant
chacune 100 individus).

Concentrations Mortalités Mortalités Classement
(mg/L) corrigées transformeées
5 13,45 + 2,40 21,36 £ 2,11 A
7,6 24,25 + 3,73 29,29 +2 44 B
10 39,04 + 2,96 38,44 + 1,90 C

3.1.1.3. Apres 72h d’exposition

Au bout du troisiéme jour de I’expérience, le cumul des mortalités observeées, est de
1,66 £ 0,57 % chez les témoins, 25,66 + 1,52 % chez les bivalves exposés a la concentration 5
mg/L, 41,33 + 3,05 % pour le groupe expose a la concentration 7,6 mg/L et 52,66 + 1,52 %
pour celui exposé a la concentration 10 mg/L. Les mortalités observées sont corrigées.
L’analyse statistique des données transformées révéle un effet concentration trés hautement
significatif (p= 0,001). Le classement des concentrations testées montre trois groupes: le
groupe A concerne la concentration 5 mg/L, le groupe B concerne la concentration 7,6 mg/L,
et le groupe C concerne la concentration 10 mg/L (Tableau 10). Le coefficient de
détermination (R® = 99,9 %), révéle une liaison positive trés forte entre les probits des
mortalités (corrigées) et les concentrations testées (Log). Les concentrations sublétales 10
(CLyo) et 25 (CLys) et les concentrations létales 50 (CLsg) et 90 (CLgo) avec leurs intervalles
de confiance (IC) sont indiquées ci-dessous (Tableau 12, Fig. 23).

Tableau 10. Toxicité du cadmium (mg/L) a I'égard de D. trunculus en période de repos
sexuel, et apres 72h d'exposition: classement des concentrations (mzs; n= 3 répétitions
comportant chacune 100 individus).

Concentrations Mortalités Mortalités Classement
(mg/L) corrigées transformées
5 2493 +191 2932+1,34 A
7,6 40,32 + 3,37 39,02 + 2,06 B
10 51,86 + 1,63 45,95 + 0,87

3.1.1.4. Apreés 96h d’exposition

32



Résultats

Au dernier jour de I’expérience, le totale des mortalités observées est de 2,00 = 1,00 %
chez les témoins, alors que chez les traités aux différentes concentrations du Cd 5, 7,6 et 10
mg/L, il est de ’ordre de 33,66 + 1,52 %, 49,66 * 2,08 % et 59,66 + 1,52 % respectivement.
Les mortalités observées sont corrigées; elles varient de 32,30 £ 1,88 pour la concentration la
plus faible (5 mg/L) a 58,83 + 1,87 pour la concentration la plus élevée (10 mg/L).
L’ANOVA indique un effet concentration trés hautement significatif (p= 0,001). Les
concentrations testées se répartissent en trois groupes (Tableau 11). L'analyse des probits
démontre une importante relation entre le probit et logarithme décimal des concentrations (R?
= 100 %). Les concentrations létales estimées sont indiquées ci-dessous (Tableau 12, Fig.
23).

Les données sur les mortalités transformées obtenues en période de repos sexuel sont
soumises a une ANOVA a 2 critéres de classification (concentration, temps) qui révéle un
effet concentrations (F,, 4= 261,53; p= 0,001), un effet temps (F4, 44= 1332,48; p= 0,001) et
une interaction concentration x temps (Fg, 42= 19,90; p= 0,001).

Tableau 11. Toxicité du cadmium (mg/L) a I'égard de D. trunculus en période de repos
sexuel, et apres 96h d'exposition: classement des concentrations (mzs; n= 3 répétitions
comportant chacune 100 individus).

Concentrations Mortalités Mortalités Classement
(mg/L) corrigées transformées
5 32,30+ 1,88 34,23 +1,27 A
7,6 48,63 + 2,06 43,91 +1,43 B
10 58,83 +1,87 49,80 + 1,20 C

33



Résultats

Tableau 12. Toxicité du cadmium (mg/L) apres une exposition de 24h, 48h, 72h et 96h chez D. trunculus en période de repos sexuel:
concentrations sublétales et sulétales (IC: intervalle de confiance).

Traitement

Temps d’exposition (Heures)

24h 48h 72h 96h
Droite de régréssion | Y = 1,86 X + 1,92 Y=236X+205 |Y=232X+272 |Y=220X+3,03
Slope 3,42 2,39 2,68 2,83
CLy (IC) 9,16 (6,54-12,82) 4,27 (3,30-5,42) 2,72 (2,03-3,49) 2,03 (1,52-2,69)
CLys(IC) 19,51 (13,93-27,31) 7,29 (5,74-9,25) 4,89 (3,73-6,40) 3,85 (2,89-5,12)
CLs (IC) 45,28 (32,34-63,39) 13,23 (10,41-16,80) | 9,61 (7,33-12,58) 7,86 (5,90-10,45)
CLg (IC) 220,84 (157,74-309,17) | 40,58 (31,95-51,53) | 34,23 (26,19-44,84) | 30,01 (22,56-39,91)

Probits
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- 96h

24h

72h
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Log concentrations

24h: R? = 97,50 %
48h: R? = 96,30 %
72h: R? = 99,90 %

96h: R? = 100 %

Figure 23. Toxicité du cadmium (mg/L) aprés 24h, 48h, 72h et 96h d’exposition de D. trunculus en période de repos sexuel: Analyse des

probits.
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3.1.2. Toxicité en période d’activité sexuelle
3.1.2.1. Chez les méles
3.1.2.1.1. Apres 24h d’exposition

Le sexe peut étre identifié macroscopiquement en période de reproduction. Le Cd a été
administré aux mémes concentrations 5, 7,6 et 10 mg/L dans I’cau de mer d’aquariums
contenant 100 méales de D. trunculus en période de reproduction. Apres 24h d’exposition, le
taux de mortalités observes est de 1,00 £ 1,00 % chez les témoins, 8,00 + 2,64 % chez les
traités avec la concentration 5 mg/L, 18 + 4,35 % chez les traités avec la concentration 7,6
mg/L et 34,66 + 2,30 % chez les traités avec la concentration 10 mg/L. Apreés transformation
angulaire de la mortalité corrigée, I’analyse de la variance a un critere de classification
(concentration) révele un effet hautement significatif (p= 0,001). L’analyse statistique des
concentrations testées permet de les classer en trois groupes distincts: le groupe A renferme la
concentration 5, le groupe B la concentration 7,6 mg/L, et le groupe C la concentration 10
mg/L (Tableau 13).

L’équation de la droite de regression révele une liaison positive trés forte (coefficient de
détermination R? = 96,10 %). Les concentrations sublétales 10 (CLyo) et 25 (CLys) ainsi que
les concentrations létales 50 (CLso) et 90 (CLgo) avec leurs intervalles de confiance (IC) sont
rapportées dans le tableau 17 et la figure 24.

Tableau 13. Toxicité du cadmium (mg/L) a I'égard des males de D. trunculus en période de
reproduction et apres 24h d'exposition: classement des concentrations (mzs; n= 3 répétitions
comportant chacune 100 individus).

Concentrations Mortalités Mortalités Classement
(mg/L) corrigées transformées
5 7,07 £ 2,06 15,24 + 2,27 A
7.6 17,18 + 3,78 2427 +271 B
10 34,01 +1,77 36,06 + 1,39

3.1.2.1.2. Apreés 48h d’exposition

Chez les témoins, le pourcentage de mortalité observée aprés 48h est de 1,33 + 1,52
% contre 23,33 + 4,16 % pour le groupe traité avec la concentration 5 mg/L, 34,00 + 2,00 %
pour le groupe traité avec la concentration 7,6 mg/L, et 59,33 £ 2,51 % pour le groupe exposé
a la concentration 10 mg/L. Les mortalités corrigées varient entre 22,32 + 3,04 et 58,80 +
1,91. L’ANOVA appliquée sur les mortalités transformées révele un effet concentration tres
hautement significatif (p= 0,001). Le test HSD de Tukey a permis le classement des
différentes concentrations en trois groupes (Tableau 14). Une liaison positive trés forte entre
le probit et le logarithme décimal des concentrations est enregistrée (R?> = 80,20 %). Les
concentrations sublétales 10 (CL1o) et 25 (CL2s) et les concentrations létales 50 (CLso) et 90
(CLgo) avec leurs intervalles de confiance (IC) sont exprimées (Tableau 17, Fig. 24).
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Tableau 14. Toxicité du cadmium (mg/L) a I'égard des males de D. trunculus en période de
reproduction, et apres 48h d'exposition: classement des concentrations (mzs; n= 3 répétitions
comportant chacune 100 individus).

Concentrations Mortalités Mortalités Classement
(mg/L) corrigées transformées
5 22,32+ 3,04 27,94 +£1,81 A
7,6 33,11 +1,02 34,39 + 0,69 B
10 58,80 + 1,91 49,79 + 0,89

3.1.2.1.3. Aprés 72h d’exposition

A 72h de I’expérimentation, le taux de mortalité observé chez les témoins males est de
1,33 £ 1,52 %, tandis que chez les bivalves exposés aux concentrations 5, 7,6 et 10 mg/L du
Cd, il est de I’ordre de 35,33 + 4,50 %, 46,33 = 3,51 % et 74,66 * 4,16 % respectivement. Les
mortalités corrigées varient entre 34,49 + 3,57 et 74,35 + 3,85. L’ANOVA révéle un effet
concentration tres hautement significatif (p= 0,001). Le test statistique Tukey appliqué afin de
classer les concentrations testées donne trois groupes: le groupe A (la concentration 5 mg/L),
le groupe B (la concentration 7,6 mg/L), et le groupe C (la concentration 10 mg/L) (Tableau
15). Le coefficient de détermination R? est de ’ordre de 73,20 %. Les concentrations
sublétales et létales avec leurs intervalles de confiance (IC) sont exprimées (Tableau 17, Fig.
24).

Tableau 15. Toxicité du cadmium (mg/L) a I'égard des males de D. trunculus en période de
reproduction, et apres 72h d'exposition: classement des concentrations (mzs; n= 3
répétitions comportant chacune 100 individus).

Concentrations Mortalités Mortalités Classement
(mg/L) corrigées transformées
5 34,49 + 3,57 35,85+2,12 A
7,6 45,63 +2,73 42,32 +1,44 B
10 74,35 + 3,85 59,37 +2,33

3.1.2.1.4. Aprés 96h d’exposition

Au terme de I'exposition (96h), le pourcentage cumulé des mortalités observées chez
les témoins méles est de 2,66 + 2,08 %, 63,00 £ 2,00 % chez les méles traités avec la
concentration 5 mg/L, 77,33 = 2,08 % chez les males traités avec la concentration 7,6 mg/L,
et le maximum est enregistré chez les males exposés a la concentration 10 mg/L avec 86,66 +
2,51 %. Apres transformations des mortalites corrigées, I’ANOVA a un critere de
classification révele un effet concentration tres hautement significatif (p= 0,001). Le test de
Tukey qui permet de classer les concentrations testées rapporte trois groupes: le groupe A

36



Résultats

pour la concentration 5 mg/L, le groupe B pour la concentration 7,6 mg/L, et le groupe C pour
la concentration 10 mg/L (Tableau 16).

Le coefficient de détermination (R2= 97,70 %); révéle une liaison positive tres forte entre
le probit et le logarithme décimal des concentrations. La CL, la CLs, CLsg, et la CLgyy avec
leurs intervalles de confiance (IC) sont calculées (Tableau 17, Fig. 24).

Tableau 16. Toxicité du cadmium (mg/L) a I'égard des males de D. trunculus en période de
reproduction, et apres 96h d'exposition: classement des concentrations (mzs; n= 3 répétitions
comportant chacune 100 individus).

Concentrations Mortalités Mortalités Classement
(mg/L) corrigées transformées
5 61,97 +2,42 51,75+1,23 A
7.6 76,37 +£2,21 60,45 + 1,53 B
10 86,32 +2,34 66,44 + 1,37
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Tableau 17. Toxicité du cadmium (mg/L) aprés une exposition de 24h, 48h, 72h et 96h chez les males de D. trunculus en période de

reproduction: déterminatin de la CL o, CLs, CLso, CLgo (IC: intervalle de confiance).

Traitement

Temps d’exposition (Heures)

24h 48h 72h 96h
Droite de régréssion | Y =336 X+1,17 Y =3,06X +2,05 Y =3,25X + 2,26 Y =251 X +3,55
Slope 1,97 2,11 2,02 2,49
CLy (1C) 5,70 (4,75-6,84) 3,48 (2,85-4,24) 2,79 (2,30-3,37) 1,15 (0,89-1,47)
CLos(IC) 8,65 (7,20-10,38) 5,51 (4,51-6,72) 4,30 (3,55-5,20) 2,02 (1,57-2,58)
CLs (1C) 13,80 (11,50-16,56) 9,20 (7,54-11,22) 6,96 (5,75-8,42) 3,78 (2,95-4,83)
ClLg (IC) 33,17 (27,64-39,80) 24,11 (19,76-29,41) | 17,25 (14,25-20,87) | 12,23 (9,55-15,65)

Probits

- 48h

- 96h

24h

72h

— e -
— =
o —a-
- T
A - — o m
L ————wm ___ =
e — - s———
- _ —————
0,70 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 1,00

Log concentrations

24h: R>=96,10 %
48h: R? = 80,20 %
72h: R? = 73,20 %

96h: R? = 97,70 %

Figure 24. Toxicité du cadmium (mg/L) aprés 24h, 48h, 72h et 96h d’exposition des males de D. trunculus en période de reproduction:

Analyse des probits.
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3.1.2.2. Chez les femelles
3.1.2.2.1. Apres 24h d’exposition

Les trois concentrations de cadmium 5, 7,6 et 10 mg/L sont egalement testées chez les
femelles de D. trunculus en période de reproduction, et appliquées dans I’eau de mer
d’aquariums contenant 100 échantillons pour chaque lots. Le taux de mortalité observe est de
0,66 * 1,15 % chez les témoins, 11,33 £ 3,51 % chez les traités avec la concentration 5 mg/L,
25,00 + 2,64 % chez les traités avec la concentration 7,6 mg/L et 44,66 + 3,51 % chez les
traités avec la concentration 10 mg/L. Les mortalités subissent une correction. L'analyse de la
variance révéle un effet concentration hautement significatif (p= 0,001), puis le test statistique
Tukey relatif au classement des concentrations testées révele trois catégories distinctes
correspondant chacun a une des concentrations testées (le groupe A, le groupe B, et le groupe
C) (Tableau 18).

Le coefficient de détermination issu de la droite de regression exprimant le probit des
pourcentages de mortalité corrigée en fonction du logarithme décimal est déterminé R® =
96,70 %. Les concentrations sublétales et létales ainsi que les parameétres de létalité sont
mentionnés dans le tableau 22 et la figure 25.

Tableau 18. Toxicité du cadmium (mg/L) a I'égard des femelles de D. trunculus en période
de reproduction et apres 24h d'exposition: classement des concentrations.

Concentrations Mortalités Mortalités Classement
(mg/L) corrigées transformées
5 10,75 + 2,63 18,97 £ 2,37 A
7,6 2450 + 2,18 29.32+1,17 B
10 4431 + 3,02 4155+ 1,52

3.1.2.2.2. Aprés 48h d’exposition

Les concentrations du cadmium testées ont provoquées chez les femelles en période de
reproduction apres une exposition de 48h, une mortalité observé de 1,33 £ 1,52 % chez les
témoins contre 32,66 + 5,05 % chez les traités avec la concentration 5 mg/L, 44,33 + 4,50 %
chez les traités avec la concentration 7,6 mg/L, et 67,33 £ 4,04 % chez les traités avec la
concentration 10 mg/L. L’analyse statistique des données révele un effet concentration
hautement significatif (p= 0,001). Le classement par le test de Tukey des concentrations
testées révéle trois catégories: le groupe A (la concentration 5 mg/L), le groupe B (la
concentration 7,6 mg/L), et enfin le groupe C (la concentration 10 mg/L) (Tableau 19). Les
parametres de létalité ont été déterminés (Tableau 22, Fig. 25).
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Tableau 19. Toxicité du cadmium (mg/L) a I'égard des femelles de D. trunculus en période
de reproduction et aprés 48h d'exposition: classement des concentrations (mts; n= 3
répétitions comportant chacune 100 individus).

Concentrations Mortalités Mortalités Classement
(mg/L) corrigées transformées
5 31,80 + 4,60 34,20 £ 2,81 A
7,6 43,61 + 3,71 41,09+ 1,92 B
10 66,90 + 3,85 52,75+ 2,47

3.1.2.2.3. Apres 72h d’exposition

Au bout de 72h d’exposition au cadmium, le pourcentage de mortalité observé chez les
femelles témoins est de 2,33 + 1,52 %, alors que chez les femelles traitées avec les
concentrations 5, 7,6 et 10 mg/L, il est de 41,00 £ 2,64 %, 61,33 = 2,00 %, 78,66 + 2,08 %,
respectivement. Les mortalités corrigées fluctuent entre 39,60 + 1,93 et 78,15 + 2,13.
L’ANOVA 1 des mortalités transformées révele un effet concentration trés hautement
significatif (p= 0,001). Le classement des concentrations testées donne également trois
groupes (Tableau 20). Les informations sur la toxicité sont résumées dans le tableau 22 et la
figure 25.

Tableau 20. Toxicité du cadmium (mg/L) I'égard des femelles de D. trunculus en période de
reproduction, et apres 72h d'exposition: classement des concentrations (mzs; n= 3 répétitions
comportant chacune 100 individus).

Concentrations Mortalités Mortalités Classement
(mg/L) corrigées transformées
5 39,60 +1,93 38,64 +£1,02 A
7,6 60,41 + 1,59 50,76 + 1,01 B
10 78,15+ 2,13 61,83+1,44 C

3.1.2.2.4. Aprés 96h d’exposition

Aprés 96h d’exposition des femelles au Cd, les résultats indique une mortalité observé
chez les témoins de 3,33 + 2,30 %, 76,00 + 2,64 % chez les individus exposés a la
concentration 5 mg/L, 84,66 + 2,51 % chez les individus exposés a la concentration 7,6 mg/L,
et 94,00 £ 2,00 % chez les individus exposes a la concentration 10 mg/L. Les taux corrigés
subissent une transformation angulaire, et font I’objet d’une ANOVA 1 suivis par le test de
Tukey dans le but de classer 1’effet des concentrations testées. Les résultats indique un effet
concentration trés hautement significatif (p= 0,001), et le classement des concentrations
révele trois groupes A, B et C, chaque groupe correspond a une des concentrations testées
(Tableau 21).
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Le coefficient de détermination (R2 = 85,10 %); révéle I’importance de la relation entre le
probit et le logarithme décimal des concentrations. Les concentrations létales et sublétales
sont rapportées dans le tableau 22 (Fig. 26).

Tableau 21. Toxicité du cadmium (mg/L) a I'égard des femelles de D. trunculus en période

de reproduction, et aprés 96h d'exposition: classement des concentrations (m#s; n= 3
répétitions comportant chacune 100 individus).

Concentrations Mortalités Mortalités Classement
(mg/L) corrigées transformées
5 75,19 + 2,18 59,79 + 1,38 A
7,6 84,16 + 2,31 66,20 + 1,94 B
10 93,81+ 1,95 74,76 £ 2,27
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Tableau 22. Toxicité du cadmium (mg/L) aprés une exposition de 24h, 48h, 72h et 96h chez les femelles de D. trunculus en période de
reproduction: déterminatin de la CL o, CLs, CLso, CLgo (IC: intervalle de confiance).

Traitement

Temps d’exposition (Heures)

24h 48h 72h 96h
Droite de régréssion | Y =349X+1.31 Y =282X+251 Y =3,30 X + 2,42 Y =2,68 X + 3,77
Slope 1,92 2,25 2,00 2,35
CLy (IC) 4,87 (4,09-5,79) 2,66 (2,12-3,32) 2,45 (2,02-2,96) 0,94 (0,74-1,18)
CL,s(1C) 7,28 (6,11-8,66) 4,38 (3,50-5,47) 3,76 (3,10-4,54) 1,60 (1,26-2,01)
ClLg (IC) 11,41 (9,58-13,57) 7,63 (6,10-9,53) 6,05 (5,00-7,32) 2,87 (2,77-3,61)
CLg (IC) 26,55 (22,31-31,59) 21,72 (17,37-27,15) | 14,78 (12,21-17,88) | 8,64 (6,85-10,88)

Probits

— -

e -
- 48h

- 96h

24h

72h

0,70 0,75

0,80

0,85 0,90

Log concentrations

0,95 1,00

24h: R? = 96,70%
48h: R? = 81,20%
72h: R? = 97,20%

96h: R? = 85,10%

Figure 25. Toxicité du cadmium (mg/L) apres 24h, 48h, 72h et 96h d’exposition des femelles de D. trunculus en période de reproduction:

Analyse des probits.
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3.1.2.3. Comparaison des résultats entre sexe et période a la fin des tests (96h)

En période de reproduction, I’effet sexe (F1 go= 165; p=0,001) est indiqué par
I’ANOVA a 3 critéeres de classification (concentration, temps et sexe) des mortalités
transformées (96h). De plus, la présence d'un effet concentration (F, go= 738,04; p= 0,001), et
un effet temps (F4, 0= 3884,52; p=0,001) est signalée.

Afin de mettre en évidence I’effet période éventuel, une ANOVA a 3 critéres de
classification (période, concentration, et temps) est réalisée sur les mortalités transformées.
Les resultats indiquent un effet période (F1, 134= 398,69; p= 0,001), une interaction temps X
période (F2, 134= 39,76; p= 0,001) et une interaction concentration x periode (F;, 134= 7,22; p=
0,001).

3.2. EFFET SUBLETAL DU CADMIUM SUR LES BIOMARQUEURS

Les variations des teneurs en protéines carbonylées (PCs) et métallothionéines (MTs)
ont été déterminées dans les gonades de D. trunculus en période de repos et de reproduction,
apres traitement aux deux concentrations sublétales du Cd (CLyo et CLys).

3.2.1. Effet chez D. trunculus en période de repos sexuel durant 1’exposition
aigUe et la dépuration

3.2.1.1. Variation des taux de protéines carbonylées

La mesure des protéines carbonylées a été réalisée chez les individus de D. trunculus
durant la phase d’exposition au cadmium et de dépuration (0, 48, 96h).

L’analyse de la variance (ANOVA) a 3 critéres de classifications (traitement, temps et
phase) des taux de PCs en période de repos sexuel révéle un effet traitement (F,, ;1= 157,68;
p=0,001), temps (F», 71= 9,37; p= 0,001), et phase (F, 7:= 7,43; p=0,009).

Au cours de la phase d'exposition, les individus traités avec les deux concentrations
sublétales du Cd (CLyg et CLys) présentent une induction marquée des taux de PCs par rapport
aux témoins. En effet, nos résultats démontrent une augmentation tres hautement significative
a 48h et a 96h (p<0,001) avec les deux concentrations testées. Les pourcentages d’induction
les plus importants sont enregistrés chez les traités avec la CLs, a 48h (135,76 %) et a 96h
(134,54 %). En ce qui concerne la dépuration, on remarque que les taux de PCs n'ont pas été
restaurés chez I’ensemble des séries traités au Cd (CLg et CLys; p<0,001) apres 48h, et 96h
(CL10; p<0,001 et CLs; p<0,05) du temps de dépuration (Tableau 23).

3.2.1.2. Variation des taux de métallothionéines

Les taux de metallothionéines ont été déterminés au niveau des gonades de D. trunculus
en peériode de repos sexuel et ceci au cours des deux phases.

L’ANOVA a 3 criteres de classifications (traitement, temps et phase) des taux de MTs
des bivalves en période de repos sexuel indique un effet traitement (F,, ;7= 61,01; p= 0,001),
temps (F;, n=17,47; p= 0,001), et phase (F1, 1= 22,21; p= 0,001).
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Durant la phase d'exposition, les individus traités affichent une augmentation
importante des taux de MTs dés 48h d’exposition. Le pourcentage d’induction le plus faible
est enregistré chez les traités avec la CL, a 48h avec un taux de 31,00 % (p<0,05), et le plus
important chez les traités avec la CL,s a 96h avec un taux de 84,17 % (p<0,001). Pendant la
phase de restauration, on remarque que les valeurs normales de MTs ont été rétablies des
48h chez les deux séries traités (CLyo et CLs). Il n'y a pas de différences significatives
(p>0,05) entre séries témoins et traitées (Tableau 24).
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Tableau 23. Taux de protéines carbonylées (nmol/mg de protéines) au niveau des gonades de D. trunculus en période de repos sexuel durant la phase
d’exposition et de dépuration (m = SD, n=4).

Période d’exposition (heures) Période de dépuration (heures)
Traitement
0 48 96 0 48 96
Témoins 1,75+£0,20 a 151+0,28a 1,65+0,32 a 1,65+0,32 a 159+0,36 a 1,42 +0,35a
A A A A A A
CLyo 1,75+0,20 a 3,14+£0,30b 3,43+0,52h 3,43+0,52a 353+0,37a 2,45+041Db
A B B B B B
CLys 1,75+0,20 a 3,56+0,28b 3,87+0,22b 3,87+0,22b 3,41+0,35ab 3,056+043b
A B B B B B

Tableau 24. Taux de métallothionéines (ug/mg de protéines) au niveau des gonades de D. trunculus en période de repos sexuel durant la phase d’exposition
et de dépuration (m = SD, n=4).

Traitement Période d’exposition (heures) Période de dépuration (heures)
0 48 96 0 48 96
Témoins 4,63 +0,31a 4,16 +0,45 a 4,36 +0,51 a 4,36 £0,51 a 3,74+£0,32a 4,23+0,61a
A A A A A A
CLy 4,63 +0,31a 545+0,32b 721+061b 721+061a 4,46 £0,66 b 4,06+0,31hb
A B B B A A
CLys 4,63+0,31a 6,32+ 0,67b 8,03+0,58¢ 8,03+0,58 a 4,18+0,68 b 3,84+£0,63Db
A B B B A A

- Les moyennes d’'un méme traitement suivies d’une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps d’exposition,
tandis que les moyennes d’'un méme temps d’exposition suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les
traitements.
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3.2.2. Effet chez les males et les femelles de D. trunculus en période d’activité
sexuelle durant I’exposition aigiie et la dépuration

3.2.2.1. Variation des taux de protéines carbonylées

Le contenu des gonades en protéines carbonylées est évalué au cours de la phase
d’exposition (CLjyo et CL25-96h) et de dépuration toute les 48h pour chaque sexe séparément.

Chez les males, ’TANOVA a trois critéres de classification (traitement, temps et
phase) des taux de PCs démontre un effet traitement (F,, 1= 28,54; p= 0,001), une interaction
temps x phase (F;, 71= 14,64; p= 0,001), et traitement x temps x phase (F4 71= 6,00; p= 0,001).
En phase d’exposition, les males traités présentent une induction tres importante des taux de
PCs par rapport aux témoins dés 48h du traitement (CL1o; p<0,05 et CLys; p<0,001), avec un
effet concentration (p<0,05), et ou I’induction maximale des taux de PCs (120,20 %) est
enregistrée chez les traités avec la CLys. De plus, une différence dans les valeurs de PCs en
fonction de la concentration du Cd est enregistrée a 48h. Apres 96h on observe une
augmentation trés significative (p<0,01) uniquement chez les traités avec la CLys (114,79 %).
Les résultats de I’expérimentation de dépuration, montre qu’il n’existe pas de différences
significatives (p>0,05) entre les témoins et les traités avec la CLjo et la CLys a partir de 48h,
ce qui montre un excellent systeme de détoxication chez les males (Tableau 25).

Chez les femelles, I’ANOVA 3 des concentrations de PCs révele un effet traitement (F,,
71= 39,69; p= 0,001) et une interaction temps x phase (F,, ;2= 18,09; p= 0,001), ainsi qu’un
effet phase (F,, 71= 4,42; p= 0,017). L’exposition des femelles au Cd entraine une
augmentation trés significative (p<0,01) des taux de PCs aprés 48h uniquement avec la
concentration la plus forte (CLys). En effet, un effet traitement est révélé par 1’analyse
statistique (p<0,001). Par contre, a 96h une induction significative est observée chez les
individus traités avec les deux concentrations testées (CLio: p<0,01) et la CLys: p<0,001)
comparativement aux témoins. C’est a la fin de I’expérimentation (96h) que le I’induction
maximale des PCs est enregistrée chez la série exposé a la CLys avec un pourcentage de
104,91 %. Durant la phase de dépuration, on remarque qu’il y’a un retour rapide chez les
traités avec la concentration la plus faible (CLjo) a des valeurs comparables a celle des
témoins dés 48h, alors que les traités avec la CL,s nécessite plus de temps (96h) pour restaurer
leurs contenus en PCs (Tableau 26).
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Tableau 25. Taux de protéines carbonylées (nmol/mg de protéines) au niveau des gonades des adultes males de D. trunculus durant la période
d’exposition et de restauration (m £ SD, n=4).

Traitement Période d’exposition (heures) Période de dépuration (heures)

0 48 96 0 48 96
2,01+0,71a 1,93+0,56 a 2,23+0,78 a 2,23+0,78 a 2,56+0,95a 2,73+0,92 a

Témoins A A A A A A
CLy 201+£0,71a 3,03+0,66 ab 351+0,67hb 3,51+£0,67 a 3,02£091a 2,60+0,61a

A B AB AB A A
CLs 2,01+£0,71a 425+041b 4,790,520 479+£0,52a 3,77 £0,62 ab 3,26 0,60 b

A C B B A A

Tableau 26. Taux de protéines carbonylées (nmol/mg de protéines) au niveau des gonades des adultes femelles de D. trunculus durant la période
d’exposition et de restauration (m £ SD, n=4).

Période d’exposition (heures)
Traitement Période de dépuration (heures)

0 48 96 0 48 96
2,27+054 a 2,81+053a 2,44 £0,64 a 2,44 £0,64 a 2,70£0,62 a 2,64+0,96 a

Témoins A A A A A A
CLy 2,27+054 a 3,33+0,68 ab 4,24 +052b 4,24+052b 3,04+£0,62a 3,12+0,93a

A A B B AB A
CLys 2,27+0,54 a 514+0,66Db 500+0,70 b 500+0,70 b 4,19+0,89 a 4,44 +£0,93 a

A B B B B A

- Les moyennes d’un méme traitement suivies d’une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps d’exposition,

tandis que les moyennes d’un méme temps d’exposition suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les
traitements.
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3.2.2.2. Variation des taux de métallothionéines

Le taux de métallothionéines (ug/mg de protéines) est analysé au niveau des gonades de
D. trunculus durant 1’exposition au Cd (CLjo et CLys-96h), et la dépuration (0, 48, et 96h)
pour les males et les femelles séparément.

Chez les males, PTANOVA réalisée sur les données obtenues démontre un effet
traitement (F,, ;1= 43,35; p= 0,001), et une interaction traitement x temps x phase (F4 71=
10,24; p= 0,001). En phase d’exposition, la comparaison témoins/traités permet de constater
qu’a 48h, le groupe exposé a la concentration la plus importante (CLs) est le seul a présenter
une induction significative des MTs (p<0,05; 61,70 %), alors qu’a 96h I’induction est plus
marquée et se manifeste pour les deux groupes des traités (CLo; p<0,01 avec un pourcentage
d’induction de 65,09 %, et CL,s; p<0,001 avec un pourcentage d’induction de 90,09 %). En
ce qui concerne la phase de dépuration, un retour a I’état initial est constaté a la fin de
I’expérimentation (96h) (Tableau 27).

Chez les femelles, L’ANOVA des valeurs de MTs chez les femelles de D. trunculus
montre un effet traitement (F,, 7;= 93,26; p= 0,001), temps (F,, 2= 34,71; p= 0,001) et phase
(F1, 7= 32,57; p= 0,001), et une interaction traitement x temps x phase (Fs 7= 4,06; p=
0,006). Durant I’exposition des femelles, une induction trés significative (p<0,01) est
remarquée a 48h avec les deux concentrations sublétales du Cd (CLjo et ClLys) en
comparaison avec les témoins. A 96h 1’induction est plus importante (p<0,001), elle est de
I’ordre de 47,61 % chez les individus traités avec la CLjo, et de 51,37 % chez le groupe
exposé a la CLys. En ce qui concerne la phase de dépuration, on constate 1’absence de
restauration chez 1’ensemble de séries traitées a 48 et 96h. Cependant, malgré la présence
d’une différence trés hautement significative (p<0,001) entre les traités et les témoins a 48h,
et trés significative (p<0,01) a 96h, on observe une légére diminution dans les valeurs de MTs
au cours du temps de dépuration (Tableau 28).
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Tableau 27. Taux de métallothionéines (ug/mg de protéines) au niveau des gonades des adultes méales de D. trunculus durant la période d’exposition et de
restauration (m £ SD, n=4).

Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)

0 48 96 0 48 96
3,48+0,71a 423+0,71a 4,24 £0,97 a 4,24 £0,97 a 3,57+0,46 a 3,68+0,67a

Témoins A A A A A A
CLy 3,48+0,71a 515+0,75b 7,00+0,88¢ 7,00£0,88 a 6,06 £ 0,94 ab 4,31+0,96 b

A AB B B B A
Clys 3,48+0,71a 6,84+1,47h 8,06+0,75b 8,06+0,75a 594 +0,46 b 4,17+0,78 c

A B B B B A

Tableau 28. Taux de métallothionéines (pg//mg de protéines) au niveau des gonades des adultes femelles de D. trunculus durant la période d’exposition et de
restauration (m £ SD, n=4).

Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)

0 48 96 0 48 96
2,15+0,50 a 397+0,34a 399+0/44a 3,99+0/44a 3,13+0,24 ab 2,81+0,70 b

Témoins A A A A A A
CLy 2,15+0,50 a 496+0,27b 589+0,33¢ 589+0,33a 520+0,52 ab 4,77+0,59 b

A B B B B B
CLys 2,15+0,50 a 507+0,29b 6,04 +0,32¢ 6,04 +0,32a 5,32+0,32 ab 454+054b

A B B B B B

- Les moyennes d’'un méme traitement suivies d’'une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps d’exposition,
tandis que les moyennes d’'un méme temps d’exposition suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les

traitements.
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3.2.3. Comparaison des resultats entre sexe et période

Pour les PCs, une ANOVA a 3 criteres de classifications (sexe, traitement, et
temps) est appliquée sur les taux de PCs, pour chacune des deux phases séparément.
L’effet sexe est révélé en phase d’exposition (F1, 71= 9,07; p= 0,004) et de dépuration
(F1, 1= 4,67; p= 0,035). De plus, durant la dépuration une interaction temps x sexe
(F2, 1= 4,12; p= 0,022), et une interaction traitement/sexe (F,, 71= 12,93; p= 0,001)
sont mise en évidence.

Dans D'optique de révéler I’effet du Cd en fonction de la période
(repos/reproduction), une ANOVA a 3 criteres de classifications (période, temps et
traitement) est réalisée sur les taux de PCs. Nos résultats indiquent un effet période
pour les deux phases; 1’exposition (Fy, 107= 26,72; p= 0,001) et la dépuration (Fy, 107=
21,75; p=0,001).

Pour les MTs, 'ANOVA a 3 critéres de classifications (sexe, traitement, et
temps) révéle en phase d’exposition, un effet sexe (F1 7= 42,79; p= 0,001) et une
interaction traitement x sexe (F», 1= 4,12; p= 0,022), tandis qu'en phase de dépuration,
elle indique un effet sexe (F1, 7= 15,01; p= 0,001), et des interactions temps x sexe
(F2, 71=4,41; p=0,017) et traitement x temps x sexe (F4 71= 3,13; p=0,022).

Enfin, I’effet du Cd en fonction de la période (repos/reproduction) est examiné
par une ANOVA 3. Elle révéle un effet période et une interaction temps x période
pour la phase d’exposition (Fi 107= 29,99; p= 0,001 et F,, 107= 7,96; p= 0,001
respectivement). Concernant la phase de dépuration, nos résultats indiquent 1’absence
de ’effet période (Fy, 107= 0,03; p= 0,852), la présence d’une interaction temps X
période trés hautement significative (F;, 107= 7,56; p= 0,001), et d’une interaction
traitement x temps x période (F4, 107= 2,85; p=0,028).
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33. EFFET SUBLETAL DU CADMIUM SUR LES
COMPOSANTS BIOCHIMIQUES DES GONADES DE D. trunculus

3.3.1. Effet sur les réserves énergétiques

Les variations des teneurs des réserves energétiques (glucides, lipides et protéines)
ont été mesurées chez les bivalves en période de repos et d’activité sexuelle, a I’issue du
traitement sublétales au Cd (CLyo et CLs) et la dépuration.

3.3.1.1. Effet en période de repos sexuel durant I’exposition aigiie et la
dépuration

3.3.1.1.1. Variation des taux de glucides

L’ANOVA a trois critéres de classification sur les données des taux de glucides,
révéle un effet traitement (F,, ;1= 37,62; p= 0,001) et un effet temps (F, 71= 3,90; p=
0,026), ainsi que des interactions temps x phase (F,, 2= 10,88; p= 0,001), et traitement x
temps x phase (F4, 71= 9,15; p=0,001).

Durant la phase d’exposition, 1’application du Cd se traduit par une baisse trés
significative a 48h (p< 0,01) avec la CLys et a 96h (p<0,001) avec les deux concentrations
sublétales (CLjp et CLys), et ce avec des effets concentrations (48h; p<0,05 et 96h;
p<0,001). En effet, a la fin de I’expérimentation le pourcentage de diminution des
glucides apres traitement avec la CLy est de 5,66 % (p<0,05), et avec la CLys de 11,16 %
(p<0,001). En phase de dépuration, la comparaison des moyennes des teneurs en
glucides montre qu’il n’existe pas de différences significatives (p> 0,05) entre les témoins
et les traités a partir de 48h, suggérant un potentiel de restauration rapide chez les D.
trunculus (Tableau 29).

3.3.1.1.2. Variation des taux de lipides

L’ANOVA 3 (traitement/temps/phase) sur les taux de lipides chez les individus
de D. trunculus révéle un effet traitement (F,, 71= 7,62; p= 0,001), temps (F2 1= 9,11; p=
0,001), phase (F1, 72= 40,71; p= 0,001) et une interaction temps x phase (F,, 71= 7,94; p=
0,001). Le tableau 30 ci-dessous représente la variation des taux de lipides obtenue au
cours des deux phases étudiées (exposition et dépuration).

Les résultats relatifs & la phase d’exposition révélent une baisse significative
(p<0,05) uniquement a la fin de I’exposition (96h) chez le groupe exposés a la CLys.
Dans ce cas, le pourcentage de diminution des taux de lipides est de 19,94 %. Lors de la
phase de restauration, on constate un retour a 1’état initial des taux de lipides; les valeurs
des lipides chez les traités sont significativement (p>0,05) comparables a celles des
témoins.

3.3.1.1.3. Variation des taux de protéines
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L’ANOVA 3 sur les données des taux de protéines mesurés en période de repos
sexuel, révele un effet traitement (F,, 1= 85,30; p= 0,001), temps (F,, 2= 8,16; p= 0,001),
phase (F1, 71= 38,77; p= 0,001) et une interaction traitement x phase (F2, 7:= 7,55; p=
0,001).

Durant la phase d’exposition, les résultats montrent que les teneurs en protéines
augmentent significativement chez 1’ensemble des traités en comparaison avec les
témoins. Apres 96h d’exposition au Cd, le taux de protéines a augmenté de 34,12 % chez
le groupe exposé a la CLg, et de 24,87 % chez le groupe exposé a la CLs (p<0,001 dans
les deux cas). A la fin de la phase de dépuration (96h), une augmentation trés
significative (p<0,01) est observée avec les deux concentrations testées par rapport aux
témoins (CLyo et CLys) (Tableau 31).
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Tableau 29. Taux de glucides (ug/mg de tissu) au niveau des gonades de D. trunculus en période de repos sexuel durant la phase d’exposition et de
dépuration (m = SD, n=4).

Traitement Période d’exposition (heures) Période de dépuration (heures)
0 48 96 0 48 96
Témoins 95,24 +234 a 93,44 +1,26 a 96,41+247 a 96,41 +247 a 94,69 £ 2,62 a 93,61+252a
A A A A A A
CLy 95,24 +234 a 93,91+1,82a 90,96 £ 2,34 a 90,96 £ 2,34 a 92,76 £ 2,25 a 91,03+ 1,77 a
A A B B A A
CLys 95,24 +234 a 87,43+1,89D 85,66+ 1,76 b 85,66 + 1,76 a 91,67 +2,88Db 90,13+ 2,92 ab
A B C B A A

Tableau 30. Taux de lipides (ug/mg de tissu) au niveau des gonades de D. trunculus en période de repos sexuel durant la phase d’exposition et de
dépuration (m = SD, n=4).

Traitement Période d’exposition (heures) Période de dépuration (heures)
0 48 96 0 48 96
Témoins 13,30+ 0,97 a 1421+1,13a 1259+1,11 a 1259+1,11 a 11,861,252 1226 +£1,90a
A A A A A A
CLy 13,30+ 0,97 ab 1523+131la 11,70+ 0,85b 11,70+ 0,85 a 10,89+ 1,14 a 9,94+2,08a
A A AB AB A A
ClLys 13,30+ 0,97 a 13,76 £0,91 a 10,08 +1,07b 10,08 £ 1,07 a 10,27 +1,13 a 10,75+ 1,96 a
A A B B A A

- Les moyennes d’un méme traitement suivies d’une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps d’exposition,
tandis que les moyennes d’un méme temps d’exposition suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les

traitements.
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Tableau 31. Taux de protéines (ug/mg de tissu) au niveau des gonades de D. trunculus en période de repos sexuel durant la phase d’exposition et de
dépuration (m = SD, n=4).

Traitement Période d’exposition (heures) Période de dépuration (heures)
0 48 96 0 48 96
Témoins 22,29+1,09 a 20,43+1,07 a 20,22 +1,07 a 20,22 +£1,07 a 2144 +139a 2199+1,38a
A A A A A A
CLy 22,29+ 1,09 a 2345+119a 27,12+1,38b 27,12+1,38 a 26,75+ 1,68 a 2763133 a
A B B B B B
CLys 22,29+1,09 a 23,81+ 1,60 ab 25,25+1,23b 25,25+1,23 a 27,86 £1,68 a 26,66 1,79 a
A B B B B B

- Les moyennes d’un méme traitement suivies d 'une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps d’exposition,
tandis que les moyennes d’un méme temps d’exposition suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les
traitements.
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3.3.1.2. Effet chez les males et les femelles de D. trunculus en période
d’activité sexuelle durant I’exposition aigle et la dépuration

3.3.1.2.1. Variation des taux de glucides

Le contenu en glucides est déterminé chaque 48h au niveau des gonades de D.
trunculus, durant la phase d’exposition aux deux concentrations sublétales du Cd (CLy et
CL25-96 h), et la phase de restauration (0, 48, 96h) pour les deux sexes separément.

Chez les males, ’ANOVA a trois critéres de classification (traitement, temps et
phase) révele des effets traitement et temps (F2, 71= 27,49; p= 0,001 et F, 7;= 9,48; p=
0,001 respectivement), et un effet phase (F1, 72= 9,56; p= 0,003).

Au cours de la phase d’exposition des males, et en comparaison avec les témoins,
le taux de glucides diminue significativement (p<0,05; 7,00 %) uniquement avec la
concentration la plus élevée (CLs) a 48h d’exposition. A la fin de I’expérience (96h), les
teneurs en glucides chutent de maniére trés significative (p<0,01; 7,79 %) avec la
concentration la plus faible (CLyo), et trés hautement significative (p<0,001; 10,58%) avec
la concentration la plus forte (CL,s). Concernant la phase de restauration, la comparaison
des moyennes des taux de glucides des males, montre qu’il Y a un retour a 1’état initial a
partir de 48h; en effet, il n’y a pas de différence significative entre les témoins et les
traités avec les deux concentrations du Cd (CLyo et CL,5-96h) (p>0,05) (Tableau 32).

Chez les femelles, ’ANOVA a 3 critéres de classifications (traitement, temps et
phase) des taux de glucides chez les individus femelles de D. trunculus révele un effet
traitement (F,, 7= 21,22; p= 0,001), une interaction temps x phase (F,, 71:= 52,00; p=
0,000), ainsi qu’une interaction traitement x temps x phase (F4, 7:= 5,01; p= 0,002).

L’application du Cd se traduit apres 48h d’exposition par une diminution significative
(p<0,05) chez les deux groupes des traités (CLyo et la CLys) par rapport aux témoins.
Apres 96h d’exposition on observe une diminution tres significative (p<0,01) de I'ordre 6
% chez les traités (CLjo et CLys). Au cours de la phase de dépuration, les femelles
restaurent rapidement leur taux initial de glucides dés 48h. En effet, on remarque que pour
I’ensemble des groupes traités avec les deux concentrations sublétales (CLjg et CL25-96
h), il n’y a pas de différence significatives (p>0,05) en comparaison avec les témoins
(Tableau 33).
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Tableau 32. Taux de glucides (ug/mg de tissu) au niveau des gonades des adultes males de D. trunculus durant la période d’exposition et de restauration

(m £ SD, n=4).
Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 48 96 0 48 96
67,02+ 1,56 a 66,03+ 1,78 a 64,70+ 1,85 a 64,70+ 1,85a 64,12+ 0,93 a 64,46 £ 1,82 a
Témoins A A A A A A
CLy 67,02+ 1,56 a 64,32+ 2,50 a 59,66 + 1,23 b 59,66 + 1,23 a 63,99+ 122b 63,30+ 0,86 b
A AB B B A A
Clys 67,02+ 156 a 61,41+186D 57,86+1,96 Db 57,86+ 1,96 a 63,54+ 0,87 b 62,78+ 155D
A B B B A A

Tableau 33. Taux de glucides (ug/mg de tissu) au niveau des gonades des adultes femelles de D. trunculus durant la période d’exposition et de restauration

(m % SD, n=4).
Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 48 96 0 48 96
74,64+ 1,26 a 7363+1,71a 7199+ 1,74 a 7199+ 174 a 72,14+151a 74,05+ 222 a
Témoins A A A A A A
CLy 74,64+ 1,26 a 69,91+1,87b 67,61+1,15b 6761x1,15a 73,12+1,48Db 72,49+1,13b
A B B B A A
CLyxs 74,64+ 1,26 a 69,68+ 157b 67,30+ 155hb 67,30+ 1,55 a 70,22 £ 1,55 ab 7155+275b
A B B B A A

- Les moyennes d’un méme traitement suivies d’une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps d’exposition,
tandis que les moyennes d’un méme temps d’exposition suivies d’'une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les

traitements.
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3.3.1.2.2. Variation des taux de lipides

Chez les males, ’ANOVA a trois critéres de classification (traitement, temps et phase) des
taux de lipides indique I’absence des effets traitement (F, ;1= 1,48; p= 0,238), et phase (F1 71=
2,10; p=0,153), et révéele un effet temps (F,, 71= 4,37; p= 0,017).

Au cours de la phase d’exposition et également durant la restauration, la comparaison des
moyennes des lipides des témoins avec les traités (CLjo et CLys) montre 1’absence de
différences significatives (p> 0,05) (Tableau 34).

Chez les femelles, I’ANOVA 3 révéle des effets traitement (F,, 2= 40,48; p=0,001), temps
(F2, 71= 23,00; p= 0,001) et phase (F1, 72= 58,56; p=0,001).

Le traitement induit uniquement aprés 96h d’exposition une diminution des taux de lipides,
elle est de maniére trés significative (p<0,01) chez la série exposée a la CL3, de 24,15 %, et tres
hautement significative (p<0,001) chez la série exposée a CL,s de 31,60 %. Lors de la phase de
dépuration, la diminution des taux de lipides persiste a la fin de I’expérimentation (96h;
p>0,05) (Tableau 35).
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Tableau 34. Taux de lipides (ug/mg de tissu) au niveau des gonades des adultes males de D. trunculus durant la période d’exposition et de restauration (m

+ SD, n=4).
Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 48 96 0 48 96
8,65+0,69 a 753+0,77 a 7,26+0,83 a 7,26+0,83 a 7,06 + 0,60 a 8,49+0,83 a
Témoins A A A A A A
CLy 8,65+0,69 a 7,29 £0,88 ab 6,66 £0,48 b 6,66 +0,48 a 7,79+081a 7,17+0,96 a
A A A A A A
Clys 8,65+0,69 a 6,88+ 0,56 b 7,07+0,59 b 7,07+£0,59 ab 6,59+0,84 a 8,26 +£0,88 b
A A A A A A

Tableau 35. Taux de lipides (ug/mg de tissu) au niveau des gonades des adultes femelles de D. trunculus durant la période d’exposition et de restauration (m

+ SD, n=4).
Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 48 96 0 48 96
9,25+0,50 a 8,01+£0,50 a 8,83+0,82 a 8,83+0,82a 7,71+0,88 a 8,16 +0,57 a
Témoins A A A A A A
CLy 9,25+0,50 a 797+0,79 a 6,61+0,63 b 6,61+0,63a 541+0,97a 6,13+0,98 a
A A B B B B
CLyxs 9,25+ 0,50 a 7,16+0,82 b 6,04+0,66 b 6,04 +0,66 b 513+0,70 a 6,47+ 0,84 a
A A B B B B

- Les moyennes d’un méme traitement suivies d’'une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps d’exposition,
tandis que les moyennes d’un méme temps d’exposition suivies d’'une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les

traitements.
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3.3.1.2.3. Variation des taux|de protéines ]

Chez les males, ’ANOVA a trois critéres de classification (traitement, temps et
phase) des taux de protéines gonadiques révele un effet traitement (F,, 71= 67,47; p=
0,001), temps (F2, 71= 16,25; p= 0,001) et phase (F;, 7:= 21,73; p=0,001).

Seule la CLys5 provoque une diminution trés hautement significative a 48h (15,41 %)
et a 96h (18,49 %) (p< 0,001) chez les méles comparativement aux témoins, et ce avec un
effet concentration (48h; p< 0,05 et 96h; p<0,01). En phase de dépuration, les taux de
protéines gonadiques ne sont pas restaurés, vu que la diminution notée avec la
concentration la plus forte (CLys) persiste a 48h (p<0,01) et a 96h (p<0,001), avec
également un effet concentration (48h; p<0,001et 96h; p<0,01) (Tableau 36).

Chez les femelles, ’ANOVA a 3 criteres de classifications (traitement, temps et
phase) des valeurs des protéines révele un effet traitement (F, ;1= 36,78; p= 0,001), temps
(F2, 72= 19,88; p= 0,001), phase (F1, 71= 14,43; p=0,001), et une interaction temps x phase
(F2, 1= 39,53; p= 0,001).

On constate a 48h une diminution trés significative (p<0,01) des teneurs en protéine
uniquement chez le lot exposé a la CLys (14,32 %), en comparaison avec les témoins. A
I’issu de I’expérimentation (96h), on note une diminution significative (p>0,05; 13,91 %)
chez le lot traité avec la concentration la plus faible (CLjg), et trés hautement significative
(p<0,001; 23,14%) chez le lot traité avec la concentration la plus importante (CLjs).
Concernant la phase de dépuration, on a remarqué un retour rapide (48h) a 1’état initial
des valeurs des protéines gonadiques (Tableau 37).
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Tableau 36. Taux de protéines (ug/mg de tissu) au niveau des gonades des adultes males de D. trunculus durant 1a période d’exposition et de restauration

(m + SD, n=4).
Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 48 96 0 48 96
18,51+ 1,06 a 1753+0,73 a 17,15+ 0,39 a 17,15+ 0,39 a 16,04+ 0,55b 17,84 £0,63 a
Témoins A A A A A A
CLy 18,51+1,06 a 16,52+0,87 b 16,12+0,89 b 16,12 +0,89 a 16,94 +0,70 a 17,26 £ 0,77 a
A A A A A A
Clys 18,51+ 1,06 a 14,83+0,20 b 1398+0,12 b 13,98+0,12 a 14,22+ 0,55 a 14,96 + 0,80 a
A B B B B B

Tableau 37. Taux de protéines (ug/mg de tissu) au niveau des gonades des adultes femelles de D. trunculus durant la période d’exposition et de restauration

(m £ SD, n=4).
Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 48 96 0 48 96
22,49+ 0,77 a 2194+£132 a 20,49+142 a 20,49+142 a 21,78+ 1,04 a 20,65+145a
Témoins A A A A A A
CLyo 22,49+ 0,77 a 20,140,552 b 1764+ 138¢c 17,64+ 138¢c 20,09+121a 1855+ 1,42 a
A AB B B A A
CLys 22,49+ 0,77 a 18,80+1,27 b 15,75+ 0,47¢c 15,75+ 0,47 c 1994+ 1,06 a 1784+1,90Db
A B B B A A

- Les moyennes d’un méme traitement suivies d’une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps d’exposition,
tandis que les moyennes d’un méme temps d’exposition suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les

traitements.
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3.3.1.3. Comparaison des résultats entre sexe et période

Pour les glucides, afin de comparer la réponse des bivalves en fonction du sexe, ’ANOVA a
3 critéres de classifications (traitement, temps et sexe) est réalisée sur les pour chacune des deux
phases étudiées. Nos résultats révelent un effet sexe pour la phase d’exposition (F1, 71= 384,25; p=
0,001), et également de dépuration (Fy, 2= 505,55; p=0,001).

Dans le but de révéler la différence de I’effet du Cd en fonction de la période de repos ou de
reproduction, ’ANOVA a 3 criteres de classifications (périodes, temps et traitement) est
appliquée sur les taux de glucides pour chacune des deux phases (exposition et dépuration)
séparément. Nos résultats révelent un effet période pour les phases d’exposition (Fy, 107= 997,78;
p=0,001), et de dépuration (Fy, 10,= 841,38; p=0,001).

Pour les lipides, on observe un effet sexe au cours de la phase d'exposition (Fy 71= 6,78; p=
0,012), et également la phase de dépuration (F,, 7;= 12,25; p= 0,001). L’effet du Cd en fonction de
la période (repos/reproduction) est examiné par une ANOVA a 3 criteres de classifications
(période, temps et traitement). Elle révele un effet période pour chacune des phases d’exposition
(F1, 107=902,88; p=0,001) et de dépuration (F, 107= 295,14; p=0,001).

Pour les protéines, en phase d’exposition 'ANOVA 3 réveéle un effet sexe (Fy 71= 244,57,
p=0,001), et une interaction temps x sexe (F», 71= 7,45; p= 0,001), et en phase de dépuration elle
montre également un effet sexe (F1, ;7= 165,25; p= 0,001), une interaction temps x sexe (F, 71=
12,68; p= 0,001), et une interaction traitement x sexe (F,, 7:= 5,94; p= 0,005). Dans 1’optique
d’évaluer I’effet du Cd en fonction de la période (repos/reproduction), une ANOVA a 3 criteres
de classifications (période, temps et traitement) est appliquée sur les taux des protéines. Nos
résultat montrent un effet période (F1, 107= 138,96; p= 0,001), une interaction temps x période (F1,
107= 17,92; p= 0,001) et traitement x période (F1 107= 17,77; p= 0,001) pour la phase d’exposition.
Concernant la phase de dépuration, un effet période (F1, 107= 350,31; p= 0,001) et une interaction
traitement x période (F, 107= 43,36; p= 0,001) sont signalés.

3.3.2. Effet sur les oméga-3

Les résultats concernant les oméga-3; eicosapentaénoique (EPA) et
docosahéxaénoique (DHA) des séries temoins et traités au Cd (CLyo et CL2s-96h), durant la
phase d’exposition et de dépuration (0 et 96h), et en fonction de la période de repos et
d’activité sexuelle sont présentés ci-dessous.

3.3.2.1. Effet en période de repos sexuel durant I’exposition aigiie et la dépuration
3.3.2.1.1. Variation des taux de I’acide eicosapentaénoique (EPA)
Concernant la phase d’exposition, L’ANOVA a trois critéres de classification (traitement,

temps et phase) des teneurs en EPA, révele un effet traitement (F, 47= 15,21; p= 0,001), un effet
temps (F1, 47= 4,86; p= 0,034) et une interaction temps x phase (F1, 4;= 4,86; p= 0,034).

L’analyse statistique des moyennes des concentrations d’EPA indique également une
diminution tres hautement significative (p<0,001) chez les séries traitées avec les deux
concentrations de Cd (CL4o et CL,5) comparativement aux témoins. En effet, le taux d’EPA baisse
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de 40,96 % apreés traitement avec la CLjo, et de 46,67 % apres traitement avec la CL,s. En phase
de restauration, on remarque qu’il n’existe pas de différences significatives (p>0,05) entre les
témoins et les traités avec la CLjp, ce qui démontre une restauration rapide chez les D. trunculus
exposés a la concentration la plus faible, alors qu’elle nécessite plus de temps chez le groupe
expose a la concentration la plus forte, car une récupération est observé mais de maniére non
significative (Tableau 38).

3.3.2.1.2. Variation des taux de I’acide docosahéxaénoique (DHA)

L’ANOVA a trois critéres de classification (traitement, temps et phase) des teneurs en EPA
chez les bivalves en période de repos sexuel, révéle un effet traitement (F», 47= 11,76; p= 0,001),
un effet temps (F1, 47= 7,27; p= 0,011), et un effet phase (Fy, 47= 7,27; p= 0,011).

Durant la phase d’exposition, le traitement au Cd entraine une diminution significative
(p<0,05) des concentrations de DHA uniquement chez la série des traitées avec la CL s, et ce avec
un pourcentage de 48,68 %. En phase de restauration, aprés 4 jours on remarque gue la tendance
a la baisse observée précédent avec la concentration la plus forte du Cd (CLys) persiste (p<0,01)
(Tableau 39).
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Tableau 38. Taux d’EPA (ug/mg de tissu) au niveau des gonades de D. trunculus en période de repos sexuel durant la phase d’exposition et de
dépuration (m = SD, n=4).

Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 96 0 96
1,86 +0,36 a 2,10+0,25a 2,10+£0,25a 2,02+0,26 a
Témoins A A A A
CLy 1,86 +0,36 a 1,24+0,18b 1,24+0,18 a 1,69+0,24b
A B B AB
CLys 1,86 £0,36 a 1,12+0,15b 1,12+0,15a 1,38+£0,35a
A B B B

Tableau 39. Taux d’DHA (ug/mg de tissu) au niveau des gonades de D. trunculus en période de repos sexuel durant la phase d’exposition et de

dépuration (m = SD, n=4).

Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 96 0 96
290+0,63a 2,28+0,51a 2,28+0,51a 2,74+0,49 a
Témoins A A A A
CLy 290+0,63a 1,26 +0,60 b 1,26 + 0,60 a 1,95+0,34 a
A AB AB AB
CLys 290+0,63 a 1,17+0,49b 1,17+049a 151+0,35a
A B B B

- Les moyennes d’'un méme traitement suivies d’une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps d’exposition,
tandis que les moyennes d’un méme temps d’exposition suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les
traitements.
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3.3.2.2. Effet chez les males et les femelles de D. trunculus période d’activité
sexuelle durant I’exposition aigle et la dépuration

3.3.2.2.1. Variation des taux de I’acide eicosapentaénoique (EPA)

Chez les méles, ’ANOVA a trois critéres de classification (traitement, temps et phase) des
concentrations d’EPA révele un effet traitement (F,, 47= 12,66; p= 0,001), ainsi qu’une interaction
temps x phase (F1 47= 16,17; p= 0,001).

En phase d’exposition, la comparaison des teneurs en EPA indique 1’absence de différences
significatives (p>0,05) entre les témoins et les séries traitées avec la concentration la plus faible
(CLyp). Cependant, I’exposition a la CL,5s provoque une baisse trés significative (p<0,01) de 33,34
% comparativement aux témoins. En phase de dépuration, les taux d’EPA sont restaurés apres
96h du transfert des spécimens dans de 1’eau de mer propre, vu que la diminution notée avec la
concentration la plus forte (CL2s) est rétabli (p> 0,05) (Tableau 40).

Chez les femelles, I’analyse de la variance (ANOVA) a 3 critéres de classifications
(traitement, temps et phase) des taux d’EPA révéle un effet traitement (F, 7= 11,51; p= 0,001),
une interaction temps x phase (Fy, 47= 18,55; p=0,001).

La comparaison des teneurs en EPA chez les individus femelles met en évidence le méme
profil observé chez les males, avec une baisse significative (p>0,05) de 36,74 % uniquement chez
le groupe exposé a la concentration la plus importante (CLys), et un retour a I’état initiale avec une
restauration rapide, étant donnée que les teneurs en EPA des traités (CL,s) ont atteint des valeurs
trés proches de celles des témoins (p>0,05) (Tableau 41).
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Tableau 40. Taux d’EPA (ug/mg de tissu) au niveau des gonades des adultes méles de D. trunculus durant la période d’exposition et de restauration (m +

SD, n=4).
Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 96 0 96
0,36 £0,02 a 0,39£0,04 a 0,39+0,04 a 0,48 £ 0,06 a
Témoins A A A A
CLy 0,36 £0,02 a 0,33+£0,03 a 0,33+0,03 a 0,36 £0,08 a
A AB AB A
CLys 0,36 £0,02 a 0,26 £0,04 b 0,26 £0,04 a 0,38 +0,08 b
A B B A
Tableau 41. Taux d’EPA (ug/mg de tissu) au niveau des gonades des adultes femelles de D. trunculus durant la période d’exposition et de restauration (m
SD, n=4).
Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 96 0 96
0,46 +0,03 a 0,49+£0,09 a 0,49+0,09 a 0,60 £0,08 a
Témoins A A A A
CLy 0,46 +0,03 a 0,41+ 0,06 a 0,41+0,06 a 0,52+£0,09 a
A AB AB A
CLys 0,46 £0,03 a 0,31+0,08 b 0,31+0,08 a 0,47 +0,08 b
A B B A

- Les moyennes d’'un méme traitement suivies d’'une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps d’exposition,
tandis que les moyennes d’'un méme temps d’exposition suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les

traitements.
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3.2.3.2.2. Variation des taux de I’acide docosahéxaénoique (DHA)

Chez les males, ’ANOVA a trois critéres de classification (traitement, temps et
phase) des teneurs en DHA reveéle un effet temps, et un effet phase (F1 47= 9,78; p= 0,003

pour chaque cas), ainsi qu’une interaction traitement x temps x phase (F», 47= 5,37; p=
0,009).

L’exposition & la CLys provoque une baisse trés hautement significative (p<0,001)
de 36,36 % en comparaison avec les témoins. Un effet concentration est également
signalé (p<0,001). En phase de dépuration, les concentrations de DHA chez les traités
avec la concentration la plus forte (CLs) retrouvent des valeurs trés proches des témoins a
la fin de I’expérimentation (96h) (p> 0,05) (Tableau 42).

Chez les femelles, ’ANOVA 3 (traitement, temps et phase) des taux de DHA
indique un effet traitement (F, 4= 7,43; p= 0,002), un effet temps (Fy 4= 71,87; p=
0,001) et un effet phase (Fy, 47= 71,87; p=0,001).

La comparaison des moyennes de DHA entre témoins et traités, nous permet de
constater une baisse significative (p> 0,05) de 25,22 % chez la série traitée avec la CL,y,
et tres significative (p<0,01) de 42,02 % en ce qui concerne la série traitée avec la CLs.
En phase de dépuration on remarque une restauration rapide des teneurs en DHA apres
96h de purification des bivalves (Tableau 43).
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Tableau 42. Taux de DHA (ug/mg de tissu) au niveau des gonades des adultes méles de D. trunculus durant la période d’exposition et de restauration (m +

SD, n=4).
Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 96 0 96
0,75+0,04 a 0,77+0,04 a 0,77+£0,04 a 1,02+0,29 a
Témoins A A A A
CLy 0,75+0,04 a 0,73+0,05 a 0,73+0,05 a 0,96 £0,24 a
A A A A
CLys 0,75+ 0,04 a 0,49+0,03 b 0,49+0,03 a 1,08+0,33b
A B B A

Tableau 43. Taux de DHA (ug/mg de tissu) au niveau des gonades des adultes femelles de D. trunculus durant la période d’exposition et de restauration (m +

SD, n=4).
Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 96 0 96
1,05+0,11a 1,19+0,14 a 1,19+0,14 a 2,14+0,14 b
Témoins A A A A
CLy 1,05+0,11a 0,89+0,17 a 0,89+0,17 a 2,08+0,59b
A B B A
Clys 1,05+0,11a 0,69+0,07 b 0,69+0,07 a 2,02+0,07b
A B B A

- Les moyennes d’'un méme traitement suivies d 'une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps d’exposition,
tandis que les moyennes d’un méme temps d’exposition suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les

traitements.

67




Résultats

3.3.2.3. Comparaison des résultats entre sexe et période

Pour PEPA, ’ANOVA a 3 critéres de classifications (sexe, traitement, temps)
révele un effet sexe pour chacune des phases d’exposition (F1, 47= 36,28; p= 0,001) et de
dépuration (Fy, 47= 21,51; p=0,001).

L’ ANOVA a 3 critéres de classifications (période, temps et traitement) démontre un
effet période (F1, 71= 921,86; p= 0,001), et une interaction période x traitement x temps
(F2, 1= 10,03; p= 0,001) pour la phase d’exposition. En phase de dépuration, 1’analyse
statistique révele un effet période (F1 7:= 826,51; p= 0,001), et une interaction traitement
X période (F2, 71= 10,56; p= 0,001).

Pour le DHA, ’ANOVA a 3 criteres de classifications (sexe, traitement, temps)
montre un effet sexe pour chacune des deux phases; 1’exposition (F; 47;= 108,39; p=
0,001) et la dépuration (F1, 47= 90,56; p= 0,001). Les résultats obtenus indiquent la
présence d’un effet période (F1, 7:= 243,32; p= 0,001), et une interaction période x temps
(F1, 72= 47,37; p=0,001) pour la phase d’exposition. En phase de dépuration, les résultats
rapportent un effet période (F1 71= 29,69; p= 0,001) et une interaction période x traitement
(F2, 1= 6,20; p= 0,004).

3.3.3. Effet sur les acides nucléiques

Les acides nucléiques (acide ribonucléiqgue; ARN et ADN; acide
désoxyribonucléique) sont quantifiés au niveau des gonades de D. trunculus en période de
repos sexuel (sexe non séparé), et de reproduction (sexe séparé) en fonction du temps
d’exposition (0, 48, 96h) aux deux concentrations sublétales du Cd, et de dépuration (0,
48, 96h).

3.3.3.1. Effet en période de repos sexuel durant I’exposition aigiie et la
dépuration

3.3.3.1.1. Variation des taux d’ARN

L’ANOVA a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des taux
d’ARN indique un effet traitement (F, so= 28,77; p= 0,001), temps (F,, so= 14,80; p=
0,001), et phase (F1 go= 37,28; p= 0,001).

Durant la phase d’exposition, la comparaison des taux d’ARN entre les témoins et
les traités, ne montre aucune différence significative (p> 0,05) apres 48h de traitement.
Cependant, aprés 96h d’exposition nous avons enregistré une baisse trés significative
(p<0,01) de 27,19 % avec la CLyq et trés hautement significative (p<0,001) de 34,37 %
avec la CLs.

Durant la phase de restauration les valeurs d’ARN continuent de décroitre, la
comparaison (témoins/traités) des moyennes révele a 48h des différences significatives
(p<0,05) entre les témoins et les traités avec la CL o, et trés significative (p<0,01) pour les
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traités avec la CL,s. Une baisse trés hautement significative (p<0,001) est observee a 96h
avec les deux concentrations testées (Tableau 44).

3.3.3.1.2. Variation des taux d’ADN

L’ANOVA a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des taux
d’ADN chez les individus de D. trunculus en période de repos sexuel révele I’absence des
effets traitements, temps, phase, et de toutes interactions (p>0,05).

En phase d’exposition, les taux d’ADN restent stables durant toute la durée de
I’expérimentation (0, 48, 96h), aucune différence significative n’est observée (p> 0,05).

En phase de restauration, la stabilité observée lors du traitement persiste, les
valeurs d’ADN ne présentent pas de différences significatives (p>0,05) entre les témoins
et les traités avec la CLy et la CLs durant toute I’expérience (Tableau 45).
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Tableau 44. Taux d’ARN (ug/mg de tissu) au niveau des gonades de D. trunculus en période de repos sexuel durant la phase d’exposition et
de dépuration (m = SD, n=5).

Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de dépuration (heures)

0 48 96 0 48 96
594 +0,58 a 532+0,39a 515+0,59 a 515+0,59 a 547 +£0,84 a 570+0,72a

Témoins A A A A A A
CLyo 594 +£0,58 a 4,86 +0,81 ab 3,75+0,57Db 3,75+£0,57 a 3,98+0,83a 339+04la

A A B B B B
CLys 594 +£0,58 a 513+051a 3,38+0,48Db 3,38+0,48 a 3,69+£051a 2,98+0,76 a

A A B B B B

Tableau 45. Taux d’ADN (ug/mg de tissu) au niveau des gonades de D. trunculus en période de repos sexuel durant la phase d’exposition et
de dépuration (m £ SD, n=5).

Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de dépuration (heures)

0 48 96 0 48 96
13,32 £0,97 a 12,68 £0,99 a 12,78 £0,78 a 12,78 £ 0,78 a 13,37 £0,55 a 1297+0,89 a

Témoins A A A A A A
CLy 13,32 £0,97 a 12,35+0,97 a 12,25 +0,56 a 12,25+ 0,56 a 12,67 £0,87 a 12,82+ 0,65 a

A A A A A A
CLys 13,32 +£0,97 a 13,09 £ 0,80 a 12,09 £ 0,64 a 12,09 £ 0,64 a 12,53 +£0,80 a 12,69+ 0,62 a

A A A A A A

- Les moyennes d’'un méme traitement suivies d 'une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps d’exposition,

tandis que les moyennes d’'un méme temps d’exposition suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les
traitements.
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3.3.3.2. Effet chez les males et les femelles de D. trunculus en période
d’activité sexuelle durant I’exposition aigle et la dépuration

3.3.3.2.1. Variation des taux d’ARN

Chez les males, TANOVA 3 (traitement, temps et phase) révele un effet
traitement (F,, go= 50,07; p= 0,001), temps (F2, so= 12,14; p=0,001), et phase (F1, go= 8,33;
p=0,005).

En phase d’exposition, le traitement avec la concentration la plus faible (CL10) du
Cd, n’entraine pas d’effet sur les teneurs en ARN (p>0,05). Cependant, I’exposition a la
CLys provoque une baisse tres hautement significative a 48h et & 96h (p<0,000)
comparativement aux témoins. Le taux d’ARN le plus bas enregistré durant
I’expérimentation des maéles est observé apres 48h d’exposition avec la CL,s, avec un
pourcentage de diminution de 29,29 %. De plus, un effet traitement est observé au cours
des deux temps d’exposition (p<0,01). En phase de dépuration, les taux d’ARN ne sont
restaurés qu’apres 96h (p>0,05) du transfert des D. trunculus dans de 1’cau de mer propre,
vu que les diminutions notées avec la concentration la plus forte (CLys) persistent a 48h
(p<0,001), avec un effet concentration (p<0,01) (Tableau 46).

Chez les femelles, ’ANOVA a 3 criteres de classifications des taux d’ARN met en
évidence un effet traitement (F,, go= 33,68; p= 0,001), temps (F,, g= 18,65; p= 0,001),
phase (F1, go= 55,61; p= 0,001), et une interaction traitement x temps x phase (F4, go=5,43;
p=0,001).

L’exposition aigie au Cd entraine une diminution trés significative (p<0,01; 16,66 %)
des teneurs en ARN uniquement chez la série exposée a la CL,s a 96h. En plus, un effet
concentration est observé (96h; p<0,01). A la fin de la phase de dépuration (96h), on a
remarqué 1’absence de restauration des taux d’ARN (CLyg et CL5; p<0,05) (Tableau 47).
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Tableau 46. Taux d’ARN (ug/mg de tissu) au niveau des gonades des adultes males de D. trunculus durant 1a période d’exposition et de restauration (m

SD, n=5).
Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 48 96 0 48 96
8,60+ 0,77 a 8,16 £ 0,69 a 8,32+£0,39 a 8,32+0,39a 8,46+ 0,78 a 7,72+0,42 a
Témoins A A A A A A
CLy 8,60+0,77 a 791+£09a 7,87+0,50 a 7,87+£0,50 a 7,35+0,79 a 8,02+0,94 a
A A A A A A
Clys 8,60+£0,77 a 577+0,61 b 6,32+0,63 b 6,32+ 0,63 ab 523+1,13a 6,96 £0,59 b
A B B B B A
Tableau 47. Taux d’ARN (ug/mg de tissu) au niveau des gonades des adultes femelles de D. trunculus durant la période d’exposition et de restauration (m *
SD, n=5).
Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 48 96 0 48 96
12,50+ 0,49 a 12,02+0,53 a 11,77+ 0,66 a 11,77+ 0,66 a 12,24 +£0,97 a 11,10+ 0,54 a
Témoins A A A A A A
CLy 12,50+ 0,49 a 11,60+ 0,63 a 11,47+0,72 a 11,47+0,72 a 10,21 +0,67 b 9,60+0,75b
A A A A B B
CLys 12,50+ 0,49 a 11,34+0,63 b 9,81+0,76 ¢ 9,81+0,76 a 9,23+0,96 a 9,93+0,69 a
A A B B B B

- Les moyennes d’'un méme traitement suivies d 'une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement difféerentes (p> 0,05) entre les temps d’exposition,
tandis que les moyennes d'un méme temps d’exposition suivies d'une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les

traitements.
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3.3.3.2.2. Variation des taux d’ADN

Chez les males, ’ANOVA a trois critéres de classification (traitement, temps et
phase) des taux d’ADN indique I’absence de tout effet significatif (p>0,05).

Nos résultats montrent une stabilité des teneurs en ADN durant la phase d’exposition
et de restauration, les taux d’ADN ne varient pas significativement (p>0,05) entre
témoins et traités (CLyg et CLys), ni au cours du temps, ce qui suggére que le Cd a des
concentrations sublétales CLyo et CLys n’a pas d’effet (Tableau 48).

Chez les femelles, ’ANOVA a 3 critéres de classifications des teneurs d’ADN chez
les femelles met en valeur un effet traitement (F,, go= 17,49; p= 0,001), un effet temps (F,
o= 3,25; p=0,045), et un effet phase (F1 g= 5,98; p=0,017).

La comparaison des taux d’ADN entre témoins et traités révele une baisse trés
significative (p<0,01) de 26,67 % a 48h chez le groupe exposé a la CL 5 uniquement. De
plus, un effet concentrations est signalé (p<0,05). Des diminutions significatives (p<0,05)
apres 4 jours d’exposition (96h) chez les deux séries de traités (CLjp; 18,18 % et CLys;
15,40 %) sont également rapportées. Durant la phase de dépuration, les taux d’ADN
restent affectés chez les bivalves exposés a la CLys (p<0,05) a 48h et 96h. Cependant,
nous avons observé un retour a 1’état initiale chez le groupe traité avec la concentration la
plus faible (CLjp) a la fin de ’expérience avec des moyennes d”’ADN similaires a celles
des témoins (p>0,05) (Tableau 49).
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Tableau 48. Taux d’ADN (ug/mg de tissu) au niveau des gonades des adultes méles de D. trunculus durant la période d’exposition et de restauration (m *

SD, n=5).
Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 48 96 0 48 96
37,38+ 2,03 a 38,51+3,12a 36,69+243 a 36,69 +2,43 a 37,98 £ 3,07 a 34,78+ 3,17 a
Témoins A A A A A A
CLy 37,38+ 2,03 a 36,89+ 3,01 a 34,30+ 2,71 a 34,30+2,71 a 34,29+2,46 a 37,44 +£222 a
A A A A A A
Clys 37,38+ 2,03 a 36,07 £ 2,06 a 35,11+1,80 a 35,11+1,80 a 36,87 +1,87a 38,05+ 2,63 a
A A A A A A
Tableau 49. Taux d’ADN (ug/mg de tissu) au niveau des gonades des adultes femelles de D. trunculus durant la période d’exposition et de restauration (m *
SD, n=5).
Traitement Temps d’exposition (heures) Temps de restauration (heures)
0 48 96 0 48 96
23,57+4,04 a 24,34+ 2,65 a 22,67+184a 22,67+184a 25,10+ 2,65a 22,16 +183a
Témoins A A A A A A
CLy 23,57 +4,04 a 23,10+ 2,50 ab 18,55+1,78 b 1855+ 1,78 a 1791+201a 20,37+1,33 a
A A B B B AB
CLys 23,57 +4,04 a 17,85+1,92 b 19,18 £ 2,43 ab 19,18 +2,43 a 20,13+2,58 a 18,23+2,93 a
A B B B B B

- Les moyennes d’'un méme traitement suivies d’une méme lettre en minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps d’exposition,
tandis que les moyennes d’un méme temps d’exposition suivies d’une méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les

traitements.
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3.3.3.3. Comparaison des résultats entre sexe et période

Pour ’ARN, elle révéle un effet sexe en phase d’exposition (F1, o= 805,49; p= 0,001),
et en phase de dépuration (Fy, go= 434,70; p=0,001).

Nos résultats permettent de constater un effet période pour chacune des phases
d’exposition (Fy, 134= 191,51; p=0,00) et de dépuration (F; 134= 269,13; p= 0,001).

Pour PADN, un effet sexe est rapporté durant 1’exposition (F; go= 667,58; p= 0,001), et
la dépuration (F; go= 998,70; p= 0,001), en plus d’une interaction sexe x traitement (F,, go=
7,60; p=0,001).

Enfin, nos résultats montrent un effet période concernant les teneurs d’ADN (Fy, 117=
170,74; p= 0,001) durant la phase d’exposition et de dépuration (F1 117= 140,42; p= 0,001).
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4. DISCUSSION

4.1. Toxicité aigtie du cadmium chez D. trunculus

La toxicité a été largement utilisée comme outil pour identifier les organismes
appropriés en tant que bioindicateurs et déterminer les normes de qualité de I'eau pour
les produits chimiques (Chiodi Boudet et al., 2015; Piazza et al., 2016; Li et al.,
2017). Les tests de toxicité sont un outil essentiel pour évaluer I'effet et le devenir des
substances toxiques dans les écosystémes aquatiques (Shuhaimi-Othman et al., 2011).
Les bioessais de toxicité réalisés sur les adultes de Donax trunculus exposes au Cd en
période de repos et de reproduction a différentes concentrations (5, 7,6 et 10 mg/L)
ont été effectués afin d’estimer les concentrations sublétales (CL;g et CLys) et létales
(CLsp et CLgp) ainsi que leurs intervalles de confiances a 95 % a différents temps
d’exposition (24, 48, 72, et 96h). Les résultats obtenus témoignent de la toxicité du Cd
a l'égard de D. trunculus. Une relation concentration et durée d’exposition
significative a été établie. La concentration létale médiane (CLso) exprimée en mg/L
est de 7,86 (5,90-10,45) en période de repos sexuel, 3,78 (2,95-4,83) chez les méales et
2,87 (2,77-3,61) chez les femelles en période de reproduction.

A notre connaissance, la toxicité des métaux lourds chez les mollusques
bivalves en fonction de la période d’activité sexuelle et du sexe n’a pas encore été
abordée dans la littérature. On signale seulement une étude sur les changements de
comportement du bivalve Lamellidens marginalis en fonction de la toxicité aigué du
Cd, et qui révele une sensibilité au Cd plus marquée en été par rapport a I'hiver
(Yasmeen et al., 2012).

Nos données sont proches de celles de Neuberger-Cywiak et al. (2002), et de
Belabed & Soltani (2013) obtenues chez la méme espéce apres une exposition de 96h
au Cd (CL50-96h: 3,8 mg/L; intervalle de confiance de 1,0-5,6 et CL50-96h: 2,59
mg/L; intervalle de confiance de 2,25-2,97 respectivement) en période de
reproduction (sexe confondu).

Plusieurs études ont rapporté des valeurs importantes de CLsy chez les
bivalves aprés 96h d’exposition au Cd. Par exemple, elle est de I’ordre de 8,16 mg/L
chez Perna canaliculus (Chandurvelan et al., 2012), 8 mg/L chez Ruditapes
decussatus (Vincente et al., 1988), 9,19 mg/L chez Cerithedia cingulata
(Ramakritiman et al., 2012) et 11,04 mg/L chez L. marginalis (Venkata Chandrudu et
al., 2007). Cependant, pour d’autres especes de bivalves, des résultats contradictoires
ont été signalés. Par exemple, Keller et al. (1991) sur les juvéniles de la moule
Anodonta imbecilis, mettent en évidence une CLsp-96h du Cd de 0,107 mg/L, et Uma-
Devi et al. (1996) ont obtenu chez Mytilopsis sallei dont la longueur de la coquille
varie entre 1,9 a 2,6 cm une CLsp-96h de 0,71 mg/L.

Le Cd est plus facilement absorbé par les organismes aquatiques lorsqu'il est
présent sous sa forme ionique libre (Cd*") (Di Toro et al., 2001). Les niveaux de
toxicité du Cd observés dans les organismes aquatiques peuvent étre liés aux
caractéristiques du milieu, la concentration du calcium, et le pH. La présence de
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matiére organique dissoute a également une influence sur la toxicité du Cd chez les
organismes aquatiques (Penttinen et al., 2011). Les différences dans les valeurs des
CLso aigués pour le Cd sont liées a I'age et a la taille des organismes testés; la
tolérance au Cd a été observée avec une augmentation de la taille de I'organisme (US
EPA, 2001). Les facteurs chimiques de l'eau tels que l'alcalinité et la température,
ainsi que les différences inhérentes dans les voies de défense (Rana & Singh, 1996)
pourraient également influencer les réponses de toxicité du Cd chez les bivalves.

Les recherches sur d’autres modeles aquatiques telles que le crustacé copépode
Stenocypris major ont rapporté une CLsp-96h du Cd de 13,15 mg/L (Shuhaimi-
Othman et al., 2011), et sur des poissons ont indiqué des valeurs de concentrations
létales médianes de 24,66 mg/L chez Oreochromis niloticus (Garcia Santo et al.,
2006), et de 32 mg/L chez Channa punctata (Tiwari et al., 2011). On se basant sur ces
données D. trunculus semble étre relativement plus sensible au Cd par rapport aux
autres especes aquatiques citées.

Contrairement aux bivalves, les crustacés ont fait I’objet de quelques essais
toxicologiques afin d’estimer la CLsp-96h du Cd en fonction du sexe. L’amphipode
Gammarus roeseli montre une CLsp-96h du Cd de 0,107 mg/L chez les femelles et
0,05 mg/L chez les males (Gismondi et al., 2012). Inversement, pour le copépode
calanoide Eurytemora affinis, les femelles sont plus sensibles a ce métal lourd avec
une CLsp-96h de 0,09 mg/L contre 0,128 mg/L pour les méles (Kadiene et al., 2016),
ce qui est en accord avec nos résultats. En effet, a la différence des males, nos
données révélent une sensibilité plus importante au Cd chez les femelles.

Des voies différentielles nombreuses en fonction du sexe ont été rapportées
pour I'élimination des contaminants environnementaux chez les mollusques
(McClellan-Gree et al., 2007). L’état physiologique est un facteur important pour
déterminer le niveau de sensibilité au Cd chez les organismes aquatiques (Kadiene et
al., 2016). L’effet sexe rapporté dans notre étude peut étre di a des différences (1)
entre l'induction ou l'efficacité des mécanismes de compensation comme
I’osmorégulation expliquant les différences dans les concentrations de I’hémolymphe
en [Na'] et [CI] observées chez des organismes exposés a la pollution (2) les limites
de tolerance cellulaire par lesquelles ces processus sont induits, ou/et (3) les
ressources energetiques necessaires/disponibles pour fournir de tels mécanismes (Mc
Clellan-Gree et al., 2007). Selon Sornom et al. (2010), la différence de sensibilité
entre les deux sexes pourrait s'expliquer en partie par une augmentation du
métabolisme énergétique pendant l'ovogenése et l'incubation des ceufs, ainsi que
l'augmentation qui en résulte dans la mobilisation lipidique chez les femelles. En
comparaison avec les processus de spermatogenése qui sont moins exigeants en
termes d'énergies, cette répartition des ressources pourrait conduire a un meilleur état
physiologique pour les méles lorsque les deux sexes sont exposes a un stress. En effet,
le Cd induit une reprotoxicté importante chez les femelles de nombreuses especes
aquatiques (réduit la production des oeufs, la fécondité, affecte la ponte, I’expression
de la vitellogénine et d’cestradiol) (Driessnack et al., 2017).
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4.2. Effet subletal du cadmium sur les biomarqueurs

La toxicité avérée du Cd impose un principe de précaution limitant au
minimum les contaminations par ce métal et une stratégie de surveillance du niveau
de pollution. Dans cette optique, la recherche d’organismes sentinelles comme D.
trunculus et la mise au point de biomarqueurs permettant de détecter de fagon précoce
une pollution par le Cd est tres importante (Achard-Joris, 2005). Deux biomarqueurs
specifiques au stress oxydant et a la contamination métallique (les protéines
carbonylées et les métallothionéines) non utilisés auparavant dans nos programmes de
biosurveillance ont été testés.

4.2.1. Effet sur les protéines carbonylées

Les protéines carbonyles (PCs) représentent un marqueur de I'oxydation
globale des protéines, car elles sont générées par de multiples especes réactives
d'oxygene dans le sang, les tissus et les cellules (Weber et al., 2015), et un bon
biomarqueur de I'exposition des organismes aquatiques aux contaminants
environnementaux (Wei et al., 2015; Falfushynska et al., 2016; Joachim et al., 2017).
Ces protéines carbonylées affectent la structure, la fonction et I'intégrité des protéines.
Une augmentation de ce biomarqueur indiquerait une altération du métabolisme
normal des protéines. Ainsi, la carbonylation peut représenter un mécanisme
régulateur permettant d'ajuster finement la réponse au stress oxydatif chez les
organismes (Fagan et al., 1999). L’attaque des protéines par les ERO ou un sous-
produit du stress oxydatif entraine des modifications spécifiques de certains acides
aminés, avec notamment la formation des groupements carbonyles (Levine et al.,
1994; Soladoye et al., 2015). Les groupes carbonylés (aldéhydes et cétones) sont
produits sur les chaines latérales des protéines (en particulier de Pro, Arg, Lys) quand
ils sont oxydés (Fig. 27). Les protéines carbonylées sont des protéines d'oxydation qui
ont tendance a étre hydrophobes et résistantes a la protéolyse (Dalle-Donne et al.,
2003; Xu et al., 2014).

N COR,
COR, COR; COR;

0 CONHR )
HN | N~ CONHR r
RHN

2-pyrrolidone glutamic semialdehyde aminoadipic semialdehyde 2-amino-3-ketobutyric acid

Figure 26. La structure des dérivés carbonylés produits par oxydation directe
de chaines latérales d'acides aminés: 2-pyrrolidone a partir de résidus prolyle,
glutamique semialdéhyde d’arginyle et résidus prolyle, un aminoadipique
semialdéhyde de résidu lysyle, résidu, et de l'acide 2-amino-3-cétobutyrique de
thréonyle (Dalle-Donne et al., 2003).
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La présente étude a révelé que l'exposition de D. trunculus aux deux
concentrations sublétales du Cd entraine une induction significative dans les niveaux
de PCs. Les réponses observées varient en fonction de la concentration, du sexe et du
temps d'exposition. Ainsi, l'effet est relativement plus marqué avec la plus forte
concentration. Nos résultats concordent avec les données antérieures rapportées dans
les hématocytes du Crabe Sinopotamon henanense exposés au Cd pendant 7 jours
(Zhou et al., 2017), et dans les tissus des bivalves tels que Laternula elliptica
contaminés par le cuivre et le fer pendant la période de reproduction (Husmann et al.,
2012), ainsi que chez la palourde Anodontites trapesialis durant une expeérience de
transplantation pres d'une mine (Oliveira et al., 2016). De méme, une induction dans
les PCs a été démontrée avec d'autres types de polluants dans d'autres espéces de
bivalves comme la moule Limnoperna fortunei exposée a des nanoparticules de
dioxyde de titane pendant une durée de 2 et 4h (Girardello et al., 2016), et la moule
Mytilus galloprovincialis échantillonnée le long de deux champs de gaz dans le Nord
de la mer Adriatique (Gomiero et al., 2015).

L’induction des PCs a était étudiées chez les bivalves récemment suite a
I’exposition aux hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP). Le pédoncule
Chlamys farreri traité avec le benzopyréne, le chryséne et un mélange des deux
montre un effet significatif pour tous les traitements a partir d’1 jour d’exposition
(Guo et al., 2017). Une autre étude sur cette méme espece C. farreri exposé au
chryséne, est la seule a notre connaissance qui prend en considération les périodes du
cycle sexuel (avant et apres la ponte) et I’effet sexe. En accord avec nos résultats, les
femelles présentent une induction plus marquée des taux de PCs par rapport aux
males, et cette induction baisse apres la période de ponte des gametes, c'est-a-dire
durant la période de repos sexuel (Xiu et al., 2016).

L’induction de certains biomarqueurs comme la GST, GSH ou la SOD
(Superoxyde dismutase) apres la ponte était beaucoup moins significative par rapport
a la période d’avant la ponte. Ces observations peuvent étre dues a une réduction
importante du fardeau corporel de la pollution lors de la ponte. Une perte des
contaminants dans les tissus ou les organes a ¢été rapportée dans la période d’apres le
frai chez les bivalves. La ponte a servi de mécanisme important pour I'élimination des
polluants pour les organismes aquatiques pendant le processus de reproduction, vu la
transformation importante des polluants dans les tissus aprés la libération des gametes
mars (Amira et al., 2011; Bensouda & Soltani-Mazouni, 2014; Xiu et al., 2016). Ceci
pourrait expliquer la baisse des taux de PCs observée dans notre étude en période de
repos sexuel.

Durant la période de reproduction, les femelles semblent plus sensibles au Cd
comparativement aux males. Cet effet sexe peut s’expliquer par la différence dans la
demande d'énergie entre les gamétes males et femelles. En effet, les bivalves males
produisent des spermatozoides petits avec peu de réserve énergétique en comparaison
avec les femelles qui produisent la vitelline pour le développement des ovocytes
(Beninger et al., 2003). Cette énergie disponible pour la reproduction peut étre
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détournée pour faire face au stress subi, ce qui induit une réponse physiologique
différente entre les deux sexes dans les gonades des bivalves (Widdows & Donkin,
1992; Meistertzheim et al., 2009).

L'utilisation des PCs comme biomarqueurs du stress oxydatif posséde
certains avantages par rapport a la mesure d'autres produits d'oxydation en
raison de la formation précoce relative et a la stabilité des PCs. La plupart
des méthodes de dosages pour la détection des PCs impliquent une dérivation
du groupe carbonyle de la 2,4-dinitrophénylhydrazine (DNPH), ce qui
conduit a la formation dun produit dhydrazone stable dinitrophényle
(DNP). Cela peut ensuite étre détecté par divers moyens, notamment le
dosage spectrophotométrique utilisé lors de notre étude (Dalle-Donne et al.,
2003).

4.2.2. Effet sur les métallothionéines

Les métallothionéines (MTs) appartiennent au groupe des biomarqueurs qui
contribuent a limiter la toxicité des xénobiotiques. De nombreux travaux ont montré
que ces marqueurs sub-cellulaires peuvent étre induits par les ions métalliques
cytosoliques libres et permettraient ainsi I'élaboration d'une réponse physiologique
aux métaux lourds comme par le Cd, Cu, Zn, Pb, et cela, pour de nombreux
invertébrés marins y compris les bivalves (McComb et al., 2014; Oaten et al., 2015;
Lavradas et al., 2016; Pedrosa et al., 2017).

Les MTs sont des protéines non enzymatiques, thermostables et a faible poids
moléculaire (4-20 kDa) (Jenny et al., 2004). Elles ne possédent aucun acide aminé
aromatique, histidine ou méthionine, mais elles sont exceptionnellement riches en
résidus de cystéine (20 a 30 % de la totalité des acides aminés). La distribution étant
fixe dans la molécule (Cis-Cis, Cis-X-Cis ou Cis-X-Y-Cis ou X et Y sont des acides
aminés différents de la cystéine), ceci leur confére une structure particuliéere dans
laquelle il existe deux domaines (a et ) (Langston et al., 1998) (Fig. 28). De ce fait,
ils ont une importante capacité de liaison aux métaux. En effet, les concentrations des
thiols (soufre-hydrogene) des résidus de cystéines tendent a augmenter avec
I’exposition aux métaux ayant une affinité pour le soufre (Jenny et al., 2004).

Figure 27. Structure des métallothionéines liés au cadmium (Langston et al., 1998).
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Nos résultats révelent une induction des MTs chez les individus de D.
trunculus au niveau des gonades, apres traitement aux deux concentrations sublétales
du Cd. Des effets concentrations, temps et sexe ont été rapportés, ainsi qu’un effet
période d'activité sexuelle. Ceci est en accord avec les travaux de Scudiero et al.
(2014) réalisés sur la moule M. galloprovincialis exposée au Cd et au Pb. La quantité
de MTs est corrélée avec I'état reproducteur des gonades, étant maximum avant la
ponte, et minimum apreés le frai. Des données similaires ont éte également observées
chez d'autres especes de bivalves provenant d’autres endroits géographiques, par
exemple chez I'huitre creuse Crassostrea gigas les gonades matures présentent
I’induction la plus importante de MTs comparativement aux autres organes et au stade
de repos sexuel (Meistertzheim et al., 2009). Chez la moule d’eau douce Anodonta
woodiana, la teneur en MTs de la masse viscérale (y compris les gonades et les
intestins) montre une induction significative et rapide dés 48h d'exposition a
différentes concentrations de Cd (4,21, 8,43, 16,86, 33,72 et 67,45 mg/L) (Li et al.,
2015). Une étude récente a également montré que les MTs sont induites avec un effet
concentrations du Cd au niveau de plusieurs tissus (muscle adducteur, branchie,
glande digestive) apres 96h d’exposition a diverses concentrations (0, 10, 100, 1000
pg/L) (Moncaleano-Nifio et al., 2017). Sur le méme modele biologique, Tlili et al.
(2013) ont noté une augmentation des taux de MTs de la glande digestive chez D.
trunculus en période de reproduction (Mars) au niveau d’un site proche des industries
chimiques et métallurgiques.

L’induction des concentrations des MTs chez les individus traités au Cd
indique non seulement I'entrée du contaminant dans les organismes, mais aussi que D.
trunculus se protége des cations divalents toxiques (Cd®") et tente la séquestration de
ce métal en réduisant leur biodisponibilité pour les sites biochimiques critiques de la
cellule. Les Mts joueraient donc un réle complémentaire a celui des lysosomes et des
granules observés chez les invertébrés (Rainbow, 2002; Amiard et al., 2006). En effet,
les MTs possedent des ligands Cd a haute affinité, et jouent un rdle trés important
dans I'absorption, le transport et la détoxification du Cd (Ladhar-Chaabouni, et al.,
2008). lls ont un potentiel antioxydant élevé, et protégent les cellules contre les effets
cytotoxiques des ERO (Viarengo et al., 2000; Isani & Carpené, 2014). 1l semble que
les MTs soient impliquées dans la protection contre le stress oxydant (Fabisiak et al.,
1999). Viarengo et al. (1999) ont montré que les moules (Mytilus edulis) intoxiquées
par le Cd résistent mieux au stress oxydant que celles qui sont non exposées. Les MTs
semblent étre capables de protéger les cellules vis-a-vis du stress oxydant (Regoli &
Giuliani, 2014). En plus, il a été prouvé que la réponse des MTs chez les bivalves
suite a une exposition du Cd est dépendante de la température, du pH du milieu, ainsi
que du tissu (Nardi et al., 2017).

L'influence de la période d’activité sexuelle sur les MTs suggere un role
important pour ces protéines de stress pendant la reproduction et le développement.
Une étude conduite sur le bivalve A. woodiana a montré que les taux de MTs
augmentent avec le développement des gonades. De plus, chez les femelles, les
niveaux ont continué a augmenter jusqu'a la maturation des ovocytes, qui sont
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naturellement arrétés a la premiere division de la méiose, et ont diminué
précipitamment apres la ponte (Meistertzheim et al., 2009). Quand la gonade est
mature, elle est presque entierement composée d'ovocytes (Lubet, 1959) suggérant la
présence de MTs dans les ovocytes par opposition a d'autres tissus (Kang et al.,
2003). Les niveaux élevés de MTs chez les gonades femelles et males indiquent des
activités cytoprotectrices pour ces protéines (Scudiero et al., 2014) et un réle pendant
les méioses (Meistertzheim et al., 2009). Le haut niveau de MTs dans les ovocytes
des bivalves suggeére également un role protecteur dans la mitose au cours des stades
embryo-larvaires. 1l a été démontré que les MTs étaient localisés dans les noyaux
d'ovocytes et les embryons des huitres (Ringwood & Brouwer, 1995; Moraga et al.,
2001). Des niveaux élevés de MTs dans les ovocytes pourraient augmenter leurs
chances de survie dans un environnement variable. Les stades larvaires des
mollusques bivalves sont trés sensibles aux polluants, en particulier aux métaux
(Hamdoun & Epel, 2007).

Dans notre étude, le sexe affecte les concentrations de MTs. L'influence du
sexe sur les MTs a déja été rapportée chez les bivalves (Hamza-Chaffai et al., 1999;
Smaoui-Damak et al., 2007), et pourrait étre expliquée par le réle joué par ces
protéines dans I'noméostasie des métaux essentiels (Isani et al., 2000).

4.3. Effet subletal du cadmium sur les réserves énergétiques

Les réserves énergétiques constituent un précieux outil de diagnostic pour
évaluer la qualité de santé des écosystemes aquatiques et sont trés intéressantes dans
I’é¢tude de la réponse d’un organisme soumis a un stress puisque la synthese, la
mobilisation et 'utilisation de défenses antitoxiques ont un colt énergétique pour
I’organisme (Yeung et al., 2017). Ainsi, il est important de prendre en compte les
réserves énergétiques dans les études écotoxicologiques.

Le stress subi lors d’une exposition a un toxique induit des changements
métaboliques conduisant a un épuisement des réserves d'énergie (Calown & Sibly,
1990). En général, dans les organismes contaminés, le budget de I'énergie a été utilisé
pour les processus de détoxification afin de maintenir I'homéostasie au détriment de la
croissance et de la reproduction. La presente etude appuie cette hypothése. En effet,
nos résultats ont révélé que I'exposition aiglie de D. trunculus au Cd a des
concentrations sublétales induit une diminution significative des composantes
biochimiques (hormis les lipides chez les males) et que les réponses observées
variaient en fonction de la concentration, du temps, du sexe, et de la période.
Cependant, une augmentation significative de la teneur en protéine est observée en
période de repos sexuel, ce constat n’est donc probablement pas en lien avec le
traitement au Cd, car une mobilisation de ces derniéres, en réponse au stress provoqué
par le métal, aurait été observee.

Les bivalves emmagasinent I'énergie essentiellement sous forme de glucides et
de lipidesdont la concentration varie en fonction de ce que l'organisme a
préalablement ingéré et assimilé (Picard, 2009) au niveau du manteau et d’autres
tissus. Les glucides et les lipides sont ensuite transférées aux gonades pour étre
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consommeés durant la gamétogénése (Mouneyrac et al., 2008) et 1’émission des
gametes (Marobin et al., 2007). En cas de stress sévére, les protéines peuvent aussi
étre mobilisées comme source d’énergie, ceci s’opere cependant au détriment de leur
role structural et fonctionnel, car ces molécules ne sont pas initialement synthétisées
et stockées dans le but de fournir de I’énergie (Le Gal et al., 1997; Hamdani &
Soltani-Mazouni, 2011).

Les glucides sont des composants métaboliques majeurs chez les bivalves
(Chalabi, 2001) qui agissent comme des blocs de construction des cellules. Ils sont les
premiers nutriments organiques a étre dégradés en réponse au stress (Maharajan et al.,
2012), les niveaux de glucides mobilisés peuvent fluctuer largement et rapidement
avec la variation des conditions (Idayachandiran et al., 2014). L'épuisement des
glucides observé dans notre étude a également été rapporté dans la méme espéce D.
trunculus recueilli pendant les deux périodes de repos et de reproduction a partir d'un
site contaminé par le Cd dans le golfe d'’Annaba (Beldi et al., 2006; Hamdani &
Soltani-Mazouni, 2011; Sifi et al., 2013), et d'autres espéces aquatiques comme le
bivalve M. sallei (Uma Devi, 1996), ou le poisson C. punctatus (Kawade & Khillare,
2014) exposees a des concentrations sublétales de Cd.

Le glycogéne est le glucide le plus important dans les espéces de bivalves et
I'épuisement enregistré dans les niveaux de glucides suggere une activité élevée de
glycogénolyse (Ngo et al., 2012; Lacroix et al., 2015; Luo et al., 2017). La
mobilisation du glycogéne chez les bivalves est connue pour contrer les effets
toxiques des métaux comme le Cd, le Pb, et le Cu (Ji et al., 2015; Aru et al., 2016;
Cao et al., 2017), et elle est régulée par un facteur neurohormonal le facteur
hyperglycémique (Abdraba & Saleuddin, 2000) dont la sécrétion est induite par le Cd
(Reddy et al., 1989). Chez les bivalves, le glycogene est stocké pendant le stade de
repos sexuel dans les cellules vésiculeuses et adipogranulaires, qui en constituent une
réserve spéciale. Ces réserves sont consommeées pendant la
gamétogénese ou elles jouent un réle central dans lI'approvisionnement énergétique et
métabolique (Bacca et al., 2005). De nombreux auteurs ont rapporté une teneur
maximale en glycogéne immédiatement avant et pendant la prolifération des gametes.
Cette teneur diminue ensuite progressivement pendant la maturation et la premiére
émission des gametes (Kopp et al., 2005; Dridi et al., 2007; Pronker et al., 2008).
Ceci conforte nos résultats relatifs al’effet période. En effet, des teneurs plus
importantes en glucide ont été constatées, durant la période de repos sexuel.

Les lipides ont une influence marquée sur la reproduction des mollusques, et
jouent un réle important durant le développement larvaire et embryonnaire (Signa et
al., 2015). De plus, le Cd tend a s’accumuler dans les lipides en raison de ses
caractéristiques lipophiles (Chiffoleau et al., 1999).

Nos resultats ont montré une réduction dans le contenu en lipides au niveau
des gonades des individus de D. trunculus exposés au Cd lors de la période de repos
sexuel. De plus, une sensibilité au Cd différente en fonction du sexe des bivalves en
période de reproduction a été notée. Les concentrations des lipides ont diminué de
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maniere significative chez les femelles de D. trunculus aprés traitement aux deux
concentrations testées, alors qu’elles restent stables chez les males. Des données
similaires ont été rapportées chez la méme espéce D. trunculus, qui a été collectée
pendant les deux périodes de repos et de reproduction a Sidi Salem (Annaba), un site
contaminé par le Cd (Beldi et al., 2006; Sifi et al., 2013).

Des travaux concernant 1’effet sublétal des métaux ont rapporté des résultats
semblables. Comme I'effet sur les larves de la moule M. galloprovincialis aprés 48h
d’exposition a une concentration de 0,005 mg/L de Cd (Wu et al., 2016) et sur la
moule Perna viridis exposée au Cu (0,005 mg/L) (Yeung et al., 2016). Les femelles
d’autres especes aquatiques ont montré le méme résultat apres une exposition au Cd.
On peut citer la crevette Macrobrachium rosenbergii traitée a une concentration de
0,025 mg/L (Revathi et al., 2011), et le crabe Chiromantes dehaani traité aux
concentrations de 0,1, 0,5 et 1 mg/L (Liu et al., 2016).

La diminution des lipides gonadiques observée lors de la période de repos, et
chez les femelles en période de reproduction peut étre due a l'activité accrue de la
lipase, I'enzyme responsable de la décomposition des lipides en acides gras libres et
donc de I'hydrolyse des triglycérides en glycérol (Steals & Auwerx, 1992). Les lipides
constituent les rares réserves d'énergie de rechange et leur mobilisation peut étre due a
des demandes énergétiques élevées pour contrer le stress toxique (Reddy et al., 1989).

Les lipides ont une importance considérable dans le stockage et 1’utilisation
saisonniere de I’énergie qui est étroitement liée aux conditions environnementales et
au cycle annuel de la gamétogénése (Lafont & Mathieu, 2007). Une étude sur D.
trunculus a signalé un effet sexe dans la composition des classes lipidiques des
gonades aux derniers stades de la gamétogénéese (Martinez-Pita et al., 2011) avec des
niveaux élevés des phospholipides chez les males comparativement aux femelles, et
des niveaux plus importants de triglycéride et d’ester de stérol chez les femelles. Les
niveaux élevés de triglycéride trouvés dans les femelles de D. trunculus correspondent
probablement a l'incorporation des lipides neutres dans les ovocytes qui se produit
dans les derniéres phases de leur développement (Duinker et al., 2004). Cependant,
les méles incorporent des lipides principalement sous forme de phospholipides et
comme steérols libres qui sont ajoutés dans les membranes des spermatozoides
(Soudant et al., 1996). D’autre part, le travail d’Evtusjenko et al. (1984) suggere que
le Cd n’a aucun effet sur la synthése des phospholipides, ce qui pourrait expliquer
I’absence de I’effet du Cd sur les lipides chez les males vu leur faible teneur en
triglycéride dans les gonades.

Les protéines sont impliquées dans ’architecture des cellules et intensivement
dans la formation des gameétes, en particulier au cours de I’ovogenese chez les
femelles, jouant également un réle important dans la réparation et la protection des
organismes contre les dommages environnementaux (Umminger, 1977; Ansell et al.,
1980; Maharajan et al., 2012). En effet, la production et I'expression des protéines
refletent les réponses physiologiques aux conditions environnementales changeantes
ou stressantes (Gotelli et al., 2012; Pedrosa et al., 2017). Dans des conditions de

84



Discussion

stress, les protéines fournissent de I'énergie dans les voies métaboliques et les
réactions biochimiques pour contrer cette agression (Maharajan et al., 2012; Do
Nascimento et al., 2016).

Dans notre étude D. trunculus présente des diminutions trés importantes des
taux de protéines au cours des deux périodes étudiées. Puisque les bivalves ont une
quantité limitée de glucides et de lipides, la prochaine source alternative d'énergie
pour répondre a la demande accrue est les protéines (Le Gal et al,. 1997; Xuan et
al., 2011;Yeung et al., 2017). De nombreuses espéces de bivalves ont montré une
réduction des protéines pour surmonter le stress induit par le Cd: M. sallei exposé a la
concentration de 0,71 mg/L (Uma-Devi et al., 1996), A. anatine nourri avec des
algues contenant la dose de 0,0059 pg/g de poids sec (Ngo al., 2012) ou M. edulis
traité a la concentration de 0,2 mg/L (Geret et al., 2002). Une analyse protéomique
réalisée sur le bivalve Saccostrea cucullata a révélé onze protéines dans les gonades,
dont les niveaux d'expression ont été significativement modifiés par le Cd (1 mg/L)
apres seulement 48h, et a indiqué que les principales fonctions de ces protéines sont
comme suit: liaison, translocation des protéines, catalyse, la fonction de reproduction,
la structure du squelette, et la régulation du métabolisme énergétique (Zhu et al.,
2012). La dépletion des niveaux de protéines totales suggere une protéolyse accrue et
une utilisation possible de leurs produits de dégradation a des fins métaboliques, elle
peut étre due a une augmentation du catabolisme et a une diminution de I'anabolisme
des protéines, comme l'ont rapporté les études sur le bivalve d'eau douce Parrysia
corrugata (Deshmukh & Lomte, 1998). Une autre hypothése a été émise, la réduction
des taux de protéines a été attribuée également a une utilisation des acides aminés
dans la syntheése du glucose par néoglucogenése pour fournir de 1’énergie requise
durant une exposition aux polluants (Vijayavel et al., 2006).

Les protéines sont fortement mobilisées durant la reproduction pour la
vitellogenese (Gautier-Clerc et al., 2002), alors que Moncaleano-Nino et al. (2017)
ont démontré récemment que I’exposition aigiie (96h) a des concentrations sublétales
de Cd réduit significativement le taux de vitellogénines (Vtg) qui sont des
glycophospholipoprotéines contenant des ligands specifiques aux métaux tels que le
Cd et Zn (Wallace, 1985) et sont les principaux précurseurs des vitellines. De plus, il
est connu que les niveaux de Vtg peuvent varier considérablement au cours de la vie
d'un bivalve et ont tendance a étre beaucoup plus élevés chez les femelles adultes,
alors que les juvéniles et les males ont tendance a avoir des niveaux inférieurs
(Moncaleano-Nino et al., 2017). Ces données concordent avec nos résultats, et
pourraient expliquer la plus grande sensibilité des femelles a I’égard de ce toxique,
probablement par son interférence avec le systeme endocrinien (Ketata et al., 2007).
En effet, le Cd est classé comme un produit chimique perturbateur endocrinien
(lavicoli et al., 2009).

4.4, Effet sublétal du cadmium sur les oméga 3

Les acides gras (AG) sont nécessaires pour la production et la permeabilité de
la membrane cellulaire; ils sont les principaux composants des lipides et utilisés
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comme combustible dans tous les systemes métaboliques, jouant un rdle important
dans la réponse biochimique et physiologique (Neves et al., 2015). Au cours des
derniéres années, une recherche intensive a montré les avantages des acides gras
omega-3 (Swanson et al., 2012, De Camargo Talon et al., 2015, Drudi et al., 2017);
les plus importants sont 1’acide -eicosapentaénoique (EPA) et [P’acide
docosahexaénoique (DHA), ce sont des AG essentiels qui ont un réle clé dans la santé
humaine; ils servent de precurseurs d'eicosanoides (prostaglandines, thromboxanes,
leucotrienes) qui présentent une large gamme d'actions physiologiques comme la
réponse immunitaire, la réponse inflammatoire, la fonction neurale, la reproduction et
I'amélioration de I'adaptation des organismes au stress environnemental (Vance &
Vance, 2002; Merzouk et al., 2008; Nani et al., 2015). Les acides gras omega-3
réduisent le taux de cholestérol et I'incidence des maladies cardiaques, des accidents
vasculaires cérébraux et de I'accouchement prématuré (Daviglus et al., 2002,
Patterson, 2002). Selon les recherches récentes, le DHA devrait étre considéré comme
un candidat potentiel dans la prévention de la prolifération tumorale et I'angiogenése
(Berger et al., 2013). Les oméga-3 ont un réle également dans les grandes fonctions
de tous les animaux a tous les niveaux trophiques, y compris les invertébrés
planctoniques, les poissons, et les bivalves. lls ne peuvent pas étre synthétisés de
novo, ou du moins pas en quantité suffisante (Saito and Aono, 2014). D. trunculus a
été identifié comme une excellente source de ces AGPI a longue chaine (Boussoufa et
al., 2011).

Il a été rapporté que les quantités d'EPA et de DHA diminuaient généralement
avec l'augmentation des niveaux de contamination et sont souvent associées a la
peroxydation ou a la diminution de la perméabilité de la membrane (Signa et al.,
2015; Filimonova et al., 2016). Notre étude a montré que le Cd a des concentrations
sublétales peut réduire les niveaux des AGPI oméga-3 significativement suite a une
exposition aigué confirmant les rapports précédents. Par exemple, les bivalves M.
edulis exposés a 0,05 mg/L du Cu pendant 24h et 72h (Fokina et al., 2013), et
Mizuhopecren yessoensis exposés a 0,25 ppm de CdCl, (Chelomin & Belcheva,
1991), ont montré une faible teneur d’EPA et de DHA en comparaison avec les
témoins. De plus, la moule M. galloprovincialis transplantée d'un site de référence
vers un site touché par la contamination métallique et par les HAP, montre une
réduction a la fois de I'EPA et de DHA (Signa et al., 2015). Le méme effet a été
observé chez les especes de poissons comme Lates calcarifer traité avec du nickel et
du mercure pendant 96h (Senthamilselvan et al., 2016), et chez O. niloticus collecté
sur un site contaminé par les activités humaines et en particulier les métaux lourds
(Muinde et al., 2013).

La reduction des oméga-3 observeée dans notre étude peut étre due a
I'activation du mécanisme de peroxydation lipidique, puisque les AGPI sont des cibles
primaires de I’ERO, lorsque le processus de formation des radicaux lipidiques
commence, une saturation plus élevée des lipides, et des concentrations élevées
d'oxygene provoquent l'augmentation de la rapidité des réactions en chaine des
radicaux lipidiques (Anacleto et al., 2014). Cependant, il existe chez les bivalves des
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acides gras particuliers, dits « non-methylene-interrupted » (NMI diénoiques, a deux
doubles liaisons), qui se distinguent par la présence de plus d’un groupement méthyl
entre chaque double liaison (Ojea et al., 2004), ce qui les rend plus résistants au stress
oxydatif. De plus, ces AG particuliers peuvent étre synthétisés de novo par les
bivalves et utilisés pour remplacer les AG les plus sensibles (Barnathan, 2009). La
diminution observée pour les AGPI, en particulier pour le DHA couplé a
l'augmentation des AG NMID, est un mécanisme compensatoire rapporté chez les
bivalves pour réduire la susceptibilité a la peroxydation lipidique (Munro & Blier
2012, Signa et al., 2015) tout en maintenant une fluidité adéquate de la membrane, la
proportion élevée de ces NMID réduit la susceptibilité a la peroxydation lipidique.

La reproduction des bivalves intertidaux comprend la gamétogénése, le
développement et la métamorphose, qui sont tous des processus consommateurs
d'énergie (Martinez et al., 2000). Le succes de ces processus dépend de ['état
physiologique et surtout de I'état pré-ponte de l'adulte (Hendriks, 2004). Une relation
directe a éte observée entre I'EPA et le DHA avec la gamétogénése chez D. trunculus
(Boussoufa et al., 2011). L'EPA sera utilisée de maniere préférentielle pendant le
développement embryonnaire en tant que source d'énergie (Freites et al., 2010;
Martinez-Pita et al., 2012), tandis que le DHA jouera un rdle important aux niveaux
structural et fonctionnel des membranes cellulaires impliquées dans I'ovogenése et
I'embryogenese, et influencera la survie des larves (Soudant et al., 1999; Pazos et al.,
2003).

Le profil obtenu des oméga-3 montre des différences entre le sexe chez D.
trunculus. En effet, les males présentent des valeurs plus élevées d”’'EPA et de DHA.
Le contenu en 20: 5n-3 et 22: 6n-3 differe entre les espéces de bivalves. Chez M.
galloprovincialis (Martinez-Pita et al., 2012) et Patella depressa (Morais et al., 2003)
le taux de ces deux AGPI était plus élevé chez les males par rapport aux femelles,
confirmant nos constatations sur D. trunculus. Les différences dans la composition
des AG entre les deux sexes pourraient étre liées aux différences dans la composition
lipidique. Nous avons précédemment précisé que des niveaux élevés des
phospholipides ont été trouvés chez les males, contrairement aux femelles qui
présentaient de leur part, des niveaux plus importants de triglycéride et d’ester de
stérol. Puisque les AGPI sont principalement situés dans les phospholipides, alors que
les lipides neutres tels que le TG et I'ester des stérols accumulent le 14: 0 et les acides
gras mono-insaturés (Saito, 2004), ceci pourrait expliquer nos résultats.

Des études antérieures ont montré que le Cd peut affecter fortement le
métabolisme énergétique a de faible concentration en supprimant la fonction
mitochondriale et en augmentant la demande d'énergie basale d'un organisme pour
couvrir les codts energétiques de la détoxification et la réparation des dommages
(Ivanina et al., 2009; Cannino et al., 2009). De plus, il existe une difféerence dans la
demande énergétique des gamétes males et femelles. Il a été démontré que la
bioaccumulation de plusieurs métaux lourds, y compris le Cd, dépend du sexe pendant
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la gamétogénese chez M. galloprovincialis; cette bioaccumulation est plus élevée
chez les femelles (Richir & Gobert, 2014).

4.5. Effet subletal du cadmium sur les acides nucléiques

La majorité de I'ADN est contenu dans le noyau de la cellule, et une partie
infime est présente dans les mitochondries et les centrioles. La syntheése de I’ARN a
partir de I’ADN est assurée par I’ARN polymérase, I’enzyme dirigeant la
transcription, tandis que I’ADN polymérase intervient dans la réplication de I’ADN au
cours du cycle cellulaire, mais aussi dans des processus de réparation et de
recombinaison de I'ADN (Lodish, 2000). La quantité d’ADN est constante pour les
individus de la méme espéce et représente le nombre de cellules, alors que I'ARN
(principalement ribosomique) représente le degré de synthése des protéines (Varo et
al., 2007). Les méthodes basées sur les acides nucléiques sont récemment devenues
un outil important dans la détermination de I'état physiologique des organismes
marins. Les acides nucléiques ont été appliqués avec succes en tant qu'indicateurs de
I'état nutritionnel, ainsi que de la croissance des organismes marins, ils sont également
utiles en tant qu'indicateurs d'impacts naturels ou anthropiques dans la population et
les communautés aquatiques (Chicharo & Chicharo, 2008; Laflamme et al., 2012;
Yeung et al., 2017).

Dans notre étude, les taux des acides nucléiques chez les individus de D.
trunculus varient en fonction de I’activité sexuelle et du sexe au cours de I’exposition
au Cd. Le taux d’ADN est significativement réduit uniquement chez les femelles en
période de reproduction, suggérant 1’inhibition de l'accumulation de I’ADN dans leurs
gonades, et l'altération de 1’ovogenése. Pour les taux d’ARN, une diminution apres
traitement est observée chez I’ensemble des groupes traités (en période de repos et de
reproduction).

Chez le bivalve Placopecten magellanicu en période de différenciation des
gametes, et exposé a de faibles concentrations de Cu et de Cd, une diminution des
concentrations d’ARN chez les deux sexes a été observée, confirmant ainsi nos
résultats. De plus, contrairement a nos données, I’effet sur I'ADN a été signalé
uniquement chez les males (Gould et al., 1988). Toutefois, I’étude menée par Acosta
& Lodeiros (2001) sur la moule P. viridis traitée avec différentes concentrations de
Cu (0,05, 0,1, 0,2 et 0,8 mg/L), n’indique pas de variation significative des niveaux
d’ADN aprés une exposition de 96h. Chez le bivalve L. marginalis, I'ADN et I'ARN
ont diminué considérablement dans différents organes (branchies, pied, glande
digestive) aprés traitement avec le nickel par rapport aux témoins (Andhale &
Zambare, 2011). Ceci confirme ainsi nos résultats.

En milieu naturel, I’évolution saisonni¢re des taux d’ADN et d’ARN montre
qu’ils sont étroitement liés au cycle reproducteur de D. trunculus. La comparaison
entre sites, par rapport au degré de pollution montre que la quantité d’ADN au niveau
du manteau des bivalves n’est pas affectée au mois d’Avril et d’Octobre, tandis
qu'une diminution des taux d’ARN est signalée uniquement en période de
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reproduction a Sidi Salem, un site touché par la pollution métallique (Hamdani,
2007).

Les conditions environnementales peuvent exercer un contréle sur la synthese,
l'activité et la dégradation des acides nucléiques, il est donc important d’étudier
périodiquement les niveaux d’ADN et d'ARN dans les différents tissus des organismes
subissant des conditions de stress (Andhale & Zambare, 2011). En effet, les taux
d’acides nucléiques varient en fonction du cycle reproducteur, et de la température de
I’eau de mer dans laquelle se trouvent les individus (Norkko et al., 2005). La
température est un facteur important ayant un impact direct sur la fonction des
enzymes, et D. trunculus n’a pas la capacité de réguler sa température et dépend
entierement de celle de son environnement, ce qui peut modifier sa physiologie et sa
biochimie. De plus, la température modifie également les caractéristiques chimiques
des métaux (Dame, 1996; Mubiana & Blust, 2007). Ceci pourrait expliquer la
différence dans la réponse des acides nucléiques au Cd en fonction des périodes de
repos (Novembre) et de reproduction (Mars).

Une fois dans la cellule, les métaux vont rapidement s’accumuler dans le
noyau. A ce niveau, ils vont stimuler la synthése d’ARNm codant pour les
métallothionéines (MTs), inhiber 1’activité de I’ARN polymérase I et II responsable
de la synthese de I’ARNr et I’ARNm respectivement, notant que I’ARNr forme 85-90
% de I’ARN totale du noyau et du cytoplasme. Les métaux peuvent altérer la structure
et le métabolisme de I’ADN et causer des anomalies au niveau des chromosomes
(Young, 1970; Bryan & Hidalgo, 1976; Viarengo et al., 1982). La génotoxicité du
chlorure de Cd a de faibles concentrations a été démontrée chez les organismes
aquatiques (Lemoine et al., 2000; Ahmed et al., 2010; Nardi et al., 2017). Plusieurs
hypothéses ont été avancées concernant le mécanisme d’action du Cd; par exemple, il
pourrait produire des dommages a I’ADN en créant des cassures dans ses brins, ou par
une inhibition des enzymes de réparation de I’ADN (Michel & Vincent-Hubert, 2015),
ou encore indirectement par la production de radicaux libres qui peuvent attaquer les
acides nucléiques, et entrainer ainsi une destruction et un dysfonctionnement de leurs
fonctions (Bertin & Averbeck, 2006; Hsu et al., 2010; Yannick et al., 2017).

L’effet sexe du Cd mis en évidence au niveau des acides nucléiques en période
de reproduction, et ou les femelles semblent étre plus sensibles peut s’expliquer par
I’état physiologique particulier des femelles au cours de 1’ovogenése, et par la
différence entre les deux sexes en ce qui concerne la demande énergétique.

4.6. Dépuration du cadmium

Lorsque le Cd contamine I'écosystéeme aquatique, il peut pénétrer dans la
chaine alimentaire par la consommation directe d'eau ou de biote, et par des voies non
alimentaires telles que l'absorption par I’épithélium (Ruangsomboon & Wongrat,
2006). Les bivalves font partie de la chaine alimentaire aquatique et peuvent amasser
une quantité importante de Cd en consommant des algues, des microorganismes, ou
de I'eau. Ensuite, les humains peuvent amasser une plus grande quantité de Cd par le
biais de l'alimentation. Des études indiquent que les bivalves ont une grande capacité

89



Discussion

d’accumulation du Cd, avec des concentrations qui augmentent linéairement avec la
période d’exposition (Company et al., 2010; Ji et al., 2015; Peri¢ et al., 2017). De
plus, chez les mollusques bivalves, il existe une indication claire que les ERO
induisent dans les tissus un stress oxydatif endommageant les compartiments
intracellulaires a différents niveaux (Chelomin et al., 2005; Belabed & Soltani, 2013;
Pedrosa et al., 2017). Pour ces raisons, la dépuration du Cd chez les bivalves doit étre
prise en considération pour réduire 1’'exposition des mollusques aux métaux lourds
(Zhang et al., 2015). En effet, beaucoup d’études ont porté sur la dépuration et
I’élimination des microorganismes pathogénes chez les espeéces comestibles comme
D. trunculus (Colakoglu et al., 2014). Cependant, l'effet de la dépuration en
contamination chimique a été négligé, et I'état biochimique des organismes apres cette
période est pratiquement inconnu. La facon dont les différentes especes aquatiques
répondent & la dépuration est également mal comprise (Freitas et al., 2012).

Dans cette etude, la dépuration des animaux exposes au Cd pendant 96h puis
transférés dans de I'eau de mer propre dépend des concentrations sublétales testées
(CLyp et CLys), de la période étudiée (repos/reproduction), et du sexe. Nos résultats
démontrent un potentiel de purification important chez D. trunculus, puisque ce
filtreur retrouve des valeurs de composants biochimiques gonadiques relativement
proches de celles des témoins.

La diminution des composants biochimiques constatée aprés la période de
dépuration peut résulter de l'activation du systéme de détoxication (Belabed &
Soltani, 2013), et des voies métaboliques pour éliminer activement les différentes
formes d’agressions subies par les tissus. Par exemple, il a ét¢ rapporté que la
restauration des niveaux de PCs chez les bivalves serait due au processus des
systemes protéolytiques (Hofmann & Somero, 1995, 1996) ou par des fonctions
carbonyle réductase (Gebel et al., 1991; Forrest & Gonzalez, 2000; Walker et al.,
2000; Andrys et al., 2015). La réduction des PCs est particulierement évidente dans le
muscle adducteur de la moule M. edulis exposée a un stress oxydatif (Walker et al.,
2000). Comme ce muscle doit fonctionner de maniére anaérobie pendant de longues
périodes d'immersion (Chantler, 1983), il semble étre impliqué dans la réduction des
effets de I'oxygene et les especes réactives liées a celui-ci.

Dans 1’é¢tude d’El-Shenawy (2004), qui porte sur la dépuration des meétaux
lourds chez la coque R. decussatus et ses effets physiologiques, il a été démontré que
des interactions synergiques ont eu lieu dans la réponse de la consommation
d'oxygéne et de I'excrétion d'ammoniac pendant la dépuration. La respiration
croissante est indicative des besoins énergétiques accrus, alors que 1’augmentation de
I'excrétion d'ammoniac est révelatrice d'une augmentation du catabolisme des
protéines (Moore et al., 1984). La diminution de la consommation de |'oxygéne
associee a l'utilisation des protéines pendant I'exposition aux métaux lourds suggére
que les bivalves pourraient passer au métabolisme anaérobie lors de I’exposition aux
métaux dans I'environnement (Widdows & Donkin, 1992; Devi, 1996). De plus,
l'augmentation de l'absorption d'oxygéne est corrélée a I’augmentation de l'activité des
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valves apres 4 jours de dépuration. La période de restauration pourrait améliorer les
parametres physiologiques en diminuant le stress oxydatif des métaux sur les
branchies (EI-Shenawy, 2002), qui est le site initial de 1’absorption des polluants.

La diminution des niveaux de MTs en période de dépuration observée dans
notre étude, et confirmée par Freitas et al. (2012) sur le bivalve R. decussatus exposé
aux métaux lourds. En effet, ces chercheurs ont rapporté qu’en période de dépuration,
la majeure partie de I'élément est attribuée a la fraction insoluble contenue dans les
granules riches en métal, debris cellulaires et organelles, diminuant le pourcentage
d'élément dans la fraction soluble au niveau du cytosol. Comme indiqué par
I'nypothese de Ng & Wang (2004) pour Ruditapes philippinarum, les niveaux élevés
d'éléments dans la fraction insoluble jouent un role dans la détoxication, entrainant
une indisponibilité d'éléments pour les MTs.

Freitas et al. (2012) ont également rapporté une diminution des niveaux de la
peroxydation lipidique et de quelques enzymes antioxydantes comme la catalase, la
SOD, et la GST en condition de dépuration, révélant que ces biomarqueurs réduisent
le stress oxydatif dans un environnement pollué. Enfin, dans une étude sur la
restauration des métaux lourds (Cd, Cu, Pb, Zn, Br...) chez trois espéces de
mollusque bivalve (R. philippinarum, M. galloprovincialis et Scrobicularia plana),
Anacleto et al. (2015) indiquent clairement que l'efficacité de la dépuration des
¢léments toxiques dépend de I’espéce, le temps de dépuration, 1'élément, et les
niveaux initiaux du polluant chez le bivalve.
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le présent travail a pour objectif de contribuer a la compréhension du

mécanisme de toxicité du cadmium (Cd), un métal lourd trés toxique dont la présence
a été détectée dans le golfe d’Annaba, a travers 1’analyse biochimique des gonades
d’une espéce bioindicatrice de la pollution, Donax trunculus (Mollusca, Bivalvia), en
fonction de I’activité sexuelle, et du sexe pendant 1’exposition aigiie, et la dépuration.
Plusieurs aspects ont été envisages:

Parameétres de létalité du Cd: la toxicité aigie du Cd chez ce mollusque
comestible, a été évaluée par la détermination des concentrations sublétales (CLo
et CLys) et létales (CLsp et la Clgg) de ce xénobiotique additionné a 1’eau de
I’élevage a différentes concentrations (5, 7,6 et 10 mg/L) pour une durée
d’exposition de 24, 48, 72 et 96h. La létalité de Cd a été évaluée en fonction du
cycle sexuel du mollusque (période de repos et de reproduction) et du sexe (durant
la période d’activité). Les résultats obtenus ont mis en évidence une toxicité du
Cd, avec une relation dose-réponse. L’effet est relativement marqué chez les
femelles.

Impact sur les taux des métallothionéines et des protéines carbonylées:
I'impact sublétal du Cd a été examiné sur les réponses de deux biomarqueurs non
testés dans notre laboratoire; les métallothionéines, impliquées dans la
séquestration des métaux, et les protéines carbonylées, marqueur de 1’oxydation
des protéines. On a enregistré une induction de ces deux biomarqueurs suite au
stress oxydatif provoqué par I'exposition au Cd, et ce avec un effet sexe,
concentration et période.

Impact sur la biochimie des gonades: une étude de la composition biochimique
des gonades portant sur les principaux constituants (glucides, lipides et protéines),
les AGPI de la famille des oméga 3 (EPA et DHA) et les acides nucléiques (ARN
et ADN) a été réalisée suite a une exposition sublétale au Cd. Dans un premier
temps, nous avons pu mettre en évidence I’importance des réserves énergétiques
dans la réponse au stress, a travers la diminution des glucides, lipides et protéines.
En effet, les mécanismes de défense impliquent des colts énergétiques qui
different en fonction du sexe, de la concentration du polluant et de la période
étudiée pouvant correspondre a des compromis entre reproduction, détoxification,
survie et métabolisme énergétique. Les variations des AGPI de la famille des
oméga 3 (EPA et DHA) reflétent I’état de la santé affecté des bivalves exposés a
des concentrations sublétales du Cd. Les résultats obtenus montrent une baisse
dans les concentrations des deux AG essentiels pour les bivalves et pour la santé
humaine, au vu de la valeur nutritionnelle accordée a cette espéce comestible. La
diminution du taux d’ADN observé uniquement chez les femelles traitées
témoigne de la diminution des nombres des ovocytes, alors que la baisse du taux
d’ARN renseigne sur les atteintes portées a la synthése des proteines.

Evaluation du potentiel de dépuration de I'espéce: la dépuration des
contaminants chimiques est encore mal connue. Les constats relatifs a la
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dépuration effectués lors de notre étude peuvent étre utiles dans la compréhension
des mécanismes de réparation des dommages engendreés par le Cd. La dépuration
dépend étroitement des concentrations testées, du sexe, du temps et de la période
étudiée. La sensibilité accrue de l'espéce en période de reproduction et des
femelles confirment I’importance de corréler les études avec la période du cycle
sexuel et le sexe dans les études écotoxicologiques. Les stades du développement
reproductif, la gamétogénese, la ponte et les différences métaboliques entre les
males et les femelles, sont des éléments physiologiques essentiels dans la réponse
des bivalves au stress.

L’¢étude permet de projeter des perspectives intéressantes qui considereraient
les points suivants:

- La protection et/ou la réparation des protéines par le dosage de la HSP70.

- La mesure de la production d'ATP afin d’évaluer I'énergie nécessaire aux cellules
pour tolérer une exposition au stress.

- La cytochrome C oxydase, représentée par le gene de sa sous-unité 1, est un
marqueur mitochondrial dont la surexpression est liée au métabolisme énergétique
dans la réponse au stress.

- Le dosage du cytochrome P450, responsable de la biotransformation des polluants
en métabolites.

- Le dosage des enzymes, comme les élongases et les désaturases impliquées dans la
synthése des AGPI, ce qui permettrait de mieux élucider leur mode d'action dans la
réduction des AG.

- La dépuration sur une durée plus longue afin d'apprécier la réversibilité de la toxicité
sur les organismes exposés et ce, a tous les niveaux (organe, cellulaire et moléculaire).
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6. RESUMES

6.1. Résumé

Le Cadmium (Cd) est un métal lourd occupant le septiéme rang sur la liste des
substances dangereuses prioritaires. Il se révele étre un polluant majeur dans la région
du golfe d’Annaba. L’objectif de ce travail consiste a étudier, en conditions de
laboratoire, la réponse biochimique d’une espéce bioindicatrice de la pollution, a
savoir, Donax trunculus (Linnaeus, 1758) (Bivalvia, Donacidae) au Cd, en prenant en
considération, la période du cycle sexuel (repos/reproduction) et le sexe. L’étude s’est
déroulée en deux phases: une premiére phase d’exposition aigiic au Cd d’une durée de
96h, suivie d’une seconde phase de dépuration d’une méme durée afin d’évaluer la
capacité de cette espece a restaurer un statut normal.

Les échantillons ont été préleves a El Battah, un site éloigné des sources de
pollution, et élevés au laboratoire. Les parameétres physico-chimiques tels que la
température, le pH, la salinité et I'oxygéne dissout ont été mesurés. Le Cd a été
additionné a I'eau d'élevage a différentes concentrations (5, 7,6 et 10 mg). Les tests de
toxicité ont permis d’estimer les concentrations sublétales (CLjp et CLys) et létales
(CLsp et CLgo) pendant 24, 48, 72 et 96h d’exposition. Le Cd entraine une mortalité de
I’espéce étudiée avec une relation dose-réponse; les femelles sont plus sensibles par
rapport aux males.

Deux types de stratégies de défense au niveau cellulaire ont été étudiées aprés
exposition aiglie aux concentrations sublétales du Cd, dans I’organe reproducteur de
D. trunculus. L’une consiste a étudier la réponse de deux biomaqueurs les protéines
carbonylées (PCs), dérivées issus de I’oxydation des protéines, et les métallothionéines
(MTs), impliquées dans la détoxication des métaux. La seconde consiste a analyser
quelques composants biochimiques des gonades: les réserves énergeétiques (glucides,
lipides, protéines), les acides nucléiques (I’acide ribonucléique; ARN, et ’acide
désoxyribonucléique; ADN), ainsi que les acides gras de la famille des oméga-3
(’acide eicosapentaénoique; EPA et 1’acide docosahexaénoique; DHA). Nos résultats
sont en faveur d’un effet globalement pro-oxydant, puisque I’exposition des bivalves
au Cd a de faibles concentrations durant 4 jours entraine I’induction des PCs et des
MTs d’une part, et une diminution des réserves énergétiques, des acides nucléeiques,
ainsi que des oméga-3 d’autre part. Le Cd a généralement un effet concentration, plus
marqué chez les femelles, notamment durant la période de reproduction. L’état
physiologique est donc un facteur important pour déterminer le niveau de sensibilité
au Cd chez les organismes aquatiques. De plus, D. trunulus a révélé un potentiel de
restauration relativement important qui témoigne de 1’efficacité de la phase de
dépuration pour réduire le stress subit apres une contamination chimique.

Mots clés: Donax trunculus, Toxicité, Cadmium, Biomaqueurs, Composition
biochimique, Acides gras, Acides nucléiques, Dépuration, Sexe, Gonade.
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6.2. Abstract

Cadmium (Cd) is a heavy metal that ranks seventh on the priority list of
hazardous substances, and a major pollutant in the Gulf of Annaba. The aim of this
work is to study, in laboratory conditions, the biochemical response of a bioindicator
species of pollution, namely, Donax trunculus (Linnaeus, 1758) (Bivalvia, Donacidae)
to Cd, taking into consideration the reproductive period and gender. The study was
carried out in two phases: a first one of acute exposure to the Cd during 96h, followed
by a second phase of depuration (96h), which consists of assessing the recovery
pattern of normal status.

The samples were collected at El Battah, a relatively clean sea shore, and
reared in the laboratory. Physico-chemical parameters such as temperature, pH,
salinity, and dissolved oxygen were measured. Cd was added to the rearing water at
different concentrations (5, 7.6 and 10 mg). Toxicity tests were used to estimate
sublethal (CLyo and CL;s) and lethal concentrations (LCso and CLgo) for 24, 48, 72 and
96 hours of exposure. Cd causes mortality of the species studied with a dose-response
relationship, and females seems to be sensitive to males.

Two kinds of resistance strategies where mainly studied after acute exposure to
sub-lethal concentrations of Cd. One concerned the response of two biomarkers:
proteins carbonyls (PCs) derived from the oxidation of proteins, and metallothioneins
(MTs), involved in the detoxification of metals. A second study consisted to analyse
some biochemical components of the gonads: energy reserves (carbohydrates, lipids,
and proteins), nucleic acids (ribonucleic acid; RNA, and deoxyribonucleic acid;
DNA), as well as omega-3 fatty acids (eicosapentaenoic acid, EPA and
docosahexaenoic acid, DHA). Our results are in general in favor of pro-oxidant
effects, since the exposure of bivalves to Cd at low concentrations during 4 days leads
to induce induction PCs and MTs levels on the one hand, and a decrease in energy
reserves, nucleic acids, and omega-3 fatty acids on the other hand. Cd has generally
concentration effect, and is more pronounced in females, especially during the
reproductive period. The physiological state is an important factor in determing the
level of sensitivity to Cd in aquatic organisms. In addition, D. trunulus has revealed a
relatively large recovery potential that demonstrates the effectiveness of the depuration
phase to reduce the stress due to chemical contamination.

Keywords: Donax trunculus, Toxicity, Cadmium, Biomarkers, Biochemical
composition, Fatty acids, Nucleic acids, Depuration, Gender, Gonad.
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Annexe 1: Données statistiques

Tableau 1. Analyse de la variance a trois criteres de classification (concentration, temps et sexe) des

mortalités transformées chez D. trunculus en période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Concentration 2 3884,8 1942 4 738,04 0,001***
Temps 4 40893,5 10223,4 3884,52 0,001***
Sexe 1 435,2 435,2 165,36 0,001***
Concentration x Temps 8 1122,3 140,3 53,31 0,001***
Temps x Sexe

4 131,1 32,8 12,46 0,001***
Concentration x Sexe

2 7,4 3,7 1,41 0,251
Concentration x Temps X
Sexe 8 47,7 6,0 2,27 0,034*
Erreur 60 157,9 2,6
Résiduelle
Totales 89 46680,1

Tableau 2. Analyse de la variance a trois critéres de classification (concentration, temps et période) des

mortalités transformées de D. trunculus en période de reproduction.

[ Sourcesdevariation ~ [DDL | SCE | CM | Fa | P |
Concentration 2 4823,20 1939,80 242,50 0,001***
Temps 4 50363,30 10078,2 1259,96 0,001***
période 1 3189,10 3189,10 398,69 0,001***
Concentration x Temps 8 1324,90 132,20 16,53 0,001***
Temps x Période 4 1272,20 318,10 39,76 0,001***
Concentration x Période 2 115,50 57,70 7,22 0,001***
Concentration x Temps x 8 118,30 14,80 1,85 0,076
Période
Erreur 105 839,90 8
Résiduelle
Totales 134 6204,63

DDL: degré de liberté, SCE: somme des carrés des écarts, CM: carré moyen, Fs: F observé, P: seuil
de signification; non significatif (p>0,05);* significatif (p<0,05);** trés significatif (p<0,01);***
hautement significatif (p<0,001).
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Tableau 3. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et phase) des
taux de protéines carbonylées chez D. trunculus en période de repos sexuel.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 37,52 18,76 157,68 0,001***
Temps 2 2,22 1,11 9,37 0,001***
Phase 1 0,88 0,88 7,43 0,009**
Traitement x Temps 4 2,48 0,62 5,22 0,001***
Temps x Phase 2 11,04 5,52 46,43 0,001***
Traitement x Phase 2 0,83 0,41 3,50 0,037*
Traitement x Temps 4 5,62 1,40 11,82 0,001***
x Phase

Erreur 54 6,42 0,11

Résiduelle

Totales 71 67,05

Tableau 4. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et phase) des
taux de métallothionéines chez D. trunculus en période de repos sexuel.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 33,37 16,68 61,01 0,001***
Temps 2 9,55 4,77 17,47 0,001***
Phase 1 6,07 6,07 22,21 0,001***
Traitement x Temps 4 0,74 0,18 0,68 0,608
Temps x Phase 2 61,03 30,51 11,60 0,001***
Traitement x Phase 2 1,38 0,69 2,53 0,089
Traitement x Temps 4 33,89 8,47 30,99 0,001***
x Phase

Erreur 54 14,76 0,27

Résiduelle

Totales 71 160,83
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Tableau 5. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et phase) des
taux de protéines carbonylées chez les méles de D. trunculus en période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 28,16 14,08 28,54 0,001***
Temps 2 2,41 1,20 2,45 0,096
Phase 1 1,62 1,62 3,28 0,076
Traitement x Temps 4 0,58 0,14 0,29 0,880
Temps x Phase 2 14,44 7,22 14,64 0,001 ***
Traitement x Phase 2 0,21 0,10 0,22 0,803
Traitement x Temps 4 11,84 2,96 6,00 0,001***
x Phase

Erreur 54 26,64 0,49

Résiduelle

Totales 71 85,93

Tableau 6. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et phase) des
taux de protéines carbonylées chez les femelles de D. trunculus en période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 38,55 19,27 39,69 0,001***
Temps 2 4,29 2,14 4,42 0,017*
Phase 1 0,92 0,92 1,91 0,172
Traitement x Temps 4 3,47 0,86 1,79 0,145
Temps x Phase 2 17,56 8,78 18,09 0,001***
Traitement x Phase 2 0,31 0,15 0,33 0,721
Traitement x Temps 4 9,14 2,28 4,71 0,002**
x Phase

Erreur 54 26,22 0,48

Résiduelle

Totales 71 100,50
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Tableau 7. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et sexe) des taux
de protéines carbonylées chez les males et les femelles de D. trunculus durant la phase d’exposition.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 31,81 15,90 40,31 0,001***
Temps 2 33,22 16,61 42,09 0,001***
Sexe 1 3,57 3,57 9,07 0,004**
Traitement x Temps 4 17,01 4,25 10,78 0,001***
Temps x Sexe 2 0,58 0,29 0,74 0,482
Traitement x Sexe 2 0,01 0,01 0,01 0,996
Traitement x Temps 4 0,82 0,20 0,52 0,721
X Sexe

Erreur 54 21,31 0,39

Résiduelle

Totales 71 108,34

Tableau 8. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et sexe) des taux
de protéines carbonylées chez les males et les femelles de D. trunculus durant la phase de

dépuration.
Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 0,20 2,78 3,63 0,033*
Temps 2 3,57 0,10 0,14 0,873
Sexe 1 2,50 3,57 4,67 0,035*
Traitement x Temps 4 7,96 1,99 2,60 0,046
Temps x Sexe 2 6,30 3,15 4,12 0,022*
Traitement x Sexe 2 19,79 9,89 12,93 0,001***
Traitement x Temps 4 0,94 0,23 0,31 0,874
X Sexe
Erreur 54 41,34 0,76
Résiduelle
Totales 71 85,70
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Tableau 9. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux de protéines carbonylées chez individus de D. trunculus en phase de d’exposition au Cd lors de
la période de repos et de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 44,18 19,06 59,65 0,001***
Temps 2 42,95 17,64 55,21 0,001***
Période 1 8,54 8,54 26,72 0,001***
Traitement x Temps 4 22,96 4,89 15,31 0,001***
Temps x Période 2 0,51 0,25 0,80 0,451
Traitement X 2 1,26 0,63 1,97 0,145
Période

Traitement x Temps 4 0,90 0,22 0,71 0,589
x Période

Erreur 90 28,76 0,31

Résiduelle

Totales 107 150,08

Tableau 10. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux de protéines carbonylées chez individus de D. trunculus en phase de dépuration au Cd lors de
la période de repos et de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 55,93 26,32 58,51 0,001***
Temps 2 6,71 3,10 6,89 0,002**
Période 1 9,78 9,78 21,75 0,001***
Traitement x Temps 4 5,80 1,06 2,37 0,059
Temps x Période 2 0,89 0,44 1,00 0,372
Traitement X 2 3,38 1,69 3,77 0,027
Période

0,557
Traitement x Temps 4 1,35 0,33 0,76
X Période
Erreur 90 40,49 0,44
Résiduelle
Totales 107 124,38
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Tableau 11. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des

taux de métallothionéines chez les males D. trunculus en période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 61,27 30,63 43,35 0,001***
Temps 2 1,62 0,81 1,15 0,326
Phase 1 0,26 0,26 0,38 0,541
Traitement x Temps 4 0,77 0,19 0,27 0,894
Temps x Phase 2 86,44 43,22 61,16 0,001***
Traitement*Phase 2 1,91 0,95 1,36 0,267
Traitement x Temps 4 28,94 7,23 10,24 0,001***
x Phase

Erreur 54 38,16 0,70

Résiduelle

Totales 71 219,39

Tableau 12. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des

taux de métallothionéines chez les femelles D. trunculus en période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 35,81 17,90 93,26 0,001***
Temps 2 13,32 6,66 34,71 0,001***
Phase 1 6,25 6,25 32,57 0,001***
Traitement x Temps 4 2,39 0,59 3,12 0,022
Temps x Phase 2 63,00 31,50 164,08 0,001***
Traitement x Phase 2 3,83 1,91 9,98 0,001***
Traitement x Temps 4 3,11 0,77 4,06 0,006**
x Phase

0,19
Erreur 54 10,16
Résiduelle
Totales 71 138,11
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Tableau 13. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et sexe) des
taux de métallothionéines chez les males et les femelles de D. trunculus durant la phase

d’exposition.

Tableau 14. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et sexe) des
taux de métallothionéines chez les males et les femelles de D. trunculus durant la phase de

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 32,02 16,01 33,74 0,001***
Temps 2 119,60 59,80 125,99 0,001***
Sexe 1 20,31 20,31 42,79 0,001***
Traitement x Temps 4 20,20 5,05 10,64 0,001***
Temps x Sexe 2 1,07 0,53 1,13 0,330
Traitement x Sexe 2 13,90 1,95 4,12 0,022*
Traitement x Temps 4 2,41 0,60 1,27 0,293
X Sexe

Erreur 54 25,63 0,47

Résiduelle

Totales 71 225,17

dépuration.
Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 66,65 33,32 78,59 0,001***
Temps 2 39,98 19,99 47,14 0,001***
Sexe 1 6,36 6,36 15,01 0,001***
Traitement x Temps 4 7,29 1,82 4,30 0,004**
Temps x Sexe 2 3,73 1,86 4,41 0,017*
Traitement x Sexe 2 0,24 0,12 0,29 0,753
Traitement x Temps 4 531 1,32 3,13 0,022*
X Sexe

54 22,89 0,42

Erreur
Résiduelle
Totales 71 152,48
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Tableau 15. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux des métallothionéines chez individus de D. trunculus en phase d’exposition au Cd lors de la
période de repos et de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 54,93 26,02 39,37 0,001***
Temps 2 131,59 49,61 75,06 0,001***
Période 1 19,82 19,82 29,99 0,001***
Traitement x Temps 4 34,78 8,26 12,50 0,001***
Temps x Période 2 10,52 5,26 7,96 0,001***
Traitement X 2 0,48 0,24 0,37 0,695
Période

4 0,42 0,10 0,16 0,958
Traitement x Temps
x Période
Erreur 90 59,49 0,66
Résiduelle
Totales 107 312,60

Tableau 16. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux des métallothionéines chez individus de D. trunculus en phase de dépuration au Cd lors de la
période de repos et de reproduction.
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Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 74,17 27,87 53,18 0,001***
Temps 2 80,13 41,41 79,02 0,001***
Période 1 0,01 0,01 0,03 0,852
Traitement x Temps 4 20,95 6,26 11,96 0,001***
Temps x Période 2 7,93 3,96 7,56 0,001***
Traitement X 2 3,84 1,92 3,67 0,029*
Période

Traitement x Temps 4 5,98 1,49 2,85 0,028*
x Période

Erreur 90 47,16 0,52

Résiduelle

Totales 107 240,20
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Tableau 17. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux de glucides chez D. trunculus en période de repos sexuel.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 387,18 193,59 37,62 0,001***
Temps 2 40,15 20,07 3,90 0,026*
Phase 1 9,72 9,72 1,89 0,175
Traitement x Temps 4 25,74 6,43 1,25 0,301
Temps x Phase 2 112,03 56,01 10,88 0,001***
Traitement x Phase 2 10,01 5,00 0,97 0,384
Traitement x Temps 4 188,35 47,08 9,15 0,001***
x Phase

Erreur 54 277,91 514

Résiduelle

Totales 71 1051,12

Tableau 18. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux de lipides chez D. trunculus en période de repos sexuel.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 24,41 12,21 7,62 0,001***
Temps 2 29,20 14,60 9,11 0,001***
Phase 1 65,22 65,22 40,71 0,001***
Traitement x Temps 4 5,72 1,43 0,89 0,475
Temps x Phase 2 25,45 12,72 7,94 0,001***
Traitement x Phase 2 6,25 3,13 1,95 0,152
Traitement x Temps 4 10,08 2,52 1,57 0,195
x Phase

Erreur 54 86,53 1,60

Résiduelle

Totales 71 252,89
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Tableau 19. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux de protéines chez D. trunculus en période de repos sexuel.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 307,61 153,80 85,30 0,001***
Temps 2 29,42 14,71 8,16 0,001***
Phase 1 69,91 69,91 38,77 0,001***
Traitement x Temps 4 28,18 7,04 3,91 0,007**
Temps x Phase 2 7,33 3,66 2,03 0,141
Traitement x Phase 2 27,23 13,61 7,55 0,001***
Traitement x Temps 4 35,55 8,88 4,93 0,002**
x Phase

Erreur 54 97,36 1,80

Résiduelle

Totales 71 602,63

Tableau 20. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux de glucides chez les males de D. trunculus en période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 144,65 72,32 27,49 0,001***
Temps 2 49,86 24,93 9,48 0,001***
Phase 1 25,14 25,14 9,56 0,003**
Traitement x Temps 4 11,28 2,82 1,07 0,379
Temps x Phase 2 258,192 129,09 49,07 0,001***
Traitement x Phase 2 2,12 1,06 0,40 0,670
Traitement x Temps 4 93,86 23,46 8,92 0,001***
X phase

Erreur 54 142,07 2,63

Résiduelle

Totales 71 727,20
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Tableau 21. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux de glucides chez les femelles de D. trunculus en période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 112,92 56,46 21,22 0,001***
Temps 2 11,63 5,81 2,19 0,122
Phase 1 2,86 2,86 1,08 0,304
Traitement x Temps 4 8,22 2,05 0,77 0,547
Temps x Phase 2 276,69 138,34 52,00 0,001***
Traitement x Phase 2 513 12,57 0,97 0,387
Traitement x Temps 4 53,30 13,32 5,01 0,002**
X phase

Erreur 54 143,67 2,66

Résiduelle

Totales 71 614,473

Tableau 22. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et sexe) des
taux de glucides chez les males et les femelles de D. trunculus en phase d’exposition au Cd lors de la

période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 145,05 72,53 26,36 0,001***
Temps 2 430,79 215,39 78,28 0,001***
Sexe 1 1057,23 1057,23 384,25 0,001***
Traitement x Temps 4 81,13 20,28 7,37 0,001***
Temps x Sexe 2 3,50 1,75 0,64 0,534
Traitement x Sexe 2 6,08 3,04 1,10 0,339
Traitement x Temps 4 6,63 1,66 0,60 0,663
X Sexe

Erreur 54 148,58 2,75

Résiduelle

Totales 71 1878,97
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Tableau 23. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et sexe) des
taux de glucides chez les males et les femelles de D. trunculus en phase de restauration au Cd lors

de la période de reproduction.

| Sourcesdevariation | DDL | SCE | CM | Fg | P |
Traitement 2 112,87 56,43 22,22 0,001***
Temps 2 157,06 78,53 30,91 0,001***
Sexe 1 1284,23 1284,23 505,55 0,001***
Traitement x Temps 4 68,15 17,03 6,71 0,001***
Temps x Sexe 2 5,03 2,51 0,99 0,378
Traitement x Sexe 2 0,84 0,42 0,17 0,848
Traitement x Temps 4 10,77 2,69 1,06 0,385
X Sexe
Erreur 54 137,17 2,54
Résiduelle
Totales 71 1776,149

Tableau 24. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux de glucides chez les males et les femelles de D. trunculus en phase d’exposition au Cd lors de la
période de repos et de reproduction.

142

| Sourcesdevariation | DDL |  SCE | CM |  Fae | P |
Traitement 2 302,62 160,04 10,74 0,001***
Temps 2 536,96 217,67 14,61 0,001***
Période 1 14864,97 14864,97 997,78 0,001***
Traitement x Temps 4 187,46 51,61 3,46 0,011*
Temps x Période 2 19,73 9,86 0,66 0,518
Traitement X 2 39,86 19,93 1,34 0,268
Période
Traitement x Temps 4 31,70 7,93 0,53 0,713
x Période
Erreur 90 1340,82 14,90
Résiduelle
Totales 107 17324,12
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Tableau 25. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux de glucides chez les individus de D. trunculus en phase de dépuration au Cd lors de la période

de repos et de reproduction.

Tableau 26. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des

taux de lipides chez les males de D. trunculus en période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 283,24 156,11 8,80 0,001***
Temps 2 154,04 55,22 3,11 0,049*
Période 1 14931,41 14931,41 841,38 0,001***
Traitement x Temps 4 124,09 31,68 1,79 0,139
Temps x Période 2 29,31 14,65 0,83 0,441
Traitement X 2 29,40 14,70 0,83 0,440
Période

0,888
Traitement x Temps 4 20,13 5,03 0,28
x Période
Erreur 90 1597,17 17,75
Résiduelle
Totales 107 17168,79
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| Sourcesdevariation | DDL |  SCE | CM |  Fae | P |
Traitement 2 1,61 0,80 1,48 0,238
Temps 2 4,79 2,39 4,37 0,017*
Phase 1 1,15 1,15 2,10 0,153
Traitement x Temps 4 5,55 1,38 2,53 0,051
Temps x Phase 2 21,03 10,51 19,18 0,001***
Traitement x Phase 2 0,04 0,02 0,04 0,958
Traitement x Temps 4 2,05 0,51 0,94 0,450
x Phase
Erreur 54 29,61 0,54
Résiduelle
Totales 71 65,86
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Tableau 27. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux de lipides chez les femelles de D. trunculus en période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 43,43 21,71 40,48 0,001***
Temps 2 24,67 12,33 23,00 0,001***
Phase 1 31,41 31,41 58,56 0,001***
Traitement x Temps 4 2,95 0,79 1,38 0,254
Temps x Phase 2 11,19 5,59 10,43 0,001***
Traitement x Phase 2 6,84 3,42 6,38 0,003**
Traitement x Temps 4 8,75 2,18 4,08 0,006**
x Phase

Erreur 54 29,61 0,53

Résiduelle

Totales 71 158,24

Tableau 28. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et sexe) des
taux de lipides chez les méles et les femelles de D. trunculus en phase d’exposition au Cd lors de la

période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 7,02 3,51 7,60 0,001***
Temps 2 46,71 23,35 50,57 0,001***
Sexe 1 3,13 3,13 6,78 0,012*
Traitement x Temps 4 6,75 1,68 3,65 0,010*
Temps x Sexe 2 0,61 0,30 0,67 0,518
Traitement x Sexe 2 2,60 1,30 2,82 0,068
Traitement x Temps 4 4,43 1,10 2,40 0,061
X Sexe

Erreur 54 24,94 0,46

Résiduelle

Totales 71 96,22
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Tableau 29. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et sexe) des
taux de lipides chez les males et les femelles de D. trunculus en phase de dépuration au Cd lors de la
période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 27,39 13,69 21,99 0,001***
Temps 2 8,36 4,18 6,72 0,002**
Sexe 1 7,63 7,63 12,25 0,001***
Traitement x Temps 4 4,45 1,11 1,79 0,145
Temps x Sexe 2 5,99 2,99 4,81 0,012*
Traitement x Sexe 2 14,92 7,46 11,98 0,001 ***
Traitement x Temps 4 3,68 0,92 1,48 0,222
X Sexe

Erreur 54 33,63 0,62

Résiduelle

Totales 71 106,08

Tableau 30. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux de lipides chez individus de D. trunculus en phase d’exposition au Cd lors de la période de
repos et de reproduction.
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Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 12,44 6,40 8,85 0,001***
Temps 2 64,81 33,44 46,23 0,001***
Période 1 653,12 653,12 902,88 0,001***
Traitement x Temps 4 13,55 3,60 4,98 0,001***
Temps x Période 2 34,83 17,41 24,08 0,001***
Traitement X 2 2,67 1,33 1,85 0,163
Période

Traitement x Temps 4 2,50 0,62 0,86 0,489
x Période

Erreur 90 65,10 0,72

Résiduelle

Totales 107 849,05
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Tableau 31. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux de lipides chez individus de D. trunculus en phase de dépuration au Cd lors de la période de
repos et de reproduction.

Tableau 32. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des

taux de protéines chez les males de D. trunculus en période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 48,65 23,52 17,21 0,001***
Temps 2 6,19 1,99 1,46 0,238
Période 1 403,44 403,44 295,14 0,001***
Traitement x Temps 4 8,35 2,25 1,65 0,168
Temps x Période 2 3,89 1,94 1,42 0,246
Traitement X 2 1,32 0,66 0,48 0,618
Période

Traitement x Temps 4 2,60 0,65 0,48 0,753
x Période

Erreur 90 123,02 1,36

Résiduelle

Totales 107 597,48
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Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 70,51 35,25 67,47 0,001***
Temps 2 16,98 8,49 16,25 0,001***
Phase 1 11,35 11,35 21,73 0,001***
Traitement x Temps 4 5,82 1,45 2,79 0,035*
Temps x Phase 2 41,70 20,85 39,90 0,001***
Traitement x Phase 2 3,73 1,86 3,57 0,035*
Traitement x Temps 4 10,61 2,65 5,08 0,002**
x Phase

Erreur 54 28,21 0,52

Résiduelle

Totales 71 188,93
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Tableau 33. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux de protéines chez les femelles de D. trunculus en période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 102,47 51,23 36,78 0,001***
Temps 2 55,38 27,69 19,88 0,001***
Phase 1 20,09 20,09 14,43 0,001***
Traitement x Temps 4 5,19 1,29 0,93 0,452
Temps x Phase 2 110,13 55,06 39,53 0,001***
Traitement x Phase 2 1,46 0,73 0,53 0,594
Traitement x Temps 4 27,07 6,76 4,86 0,002**
x Phase

Erreur 54 75,23 1,39

Résiduelle

Totales 71 397,07

Tableau 34. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et sexe) des
taux de protéines chez les males et les femelles de D. trunculus en phase d’exposition au Cd lors de

la période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 62,98 31,49 37,15 0,001***
Temps 2 161,93 80,96 95,51 0,001***
Sexe 1 207,33 207,33 244 57 0,001***
Traitement x Temps 4 33,63 8,41 9,92 0,001***
Temps x Sexe 2 12,63 6,31 7,45 0,001***
Traitement x Sexe 2 2,46 1,23 1,45 0,243
Traitement x Temps 4 2,01 0,50 0,59 0,668
X Sexe

Erreur 54 45,77 0,84

Résiduelle

Totales 71 528,78
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Tableau 35. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et sexe) des
taux de protéines chez les males et les femelles de D. trunculus en phase de restauration au Cd lors

de la période de reproduction.

Tableau 36. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux des protéines chez individus de D. trunculus en phase de d’exposition au Cd lors de la période

de repos et de reproduction.

| Sourcesdevariation | DDL | SCE | CM | Fp | P |
Traitement 2 100,57 50,02 46,84 0,001***
Temps 2 22,55 11,27 10,56 0,001***
Sexe 1 176,50 176,50 165,25 0,001***
Traitement x Temps 4 9,74 2,43 2,28 0,072
Temps x Sexe 2 27,08 13,54 12,68 0,001***
Traitement x Sexe 2 12,67 6,34 5,94 0,005**
Traitement x Temps 4 3,30 0,82 0,77 0,548
X Sexe
Erreur 54 57,67 1,06
Résiduelle
Totales 71 409,60
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Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 16,63 10,51 3,05 0,052
Temps 2 63,74 9,11 2,64 0,077
Période 1 479,24 479,24 138,96 0,001***
Traitement x Temps 4 12,39 4,73 1,37 0,249
Temps x Période 2 123,60 61,80 17,92 0,001***
Traitement X 2 122,56 61,28 17,77 0,001***
Période

0,001***
Traitement x Temps 4 74,52 18,63 5,40
X Période
Erreur 90 310,38 3,44
Résiduelle
Totales 107 1203,09
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Tableau 37. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux des protéines chez individus de D. trunculus en phase de dépuration au Cd lors de la période de
repos et de reproduction.

Tableau 38. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux d’EPA chez les individus de D. trunculus en période de repos sexuel.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 36,42 44,64 12,01 0,001***
Temps 2 33,28 14,77 3,98 0,022*
Période 1 1301,79 1301,79 350,31 0,001***
Traitement x Temps 4 11,86 3,02 0,81 0,520
Temps x Période 2 0,62 0,31 0,08 0,920
Traitement X 2 322,29 161,14 43,36 0,001 ***
Période

0,692
Traitement x Temps 4 8,33 2,08 0,56
x Période
Erreur 90 334,45 3,72
Résiduelle
Totales 107 2049,04
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Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 2,62 1,31 15,21 0,001***
Temps 1 0,41 0,41 4,86 0,034*
Phase 1 0,00 0,00 0,08 0,775
Traitement x Temps 2 0,56 0,28 3,29 0,049*
Temps x Phase 1 0,41 0,41 4,86 0,034*
Traitement x Phase 2 0,12 0,06 0,71 0,500
Traitement x Temps 2 0,56 0,28 3,29 0,049*
x Phase

Erreur 36 3,10 0,08

Résiduelle

Totales 47 7,83
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Tableau 39. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des

taux de DHA chez les individus de D. trunculus en période de repos sexuel.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 6,75 3,37 11,76 0,001***
Temps 1 2,08 2,08 7,27 0,011*
Phase 1 2,08 2,08 7,27 0,011*
Traitement x Temps 2 0,77 0,38 1,35 0,271
Temps x Phase 1 10,07 10,07 35,07 0,001***
Traitement x Phase 2 0,77 0,38 1,35 0,271
Traitement x Temps 2 0,85 0,42 1,49 0,238
x Phase

Erreur 36 10,34 0,28

Résiduelle

Totales 47 33,75

Tableau 40. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des

taux d’EPA chez les males de D. trunculus en période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 0,06 0,03 12,66 0,001***
Temps 1 0,01 0,01 2,53 0,120
Phase 1 0,01 0,01 2,53 0,120
Traitement x Temps 2 0,01 0,01 1,61 0,214
Temps x Phase 1 0,04 0,04 16,17 0,001%**
Traitement x Phase 2 0,01 0,01 1,61 0,214
Traitement x Temps 2 0,01 0,01 3,12 0,056
x Phase

Erreur 36 0,08 0,01

Résiduelle

Totales 47 0,23
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Tableau 41. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux d’EPA chez les femelles de D. trunculus en période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 0,12 0,06 11,51 0,001***
Temps 1 0,01 0,01 2,70 0,109
Phase 1 0,01 0,01 2,70 0,109
Traitement x Temps 2 0,01 0,01 0,78 0,466
Temps x Phase 1 0,10 0,10 18,55 0,001***
Traitement x Phase 2 0,01 0,01 0,78 0,466
Traitement x Temps 2 0,02 0,01 2,70 0,081
x Phase

Erreur 36 0,19 0,01

Résiduelle

Totales 47 0,49

Tableau 42. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et sexe) des

taux d’EPA chez les méles et les femelles de D. trunculus durant la phase d’exposition.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 0,04 0,02 9,58 0,001***
Temps 1 0,02 0,02 10,15 0,003**
Sexe 1 0,09 0,09 36,28 0,001***
Traitement x Temps 2 0,04 0,02 9,68 0,001***
Temps x Sexe 1 0,01 0,01 0,57 0,456
Traitement x Sexe 2 0,01 0,01 0,38 0,690
Traitement x Temps 2 0,01 0,01 0,38 0,690
X Sexe

Erreur 36 0,08 0,01

Résiduelle

Totales 47 0,30
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Tableau 43. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et sexe) des
taux d’EPA chez les méles et les femelles de D. trunculus durant la phase de dépuration.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 0,14 0,07 13,45 0,001***
Temps 1 0,12 0,12 23,75 0,001***
Sexe 1 0,11 0,11 21,51 0,001***
Traitement x Temps 2 0,10 0,10 0,83 0,445
Temps x Sexe 1 0,10 0,10 1,16 0,289
Traitement x Sexe 2 0,10 0,10 0,76 0,475
Traitement x Temps 2 0,10 0,10 0,21 0,808
X Sexe

Erreur 36 0,19 0,10

Résiduelle

Totales 47 0,61

Tableau 44. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux d’EPA chez individus de D. trunculus en phase d’exposition au Cd lors de la période de repos et

de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 0,60 0,48 16,94 0,001***
Temps 1 0,43 0,70 24,60 0,001***
Période 1 26,40 26,40 921,86 0,001***
Traitement x Temps 2 0,60 0,48 16,94 0,001***
Temps x Période 1 0,43 0,43 15,03 0,001***
Traitement X 2 0,57 0,28 10,03 0,001***
Période

Traitement x Temps 2 0,57 0,28 10,03 0,001***
x Période

Erreur 60 1,71 0,02

Résiduelle

Totales 71 31,35
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Tableau 45. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux d’EPA chez individus de D. trunculus en phase de dépuration au Cd lors de la période de repos

et de reproduction.

Tableau 46. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des

taux de DHA chez les males de D. trunculus durant la période de reproduction

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 1,09 0,78 24,89 0,001***
Temps 1 0,08 0,04 1,36 0,249
Période 1 26,22 26,22 826,51 0,001***
Traitement x Temps 2 0,01 0,01 0,05 0,954
Temps x Période 1 0,04 0,04 1,36 0,249
Traitement X 2 0,67 0,33 10,56 0,001***
Période

0,954
Traitement x Temps 2 0,01 0,01 0,05
x Période
Erreur 60 1,90 0,03
Résiduelle
Totales 71 30,02
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Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 0,12 00,06 2,81 0,073
Temps 1 0,22 0,22 9,78 0,003**
Phase 1 0,22 0,22 9,78 0,003**
Traitement x Temps 2 0,01 0,01 0,16 0,850
Temps x Phase 1 0,60 0,60 26,52 0,001***
Traitement x Phase 2 0,01 0,10 0,16 0,850
Traitement x Temps 2 0,24 0,12 5,37 0,009**
x Phase

Erreur 36 0,82 0,02

Résiduelle

Totales 47 2,27
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Tableau 47. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des

taux de DHA chez les femelles de D. trunculus durant la période de reproduction

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 0,65 0,32 7,43 0,002**
Temps 1 3,16 3,16 71,87 0,001***
Phase 1 3,16 3,16 71,87 0,001***
Traitement x Temps 2 0,01 0,01 0,09 0,912
Temps x Phase 1 4,95 4,95 112,59 0,001***
Traitement x Phase 2 0,01 0,1 0,09 0,912
Traitement x Temps 2 0,39 0,19 4,50 0,018*
x Phase

Erreur 36 1,58 0,04

Résiduelle

Totales 47 13,92

Tableau 48. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et sexe) des
taux de DHA chez les méles et les femelles de D. trunculus durant la phase d’exposition.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 0,30 0,15 17,16 0,001***
Temps 1 0,14 0,14 15,83 0,001***
Sexe 1 0,97 0,97 108,39 0,001***
Traitement x Temps 2 0,30 0,15 17,16 0,001***
Temps x Sexe 1 0,01 0,01 0,56 0,460
Traitement x Sexe 2 0,04 0,02 2,27 0,118
Traitement x Temps 2 0,04 0,02 2,27 0,118
X Sexe

Erreur 36 0,32 0,01

Résiduelle

Totales 47 2,13

154



Annexes

Tableau 49. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et sexe) des
taux de DHA chez les males et les femelles de D. trunculus durant la phase de dépuration.

| Sourcesdevariation | DDL |  SCE | CM |  Fee | P |
Traitement 2 0,36 0,18 3,11 0,057
Temps 1 6,90 6,90 119,24 0,001***
Sexe 1 5,24 5,24 90,56 0,001***
Traitement x Temps 2 0,27 0,13 2,33 0,112
Temps x Sexe 1 1,89 1,89 32,66 0,001***
Traitement x Sexe 2 0,08 0,04 0,77 0,470
Traitement x Temps 2 0,03 0,01 0,34 0,713
X Sexe
Erreur 36 2,08 0,05
Résiduelle
Totales 47 16,89

Tableau 50. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux de DHA chez individus de D. trunculus en phase d’exposition au Cd lors de la période de repos

et de reproduction.

| Sourcesdevariation | DDL |  SCE | CM |  Fee | P |
Traitement 2 1,26 0,83 6,60 0,003**
Temps 1 4,81 8,31 65,69 0,001***
Période 1 30,81 30,81 243,32 0,001***
Traitement x Temps 2 1,26 0,83 6,60 0,003**
Temps x Période 1 5,99 5,99 47,37 0,001***
Traitement X 2 0,55 0,27 2,18 0,122
Période
Traitement x Temps 2 0,55 0,27 2,18 0,122
x Période
Erreur 60 7,59 0,12
Résiduelle
Totales 71 52,86
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Tableau 51. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux de DHA chez individus de D. trunculus en phase de dépuration au Cd lors de la période de
repos et de reproduction.

| Sourcesdevariation | DDL | SCE | CM | Fp | P |
Traitement 2 3,59 2,73 12,19 0,001***
Temps 1 8,13 6,32 28,18 0,001***
Période 1 6,66 6,66 29,69 0,001***
Traitement x Temps 2 0,12 0,03 0,17 0,840
Temps x Période 1 0,26 0,26 1,20 0,278
Traitement X 2 2,78 1,39 6,20 0,004**
Période
Traitement x Temps 2 0,26 0,13 0,59 0,560
x Période
Erreur 60 13,47 0,22
Résiduelle
Totales 71 35,32

Tableau 52. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux d’ARN chez D. trunculus en période de repos sexuel.

| Sourcesdevariation | DDL |  SCE | CM |  Fae | P |
Traitement 2 27,51 13,75 28,77 0,001***
Temps 2 14,14 7,07 14,80 0,001***
Phase 1 17,82 17,82 37,28 0,001***
Traitement x Temps 4 3,38 0,84 1,77 0,145
Temps x Phase 2 11,75 5,87 12,29 0,001***
Traitement x Phase 2 12,01 6,00 12,56 0,001***
Traitement x Temps 4 0,12 0,03 0,06 0,992
x Phase
Erreur 72 34,42 0,47
Résiduelle
Totales 89 121,77
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Tableau 53. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux d’ADN chez D. trunculus en période de repos sexuel.

| Sourcesdevariation | DDL | SCE | CM | Fp | P |
Traitement 2 2,60 1,30 2,04 0,137
Temps 2 0,99 0,49 0,78 0,463
Phase 1 0,30 0,30 0,48 0,492
Traitement x Temps 4 0,61 0,15 0,24 0,914
Temps x Phase 2 8,20 4,10 6,42 0,003
Traitement x Phase 2 1,02 0,51 0,80 0,452
Traitement x Temps 4 1,95 0,48 0,77 0,550
x Phase
Erreur 72 45,97 0,63
Résiduelle
Totales 89 61,68

Tableau 54. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des

taux d’ARN chez les males de D. trunculus en période de reproduction.
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| Sourcesdevariation | DDL |  SCE | CM |  Fae | P |
Traitement 2 50,93 25,46 50,07 0,001***
Temps 2 12,34 6,17 12,14 0,001*=*=
Phase 1 4,23 4,23 8,33 0,005**
Traitement x Temps 4 9,89 2,47 4,8 0,002**
Temps x Phase 2 5,30 2,65 5,22 0,008**
Traitement x Phase 2 1,10 0,55 1,09 0,342
Traitement x Temps 4 7,55 1,88 3,72 0,008**
X Phase
Erreur 72 36,62 0,50
Résiduelle
Totales 89 128,00
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Tableau 55. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux d’ARN chez les femelles de D. trunculus en période de reproduction.

| Sourcesdevariation | DDL | SCE | CM | Fp | P |
Traitement 2 32,15 16,07 33,68 0,001***
Temps 2 17,80 8,90 18,65 0,001***
Phase 1 26,54 26,54 55,61 0,001***
Traitement x Temps 4 3,30 0,82 1,73 0,153
Temps x Phase 2 2,39 1,19 2,51 0,088
Traitement x Phase 2 5,64 2,82 2,91 0,004**
Traitement x Temps 4 10,36 0,59 5,43 0,001***
X Phase
Erreur 72 34,37 0,47
Résiduelle
Totales 89 132,58

Tableau 56. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux d’ARN chez les males et les femelles de D. trunculus en période de reproduction durant la phase

d’exposition.

| Sourcesdevariation | DDL |  SCE | CM |  Fee | P |
Traitement 2 23,12 11,56 26,84 0,001***
Temps 2 28,63 14,31 33,23 0,001***
Sexe 1 347,03 347,03 805,49 0,001***
Traitement x Temps 4 12,16 3,04 7,06 0,001***
Temps x Sexe 2 2,78 1,39 3,23 0,045*
Traitement x Sexe 2 1,72 0,86 2,01 0,142
Traitement x Temps 4 3,72 0,93 2,16 0,082
X Sexe
Erreur 72 31,02 0,43
Résiduelle
Totales 89 450,22
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Tableau 57. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux d’ARN chez les males et les femelles de D. trunculus en période de reproduction durant la phase

de dépuration.

Tableau 58. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux d’ARN chez individus de D. trunculus en phase d’exposition au Cd lors de la période de repos

et de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 62,39 31,19 56,19 0,001***
Temps 2 3,48 1,74 3,14 0,049*
Sexe 1 241,34 241,34 434,70 0,001***
Traitement x Temps 4 13,14 3,28 5,92 0,001***
Temps x Sexe 2 2,94 1,47 2,65 0,077
Traitement x Sexe 2 2,59 1,29 2,33 0,104
Traitement x Temps 4 2,08 0,52 0,94 0,447
X Sexe

Erreur 72 39,97 0,55

Résiduelle

Totales 89 367,95
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Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 18,64 5,80 1,68 0,192
Temps 2 50,38 24,55 7,09 0,001***
Période 1 663,23 663,23 191,51 0,001***
Traitement x Temps 4 10,33 1,71 0,49 0,740
Temps x Période 2 3,09 1,54 0,45 0,641
Traitement X 2 6,48 3,24 0,94 0,395
Période

Traitement x Temps 4 3,49 0,87 0,25 0,908
x Période

Erreur 117 405,18 3,46

Résiduelle

Totales 134 1160,84
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Tableau 59. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux d’ARN chez individus de D. trunculus en phase de dépuration au Cd lors de la période de repos

et de reproduction.

Tableau 60. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux d’ADN chez les males de D. trunculus en période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 94,34 43,03 16,54 0,001***
Temps 2 1,53 0,36 0,14 0,870
Période 1 700,38 700,82 269,13 0,001***
Traitement x Temps 4 6,46 0,67 0,26 0,904
Temps x Période 2 3,01 1,50 0,58 0,562
Traitement X 2 5,57 2,78 1,07 0,346
Période

Traitement x Temps 4 8,51 2,12 0,82 0,516
x Période

Erreur 117 304,47 2,60

Résiduelle

Totales 134 1124,31
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Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 23,79 11,89 1,91 0,155
Temps 2 11,81 5,90 0,95 0,392
Phase 1 2,82 2,82 0,45 0,503
Traitement x Temps 4 22,84 571 0,92 0,458
Temps x Phase 2 43,60 21,80 3,50 0,035
Traitement x Phase 2 15,76 7,88 1,27 0,288
Traitement x Temps 4 56,73 14,18 2,28 0,069
x Phase

Erreur 72 448,03 6,22

Résiduelle

Totales 89 625,41
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Tableau 61. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des

taux d’ADN chez les femelles de D. trunculus en période de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 237,86 118,93 17,49 0,001***
Temps 2 44,17 22,08 3,25 0,045*
Phase 1 40,66 40,66 5,98 0,017*
Traitement x Temps 4 39,87 9,96 1,47 0,222
Temps x Phase 2 51,86 25,93 3,81 0,027*
Traitement x Phase 2 26,25 13,12 1,93 0,152
Traitement x Temps 4 87,53 21,88 3,22 0,017
x Phase

Erreur 72 489,66 6,80

Résiduelle

Totales 89 1017,84

Tableau 62. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux d’ADN chez les males et les femelles de D. trunculus en période de reproduction durant la phase

d’exposition.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 84,68 42,34 572 0,005**
Temps 2 113,82 56,91 7,69 0,001***
Sexe 1 4937,28 4937,28 667,58 0,001***
Traitement x Temps 4 77,65 19,41 2,62 0,042*
Temps x Sexe 2 11,37 5,69 0,77 0,467
Traitement x Sexe 2 16,24 8,12 1,10 0,339
Traitement x Temps 4 19,42 4,86 0,66 0,624
X Sexe

7,40
Erreur 72 532,50
Résiduelle
Totales 89 5792,97
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Tableau 63. Analyse de la variance a trois criteres de classification (traitement, temps et phase) des
taux d’ADN chez les males et les femelles de D. trunculus en période de reproduction durant la phase

de dépuration.

Tableau 64. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux d’ADN chez individus de D. trunculus en phase d’exposition au Cd lors de la période de repos

et de reproduction.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 117,28 58,64 10,42 0,001***
Temps 2 19,98 9,99 1,78 0,177
Sexe 1 5619,59 56,19 998,70 0,001***
Traitement x Temps 4 92,19 23,05 4,10 0,005**
Temps x Sexe 2 6,27 3,13 0,56 0,575
Traitement x Sexe 2 85,49 42,74 7,60 0,001***
Traitement x Temps 4 17,73 4,43

X Sexe 0,79 0,537
Erreur 72 405,14 5,63

Résiduelle

Totales 89 6363,66
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Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 60,02 16,01 0,34 0,714
Temps 2 103,49 33,94 0,72 0,491
Période 1 8090,46 8090,46 170,74 0,001***
Traitement x Temps 4 48,42 5,80 0,12 0,974
Temps x Période 2 17,33 8,67 0,18 0,833
Traitement X 2 25,30 12,65 0,27 0,766
Période

Traitement x Temps 4 31,28 7,82 0,17 0,956
x Période

Erreur 117 5544,00 47,38

Résiduelle

Totales 134 13920,31
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Tableau 65. Analyse de la variance a trois critéres de classification (traitement, temps et période) des
taux d’ADN chez individus de D. trunculus en phase de dépuration au Cd lors de la période de repos

et de reproduction.

Rapport- grafw’f.cam @

163

| Sourcesdevariation | DDL | SCE | CM | Fp | P |
Traitement 2 94,01 27,96 0,53 0,589
Temps 2 20,07 7,07 0,13 0,874
Période 1 7384,55 7384,55 140,42 0,001***
Traitement x Temps 4 66,78 9,05 0,17 0,952
Temps x Période 2 2,12 1,06 0,02 0,980
Traitement X 2 26,25 13,13 0,25 0,780
Période
Traitement x Temps 4 25,94 6,49 0,12 0,974
x Période
Erreur 117 6153,00 52,59
Résiduelle
Totales 134 13772,72
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Publications catégorie (A) (02):
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PROTEIN CARBONYLS AS BIOMARKERS OF OXIDATIVE
STRESS INDUCED BY CADMIUM IN DONAX TRUNCULUS:
GONAD CONTENTS DURING EXPOSURE AND RECOVERY
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23000-Annaba, Algeria

ABSTRACT

Induction of protein carbonyls (PC) are widely
used as a biomarker of exposure to anthropogenic
contaminants. The aim of the present study was to
examine the sub-lethal effects of cadmium (LC;pand
LCa2s- 96h) on gonad protein carbonyl contents in
Donax trunculus L. (Mollusca, Bivalvia) males and
females during the reproduction period, and to
evaluate the recovery pattern of this Mollusk species.
The samples were collected at EI Battah, a site far
from any source of pollution. The determination of
PC contents in gonads was carried out at different
times during the exposure (0, 48, and 96h) and the
depuration period (4 days). Data subjected to a
multivariate analysis of variance revealed significant
effects of concentration, time and sex during the
exposure period. The individuals exposed to the two
concentrations and then transferred to untreated
water, recovered their normal PC values after 2 day
for the LCio and LCis, except for the highest
concentration of cadmium (LCss) in females. The
overall data indicated that protein carbonyls have
potential for use as biomakers of oxidative stress and
D. trunculus was able to overcome relatively rapidly
the stress induced by cadmium. In this species, the
males restore more rapidly their normal status than
the females. The difference in the responses
observed between the sex of this species are
discussed.

KEYWORDS:
Cadmium, Donax trunculus, Protein carbonyls, Exposure,
Recovery, Reproduction.

INTRODUCTION

Pollution of the aquatic ecosystems is a serious
and growing problem. Increasing number and
amount of industrial, agricultural and commercial
chemicals discharged into the aquatic environment
have led to various deleterious effects on the aquatic
organisms [1]. Heavy metals constitute a core group
of aquatic pollutants due to their bioaccumulation
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and non-biodegradable properties. Their excessive
contamination of aquatic ecosystems has caused
major environmental and health concerns worldwide
[2]. Cadmium (Cd), a toxic and nonessential
clement, is frequently used in electroplating,
pigments, paints, welding, and batteries, which
results in both biotic and abiotic environments |3. 4].
Cd has been found to produce wide ranges of
biochemical and physiological dysfunctions in
humans and laboratory animals [5] and is toxic at
low concentration for aquatic organisms, due to the
bioavailability of its free ionic form [6].

The effects induced by Cd have been well
documented specially in bivalve mollusks; it can
inhibit ADP-stimulated respiration |7], or decreased
the condition index and depressed growth [8]. This
metal presented an embryotoxic and neurotxic
activity and induced an oxidative stress [9. 10].
Lastly. it can interfere with the reproduction [11. 12]
via a modification of the biochemical composition of
gonads [13]. The gulf of Annaba, the most important
touristic and economic coastal zone located in
Northeast Algeria, is contaminated by several
pollutants from urban, agricultural, harbor and
industrial activities [14, 15]. Elevated levels of heavy
metals (Cu, Zn, Pb, Cd) were detected in a locally
prevalent edible mollusk Donax trunculus [15]. This
species has been widely used as a sentinel species for
the assessment of marine pollution [16-19] through
the direct measurement of several biomarkers, such
as malondialdehvde (MDA), lactate dehydrogenase
(LDH). acetylcholinesterase (AChE), glutathione S-
transferasc (GST), and catalase (CAT) [20].

Induction of protein carbonyls (PC) are widely
used as a biomarker of exposure to anthropogenic
contaminants [21]. For environmental risk
assessment, a comprehensive understanding on
adaptation and/or a recovery is important [22].
Therefore, the present study was carried out to test
the impact of cadmium applied at two sub-lethal
concentrations (LCjo and LCas- 96h) on protein
carbonyls used as biomarkers of oxidative stress in
the gonads of this edible species D. trunculus. The
protein carbonyl contents were determined in male
and females during the reproductive period.The
ability of this Mollusk species to overcome the stress
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induced by this heavy metal was also evaluated.

MATERIALS AND METHODS

Animal rearing. The experimenis were carried
out in March, 2015, Adults of D. trunculus (shell
length 25+2 mm) were sampled at El-Battah beach
(36° 50" N - 7° 50" E) located about 30 km to the East
of Annaba (Northeast Algeria). This site is far from
any source of anthropogenic activitics and is
subjected to an important hydrodynamic regime
(Fig. 1). Animals were transported in cold boxes to
the laboratory and sex was separated by macroscopic
inspection according to the color of gonads. The
rearing was conducted in aquariums containing
sandy bottom and sea water and equipped with air
pumps (Nirox X5). The animals were acclimatized
for at least 48h before exposure to cadmium [10].
During the exposure period, the physic-chemical
parameters of seawater were as follow:
temperature16.50 °C salinity 33.1 g /L. pH 8.89,
dissolved oxygen 1.60 mg/L during the exposure
period, and: temperature 15.50 °C, salinity 33.6 g /L.
pH 8.00, dissolved oxygen 1.36 mg/L during the
depuration period. respectively.

Sub-lethal cadmium exposure. According to
previous bioassay using cadmium (CdCI2, Sigma,
USA) on D. trunculus, the 96h-LCyq and LCxs (lethal
concentration inducing 10% and 25% mortality for
males and females, respectively) were found to be
1.15 (extreme values: 0.89-1.47) mg/L and 2.02
(1.57-2.58) mg/L for male, and 0.94 (0.74-1.18)
mg/L and 1.60 (1.26-2.01) mg/L for female [23].
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Protein carbonyl assay. Individual gonad of 5
mollusks from control and treated series were used.
Protein carbonyls (PC) were determined following
the procedure of Levine [24]. The principle is based
on the derivatization of protein carbonyl groups with
2.4 dinitrophenylhydrazine (DNPH) leading to the
formation of stable dinitrophenyl (DNP) hydrazone
adducts, which can be detected
spectrophotometrically at 370 nm. Streptomycin
sulfate solution (1%) was added to precipitate any
extracted DNA that could react with DNPH.
Samples were prepared in lysis buffer (50 mM
phosphate buffer, pH 7.4). The soluble proteins (0.5
mL) were reacted with 10 mmol DNPH in 2 mol
hydrochloric acid for 1 h and mixed every 15 min at
room temperature, and precipitated with 20%
trichloroacetic acid (TCA). after centrifuged at
10,000 g at 4 °C for 5 min. The protein pellet was
washed three times with 1 mL ethanol: ethyl acetate
(1:1) resuspended in 6 M guanidine hydrochloride
and incubated at 37°C for 15 min. The samples were
centrifuged (10.000 g at 4 °C for 5 min) and the
supernatants removed for measurement of
absorbance at 370 nm using a molar extinction
coefficient for carbonyls (e= 22,000 /mol/cm). The
levels of PC were expressed as nmol/mg protein.
Quantification of proteins was made by the
Coomassie Brilliant Blue G-250 dye-binding method
|25] with bovine serum albumin as a standard. The
absorbance was measured at 595 nm.

Statistical analysis. All data have been
expressed as mean + standard deviation (SD).
Statistical analyses were performed using MINITAB
Software (Version 16, Penn State College, PA,

Mediterranean

37°N

Gulf of Annaba

Sidi-Salem BB h
@ Chatt atta

%} Bounamousa

5 Km

FIGURE 1
Location of El Battah beach in the Annaba Bay.
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USA).Statistical differences among the means of
control and exposed (LCio and LCis)were
determined using Student’s t-test. To identify
dose/time/sex relationships a three-way analysis of
variance (ANOVA) were performed. Statistical
significance was set at p<0.05 level.

RESULTS

Effect of cadmium on protein carbonyls
during the exposure period. The impact of
sublethal Cd on the levels of protein carbonyls varied
as function treatment and sex. As shown in Figure
2.the levels of protein carbonyls recorded in control
males ranged betweenl.93-2.23 nmol mg! proteins
and these values does not change significantly (p=
0.81) during the exposure time (96 H). A significant

Protein carbonyls (nmol /mg protein)

b

.

48
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increase in protein carbonyls was observed in all
groups of treated males. There was a significant
difference between control and treated series (LCio)
at 48H (p= 0.44) and 96H (p= 0.48). The highest
gonad protein carbonyl levels were recorded at 48h
(4.25 £ 0.4Inmol/mg protein) and 96h (4.79+0.52
nmol/mg protein) in LC:s treated series.

In gonads from D. trunculus females, Cd
caused a significant increase in proiein carbonyl
levels at 48H only with the highest concentration (p=
0.002) and at 96H with the two tested concentrations
as compared to controls groups (controls vs LC10
series p= 0.005; controls vs LC25 series p= 0.002)
(Fig. 3). A three-way ANOVA indicated significant
effects of concentrations (F 2, s,= 40.31; p= 0.000),
exposure time (F 2, 54= 42.09; p= 0.001), sex (F 1, s4=
9.07; p= 0.004) and concentration X time interaction
(F 4. 5= 10.78; p= 0.001).

& Control
HLC1D
LC2s

b

—_

a

96

Exposure time (hours)

FIGURE2
Effect of cadmium on protein carbonyl contents (nmol/mg protein) in gonads from D. trunculus males
during the exposure period (mean £ SD, n= 4). For the same time of exposure, mean values followed by the
same letter are not significantly different (p> 0.05).

¥
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FIGURE 3
Effect of cadmium on protein carbonyl contents (nmol/mg protein) in gonads from D. trunculus females
during the exposure period (mean = SD, n= 4). For the same time of exposure, mean values followed by the
same letter are not significantly different (p> 0.05).
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FIGURE 4
Effect of cadmium on protein carbonyl contents (nmol/mg protein) in gonads from D. trunculus males
during the depuration period (mean + SD, n=4). Mean values followed by the same letter are not
significantly different (p> 0.05).
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FIGURE 5
Effect of cadmium on protein carbonyl contents (nmol/mg protein) in gonads from D. trunculus females
during the depuration period (m = SD, n=4). Mean values followed by the same letter are not significantly
different (p> 0.05).

Effect of cadmium on protein carbonyls
during the depuration period. In males, at day 0,
the PC levels remain significantly higher in treated
series with LC10 (p=0.048) and LC25 (p=0.002) as
compared with controls. However, there was no
significant difference between control and treated
series at 48 H (control vs LC10 p= 0.051; control vs
LC25 p=0.078) and 96 H (control vs LC10 p= 0.86;
control vs LC25 p=0.051) (Fig. 4).

In females, the normal values were recovered
starting 48H during the depuration period with the
lower concentration of Cd (LCio) (Fig. 5). Indeed,
there was no significant difference between control
and LC10-treated series at 48H (control vs LC10 p=
0.51) and 96H (control vs LCI0O p= 0.52).
respectively. In females exposed to CLzs, there was
a significant difference in the PC levels between
controls and treated series at 48H (p=0.035) and 96H
(p=0.037).

Concerning the depuration period, ANOVA
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revealed significant effects of concentration (F 2, ss=
28.58; p=0.001), time (F 2, ss= 4.06; p= 0.023), and
sex (F 1, == 4.55; p= 0.037) was showed. The
interaction (concentrations X time) was also
significant (F 4, s+= 2.58; p=0.048).

DISCUSSION

Protein carbonyls represent a marker of global
protein oxidation, as they are generated by multiple
different reactive oxygen species in blood. tissues
and cells [26], and a good biomarker of aquatic
organism cxposurc to cnvironmental contaminants
[27]. An increase in this biomarker would indicate
that normal protein metabolism had been altered by
the accumulation of damaged molecules [28].

The present study revealed that Cd exposure at
two sub-lethal concentrations induced a significant
induction in PC levels. The responses observed
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varied according to the concentration, the sex and the
exposure time. Indeed, the effect was relatively more
marked with the highest concentration. Previous
studies have reported similar observations on aquatic
organisms following exposure to several pollutants.
Thus, the PC levels increased significantly in the gill.
liver. kidney and brain of two fish species Channa
striatus and Heteropneustes fossilis exposed to
heavy metals especially Cd [29], and also in
intestines of Fundulus heteroclitus following a short-
term exposure to low concentrations of
copper[30].This induction in PC levels was reported
in some Mollusk species such as Laternula elliptica
contaminated with Copper and Iron during the
reproductive period [31], AMytilus edulis and Dosinia
lupines following irradiation by “°Co [32] or M.
galloprovincialis sampled from polluted arcas [33].

For ecnvironmental risk assessment. a
comprehensive understanding on adaptation and/or
arecovery is essential [22]. In this study, Cd-exposed
animals transferred to clean water recovered rapidly
their normal status starting 48 H according to the
concentrations tested and the sex. Thus, D. trunculus
restored their normal values by 48Hfor the two tested
concenirations in male groups, and also by 48H only
in the LC10-treated female scries. The response was
relatively more marked with the highest
concentration and in females. This is probably due to
the susceptibility of females to Cd. Indeed. based on
the lethal concentrations previously determined on
D. trrunculus, cadmium appeared more toxic against
females as compared to males [23]. Generally, in
contaminated organisms the energy budget was used
for detoxification processes to maintain homeostasis
to the detriment of growth and production processes
[34]. Accumulation of oxidative damage and
decrcase in  antioxidant protection during the
reproductive period has been demonstrated in
Bivalves [35]. In previous studies we showed that
heavy metals caused an oxidative stress in .
trunculus [17. 18, 20]. In addition, this species was
found to stimulate rapidly his detoxification system
to overcome the stress induced by laboratory
exposure to cadmium [10].

Recently, three Mollusk species (Ruditapes
philippinarum. M. galloprovincialis, Scrobicularia
plana) exposed to several heavy metals were found
to reduce rapidly the levels of some toxic like lead
and cadmium during the depuration period [36]. The
reduction of PC levels observed during the
depuration period can be due to the activation of
metabolic pathways to remove PC from tissues [37-
38].There is a difference in the energy demand of
male and female gametes |39]. Indeed. male bivalves
produce small spermatozoa with few energy reserves
in comparison (o females which claborate vitellin
reserves for developing oocytes [40] and have high
needs of energy for oogenesis. Moreover, it has been
demonstrated that the bicaccumulation of several
heavy metals including cadmium depends on the sex
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during the gametogenesis in M. galloprovincialis,
and this bioaccumulation was found higher in
females [41]. These findings can explain the
difference in the responses obscrved between the sex
in D. trunculus during the exposure to cadmium and
the depuration period.

CONCLUSIONS

The overall data obtained suggested that D.
trunculus is a suitable biological model which canbe
used in toxicological and biomonitoring studies, and
PC are a good biomarker of oxidative stress induced
by cadmium. Moreover, the recovery pattern showed
that this Mollusk species was able to overcome
relatively rapidly the stress induced by this heavy
metal particularly in males. The difference in the
responses between the sexes could be correlated to

different metabolic requirements during the
reproductive period.
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RESUME

Le Cadmium (Cd) est un métal lourd occupant le septiéme rang sur la liste des
substances dangereuses prioritaires. Il se révéle étre un polluant majeur dans la région
du golfe d’Annaba. L’objectif de ce travail consiste a étudier, en conditions de
laboratoire, la réponse biochimique d’une espéce bioindicatrice de la pollution, a
savoir, Donax trunculus (Linnaeus, 1758) (Bivalvia, Donacidae) au Cd, en prenant en
considération, la période du cycle sexuel (repos/reproduction) et le sexe. L’étude s’est
déroulée en deux phases: une premiére phase d’exposition aigiic au Cd d’une durée de
96h, suivie d’une seconde phase de dépuration d’une méme durée afin d’évaluer la
capacité de cette espéce a restaurer un statut normal.

Les échantillons ont été prelevés a El Battah, un site éloigné des sources de
pollution, et élevés au laboratoire. Les parameétres physico-chimiques tels que la
température, le pH, la salinité et I'oxygéne dissout ont été mesurés. Le Cd a été
additionné a I'eau d'élevage a différentes concentrations (5, 7,6 et 10 mg). Les tests de
toxicité ont permis d’estimer les concentrations sublétales (CLjo et CLys) et létales
(CLsp et CLgo) pendant 24, 48, 72 et 96h d’exposition. Le Cd entraine une mortalité de
I’espéce étudiée avec une relation dose-réponse; les femelles sont plus sensibles par
rapport aux males.

Deux types de stratégies de défense au niveau cellulaire ont été étudiées apres
exposition aigue aux sublétales du Cd, dans I’organe reproducteur de
D. trunculus. L’une consiste a étudier la réponse de deux biomaqueurs les protéines
carbonylées (PCs), dérivées issus de I’oxydation des protéines, et les métallothionéines
(MTs), impliquées dans la détoxication des métaux. La seconde consiste a analyser
quelques composants biochimiques des gonades: les réserves énergétiques (glucides,
lipides, protéines), les acides nucléiques (I’acide ribonucléique; ARN, et ’acide
désoxyribonucléique; ADN), ainsi que les acides gras de la famille des oméga-3
(’acide eicosapentaénoique; EPA et ’acide docosahexaénoique; DHA). Nos résultats
sont en faveur d’un effet globalement pro-oxydant, puisque 1’exposition des bivalves
au Cd a de faibles concentrations durant 4 jours entraine I’induction des PCs et des
MTs d’une part, et une diminution des réserves énergétiques, des acides nucleiques,
ainsi que des oméga-3 d’autre part. Le Cd a généralement un effet concentration, plus
marqué chez les femelles, notamment durant la période de reproduction. L’état
physiologique est donc un facteur important pour déterminer le niveau de sensibilité
au Cd chez les organismes aquatiques. De plus, D. trunulus a révélé un potentiel de
restauration relativement important qui témoigne de I’efficacité de la phase de
dépuration pour réduire le stress subit apres une contamination chimique.

Mots clés: Donax trunculus, Toxicité, Cadmium, Biomaqueurs, Composition
biochimique, Acides gras, Acides nucléiques, Dépuration, Sexe, Gonade.
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