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INTRODUCTION



INTRODUCTION GENERALE

Parmi les multiples facteurs qui déterminent la santé humaine et le développement des
pathologies, la qualité des milieux (air, eau, sol...), les contaminants (biologiques, chimiques,
physiques) jouent un r6le fondamental. En effet, il apparait que certaines pathologies sont
aggravées, voire déterminées, par I’environnement et 1’approfondissement des connaissances sur
le r6le de I’environnement sur la santé constituent un enjeu scientifiqgue majeur. Depuis le début
du XX®™ siecle, I’environnement (atmosphérique, terrestre et aquatique) a ¢été soumis a la
pression croissante des activités industrielles et humaines.

Les contaminants rejetés dans 1’environnement finissent par se retrouver plus ou moins
rapidement dans les milieux aquatiques, en particulier estuariens et cotiers ou ils peuvent avoir
des effets a court et a long terme (Burton, 1992). Le milieu marin et plus particulierement les
zones cotieres sont soumis a toutes sortes de pollutions d’origine terrigéne et marine. En effet les
pollutions anthropiques dues aux apports de substances chimiques par le vecteur des voies
fluviales, des vents, de I'air en basse altitude ou des rejets directs, sont les principales sources de
dysfonctionnement des écosystéemes marins. Les contaminants majeurs, dont certains sont
également d’origine naturelle, sont regroupés en plusieurs familles: les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAPs), les chlorophénols, les polychlorobiphényls (PCBs), les
hexachlorohexanes, les hexachlorobenzénes, les dioxines, les organoétains, les pesticides
organophosphorés, les insecticides organophosphorés, les carbamates et les métaux lourds tels
que le cadmium, le mercure, I’argent, le plomb le zinc, le cuivre ou le fer (Vidal, 2001). En plus
des nouvelles molécules chimiques synthétisées. Ces substances étrangeres aux organismes
vivants (hormis certains métaux essentiels), ou xénobiotiques, contaminent tous les
compartiments (sédiments, colonnes d’eau) et par la méme de nombreuses espéces animales
aquatiques.



Actuellement, les gestionnaires de 1’environnement envisagent un contrdle strict des
ressources naturelles telles que 1’eau, permettant de respecter I’ensemble des communautés
vivant dans les écosystemes. Pour atteindre un tel objectif, il est important de disposer d’outils
pertinents qui permettent de rendre compte de la qualité des écosystemes et de la santé des
communautés rattachées a ces écosystemes. L'analyse chimique, qui mesure les concentrations
en produits toxiques dans les milieux, permet de répondre partiellement a ces besoins.

Si cette approche reste indispensable pour identifier les causes, elle se restreint toutefois
aux composés dont la présence est suspectée et pour lesquels une méthode de dosage, dans des
matrices souvent complexes, est disponible. Aussi, la grande diversité des polluants
potentiellement présents dans le milieu est & surveiller. Enfin, si les analyses chimiques
renseignent sur la présence ou non d'un polluant dans les différents compartiments de
I'écosysteme (eau, sol, sédiments, organismes), cela reste insuffisant pour prédire I'impact des
mélanges de substances toxiques sur les organismes.

Les nombreuses interactions entre polluants et entre polluants/organismes, qui existent
dans le cas de pollutions multiples, ainsi que la biodisponibilité de ces polluants dans
I’environnement ne sont pas prises en compte dans 1’approche purement analytique. De plus, les
analyses, lorsqu’elles sont possibles, posent rapidement un probléme de co(t et de personnel
compétent. Si on considere que beaucoup de contaminants, comme les polluants organiques,
peuvent causer des effets biologiques significatifs, avec des concentrations tres faibles dans le
milieu, la recherche peut se tourner vers le suivi de ces effets basés sur la biologie plutét que le
suivi chimique des contaminants eux-mémes (Lam & Gray, 2003).

La recherche environnementale, initiée dans les années 60, a révélé que beaucoup
d’organismes peuvent accumuler certains toxiques entrainant des concentrations corporelles
beaucoup plus élevées que celle présente dans leur environnement (Portmann, 1975). Les
concentrations corporelles en contaminants peuvent étre ultérieurement utilisées pour en évaluer
leur absorption par les organismes vivants et 1’augmentation de la concentration d’un polluant
depuis I’environnement vers I’organisme (bioaccumulation) ou certains tissus vont avoir un role
prépondérant, en sequestrant de fagon préférentielle le polluant.

Ces contaminants peuvent étre transférés dans la chaine alimentaire. Ils vont montrer un
accroissement de leur concentration au fur et a mesure qu’ils circulent vers les niveaux
supérieurs du réseau trophique dans lequel I’homme est le consommateur final. Cette
bioamplification peut alors augmenter les possibilités d’impacts. Les analyses biologiques qui
intégrent les interactions entre tous les polluants presents et les organismes, permettent de fournir
un diagnostic plus réaliste de I'impact de la pollution sur les organismes et les écosystemes.

L'impact d'un stress d'origine anthropique sur les écosystemes, comme la pollution
chimique, peut étre mesuré a différents niveaux qui se distinguent en termes de sensibilité et de
pertinence écologique. Dans ce contexte, les organismes ou les communautés qui réagissent a un
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effet environnemental, par des variations mesurables au niveau des effectifs des populations
(abondance et diversité d’especes), permettent de mettre en évidence un changement significatif
dans D’environnement et peuvent étre considérés comme des «bio-indicateurs». Plusieurs
programmes de surveillances dans le monde utilisent «des espéces sentinelles» telle que les
moules et les huitres (programme ameéricain- the Mussel Watch Project (Bayne, 1999) et dans le
méme esprit le Réseau National d’Observation de la qualité¢ du milieu (RNO) crée en France par
I’IFREMER et le ministére de 1’environnement en tant qu’indicateurs de contaminants dans les
environnements marins et estuariens. Les especes bioaccumulatrices retenues comme
bioindicateurs sont en général des espéces sessiles, abondantes, relativement résistantes aux
toxiques et d’une durée de vie suffisante ce qui leur confeére une capacité d’intégration des
variations de la qualité du milieu (Amiard et al., 1989).

En raison de leur importance écologique, leur mode de vie sédentaire, de leur répartition,
de leur longévité, de leur abondance et leur facile a étre collectés, les mollusques est plus
particulierement les bivalves, sont les indicateurs les plus fréquents utilisés dans les programmes
d’évaluation de la qualité de I’environnement marin et estuariens dont les plus utilisées sont
Crassostrea gigas, Ruditapes decussatus, Perna perna, Mytilus galloprovincialis (Djediat &
Boukroufa, 1990; Paulet et al., 1992; Gregory & George, 1996; Ait Aissa et al., 2003; Espinosa
etal., 2007).

Les mollusques bivalves, sont des ressources halieutiques d'une grande importance
économique ils représentent d'excellentes espéces a haute valeur nutritionnelle en raison de la
qualité de leur composition biochimique en protéines, glucides, lipides et leur richesse en

éléments minéraux, en vitamines et en acides gras insaturés (Cears et al., 1998) . De plus, leur
physiologie et leur biochimie sont relativement bien connues, ce qui permet d'interpréter
raisonnablement les réponses de ces organismes aux perturbations environnementales (Parant,
1998). Dans le but de garantir I'augmentation quantitative et qualitative de leur production, il est
important d'identifier les facteurs de stress, et leur impact sur ces especes (Gagné et al., 2000;
Siah et al., 2002).

L'exploitation de ces ressources reste tributaire de la qualité d'une part de leur composition
biochimique et d'autre part de leur milieu environnemental (Smaoui- Damark et al., 2006). Les
organismes vivants dans un écosysteme pollué, développent diverses stratégies physiologiques et
biochimiques face a la toxicité des polluants chimiques (Jebali et al., 2011). La mesure des effets
biologiques face a ces produits chimiques est devenue trés importante dans 1’évaluation de la
qualit¢ de I’environnement cotier (El Jourmi et al., 2012), et repose essentiellement sur
’utilisation de marqueurs biologiques, ou biomarqueurs. La pertinence écologique de ces
réponses biochimiques reside dans leurs relations avec les effets nocifs observés a des niveaux
plus élevés de 1’organisme, des effets histologiques (Morales - Caselles et al., 2007),
physiologiques (Moreira et al., 2006), comportementaux (Vieira et al., 2009), des effets sur la
population (Tlili et al., 2010) et éventuellement, au niveau de 1’écosystéme (Moreira et al., 2006;
Vieira et al., 2009).



Les biomarqueurs, outils fondamentaux de biosurveillance, sont définis comme étant des
variations (biochimiques, cellulaires, physiologiques ou comportemental) qui, dans un tissu, un
liquide corporel ou un organisme entier, permettent de mettre en évidence I’exposition et/ou les
effets d’un ou plusieurs contaminants (Lagadic et al., 1997; Galloway & Depledge, 2001;
Vander Oost et al ., 2003). Ce sont des outils complémentaires dans le domaine de 1’évaluation
de la qualité des écosystemes (MC Crthy & Shugar, 1990; Peakall, 1994).

Ils permettent donc de diagnostiquer de facon précoce des dysfonctionnements
physiologiques de 1’individu, c'est-a-dire avant que des dommages tissulaires ou sur les
principales fonctions biologiques ne soient détectables (Van der Oost et al., 2003), c’est
pourquoi les biomarqueurs sont considérés comme des outils utiles et sont de plus en plus
intégrées dans les programmes de biosurveillace (Lam & Gray, 2003; Viarengo et al.,1995). Les
biomarqueurs sont classés en trois catégories (Lagadic et al., 1997; Kammenga et al., 2000) qui
sont « les bimarqueurs d’exposition», proches d’événements moléculaires précoces, traduisant
I’exposition des organismes a des composés toxiques.

et les « biomarqueurs d’effets », indicateurs d’atteintes de fonctions physiologiques des individus
exposes et les «biomarqueurs de sensibilité», informent sur le role des variations génétiques dans
les réponses observees.

De nombreux biomarqueurs biochimiques et cellulaires spécifiques mais aussi non
spécifiques ont été étudiés chez les organismes aquatiques, et particulierement chez les
mollusques bivalves et les mécanismes moléculaires mis en cause ont €té relativement bien
décrits (Bodin et al., 2004; Magni et al., 2005). Parmi ces bimarqueurs, on peut citer les
biomarqueurs spécifiques tels que, l'acétylcholinestérase (AChE) (Magni et al., 2005;
Venkasteswara- Rao, 2006), la glutathion S-Transférase (GST) (Quiniou et al., 2007; Botté et
al., 2011), les monoxygeénase a cytochrome P450 (Yang et al., 2004; Behrens & Segner, 2005),
la métallothioneine (MT) (Geffard et al., 2005; Dendero et al., 2006). Et I'éthoxyrésorufine-O-
deethylase(EROD) (Gorbi et al., 2008; Benelli et al ., 2006). Il existe également des
biomarqueurs non spécifiques qui ont été largement étudiés et utilisés pour la détection des
niveaux de pollution , comme le glutathion réduit (GSH) impliqué dans le systéme de défense
antioxydant (Sureda et al., 2006), la catalase (CAT) (Almeida et al., 2007; Bergayou et al.,
2009), les vitamines (A, C, E) (Torres et al ., 2002) et le malondialdéhyde (MDA) qui est un
produit issue de la peroxydation lipidiques des acides gras polyinsaturés des membranes
cellulaires lors d'un stress oxydatif important, et qui est utilisé comme un bon biomarqueur des
Iésions cellulaires et tissulaires (Dewes et al., 2006; Orus & Usta, 2007).

Plusieurs biomarqueurs sont des parameétres biologiques constitutionnels tel que les
métabolites qui sont soumis a des variations naturelles causées par des facteurs intrinséques et
extrinseques comme la production d’énergie, le développement ontogénique, la reproduction et
la croissance, mais aussi par la variation des facteurs écologiques tel que la température, la
salinité et la disponibilité de la nourriture, qui eux méme varient selon les saisons (Sheehan &
Power, 1999; Kagley et al., 2003; Bodin et al ., 2004, Lau et al., 2004; Petrouik et al., 2004).



L'exposition des organismes aquatiques & une pollution par divers xénobiotiques et métaux
lourds induits chez ces organismes un stress oxydatif important qui se définit comme un
déséquilibre de la balance entre le systéme prooxydant et le systeme anti oxydant et faveur du
systeme prooxydant (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Ce déséquilibre résulte d'une réaction oxydative qui conduit a la formation d'especes
oxygénées réactives (EOR), qui sont des composés toxiques pour 1’organisme, provoquant des

dommages cellulaires et tissulaires lorsque leur taux de synthése dépasse leur taux de
dégradation par les enzymes du systéeme anti oxydant (Tatrais et al., 2002; Abele & Pantarulo,
2004). Ces espéces oxygenées réactives ont essentiellement le radical anion super oxyde (O,), le
peroxyde d'hydrogene (H,0,) et les radicaux hydroxyles (OH).

Certaines espéces sont capables de survivre et de se reproduire dans des milieux
considérablement dégradés. La capacité d'un organisme a s'adapter a un environnement altéré par
la contamination anthropique, dépend principalement des mécanismes efficaces de la
détoxification de divers composés endogene et exogenes (Jakanovic, 2001). Sachant que les
organismes marins mettent en place différents moyens de lutte face a un polluant, il semblerait
que tous ces moyens coltent a I'organisme ses réserves métaboliques spécialement en énergie
(Van, 2002; Sepulveda et al., 2003; Widmeyer & Couper, 2003). Ces réserves énergétiques
peuvent donc étre de bon biomarqueurs de I'état de santé de I'organisme et de son environnement
(Molven & Goksoyr, 1993). En effet, la répartition de I'énergie entre les fonctions fondamentales
de l'organisme telle que la croissance et la reproduction, peut prédire I'impact de I'accumulation
des polluants sur ces fonctions et sur la suivre des organismes exposés a des contaminants
(Kooijman, 2002). L'exposition fréquente des bivalves aux polluants de I’environnement di a
leur grande capacité de filtration et I'accumulation cause des lésions structurales et des
perturbations fonctionnelles de plusieurs organes et tissus dont les plus étudiés sont la glande
digestive, les gonades et le manteau (Seed & Suchnek, 1992).

Les cotes sont depuis toujours le lieu privilégié d'installation des ports, des villes et des
activités industrielles. La moitié de la population mondiale actuelle est localisée a moins de 50
Km des rivages et il est de plus en plus question pour I'hnomme d'annexer cette partie du domaine
marin en la domestiquant.

L’ Algérie avec ses longues cotes d’environ 1200 Km, Regroupant un éventail d’habitats, et
la biodiversité marine Algérienne est considérée parmi les plus élevées du bassin méditerranéen
(Grimes et al., 2004), grace a la diversité biologique des espéces d’intérét écologique et
économique. Par ailleurs, le littoral Algérien abrite de nombreuses especes vulnérables ou
menacées, a cet égard il reste un élément clé de conservation de la biodiversité marine et cotiere
de I’ensemble du bassin méditerranéen.

L’exploitation des mollusques bivalves et leur intérét dans les études €cotoxicologiques
fait actuellement 1’objet d’un grand nombre de travaux de recherche, a I’Est de 1’ Algérie et plus
précisément la région d’El Kala, Annaba et Skikda. C’est dans ce cadre que s’inscrit notre travail



qui a pour objectif d’étudier les processus biologiques: les paramétres physico-chimiques de
I’eau des sites de prélévements et quelques aspects de la reproduction, comme la composition
biochimique du manteau de deux especes de bivalves, ainsi que les différents indices de
condition en fonction de 4 saisons différents chez la palourde Ruditapes decussatus du lac el
Mellah et la moule Perna perna du golfe d’Annaba. Cette étude a été complétée par le suivi
saisonnier de la composition en acides gras du manteau des deux espéces.

Ensuite, I’étude de la réponse des systémes anti oxydants en conditions de stress, a été
effectuée en conditions contrélées au laboratoire, ce travail s’articule en deux parties:

La premiere partie consiste a traiter les palourdes et les moules par un métal lourd le «
cadmiums» pendant 21 jours a (100 et 200 pg/l) puis a évaluer quantitativement d’une part les
métabolites (protéines, lipides et glucides) dans plusieurs tissus et d’autre part les biomarqueurs
de la pollution, le Malondialdéhyde (MDA) et le glutathion GSH).

La seconde partie est consacré a traiter les palourdes par un pesticide organophosphoré « le
malathion» pendant 24 h a 100 et 300 pg/l et ensuite a effectuer les dosages des métabolites
(lipides, protéines et glucides) ainsi que ceux de la catalase et de 1’acétylcholinestérase.
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MATERIEL ET METHODES

1. Matériel biologique

1.1. Ruditapes decussatus

Ce mollusque bivalve vit en zone coéticre, dans les sédiments meubles de 1’infralittoral en zone
de balancement des marées. Il se rencontre aussi bien dans des endroits toujours submerges
(Méditerranée) qu’en zone exondée (coOte atlantique). L habitat de se lamellibranche est en partie
controlé par 1I’hydrodynamisme. Cette espéce nécessite un bon compromis entre un mode
relativement calme loin des courants violents et un mode abrité ou I’envasement serait trop

important.

1.1.1. Position systématique
La palourde européenne, vraie palourde ou encore palourde franche est officiellement dénommeée
Ruditapes decussatus depuis 1971 (Ficher- Piette & Metivier, 1971): elle est cependant souvent
désignée par des synonymes, Veneripus decussatus. Amygdala decussatus, Paphia decussatus et
Venus decussatus et Venus truncata.
Les termes anglais qui la désignent sont «Butterfish clam» ou encore «Grooved carpet shell». Sa

position systématique est la suivante:

Embranchement: Mollusca
Classe: Bivalvia (Linné, 1758)
Sous- classe: Hétérodonta
Ordre: Veneroida

Famille: Veneridae

Sous famille: Tapetinae
Genre: Ruditapes

Espece: decussatus (Linné, 1758).

1.1.2. Morphologie

Ruditapes decussatus posséde une coquille équivalve, inéquilatérale (Fig 1). La région
postérieure est plus développee, plus haute et plus au moin tranquée a son extrémité. La coquille
est ornée d’un double régime de stries, des stries rayonnantes portant du sommet et de stries
concentriques. Ces derniéres sont particulierement bien marquées dans la région antérieure et
surtout dans la région postérieure formant les décussations caractéristiques. La charniere

comprend trois dents cardinales dans chaque valve. La coloration de la coquille est blanchatre a



brun clair extérieurement, avec ou sans des motifs bruns plus intenses, 1’intérieur de la coquille

est blanchétre a jaunatre.

Figure 1. Morphologie externe de la palourde (www.google.fr/image)

1.1.3. Biotope, mode alimentaire et reproduction

Les gisements naturels sont situés en zones cotieres semi-abritée: embouchures de fleuves (Ria
de Faro au Portugal, Rio de Arosa en Espagne): baies, lagunes et étang littoraux en
communication temporaire ou permanente avec la mer. La palourde se nourrit par filtration du
matériel en suspension dans 1’eau de mer dans la couche située a I’interface eau- sédiment ou
déposée sur le sédiment depuis peu. Elle se nourrit a la fois d’algues planctoniques et benthiques
(diatomées, cyanophycées: Vilela, 1950).

Les siphons servent de communication entre I’eau sus-jacente et 1’animal enfoui. Un systeéme de
pompage amene 1’eau sur le filtre constitué par les branchies, la part élevé de la biomasse algale
dans son contenu stomacal fait de se bivalve un consommateur primaire dans la chaine
alimentaire.

Espece gonochorique, la palourde présente cependant de 1’hermaphrodisme juvénile (Lucas,
1978) mais qui ne se manifeste pratiguement jamais dans les glandes génitales fonctionnelles (un
seul cas a été signalé jusqu’ici par Pattridge (1977).

Les gonades visibles des que 1’individu atteint une taille de 4 a 5 mm, parfois moins, régressent
totalement en fin de cycle (I’hiver). Ainsi chaque année, le cycle sexuel débute par une

réactivation des gonades et la formation des glandes génitales.



Les produits sexuels sont émis dans I’eau ou a lieu la fécondation. Aprées une courte vie larvaire
dans le plancton, les animaux tombent sur le font et commencent leur phase de vie benthique. La

maturation et la ponte ne s’effectuent que si la température de I’eau atteint une valeur minimale

de 20°C (Gallois, 1977).

1.1.4. Répartition géographique

La palourde Ruditapes decussatus (L.), est présente en mer du Nord et dans le nord-est
atlantique, depuis les cotes norvégiennes jusqu’aux Acgores et aux coOtes sénégalaise. Elle est
commune dans les zones estuariennes et lagunaires de la majeure partie du bassin méditerranéen
(Parache, 1982; Lubet, 1984). On la rencontre dans des sables, des graviers envasés ou des vases
au-dessous du niveau de mi- marée (Tebble, 1966). Sur les cotes Algériennes, ce mollusque a été
signalé pour la premiére fois dans lac EI Mellah en Avril 1988 (Draredja, 1992), dans la baie

d’Alger et dans le golfe d’arzew.

1.2. Perna perna

La moule africaine Perna perna est un mollusque bivalve qui posséde une charniére munie d’une
ou deux dents; fréquemment une dans la valve gauche et deux dans la valve droite. Les muscles
rétracteurs du pied et muscles rétracteur du byssus forment une empreinte médio-dorsale sur la
coquille, le muscle rétracteur postérieur du byssus a une empreinte bien visible et adjacente a
celle de I’adducteur postérieur, I’intérieur des valves est nacré, blanc rosé (Figure. 2). Elle peut
atteindre une longueur maximale de 18 cm. On la rencontre dans les substrats durs de 1’étage
infralittoral et jusqu'a 100 m de profondeur. P. parna est une espece largement répondue dans le
monde puisqu’on la rencontre dans le monde sur les cotes Est et Ouest de ’atlantique tropical et
subtropical, en Amérique du Sud et sur les bords de la Méditerranée (Afrique du Nord: Algérie,

Tunisie, Maroc).

1.2.1. Morphologie

Comme la plupart des bivalves, les moules sont des animaux filtreurs qui se nourrissent en
retenant les éléments en suspension dans 1’eau de mer, 1’eau est aspirée grace au siphon inhalant
qui filtrée par les filaments des branchies qui agglomerent dans du mucus les particules nutritives
(phytoplancton, zooplancton et autres matieres organiques). La moule est un bivalve
lamellibranche, sa coquille est constituée de 95% de carbonate de calcium. Sur la face ventrale
(Figure. 2), les bords de deux lobes sont libres, délimites la cavité palléale. En avant du bouton

exhalant, on trouve le vélum qui est un tissu conjonctif et musculaire capable de s’entendre et de



se rétracter. Le manteau a un rdle dans la circulation de 1’eau, il participe a la respiration et
accumule des réserves mais son role principal est d’assurer la formation de la coquille. Les
muscles adducteurs s’opposent a 1’action mécaniques du ligament, adducteur, et par leur
contraction assurent la fermeture de valves. Le pied (organe de locomotion) est une saillie
musculaire situé au-dessous de la masse viscérale et comprenant la glande byssogéne qui occupe
sa grande partie ou elle forme un sillon entouré, sur presque toute sa longueur. Le byssus (organe
de fixation) est constitué de nombreux filaments terminés par un disque adhésif. Les branchies
sont aux nombres de deux et sont des organes de la nutrition et de la respiration (la moule filtre

jusqu'a 3 litres d’eau par heure).

4cm

Photo personnelle

Figure 2. Morphologie et Anatomie de Perna perna

1.2.2. Position systématique: sa position systematique est la suivante:
Embranchement: Mollusques

Famille: Mytilidés

Classe: Bivalve

Genre: Perna

Espéce: perna



1.3. Anatomie générale d’un bivalve

La figure 3 représente I’anatomie interne d'un bivalve. Les valves de la coquille se referment
grace a deux muscles adducteurs. Le manteau est formé de deux lobes trés élargis qui délimitent
une cavité palléale abritant les branchies de I’animal. Les bords du manteau sont soudés
ventralement et se différencient dans la région postérieure en deux siphons: un siphon branchial
inhalant et un siphon anal exhalant, qui assurent la circulation d’eau en permanence dans
I’organisme. La masse viscérale, en région médiane, englobe la glande digestive, les reins, les

gonades et le cceur. Le pied volumineux, permet 1’enfouissement rapide des bivalves dans le

sédiment.
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Figure 3. Anatomie générale d’un bivalve (Encarta, 2006).

1.4. Cycle de développement d’un bivalve

Les bivalves sont hermaphrodites successifs, ou plus rarement a sexe séparés. Les gonades peu
différenciées, sont situées dans le manteau. Sous I’effet de stimuli environnementaux
(réchauffement, dessalure...) ou I’horloge biologique interne (cas des veneridae, (Fegley, 2001).
Les gametes males et femelles sont libérés dans le milieu ambiant ou se fait la fécondation.

Les ceufs donnent naissance a des larves viligéres, organismes planctoniques de quelques
dixiemes de millimetres, munie d’une couronne de cils vibratiles (le velum) et d’une coquille
embryonnaire. La larve dérive pendant quelques semaines ou gré des courants. Lorsqu’elle est

entrainés vers des font propices a son développement, elle se fixe sur le substrat et entame sa



métamorphose jusqu’au stade juvénile. Selon ’espece, le type de font propice a la fixation est
soit du sédiment meuble (sables vaseux) soit un substrat dur (rocher, coquille de bivalve). Le tres
faible taux de survie entre I’ceuf et I’adulte est considéré comme parmi les plus bas du régne

animal (Seed, 1992; Kennedy, 1996).
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Figure 4. Cycle de développement d’un bivalve (WWW glf.dfo.mpo.gc.ca)

2. Présentation des zones d’étude

2.1. Caractéristiques du littoral Algérien

L’ Algérie dispose d’un littoral d’environ 1280 km, de la frontiere Algéro- Marocaine a I’Ouest a
la frontiere Algéro- Tunisienne a I’Est. Ce littoral est caractérisé par un plateau continental réduit
a ’exception dans la région de Ghazaouet (Wilaya de Tlemcen) a I’extréme Ouest et la région
d’El Kala (Wilaya d’El Tarf) a ’extréme Est.

La cote Algérienne est caractérisée par ces deux couches d’eaux superposées, 1’eau atlantique
modifiée et ’eau méditerranéenne. En effet, ’eau atlantique pénétre dans la mer d'Alboran ou

ses caractéristiques initiales commencent a s’altérer, donnant ainsi naissance a 1’eau atlantique



modifiée (Benzohra, 1993). Ce méme auteur signal cette eau dans le bassin Algérien ou elle se
reconnait dans une couche superficielle de 150 m d’épaisseur, avec une température de 15 a 23°
C en surface et de 13,5 a 14 °C en profondeur et des salinités allant de 36,5 a 38 psu. Le long des
cotes Algérienne, 1’eau atlantique modifiée entraine un écoulement plus ou moins stable avant de
se diviser en deux branches. Dans le bassin Algérien, I’eau atlantique modifiée pénétrerait
(Millot, 1987; Millot, 1993 et Benzohra, 1993) sous forme d’une veine de courant étroite qui
donne naissance a des méandres et tourbillons cétiers associes a des upwellings. Ces derniers
favoriseraient une forte productivité biologique et par conséquent, une augmentation des

capacités trophiques du milieu.

2.2. Situation géographique du golfe d’Annaba et des sites d’études

Le golfe d’ Annaba est limité a I’Est par le cap Rosa (8°15” Est et 36°58° Nord) et a ’ouest par le
cap de Garde (7°47’Est et 36°58’Nord); la distance séparant les deux caps est d’environ (40
Km), la profondeur maximale des eaux est de 65 metres. Selon Vaissiere & Fredj (1963), le
plateau continental est généralement étroit, avec un font hétérogene; ce dernier est accidentg,
nettement restreint au nord du cap de Garde, puis s’¢largit dans le golfe jusqu'a 27 Km puis se
rétrécit 1égerement dans le cap Rosa.

Du point de vue sédimentologie, le fond marin débute généralement par du sable fin dans le
secteur Ouest puis ce sable se mélange avec de la vase fine dans le secteur Est. Une chaine
d’herbiers de posidonie, installée sur des substrats rocheux qui se continuent par des vases
terrigénes molles a du sable ou a des débris coquilliers. La température joue un rdle important
dans les variations de densité de I’eau. La salinité variée en fonction des zones, au Sud Est, les
valeurs variant de 31,4 a 37,5 psu avec un amplitude de 0,7 psu les variations halines sont dues
aux rythmes des débits des oueds Seybouse et Meboudja.

Les courants dans le golfe d’Annaba, présentent a son ouverture apres le cap de Garde, une
circulation orientée vers I’Est avec des vitesses fluctuantes selon les saisons pouvant atteindre
0,5 a 1m/s. Ce courant part de la face Sud Est du cap de Garde en direction de I’embouchure de
I’oued Mafragh (Anonyme, 1976).

Dans le golfe d’Annaba se rejettent essentiellement trois oueds: Seybouse, Mafragh et
Meboudja; ces derniers charrient vers le golfe les eaux de leur bassin versant. Ces eaux charriées
se composent d’eau de pluie, de rejets directs de polluants industriels. Le golfe recoit aussi les
eaux usées urbaines qui ne subissent qu’un traitement sommaire au niveau de la station de
traitement des eaux de Sidi Brahim, ainsi que de nombreuses autres émissaires provenant des

différentes plages qui logent le golfe.



Les sites d’étude:

Du fait de certains probléemes (difficultés d'accés, absence de moule, ect), le choix des deux sites
étudiés est fondé sur leur emplacement par rapport aux différents rejets de la source de pollution
ainsi que 1’abondance de 1’espece.

2.2.1. L’oued Seybouse

L’oued Seybouse draine un bassin versant de 6474 Km? Il prend naissance dans les hautes
plaines des Heractas avant de se jeter dans la mer Meéditerranée. 1l transporte des rejets de toutes
sorte (urbain, industriels...) qui ont augmenté, particuliérement dans la partie aval (Guelma,
Annaba), caractérisée par une industrialisation importante (cycles, céramique, carrelage,
sucrerie, conserveries, lait, métallurgie...).

Du fait de I’exode rural massif des villes entieres ont été construite au mépris des régles
¢lémentaires de protection de I’environnement. En effet, les rejets des eaux usées se font 8 méme
I’oued. Seybouse, eau qui se jette dans la mer, recueille les eaux usées de prés de 86 unité
industrielles (Tawfig, 2008) qui ne sont pas traitées. Selon les statistiques, rendues publiques lors
d’une récente rencontre consacrée a la gestion durable des ressources hydriques et a la protection
du périmétre agricole de la Seybouse, prés de 4,5 millions de m® d’cau usées se déversent
annuellement dans cet oued. Le plus grave est que prés de 3 millions de m® de ce volume sont
des huiles usagées provenant des unités industrielles, potentiellement polluantes. Les analyse
effectuées au niveau de I’oued Seybouse (Djabri et al., 2005), indiquent de fortes concentrations
en chlorures (1600 mg/l), nitrates (80 mg/l), nitrite (20 mg/l), ammonium (70 mg/l), phosphore
(15mg/l), mais une concentration en oxygene dissous presque nulle. Ces concentrations
dépassent les normes admises elles sont a I’origine de I’eutrophisation constatée au niveau de
I’oued. Tous ces ¢éléments font que le site de Seybouse est un site pollué.

2.2.2. La plage El Hnaya

La plage El Hnaya se trouve a environ 30 Km a I'Est d'Annaba entre le village de Berrihane et de
kantra El-Hamra et a 18 Km a I'Est de I'oued EL Mafragh (agriculture et urbanisation). C'est une

station loin de toute pollution et que nous considérons comme site de référence.
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Figure 5: Présentation des sites d'échantillonnage au niveau du golfe d’Annaba (Encarta, 2004).

2.3. Situation géographique du lac el Mellah

L'étude de la lagune el Mellah est motivée par son importance comme réserve biologique et son
intérét économique fondé sur I'exploitation des ressources a haut valeur commercial (huitres,
palourdes, coques...etc)

Le lac el Mellah est un lac cotier située a I’extréme Est de 1’ Algérie pres de la frontiere Algéro-
Tunisienne dans la région d’El Kala (36° 53° 50 “°N ; 8° 19° 30”’E) (Fig7.). De forme ovoide, il

occupe une superficie d’environ 865 hectares et s’étend du nord au sud sur une longueur totale

d’environ 4 Km et une largeur d’Est en Ouest d’environ |2 Km. Sa profondeur est généralement

faible et atteint un maximum de 5,2 m dans sa partie centrale. Il est relié a la mer par un chenal
long de 900 m et de 1 a 10 m de large (Benali & Saadi, 2001). Cependant, les échanges mer-lac
influent sur le renouvellement des eaux de la lagune et sont en partie responsables de son
caractére saumatre. D’autre part, le lac subit également 1’influence de trois oueds: R’Kibet au
Nord-Ouest, EI Mellah au Sud-Ouest et Belaoug au Sud, ce dernier est relié au lac par
I’intermédiaire d’une zone de marécage (Fig. 7). Cette étendue d’eau saumatre, se localise au
sein d’une zone insérée dans des collines d’alluvions quaternaires ou le mouvement tectonique a
fortement joué (Morel, 1967). Dans cette étude, notre choix s’est porté sur le chenal ou le
matériel biologique utilisé (palourde) est fortement abondant. C’est le lieu ou le lac est relié a la

mer, ainsi que le Sud ou le matériel biologique est existe.
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Figure 6. Situation géographique de la région d’el Kala (Belbacha, 2008)

Figure 7. Présentation des sites d'échantillonnage au niveau du lac el Mellah



3. Stratégie d’échantillonnage de R. decussatus et P. perna

Les palourdes (R. decussatus) sont collectées mensuellement sur une période d’une année au
niveau de deux stations Nord et Sud du lac EI Mellah, La technique utilisée est la péche a pied, et
elles sont récoltées a la main a trés faible profondeur, et récupérées a I’ceil nu grace aux petits
trous a la surface du sédiment qui correspondent a I’apparition des siphons. La collecte des
moules Perna perna se fait sur une période d’une année a la main et de manicre aléatoire sans
tenir compte de sexe, entre 20 et 50 cm de la surface de 1’eau de mer.

Chague récolte de bivalve est répartie dans des bacs en plastique contenant 30 individus baignant
dans leur eau d’origine, en fonction de chaque site et pour chaque moi. Ces bivalves sont ensuite

conduits au laboratoire afin de procéder a des analyses biologiques et biochimiques.

4. Mesure des paramétres physico-chimiques de I’eau

Parmi les facteurs abiotiques, les facteurs physico-chimiques (température, salinité, pH, etc) du
milieu jouent un rdle essentiel puisqu’ils influent a la fois sur la forme physico-chimiques des
métaux (état de valence, adsorption, désorption, etc) donc sur leur biodisponibilité, mais
également sur le métabolisme des especes (osmorégulation, respiration, reproduction, activité
trophique, etc) dont dépendent en partie les cinétiques d’accumulations et d’excrétion des
métaux (Karayticel & Karayticel, 2000).

Dans cette étude, deux paramétres ont été mesurés: La température et la salinité, les deux
descripteurs de base des masses d’eau, dépend quasi exclusivement des processus physiques. Les
mesures ont été effectuées «in situ» au moment du prélévement, au moyen d’un multi parametre
(Corsort 535). L’¢étalonnage et le calibrage de 1’appareil pour chaque paramétre mesuré ont lieu
au laboratoire et sur terrain, on immerge la sonde spécifique au parameétre a mesurer pendant
quelques secondes et le résultat s’affiche sur I’écran. Les sondes sont rincées a I’eau distillée

puis essuyées avec du papier absorbant apres chaque manipulation.

5. Mesure de I’indice de condition

Les bivalves récoltés mensuellement ont été ramené au laboratoire, et des 16ts ont été constitués
a raison de 15 individus par mois.

Les mesures ont été réalisé le jour méme du prélevement pour éviter I’effet du jeune et une
émission éventuelle des gametes di aux stresse. En effet ces phénomeénes biologiques diminuent
le poids de la masse molle et par la suite I’indice de condition (Beninger & Lucas, 1984).

Dans une étude de suivi environnemental, les indices de condition (IC) ne sont pas des

biomarqueurs au sens strict de la définition de Van Gastel & Van Brummelen (1996), mais ils



donnent une idée de 1’état de santé des individus d’une population (Bodoy & Massie, 1979;
Anssel el al., 1980; Lucas & Beninger, 1985; Pellerin- Massicotte et al., 1989). Les IC peuvent
étre affectés par de nombreux paramétres (Alimentation, température, polluants....) qui seraient
dus a une diminution de I’alimentation chez les organismes et modifieraient ainsi ses réserves
énergétiques (Amiard & Amiard, 1998).

Quinze individus, de taille comprise entre 34 et 40 mm pour les palourdes et entre 54 et 60 mm
pour les moules sont prélevés mensuellement dans chaque site pour étudier I’indice de condition.
Le poids sec de la chair et des valves sont déterminés apres séchage a 60 — 65°C a I’étuve
pendant 48 heures. L’indice de condition utilisé est celui de (Beninger, 1984), définit selon la
formule suivante:

Poids sec de la chair/ Poids sec de la coquille x 100

6. Dissection et prélévement du manteau

La dissection et le prélevement du manteau a été effectués sur des individus vivants ayant une
taille moyenne comprise entre 35 et 40 mm pour R. decussatus et entre 54 et 60 mm pour P.
perna (correspond a la classe de taille la plus fréquente tout au long de 1’Année). Les dosages

des métabolites, glucides, protéines et lipides ont été effectués sur le manteau.

7. Extraction des métabolites

L’extraction des métabolites du manteau de R. decusatus et P. perna a été realisée selon le
procédé de Shibko et al.(1966). Les fragments du manteau des deux espéces prélevés
mensuellement sur des individus matures ont été conservés dans 1 ml de TCA (20 %).

Apreés un broyage mécanigue et ultrasons (Sonifer B.30) des échantillons, les broyats subissent
une premiéere centrifugation (5000 trs /min, 10 min) et le surnageant | obtenu sert au dosage des
glucides. Au culot I, on ajoute 1ml du mélange éther/chloroforme (1v/1v) et aprés une seconde
centrifugation (5000 tours/min, 10 min) permet de récupérer le surnageant Il, qui servira au
dosage des lipides. Le culot Il est ensuite repris dans 1ml de NaOH et apres 1 nuit a 4°C,

permettra la solubilisation et la quantification des protéines totales.
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Figure 8. Extraction des glucides, des protéines et des lipides (Shibko et al.,1966).



7.1. Dosage des protéines

Les protéines ont été quantifiées selon la méthode de Bradford (1976) en utilisant le bleu brillant
de comassie (G250, Merck) comme réactif (100 mg BBC + 50 ml d’éthanol absolu + 100 ml
d’acide Orthophosphorique complété a 1000 ml par de 1’eau distillée) et I’albumine de sérum de
beeuf (BSA, sigma) comme protéine standard. La gamme d’étalonnage a été réalisée a partir
d’une solution mére de BSA (1mg/ml) (tableau 1).

Tableau 1 : Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification des protéines.

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

Les absorbances sont lues dans un spectrophotométre (jenway 6300) a une longueur d’onde de

595 nm contre un blanc de gamme, aprés 1 minute et avant 1 heure.

y =0.0107x + 0.0475
14 R2=0.9848

Figure 9. Dosage des protéines: droite de régression exprimant les absorbances en fonction de la

quantité¢ d’Albumine (pg) (R?: coefficient de détermination).



7.2. Dosage des glucides

Le dosage des glucides a été réalisé selon Duchateau & Florkin (1959). Cette méthode utilise
I’anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone, 75 ml d’acide sulfurique et 25 ml d’eau distillée)
et une solution mere de glucose (0,1 mg/l) comme standard (tableau 2).

Tableau 2: Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification des glucides.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Glucose (pl) 0 100 200 300 400 500
Eau distillée (ul) 500 400 300 200 100 0
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

Le réactif (4ml) est additionné a une fraction aliquote du surnageant I (50ul). Apres chauffage au
bain marie (80 °C pendant 10 min), il se développe une coloration verte, dont 1’intensité mesurée

a une longueur d’onde de 620 nm est proportionnelle a la concentration des glucides.

0.6
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Figure 10. Dosage des glucides: droite de régression exprimant les absorbances en fonction des

quantités de glucose (ug) (R? coefficient de détermination).



7.3. Dosage des lipides

Les lipides ont été estimés selon la méthode de Goldsworthy et al.(1972), utilisant la vanilline
comme reactif (0,38 g de vanilline, 55 ml d’ecau distillée, 195 ml d’acide orthophosphorique a
85%) et une solution mere de lipides comme standard (tableau. 3). La solution mere des lipides
est préparée en utilisant de I’huile de table de la fagon suivante: 25 mg d’huile de table sont
pesés dans un tube eppendorf, cette quantité est ensuite reprise dans 10 ml du mélange
méthanol/chloroforme (1/1 v/v).

Tableau 3: Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification des lipides.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution meére de]0 20 40 60 80 100
lipides (pl)

Solvant 100 80 60 40 20 0
méthanol/chloroforme

(/1) ()

100 pl du surnageant II sont additionnée de 1 ml d’acide sulfurique concentré (96 %). Aprés
agitation, les tubes sont chauffés au bain marie (100°C, 10 min), 200 pl sont ensuite prélevés de
chaque tube, auquel sont ajoutés 2,5 ml de réactif sulfo-phospho-vanillique. Aprés 30 minutes a
I’obscurité, les

absorbances 05 y = 0,0856x - 0,0062 sont lues a une

R2 =0,9996 ’
longueur 0.45 | d’onde de 530

nm. 0,4 -
0,35 -
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

Absorbances

50 100 150 200 250

Qantité de Lipide (ug)

Figure 11. Dosage des lipides: droite de régression exprimant les absorbances en fonction de la

quantité de lipide (ug) (R?: coefficient de détermination).



7. 4. Analyse de la composition en acide gras des lipides

La méthode la plus appropriée pour déterminer la composition en acides gras d’un mélange
lipidique est la chromatographie en phase gazeuse. L’étude qualitative des lipides par
chromatographie en phase gazeuse a eteé effectuée saisonnierement sur des échantillons de

palourdes et des moules, durant un cycle annuel complet.

Le chromatographe utilisé est un chromatopack CP437 A, équipé d’une colonne capillaire en
silice fondue (CPWA X 58 CB, 30 m x 0,32 mm de diamétre interne, épaisseur du film 1um),
d’un injecteur de type Split-Split (fuite de 20 ml/ min pendant 30 sec) et d’un détecteur a
ionisation de flamme, le gaz vecteur est I’hydrogéne (vélocité 25ml/min a température
ambiante). La programmation de la température est la suivante:

- 100°C pendant 2 minutes, puis 2°C/ min jusqu’a 240°C. Les températures de 1’injecteur et du
détecteur sont respectivement de 280°C et 290°C. Les temps de rétention des différents pics
analysés sont comparés a ceux d’une solution d’acide gras standard (sigma).

Les lipides totaux du tissu des échantillons sont analysés apres butylation (butanol sulfurique 5%,
100°C pendant 2 heures) et extraction au pentane selon Clément & Bézard (1961).

Des exemples de chromatogrammes relatifs a la séparation des acides gras des extraits lipidiques
du manteau de R. decussatus et P. perna sont représentés dans les figures 22 et 25.



8. Expérience de laboratoire

Présentation du métal lourd et du pesticide

8.1. Présentation du Cadmium

Le cadmium est un métal blanc argenté, ductible et malléable, qui résiste particulierement a la
corrosion, est un ¢lément relativement rare, il a une grande résistance a 1’oxydation est une
bonne conductivité électrique (Juste et al., 1995). Il a été classifié dans la catégorie des éléments
trés toxique et relativement accessible au méme titre que 1’argent, le zinc, le mercure et le plomb
(Wood, 1976).

Ses propriétés physiques et chimiques, proche de celle du calcium, lui permettent de traverser les
barriéres biologiques et de s’accumuler dans les tissus.

Le modele de I’ion libre (Free Ion Activity Model, FLAM-Morel, 1983) permet de décrire la
biodisponibilit¢ du cadmium qui détermine I’efficacité du transfert a travers les membranes
biologiques. Celle-ci dépend alors de la forme chimique du métal cd+? le cadmium se
comportant comme un analogue du calcium (rayon ionique (Ca+2 - 0,97A et Cd+> - 0,99A).
Conséquence 1’accumulation et les effets induits sont étroitement dépendant des conditions
d’exposition déterminant la spéciation du cadmium. La dureté (taux de calcium) et le pH,
facteurs abiotique de la colonne d’eau sont deux paramétres majeurs régissent I’entrée du Cd
(Markich & jeffree, 1994; Jumarie et al., 2001). Il peut remplacer le Zn dans des systéemes
enzymatiques carencés en Zn chez le plancton (Price et Morel, 1990; Lane & Morel, 2000); ce
qui signifie qu’il a peut-étre un rdle biologique. Il existe, cependant, un ensemble de variable
physicochimiques du milieu (salinité, pH, caractéristiques sédimenthologiques, nature
géochimique des particules, concentration en chlorure) qui gouvernent les transformations du
cadmium dans I’environnement (Gonzalez et al., 1999; Chiffoleau et al., 2001).

Le cadmium atteint les milieux aquatiques par la voie atmosphérique ou par lessivage des sols et
rejets directe anthropique (Miramand et al., 2000). L’épandage d’engrais sur les terres agricoles
apporte vraisemblablement un minimum de 70 tonnes de cadmium par an dont une partie
mineure est lessivée par les pluies et rejoint ainsi les eaux littorales. En effet, une grande partie
du cadmium est retenue par les sols et un autre est absorbée par la végétation (Cossat & lassus,

1989). Et milieu marin, c’est le chlorocomplexe CdCl, qui prédomine.



8.2. Présentation du malathion
Le malathion (C1oH1906PS;) poudre mouillable, non systémique est un neurotoxique agissant sur
le systéeme nerveux central (inhibition de 1’acétylcholinestérase). Cette substance étant hautement
toxique pour I’homme, les insectes pollinisateur, les abeilles et pour les organismes aquatiques
notamment les poissons, des dispositions particuliéres doivent étre prises au niveau de sa
manipulation. C’est un insecticide et acaricide organophosphoré utilisé¢ pour lutter contre divers
insectes et acariens sur une vaste gamme de plantes agricole et horticoles, ainsi que pour lutter
contre les moustiques, les mouches, les insectes de maison, les ectoparasites et chez I’homme,
contre les poux de la téte et du corps (Kynoch & Smith, 1986) .
8.3. Application des deux xénobiotiques

Les bivalves (palourdes et moules) ont été collectés sur les sites Nord du lac el
Mellah pour R. decussatus et Hnaya pour P. perna a raison de 30 individus par espece, ces
bivalves sont transférés dans des bacs propres remplis d'eau de lac et sédiment pour les individus
de R. decussatus et uniquement I’eau de mer naturelle pour les individus de P. perna, a raison de
3 animaux par litre d'eau, ils ont été acclimatés environ 24 h aux conditions de laboratoire a une
température de 16-18 °C, ’oxygénation de I’eau est assuré par des pompes a oxygene.
Apreés acclimatation les individus de chaque espéce ont été divisés en 3 lots: un lot témoin, un lot
traité a 100 pg/l et un lot traité a 200 g/l de CdCl;, pendant 21 jours. Le renouvellement tous les
trois jours de l'eau d’élevage des témoins et des exposés constitue leurs uniques sources de
nourriture.

Le traitement par le malathion est effectué par addition dans 1’eau d’¢élevage de (100
et 300 pg/l) pendant 24 h, appliquée a la palourde Ruditapes decussatus selon (Damiens et al.,
2004) dans les mémes conditions. Pour des raisons techniques I'expérience sur les moules n'a pu

étre effectuée.

8.4. Extraction et dosage des métabolites et des biomarqueurs

Aprés dissection, les organes (manteau, branchie, glande digestive et muscle
adducteur), vont servir aux dosages des métabolites (glucides, lipides et protéines), du glutathion
(GSH) et du malondialdéhyde (MDA) pour le traitement par le cadmium, catalase (CAT) et
acetylcholinestérase (AChE) pour le traitement par le malathion.

L’analyse des trois métabolites (glucides, protéines et lipides) a été décrite ci-dessus.



8.4.1. Dosage du malondialdehyde
Le dosage du malondialdéhyde (MDA) a été realisé suivant la méthode de Draper & Hadley
(1990). La méthode est basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre 1’acide
thiobarbiturique (TBA) avec la malondialdéhyde, composé issu de la peroxydation lipidique des
acides gras polyinsaturés des membranes cellulaires donnant un produit rouge brun mesuré a une
longueur d’onde de 532 nm.
Les organes de R. decussatus et P. perna sont homogénéisés aux ultrasons dans 1 ml de tampon
Tris/Hcl (50 mM ; pH 7,5) [Tris 50 mM (1,5137 mg), acide ethyléne tétracétique (EDTA) ,1mM
(0,0730 g), saccharose 0,5M (42,78 g) dans 250 ml d’eau distillé].
Aprés homogénéisation, une centrifugation de 1’homogénat est effectuée pendant 10 min a
10000 trs/min a 4°C et le surnageant récupeéré servira au dosage du MDA.
Le dosage est réalisé comme suit:

- 500 pl de surnageant sont additionnés & 2,5 ml TCA (100 g/l).

- Chauffer au bain marie 100 °C/15 min.

- Refroidissement dans la glace.

- Centrifugation (10000 trs/ min pendant 10 min).

- 2 ml de surnagent sont additionnés a 1ml TBA (6,7 g/l).

- Chauffage au bain marie a 100 °C/15min.

- Refroidissement dans la glace.

- Aprés un dernier refroidissement, 1,5 ml de butanol sont ajoutés.

- Aprés avoir agité au vortex le mélange, une derniére centrifugation (10000 trs/min pendant
10 min) est effectuée.

- Récupérer le surnageant constitué de butanol renfermant les complexes TBA-MDA.

- Lecture des absorbances a une longueur d’onde de 532 nm.

Le taux du malondialdehyde est déterminé selon la formule suivante :

Dy y volume total de la cuve
156 ~ volume de la prise d’essai

Mg de protéines

x 103

Taux de MDA (umol/mg de protéines) =

DO: la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat a 532 nm.
156 mM™: Ceefficient d’extinction molaire du TBA.
Volume total de la cuve: 1 ml.

Volume de la prise d’essai (volume de I’homogénat): 0,5 ml.




10°: Unité de conversion en pm
Mg de protéines: taux de protéines en mg
8.4.2. Dosage du glutathion
Le glutathion est dosé selon la méthode de Weckberker & Cory (1989), dont le principe repose
sur la mesure colorimétrique de 1’acide 2-nitro 5-mercapturique, résultant de la réduction de
I’acide 5-5’-dithio-bis-2nitrobenzoique (DTNB) par les groupements thiol (-SH) du Glutathion
mesuré a une longueur d'onde de 412 nm. Les organes de R. decussatus et P. perna sont
homogénéisés aux ultrasons dans 1ml d’une solution EDTA (Acide Ethyléne Diamine Tetra
Acétique) a 0,02M (7,4448 g EDTA et 1000 ml d’eau distillée).
Afin de protéger les groupements thiol du glutathion I’homogénat doit subir une déprotéinisation
par I’acide sulfosalicylique 0,25 % (0,25 g SSA, 100 ml d’eau distillée) ;
0,8 ml de I’homogénat sont additionnés a 0,2 ml d’acide sulfosalicylique. Le mélange est agité et
laissé pendant 15 min dans un bain de glace, puis centrifugé (1000 trs/min pendant 5 min) a
4°C. Le surnageant est utilisé pour la mesure de la concentration du glutathion selon les étapes
suivantes :

- Prélever 0,5 ml du surnageant.

- Ajouter Iml du tampon Tris-EDTA (0,02M ; pH 9,6) [63,04 g Tris ; 7,4448 g EDTA et

- 1000 ml d’eau distillé].

- Ajouter 0,025 ml de DTNB (0,01M) [3,96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu].

- Laisser le mélange pendant 5 min a température ambiante.

- Mesurer la densité optique au spectrophotomeétre a 412 nm.

Le taux de du glutathion est estimé selon la formule suivante :

ADoxVd,Vt

m/mg de protéines
) X

Taux de GSH (umol/mg de proteines) =

A Do: différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du temps
Do: densité optique

Vd: le volume total des solutions utilisés dans la déprotéinisation (0,2 ml ASS + 0,8 ml
homogénat).

Vt: le volume total dans la cuve: 1,525 ml (0,025 ml BTNB + 0,5 ml surnageant + 1ml Tris-
EDTA).

13,1: Coefficient d’extinction molaire (concernant le groupement —SH a 412 nm).

Vh: le volume de ’homogénat utilisé¢ dans la déprotéinisation: 0,8 ml.

Vs: le volume du surnageant dans la cuve : 0,5



8.4.3. Dosage de I’acétylcholinestérase

La méthode de dosage de 1’acétylcholinestérase (AChE) la plus courante (Ellmen et al.,
1961), consiste a fournir a I’enzyme un substrat, I’acétylthiocholine (ASCh), dont I’hydrolyse
catalysée libére de la thiocholine (SCh) et de I’acide acétique. La quantité de thiocholine obtenue
est proportionnelle a I’activité enzymatique, on la révéle grace a une méthode colorimétrique
faisant intervenir un ion (le dithiobisnitrobenzoate ou DTNB) qui se lie avec la thiocholine pour
former un complexe de couleur jaune que I'on dose a 412 nm. Les échantillons sont
homogénéisés pendant quelques secondes dans 1 ml de solution détergente (38,03 g éthylene
glycol tris—beta aminoéthyl-éther N N N’ N” ou EGTA; 1 ml triton X 100 %; 5,845 g NaCl ; 80
ml tampon tris 10 mM, pH 7) a I’aide d’un homogénéiseur a Ultrasons (sonifer B-30) puis
centrifugés a 9000 tours/min pendant 5 min a 4°C. Le surnageant est utilisé immédiatement pour
la mesure de 1’activité AChE.
L’activité¢ spécifique de I’AChE est déterminée comme suit: 100 pl du surnageant sont
additionnés a 100 pl de DTNB (0,1M ; pH 8) (39,6 mg de DTNB, 15 mg Coz Na, dans 10 ml de
tampon Tris 0,1M, pH 7) et 1ml du tampon Tris (0,1 M ; pH 7). Aprés 3 a 5 min de repos
nécessaire pour épuiser la réaction spontanée, 100 ul du substrat acétyhthiocholine iodide
(Sigma R) (118 mg ASCh dans 5 ml d’cau distillée) sont ajoutés.
La lecture des densités optiques s’effectue toutes les 4 mn pendant 20 mn a une longueur d'onde
de 412 nm contre un blanc ou le surnageant a été remplacé par un volume équivalent de solution
détergente (50pl). L'activité spécifique est calculée selon la formule suivante.

ADy/minx Vt
1,36x 104x Vs

AChE(uM\min\mg de protéines) = /mg de proteines

X: activité spécifique de I’AChE en pM/mn/mg de protéines.

ADo: pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du temps.
Vt: volume total dans la cuve (0,1 ml du surnageant + 0,1 ml du DTNB + 1ml de tris + 0,1ml
de substrat ASCh).

Vs: volume du surnageant dans la cuve (0,1 ml).

1,36: coefficient d’extinction molaire du DTNB



8.4.4. Dosage de ’activité catalase

L'activité de la catalase (CAT) est déterminée selon la méthode de Claiborne (1985).

Elle basée sur la mesure des absorbances apres la réduction de H,O, a une longueur d'onde de

240 nm dans un spectrophotometre UV.

Les organes sont homogénéisées dans 1ml de tampon phosphate (50 mM, pH 7).

L’homogénat est centrifugé a 1500 trs/min pendant 15 mn et le surnageant récupéré servira

comme source d'enzyme. Le dosage est réalisé selon le tableau suivant:

Tableau 4: Dosage de la catalase

Volume du Volume du tampon Solution H,0;
surnageant (ul) phosphate (ul) (V)]
Blanc 0 800 200
Echantillon 50 750 200

La lecture des absorbances est effectuée toutes les 5 secondes pendant 30 secondes a une
longueur d'onde de 240 nm. L'activité specifique est déterminée par la formule suivante:

(
ADy/min

0,04 /mg de protéines

CAT(uM/min/mg de protéines) =

A Do = A Do/ mn (blanc) - A Do/ mn (Echantillon)

0,04: coefficient d'extinction: molaire du peroxyde d’hydrogene.

9. Traitement statistiques des données

Pour étudier les différents variables, indice de condition et la composition biochimique
(protéines, glucides et lipides), nous avons faire une comparaison intrasites et une comparaison
intersites.

La comparaison intrasite consiste a comparer entre les mois et les saisons d’un méme site.

Toutes ces comparaisons ont été effectuées par 1’analyse de la variance a un critére ou a un
facteur de classification modele fixe additionné par le test HDS (honest significative différence)
de Tukey, permet de classer les différentes mois et saisons selon leur réponse aux différents
parameétres étudiés. Ce test consiste a comparer les moyennes de plusieurs populations a partir de
données d’échantillons aléatoires, simples et indépendants (Dagnélie, 2009).

La comparaison intersites consiste a comparer entre les mois et les saisons des deux sites

d’études, deux a deux a ’aide de test T de student.



Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne plus ou moin 1’écart type (m+ SD) et
différents tests statistiques ont été réalisés grace au logiciel MINITAB version 16 (P A state
college Windows (X, 2005).

Les moyennes obtenues pour chaque dosage et pour les deux doses ont été comparées deux a
deux avec les témoins en utilisant le test «T» de Student.

- La quantification des différents métabolites (glucides, lipides et des protéines) a été déterminée
a partir de I’équation de la droite de régression exprimant 1’absorbance en fonction de la quantité
de la solution mére de métabolite exprimée en ug.

- La mesure des biomarqueurs (MDA, GSH, AChE et CAT) a été déterminée a partir des

équations de régression linéaire exprimant la densité optique en fonction de temps.
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RESULTATS

1. Parameétres physico-chimiques des sites de prélevement

Etude des parametres physico-chimiques de I’eau de lac

Les parameétres sont relevés durant une année au niveau de deux stations du lac EI Mellah: la

station Sud et la station Nord.

Les variations de la température de 1’eau dans la zone d’étude montre une certaine similitude
entre les deux stations avec des écarts inter mensuels a signaler. Les valeurs maximales sont
enregistrées durant la période estivale s’étalant de juin a septembre avec un pic pendant le mois
de juillet au niveau des deux stations, pour décroitre ensuite a partir du mois septembre; cette
diminution correspond a la période automnale et hivernale pendant laquelle les valeurs
minimales de 11°C pour la station Sud et 10,5 °C pour la station nord sont observées au mois de
janvier. A partir du mois de mars une augmentation progressive de la tempeérature correspondant

a la période printaniere est enregistrée au niveau des deux stations.

Les variations temporelles de la salinit¢ montrent qu’au niveau de la station Sud une phase
croissante s’étale du mois de mai jusqu’au mois d’aolit avec une valeur maximale de 33,5 psu
pendant le mois d’aofit puis une phase décroissante correspondant a la période automnale qui
s’étale de septembre jusqu’ & décembre avec une valeur minimale de 16,4 psu pendant le mois de
janvier. Pour la station du nord on note une valeur maximale de 34 psu pendant le mois d’aott
suivie d’une diminution progressive correspondant a la période automnale pour atteindre une
valeur de 17 psu pendant le mois de janvier. Cette chute pourrait étre expliquée par une dilution

consécutive a une forte pluviométrie au cours de la période hivernale.



Etude des paramétres physico-chimiques de ’eau de mer

Les figures 14 et 15 représentent les variations mensuelles des paramétres physico-chimiques au

niveau des deux sites du golfe d’Annaba; El Hnaya et Seybouse durant une année.

Les relevés mensuels de la température sont représentés dans la figure 14. Apres examen des
résultats obtenus on constate que la température présente des variations similaires dans les deux
sites. Les valeurs les plus élevées sont enregistrées pendant la période estivale avec un maximum
observé au mois d’aolt a El Hnaya (28 °C) et mois de juillet & Seybouse (28,2 °C). Dés le mois
de septembre, la température de 1’eau entame une baisse progressive qui se prolonge jusqu'a la
période hivernale ou elle atteint des valeurs minimales en décembre et janvier a EI Hnaya, 11,5
et 11 °C respectivement. Une valeur minimale de 12 °C a été enregistrés au mois de janvier a
Seybouse. La température moyenne révélée dans les eaux des deux sites d’études montre que les

eaux de Seybouse sont 1égérement plus chaudes que les eaux d’El Hnaya.

L’évolution de la salinité (psu) durant la période d’étude révele des valeurs minimales en période
hivernale et au début de la période printaniére, avec un minimum en décembre pour ElI Hnaya
(36,2 psu) et en janvier a Seybouse (35,7 psu). Les valeurs les plus élevés sont enregistrés en
période estivale, avec un maximum de 37, 2 en juillet pour le site d’El Hnaya et 36,7 psu en
juillet pour le site de Seybouse. Les moyennes annuelles de ce parameétre montrent une salinité

plus élevés au niveau d’El Hnaya comparativement au Seybouse.
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Figure
12. Variation mensuelle de la température (°C) de I’eau des deux sites du lac el Mellah: le nord et
le sud durant une année.
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Figure 13. Variation mensuelle de la salinité (psu) de I’cau des deux sites du lac el Mellah: le
nord et le sud durant une année.
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Figure
14. Variation mensuelle de la température (°C) de 1’eau de mer des deux sites du golfe d’ Annaba:
El Hnaya et Seybouse durant une année.
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Figure 15. Variation mensuelle de la salinité (psu) de I’eau de mer des deux sites du golfe
d’Annaba, El Hnaya et Seybouse durant une année.



2. Composition biochimique du manteau

Les teneurs en glucides, lipides et protéines ont été déeterminées mensuellement durant un cycle
annuel complet dans le manteau de perna perna et Ruditapes decussatus péchés dans deux sites
du golfe d’Annaba (Hnaya et Seybouse) et lac el Mellah, (Le Nord et le sud) respectivement.

La quantification de ces métabolites a été effectuée a partir d’une courbe de référence
correspondant a chaque métabolite.

L’étude des variations de ces taux au niveau des deux sites du golfe d’Annaba: El Hnaya et
Seybouse, ainsi qu’au niveau des deux sites de la lagune el Mellah, le nord et le sud est
déterminer par ’analyse de la variance a un seul critére de classification mois apres saison par
site suivi du test de Tukey afin de classer ces facteurs en cas de rejet de I’hypothese, le test T de

student afin de comparer les différents moyennes mensuelles et saisonniéres entres les deux sites.

2. 1.Variation des taux de glucides
a. Chez R. decussatus

Le suivi mensuel des taux de glucides chez R. decussatus dans les deux sites d’études, montre
des valeurs élevées durant les mois d’avril et novembre, une légére diminution est notées
pendant I’hiver, une brusque remontée est enregistrées au mois de mars dans les deux sites
d’études. Ce taux diminue ensuite progressivement de mai a septembre au niveau des deux

stations.

L’analyse de la variance a un seul critere de classification, mois apres saison révele un effet mois
et effet saison hautement significatifs (p<0,001) dans les deux sites d’études. Le test de Tukey
classant les saisons par site montre 1’existence de trois groupes dans le nord, le premier renferme
le printemps et ’automne, le second, automne et été et le troisiéme été et hiver. Le sud renferme
également trois groupes, le premier: printemps, le second I’automne et le troisiéme renferme
I’hiver et I’été. En effet les moyennes mensuelles enregistrées dans les deux stations indiquent
des différences hautement significatives (p<0,001) au mois de novembre et des différences

significatives (p<0,05) en février, mai et octobre.
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Figure 16. Variation mensuelle du taux de glucides (ug/mg de tissu) au niveau du manteau de
Ruditapes decussatus péché dans la lagune el Mellah: Nord et Sud durant une année (mz s; n=5)
(**différence tres significative *** différence hautement significative).

Tableau 5: Classement saisonniéeres du taux de glucides (ug/mg de tissu), au niveau du manteau
de R. decussatus péché dans deux sites de la lagune el Mellah, (Nord et Sud) au cours d’une
année; (mzx s; n=5) par le test HSD de Tukey.

Site Saison Groupe
Printemps A
Le nord Automne AB
Eté BC
Hiver C
Printemps A
Le sud Automne B
Eté BC
Hiver C




b. Chez P. perna
Un dosage mensuel des glucides est réalisé selon la méthode de Duchtaeau & Florkin (1959), au

niveau du manteau de P. perna péché dans deux sites du golfe d’Annaba (El Hnaya et Seybouse)
au cours d’une année. Les valeurs mensuelles enregistrées montrent des fluctuations qui varient
selon les sites et le temps. D’apres les résultats obtenus le site d’El Hnaya présente des valeurs
maximales au mois d’Avril, Juillet, Aotlit et Novembre, les valeurs minimales sont enregistrées
au mois de Février, Mai et Décembre; alors que le site de Seybouse présente des valeurs
maximales au mois d’Avril, Aolit et Novembre. Les valeurs minimales sont enregistrées au mois

de Février et Décembre.

La quantité des glucides présente apres comparaison des moyennes deux a deux par le test t de
student révele des valeurs plus élevés chez les individus d’El Hnaya comparativement a ceux de
Seybouse, une augmentation trés significative (p<0,01) aux mois de mars (0,002) et octobre
(0,003), et hautement significative aux mois de janvier (0,000), avril (0,000), mai (0,000), juin
(0,000), septembre (0,000) et décembre (0,000). Cependant aucune différence significative n’est

observée aux mois de février.

A partir de I’analyse de la variance a un seul critere de classification (moi et saison), on distingue
un effet mois et saison hautement significatif (p<0,001), au sein de chaque site, concernant le
classement décroissante des saisons par le test de Tukey (tableau.06), a el Hnaya, trois groupes
sont mise en évidence, le premier I’été, le second renferme le printemps et ’automne et le
troisiéme représente I’hiver. Le site de Seybouse renferme également trois groupes, le premier:
I’été et le printemps, le second renferme le printemps et 1’automne et le troisieme représente

I’hiver.
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Figure 17. Variation mensuelle du taux de glucides (png/mg de tissu) au niveau du manteau de
Perna perna péché dans le golfe d’Annaba: El Hnaya et Seybouse durant une année (m=.s; n=5)
(**différence trés significative *** différence hautement significative).

Tableau 6: Classement saisonnieres du taux de glucides (ug/mg de tissu), au niveau du manteau
de P. perna péché dans deux sites du golfe d’ Annaba, (El Hnaya et Seybouse) durant une année;
(mz s; n=5) par le test HSD de Tukey.

Site Saison Groupe

Eté A
El Hnaya Printemps B
Automne B
Hiver C
Eté A

Seybouse Printemps AB

Automne BC
Hiver C




2.2. Variation des taux de protéines
a. Chez R. decussatus

L’¢évolution des taux de protéine au niveau du manteau de R. decussatus récoltés dans deux sites
du lac el Mellah (le nord et le sud), montre des variations durant la période d’étude, avec une
valeur maximale au mois d’Avril chez les individus des deux sites variés entre (15,22 = 0,94 et
14,00 + 0,86 pg/mg de tissu), dans le nord et le sud respectivement. Par contre les valeurs
minimales sont enregistrées au mois de décembre dans les deux sites. L’analyse de la variance a
un seul critére de classification (mois aprés saison au sein de chaque site montre un effet mois
hautement significatif (p<0,001) dans les deux sites d’études et un effet saison trés significatif
(p<0,01) dans le nord.

La comparaison des moyennes entre les deux sites par le test t de student indique une différence
hautement significative (p<0,001) au mois d’octobre, et des différences significatives (p<0,05)

au mois de janvier, avril, juillet, novembre et décembre.

Le test de Tukey classant les saisons par site montre 1’existence de deux groupes dans le nord, le
premier renferme, 1’été et le printemps, le second englobe le printemps, I’automne et I’hiver

contre un seul groupe au sud renferme les quatre saisons.
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Figurel8. Variation mensuelle du taux de protéines (ug/mg de tissu) au niveau du manteau de
Ruditapes decussatus péché dans la lagune el Mellah: Nord et Sud durant une année (mz s; n=5)
(**différence trés significative *** différence hautement significative).

Tableau 7: Classement saisonniéres du taux de protéines (ug/mg de tissu), au niveau du manteau
de R. decussatus péché dans deux sites de la lagune el Mellah, (nord et sud) durant une année;
(mz s; n=5) par le test HSD de Tukey.

Site Saison Groupe

Eté A

Le nord Printemps AB
Automne B
Hiver B
Eté A
Le sud Printemps A
Automne A
Hiver A




b. Chez P. perna
La figure 19 représente les variations mensuelles des taux de protéines (ug/mg de tissu) au

niveau du manteau de Perna perna péché dans deux sites du golfe d’Annaba: El Hnaya et
Seybouse durant une année. On enregistre des valeurs maximales au mois d’avril et aoit a El
Hnaya (17,3 + 0,66; 15,56 + 0,64 pg/mg de tissu). Les valeurs minimales ont été notées au mois
de novembre et décembre (7,51 = 0,91; 6,09 + 0,74 ug/mg de tissu) a El Hnaya et au mois de
février et décembre a Seybouse. La comparaison des moyennes entre les deux sites par le test t
de student indique des différences tres significatives (p<0,01) aux mois de janvier, juin,
septembre et décembre, des différences hautement significatives (p<0,001) aux mois de février,
mars, avril, mai et aoGt. Par contre, aucune différence significative (p>0,05) n’est observée aux

mois d’octobre et novembre.

L’analyse de la variance a un seul critére de classification (mois aprés saison) par site montre un
effet mois et saison hautement significatifs (p<0,001), dans les deux sites d’étude. Le classement
des saisons révele I’existence de trois groupes a el Hnaya, le premier renferme 1’été et le
printemps, le second: I’hiver et le troisiéme renferme I’automne. Le site Seybouse renferme
également trois groupes, le premier: le printemps, le second, I’été et le troisiéme englobe

I’automne et I’hiver (Tableau 8).
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Figure
19. Variation mensuelle du taux de protéines (ug/mg de tissu) au niveau du manteau de Perna
perna péché dans le golfe d’Annaba: El Hnaya et Seybouse durant une année (m#s; n=5)
(**différence trés significative *** différence hautement significative).

Tableau 8: Classement saisonnieres du taux de protéines (ug/mg de tissu), au niveau du manteau
de P. perna péché dans deux sites du golfe d’ Annaba, (El Hnaya et Seybouse) durant une année;
(mz s; n=5) par le test HSD de Tukey.

Site Saison Groupe
Eté A
El Hnaya Printemps A
Hiver B
Automne C
Printemps A
Seybouse Eté B
Hiver C
Automne C




2.3. Variation des taux de lipides

a. Chez R. decussatus

Le suivie mensuel des teneurs en lipides chez les individus de R. decussatus au cours d’une
année montre des valeurs maximales au mois Juin (11 + 1,61 et 12,53+ 0,37 pg/mg de tissu)
dans le nord et le sud respectivement, tandis que les valeurs minimales sont enregistrées au mois
de décembre avec 2,51 £ 0,053 pg/mg de tissu au nord et 1,59 + 0,86 pug/mg de tissu au sud du
lac.

L’analyse de la variance a un seul critére de classification (mois apres saison) par site montre un
effet mois hautement significatif (p<0,001), et un effet saison trés significatif (p< 0,01) dans les
deux sites d’étude. Le test de Tukey classant les saisons par site montre 1’existence de deux

classes pour les deux sites, le nord et le sud du lac.

La comparaison des moyennes par le test t de student révele des différences trés significatives
(p<0,01) au mois de février et décembre, et des différences significatives (p<0,05), au mois de
janvier, juin, septembre et octobre, cependant aucune différence significative n’est observé au

mois de mars, avril, mai, juillet, aolt et novembre.
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Figure 20. Variation mensuelle du taux de lipides (g/mg de tissu) au niveau du manteau de
Ruditapes decussatus péché dans la lagune el Mellah: Nord et Sud, durant une année (mz .s;
n=5) (**différence tres significative *** différence hautement significative).

Tableau 09: Classement saisonniéres du taux de lipides (ug/mg de tissu), au niveau du manteau
de R. decussatus péché dans deux sites de la lagune el Mellah, (Nord et Sud) durant une année;
(mz s; n=5) par le test HSD de Tukey.

Site Saison Groupe
Automne A
Le nord Eté AB
Printemps B
B
Hiver
Automne A
Le sud Eté AB
Printemps AB
B
Hiver




b. Chez P. perna

Les variations saisonnieres du continu lipidique sont déterminées mensuellement au niveau du
manteau de Perna perna péché dans deux sites du golfe d’Annaba: El Hnaya et Seybouse au
cours d’une année. Les résultats obtenus montrent des valeurs maximales au mois de mars, juin
et juillet chez les individus provient d’El Hnaya et les valeurs minimales sont enregistrées au
mois de mai, septembre et déecembre. Tan disque chez les individus de Seybouse, les valeurs
maximales sont enregistrées au mois de mars et juillet et les valeurs minimales sont enregistrés

au mois de septembre et décembre (10,15 + 1,17; 8,17 £ 0, 71 pg/mg de tissu) respectivement.

La comparaison des moyennes par le test t de student révele des valeurs plus élevées en lipides

chez les individus de Seybouse comparativement a ceux d’El Hnaya, aux mois de janvier

(p=0,001), avril (p=0,003), mai (p=0,000), juillet (p=0,006) et octobre (p=0,000).

L’analyse de la variance a un seul critére de classification (mois et saison) montre pour le site
d’El Hnaya un effet mois et saison hautement significatifs (p<0,001), on ce qui concerne le site
de Seybouse on enregistre un effet mois hautement significatif (p<0,001) et un effet saison
significative (p<0,05). Le classement des saisons par le test de Tukey révele 1’existence de deux
groupes a Seybouse le premier renferme le printemps et 1’hiver, le second renferme I’hiver, 1’été
et automne. Le site El Hnaya renferme aussi deux groupes, le premier: le printemps, le second

renferme 1’hiver, 1’été et I’automne.
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Figure 21. Variation mensuelle du taux de lipides (ug/mg de tissu) au niveau du manteau de
Perna perna péché dans le golfe d’Annaba: El Hnaya et Seybous durant une année (m= s; n=5)
(**différence trés significative *** différence hautement significative).

Tableau 10: Classement saisonniéres du taux de lipides (ug/mg de tissu), au niveau du manteau
de P. perna péché dans deux sites du golfe d’ Annaba, (El Hnaya et Seybouse) durant une année;
(mz s; n=5) par le test HSD de Tukey.

Site Saison Groupe

Printemps A
El Hnaya Hiver B
Eté B
Automne B
Printemps A

Seybouse Hiver AB
Eté B
Automne B




2.4. Composition en acides gras des lipides totaux du manteau

a. Chez R. decussatus

L’évolution saisonniére des acides gras totaux a montré des valeurs maximales enregistrées en
automne 10,97 + 0,06%. Le printemps est caractérisé par 1’é1évation du pourcentage des acides
gras totaux dans le tissu mou de R. decussatus (9,36 + 2,9%) qui a diminué significativement
(p<0,05) en été (7,89 £ 0,54%) (Figure. 23).

La dominance des acides gras polyinsaturés (AGPI: 49,53 £ 6,82 — 64,73 + 7,17%) sur les acides
gras saturés (AGS: 13,78 £+ 3,61 - 23,87 £+ 0,67%) et monoinsaturés (AGMI: 21,24 + 3,4 - 25,45
+ 6,7%) a été mise en évidence durant I’année de 1’étude (Figure. 24) chez R. decussatus. Les
variations des acides gras monoinsaturés ne sont pas révélées significativement durant la période
d’étude. Les acides gras saturés ont varié significativement (p<0,05) de I’été a ’automne et les

acides gras polyinsaturés du printemps a I’été (p<0,05) chez R. decussatus.

Les acides gras polyinsaturés de type (n-3) constituent le groupe le plus important parmi les
polyinsaturés dominés par 1’acide eicosapentaenoique (C20:5(n-3): 12, 87 + 0,8 — 18,92 + 2,07%
des acides gras totaux). Les acides gras saturés, essentiellement représentés par 1’acide
palmitique (16:0: 5,51 + 1,56 - 16,55 + 0,12% des acides gras totaux), constituent le troisieme
groupe d’acide gras alors que I’ensemble des acides gras monoinsaturés majoritairement

représentés par 1’acide oléique (C18:1; 6,4 £0,53 — 12,4 + 1,78%).

Les valeurs maximales de 1’acide palmitique (C16:0) sont enregistrées en hiver et en été. Les
valeurs maximales de C20:5(n-3) est enregistrée au printemps. Les valeurs maximales de 1’acide

oléigue C18:1 sont enregistrées en été.
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Figure 22. Chromatographie de 1’analyse qualitative des lipides chez R. decussatus provenant du
lac el Mellah.
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Figure 23. Variation saisonnieres de la teneur en acides gras totaux chez R. decussatus durant
I’année de 1’étude.



Tableau 11. Variation saisonniéres de la composition en acides gras du manteau de Ruditapes
decussatus péché dans la lagune el Mellah (m+ s, n=3).

Hiver Printemps Eté Automne
Acides gras m *s m *s m s m £s
14:0 0,94 + 0,035 1,32 £0,06 2,02+0,34 0
16:0 16,55 +0,12 13,74 £1,49 15,56+ 2,7 5,51+1,56
17:0 1,75 +0,21 2,42 +0,08 4,35+1,22 4,7 +1,09
18:0 1,63+0,31 1,33 £0,025 1,67+0,43 3,57 +0,96
2ZAGS 20,87+ 0,67% 18,81 +1,65% 23,6 + 4,69% 13,78 +3,61%
16:1 3,17+ 0,46 2,19 +0,42 4,21+ 2,04 4,09+0,75
18:1 10,41 +£1,23 10,88 £ 2 12,4+1,78 6,4 +0,53
20:1 8,41+3 8,86+1,11 7,22+2,51 6+1,22
22:1 1,16 +0,35 1,08+0,4 1,37 +0,37 4,75+0,9
ZAGMI 23,15 + 5,04% 23,01 +3,93% 25,2+ 6,7% 21,24 +3,4%
18:2(n -6) 1,54 +0,53 4,13 +1,07 1,83 +£0,04 5,83+0,44
18:3(n -6) 3,41+0,6 3,41 +1,04 3,83+0,2 3,08 +0,9
20:2(n -6) 1,41 +0,25 1,44+0,43 1,74 +0,37 2,13+0,64
20:3(n -6) 2,53 +0,55 2,26 0,03 2,6 +0,96 2,19+0,51
20:4(n -6) 4,73 +0,73 2,49 +0,43 3,6+1,01 3,14+ 0,45
22:4(n -6) 2,45 +0,36 2,19+0,20 2,71+0,51 2,25+0,83
22:5(n -6) 2,5+ 041 1,75+0,51 2,1+0,59 2,54 +0,35
2ZAGPI 18,57 +£3,43% 17,67 £ 3,71% 18,41 + 3,68% 21,16 + 4,13%
18:3 (n-3) 4,32+0,11 4,09+0,78 2,71+0,7 5,94 +0,48
18:4(n -3) 4,53+1,52 3,03+0,8 3,33+0,41 4,91+0,42
20:4(n-3) 1,13+0,22 2,02+0,2 1,79+0,35 1,95+0,13
20:5(n-3) 14,06 £ 0,88 18,92 £ 2,07 12,87 +0,8 16,64 +0,9
22:3(n-3) 1,04 £0,03 1,98 +0,73 1,11+0,18 2,24+0,11
22:5(n-3) 8,96 + 0,58 3931 4,23 +0,05 8,95+0,62
22:6(n-3) 3,93+0,02 8,79+1,4 5,08 + 0,65 2,94 +0,38
2AGPI 37,97 £3,36% 42,76 + 6,98% 31,12 + 3,14% 43,57 +3,04%

ZAGPI (n -3) (n-6)

56, 54 + 6,79%

60, 43 + 10,69%

49, 53 + 6,82%

64,73+ 7,17%
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Figure 24. Variation saisonniéres des acides gras saturés (AGS), monoinsaturés (AGMI) et des
acides gras polyinsaturés (AGPI) chez R. decussatus durant I’année de 1’étude (m= s, n=3).

b. Chez P. perna

L’évolution saisonniére des acides gras totaux chez la moule Perna perna du golfe d’Annaba a
enregistrées des valeurs maximales en été 11,89 + 3,96%. Le printemps est caractérisé par
I’élévation du pourcentage des acides gras totaux dans le tissu mou de P. perna (11,05 + 2,02%)
qui a diminué significativement (p<0,05) en hiver (8,71 + 1,78%) (Figure. 26). Cette étude nous
a permis d’identifier les acides gras saturés suivant: C14:0, C16:0, C17:0, C18:0; les acides gras
monoinsaturés, C16:1, C18:1 et le C20:1 et les acides gras polyinsaturés C18:2; C18:3; C20:3;
C20: (5n-3) et le C22: 6 (n-3). Les valeurs de ces acides gras présentées dans le tableau 12,
montrent des teneurs élevées en C16:0 (14,89 + 1,41 — 19,91 + 2,05%), C18:0 (1,06 + 0,69 —
2,31 +1,31%), C18:1 (10,26 £ 1,87 — 11,6 + 1,61%), C20: (5n-3) (9,87 + 0,87 — 11,98 + 1,41%),
C22: 6(n-3) (16,9 + 2,05 - 20,98 + 1,01%)

La comparaison des différents classes d’acide gras (saturés, monoinsaturés et polyinsaturés)
montre, que les acides gras polyinsaturés sont majoritaires tout au long de 1’année de I’étude.
L’analyse des AGPI révele que la série (n-3) présente les pourcentages les plus élevés, ces
derniers dépassent (42 %). Alors que les AGPI de la série (n-6) montrent des teneurs inférieures

a 16 % tout au long de I’année.
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Figure 25. Chromatographie de 1’analyse qualitative des lipides chez P. perna provenant du
golfe d’ Annaba.
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Figure 26. Variation saisonnieres de la teneur en acides gras totaux chez P. perna durant 1’année
de I’étude.



Tableau 12. Variation saisonniéres de la composition en acides gras du manteau de Perna perna

péché dans le golfe d’Annaba (m#+ s, n=3).

Hiver Printemps Eté Automne

Acides gras m=s m=s m=s m=s
14:0 3,97 £0,34 2,87 £0,34 3,09 +0,56 2,17 £0,27
16:0 14,98 + 1,43 14,89 +1,41 19,91 + 2,05 18,88 +1,17
17:0 3,73+1,21 3,89 +1,01 2,05 + 0,98 4,39+0,56
18:0 1,84 +0,91 1,95+0,51 1,06 £ 0,69 2,31+1,31
IAGS 24,52 +3,89% 23,6 +3,27% 26,11 + 4,28% 27,75 +3,31%
16:1 2,8+0,98 2,03 £ 0,39 1,56 £ 0,84 1,93+ 0,84
18:1 10,82 £ 1,43 11,48 1,23 10,26 + 1,87 11,6 £ 1,61
20:1 4,64 +1,65 5,44 1,25 7,86 2,38 5,06 £ 2,95
22:1 1,94 £ 0,76 0,85+ 0,06 1,46 0,7 1,19+ 0,54
ZAGMI 20,2 + 4,82% 19,8 +2,93% 21,14 + 5,79% 19,78 + 5,94%
18:2(n -6) 6,04 +0,8 571+0,8 6,67 +0,97 4,34 £0,89
18:3(n -6) 1,32 +0,43 1,22 +0,56 1,54 +0,56 1,08 +0,92
20:2(n -6) 1,02 0,87 1,32+0,76 1,92 +0,76 1,53 +1,01
20:3(n -6) 01,41 +0,98 1,78+ 0,97 1,39+0,71 1,18 +0,43
20:4(n -6) 1,01+ 0,65 1,33+1,05 1,85 + 1,02 1,35 + 0,57
22:4(n -6) 0,66 + 0,56 0,89 + 0,67 0,59 + 0,86 1,19+ 0,98

j 1,55 + 0,57 1,08 + 0,87 1,84 +0,67 1,98 + 0,56
22:5(n -6)
ZAGPI (n-6) 1301+4,86% | 1333+568% |15 8+555% | 12,65+ 5,36%
18:3 (n -3) 3,09 + 1,18 4,23+1,09 3,32+ 1,24 3,4+1,03
18:4(n -3) 331+ 0,45 522+ 1,11 457 £1,06 354+ 1,23
20:4(n-3) 0,81+ 0,56 0,91 0,06 0,65 + 0,03 0,76 £ 0,08
32553,(”-33) 11,98 +£1,49 11,87 +£0,98 9,87 +0,87 11,74 + 1,29
22:5 (n'?’ ) 0,69+0,21 0,78+0,13 0,82 £0,1 0,68 + 0,04

- 0 (o)

SAGPI (n-3) 41,32£495% | 42,45£478% | yoo0 a0 4048 £ 5, 65%
IAGPI 54,33+9,64% | 55,78 + 10,46%

52,14 + 10,92%

53,13 + 11,01%
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Figure 27. Variation saisonniéres des acides gras saturés (AGS), monoinsaturés (AGMI) et des
acides gras polyinsaturés (AGPI) chez P. perna durant I’année de 1’étude (m= s, n=3).

3. Etude de P’indice de condition
a. Chez R. decussatus
Les valeurs de I’indice de condition (Figure.28), calculées a partir des palourdes issues de deux

sites (nord et sud) de la lagune el Mellah (Nord Est Algérien), et fluctuent entre 9,38 + 1,61 et
14,5 £ 0,9 dans le nord et entre 8,48 + 1,3 et 13,92 + 1,31 dans le sud. Un accroissement
extrémement rapide est noté a partir de février pour atteindre en avril la valeur maximal de (14,5
+ 0,9) dans le nord et (13,92 + 1,31) dans le sud. L’indice chute en mai et juin puis augmente en
juillet. Une nouvelle diminution est notée en ao(t et septembre avec des valeurs allant de 10,54 +
1,44 et 9,38 £ 0,84 respectivement au nord et 10,22 + 1,3 et 8,48 + 0,8 au sud.

L’analyse de la variance a un seul critére de classification mois apres saison révele des effets
mois et saison hautement significatifs (p<0,001) dans les deux sites d’étude. Le test de Tukey
classant les saisons par site montre I’existence de deux classes de saisons au nord et également
deux classes au sud du lac. Les valeurs les plus élevées sont enregistrées en période printaniéres
et estivale dans les deux sites d’étude, tandis que les valeurs les plus basses sont enregistrées en

période automnale dans les deux sites d’étude.

La comparaison mensuelle des indices de conditions entre les deux sites d’étude montre

généralement une diminution non significative (p>0,05) de cet indice chez les individus du sud,



sauf au mois de novembre ou en enregistre une augmentation trés significative (p<0,01) de celui-

ci chez les individus du sud du lac.
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Figure 28. Variation mensuelle de I’indice de condition chez R. decussatus péché au niveau de
deux sites de la lagune el Mellah, (nord et sud) durant une année.

Tableau 13: Classement saisonnic¢res de I’indice de condition chez R. decussatus péché au
niveau de deux sites de la lagune el Mellah, (nord et sud) durant une année; par le test HSD de

Tukey.
Site Saison Groupe

Printemps A

Le nord Hiver A

Eté A

Automne B

Printemps A

Le sud Hiver A
Eté AB

Automne B




b. Chez P. perna

La figure (29), représente la variation mensuelle de 1’indice de condition (IC) chez P. perna dans
deux sites du golfe d’Annaba: El Hnaya et Seybouse durant une année, pour les individus
récoltés a El Hnaya, ’indice de condition montre des valeurs maximales en avril, juin et juillet et
des valeurs minimales en septembre et octobre (8,53 + 0,96; 7,76 + 1,17). Concernant la station
de Seybouse, les valeurs maximales a été enregistrées au mois de mai et aolt alors que les
valeurs minimales a été observées en janvier, octobre et novembre (6,86 + 0,55; 6,72 + 1,1; 6,76
+0,97).

La comparaison mensuelle des indices de conditions entre les deux sites d’étude montre
généralement une diminution hautement significative de cet indice a Seybouse sauf aux mois de
mai, juillet et décembre ou en enregistre une augmentation de celui-ci. Au mois de février, avril

et septembre aucune différence n’a été enregistrée entre les deux sites.

L’analyse de la variance a un seul critére de classification mois apres saison révele des effets

mois et saison hautement significatifs (p<0,001) dans les deux sites d’étude.

Le test de Tukey classant les saisons par site montre 1’existence de deux classes de saisons a el
Hnaya, le premier englobe le printemps et I’été, le second renferme 1’hiver et I’automne, et deux
groupes également pour le site de Seybouse, le premier renferme le printemps et 1’été, le

deuxiéme I’hiver et I’automne.
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Figure 29. Variation mensuelle de ’indice de condition chez P. perna péché dans le golfe
d’Annaba: El Hnaya et Seybouse durant une année (m+ s; n=15).

Tableau 14: Classement saisonniéres de 1’indice de condition chez P. perna péché dans deux
sites du golfe d’ Annaba, (El Hnaya et Seybouse); durant une année par le test HSD de Tukey.

Site Saison Groupe

Printemps A

El Hnaya Eté A

Hiver B

Automne B

Printemps A

Seybouse Eté A

Automne B

Hiver B




4. Expériences de laboratoire
4.1. Influence du cadmium sur les métabolites Chez R. decussatus

La teneur en protéines, glucides et lipides a été déterminée au niveau du manteau, muscle
adducteur, branchie et glande digestive de R. decussatus (collecté au niveau du lac el Mellah) et

P. perna du golfe d’Annaba, témoins et traités a 100 et 200 pg/l de CdCl,, pendant 21 jours.

4.1.1. Taux des glucides

Les taux des glucides enregistrés chez les individus de R. decussatus témoins et traitées a 100
pg/l de CdCl,, durant 21 jours sont mentionnés dans la figure (30). La comparaison deux a deux
avec le test t de student des différentes moyennes révele des effets trés significatives entre les
témoins et les traitées avec la dose | au niveau du muscle adducteur et glandes digestive. Des
différences hautement significatives (p<0,001), ont été notées apres 21 jours de traitement a 200

pg/l de CdCly, au niveau du muscle adducteur, glande digestive et manteau.
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Figure 30. Taux des glucides (ug/mg de tissu) au niveau des quatre organes (manteau, muscle
adducteur, branchie et glande digestive) de R. decussatus traité au cadmium, péché au niveau du
lac el Mellah (m+ s, n=4).
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4.1.2. Taux des protéines

Le traitement au cadmium entraine une accumulation des protéines au niveau des quatre tissus
¢tudiés avec un effet dose - dépendante. Cette augmentation est significative au niveau du

muscle adducteur a 100 pg/l et hautement significative au niveau de la branchie pour la dose 200
pa/l.
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Figure 31. Taux des protéines (g/mg de tissu) au niveau des quatre organes (manteau, muscle
adducteur, branchie et glande digestive) de R. decussatus traité au cadmium, péché au niveau du
lac el Mellah (m s, n=4).



4.1.3. Taux des lipides

Le traitement au Cadmium entraine une accumulation des lipides au niveau des 4 tissus étudiés
avec un effet dose- réponse. Cette augmentation est hautement significative au niveau du muscle
adducteur et glande digestive pour la concentration I1.

MT 14100 pg/l m200 pg/!
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Figure 32. Taux des lipides (ug/mg de tissu) au niveau des quatre organes (manteau, muscle
adducteur, branchie et glande digestive) de R. decussatus traité au cadmium, péché au niveau du
lac el Mellah (mz s, n=4).



4.2. Influence du cadmium sur les biomarqueurs chez R. decussatus

Les taux de MDA et GSH ont été évalués au niveau des quatre organes étudiés manteau, muscle
adducteur, branchie et glande digestive de R. decussatus et P. perna, témoins et traités au

Cadmium pendant 21 jours. Ce taux témoigne d’une activité enzymatique de détoxification.

4.2.1. Taux de Glutathion (GSH)

L’effet du Cadmium sur le taux de Glutathion (GSH) entraine une diminution au niveau des 4
tissus avec un effet dose -réponse. Cette diminution est hautement significative (p<0,001) au
niveau du manteau, muscle adducteur et branchie a 200 g/l et pour les deux concentrations 100

et 200 pg/l au niveau de la glande digestive.
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Figure 33. Taux de GSH (uM/mg de protéines tissulaire) au niveau des quatre organes
(manteau, muscle adducteur, branchie et glande digestive) de R. decussatus traité au cadmium
péché au niveau du lac el Mellah (mz s, n=4).



4.2.2. Taux du Malondialdéhyde (MDA)

Le traitement au Cadmium entraine une augmentation considérable de [1’activité du
Malondialdéhyde (MDA), avec un effet dose dépendante. Cette augmentation est hautement
significative au niveau de tous les organes étudiés (manteau, muscle adducteur, branchie et
glande digestive) et pour les deux concentrations.
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Figure 34. Taux du MDA (uM/mg de tissu) au niveau des quatre organes (manteau, muscle
adducteur, branchie et glande digestive) de R. decussatus traité au cadmium péché au niveau du
lac el Mellah (m+ s, n=4)



4.3. Influence du cadmium sur les métabolites chez P. perna
4.3.1. Taux des glucides

Les résultats de I’estimation des glucides chez les individus de P. perna témoins et traitées avec
le cadmium a 100 et 200 pg/l, durant 21 jours est représentés dans la figure 35. La comparaison
des valeurs moyennes des glucides chez les témoins et les traitées avec les deux doses indique
que le cadmium additionné dans 1’eau d’élevage provoque une diminution hautement
significative (P<0,001) au niveau du manteau, muscle adducteur et glande digestive, une

diminution significative (p<0,05) est uniquement marquée au niveau de la branchie a 200 pg/l.

45 - MmT M 100 pg/l M 200 pg/l

Taux de glucides (ng/ mg de tissu)
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Figure 35. Taux de glucides (ug/mg de tissu) au niveau des quatre organes (manteau, muscle
adducteur, branchie et glande digestive) de P. perna traité au cadmium, péché au niveau du
golfe d’Annaba (m= s, n=5).



4.3.2. Taux des protéines

La quantification des protéines (Lg/mg de tissu) est réalisée selon la méthode de Bradford (1976)
au niveau des 4 tissus (manteau, muscle adducteur, glande digestive et branchie), apres
traitement par le cadmium a 100 et 200 pg/l. Les résultats obtenus apres comparaison des
moyennes par le test t de student chez les traités a 100 pg/l comparativement aux témoins
montrent une augmentation non significative (P>0,05) des protéines dans tous les organes

étudiés.

La comparaison des series traitées par 200 pg/l de CdCl, avec les séries témoins par le test t de
student révele une augmentation significative (p<0,05) des protéines au niveau de la glande

digestive et du muscle adducteur.
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Figure 36. Taux des protéines (ug/mg de tissu) au niveau des quatre organes (manteau, muscle
adducteur, branchie et glande digestive) de P. perna traité au cadmium, péché au niveau du
golfe d’Annaba (m= s, n=5).



4.3.3. Taux des lipides

Les concentrations des lipides dans les différents organes (manteau, muscle adducteur, glande
digestive et branchie) témoins et traitées au cadmium a 100 et 200 ug/l, durant 21 jours est
représenté dans la figure 37. Les teneurs des lipides montrent une augmentation non significative
au niveau de tous les organes ¢étudiés pour la dose 1, alors qu’avec la dose II elle est significative

(p<0,05) pour le muscle adducteur et la glande digestive.
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Figure 37. Taux des lipides (ug/mg de tissu) au niveau des quatre organes (manteau, muscle
adducteur, branchie et glande digestive) de P. perna traité au cadmium, péché au niveau du golfe
d’Annaba (m= s, n=5).



4.4. Influence du cadmium sur les biomarqueurs chez P. perna
4.4.1. Taux du Glutathion (GSH)

Le taux de GSH (uM/mg de protéines) chez les individus de P. perna témoins et traités avec le
Cadmium (& 100 et 200 pg/l) pendant 21 jours est représenté dans la figure (38). Les résultats
montrent une diminution significative (P<0,05) du taux de GSH dans la branchie et la glande
digestive par rapport aux témoins. De plus nos résultats montrent que la diminution du taux de
GSH est en fonction de la concentration du métal dans le milieu, la concentration la plus élevée

provoque des diminutions plus marquées.
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Figure 38. Taux de GSH (uM/mg de protéines tissulaire) au niveau des quatre organes
(manteau, muscle adducteur, branchie et glande digestive) de P. perna traité au cadmium, péché
au niveau du golfe d’Annaba (m= s, n=5).

4.4.2. Taux du Malondialdéhyde (MDA)

La détermination de 1’activité spécifique du MDA est estimée par application de la formule de

(Draper & Hadley, 1990), au niveau des 4 organes (manteau, muscle adducteur, glande digestive



et branchie) de P. perna. Le traitement des individus de P. perna avec le cadmium a deux
concentrations (100 et 200 pug/l), provoque une augmentation marquée de I’activité spécifique de
MDA aprées 21 jours de traitement. Les résultats relatifs a I’impact du Cd sur I’activit¢ du MDA
sont représentés dans la figure (39). La comparaison des séries traitées avec les séries témoins
par le test t de student révele une augmentation hautement significative (P<0,001) de I’activité

MDA et ceux avec les deux doses et pour tous les organes.
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Figure 39. Taux du MDA (uM/mg de protéines) au niveau des quatre organes (manteau, muscle
adducteur, branchie et glande digestive) de P. perna traité au cadmium, péché au niveau du golfe
d’Annaba (m= s, n=5).



4.5. Influence du Malathion sur les métabolites chez R. decussatus

La teneur en proteines, glucides et lipides a été déterminée au niveau du manteau, muscle
adducteur, branchie et la glande digestive de Ruditapes decussatus (collecté au niveau du lac el
Mellah) et traitée a 100 pg/l et 300 pg/l contre les témoins et pendant 24 h.

4.5.1. Taux des glucides

Le malathion additionnée dans 1’eau d’élevage des individus de R. decussatus a 100 ug/l et 300
ug/l pendant 24 h réduit significativement le taux des glucides dans tous les organes étudiés avec
un effet dose-réponse. En effet la diminution maximale du taux des glucides est enregistrée au

niveau du muscle adducteur, glande digestive et manteau.
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Figure 40. Taux des glucides (ng/mg de tissu) au niveau des quatre organes (manteau, muscle
adducteur, branchie et glande digestive) de R. decussatus traité au malathion, péché au niveau du
lac el Mellah (mz s, n=4).



4.5.2. Taux des protéines

Le traitement par le malathion entraine une diminution du taux des protéines au niveau des

quatre tissus étudiés avec un effet dose-dépendante.
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Figure 41. Taux des protéines (ug/mg de tissu) au niveau des quatre organes (manteau, muscle
adducteur, branchie et glande digestive) de R. decussatus traité au malathion, péché au niveau du
lac el Mellah (m+ s, n=4).



4.5.3. Taux des lipides

Le traitement au malathion entraine une diminution du taux des lipides au niveau des quatre
tissus etudiés avec un effet dose-dépendante. Cette diminution est hautement significative au

niveau de tous les organes étudiés et pour les deux concentrations (100 et 300 pg/l).
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Figure 42. Taux des lipides (ug/mg de tissu) au niveau des quatre organes (manteau, muscle
adducteur, branchie et glande digestive) de R. decussatus traité au malathion, péché au niveau du
lac el Mellah (m+ s, n=4).



4.6. Influence du malathion sur les biomarqueurs chez R. decussatus

Les activités enzymatiques (AChE et CAT) ont été dosées au niveau des quatre organes étudiés
(manteau, muscle adducteur, branchie et glande digestive) de R. decussatus péché au niveau du
lac el Mellah et traité & (100 et 300 pg/l) contre des témoins et pendant 24h.

4.6.1. L’activité de I’ Acétylcholinestérase

Concernant I’effet du malathion sur 1’ Acétylcholinestérase (AChE), les résultats obtenus
montrent que DPactivité de 1’Acétylcholinestérase décroissent significativement (p<0,001), au
niveau des quatre tissus étudiés (manteau, muscle adducteur, branchie et glande digestive), en
fonction de la concentration en cadmium dans le milieu. La diminution est plus marquée au
niveau du manteau et du muscle adducteur.
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Figure 43. Activité spécifique de I’AChE (uM/min/mg de protéines) au niveau des quatre
organes (manteau, muscle adducteur, branchie et glande digestive) de R. decussatus traité au
malathion, péché au niveau du lac el Mellah (mz s, n=4).



4.6.2. L’activité de la catalase

Le traitement par le malathion entraine une augmentation de ’activité de la catalase au niveau
des quatre tissus étudiés avec un effet dose-réponse. Cette augmentation est tres significative
pour la dose 100 ug/l et hautement significative pour la dose 300 pg/l au niveau de tous les
organes étudiés (manteau, muscle adducteur, branchie et glande digestive). L’induction de
I’activité de la catalase est plus marquée au niveau de la branchie et la glande digestive qui sont

au contact direct avec le malathion.
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Figure 44. Activité spécifique de la CAT (uUM/min/ mg de protéines) au niveau des quatre
organes (manteau, muscle adducteur, branchie et glande digestive) de R. decussatus traité au
malathion, péché au niveau du lac EI Mellah (m+ s, n=4).



DISCUSSION



Discussion

1. Variations des parameétres physico-chimiques des milieux d’étude

Les mollusques bivalves menent une vie benthique et souvent sédentaire. Ce sont des
animaux poikilothermes et donc sujet aux variations physico-chimiques du milieu (salinité en
milieu marin, dureté en milieu dulgaquicole, température...).

La température est I’un des premiers facteurs qui controle 1’essentiel des activités biologiques
et ecologiques des étres vivants (Thiery, 1987). Elle agit sur le pH, la densité, la solubilité des
gaz dans ’eau (en particulier celles de I’oxygene et du CO,) et sur les réactions chimiques et
biochimiques (Bremond & Perrodon, 1979). Dans la région méditerranéenne, 1’effet de la
température prédomine largement le déterminisme de la composition des zoocénoses (Dakki,
1987), in Fadli, 2003, qui ont signalé que la température peut agir sur I’éclosion des ceufs de
mollusques. Leur vitesse de croissance corporelle, leur vitesse de la maturité sexuelle et
I’abondance. De méme, elle intervient dans certain réaction d’échanges entre I’eau et les
sédiments. Une élévation de la température de 1’eau peut favoriser la sédimentation des éléments
en suspension (Ottman, 1965).

Généralement, les variations de la température de 1’eau sont tributaires des variations de
la température atmosphérique ambiante et qui dépend elle aussi des variations saisonniéres. Les
relevés de la température effectuée au niveau de deux sites de la lagune el Mellah durant une
année révelent une certaine similitude entre les deux sites avec des fluctuations saisonnieres. Nos
résultats font apparaitre 1’existence de deux grandes périodes thermiques dans les deux sites, une
période froide englobe I’automne et 1’hiver et une période chaude qui représente le printemps et
I’été. Les valeurs thermiques des eaux du golfe d’ Annaba affichent des variations similaires dans
les deux sites de suivi et fait ressortir 1’existence de deux périodes bien distinctes. Une période
chaude allant de mois de Mars au mois d’aotit avec un maximum de 28,2°C relevé a Seybouse le
mois juillet, I’autre froide qui s’étale de septembre au mois de février avec un minimum de 11°C

enregistré le mois de Janvier a Hnaya.



La température joue un réle primordial dans la reproduction des mollusques bivalves,
elle est considéree comme le facteur principal affectant le développement gonadique chez les
bivalves marins. Plusieurs études, chez Crassostrea gigas, ont été réalisées afin de mettre en
relation la gamétogenese et la température du milieu ambiant (Mann, 1979; Deslous-Paoli et al.,
1982; Muranaka & Lann, 1984; Chavez-Villalba et al., 2003). Il est désormais admis que les
périodes de la gamétogénése et d’émission gamétiques sont directement sous la dépendance de la
température de 1’eau. L’action de ce paramétre sur I’organisme induit différentes réponses selon
la période de reproduction. (Lubet, 1976; Chavez-Villalba et al., 2003), ont observé I’initiation
de la gamétogénese chez C. gigas a partir d’une température minimale de 8-9°C dans la Manche
et en particulier de 10°C dans la baie de veys. Par ailleurs, I’émission des gamétes est induite par
une valeur seuil de température (> 19-20 °C). De nombreuses travaux montrent que 1’initiation
de la gamétogénése et 1’émission gamétique varient en fonction de la localisation géographique
notamment 1’altitude (Deslo-Paoli et al., 1982; Perdue & Erikson, 1984; Dinamani, 1987; Ruiz et
al., 1992; Li et al., 2000; Fleury., 2009).

La salinité est un facteur écologique important, qui lui-méme est influencé par la
variation saisonniere de la température. En effet 1’¢élévation de la température provoque une forte
évaporation et la baisse des précipitations. Alors que, les basses températures provoquent une
faible évaporation de 1’eau et une forte précipitation (Soucek, 2007). Nos résultats sont en accord
avec ’action conjuguée de la température et des précipitations. En effet, les faibles taux de
salinité sont enregistrés en période hivernale et au début de la période printaniére dans
I’ensemble des sites de prélevement.

En revanche, les forts taux de salinité sont observés en période estivale jusqu’au début de
la période automnale chez R. decussatus de la lagune el Mellah, et P. perna du golfe d’Annaba.
De plus, les faible taux de salinité provoquent un fort taux d’assimilation de la nourriture, alors
que de fort taux diminuent de 59 % le taux d’assimilation chez Mytilus trossulus (Widmeyer &
Bendell-yong, 2007). Des études ont indiqué que les especes exposées a une faible salinité,
augmente leur consommation d’oxygene et altérent 1’utilisation du métabolisme énergétique
(Aarset & aunaas, 1990; Guerin & Stick, 1992; Einarson, 1993). Soucek (2007) a révélé qu’une
forte salinité réduit le métabolisme énergétique chez Corbicula fluminea. Cependant, la salinité
ne semble pas affecter 1’abondance larvaire chez la palourde Ruditapes decussatus (Chicharo &
Chicharo, 2001). Des taux faibles de salinite (4%) diminuent la phagocytose chez Ostrea edulis
(Fisher, 1988) et induisent une baisse de la synthése de protéines chez Crassostrea virginica
(Tirard et al., 1997).



La salinité apparait étre aussi un facteur naturel influencant les taux de métaux (Phelps
et al., 1985; Amiard- triquet et al., 1991; Roesijadi, 1994). En effet, Vicente et al. (1988) ont
montré qu'une baisse de salinité¢ augmentait la prise du cadmium par les bivalves. Ils ont aussi
observés qu’une augmentation de la température entrainait une augmentation des taux de
cadmium chez ces organismes. Cette hypothese pourrait confirmer le degré de contamination

chez ces organismes.

2. Etude de la composition biochimique du manteau

Les investigations sur les cycles sexuels des mollusques sont d'une importance capitale, non
seulement pour étudier la dynamique des populations, mais aussi pour mieux comprendre leurs
biogéographies et leurs spécificités. Dans le cas des bivalves utilisés a des fins commerciales
comme Ruditapes et Perna et connus pour une perte significative de leurs poids a la suite de la
ponte, I'étude des cycles sexuels peut indiquer la période au cours de laquelle la population peut
faire l'objet de récolte d'une maniére plus rentable. Un suivi du cycle de reproduction chez
Mytilus édulis pendant plusieurs années montre que la gamétogenese et la spermiation présentent
de grandes variations dans le temps et dans I'espace (Goshing, 1992).

Les facteurs environnementaux jouent un role important dans la régulation de la
gamétogéneése des invertébrés marin (Pears, 1999), et principalement des mollusques bivalves
(Enrinquez-Diaz, 2004; Fabiaux et al., 2005; Samain et al., 2007). Plusieurs questions se posent
concernant les facteurs qui interviennent sur le démarrage de la gamétogénese chez les
mollusques bivalves. Lubet (1976) émet I’hypothése que la reprise de ’activité génitale serait
sous la dépendance d’une horloge interne neuroendocrinienne qui déterminerait la réinitiation et
I’amplitude du cycle sexuel et que ce rythme interne pourrait étre modifié par des
synchronisateurs ou facteurs externe parmi lesquels la température jouerait le role essentiel.
En effet selon Lubet (1970), la durée de la gamétogénése des espéces a ponte printaniere ou
estivale est conditionnée par les températures moyennes qui affectant les animaux pendant
I’hiver. La lagune el Mellah, ou la température hivernale est voisine de 10,5°C la gamétogénese
peut se déclencher durant cette période. Selon Barber (1980), la gamétogénese se declenche chez
R. decussatus a partir de 10°C. La reproduction est une fonction nécessitant un apport
énergétique important (Zera & Harshman, 2001). Cette demande est satisfaite par une
augmentation du métabolisme énergétique (Angilletta & Sears, 2000).

La connaissance de certains aspects de la reproduction chez les bivalves en rapport avec la

composition biochimique dans divers compartiments, permet de préciser la nature et 1’utilisation



des réserves en relation avec le déroulement du cycle sexuel (Chalabi, 2002; Benamor et al.,
2006). Plusieurs études révelent que le cycle sexuel des mollusques bivalves comprend deux
périodes: une période de repos sexuel caractérisé par 1’accumulation des réserves métaboliques
essentiellement le glycogeéne, une période d’activité sexuelle caractérisé par 1’utilisation de ces
réserves pour le développement gonadique (spermatogénése et ovogénese) (Gabbot, 1975;
Deslou-Paoli & Heral, 1988; Berthelin, 2000).

La composition biochimique des mollusques bivalves fournit une indication certaine sur les
conditions nutritionnelles de la population et sert également a évaluer la réponse de ces
organismes aux conditions environnementales. 1l existe des variations notables dans les
proportions des différents constituants biochimiques pour une méme espéce provenant de localité
différentes. Ces fluctuations sont dues aux capacités nutritives des eaux. En effet, des moules
issues d’un site propre des embouchures des oueds qui permet un enrichissement continu du
milieu en élément nutritifs, permet a ces espéces de répondre a la grande demande d’énergie lors
de la croissance et de la reproduction (Bayed, 1991). Le facteur nutritionnel est essentiel pour
assurer un bon équilibre entre les réserves et les besoins énergétiques de la gamétogénese (Lubet
et al., 1986; Jaramillo et al., 1993), d’autant plus que I’effort de reproduction chez les
populations mexicaines de P. perna a été évalué a 75% de la production totale, par contre cet
effort peut étre fortement réduit si les conditions permettant la croissance des individus sont
pauvres (Urritia et al., 1999).

La composition biochimique globale des tissus de bivalve sui un cycle annuel marqué
(Bourcart & Lubet, 1965). L'évolution des teneurs de la composition biochimiques de la chair de
R. decussatus est similaire dans les deux stations de la lagune avec cependant des valeurs
Iégerement plus élevées a la station Nord que Sud.

Les protéines forment le majeur parti des constituants des tissus de la palourde. Elles
interviennent dans la formation des gametes (Le pennec et al., 1990; Ansell et al., 1980) et
servent comme source d'énergie de réserve (Beninger & Lucas, 1984) pendant la gamétogenese
(Barber, 1981). D'une maniére générale ce sont les protéines et les glucides qui sont les plus
utilisés, cependant chez les bivalves marins, la formation des gametes nécessite des quantités de
lipides et de glucides (Rharbi, 1990). Au niveau de la lagune EI Mellah, la teneur maximale des
protéines est atteinte en Avril dans les deux sites, avec des valeurs de 13,02 £ 0,87ug/mg de
tissu et 12,57+ 0,82 ug /mg de tissu dans le nord et le sud respectivement correspondant au début
de ponte printaniére ou les gonades sont chargées en produits génitaux. Ces teneurs tendances a
diminuer considérablement en mai et juin. Cette diminution peut étre attribuée a une ponte

printaniére principale. A la fin de la période de reproduction, le taux de protéines diminue



rapidement pour augmenter ensuite en phase de restauration de la gonade en coincident avec une
accumulation de nombreuses réserves. Cette période est d’ailleurs une période de 1’année ou les
eaux sont les plus chaudes. Ensuite survient la ponte partielle en ao(t et septembre expliquant la
chute des taux de protéines.

Les émissions gamétiques observé durant les périodes printaniére et automnale sont
accompagnées d'une consommation d'énergie fournie en partie par les glucides qui voient leur
teneur baisser de mai a septembre. Une augmentation des teneurs en glucides est observée de
février a avril grace a l'enrichissement du milieu en phytoplancton. Durant le repos sexuel
hivernal, les teneurs en glucides diminue Iégerement dans les deux sites, ceci peut étre dd soit a
la rareté de la nourriture disponible soit & la transformation des glucides en lipides (Gabbott,
1975).

Contrairement a celle des protéines et des glucides, celle des lipides augmente durant la
période automnale. Cette augmentation pourrait s'expliquer par la conversion des glucides en
lipides (Cycle de Krebs). Une chute survient d’aolit a septembre a cause des émissions
gamétiques. En effet, les lipides en été mobilisés pour servir d'énergie nécessaire pour cette
libération.

Il ressort que I'évolution des teneurs des composantes biochimiques chez la palourde
suit une certaine régularité en fonction des périodes de reproduction. Les teneurs maximales en
lipides sont observées durant les périodes de préponte dans les sites étudiés. Ces résultats
confirment l'importance des lipides contenus dans les gametes en tant que source d'énergie
nécessaire a la survie des naissains pendant leurs premiers stades (Deslous- Paoli et al., 1982).
Dans le cas de la palourde R. decussatus de la lagune el Mellah, on ne trouve aucune différence
dans le nombre et les périodes de ponte entre les populations des deux sites.

Trigui- ElI Menif et al. (1995) considérent qu’en dépit de I’extension de son aire de
répartition et de ces divers habitats, le cycle sexuel de R. decussatus ne présente pas de grandes
différences d’une région a ’autre. D’apres Lubet (1984), la durée du cycle semble étre plus
longue dans les régions méridionales comme 1’ Algérie, la Tunisie (Zamouri- Langar, 1991) ou le
Maroc (Shafee & Daoudi, 1991), ou elle couvrirait pratiquement toute I’année. La température
semble étre le facteur clé qui contréle le déroulement de la gamétogénése de la palourde. Ceci a
été montré par plusieurs auteurs pour divers espéces de bivalves (Mann, 1979). En effet, les
températures moyennes enregistrées au cours de I’échantillonnage dans la zone d’étude
s’échelonnent entre 11°C en Janvier et 28°C en Juillet, ce qui permet un déroulement de la

gamétogénese pendant une grande partie de I’année.



Chez la moule P. perna I’étude du cycle saisonniére montre que les teneurs en lipides
augmentent en mars et avril pour atteindre des valeurs maximales pendant 1’été. La teneur en
lipides décroit pendant les mois de septembre et octobre pour les deux sites d’étude du golfe
d’Annaba. Pendant les mois d’hiver, méme s’il n’ya pas d’émission, le poids des lipides diminue
légérement. Apres chaque émission, la quantité de lipides diminue considérablement. La teneur
en lipides est plus forte chez les animaux de I’oued Seybouse que chez ceux d’El Hnaya.

Les variations de la teneur en glucides mettent en évidence deux maxima, I’un en avril,
I’autre en aott. Il est intéressant de signaler que ces maxima, coincident avec les deux périodes
de I’année ou le Phytoplancton est le plus abondant. Deux minimas sont a noter dans la teneur en
glucides chez les moules, le premier peut important se situe entre les mois de septembre et
octobre, suivi d’une phase de synthese (maximum en novembre). La teneur en glucides baisse
considérablement pendant la phase intense des phénomenes de la gamétogéneése et 1’on aboutit a
un nouveau minimum. Il est vraisemblable que la baisse de la température des eaux en décembre,
janvier et février, contribue également a cette diminution des glucides. Par ailleurs la teneur des
eaux en phytoplancton diminue considérablement pendant les mois d’hiver. Ceci explique les
faibles pourcentages enregistrés pendant les mois d’hiver méme si les individus n’émettent pas
des gametes.

La teneur en protéines augmente au cours des différentes étapes de la gamétogénese, on
assiste apres chaque émission des gametes a une chute brutale de la teneur en protéines. Celle-ci
sera réduite pendant les mois d’hiver. Chez les moules des deux sites du golfe d’Annaba on note
deux périodes d’émissions, I’une au printemps et [’autre en automne.

Le suivi mensuel des taux de métabolites entre les deux sites d’étude montre que les
individus de Hnaya sont plus riches en glucides et en protéines, alors que les individus recueillis
a Seybouse sont plus riche en lipides, des résultats similaires ont été rapportés par Hamdani
(2013) chez Donax trunculus du golfe d’Annaba. La diminution des taux de glucides et de
protéines a Seybouse traduit I’effet de la pollution. En effet selon (Drif et al., 2010), des dosages
des métaux lourds (Cd, Zn, Pb, Cu) ont éte réalisés au niveau de la chair de P. perna récolté dans
ces deux sites du golfe, ont montré des différences significatives de ces teneurs selon les facteurs
site et saison avec des teneurs plus élevés a Seybouse comparativement a el Hnaya. Comme le
site de Seybouse est soumis a 1’action des eaux usées et des rejets industriels, et que 1’eau de mer
le baigne a une température plus élevée (Figure. 14), et il est certain que 1’activité gonadique et
probablement d’autre fonctions sont perturbées. En effet une exposition a des contaminants
ralentit le développement des gametes (Lowe et al., 1982; Pipe, 1985), ce qui explique la

maturation plus longue des gameétes chez les moules de Seybouse, elle est sans doute le résultat



des conditions environnementales que connait le site précité, notamment en raison de la pollution

et de la température.

3. Composition en acides gras du manteau de R. decussatus et P. perna

La détermination de la composition en acides gras (AG) des lipides chez les mollusques

bivalves peut étre un bon indicateur de 1’état sanitaire de la population, permet de caractériser la
qualité nutritionnelle d’un produit destiné a la consommation humaine, et peut également
traduire le type de nourriture chez les bivalves (Freites et al., 2002 a, b, c).
Les bivalves animaux filtreurs, acquiérent les acides gras polyinsaturés a longues chaines a partir
de leur alimentation a base de phytoplancton (De Moreno et al., 1976 a, b, 1977; 1998; Langdon
& Waldock, 1981; Soudant et al., 1999). Cette acquisition en acide gras polyinsaturés sera
importante au printemps et en été, saisons de haute productivité primaire chez le phytoplancton
(De Moreno et al., 1976). Cependant, la consommation de ces acides gras joue un rdle important
dans la constitution des membranes cellulaires, le fonctionnement du systeme cardiovasculaire,
du systeme nerveux et du systeme hormonal.

L’évolution saisonniéres des acides gras chez R. decussatus du lac el Mellah montre des
valeurs maximales en automne qui correspondent d’une part au repos sexuel du bivalve (Refes,
1994; Dridi et al., 2006), et d’autre part a 1’¢lévation photosynthétique primaire du mois de
novembre dans la lagune el Mellah. Chez P. perna du golfe d’Annaba les acides gras totaux
montrent des valeurs élevés au printemps et en été.

Selon Jarzebski et al. (1986), il existe une corrélation positive entre la disponibilité des
aliments dans le milieu et la composition en acides gras chez les mollusques bivalves. En hiver,
la moyenne des teneurs en acides gras totaux montrent une diminution non significative qui peut
étre due au déclanchement de la gamétogénese (Dridi et al., 2006), et la diminution de la
concentration en phytoplanctons dans le milieu. Le printemps est caractérisé par 1’élévation des
acides gras totaux de tissue mou des deux bivalves. Qui diminuer significativement en été chez
R. decussates et en automne chez P. perna. En effet, le printemps correspond a la maturité
sexuelle des deux especes et aussi a 1’élévation de la concentration du milieu en phytoplancton.
L’été est marquee par 1I’émission des gametes chez R. decussatus , cette émission des gameétes
représente une perte de matiere organique qui induit la diminution de la concentration des acides
gras totaux dans le tissue mou des bivalves R. decussatus, la richesse du milieu en phytoplancton

est agit également. La dominance des acides gras polyinsaturés sur les acides gras saturé et



monoinsaturés a été mise en evidence durant ’année de 1’étude chez les deux espéces. La
prédominance des AGPI a également été observée chez des moules, des palourdes, des huitres et
des seiches de différents sites de la Méditerranée (Orban et al., 2002; Ozyurt et al., 2006). Nous
n’avons pas observé de variations significatives des AGMI durant la période d’étude chez les
deux espéces, quant aux AGS ils variant significativement de 1’ét¢ a I’automne et les AGPI
variant significativement du printemps a 1’été chez R. decussatus.

Les acides gras polyinsaturés du type (n - 3) constituent le groupe le plus important parmi
les polyinsaturés chez les deux espéces (dominé par I’acide eicosapentaenoique et ’acide
docosapentanoique), suivi chez R. decussates par les acides gras monoinsaturés, les acides gras
saturés et en dernier lieu. Chez P. perna du golfe d’Annaba les acides gras polyinsaturés suivi
par les acides gras saturés et enfin par les acides gras monoinsasaturés. Chez les deux espéces les
acides gras monoinsaturés (essentiellement représenté par 1’acide oleiques), les acides gras
saturés (essentiellement représenté par 1’acide palmitique C16:0). Selon Thomson et al.(1996), la
présence de C16:0 dans les aliments ingérés par les palourdes leur assure une croissance plus
rapide et diminue le taux de mortalité, essentiellement chez les juvéniles.

D’aprés Webb & Chu. (1983); Whyte et al., 1990; Careas et al., 2002), les acides gras a 20 et 22
atomes de carbones sont essentiels pour la reproduction et la survie des mollusques.

Selon Bell et al. (1986), la diminution de la température induit généralement a
I’augmentation des teneurs en AGPI dans les tissus des bivalves permettant de maintenir la
souplesse des membranes, ce qui expliquerait dans notre cas les valeurs élevés des acides gras
polyinsaturés en hiver et leur diminution en été chez les deux speces. La qualité et la quantité des
aliments ingérés par les bivalves contribuent considérablement au changement du profil des
acides gras dans la chair (Beninger & Stephan, 1985; Napolitano & Akman, 1993). La
température et la nourriture pourraient agir en synergie sur la composition en acides gras dans la
mesure ou 1’élévation de la concentration du milieu en chlorophylle a coincide avec I’élévation
de la température de 1’eau. La dominance des acides gras polyinsaturés chez R. decussatus et P.
perna confirme d’avantage le role important de ces acides gras, qui pourrait réduire jusqu’a 50 %
les risques cardiovasculaires chez les consommateurs des produits marins (Angerer & Von
Sclarky, 2000; Leaf & Weber, 1988).

4. Etude de I’indice de condition



L’indice de condition est un indicateur de 1’état physiologique des mollusques bivalves par sa
corrélation avec la concentration en contaminants. il permet de déterminer un modele de
correction du signal de la pollution obtenue (Margus, 1985; Hariati, 1986; Okumus & Stirling,
1998; Orban et al., 2002; Cossa & Sanjuan, 2002). Chez les bivalves cotiers, ’indice de
condition est essentiellement 1ié a la maturation sexuelle, les valeurs croissantes de I’indice de
condition (IC) sont interprétées comme étant un début de développement de la gonade et leur
chute comme une expulsion des produits génitaux (Paulet et al., 1992).

Les variations mensuelles et saisonniéres des valeurs de I’indice de condition chez R.
decussatus chutent entre mai et septembre, ce qui pourrait s’expliquer par 1’émission des
gamétes. L’augmentation de I’IC entre février et avril, s’explique par les conditions favorables
du milieu (température en augmentation et apports trophiques abondants), durant cette période
qui entraine un développement des tissus somatiques. Selon Romeo et al. (2001) les variations
de cet indice seraient associées a la température de I’eau. En effet pendant les mois d’hiver,
I’animal a un métabolisme ralenti. En été toutes les activités ont repris pour assurer la
reproduction. Pendant cette période 1’animal va se nourrir en plus grande quantité pour permettre
le développement des gonades qui vont alors prendre de plus en plus de place dans la masse
viscérale (Baudrimont et al., 1997).

Les valeurs de I’indice de condition calculées a partir des moules issues de deux sites du
golfe d’Annaba, pendant un cycle annuel complet, montrent des fluctuations bien marquées. La
période comprise entre novembre et mars se distingue par une légere augmentation de 1’indice de
condition. Cette augmentation se poursuit au mois de mai pour le site de Seybouse et diminue
considérablement dans le site d’El Hnaya, pour diminuer dans le site de Seybouse au mois de
Juin. Au mois de juin, juillet et ao(t, on révéle généralement une augmentation de ces valeurs

pour le site d’El Hnaya. Au mois de septembre et octobre, une diminution de ces valeurs a été

enregistrée dans les deux sites d’étude, une pouvelle diminution| est notée au mois décembre pour

la population d’El Hnaya. La diminution des valeurs de 1’indice de condition pendant la période
printaniere et automnale pour les deux sites, pourrait étre due a des pontes. Par contre
I’augmentation de celui-ci avant ces périodes pourrait étre due a une maturation ou un
redéveloppement.

L’évolution mensuelle et saisonni¢re des valeurs de I’indice de condition entre les deux
sites d’étude montre généralement une augmentation de celui - ¢i pour le nord par rapport au sud
dans la lagune el Mellah, et les individus de la plage el Hnaya présentent des valeurs plus élevées
par rapport aux individus du Seybouse, ceci pourrait étre di aux conditions trophiques qui sont

sous l’influence des conditions environnementales y compris la pollution. Des résultats
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similaires ont été observés chez Mytilus galloprovincialis (Merzouki et al., 2009) chez Perna
viridis (Nicholson et al., 1999), chez Mytilus edulis (De zwaan et al., 1995, Damiens et al., 2007;
Erica et al., 2010), suite a des transmission a un site contaminé (caging). D’une maniére
générale, les indices éleves correspondent aux périodes de maturation de la gonade précédant
I’émission des gamétes et a la période d’accumulation des réserves.

5. Expérience de laboratoire

La pollution de 1’écosystéme marin est I’'un des problémes majeurs posés a 1’environnement.
Les facteurs qui ont sont responsables ne cessent de s’accroitre est de se déséquilibrés, surtout
par 1’action anthropique. Les plus importantes perturbations anthropiques affectant les zones
cotiers sont la surexploitation des ressources naturelle la péche et 1’aquaculture intensives (Heral,
1993), la dégradation de I’habitat et la fragmentation écologique par ['urbanisation et
I’aménagement (Komatsu, 1997), ainsi que le rejet de nombreux contaminants (activités
agricoles et industrielles) (Tell et al., 2003). Ce dernier point requiert une attention particuliéres
puisque I’ensemble des contaminants rejetés dans 1’environnement, quelques soit le
compartiment (air, eau, sol), finissent par se retrouver dans les milieux aquatiques, en particulier
estuariens ou cotiers, par le biais des eaux de ruissellement et de percolation.

De ce fait, ces zones comptent parmi les plus exposées aux différents types de pollution
récurrente, comme les matieres organiques en exces qui induisent des problémes
d’eutrophisation, Les polychorobisphényles (PCB), les radionucléides, les pesticides, les
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPS), les éléments de traces métalliques (ETM),
mais également les organismes pathogenes (bactéries, virus, microorganismes...), qui peuvent
avoir des conséquences écologiques majeures (Galloway et Depledge, 2001). Les organismes
aquatiques présents dans ces milieux ont donc a faire face a de tres nombreuses sources de
perturbation qui agissent le plus souvent de maniéere simultanée engendrant ainsi des intéractions
plus ou moins néfastes (Dellali et al.,, 2010; Kankal & Gaikwad, 2011). Parmi tous les
xénobiotiques présent dans 1’environnement, nous nous intéressons plus particuliérement par
deux catégories de contaminants majoritairement présents dans le milieu aquatique: insecticides
et métaux lourds.

Les insecticides: L’utilisation extensive des insecticides organophosphorés dont le
malathion, se traduit par une pollution environnementale et les organismes non cibles en sont
devenus victime en raison d’une pénétration dans I’organisme, par inhalation, absorption cutanée
via le contact avec l’eau et par empoisonnement secondaires (alimentation). Chez les
mammiferes, ces insecticides inhibent non seulement I’Acétylcholinestérase mais affectent

également le systéme immunitaire.



Les métaux: dans I’environnement, les contaminations par certains métaux comme le
cadmium (Cd), le plomb (Pb), ou le mercure (Hg) sont tres importantes. Ces composes
facilement intégrables par I’organisme peuvent développer une toxicité ayant plusieurs cibles
dans les cellules (Viarengo et al., 1995). Nous nous intéressons ici particulierement au cadmium,
choisi comme contaminant type pour deux especes de bivalves, la palourde (R. decussatus) du
lac el Mellah et la moule (P. perna) du golfe d’Annaba. Le cadmium et un élément toxique,
selon les doses d’exposition, les modes de contamination et les organismes considérés. Ses effets
peuvent étre plus ou moins importants. Le cadmium est aussi un puissant inhibiteur de plusieurs
systemes enzymatiques.

Les expériences in vivo permettent d’obtenir des effets précis en conditions controlées,
nous avons donc traité des palourdes (R. decussatus) et des moules (P. perna) en laboratoire.
Dans ce travail, les concentrations en polluants choisis et ajoutées au milieu sont bien
supérieures a celles mesurées dans le milieu naturel, ce qui nous permet d’avoir des effets plus
marquants (Chapies & Burton, 1997; Sasson-Brickson & Burton, 1991; Pereira et al., 2001).

Dans I’environnement, les animaux sont confrontés a des mélanges complexes de
polluants (Moore & Allen, 2002). Les expériences réalisés dans le cadre de ce travail ne se
rapprochent pas & des conditions rencontrées par les bivalves (Palourdes et Moules) dans le
milieu, mais peuvent donner des indications sur la contamination par les métaux et les pesticides
et leurs accumulation dans les tissus.

Les biomarqueurs ont été mesurés d’une part au niveau de la branchie, structure
comparable a un tamis, qui constitue le plus grande partie de la surface de contact des bivalves
avec le milieu extérieur, c’est ainsi le lieu principal d’échange d’eau et d’ion, entre
I’hémolymphe et I’environnement (Randall et al., 2000), au niveau de la glande digestive, organe
accumulateur des métaux, c’est aussi un organe majeur dans la détoxification de ces derniers
(Marigomez et al., 2002; Moore & Allen, 2002).

Le manteau, organe principal de stockage des nutriments organiques en forme de protéines,
glucides et lipides, qui sont fortement mobilisés durant les processus physiologique interne mais
aussi durant un stress di a des facteurs externe (San Juan Serrano et al., 1998; Palanivelu et al.,
2002). Ainsi que les muscles adducteurs, (lls sont au nombre de quatre) qui relient le corps de

I'animal a sa coquille et assurent, par leur contraction, la fermeture des valves (Ifermer, 2009).

5.1. Effet du traitement par le cadmium sur les biomarqueurs de R. decussatus et P.
perna



5. 1.1. Effet du traitement par le cadmium sur le glutathion(GSH)

Le glutathion(GSH) est un tripeptide qui joue un role central dans les processus de
défense antioxydant intracellulaire (Arrigo, 1999; Sies, 1999). C’est un antioxydant non
enzymatique qui va, en piégeant les radicaux libres, intervenir a divers degrés en complément
des enzymes antioxydantes. Ce thiol non protéique abondant chez les organismes vivants dans sa
forme réduite (GSH) va agir dans la cellule comme un donneur d’électron. La présence de
glutathion sous sa forme oxydée traduit un stress oxydant. La réaction du glutathion avec les
radicaux libres génére le radical thiyl (GS). Qui peut génére l’anion superoxyde, d’ou la
nécessité de maintenir un rapport GSSSG/ GSH le plus faible possible.

L’anion superoxyde sera pris en charge par le superoxyde dismutase. Le GSH intervient
¢galement comme substrat des glutathion peroxydase en tant que donneur d’hydrogene.

Le GSH est impliqué dans le métabolisme des xénobiotiques. En effet, ce tripeptide intervient
dans la réaction catalysée par la glutathion-S- transférase ou il est couplé au xénobiotique. Il peut
réagir, sous sa forme oxydée (GSSG), avec les molécules présentant un groupement -SH et les
protéines sont les cibles de cette réaction.

GSSG + protéine-SH — GS-protéines + GSH

Cette réaction est a ’origine de I’inactivation des enzymes ou de leur perte de stabilité. Ceci
pourrait expliquer le fait que la cellule tende a conserver un faible taux de GSSG dans les
conditions physiologiques et que certains organes tel que le foie éliminent le GSSG en cas de
stress oxydant (Cossu et al., 1997b). La réduction maximale du taux de GSH est observé aprés
21 jours de traitement a 200 pg/l au niveau de la glande digestive et la branchie des deux espéces
par rapport aux témoins, De plus nos résultats montrent que la diminution du taux de GSH et en
fonction de la dose utilisée, la dose la plus €levés provoque des diminutions plus marquées. Nos
résultats concordent avec ceux de Strain & Rudolph. (2010), chez la palourde Semele solida
dans le golfe de Chili suite a une pollution anthropologique, Trevisan et al. (2012), trouvent une
diminution de GSH et autres enzymes anti oxydant dans la branchie de I’huitre (Crassostrea
gigas) exposée au chlorodinitrobenzen, ainsi chez la moule perna viridis exposée au mercure,
une telle diminution du glutathion en présence des métaux a été constatée chez la moule Mytilus
galloprovincialis, exposée au cuivre et au mercure par Canesi et al., 1999. Le cadmium peut
entrainer une diminution de la quantité d’anti oxydant (glutathion) ou I’activit¢ d’enzyme
permettant de lutter contre le stress oxydant (Leonard et al., 2004). Le glutathion réduit (GSH)
peut lier le cadmium et empécher son interaction néfaste avec des cibles cellulaires (Singhal et

al., 1987). De plus, le cycle redox du glutathion (GSH), qui fait intervenir la glutathion-



peroxydase et la glutathion réductase, joue un réle important dans la détoxication des ROS

généré par le cadmium.

5. 1.2. Effet du traitement par le cadmium sur le Malondialdéhyde (MDA)

La chaine de peroxydation lipidique initiée principalement par HO affecte I’ intégrité de la
membrane, sa fluidité et peut entrainer sa rupture. Les produits de dégradation des lipides sont
des aldéhydes tels que le Malondiadéhyde (MDA) et I’hydrocarbure tel que I’éthane et 1’éthyléne
(Guetteridge & Halliwell, 1993). Le MDA et souvent dosé pour déterminer des dommages
causée par les ROS lord d’un stress oxydant (Ohkawa et al., 1997). La peroxydation lipidique
dans les mitochondries entraine des dysfonctionnements de la production d’ATP mais peut
¢galement induire 1’apoptose (Green & Reed, 1998). Les contaminants anthropogéniques, par les
métaux lourds, les PAH, et les résidus des pesticides induit la peroxydation lipidique (Strain &
Rudolph, 2010).

Nos résultats montrent une augmentation significative du MDA dans les différents
organes ¢tudiés apres 1’exposition au cadmium, de plus, le manteau et le muscle adducteurs sont
plus sensibles au cadmium par rapport a la branchie et la glande digestive qui sont au contact
direct avec le polluant, cela peut étre di au différents role physiologique de ces organes, les
branchies et la glande digestive sont des organes de stockage pendant court terme, par contre
I’accumulation a long terme des métaux se fait dans le manteau et a moindre degré dans le
muscle adducteur (Banni, 2004).

Une augmentation du MDA a été également rapportée par Bergayoo et al. (2009), chez
Scorbicularia plana et Cerestoderma edule dans les estuaires marocains. Une telle augmentation
a été signalée chez I’huitre (C. gigas), exposé a I’huile de diesel (Zhang et al ., 2010). Quand les
huitres sont exposées a 80ug/l de cuivre pendant 4 jours, les taux de MDA sont alors plus élevés
que chez les témoins. L’exposition au cuivre entraine également une augmentation du taux de
MDA dans les tissus mous de Ruditapes decussatus.

Dans notre travail, le cadmium induit une augmentation du taux de MDA. De plus en plus
d’études montrent que le cadmium exerce sa toxicité au niveau cellulaire en partie en induisant la
formation d’espéces réactive de 1’oxygene (ROS) et favorise le stress oxydant, la peroxydation
lipidique, des dommages a I’ADN ou encore une oxydation des protéines (Stohs, 2000; Moustaid

et al., 2005).



5.2. Effet du traitement par le cadmium sur les parametres biochimiques de R.
decussatus et P. perna

La contamination des palourdes et des moules par le cadmium a raison de deux
concentrations (100 et 200 pg/l) pendant 21 jours montre une augmentation des lipides et des
protéines et une déplétion des glucides.
Les résultats obtenus concernant 1’estimation du taux des lipides suite au traitement par le
cadmium ont révélé une accumulation au niveau de quatre tissus étudiés, pour les deux
concentrations (100 et 200 ug/l) chez les deux espéces comparativement aux témoins. Cette
augmentation peut étre expliquée par I’impact du cadmium sur la physiologie des deux bivalves.
Une étude faite sur un mollusque bivalve Donax trunculus récolté au niveau d’un site pollué
(Sidi Salem) semble afficher des quantités plus élevées en lipides par rapport a ceux récoltés
dans la station de référence (El Battah). Ces différences renseignent sur une exposition de cette
espéce a certains polluants, tel que les métaux lourds (Abdennour et al., 2006; Beldi et al.,
20006), auquel est soumis le site de Sidi Salam. D’une fagon générale, les mollusques présentent
une corrélation entre leur contenu lipidique et le niveau des contaminants (Mehdaoui et al.,
2000).

Nos résultats montrent que le taux des protéines augmente avec un effet dose-dépendant
en présence du cadmium. Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de (Géret et al., 2002),
qui montre que la quantité des protéines totales augmente significativement aprés 7 jours de
traitement par le cadmium a la dose de 40ug/l. (Paccini et al., 1994; Mayasa et al., 2002;
Tadjine, 2007), ont également montré une augmentation significative du taux de protéines totales
sous I’effet d’un stress chimique chez des modéles biologiques différents (tétards, protistes
ciliés, lapins). Des résultats similaires ont été observés au niveau du manteau et de la glande
digestive de Crassostrea rhizophorae suite a une exposition a des xénobiotiques tel que le
cadmium (Jocelyne, 1990). Une étude menée sur la moule Mytilus edulis propose I’induction de
la protéine de HSP60 comme un biomarqueurs potentiel de la contamination par les métaux dont
le cadmium (Radlowski & Pempokowiak, 2002).

5.3. Effet du traitement par le malathion sur les biomarqueurs de R. decussatus
5.3.1. Effet du traitement par le malathion sur I’acétylcholinestérase

L’acétylcholinestérase est la principale cible des insecticides neurotoxiques,
organochlorés et carbamates, qu’ils inhibent de maniére non réversible (Payne et al., 1996;
Flammarion et al ., 1998; Sturm et al ., 1999; Barra et al., 2001). Cependant, 1’inhibition de
L’AChE peut étre réversible (Particulicrement pour les AChE cérébrales affectées par les

carbamates) et dans ces conditions seules les diminutions importantes d’activités



acétylcholinestérasiques peuvent étre décelées (Boquené et al., 1997). L’inhibition de
I’acétylcholinestérase peut avoir des effets sur le comportement des étres vivants (Saglio et al.,
1996; Khessiba et al., 2001). L’analyse de I’activité de I’acétylcholinestérase dans les différents
tissus des organismes aquatiques est considérée comme biomarqueurs de la contamination de ces
milieux (Fernandez- Vega et al ., 1999).

L’acétylcholinestérase est une enzyme impliquée dans les mécanismes de transmission
de I’influx nerveux a travers I’organisme. Son inhibition par de nombreux neurotoxiques entraine
I’accumulation d’un médiateur chimique dans 1’espace synaptique, 1’acétylcholine, qui maintien
de ce fait une transmission permanente de 1’influx nerveux, laquelle conduit généralement a la
tétanie musculaire et a la mort de 1’organisme (Bocquené, 1996; Bainy, 2000). La mesure de son
inhibition constitue un marqueur dont I’expression traduit spécifiquement 1’exposition des
organismes a différents contaminants et notamment certains produits phytosanitaires.

L’AChE constitue en effet la cible privilégiée de certains insecticides
(organophosphorés, carbamates), herbicides (triasines, paraquat) et autre molécules
neurotoxiques (Herbet et al., 1995; Bocquené et al., 1997; Forget et al., 1999; Dellali et al.,
2001). Surtout utilisée en milieu marin (Galgani & Bocquené, 1998), I’inhibition de I’activité de
L’AChE s’est également révélée intéressante dans le cadre d’étude de la qualité des milieux
aquatiques continentaux (Payne et al., 1996; Sturm et al .,1999; Barra et al., 2001). Les baisses
d’activité ont été confirmées en condition de laboratoire a des concentrations de méthidathion
(insecticides organophosphoré) mesurées in situ (Flammarion et al., 1996; Flammarion et al.,
2002). L’acétylcholinestérase est largement employée en toxicologie en tant que biomarqueurs
de neurotoxicité.

Le malathion additionnées dans 1’eau d’élevage des individus de R. decussatus a raison
de deux concentrations 100 et 300 ug/l pendant 24 h traduisent une inhibition significative de
L’AChE dans les quatre tissus étudiés. Cette inhibition est plus marquée dans le manteau et le
muscle adducteur, due a la présence des neurotransmetteurs synaptiques. Des résultats similaires
ont été rapporté par Venkateswara Rao et al., 2005 aprés traitement par deux pesticides: le
carbofuran (carbamate) et le chlorpyrifos (organophosphate) aprés 24 h d’exposition provoque
une inhibition de Gambusia yucanta. De plus la réduction de I’AChE a été observée aussi chez
L. macrochirus exposé au diazinon (Dutta et al., 1992), et a I’endosulfan (Dutta & Arends,
2003), chez Ghanna punctatus exposée au metacid-50 et au carbaryl (Ghosh & Bhattacharya,
1992). Les mémes résultats ont été¢ décelé au niveau du golfe d’Annaba chez le bivalve Donax
trunculus (Sifi et al., 2007 ; Amira et al., 2011 ; Soltani et al., 2012). Cette inhibition pourrait

expliquer par la présence des substances neurotoxiques dans les sites pollués. Des résultats



similaires ont été trouvés chez le poisson Zoarces viviparous prélevé dans les sites pollués au
sud-ouest de la mer Baltique (Schiedek et al., 2006).

5. 3. 2. Effet du traitement par le malathion sur I’activité catalase

La catalase (CAT), est une enzyme cytosolique inductible dont la fonction est protéger
les systemes biologiques contre les ROS (Roméo et al., 2000). Il s’agit d’une hémoprotéine
tétramérique qui, avec un atome de fer par sous unité, a une masse d’environ 240 KDa.
Cette enzyme catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogeéne en eau et en oxygéne moléculaire
(Digiulio et al., 1989; Orbea et al., 2002). La catalase une enzyme anti oxydante complémentaire
de la Gpx contre la peroxydation induite par le peroxyde d’hydrogéne (Cossu et al., 1997b). La
catalase est tres utilisée comme biomarqueur de stress oxydatif (Van der- Oost et al., 2003;
Napierska & Barsiene, 2009), et est présente dans la plupart des organismes eucaryotes et
procaryotes. L’activité catalase n’est pas spécifique a un groupe de contaminants, mais au stress
oxydatif et peut étre induit par une large gamme de contaminants organiques dont les
xenobiotiques et métaux lourds (Livingstone, 2010; Akcha et al., 2008; Romeo et al., 2003).

L’exposition des palourdes au malathion a 100 et 300 pg/l, produit une augmentation

significative de 1’activité spécifique de la CAT aprés 24 heures d’exposition, dans les différents
tissus étudiés. L’augmentation de 1’activité catalytique chez R. decussatus par rapport aux
témoins suggere 1’¢élimination des H,O,, résultant a I’exposition au malathion. L’induction de
’activité de la catalase constitue la premiére étape de défense contre les ROS (Pandey et al.,
2001) et un biomarqueur d’intoxication par les pesticides (Van der- Oost et al., 2003; Regoli et
al., 2004). L’augmentation de ’activité de la catalase hépatique a été observé chez Anguilla
anguilla apres ’exposition au beta-nephthaflavone (Ahmad et al., 2005), et chez Jenysia
multidenta exposée a 1,2- et 1,4- dichlorobenzene (Monferran et al., 2007), ainsi que dans
I’hépatopancréas de Gambusia affinis traité avec diflubenzuron et flucycloxuron (Zaidi &
Soltani, 2013). L’augmentation de la CAT a été aussi observée chez les poissons des eaux
polluées (Linvingstone et al., 1993; Vega —Lopez et al., 2008). Une augmentation de 1’activité
catalase est enregistrée dans le manteau de Donax trunculus apres 96 h de traitement par le
cadmium (Belabed, 2014).



5. 4. Effet du traitement sur les parametres biochimiques
Le traitement par le malathion et provoque une réduction significative des glucides, des
lipides et des protéines. Les parameétres biochimiques peuvent constituent des diagnostiques
important dans la toxicologie.
5.4.1. Effet du traitement sur le taux des glucides
Dans notre étude, une réduction significative des glucides a été observé dans les
différents tissus étudiés suite au traitement par les deux polluants a deux doses, cadmium pour
(les palourdes et les moules) et malathion (palourdes) en les comparants aux témoins.
En fait, le traitement de la crevette P. kerathurus par le halofénozide (agoniste de I’hormone de
mue) entraine une augmentation significative des taux de glucides de la chair, et une diminution
au niveau de I’hémolymphe et des gonades (Gheid, 2011). Les glucides ovariens sont également
réduits par le halofénozide et le DFB (diflubenzuron) chez G. affinis (Bouzioukh, 2000), chez B.
germanica (Rouibi, 2002) et P. kerathurus (Morsli, 1994).
Les modifications des taux de métabolites observées suite au traitement par les deux polluants, a
été interprétés de facon trés intéressants. En effet Hemelraad et al. (1990) décrivent qu’une forte
exposition au cadmium provoque une réduction des réserves glucidiques, des niveaux d’ATP
intracellulaires et perturbe les fonctions mitochondriales chez d’autre espéces de bivalves tels
que Elliptiocom planata et A. cygnea. Smolders et al. (2004) disent que cette réponse au stress
environnemental varie également selon le niveau de pollution et de dégradation du milieu.
5.4.2. Effet du traitement sur le taux des protéines
La diminution des taux des glucides affecte indirectement les taux des protéines et des
lipides. Les protéines jouent un role fondamental dans I’organisme de toutes les especes
biologiques vivantes. Constituants principaux des tissus, elles interviennent dans la formation
des gametes comme source énergétique (Borsa & Millet, 1992). Elles constituent également un
bon apport en acides aminés essentiels en alimentation humaine.
Pour le taux des protéines, nous constatons qu’il y a une diminution au niveau des 4 tissus
étudiés et pour les deux doses (100 et 300 pg/l). Les mémes résultats ont été signalés par (Gheid,
2011), qui a étudié les effets du halofénozide sur I’ hémolymphe et I’ovaire de la crevette P.
kerathurus. Une diminution du taux de protéines est également signalée chez P. kerathurus
traitée au Dimilin (inhibiteur de la synthese de la chitine) (Morsli, 1994). Sous les conditions de
stress snails a besoin plus d’énergie pour détoxifier les toxines, quand les snails a des quantités
limités de carbohydrates, la deuxiéme source d’énergie utilisés par les animaux c’est les

protéines.



Vijayavel et al. (2006) interprétent que la réduction des taux de protéines a été attribuée a une
utilisation des acides aminés dans la synthése du glucose par néoglucogenese pour fournir de
I’énergie requise pour la défende de 1’organisme durant une exposition aux polluants. Ainsi
Vijayavel & Balasubramanian (2008) et Auffret et al. (2006) révelent que cette réduction est due
probablement a une utilisation rapide des protéines par les cellules sous des conditions de stress
ou un blocage de la synthése protéique et la dénaturation des protéines.

5.4.3. Effet du traitement sur le taux des lipides

Les lipides représentent la principale source d’énergie tout en jouant également un role trés
important lors de la vitellogénése ainsi que dans la synthése des prostaglandines (Stanley-
Samuelson & Loher, 1986; Yuan et al., 2000). Ces prostaglandines sont d’ailleurs impliquées
dans plusieurs mécanismes (reproduction, immunité). L’évaluation des taux des lipides au niveau
des 4 tissus a montré une diminution significative au niveau de tous les tissus étudiés,
comparativement a celle observée chez des témoins. Le contenu lipidique peut subir des
variations importantes selon I'état physiologique et les conditions du milieu (Mehdaoui et al.,
2000).

Des études antérieures montrent que chez les organismes aquatiques, les lipides servent de
réservoir protecteur contre I’effet toxique du lindane et d’autres pesticides lipophiles car ils sont
massivement bioconcentrés dans le corps gras (Geyer et al., 1994). Nos résultats sont en accord
avec ceux de (Sujatha et al., 1995) qui ont évalue les taux de lipides des tissus d’un bivalve
(Villorita cyprenoids), a la suite de I'exposition a des pesticides organophosphorés (endosulfan,
malathion et methylparathion), ils ont remarqué une chute du taux des lipides aprés 24 h de
traitement et cela pour les trois pesticides utilisés. Cette diminution de la teneur en lipides
dépend de la valeur de I'ordre de la toxicité des pesticides et la sensibilité de I'organisme d'essai
(Sujatha et al., 1995). Les pesticides, organophosphorés sont trés toxiques pour les organismes
marins (Eisler, 1970), ’accumulation des pesticides chez les bivalves dépend de la quantité de
lipides dans les tissus car il y a une relation directe entre la teneur en matieres grasses et les
résidus de pesticides ce qui a été rapporté pour plusieurs espéces (Anderson et al., 1999; Buhler
etal., 1969).
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Conclusion et perspectives

Cette étude est menée sur une période d’une année, sur deux espéces de bivalves, Ruditapes
decussatus de la lagune el Mellah et Perna perna du golfe d’Annaba, par la mesure des
paramétres physico-chimiques de 1’eau (température et salinité), qui peuvent conditionnés la
répartition des bivalves dans leurs biotope et par un suivi mensuel de quelques parameétres
biochimiques (protéines, glucides, lipides et profil en acides gras), ainsi que les valeurs de
I’indice de condition en fonction de quatre saisons différents. L’impact d’une éventuelle
pollution sur la composition biochimique et la réponse de quelques biomarqueurs de stress
environnemental dans des condition contr6lées est également mise en évidence, a travers la
contamination des deux bivalves par un métal lourd (le cadmium) a 100 et 200 pg/l pendant 21
jours, et un pesticide (le malathion), appliqué sur les individus de R. decussatus a (100 et 300
pg/l) pendant 24 h.

Les variations de la température des eaux des différents sites de prélévements font ressortir deux
grands périodes thermiques sur 1’ensemble des sites, une période froide englobe I’hiver et le

printemps et une période chaude englobe 1’été et I’automne.

La salinité présente des différences entre les deux sites du golfe d’Annaba avec une salinité plus
élevée a Hnaya par rapport a Seybouse, La salinité ne révélé aucune différence entre les deux

sites de la lagune el Mellah.

Le contenu biochimique en protéines, glucides et lipides, montre un effet saison ou les taux les
plus élevés sont observés au printemps pour les deux espéces des différents sites, ce qui
correspond a I’accumulation des réserves au début de la période de reproduction. Alors qu’une
diminution des réserves métaboliques est enregistrée en période d’émission des gameétes, avec
réduction des taux de ces trois constituants est également observés en hiver chez les deux
espéces. L’évolution de I’indice de condition en relation avec le cycle sexuel a permis de repérer
les périodes de perte de poids dues aux émissions des gametes. Ces données permettent de
distinguer deux périodes de ponte, se situant 1’une au printemps pour les deux especes et I’autre a

la fin de 1’été et début automne chez R. decussatus et en automne chez P. perna

Le manteau qui constitue la majeure partie comestible des bivalves contient les trois types
d’acides gras (saturés, monoinsaturés et polyinsaturés), bien que les acides gras polyinsaturés

sont majoritaire tout au long de 1’année (dominés par C20: 5(n-3) et C22: 6(n-3)), les acides gras



monoinsaturés (sont représentés majoritairement par le C18:1 et le C20:1), et les acides gras
saturés (représentés majoritairement par le C16:0).

La derniere partie concerne les expérimentations au laboratoire. Le cadmium a été choisi comme
modele de métal possedent la capacité de traverser les barriéres biologiques, sa toxicité est
attribuée principalement a la perturbation qu’il engendre en se substituants aux métaux essentiels
tels que le zinc, le cuivre, et le calcium. Au doses étudiées, nous avons mis en évidence une

toxicité du cadmium, qui selon I’espece se manifestent dans des organes différents.

Au cours de I’intoxication au Cd les deux espéces mettent en place un systéme de détoxification
relativement efficace. Le traitement des individus de R. decussatus et P. perna avec le Cd
indique une réduction significative de taux de GSH au niveau de la branchie et la glande
digestive des deux especes avec une relation dose- réponse, et une augmentation hautement
significative des taux de MDA dans tous les organes étudiés (manteau, muscle adducteur, glande
digestive et branchie), de plus le Cd provoque des fluctuations de la composition biochimique
avec une diminution significative du taux de glucides dans tous les organes étudiés de R.
decussatus, cette diminution est plus marquée au niveau du muscle adducteur et glande digestive
de la moule, par contre il provoque une accumulation des lipides et des protéines dans tous les
organes de la palourde, I’augmentation est a moindre degré dans le muscle adducteur, manteau et
glande digestive de la moule. Le traitement au malathion indique une induction de I’activité
catalase au niveau de tous les organes de la palourde (manteau, muscle adducteur, glande
digestive et branchie), et il exerce aussi une action neurotoxique mise en évidence par
I’inhibition de I’AChE au niveau de tous les organes de la palourde, cette inhibition est plus
marquée au niveau du manteau et du muscle adducteur. Le malathion provoque des perturbations
physiologiques qui se traduisent par une chute des teneurs en glucides, protéines et lipides au

niveau du muscle adducteur, manteau et glande digestive.
Les perspectives qui se dégagent de I’ensemble de ce travail seraient:

- D’approfondir I’étude des différents métabolites afin de mieux cerner les effets des
polluants sur les organes, particulierement les gonades pendant la période de
reproduction.

- Etudier l’effet de la toxicité de certains métaux essentiel sur la reproduction des
bivalves.

- De compléter I’étude expérimentale de la toxicité par la voie trophique chez les

bivalves filtreurs, afin de mieux appréhender les conséquences pour 1’écosystéme, de



méme, les durées d’exposition devraient étre plus longues afin de percevoir la
réversibilité ou non des effets dans les organismes exposes.
D’utiliser un mélange de polluants lors d’expérimentation au laboratoire pour se

rapprocher du milieu naturel.



RESUMES



Résumé:

L’objectif principal de cette recherche, était de contribuer a compléter les données sur la
pollution marine des zones cdtiéres, de la baie d’Annaba et la lagune el Mellah, par I’utilisation
de deux espéces bioindicatrices de la pollution, les mollusques bivalves, Ruditapes decussatus et
Perna perna. Les paramétres physico-chimiques des sites de 1’étude, 1’évolution de I’indice de
condition et la composition biochimique du manteau ont été suivis mensuellement durant une
année chez les deux especes. L’impact d’une éventuelle pollution sur la composition
biochimique et la réponse de quelques biomarqueurs du stress environnemental chez R.
decussatus et P. perna dans des conditions contrblés est également abordés.

L’analyse des parameétres physico-chimiques de 1’eau des différents sites a permis d’enregistrés
des faibles variations de la température entre les différents sites de 1’étude. Cependant la salinité
est légerement supérieure a Hnaya par rapport a Seybouse dans le golfe d’ Annaba.

Le contenu biochimique en protéines, glucides et lipids au niveau du manteau, montre un effet
saison, ou les taux les plus élevés sont observés au printemps pour les deux especes des
différents sites, ce qui correspond a 1’accumulation des réserves au début de la période de
reproduction. Alors qu’une diminution des réserves métaboliques est enregistrée en période
d’émission des gamétes, une réduction des taux de ces trois constituants est également observeés
en hiver chez les deux especes. L’évolution de I’indice de condition en relation avec le cycle
sexuel a permis de repérer les périodes de perte de poids dues aux émissions des gamétes. Ces
données permettent de distinguer deux périodes de ponte, se situant I’une au printemps pour les
deux especes et I’autre en fin été début automne pour les individus de R. decussatus et en
automne pour ceux de P. perna.

L’analyse qualitative des lipides du manteau chez les deux espéces montre I’existence de trois
catégories d’acides gras. La dominance des acides gras polyinsaturés sur les acides gras saturés
et monoinsaturés a ét¢ mise en évidence durant ’année de I’étude ce qui confére a ces deux
bivalves leur bonne valeur nutritionnelle.

Au cours de I’intoxication au cadmium, les systemes antioxydant ont répandu significativement
surtout a la plus forte dose testée, il provoque aussi des fluctuations de la composition
biochimique, avec une diminution significative du taux de glucides au niveau de la glande
digestive et du muscle adducteur, et une accumulation des lipides et des protéines dans tous les
organes de la palourde, I’augmentation est a moindre degré dans les différent organes de la
moule.

Le traitement par le malathion a également mis en évidence chez R. decussatus la perturbation de
la composition biochimique et une induction de I’activité catalase et une inhibition de
I’acétylcholinestérase, cette inhibition est plus marquée au niveau du manteau et du muscle
adducteur.

Mots clés: bivalves, métabolites, acides gras, indice de condition, pollution, baie d’Annaba,
lagune el Mellah, stress oxydant.



Abstract

The main objective of this research is to help supplement data on marine pollution in coastal
areas of the Bay of Annaba and lagoon EI Mellah, R. decussatus and P. perna were taken as a
mode with potential use in biomonitoring of the environment

The physico-chemical characteristics (temperature and salinity) waters of the studied fringe show
some spetial homogeneity between the three monitoring stations in the lagoon Mellah,

Biochemical composition of proteins, carbohydrates and lipids determined monthly in the mantle
of R. decussatus and P. perna, in different sites, showed a season effect, where the highest rates
are observed in spring for both sites with corresponds to accumulation of reserves at begining of
reproductio n period. Indeed, during the sexual activity period, with fluctuations as fonction the
time. The highest rates were recorded at the bigining of reproduction period and lowest at the
end of reproduction period in two species.

The evaluation of the index condition, al through the seasonal fluctuations observe that R.
decussatus and P. perna has a good physiological state, Furthermore, these data can distinguish
between two periods of spawning one in the spring and the other in automne.

The qualitative analysis of the mantle lipids composition of two species, shows the richness of
this food of polyinsaturated fatty acid (PUFA) compared of monoinsaturated and saturated fatty
acids, confer a great alimentary worth to these bivalvs.

After cadmium treatment the antioxidant system mainly respond significantly to the highest does
tested, The cadmium highlighted fluctuations of the biochemical composition and an activation of
the mechanism of detoxification at Ruditapes decussatus and Perna perna and this at the level of 4
studied tissues: A significant reduction in the glucid rate and a massive accumulation of the lipids
and proteins.

The rate of the MDA of studied tissues increases significantly following the treatment with, a dose-
response effect, whereas the rates of GSH decrease at the treated with the two amounts, thus showing
the reaction of tissues with respect to the pollutants.

The treatment of R. decussatus by the malathion also highlighted the disturbance of the biochemical
composition and the modification of the rate of the two enzymes.

Key words: bivalvs, metabolism, Fatty acids, index condition, pollution, antioxidant system.
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