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Résumé

A travers le dosage de l'activité de I'Acétylch@siérase considérée comme
biomarqueurs de pollution spécifique aux composgarmphosphorés, carbamates, et
aux métaux lourds, nous avons essayé d'établir risgmce d'un déséquilibre
physiologique au niveau d’'une espéce sentinellmdale Mytilus galloprovincialis,
afin d’évaluer le degré de I'impact d'une éventeepollution des eaux cotieres
occidentales algériennes en suivant une nouvellgroahe expérimentale
« biosurveillance active » adoptée ces derniéréespar de nombreux organismes de
recherche pour la biosurveillance environnementale.

A cet effet, une transplantation de population dasules, prélevée d'un site
référence Kristel a été réalisé, au niveau de dsites portuaires d'Oran et de
Mostaganem. Nos résultats ont réveélé une inhib#gignificative de I’AChE retrouvée
chezM. galloprovincialisapres la période de transplantation dans les siéesciblés,
soumis aux rejets anthropiques et aux trafics maagt, ainsi qu’'une éventuelle
présence de pesticides en provenance des terrélegra proximité du site
d’étude : le port de Mostaganem. Une differenceii@ative de I'activité de I'AChE
est également relevé chez les moules indigeneoduw}®Oran, par rapport au site de
référence.

Les résultats témoignent de la capacité des biguears tels que 'AChE a
étre usité pour interpréter I'état physiologiquel’deganisme en raison de la présence
de contaminants dans le biota et a son utilisat@mmme signal précoce de I'exposition
aux effets nuisibles le long d’'un gradient de padl. Ceci atteste la dégradation
ascendante que subit 'écosystéme marin et la siéeate la prévenir par le biais de
biomarqueurs nous renseignant sur les conditiomeistence des peuplements le long
de la c6te occidentale algérienne.

Mots dés biosurveillance active, bioindicateurs, biomarquars, acétylcholinetérase, Mytilus
galloprovincialis transplantation, port d'Oran, port de Mostaganem,Kristel.



Abstract

Through the analysis of Acetylcholinesterase (AChEijvity considered as a
specific biomarker to the organophosphorous comgeunarbamates, heavy metals
and hydrocarbons pollutions, we tried to evaluat degree of a possible pollution
impact in the west Algerian coasts by using the salsdViytilus galloprovincialis
following a new experimental approach “active biontoring” adopted these last
years by many research organisms for the envirotahéiological assessment. For
this purpose, we proceeded to a translocationmtissel’'s population taken from the
Kristel reference site in Oran and Mostaganem paditnarbours.

The results showed a significant inhibition of ACREM. galloprovincialis
before the period of transplantation in the twayédrsites, subjected to urban and
industrial sewages discharge and maritime trafiso @ possible pesticides presence
from agricultural lands close to the Mostaganenbbar. A significant difference of
the AChE activity was observed on the native mgsseDran harbour, in comparison
with those of the reference site. The results shioilve ability of the biomarkers such
as AChE to be employed to interpret the physiolaigstatus and as tools to predict an
early signal of the contaminants exposition in Buped area.

This data suggested the marine ecosystem detésionahich needs to prevent
by using an environment active biomonitoring ad tdanformation of Algerian west
coast marines populations.

Keywords: active biomonitoring, bioindicators, biomarkers, acetylcholinesterase, Mytilus
galloprovincialis transplantation, harbour of Oran, harbour of Mostaganem,
Kristel.
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Introduction

La superposition des deux grands antagonistes anii Is gradient de
continentalité et le gradient d’océanité, confardithoral sa grande originalité et
son importance écologique, ou on lui reconnait fone pression d’'usage. En
effet, les écosystémes littoraux sont des espdosrdt majeur écologique et
socio-économique. Dailleurs, les zones intertidaét les organismes qui y
réside sont tout spécialement concernés et exposéapports de contaminants,
tant latéraux qu’en provenance des embouchuresodes d’eau.

Les polluants émis du fait de l'activités humaimeétaux, PCB, HAP,
pharmaceutiques, perturbateurs endocriniens, pistjcsont dispersés dans les
différents compartiments de I'environnement, ajsseaux, et sont susceptibles
d’atteindre aussi gravement les organismes teeesu’aquatiques. Cependant,
tout fini par aboutir dans les eaux cotieres: @gess d’échappements et
cheminées rejetant les gaz acides retombant ensuis forme de pluie acides,
aux engrais contenant les nitrates et phosphatasilneant a I'eutrophisation
des eaux, aux pesticides acheminés par les eaudiskellements, les rejets
urbains qui représentent la source la plus imptatde pollution, en rajoutant
tous les solvants, acides et métaux lourds induid@ue jour un déséquilibre
majeur des écosystemes marins. Les effets d’utee elturbation peuvent se
produire a différents niveaux d’organisation biatpege, depuis celui des
individus et des populations, jusqu’a celui de d&gsteme dans son ensemble,
en passant par les assemblages d’especes et |lrginantés.

La pollution marine a été traditionnement docuréesten terme de
concentration chimique des contaminants ; cependastmesures n’ont fourni
qgue les évaluations des effets déléteres sur lganmmes vivants et sont
maintenant complétées avec des critéres biologiagigsarticulierement avec la
mesure de biomarqueurs. Dans ce sens, plusieudesétont accentué
I'importance, ces derniéres années, de I'apprauégiée de biomarqueurs dans
I’évaluation de la qualité de I'environnement, pane meilleure compréhension
des voies et des mécanismes par lesquels les arhimiques exercent leur
toxicité dans les organismes marinsagdl et al., 2002). Un biomarqueur
toxicologique est définit comme la réponse biologidbiochimique, cellulaire,
physiologique ou comportementale) qui, dans unutistans les liquides
corporels ou au niveau d'un organisme dans sonmihsedonne une mesure
d'exposition a un toxique et/ou d'effets produds pn ou plusieurs polluants.
Les biomarqueurs ont une sensibilité élevée et spexificité aux niveaux
moléculaires et cytologiques ; ces réponses pelsarnir de détection précoce
du stress antérieur avant [laffaiblissement phggigue ou l'impact
environnemental. Ces biomarqueurs dordre supérigournissent une
évaluation combinée des perturbations induitescpartoxiques a des niveaux
plus bas de complexité fonctionnelle et sont pad#ament les marqueurs les




Introduction

plus efficaces pour I'évaluation de la pollutiomnume ils peuvent servir de
précurseurs des effets chez les populations et commés.

En conséquence, des suites de biomarqueurs dedid#s complexités
fonctionnelles (moléculaires, cytologigues et pblggiiques) couplées aux
mesures d’'importance écologique élevée (bioindicajesont recommandés
dans des programmes de contrble pour fournir urtectién précoce des
impacts de pollution et la pertinence environne@en{NCHOLSON & LAM,
2004). lIs sont utilisés dans des études écotagomplies pour évaluer les effets
négatifs des contaminants chez les organismes iqgest les bivalves en
particulier (MARENGO & CANESI, 1991). Par ailleurs, Ces derniéres années, Il
y'a eu un développement rapides des biomarqueusgraiiques. C’est dd non
seulement aux avancements en biochimie mais égateang améliorations des
instruments analytiques. Parmi la batterie de brgoeurs existants, I'activité
de l'acétylcholinestérase AChE possede un grar@téhtdans I'évaluation des
effets de I'exposition aux composés neurotoxic deezorganismes aquatiques
(CAJARAVILLE et al.,, 2000). Cette enzyme joue un rble important dans le
fonctionnement du systéme neuro-musculaire empé&daanontinuité de la
contraction musculaire en dégradant le transtratiearel’Acétylcholine dans
les synapses cholinergiques et les jonctions neusoubaires. Les composeés
anticholinestérasique peuvent causer un dysfonuiment sérieux chez les
organismes aquatiques, et des changements compottm dont la paralysie
et la mort.

Beaucoup d’organismes marins sont d’'une importanceédiate pour
I’'hnomme, en tant qu'especes comestibles et comales;iet par conséquent, la
surveillance de la concentration en polluants aeau de la chaine alimentaire
peut prévenir des dangers pour la santé humairallddrs, la réponse des
organismes vivants soumis a l'agression toxiquestitore le point central des
stratégies de dépistage. A notre connaissancerdesismes médiolittoraux tels
gue la moule, la patelle, I'oursins, ...) subissemt stress physiologique
considérable et les conséquences potentielles reme tee bioaccumulation,
biotransformation et effets toxiques des polluaots, été largement étudiés et
font I'objet de préoccupation de nombreux organsnde recherche et de
biosurveillance environnementale. Parmi les espesesisibles a la
contamination de leur biotope: les moulddystilus sp Celles-ci restent
d’excellentes especes sentinelles pour la détectiéventuelles perturbations
biologiques subléthales et sont d’ailleurs, inteasient utilisées dans les
programmes de surveillance environnementale. Lélsigmis représentent un
ennemi mortel, non pas des moules mais des cons@ursa car ces
Mollusques supportent a merveille les conditions Iglus hostiles de
I’environnement.
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Le développement des biomarqueurs pour la détect@molluants et
I'évaluation des effets des toxiques peuvent seaviextrapoler I'effet des
agressions chimiques sur la santé humaine.

Les stratégies de biosurveillance sont diversesteNubjectif dans cette
présente étude est celui d’analyser les interastmnisées entre I'exposition
aux contaminants chimiques et I'effet physiologigue cela peut engendrer sur
Mytilus galloprovincialis,et d’évaluer ces interactions en terme d’expression
d’'un biomarqueur d’exposition (I'’Acétylchilinestég) afin de concevoir un
gradient ecotoxicologique et mesurer les niveaummhct de la pollution des
eaux cotieres algériennes.

Dans cette optique, et en vue de répondre algettd, nous avons
utilisé une approche expérimentale relativementvalbel qui est celle de la
transplantation (biosurveillance active) de mowdasprovenance d’'un site peu
contaminé et de les transplanter dans un site éxgas sources de pollution et
impacté. Cette approche a I'avantage d’assureedeantillons biologiquement
comparables et donc de réduire leurs variabiliggarelles.

La présentation de notre travail a été accomplisugrant le plan suivant :

= Une premiére partie ou lI'on a essayeé de revoir gast du stress
environnemental sur les organismes vivants en tel@nieioaccumulation
et de biotransformation et les outils de la biosiulance qui nous
permettent de I'évaluer et de mesurer son impogtanc

= La seconde partie traite sur I'espece ciblée paartravail, et son
utilisation comme bioindicateur dans les programaesecherche.

= Dans la troisieme partie, le choix du site, legppésade I'opération de
transplantation et le protocole analytique y saurits.

» Dans la quatrieme partie, nous affichons les rétsu#t nous les discutons
par rapports aux différents sites ciblés et a tales études effectuées
antérieurement.
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Partie I : Stress environnemental et outils de la biosurveillance

I. Les polluants et impact sur I'’écosysteme

Le milieu marin est contaminé par de nombreux pitsdthimiques dont
des éléments métalliques rejetés par les industiliagriculture et les
communautés urbaines. Les zones estuariennesi@tesdisous forte influence
continentale, sont les plus touchées par cetteanonation. L'activité humaine
n'a apporté aucun changement dans les volumes teuxniburds. Il n’y a ni
création, ni suppression. Elle a surtout changépartition des métaux, les
forme chimique (spéciation) et les concentraticersImtroduction de nouveaux
modes de dispersion (fumées, égouts, voitures, Si.une partie des métaux
lourds part directement dans le sol et les eaggséntiel est d’abord émis dans
I'atmosphére avant de rejoindre les deux autrenaiés (MQUEL, 2001).

Un polluant ou contaminant est un produit chimiqué existe a un
niveau jugé comme étant supérieur a celui qui erister normalement dans
n'importe qu’elle composante de I'environnementp&edant, pour les produits
synthétisés par 'lhomme, tout niveau détectablecessidéré comme anormal
(AH-PENG, 2003). Dans I'environnement cotier, un polluast @éfinit comme
un agent physique, chimique ou biologiqgue dans wdrdsysteme, qui y
provogue, par sa concentration dans I'eau, desrpations préjudiciables au
bon équilibre de I'écosysteme et en réduit lesibitigss d'usages de I'eau. On
distingue: les micropolluants qui sont les produits actifs minéraux ou
organiques susceptible d'avoir une action toxiques concentrations infimes
(de l'ordre du pg/l ou moins) (tableau 1), et teacropolluants, sont des
molécules naturelles qui se trouvent dans I'envieoment a des concentrations
différentes de celles habituellement observéegucentraine une augmentation
de la cinétique des réactions biochimiques.

Les polluants agissent au commencement en chandgsamiropriétés
structurales et/ou fonctionnelles des moléculesrgmdles dans ['activité
cellulaire (NewmaAN, 1998). Leurs effets sont principalement exerc&scoau
niveau moléculaire et les toxiques agissent final@npar des actions chimiques
avec des substances biochimiques dans les celMIBsRE, 1985).

L’analyse chimique des contaminants accumulés cigdu pas
entiérement le potentiel de métabolisation (bictfarmation) dans les tissus ;
ces réactions peuvent produire des métabolitegifiaui sont plus toxiques
gue le composé original. Bien que la biosurveiliasoit utile, s’assurant de la
distribution des contaminants dans les tissus telleedémarche a été critiquée,
car des dommages biologiques réels ne sont pasmiéés ; il y a eu en

Y Biotransformation La biotransformation ou métabolisation des contamis a pour objectif I'élimination des
xénobiotiques de la cellule, on parle d’activitésdgtoxication (BBANE, 2007).
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approximativement vingt années de recherche unlo@yement des mesures
subléthales d'un stress induit par la pollution parbiais de biomarqueurs
(NICHOLSON & LAM, 2005). Les biomarqueurs peuvent offrir une infation
plus complete et biologiguement plus appropriée I$opact potentiel des
contaminants sur la santé des organismes, com@imtea la mesure simple des
contaminants accumulés dans le corps de I'organ(dm& DER OOST et al.,
1996).

Tableau 1: Classes des micropolluantsRiSHNA DAS, 2006).

Micropolluants -Métaux traces
minéraux -Silices et silicates
-Amiante
-Fluorocarbones
Micropolluants 1. Hydrocarbures aromatiques polycycliques et
organiques non | hétéroaromatiques (PAH)
pesticides Benzo (a) anthracene/ B(a)A etBenzo (a) pyrene/ BR

2. Parafines chlorées: CH3CI, ChCI3,
3. Aromatiques halogénés Polychlorobiphényles (PCB)
Polychloroterphényles (PCT)
Polychloronaphtalénes (PCN)
4. Aromatiques halogénés avec oxygene
Polychlorophénols (PCP)
Pdhjorodibenzo-para-dioxines
(PCDD)
Polychlorodibenzofurannes (PCDF)
5. Aromatiques volatils Benzene
Toluene
Xyléne
6. Amines aromatiques (AA), Esters phtaliques, cotants,
pigments, surfactants, produits pharmaceutiques...

Pesticides et biocides 1. Organo-halogénés aliphatiques
. Acides phénoxyacétiques

. Diphényls (DDT)

. Cyclodiénes

. Triazines

. Carbamates

. Organophosphorés

. Organomercuriels

O~NO O WN

Pourtant, méme apres ces années d’étude, notrnerébemsion et notre
connaissance des mécanismes moléculaires et aeluédfectués par la toxicité
des polluants demeurent tout a fait limitéesldGSTONE, 2001). L’étude de ces
mécanismes dans les habitats naturels spécifigiasne condition importante
pour des futures applications de biosurveillanceo@RE 2002). Ainsi, on a
proposé la mesure de biomarqueurs a des niveausx s d’organisation
biologique en tant qu'outils sensibles de détectowécoce pour la mesure
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d’effets biologiques dans [I'évaluation de la qu@alile I'environnement
(CAJARAVILLE etal., 2000).

L’étude des effets toxiques des produits chimigses les organismes
vivants et leur environnement (écotoxicologie) ampbase les interactions qui
existent entre la chimie environnementale et lalogie des effets. Les
conditions d’expression de la toxicité dépendent x@mobiotique (teneurs,
propriétés physico-chimiques, voies de pénétratmaractere cumulatif), de
'organisme considéré (aptitudes métaboliques, esiblbiologiques, état
physiologique : age, sexe) et des parametres deumitempérature, salinité,
pression). La variation donc de certains marquduosogiques lors d’'une
exposition a des contaminants peut aider a la #arsation des effets de la
contaminantion par des polluantso@UENEet al., 2002). Un xénobiotique est
un composé étranger a un organisme particulierngotervient pas dans le
métabolisme normal. Il peut étre naturel ou fal&igoar 'homme (A-
PENG, 2003).

L’élimination de ces composés (xénobiotiques) pardrganismes vivants
dépend des procédés de métabolisation et d’exardt® sont dits persistants
lorsque la métabolisation ou I'excrétion est inctatg Les causes d’élimination
inefficace des xénobiotiques varient suivant lggess et les différents groupes
d’organismes (Invertébrés ou Vertébrés marins)taler composés sont donc
persistants chez certaines especes et non chezred’auDe nombreux
hydrocarbures sont plus persistants chez les Ewe$ marins que chez les
Vertébrés. D’autres hydrocarbures aromatiques Baleg comme les PCB sont
persistants chez tous les animaux. L'accumulat®rmrces molécules chimiques
et leur persistance dans les tissus lipidiquesaflmiomulation) dépendent de
facteurs physiologiques (variations saisonnieregraduction, nutrition), et de
caracteres environnementaux (température, hydmlaggochimie du milieu)
(RNO, 1994), et résulte d'une interaction entretdacs physiologiques
(croissance, perte de poids, absorption, stockag@jnique ( transfert de
meétaux, spéciation, biodisponibilité) et environeemaux (température, MES,
chlorophyle) (Casas, 2005). En d’autres termedisigibution des xénobiotiques
dans les tissus est aussi dépendante de leur ¢atcndans le milieu, de leur
hydrophobicité, de la taille et de la structurenuljue de la molécule, ainsi que
des capacités métaboliques de chaque espéce (RDIB). ZEn effet, cette
biodisponibilité des contaminants est liee a leumie chimique et a leur liaison
plus ou moins forte avec les particulesupRAL & ALzIEU, 2004)

L’action toxique d’'un xénobiotique peut se résuemei3 phases :
« Phasel :phase d’exposition ;
 Phase ll :phase toxicocinétique qui corregp@a l'absorption et la
redistribution du contaminants ;
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* Phase lll : phase toxicodynamique durant laquellgédnobiotique et ses
produits de biotransformation peuvent interagir cavies cibles
biologiques.

La biotransformation est I'ensemble des réactioischimiques, en
général enzymatiques, capables de modifier latstreicles substances exogenes
ayant pénétré dans l'organisme, afin d’en favorismination (Fig. 1). Ces
réactions se deroulent en deux temps : une phagégiadation (le plus souvent
sous forme d’oxydation) et une phase d’hydratati®aci a pour résultat de
rendre les produits exogenes solubles dans l'eawlosic d'en faciliter
I'excrétion. L'existence d’'un tel systeme de métaation a été démontrée chez
la truite pour la premiéere fois en 1965 (RNO, 2003)

Il existe des systemes enzymatiques appelé « desepha qui
interviennent dans l'oxydation du xénobiotique afju’il soit mieux intégré
dans le métabolisme normal des composés biotidjugagit dans la plupart des
cas de réaction de monooxygénation pouvant indudes composés
intermédiaires plus toxiques que le produit init@es composeés intermédiaires
ont la capacité, dans certaines conditions, daesealix macromolécules du
vivant notamment aux acides nucléiques de ’TADNamant ce qu’on appelle
des « adduits ». Ce processus, par les risquesgamgs qu’il peut entrainer,
constitue une des étapes précoces de la cancéseg@eQUENEetal., 2002).
Le métabolisme oxydatif est impliqué dans la sys¢hée molécules endogenes
comme les hormones stéroides, les acides grasyit@sines, les acides
biliaires, les prostaglandines, et dans la transétion de molécules exogenes
tels que les polluants organiques (RNO, 2006).

Temps | :Addition d’'un groupe fonctionnel (hydroxyl, carboxyl,
sulfhydryl,...) a la molécule exogene

Temps Il :Conjugaison molécule exogene + molécule endogéene

Produit final 6ubstance plus hydrosoluble facilement excrétée)

Fig. 1: Les deux phases de la biotransformatioml(BRoOUK, 2005)
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Les impacts des activités humaines sur la divelsddgique, du niveau
génique a celui de I'écosysteme, sont plus maededans les zones cétieres
(PNUE/PAM, 2004). En effet, elles sont exposéesudetune série de menaces,
parmi lesquelles la commission mondiale de I'envement et de
'aménagement a pu en citer les causes (RNO, 2Q@8).activités qui sont
connues pour porter significativement atteinte italiversité de I'écosysteme
comprennent le trafic maritime (déversements d’bgdrbures, introduction
d'especes exogenes), les activités industriellefluéats chimiques), les
opérations de dragage et d'immersion, la pécha atdriculture, les invasions
biologiques, le tourisme, etc.(PNUE/PAM, 2004).

En Méditerranée, les principaux stresseurs que &amis en évidence
(AEE, 1999) et qui occasionnent des altérationadeodiversité et, portant une
dégradation de la qualité des écosystemes, sonsuemnts (PNUE/PAM,
2004):

1. 'eutrophisation résultant de [I'agricukturdu développement urbain et
touristique;

2. la pollution industrielle et par les hydrocamsir

3. la péche, I'exploitation des ressources biologget la mariculture;

4. les invasions biologiques par suite du traficitime et de 'aquaculture;

5. la perte d'habitats.

6. les eaux usées provenant des agglomeérations.

L'impact de la pollution chimique/industrielle, toicomme celui de
I'eutrophisation, sur la diversité biologique, sguarmi les mieux étudiés a
toutes les échelles (spatiale, temporelle). Lesaotp de ces stresseurs
(complexe de stresseurs) sont semblables, et ne damt pas faciles a
distinguer a la plupart des niveaux, a I'exceptdn niveau des organismes
(effets biologiques).

[1. Biosurveillance de la pollution marine:

Les réponses aux grandes questions scientifiquepage la protection de
I'environnement littoral passent nécessairementupar meilleure connaissance
des mécanismes de toxicité, afin d’améliorer I'éasibn prédictive des impacts.
Aujourd’hui, les connaissances acquises sur letimmrement des écosystemes
permettent une meilleure appréciation de la capaticceptation du milieu.
Ceci pose la question des stratégies de survedlldecl’environnement, mais
également des méthodologies permettant de conmedttendances d’évolution
a long terme des paramétres de qualité du milieudet niveaux de
contamination des populations (RNO, 2003).
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La mesure directe des contaminants dans l'eaagpil a des techniques
analytiques sophistiquées et colteuses, difficilnagplicables a de grandes
séries d'échantillons. Par ailleurs, la variabiléénporelle du milieu littoral ne
conféere que peu de représentativité a une mesuretymle dans la colonne
d’eau (RINBIO, 2001). L’écotoxicologie marine esaimenant en mesure de
proposer un premier élément de réponse a I'évaliate I'effet des polluants
par le développement d’indicateurs biologiques iointicateurs (RNO, 2006).

La biosurveillanck utilisant la moule comme bioindicateur repose sur
I'hnypothese que le contenu en contaminant de detameflete la concentration
en contaminants biodisponibles dans I'eau sous dsriparticulaire et / ou
dissoute, selon un processus de bioaccumulationtékét des " organismes
sentinelles " ou "indicateurs " pour la surveilandes contaminants dans le
milieu marin est reconnu au niveau internationafRaL & ALzIEU, 2004). Le
recours a l'utilisation de la moule repose sur &pacité de ce bivalve a
concentrer dans ses tissus les contaminants clesiglans un facteur
proportionnel a leur biodisponibilité. Les techregudites des bioindicateurs
guantitatifs et qualitatifs utilisent cette propéiépour suivre la contamination
chimique du milieu, tout en atténuant ses flucaratia court terme.

La présentation d'indicateurs, la justification estifigue de leur
utilisation, ainsi que la liaison entre les diffiéi® niveaux sont présentées pour
les différents échelons d’organisation biologigitapres. Malheureusement, les
liens entre les niveaux biochimiques et écologigsest aujourd’hui encore
difficiles a établir formellement (PNUE/PAM, 2004).

¢ Au niveau génique: biomarqueurs moléculaires poécebkr les
modifications génétiques induites au niveau desrasgnes et/ou de la
population;

¢ Au niveau des organismes: biomarqueurs pour mesla®r effets
biologiques: biochimiques a physiologiques Liaisons avec le niveau
moléculaire;

¢ Au niveau des populations: il comprend la génétidgmmographique pour
détecter les stress, les modifications morpholaggget les modifications
de la dynamique démographique> Liaisons avec les niveaux
moléculaires et écosystémiques ;

¢ Au niveau des communautés: composition, structute fomction
communautaires — toute une série ou une combinaiiodicateurs
ecologiques— Liaisons avec le niveau de la population;

! Biosurveillance : utilisation des réponses biologis| d’'organismes sélectionnés pour la
surveillance de I'environnement (PNUE/PAM, 2004).
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¢ Au niveau des habitats: surveillance des habitagéspéces clés—
Liaisons avec les niveaux de la population et dedmmunauté. Ce
niveau comprend la surveillance des Oiseaux etMiE®mMiferes, ainsi
gue des écosystemes intacts comme les aires speial protégées.

1. Les réseaux de surveillance environnementale et atégie de
recherche

L'objectif d’'un programme de surveillance biologegast d’évaluer I'état
de santé de I'écosysteme marin et de prédire ledseh long terme des
polluants. Dans cette optique, les stratégies dépées sont de deux types.
Certaines utilisent les populations indigénes delles sauvages ou cultivees
(biosurveillance « passive », cas du Réseau Natoi@doservation en France
(RNO), du réseau de surveillance en Italie, ou dMussel Watch » aux Etats
Unis. D’autres organismes ont recours aux trangpldhndividus provenant
d'un site de référence (biosurveillance « activeRNO, 2006).

¢ Réseau National d’Observation de la qualité dueuailimarin (RNO)

Le Réseau National d’Observation de la qualité diemmarin (RNO) de
I'lfremer a été mis en place en France en juin 18&@4le Ministére chargé de
I'environnement avec pour premier objectif I'évdloa des niveaux et des
tendances de contamination et des parameétres gendeda qualité du milieu.
C’est un réseau de type « passif » dont les premigiiévements ont débuté en
juin 1974 et ont essentiellement porté jusqu’en8l81r les eaux marines. Par la
suite, se sont développés les programmes de danggldes contaminants dans
la matiere vivante, compartiment mieux adapté pépondre aux objectifs du
RNO qui sont ceux d’évaluer les niveaux et les &meds de la contamination
chimique du littoral, ainsi que des parameétres ganéde la qualité du milieu
en intégrant également les mesures d'effets bmplegi desontaminantsLes
organismes marins, moules et huitres, sont alalisést comme indicateurs
guantitatifs de la contamination.

Ainsi, la surveillance de la contamination cotiarété effectuée des 1979,
le long des cétes francaises, en utilisant la maoleme espéce indicatrice.
Cette approche, dite de moule témoin (sentinellex®ussel Watch », a été
utilisée pour surveiller la contamination par leétaux (Hg, Cd, Pb, Cu et Zn),
les organochlorés (DDT, DDD, DDE, lindane, etc.) les hydrocarbures
polyaromatiques. C’est en particulier 100 pointgpdeevement de Mollusques
visités quatre fois par an depuis 1979UAB-MENARD etal., 1980; THIBAUD &
BOUTIER, 1988; QAISSE, 1989; CAISSE et al., 1992; AMIARD-TRIQUET et al.,
1999; GAisse etal., 2001).
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¢ Réseau Intégrateurs Biologiques (RINBIO)

Le Réseau Intégrateurs Biologiques (RINBIO), résgadype actif, a été
développé en partenariat entre I'lfremer, I'’Agedeel’eau Rhone Méditerranée
Corse (RMC) et I'Institut de Radioprotection et 8areté Nucléaire (IRSN)
depuis 1996. La technique spécifigue de mesure d®mtamination chimique
au moyen de moules en stations artificielles adétiéeloppée dans le cadre du
réseau RINBIO. Ce réseau se base sur les capaoigscumulatrices de la
moule mais utilise la technique des transplant®ir{dicateurs actifs) qui
combine le controle expérimental réalisé en laloo@atavec le réalisme des
expériences pratiquées sur le terraire{BENS & DUEDALL, 1981; FELPS
1983; REGoLlI & ORLANDO, 1994; HAYNES et al., 1995; FhYNES & TOOHEY,
1998). Cette technique procure de nombreux avastage

Les mesures sont optimisées par l'utilisation k&tillons homogenes
au regard de la population d’origine, de la tailde I'dge et de leur
environnement. Elle permet ainsi de déployer giigteement des stations le
long de gradients physiques et chimiques ou deplaser prés de sources
potentielles de pollution, comme le sédiment owzlmses de rejet en mer, pour
en suivre I'impact (lOck DE, 1983; Kock DE& VAN HET GROENEwWoOUD 1985;
BUESTEL, 1997; AIDRAL & STANISIERE, 1999; »zAcC et al., 2000; ANDRAL et
al., 2001; ANDRAL etal., 2004). Le phénomene de bioaccumulation fonctiohna
a I'échelle de quelques mois permet de s’affrandég fluctuations rapides des
masses d’eaux et facilite 'analyse des teneurs @levées rencontrées dans les
organismes (ADRAL, 2004). Les procédures et la méthodologie deetrant
des données du réseau RINBIO permettent de dismimles facteurs
physiologiques, nhotamment la croissance liée awxctéristiques trophiques du
milieu et les facteurs environnementaux qui intesggnt sur le signal brut de
contamination mesurée dans la moule. A I'échelleé&ieau, les données sont
ajustées a un individu standard et peuvent étrepacdes indépendamment de
I'nétérogénéité physico-chimique et trophique désssde stabulation E3SAS,
2005).

Cette derniere technique est utilisée avec sucaedep laboratoires de
I'lfremer en Méditerranée, depuis 1996, dans lereatll Réseau Intégrateurs
Biologiques (RINBIO). La transplantation d’organessn(« cages a moules »),
issus d'un méme site, permet en effet de séleaionles stations
indépendamment de la présence de populations hesrée leur distance a la
cbte et de leur profondeur. Elle permet égalementétiuire I'influence de
nombreux facteurs externes et internes, susceptidieduire des fluctuations
dans les mesures : variations entre especes, ivasaaisonnieres, variations
pour une méme classe d’age ou de taille en raisodifférences génétiques
(MONIQUA, 2005).

11
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2. Technigue et procédure de transplantation

La biosurveillance active est basée sur la compamaides propriétés
chimiques et/ou biologique des échantillons dasquels ont été rassemblés a
partir d'une population et qui ont apres randonisatet translocation, été
exposeés aux différentes conditions des emplacenaesusveiller (RMEO et al.,
2003). De récentes études ont montré que la tramispion des Mollusques d’un
emplacement de référence (sein ou moins pollué) seateur pollué, peut étre
une stratégie pour biosurveiller les effets du geament environnemental des
zones cotieres ou d’estuairesA@¢l, 2002 ; RPMEO et al., 2003; HONKOOP,
2003 ; BoDIN, 2004 ; RENZILLI, 2004 ; GFFARD, 2005).

Cette technique des stations artificielles estisé#l depuis la fin des
années 1970. Les objectifs sont diversifiés : sdevirejets (industriels, station
d’épuration, dragage, eaux usées urbaines), étudpatt, détection locale de
contamination, surveillance (@2aAc et al.,, 2000 ; HoNkooP et al.,, 2003 ;
MARTEL et al., 2003). Elle se heurte a un certain nombre deraiom¢s au
premier rang, ceux de pouvoir mettre en ceuvre umillage capable de
maintenir en stabulation les échantillons et de arantir des conditions de
survies acceptables. Différents systemes plus aosnidaborés ont été réalisés :
de la simple ligne de mouillage sur laquelle I'adfibon est directement fixé
dans un filet a la ligne de satellite permettanstdduler plusieurs échantillons
dans des paniers en plastique inerte spécialernagts a cet effet.

Aussi, tout les programmes de surveillance utitishes transplants a une
large échelle spatiale se trouve confronté au glevsecteurs hétérogenes du
point de vue physico-chimique et trophique. En tiéjpin protocole standardiseé,
la variabilité des milieux peut brouiller le sigraddtenu par la mesure directe des
contaminants dans la chair du biointégrateur. Ramele, pour certains métaux,
la croissance agit comme un facteur de dilutiodadgquantité de contaminant
incorporée, I'amaigrissement comme un facteur aeeotration (BsAs, 2005).

Cependant, ces techniques @aging ont été fortement développées ces
derniéeres années ACRos et al., 2002; MOUGRAUD et al., 2002; ROMEO et al.,
2003). Elles ont divers avantages tels que:

* l'uniformité génétique des individus de la méme artd (limitant de ce
fait les variations naturelles) et la possibilig¢acer les cages de moules
dans des sites ou elles ne sont pas présentegltsanant (BDIN et al.,
2004),

» la sélection des stations d’échantillonnage inddpemment de la
présence ou pas de populations naturelles et dedlstance a la cote
(Casas, 2005).
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» la possibilité du choix du site, la maitrise dedlaée d’exposition des
moules (intégration de la réponse) et le contr@dadmise en place des
transplants (A-PeENG, 2003).

» L’optimisation des mesures par I'utilisation d’éntilons homogénes au
regard de la population d'origine, de la taille, bgge et de leur
environnement (&sAs, 2005).

» Elle permet également de déployer stratégiquenenstations le long de
gradients physiques et chimiques ou de les places ple sources
potentielles de pollution, comme le sédiment owzlmses de rejet en mer,
pour en suivre I'impact.

Par contre, les inconvénients peuvent étre la iodistique inhérente a
la mise en place de mouillages en mer et leur téameeaux aléas climatiques et
humains. Aussi, les expériences de transplantadiemandent beaucoup de
travail de terrain; si l'on tient compte du colé da main d'ceuvre, le
déploiement de transplants occasionnent beaucodppminses (NHLE, 2003).

Dans le cadre des travaux réalisés pour RINBIGs solution techniques
complémentaires ont été retenues pour fixer unréitlom composé de 10 kg de
moules stockées dans une poche ostréicole comptecompartiments (Fig.
2) (Cossaetal., 1998 ;ANDRAL & STANISIERE, 1999 ; ANDRAL et al., 2001 ;
ANDRAL etal., 2004) :

¢ Un mouillage de surface constitué d’une bouée erdyjobilis maintenue
sur le fond par une chaine de 40 metres (diam&rmm) reliée a une
ancre plate de 35 kg ;

¢ un mouillage de sub-surface constitué de la poohelg/licole elle-méme
reliée a un lest de 45kg ;

¢ un mouillage de type « phares et balises » pouangarun meilleur
pourcentage de récupération, certains échantikorisété fixés sur des
points d'immersions existants (bouées des pharedaéises, récifs
artificiels, filieres), en tenant compte des podsshinteractions de ces
structures sur les analyses chimiques.

Les relargages éventuels de contaminants par efeble de ces

dispositifs ont été considérés comme négligealilagpte tenu de la position des
poches dans la colonne d’eau.
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Mytilus galloprovincialis

Relié a une bouée

Fig. 2. Dessin du type de mouillage, poches compartimergg en trois
(CasAs, 2005).

Le centre principal de biosurveillance actif uting les moules, se trouve
dans des régions tempérées du globe en utilisasitedpeces ddMytilus
(NicHOLSON & LAM, 2005) La technique des transplants de moules s’est ainsi
révelée particulierement adaptée au suivi des uowede contamination
chimigue en Méditerranée. Les développements ésaligermettent d’en
optimiser les colts d’'une maniére significativee@wes taux de récupération
eleves et des methodes de traitement garantissaatidlité des résultats. Ce qui
ouvre la porte & de nombreuses possibilités : sleviejets (industriels, station
d’épuration, dragage) ou de panaches de riviergjedt d’impact, détection
locale de contamination, surveillance globale dgulalité du milieu,... (Ifremer,
2003).

La méthode des transplants permet donc dévalmolition de la
gualité du milieu. Toutefois, sa mise en ceuvre a lange échelle spatiale
nécessite la prise en considération des caraagéest trophiques des sites
d'implantation. Selon ADRAL & ALzieEu (2004) si l'age et le stade de
maturation des échantillons peuvent étre parfaitmentrolés, par contre la
variabilité physico-chimique et trophique des silesstabulation devraient étre
appréhendeée.
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Tableau 2: Différences observées entre la biosurveillanceaet passive

Biosurveillance active

Biosurveillance passive

Les temps d’exposition des transplants
plus longs (plusieurs semaines).

Les résultats peuvent étre obtenus
guelques jours.

Les résultats illustrent la pollution pend
la période d’exposition

Les résultats démontrent la pollution
anneées précédentes.

Codt supplémentaire relatif aux mateéri
et aux temps de préparation des transp
avant la phase d’exposition.

Codts liés aux transports deshantillons
et aux analyses chimiques.

Suivi temporel possibles des caracty
hydrologiques : température, salinité,,
pH...avec la fréquence souhaitée.

Prélevement des caracteres hydrologi
brs des échantillonnages.

Suivi temporel possible des concentrati
en contaminants (métaux lourds dissou
particulaires, PAH, PCB...) avec
fréquence souhaitée.

Prélevement et dosage des contamin
de retour au laboratoire ap
I’échantillonnage.

Présence de risque de vandalisme.

Aucun risquartalisme

Suivre I'impact d'une pollution ponctue
méme si I'espece sentinelle n'y est
implantée naturellement.

Suivre I'impact d’une pollution que si 'y
présence de I'espéce cible.
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3. Les indicateurs biologiques de pollution

La notion d’indicateur biologique a évolué d’annéasannées. Au départ,
le terme de bioindicateur désignait tout organismesysteme biologique qui,
par sa présence ou son absence, était caraciéegistign milieu précis ou alors
révélait I'incidence d’un facteur particulier.

Ce terme désigne alors des espéces biologiquesimalas qui, du fait de
leurs particularités écologiques, réagissent a allugnt par une modification
nette et spécifique de leurs fonctions vitalesMER, 1997). Et plus précisément
un indicateur biologique est un organisme ou uride d’organismes qui -par
référence a des variables biochimiques, cytologiguéthologiques ou
écologiques- permet de facon pratique et slre dactemiser I'état d’un
ecosysteme ou d'un écocomplexe et de mettre erersedaussi précocement
gue possible leurs modifications, naturelles owpgoées (BAUDIN, 1986).

La surveillance biologique de la qualité des resssI vivantes
commerciales cotieres, vis-a-vis des diverses pofls employant les
bioindicateurs vise finalement la surveillance de danté publique chez
I’'homme, qui est le consommateur final dans lambailimentaire.

Les organismes (marins) concentrent beaucoup l#gapts : ils sont
donc utiles pour prévoir et pour détecter la distiion spatiale et temporelle de
ces polluants. lls sont ainsi choisis dans les narmogies de surveillance d’apres
leur importance envers I'homme, la commodité dechdétillonnage,
I'« importance » écologique et la diversité biodqume, physiologique et
comportementale. En résumé, les propriétés d'unndicateur (ou espece
sentinelle), doivent étre les suivantesgeNE, 2007) :

» Elle doit étre représentative du milieu ou elle mgis en méme temps, on
doit pouvoir comparer plusieurs endroits de la &tec la méme espéce
indicatrice.

 Elle doit montrer des variations quantitatives eualgatives
représentatives des changements du milieu ouitlle v

 Elle doit étre représentative des especes comrliséga pour le
consommateur final : elle doit donc étre une esm®remerciale. Voici
guelques Indicateurs biologiquéss plus connus, et employés chez les
Vertébrés, et/ou Invertébreés :

Chez les Vertébrés, ce sont essentiellement lessét (le plus souvent,
Poissons benthiques, plus ou moins sédentairentvauar le fond de la mer :
Poisson plat, du type « limande » ou « flet » résentatif des pollutions
entrainées au fond de la mer par les matiéres sgession qui sédimentent, et
le plancton mort qui coule @BANE, 2007).
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Chez les Invertébrés, on choisira de préférendéddale, parce qu'elle a
une répartition universelle, ce qui n'est pas e @a I'Huitre, ni de la Coquille
Saint-Jacques. De nombreux « bioessais » sonttedfecsur des larves de
Mollusques bivalves, ou d’embryons d’Oursins, spkecnent dans le cas de
déversement en mer de substances dangereusegpdrsedle ces organismes
vis-a-vis de la pollution peut-étre assimilée auest-souris » en biologie
terrestre. Dans le regne végétal, on trouvera inedaalgues Laminaires ou
Fucug, et chez les Phanérogames, Rasidonie (mais des limitations de
distribution restreignent l'usage de ces indicaduologiques). Au point de vue
microbiologique, on distinguera ainsi les colifosrfécaux, les streptocoques et
les salmonellescomme indices de contamination urbaine; on les nemm
egalement, et pour les mémes raisons « germesteSis8ANE, 2007).

Une bonne connaissance de la biologie des espé&tasne condition
essentielle a leur sélection comme bioindicateuétude des cinétiques
d’accumulation permet d’obtenir des informations lsudurée d’intégration de
la contamination. Des connaissances sur le modédi stratégie de nutrition,
la reproduction, la croissance, la durée de vid aassi nécessaires. Plusieurs
especes déja utilisées dans la surveillance dueumitharin ont échoué de
satisfaire les conditions requisesa@diLE, 2003). Les stratégies d’accumulation
propres a chaque bioindicateur surtout pour leauxétraces doivent étre bien
établies avec des expériences au laboratoiel(Ps & RAINBOW, 1993).

De la plupart des sources écotoxicologiques, lasé¥iges présentent de
nombreux avantages dans le choix pertinent d'un@eces sentinelle. La
connaissance et la compréhension des mécanismegragessus de
métabolisation et de génotoxicité est plus dévealepphez les Vertébrés que
chez les Mollusques {8GEMAN et al., 1992). Les réponses sont aussi plus
fortes et donc plus « lisibles ». En revanche réamde mobilité des Poissons et
les difficultés liées a leur capture sont de folestations a leur usage comme
bioindicateur. En tant qu’organismes filtreurs, lesules ont d’intéressantes
capacités a concentrer certains contaminants s lgs métaux lourds et
certains matieres organiques persistants a l'endpoécis ou elles se
développent (fiomAs etal., 1990).

Les chercheurs se sont mis d’accord sur le prindipéliser la moule
méditerranéenndytilus galloprovincialiscomme bioindicateur quantitatif et
gualitatif (FSHER etal., 1987). Le choix de cette espéece dans le cadreiigiu s
biologique des effets de la pollution cétiere sg brganismes marins n’'est pas
strictement scientifique puisque la moule rest@raduit consomme, et donc la
salubrité de cette espéce concerne la santé pabl{ocQuUENE 2002).
Cependant, quelques participants se sont rendupteogue cette espece est
devenue rare et méme absente dans la partie S&t de la Méditerranée. Ce
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changement dans la distribution résulte probabléndenla destruction des
habitats a cause du développement cétier, ou pgeaitdé I'interférence avec
d’autres espéces provenant de la Mer rougeiihe, 2003)

4. Les margueurs biologiques de pollution

Les écosystemes aquatigues sont I'objet de progesrda surveillance
gui cherchent a quantifier, mais aussi a prévémphct des pollutions. Or, les
mesures chimiques ont leurs limites : elles neeaigngnt pas sur les effets de
mélanges de contaminants et ne permettent pasteetatéles plus de 100 000
molécules chimiques a caractére toxique existagtagjetées dans le milieu
naturel.

L'idéal serait de prédire les effets biologiques {@us niveaux
d'organisation biologique) a partir d'informatiossr la contamination et,
réciproguement, de diagnostiquer une pollutilersitu (concentration dans le
temps et lI'espace) a partir uniguement du minimarmdsures biologiques chez
le minimum d'especes. Dans cet esprit, les scigméi$ ont développé de
multiples méthodes de mesure de variables biolegiget écologiques qui
viennent compléter les analyses chimiques. Par ghegihest trés intéressant de
mesurer des marqueurs biochimiques qui détectemtrésction de défense de
I'organisme vis-a-vis du polluant toxique (hydrdeaes aromatiques
polycycliqgues (HAP), polychlorobiphényles (PCB), tanéx lourds, produits
phytosanitaires...). Ce ne sont ni des dosages igqi® ni des mesures
traditionnelles de bioindication, mais ces margsduologiques quantifient un
niveau d'interaction toxique entre l'organisme etpwlluant biodisponible et
ceci de fagcon précoce avant que des effets irnélkessn’apparaissent (MARD
etal., 1998a).

Les rapports entre I'exposition face aux contammarhimiques et les
changements de plusieurs processus biochimiques wh@rganisme peuvent
permettre ['utilisation de ce dernier comme margseubiologiques
(généralement désigné sous le nom de biomarquelesposition et des
premieres reponses aux contaminants chimiqueso@zept est dérivé de l'idée
gu'un effet toxigue se manifestera au niveau slille@le avant que ces effets
ne soient apparents a des niveaux plus élevés afisafion biologique. La
mesure des réponses biochimiques et physiologifams aux contaminants
chimiques chez un organisme peut servir a amélidraluation des
expositions biologiquement significatives aux prigglehimiques anthropogenes
toxiques, et augmente la capacité d’évaluer leugsgjeffets sur la santé et la
survie des populations exposéesiES etal., 1998).
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Les biomarqueurs ont été, a l'origine, développaéissde médical et les
sciences vétérinaires. Et Ia, ils sont en phasesante dans leurs utilisation sur
les Invertébrés en particulier les bivalves comm@miarqueurs pour
I’évaluation de la pollution marine (BHoLson, 1999 a, b, 2003a).

Le biomargueur toxicologique serait la réponsedgmjue (biochimique,
cellulaire, physiologigue ou comportementale) qians un tissu, dans les
liquides corporels ou au niveau d'un organisme dansensemble, donne une
mesure d'exposition a un toxique et/ou d'effetdpits par un ou plusieurs
polluants. Les biomarqueurs sont des outils impbstaen toxicologie. lIs
permettent d'améliorer I'évaluation du risque @tations cellulaires résultant
d’'une exposition a des xénobiotiquesigW etal., 2003).

A ce jour, un certain nombre d’avantages et detditioins ont été relevés
dans [utilisation des biomarqueurs. Au nombre d@emntages, I'on peut
mentionner les éléments suivants (PNUE/PAM, 2004):

¢ les événements moléculaires, biochimiques ou edélkd ont tendance a
étre plus sensibles, moins variables, mieux coeseentre les especes, et
souvent plus faciles a mesurer que les indicestr@ssscommunément
étudiés au niveau des organismes;

¢ les altérations moléculaires et biochimiques seatdremieres réponses
guantifiables décelables aux modifications enviemantales;

¢ les marqueurs moléculaires et biochimiques peuwentir a la fois
d’indicateurs d’exposition et d’effets dans lesamgmes.

Mais il convient toutefois d’observer que:

¢ I'age, le régime alimentaire, les facteurs enviementaux, les variations
saisonnieres et le cycle de reproduction peuvendiffeo un certain
nombre d'états structurels représentant la noréalidt seraient
susceptibles d’étre déroutants lorsqu’on s’empéoietiliser des critéres
morphologiques comme biomarqueurs d'effet;

¢ il pourrait exister des chevauchements entre untéxgue anticipé et
certains aspects de la gamme de morphologie ngrmale

¢ il est difficile de relier les réponses biochimiguela santé de I'organisme
et & des effets adverses sur la population, le dyjpéormation qui est
souvent le résultat final de la surveillance devieonnement. Toutefois,
ce probleme peut étre surmonté en choisissant mesalgueurs qui
détectent des événements cellulaires et biochimigquanement associés
a la protection et a la défense de la cellule eonés agressions
environnementales.
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Différentes catégories de biomarqueurs ont éténtiitkes . des
biomarqueurs @xposition et de réponses (alleffet), ou des biomarqueurs de
stressgénéral et spécifique (LAFONTAINE et al., 2000). A cet effet, dans
I’évaluation de la qualité de I'environnement, désmarqueurs d’exposition et
d’effets sont employés chez des organismes biatelits choisis parmi une
communauté exposéeuhbd AMADO, 2006). Par exemple les métallothionéines
et les enzymes antioxydantes, qui ont pour fonctu@n complexer ou de
métaboliser des composeés nocifs, appartiennencatégorie des biomarqueurs
d'exposition. lls indiquent la présence de xénadpts plutét que leur toxicité
(WIRTH et al., 2003). Les biomarqueurs écotoxicologiques soatntanant
classés en 4 catégoriese{[PEDGE 1993) (tableau 3):

1. Biomarqueurs d’exposition, ils ont l'avantage de quantifier les
contaminants biodisponibles ;

2. Biomarqueurs d'effets, ils intégrent les effets dus a de multiples
stresseurs ;

3. Biomarqueurs d’exposition et d’effets, ils utilisent une réponse
biologique normalement observée en conditions aHhs

4. biomarqueurs d’effet chroniques,de nature écologique.

Les biomarqueurs dffets sont indicateurs d’'une réponse non spécifique
au stress engendré par une exposition a de mgltgdents stresseurs. Les
mesures utilisées englobent tous les parameétredidanels affectés par un
stress.

Les biomarqueurs dxpositionsont définis comme tout xénobiotique, son
métabolite ou produit d’interaction entre le xémigjue et une molécule ou
cellule qui sont mesurées dans les organismes @ow unité de I'organisme
(DEPLEDGE et al., 1995; loPEzZBAREA & PUEYO, 1998). Ainsi, certains
biomarqueurs vont pouvoir indiquer des dysfonctemants physiologiques ou
méme des lésions chez les espéces étudiées et tpperrm@®btenir des
indications sur I'état de santé des écosystemeatke atompléter les études de
biosurveillance (A-PENG, 2003).

Les biomarqueurs peuvent étre qualifiés selon deteres :

- Soit d'indices de stress généraukaduisent une réponse de I'organisme a un
ensemble de polluants sans permettre de déterdaneature méme de ces
polluants. Il s'agit de la durée de survie a ks moules (test du stress sur
stress), de la fréquence des micronoyaux dans disles branchiales de
moules, de la stabilité lysosomale membranaire, 'decumulation des
lipofuscines et de la détermination des lipidesmsudes glandes digestives de
moules.
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Sois d'indices de stress spécifiqueaduisent une réponse de l'organisme a
une famille de polluants. Il s'agit des métallotidimes qui sont des protéines
qui peuvent étre induites par les métaux lourdsdeu’acétylcholinestérase
inhibée par la présence de pesticides organophospkbde carbamates.

Tableau 3: Difféerents biomarqueurs utilisés pour le diagnostiotoxicologue

(PEAKALL , 1992).

Type de
biomarqueur

Genre de réponse biologique

Biomarqueurs
d’effets

-Réserves énergétiqueshiomarqueurs d'effets, intégrateurs de
condition physiologique (BHGGETTetal., 1992).

-Potentiel de croissanc€Scope for growth): paramétre intégrat
du statut énergétique d’un organisme;BoOWS, 1985).

-Parametres endocriniens: indicateurs généraux de stre

(catécholamines et corticostéroids; mécanismes aulaliées de
'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique chez les spois)
(MARTINOLI, 1991).

-Indices de condition indicateurs généraux de stress, indicat
de la santé des organismesL(FEERIN-MASSICOTTE 1994).

-Fragilité de la membrane lysosomaleindicateur général de

stress, au niveau cellulaire, intégrateur de la ditmm
physiologique (BLLERIN-MASSICOTTE 1994).

eurs

Biomarqueurs
d’exposition

-Estimation de [I'exposition a des substances géiopies;
diminution de Il'immunocompétence ESOMBES et al., 1989;
TRAVIS, 1993).

-Apparition de tumeurs, néoplasies ou maladies reliees a
immunosuppression

Produits métaboliques comme biomarqueurs d’exposibin :

Métabolites de substances xénobiotiques (RéactlerBhases | ¢

1))
-Oxygénases a fonctions mixtes (OFM).

-Acétylcholinestérase (AChE) : biomarqueur d’expiori aux
organophosphorés et aux carbamatee\M(G1987).

Modifications au niveau de I’ADN: Estimation de I'exposition
des substances génotoxiquesKa etal., 1989; TRAVIS, 1993).

une
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Tableau 3: (suite) Différents biomarqueurs utilisés pour le diagnoétiotoxicologue

(PEAKALL , 1992).

Type de
biomarqueur

Genre de réponse biologique

Biomarqueurs
mixtes d’exposition
et d’effets

-Réponses moléculaires Syntheses protéiques et enzymatiq
les premieres a étre détectées et mesurees:

-Métallothionéines (GUILLARD etal., 1995)
-Enzymes métaboliques (l¢GETT etal., 1992)

-Enzymes reliées a I'élimination des radicaux Bb(EAT et
SOD) (Qsvik, 2005).

-Modifications histopathologiques: changements structural
au niveau des organes reliés a la contaminatici l&ttat de
santé général des organismes et en particulier pdésons
(MALLATT, 1985; HNTON, 1990)

eSS,

Biomarqueurs
d’effets chroniques

Parametres écologiques abondance, diversité, structure ¢
communautés (BESROSIERS 1984, 1986, 1990 LAGADIC,
1994).

les

Un critére critigue pour un bon biomarqueur devétie sa capacité de
distinguer les emplacements ou les endroits avegoadité de I'eau (hu etal.,
2004). Certains auteurs @VER et al., 1992 ; NGEL & V AUGHAN, 1996) ont
ainsi rappelé les criteres pour le choix et la libcation » d’'un biomarqueur
destiné a une utilisation sur le terrain et quispaiapporter des informations
relatives au risque pour les écosystemes :

* mesure simple et sensible ;

» variabilité aux facteurs non toxiques (organismeirennement,
méthode) qui soit bien comprise et dans des lindteeptables ; valeurs
témoins en sites non contaminés ;

» réponse dépendant simplement de la dose et du thops permette une
guantification de l'exposition ou de l'effet a pade la mesure du

biomarqueur ; capacité du biomarqueur a distintpgesituations polluées

(pollution simple ou complexe) des situations nolyges ;

 signification biologique : pouvoir prédictif du bmarqueur quant a des
effets a des niveaux biologiques supérieurs (reptoh...) ;
éventuellement prédiction des risques pour ’'homme.

La mesure de ces biomarqueurs moléculaires a descagantages
evidents dans la détection des impacts précocas dix expositions aux
polluants (NCHOLSON & LAM, 2005). En raison du potentiel d’'induction de la
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réparation cellulaire, ces marqueurs primaires eeuwe pas refléter la
concentration ambiante en toxique, et ils devraid¢m principalement employés
comme indicateurs d’exposition (comme un signatiéection précoce), plutbt
gue dans I'évaluation quantitative de la pollut{dicHoLsoN& LAm, 2005).

Les études entreprises pendant les dix dernieragean dans le
développement de biomarqueurs d’exposition aux upots dans
I'environnement aquatique, ont indiqué la nécessitéegrer les interactions de
facteurs abiotiques (température, salinité, tutéjdégime, etc...), et de facteurs
biotiques (cycle de reproduction, croissance, agee, etc....) (NRTONet al.,
2000).

Dans le cas de pollution chronique, I'action delsssances toxiques peut
ne pas étre prédominante, mais liée a plusieurdedec de stress
environnementaux. En combinaison avec d’autreedastenvironnementaux,
les polluants peuvent contribuer a 'affaiblisseing@s mécanismes de défense
et de régulation chez les espéces étudiées. A@sshiomarqueurs d’exposition
concernant les mécanismes de régulations physiplegi sont sujet a des
variations qui rendent difficile la détection ddtets spécifigue des polluants
chimiques. Une bonne compréhension du niveau basiga biomarqueurs dans
des sites spécifiques (Iégerement et fortementl&sljicomme I'évaluation des
points finaux caractéristiques des facteurs phggigues (croissance,
respiration, reproduction), peut indiquer si I'épditysiologique de I'organisme
est affecté (8oLDERS etal, 2002).

Revenant aux biomarqueurs d'effets biologiques dellufon
environnementale, qui ont été identifiés commelsutiles pour I'évaluation de
I'impact de pollution sur les organismes maringlacest di a leur sensibilité,
facilité relative d’application, bas codt, et sfiétié (HUGGETT et al., 1992 ;
WALKER & LIVINGSTONE, 1992 ; WHO, 1993 ; @LowAYy, 2002 ; BNELLI,
2006 ; RAscqo, 2006). Les biomarqueurs d'effets représenterthiengement
biochimique, physiologique, comportemental qui paodifier le bien étre d’'un
organisme\(AN DER OosT etal., 2003).

L’interprétation des résultats des niveaux de brgwaurs est souvent
compliquée par les variations environnementalebi@bgiques sur une base
saisonniere qui ne sont pas liées aux variatiomaigbhes ($IEEHAN & POWER,
1999 ; WLHELM et al, 2001;). Aussi, le cycle de croissance et unenigali
extrémement basse ont montré I'induction de vamatie biomarqueurs AU et
al., 2004).
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Tableau 4: Réponses des différents biomarqueurs selon laecldes polluants
(PEAKALL , 1992).

Polluant Biomarqueur Information

Métaux Métallothionéines et autres ++
métalloprotéines

Intégrité de 'ADN +

Réponse immunitaire +

Atteintes cytologiques ++
HAP Induction des monooxygénasds ++

a cyt. P450

Intégrité de 'ADN +

Adduits a 'ADN et a +++

I’'hnémoglobine

Réponse immunitaire +
HAP chlorés Induction des monooxygénases ++

a cyt. P450

Taux d’hormones stéroides +

Adduits a 'ADN et a +

I’'hnémoglobine

Intégrité de 'ADN +

Réponse immunitaire +
Organophosphorés Intégrité de 'ADN +++

Inhibition de 'AChE +++

Inhibition des neuroestérases +++

(neuropathies)

Réponse immunitaire +

+  : Signal d'une perturbation
++ : Présence d'un polluant de cette classe
+++ : Risque d'effets a long terme
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Tableau 4 (suite) : Réponses des différents biomarqueurs selon laeckes polluants

(PEAKALL , 1992).

Polluants biomarqueur Information
Polluants divers Protéines de stress +
Enzymes du stress oxydant +
Nucléotides adényliques +
Glycogene et autres ++
polysaccharides
Atteintes cytologiques ++

+
++

. Signal d'une perturbation
: Présence d'un polluant de cette classe

+++ : Risque d'effets a long terme

Tableau5: Liste de quelques biomarqueurs)UENEetal., 2002).

Marqueurs biologiques Tissu Référence Unité
analytique

BenzoPyrene BPH [glande |[DeHNENetal, 1973[pmol resorufin  mg

Hydroxylase digestive P.min*

Glutathione S-Transfera$&ST | branchie$HABIG etal. 1974 | nmol. mg P. min'

Catalase CAT| glande [GRENNWALD, 1985 |umol. mg" P. min®
digestive

MalonDiAldéhyde MDA|glande |BUEGE & AusT,|nmol. mg" P
digestive | 1978

Adduits a I'ADN Add | glande |GENneEvois et al.,|adduits per 1
digestive | 1998 nucleotides

Multi Xenobioticl MXR |branchiedMinier & Moore,|ng proteine

Resistance 1991

Acétylcholinestérase AChE|branchieqd ELLMAN etal., 1961 | nmol acétylthiocholine,

mg* P.min’

Superoxyde dismutase SOpPp glandg MARKLUND & U mg protein_1 min_1

digestive | MARKLUND (1974)
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Acétylcholinestérase Biomarqueur spécifique d’effets neurotoxiques

1. Notion générale sur la transmission cholinergique

a. L’acétylcholine et I'acétylcholinestérase

L'acétylcholine (ACh) (Fig. 3) est l'ester acétiode la choline, corps
basique azoté dérivé de I'ammonium quaternaire.cl@sse I'ACh parmi les
composés naturels appelés médiateurs chimiquesnsnetteurs synaptiques
qui réalisent la transmission de l'influx nerveunraeffecteur, neurone ou fibre
musculaire (Fig. 4 et 5), assurant la contractiea thuscles et produisant, au
niveau des visceres, des effets dits muscariniddestation des vaisseaux,
ralentissement du cceur, stimulation des sécrégtargulaires, de la motricité
intestinale, etc.) ; elle exerce d'autre part aau des ganglions sympathiques
un role dit nicotinique, inversant certains effgtécédents. L'acétylcholine est le
médiateur non seulement des terminaisons parasiimgpas mais aussi de la
transmission ganglionnaire et neuromusculaire aigpse de nombreuses
synapses du systeme nerveux central. D’ailleussideines motrices renferment
des guantités élevées d'ACh et possédent unedatitété de choline-acétylase.
Les nerfs sympathiques ou les ganglions sympathigaeavent contenir jusqu'a
300 millimicromoles d'ACh par gramme d'organe frais

Formule de l'acétylcholine : b-acétoxyeéthyl-trimg@tammonium.
Elle a été préparée par voie synthétique en 186Feet étre obtenue
aisément en chauffant de la choline avec 'anhgdadétique. Elle se conserve

longtemps en milieu acide (pH 3,9) mais son hydm®lgst tres rapide en milieu
alcalin (pH 12) et libere I'acétate et la choline.

|_ acetyl _I_ choline —‘

0 CH, CH,
I \ /
CHS—C—O—CHE—CHZ—I‘l\I ® @OH

| BiD CHs |

Fig. 3: Structure chimique de I'Acétylcholine.
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L’acétylcholine est un médiateur qui existe danstiksu nerveux
essentiellement sous forme inactive liée a unespret ce qui le protege contre
la destruction enzymatique. Dans les terminaisongesypaptiques,
I'acétylcholine est contenue dans des vésiculeaisan de 5000 a 10 000 par
vésicule. Sous l'influence de l'influx nerveux, cassicules migrent vers la
membrane et libérent lI'acétylcholine dans la faeyteaptique (Fig. 6 et 7). Dés
sa libération, elle subit une hydrolyse par I'aotylinestérase (AChE)
(EcosicHON, 1996). Presque simultanément la choline-acétylassure la
néosynthese d'ACh qui est stockée sous sa fornmtiviediée (Fig. 7). Ces
enzymes AChEs empéchent I'accumulation aux jonstigynaptiques tout en
les rendant disponibles par de nouvelles stimulatiodes récepteurs
cholinergiques qui viennent d’étre activés (INSBQ?). L'AChE, qui dissocie
spécifiqguement I'ACh en acide acétique et en chpbnété trouvée dans le tissu
nerveux de toutes les especes animales examinées.

L'acétylcholine est une molécule flexible, c'esthd® susceptible
d'adopter un certain nombre de conformations @gves et de stimuler
plusieurs types de récepteurs. Elle est synthétis@eux étapes :

1) D'abord formation de l'acétyl Coenzyme A, AcCoAlos la réaction
suivante catalysée par I'AcCoA synthétase, étaptalnte de la synthése.

AcCoA synthétase
Acétate + Coenzyme A > AcCoA

2) Puis formation de l'acétylcholine a partir de kolie grace a une choline
acétylase ou choline acétyltransférase.

Choline acétyltransférase
AcCoA + choline > Acétitdine

Sa distribution tissulaire de l'acétylcholine esstlarge. Elle est présente :
e dans le systeme nerveux central : cerveau, maowté,

« dans le systeme nerveux vegétatif . au niveau elessrganglionnaires
sympathiques et parasympathiques et au niveau daminaisons
parasympathiques.

e au niveau des terminaisons présynaptigues de lactigon
neuromusculaire.
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Présynaptique

Fente synaptique

Postsynaptique

A

\

[

Potentiel d’action
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Fig. 6: Recyclage de I'acétylcholine RRMACORAMA)
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L’'acétylcholine est une enzyme qui présente desticpéarités
fonctionnelles étonnantes, c’'est une des enzymes [us rapides,
I'acétylecholine est hydrolysée a des vitessesamade 10a 10 molécules & la
seconde, a une vitesse limitée par les constaetesffdsion alors que son site
actif est hautement structuré, permettant la sigééif pour le substrat
(FOURNIER, 2006). Son travail consiste en fait a découper la molécule
d'acétylcholine en deux molécules: en acétyl etcloline (Fig. 7). L'acétyl
détaché se lie alors a la coenzyme-A (agent diatiéty de la choline) et
devient aceéetyl coenzyme-A (ACo-A). Les molécules Afeo-A ainsi que de
choline sont, par la suite, recaptées par le bowwgmaptique afin d'étre
réutilisées. L'ACo-A est alors acheminé dans lemchondries ou est détaché
l'acétyl de la coenzyme A. Les molécules d'acéBtachées ainsi que les
molécules de choline sont par la suite envoyées éhbline acétyltransférase
(ChAT) qui les fixera de nouveau ensemble. Les owés d'acétylcholine
viennent d'étre resynthétisées et sont prétes weaaua étre libérées (Fig. 7)
(LAFLAMME, 2000).

- Chalire acétyd- - Mit echondie

bransherase

- Canal de
- Canal de recapture
recapture da ACo-A
de dhaline

- Acé bdcholie

Q

- Ccoenzyme-A

“‘1\‘_ " g,
+ «?

- R ecepteur

muscarinigue

&3
4 A-:éh,d-"ﬁ

cholinestarase

Fig. 7 : Transmission synaptique cholinergigu@agLAMME , 2000).
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2. L’acétylcholinestérase comme biomargqueur de pollugin :

Des estérases qui hydrolysent des esters de chlimetaux plus élevé
gue d’autres esters ont été désignés comme étarChidinestérases (ChE). II
existe deux types de cholinestérase basés surmpdefictés de substrat et la
susceptibilité d’'inhiber. D’abord, AChE, égalemerdnnu sous le nom de
« cellule rouge », « vrai » ou cholinestérase tge | », catalyse I'hydrolyse de
I'acétylcholine de neurotransmetteur a la cholindaeide acétique. L'enzyme
existe principalement comme cellule nerveuses guopint, la transmission
synaptique cholinergique, mais est également t@wans une variété d’autres
cellules neuronales et non neuronales. Il est sujahe inhibition élevée de
substrat (RUDEAU & SANS CARTIER, 2000). Le second enzyme est la
butyrylcholinestérase de plasma, également connus ste nom de
« acétylcholine acyle hydrolase », «non spécifigue « pseudo » ou
« cholinestérase de type Il ». On la trouve prialdment dans le plasma, et il
agit sur une variété de type de choline, de phémimphényliques et d’autres
types d’esters (AWSON& BARR, 1987).

Le réle de 'AChE dans la transition cholinergigest de régler la
transmission nerveuse en réduisant la concentratienl’émetteur neural
Acétylcholine (ACh) a travers son hydrolyse par Actatalysée, en choline et
acide acétique dans l'espace synaptique des syhajtedinergiques et des
jonctions neuromusculaire 8QUENE et al. 1990 ; GLGANI & BOCQUENE
1990 ; G\LGANI etal. 1992, BBCARTIN & PORTE, 1997, MRBONNE etal. 1999,
MoRrAetal, 1999 ; QLGANI & BOCQUENE 2000).

L’activité de I'AChE est inhibée par la présencepasticides tels que les
organophosphorés et les carbamates et quelquesixriétads chez la moule
(MORA et al, 1999), ainsi que par la présence d’hydrocarb(fPasNE et al.,
1996, KOPECKA et al., 2004), et pour cela l'activité de l'acétylcholitEmse
peut étre employé pour détecter ces molécules endeamer (@LGANI &
BOCQUENE 1989). Quand [I'AChE est inactivée par des esters
d’organophosphates ou de carbamates, la concemtid®\Ch dans la jonction
demeure haute en comparaison avec les organismesxposeés a ces polluants
(BocQuENEet al. 1990 ; QLGANI & BOCQUENE 1990 ; GLGANI etal. 1992 ;
ESCARTIN& PORTE 1997 ; MORA etal, 1999 ; MRBONNE etal. 1999 ; G\LLGANI
& BOCQUENE 2000). Cette inhibition mene a I'affaiblissemgatitysiologique
grave chez les organismes marin®yBeERSCHMIDIT et al., 1997 ; MCHENERY
& al., 1997 ; QMEN etal., 1998).

L’AChE est donc un biomarqueur enzymatique de rtexicité (MoRrA et

al., 1999). On pense que les niveaux d’activit¢ deChE peuvent étre des
indicateurs utiles des réponses biologiques cheoildganismes (les moules et
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les poissons) exposés a la pollution par les patuarganiques spécifiques
(organophosphates et des carbamate COBENE & GALGANI, 1998). Afin
d’accéder a 'AChE comme mesure de l'influence dastaminants appropriés
(spécifique) au biota, certaines conditions dewtai@re réunies. Le secteur
d’étude devrait étre situé dans les estuaires ®tzlenes cotieres, ou la
contamination est plus prononcée et qui est dumiigsellement (KRBY et al.
2000).

Chez les Invertébrés marins, la plupart des aétwinzymatiques varient
avec la température de I'environnement. En réal@e, niveaux d'activités
enzymatiques ne dépendent pas directement de [@tatare du milieu, mais
de l'activité physiologique de I'animal qui estofiieEment corrélée aux saisons et
a la température de l'eau. C’est un éelément es$edmtil’interprétation des
données des marqueurs biologiques. C'est le caxz qssticulier de l'activité
des cholinestérases qui montre des activités &ibte$ en hiver et au début du
printemps. La mesure des niveaux de cholinestérastshabituellement
appliquée a la recherche d’effets neurotoxiquesigées de certaines classes
de pesticides (BCQUENE& GALGANI, 1998). Cependant,APNE et al. (1996)
ont montré que les huiles usagées peuvent se ctenpomme des inhibiteurs
de cholinestérases.

Cette enzyme a été cité dans des études récemsecoible potentielle
des hydrocarbures APNE et al, 1996), ainsi [linhibition de
I'acétylcholinestérase (AChE) peut refléter non |lseent une atteinte
neurotoxique, mais en plus une perturbation datl'ghysiologique global de
'organisme. En d’autres termes, dans des conditidiexposition a une
pollution de type hydrocarbure, le suivi des chedtérases est plutdt considéeré
comme un élément marqueur de I'état physiologigiobay du bivalve plutdt
gue d’'une atteinte neurotoxique spécifique dansak d’'une exposition a des
pesticides. L'effet neurotoxique qui découlent den sexposition aux
contaminants, en particulier les pesticides orghosphorés et carbamates, sont
détectables par la mesure de I'inhibition de I'glodiolinestérase (BCQUENEet
al., 2002). Chez la moule, les activités AChE lessglrtes ont été mesurées
dans les branchies (BQUENE et al., 1990), et le choix de porter la mesure
uniguement sur cet organe permet également derasiafiir en partie de
I'influence de la gamétogénése et des périodesar¢ep sur le contenu en
protéines de ces tissusdBQUENEetal., 2002).

La cholinestérase hydrolyse l'acétylcholinestérmskde (ATh Chl) en
thiocholine et acétate. Thiocholine réagit aveccitia dithiodinitrobenzoic
(DTNB) pour former [I'acide thionitrobenzoic qui estmesuré
spectrophotométriquement a 450 nm. Le taux quicesté représente l'activité
de ChE (ELMAN, 1961) ; la réaction est la suivante :
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+ Enzyme +
H,0 + (CH3)sNCH,CH,SCOCHs—>  (CH)sNCH,CH,S™ + CHsCOO "+ 2H "

+ +
(CH3)sNCH,CH,S™ + RSSR > (GHNCH,CH,SSR + RS

Cette méthode spectrophotométrique a été décoig, lp détermination
de l'activité de I'acétylcholinestérase a partiextrait de tissus, d’homogénats,
de cellules en suspension... etc. l'activité est me&sm suivant 'augmentation
de la couleur jaune produite quand l'anion Thio doidb par I'hydrolyse
enzymatique du substrat (acétylthiocholine) réeagiéc le DTNB (ELMAN et
al., 1961).

L’ensemble des données des études faites panN St al. (1998)
indiquent que les variations saisonniéres sontigegjble pour 'AChE ; les
travaux de Rmeo et al. (2003) ont confirmé cela. Ces auteurs rapporteatlg
salinité a eu un plus grand effet sur I'activité Ie&ChE que la température
(DAMIENS etal., 2004). Par contre chez les poissonsgkN (1970), BDXCQUENE
& GALGANI (1998), rapportent linfluence de la températurs-a4dvis de
I'activité de 'AChE, avec un abaissement des #@ésvde 'AChE mettant en
paralléle la diminution de la température. Il @sportant a savoir que AGGANI
etal. (1992), n’ont rapporté aucune influence du sexaiaeiau de l'activité de
'AChE, et KIrRBY et al. (2000), ont également observé ce dispositif et ont
confirmé les travaux antérieurs delGANI etal. (1992).

3. Action neurotoxique des pesticides anticholinestésiques:

Des inhibiteurs ont été mis au point soit pour wérles Insectes, soit
pour étre utilisés comme agent de guerre chimigaie,pour soigner certaines
maladies telles que la maladie d’Alzheimeo(RNIER, 2007).Depuis plusieurs
décennies, des pesticides sont utilisés afin d’amgen la production agricole
ainsi que pour éradiquer des maladies tropicaledfilAles ans, plusieurs effets
toxiques menacant la santé ont été identifiesu@uad’hui, il est reconnu que
I'exposition peut endommager plusieurs systéemesodigues chez 'homme
(PAassos 2006).

Les pesticidessont des produits chimiques utilisés en agricaltpour
détruire des ravageurs, les plantes adventicegsetigents phytopathogénes
(OMS, 1991in Passos 2006). Ces substances affectent directementsteérsg

2 pesticide : c’est une substance, ou un mélangsubistances, utilisé pour empécher d'agir, détroire
neutraliser un ravageur, un vecteur de maladie memau animale, une espéce végétale ou animaleaoci
génante au cours de la production, de la transfismade I'entreposage, du transport ou de la
commercialisation de denrées alimentaires, de [odgricoles, de bois et de dérivés du bois, alirdents
pour animaux, ou encore susceptible d’étre adméi&tdes animaux pour détruire les insectes, aidehou
autres parasites a la surface de leur corps ontérleur de leur organisme (FAO, 1986).
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de neurotransmission synaptique de [l'acétylchol(ffassos 2006). Les
pesticides organophosphorés et carbamates ag&séant que neurotoxines en
empéchant [I'AChE, [Il'enzyme qui inactive le neurasmetteur
('acetylcholine), ceci crée une accumulation dé\dh, qui cause le
dysfonctionnement du systeme nerveux chez les mmas vivants (&RIEN,
1990).

a. Les organophosphorés

Depuis le retrait des insecticides organochloréss linsecticides
organophosphorés sont actuellement les plus répar@e sont des dérivés
esters, des amides ou des dérivés thiols des acplessphoriques,
phosphoniques, phosphorothioiques qui possedetuause chimique générale
assez similaire @VMPLE & SMITH, 1996). Plus d’une centaine d’'OP sont connus
et leur degré de toxicité varie de modérément dehnaent toxique selon la
matiere active qui les compose (IPCS, 1986). Quoigueur connaisse de
multiples usages insecticides, rodenticides, nécidgs, gaz de guerre,
traitement de la myasthénie gravis et du glocormez d¢thumain, additifs dans
certains produits sont principalement utilisées m@minsecticides sur les
plantes, et contre les poux, les mites et la naleliez I'humain et les animaux
(INSP, 2007).

Les organophosphorés empoisonnent essentiellerasningectes et les
Mammiferes par la phosphorylation de I'enzyme dcétjinestérase (AChE)
dans les jonctions neuromusculaires. Il en résuite perte d'AChE qui
surstimule I'organe effecteur par I'exces d’acdtglme ('ACh est la substance
neurotransmettrice dans les jonctions neuromuses)ail'enzyme joue un role
critigue dans le systeme nerveux central (SNC) guns dans le contréle normal
de la transmission de I'impulsion nerveuse desfibrerveuses aux cellules des
muscles lisses et squelettiques, aux cellules glamds et aux ganglions
végeétatifs. Les symptémes et les signes de l'ioédiin ne se manifestent que
lorsque la phosphorylation a neutralisé une pramortritique de la masse de
I'enzyme tissulaire. A dose suffisante, la pertéadenction de I'enzyme permet
I'accumulation d’ACh périphérique et centrale déssynapses cholinergiques
du neurotransmetteur (effets muscariniques), lesaEses neuromusculaires
squelettiques et les ganglions végétatifs (effetstimiques). Dans les synapses
nerveuses cholinergiques des cellules musculairgsmdulaires molles, la forte
concentration d’ACh provoque respectivement la mamtion et la sécrétion
musculaire. Dans les synapses musculaires sqqekiti 'ACh excessif peut
étre un excitant (provoquant la convulsion muscejaimais peut aussi affaiblir
ou paralyser la cellule en dépolarisant sa placoteice.
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Une forte proportion des liaisons des radicaux phtgs des OP aux sites
actifs des AChE devient irréversible dans les 24HW8&a. La transmission
synaptique de toutes les fibres nerveuses quelitiete I'ACh est affectée par la
présence des OP (INSP, 2007).

Les OP sont peu solubles dans I'eau, peu volatdss trés liposolubles.
lls se fixent aux cholinestérases : acétylchol@restes du systeme nerveux
central, des muscles et des globules rouges etlpskeolinestérases du systeme
nerveux central et plasmatiques, s'opposant arbhygk physiologique de
I'acétylcholine. L'action des NOP sur le systemwaiex central ne se limite pas
a l'inhibition de l'acétylcholinestérase centralgis aussi au déséquilibre du
systeme GABA-ergique et activation des réceptewrstype N-méthyl-D-
aspartate (8ssy & RUTTIMANN, 1999).

Les organophosphorés (OP) sont des toxiques |édaagtion systémique
prédominante, dont le mécanisme d'action principat de bloquer la
dégradation de l'acétylcholine au niveau des swwapsholinergiques par
inhibition irréversible des cholinestérasesugkBaT et al., 1989 ; $DELL &
BorAk, 1992). lls sont classés en quatre familles ppaies. Tous sont
dégradés par hydrolyse avec formation de dérivésosplubles non toxiques.
En raison de leur absence d'accumulation danabh@me, les OP sont utilisés a
large échelle depuis 1935 comme insecticides (I&®)remplacement des
organochlorés (BMuTH, 1993).

R1

Fig. 8: Formule des organophosphorés. Ce sont des
dérivés esters, amides ou thiols de l'acide ortho e
X P O ouS ihigphosphorique. R1 et R2 sont des chaines alkoxy
ou aryloxy et X est un groupe aliphatique ou
aromatique facilement détachable.

R2

Tableau 6: Quelques insecticides organophosphorés utiliséeganulture (8I1SSY &
RUTTIMANN, 1999).

Exemple Toxicité Utilisation

Malathion Faible Insecticide de contact
large spectre

Dichlorvos Modérée Insecticide de contact

Chlorfenvinphos Importante Insecticide de conta¢t
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Les organophosphorés (OP) utilisés comme inseescilOP) sont
responsables d'une mortalité élevée par intoxicati®ar ailleurs, les
neurotoxiques organophosphorés (NOP) sont les él8massentiels de I'arsenal
chimique militaire moderne déja utilisés a des fiesroristes (BISSY &
RUTTIMANN, 1999).

SYNAPSE SCHEMATISEE

Acétylcholine
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Fig. 9: Principaux sites d’action des insecticides actmedint utilisés sur des
protéines-cibles dont la majorité se trouve au anveles synapses du
systeme nerveux. NCHOT etal., 1998).

¢ Action sur la synapse cholinergigue inhibition des cholinestérases

Les OP, trés lipophiles, franchissent aisément etutes barrieres
biologiques et se fixent de fagcon covalente auXimbstérases que ce soit les
acétylcholinestérases du systeme nerveux centalnuiscles et des globules
rouges ou les pseudocholinestérases du systemeunasentral et plasmatiques.
Méme si une faible quantité franchit la barrierenatbencéphalique, elle suffit
pour inhiber en quelgues secondes pratiquemerd tastivité cholinestérasique
(BLANCHET etal., 1991). Il s'agit d'une véritable Iésion biochimégpuisque les
OP viennent occuper en le phosphorylant le sitérasigue de I'enzyme,
s'opposant ainsi a I'hydrolyse physiologique degt\dcholine en choline et en
acide acétique. Soixante-quinze grammes d'acétypeh®ont normalement
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hydrolysables en une heure par 1 mg d'enzymesm@H, 1993). La
déphosphorylation de I'enzyme inhibée par I'ORrestlente. Dans un deuxieme
temps, la phosphorylation devient irréversible gdaalkylation (EEISHER &
HARRIS, 1965), c'est le phénomeéne d'aging ou vieillissgnde I'enzyme qui,
d'une part, n'est plus fonctionnelle et qui, dagiart, n'est pas réactivable. Dans
ce cas, c'est la synthese de nouveaux cholinestecps permettra le retour a
une activité fonctionnelle normale. Cette diffiéyltvoire impossibilité de
réactivation des cholinestérases différencie lexications par OP de celles par
les carbamates au cours desquelles les cholinestesont spontanément et
rapidement réactivéesASsy & RUTTIMANN, 1999).

Biologiquement, les organophosphorés sont neurqies aux humains et
aux animaux en général, par l'intermédiaire de 8oms distincts: (1) le
neurotoxicity cholinergique, (2) neurotoxicity reté@ induit par les ester-
organophosphores (OPIDN), et (3) la neurotoxiditsoaique induite par I'ester-
organophosphore (OPICN) gadu-DoNIA, 2003).

b. Les carbamates

Les insecticides carbamates sont dérives du Nyide@ifbamate et
partagent parfois la grande solubilit¢ des OP. ®secticides ne doivent
cependant pas étre confondus avec les fongicidess dterbicides carbamates
gui ne sont pas des inhibiteurs des cholinestéfHd&$, 2007).

Le carubofuran est un pesticide qui appartient taaille chimique des
carbamates. Formule chimique du carbofuran: 2$ehio-2,2-dimethyl-
benzofuran-7-yl methylcarbamate. D’usage courant agmiculture, il est
freiguemment détecté dans les eaux superficielleT(ER et al, 1991;
BusHwAY et al, 1992 ; iHO, 1995). Il agit par contact et par ingestion.dl s
comporte comme un poison aiguAglos 2006). Ce composé présente une
toxicité élevée pour les PoissonsrRONTER et al, 1991). D’'usage principal
comme pesticide et nématicide et n’est pas phyimquex De formule chimique
C1oH1sNOs et de masse moléculaire de 221,3, le carbofuraraeeumule pas.

C’est un Iinhibiteur direct et réversible des cheditgrases par
carbamylation du site estérasique de I'enzyme. dfésts toxiques sont dus a
I'accumulation d’acétylcholine au niveau des symsaperveuses et des jonctions
neuromusculaires, phénomene susceptible de provodes perturbations
comportementales affectant plus particulierementotmmotion et I'équilibre
(ZINKL et al, 1991 ; 3GLIO et al, 1996). L’enzyme carbamylée se réactive
spontanément et rapidement. Le carbofuran et sesasétaboliques sont actifs
(FAO/WHO, 1996).
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Les carbamates difféerents des OP par le fait ©ygdnt des inhibiteurs
réversibles des AChE : l'activité enzymatique teéndevenir a la normale en
mois de 24h post exposition (INSP, 2007).

0 Fig. 10: Formule des carbamates. Ce sont des
H méthylcarbamates dérivés de l'acide
/ méthylcarbamique. R est une chaine alkyl ou aryl.
RO c N

N\

CH3

L'effet des OP et des carbamates sur les organisshesnmédiat,
destructeurs et quasiment indétectables dés leeiesid (BERTRAND, 2002 ;
BOCQUENE 2002). Par ailleurs, les effets de I'associatmrganophosphorés et
de carbamates sont souvent de type synergiqudfetl’@eurotoxique de
I'association des deux types molécules est plusdoe la simple addition des
effets de chaque molécule. La spécificitt du modactidn des
organophosphorés et des carbamates a permis digevisutilisation de leur
cible biologique (AChE) comme un marqueur des gffiés a I'exposition a ces
molécules (BCQUENE 2002).

Des observations précédentesagS8o et al., 1996) ont révélé des
perturbations comportementales en réponse a desiggps a court terme a ce
carbamate che€arassiusauratus(Cyprinidae). Plus récemment, KBrAuD et
al., 2001), nous avons montré que des expositionsuiecdurée au carbofuran
pouvaient également induire une inhibition sigrfice de I'activité de 'AChE
au niveau du cerveau et du muscle chez cette egpeseaésultats suggerent que
les perturbations comportementales induites patpdsition au carbofuran
pourraient étre étroitement liées a I'action depesticide sur la transmission
cholinergique.
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Partie 11 : M. galloprovincialis - Espéce sentinelle bioindicatrice de pollution

|. Biologie de I'especdytilus galloprovincialis:

Le mot Moule Mytilus) dérive du greenyo (musen latin) comme le mot
muscle. Consommée depuis I'Antiquité comme I'évo@ox nom Mytilus
galloprovincialis qui indique qu’il s’agit de la moule qui vient ¢k province
romaine de Provence.

1. Systématique:

 Embranchement: Mollusques

» Classe . Bivalvelsgmellibranche}p

* Sous classe . Ptériomorphes

e Ordre . Mytiloidés (Hétéromyaye

o Famille . MytilidéedPglécypodes

* Genre ‘Mytilus

» Espece galloprovincialis (LAMARCK, 1819)

C’est une classe de Mollusques (corps mou, visqueom segmenté) a
symétrie bilatérale, sans bosse viscérale dorkaléeégument forme de chaque
c6té un pli ou manteau enveloppant le corps swrelegst moulée une coquille
bivalve. La téte est indistincté&¢éphales Le pied est comprimé latéralement,
en forme de hachePglécypodes Les branchies sont tres développées et
lamellaires Lamellibranches Deux muscles adducteurs puissants traversent le
corps et ferment la coquille §&sse; PoissoN & TuzeT, 1961). Le genre
Mytilus appartenant a I'ordre dddétéromyaires(qui indique que le muscle
postérieur est plus important que le muscle antériest principalement défini
par la forme de sa coquille, en particulier par sorbout en position terminale
(Casas, 2005).

Selon ®oT RYEN (1969), le genreMytilus comprend trois espéces:
Mytilus edulis Linné, Mytilus californianus Conrad et Mytilus crassitesta
Liscke. Cet auteur fait ensuite la liste des s@peees parmi lesquellddytilus
galloprovincialis (Lamarck,1819) (moules larges, quadrangulaires\lydtius
edulis planutalus (Lamarck,1819) (moules subconiques), deux moules
frequemment utilisées dans les programmes de #anas respectivement en
Méditerranée et en OcéanieBER etal., 1971; D\RACOTT & WATLING, 1975;
Kock DE, 1986; PILIPS & SEGAR, 1986; CAISSE et al., 1992; dANNY et al.,
1994; BMILLIPS & RAINBOW, 1994; RAINBOW, 1995; FhYNES & TOOHEY, 1998;
AMIARD-TRIQUET et al., 1999; BOENING, 1999; (bzAC et al., 2000;BESADA et
al.,, 2002; POMEO et al., 2003; ADRAL et al.,, 2004; FING et al., 2004;
KALPAXIS etal., 2004; RAINBOW etal., 2004 ; EENGHALI, 2006).
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L’espéceMytilus galloprovincialis dite moule méditerranéenneuteT,
1959), est un Mollusque bivalve, généralement bdtundié (Bayne, 1976 ;
LuBET, 1959, 1963, 1973, 1981 yBET & ALOuUI, 1987). L’aire de répartition de
cette espece s’étend sur la cbte atlantique ddpulsaie d’Agadir (Maroc)
jusqu’au iles britanniques et englobe aussi I'eftderdu bassin méditerranéen,
I'’Afriqgue du Sud, la Nouvelle-Zélande et la Califgg (MC DONALD & KOEHN,
1991).

Les moules vivent fixées sur substrats durs darmoie médiolittorale
(zone interdidal), en adhérant a la roche par lsslry, ce dernier est tres
résistant ; SNGY & AVEZARD (1963) parlent de pouvoir méme soutenir une
pierre de 15 Kg par lintermédiaire d’'une moule aiiait attachée par son
byssus. Les moules recouvrent des rochers battusgpaagues ; mais peuvent
proliférer dans les estuaires ou I'eau est moinéesanoins claire et moins
agitée (®NGY & AVEZARD, 1963). On les retrouve aussi dans les ports, ldsnt
eaux riches en matieres organiques, provoquentdagraissement. Elles se
prétent remarquablement a I'élevage (mytilicultufg. 11) et a la capacité de
croitre dans un large éventail de conditions emviemnentales.

Fig. 11 Principaux pays producteurs déytilus galloprovincialis (FAO HSHERY
STATISTICS, 2002).
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Cette espece est sessile (Fig. 12) nemigdéplacement peut étre effectué
par I'arrachement de quelques filaments du bysaus@ntraction du pied, puis
par un mouvement de bascule et pour finir par i@aién un peu plus loin de
guelques autres filaments AGROY, 1972). DRE (1975) avait attiré I'attention
sur la grande production des populations de moudigs aux conditions
écologiques, en particulier a une forte fixatiomuee croissance rapide AbIRI,
1997-1998).

Fig. 12 Mytilus sp fixé a son support
(KANTIN & PERGENT, 2004)

By : Byssus; Sup: support; P:
By pied ; V.G. : valve gauche ; BMt:
bords frangés du manteau ; O. Siph.
An. : Orifice du siphon anal.

2. Anatomie de l'espéece

Les deux valves sont réunies entre elles par uamant élastique,
situé au niveau de la charniéere qui fait écarterdeux valves. Autrement
dit, I'écartement des valves est un phénomeéne fp@ssscle rétracteur) ; le
rapprochement est un phénomeéne actif (muscle addgc{Fig. 15). Les
valves portent a leur surface des stries témoinkeuwlestade de croissance. lls
sont souvent parasité par des épibiontes : dess tgb&aires d’Annélides
sédentaires (serpules), de carapaces de Crustmiangs), et de Gastéropodes
(capulus) (Fig. 13 et 14). Sécrétée par le margeas-jacent, la coquille est de
nature constituée dune matiére organique (conahgpl et de calcaire
intimement lié (®NGY & AVEZARD, 1963). Son extrémité antérieure est plus
effilée que I'extrémité postérieure AGRoOY, 1972).
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crochet

charniere

siries
d'accrois-
sement

serpules

- capulus

bord ventral

muscle pédieux
antérieur ou

\ rétracteur du pied
sommet

muscle
add}m‘teur -
antérieur

liament élastique

bord de la muscles
cuticule rétracteurs
du byssus

impression -
palléale

muscle
adducteur
postérieur

a/ VALVE DE MOULE
(face externe)

b/ INTERIEUR D'UNE
VALVE

Les parasites
sont soulignés

Fig. 13 Face interne et externe d’'une valve de moule (@au972).

Fig. 14 Mytilus galloprovincialisparasitée
par toutes sortes d’organismes.

Le manteau est constitué de deux lobes de tissugnwmure les
organes. Le corps mou forme une masse visceraleutdose (@GuRroy,
1972). La bouche, dont les bords comportent quaditpes labiaux, amene
vers l'orifice buccal un courant d'eau de mer clattaliments (algues et
animaux microscopiques). Les glandes a mucus dpegkabiaux permettent
la fixation des particules alimentaires (Fig. 16M(ROY, 1972).
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Le pied est un organe allongé, musculeux, et estopau sur sa face
ventrale par un sillon longitudinal. Deux bandeanuhatres représentent
les muscles rétracteurs du pied (Fig. 15) (MNEUVE & DESIRE, 1965). |
possede des canaux qui produisent et excrétent puottine de nature
polyphénoliqgue dotée de trés forte propriété adieéfibyssus). Au début, la
protéine présente une consistance visqueuse ;raacta@u support (rocher, bois
ou autres coquillages), une enzyme, est immédiatelie&rée. Elle solidifie la
colle, et la rend inattaquable par 'eawn(®0Y, 1972).

Les deux lobes du manteau délimitent une cavitéptiend'eau de
mer qui est la cavité palléale. Une paire de braaxldisposée dans la
cavité palléale et orientée vers l'arriere, filthes particules en suspension
dans l'eau. Un organe de couleur marron foncé septé le foie ou
I'hépatopancréas. Deux tubes nommés les siphomdamhet exhalant, ont
pour fonction respective d’aspirer et d’expulsezall lui permettant de
circuler dans la cavité palléale (Fig. 15).

Le rein qui a une forme d'un sac ouvert a ses dextxémités,
communique d'un c6té avec l'intérieur du péricadke)'autre coté avec la
cavité palléale ou s'ouvre une papille uro-génitglé sert a I'évacuation
des déchets et des oeufs.

Le systéeme nerveux de la moule est simple, et @shd de trois
paires de ganglions (M.ENEUVE & DESIRE, 1965). Une paire de ganglions
cérébroides au voisinage de la bouche. Une pairgadglions pédieux se
trouve a la partie antérieure de la base du piete Paire de ganglions
viscéraux s’observe dans la partie postérieureatpsc Ces ganglions sont
réunis par des filets nerveux ou connectifs et ineet les différentes
parties du corps (MLENEUVE & DESIRE, 1965).

Le cceur degViytilidae est un organe a trois chambrés situé sur la
charniére de la coquille et enfermé dans le pédieail se compose d’'un
ventricule central et d’oreillettes latérales agibires. Sa fonction primaire est
une pompe musculaire pour le transport de 'némplyen Le coeur a également
un role dans I'excrétion et I'ingestion pendant tpéltration de 'hémolymphe
a travers les membranes du cceur produit I'urinengare (NcHoLson, 2002).
Le rectum traverse également le ventricule et lestractions systoliques
peuvent faciliter le mouvement des feces par Ktiteinférieur (NCHOLSON,
2003 b). L'intestin passe sous le coeur et gagnsgpeedirectement l'anus. La
moule ne possede ni veine, ni capillaires. Le dgunémolymphique de retour
tombe dans des lacunes (sinus, circulation lacehawant de revenir aux
branchies.
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Cavité péricardique Glande digestive

Muscle retracteur pedieux

Intestin Anus

Estomac
Muscle adducteur

Muscles rétracteurs postérieur

byssaux

Palpe labial Branchies

Muscle adducteur Limite du manteau

antérieur

i i
Source | € BIODIDAC v

Fig. 15: Structure interne de la mouleEWELL, 1989).

3. La reproduction :

La reproduction dé&l. galloprovincialisest continue durant toute I'année
(NACIRI, 1997-1998), avec une période de repos sexuelédhste n'affectant
gu’un nombre limité d’individus @HALLA etal., 1997).

Le courant d’eau joue un role important dans laaépction. On sait que
les deux sexes sont séparés chez la moule (gornsTieyrau moment de la
maturité sexuelle ; quand les moules sont « grasskes spermatozoides sont
libérés et transportés par les courants d’eau kdacavité palléale des femelles.
lIs y rencontrent les ovules gu’ils fécondenb®Yy & AVEZARD, 1963).

Les chances de cette fécondation sont d’autantrphi®rcées en raison
du groupement tres dense des individus, dont lantétet I'activité génitale se
manifestent de fagon collective et simultanée. ihidans ce monde de silence,
le processus de synchronisation s’opére par les hie phéromones : les
fertilisines (TRAN KY ; GUILBERT J-M. & DIDOU-MANENT, 2003). Le
déclenchement et la durée de la gamétogenese saostl'influence de la
température (BYNE, 1976). Celle-ci ne peut se dérouler normalemer# gne
température comprise entre 4°C et 17°CegT & ALoul, 1987). Au moment de
la reproduction, les glandes génitales pénetrens dizs feuillets du manteau,
celui-ci apparait rougeatre pour les males et jmarmur les femelles.
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Quatre étapes principales de développement de gsnamht été
différenciées selon &Ne (1976) : Repos sexuel, reprise d’activité géenétjqu
gamétogenéese, maturation génitale et émissionrdetga.

La ponte, c'est-a-dire la libération des larvedagesous l'influence d’'une
variation brusque de température ou de salinitds raades périodes qui ne
semblent pas étre fixes. Ainsi, les embryons urgefomés, quittent leur mere
en nageant grace a leur vélum formeé de cils vibesolls partent a la recherche
d’'un support, et se fixent avec leur byssus natstas larves perdent alors leur
voile, sécretent une minuscule coquille et deviehmke petites moules qui se
développent sur place.

Le recrutement des jeunes mouldstillus galloprovincialis s’effectue
durant toute I'année (tIRI, 1997-1998) avec trois périodes de fortes intéasit
qui succedent aux périodes de pontes. Les périele@scrutement principales
en Algérie se font de Mai a Septembres{AA-BOUDJEMA & MOUEZzA, 1981).
Selon BOROMTHANARAT (1986), des moules ayant une taille de 0,25 a 1 mm
peuvent avoir 15 jours, mais n’atteindraient 1,5 quia I'dge d’'un mois.

[I. Trajet de I'eau et rble de la filtration :

Le courant d’eau pénetre librement entre les dalxeg de la coquille,
par la cavité palléale et en ressort épurée, gomourt bien défini a 'opposé du
sommet pointu de la coquille : Boutonniere. Undipate I'eau est attirée vers
la bouche par le battement des cils qui tapisssnpalpes labiaux, l'autre partie
est filtrée a travers les branchies. Le planctdente par les branchies est alors
acheminé vers I'estomac grace a I'ondulation dissdei tube digestif (NGY &
AVEZARD, 1963) Cette eau délestée de ses substances assimilablexetée
par le siphon exhalant. Le courant d’eau et domitaileur (Fig. 16) (®NGY &
AVEZARD, 1963)

Le genreMytilus est suspensivore (microphage) omnivore. Les esllul
phytoplanctoniques, vivantes et mortes, constituanprincipale source de
nourriture, mais d'autres sources de carbone, comese macrophytes en
décomposition ou des détritus en suspension peawssi compléter le régime
alimentaire. Par ailleurs, la surface corporelldadmoule absorbe également la
matiére nutritive dissoute dans I'ealR@N KY ; GUILBERT & DIDOU-MANENT,
2003).
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Eau inhalée . , Eau exhalée

=iphon
exhalant

o _— "'\-\.\,"l-r

F . ;h_, PIE”HDN‘-
\ | J Siphon
@ AR e

Filaments du byssus / {

Fig. 16: Schéma de l'activité de filtration déytilus sp(P. O. C., 2003).

Par son importance essentielle dans la nutritiodaetespiration du
bivalve, le courant d’eau est par conséquent @muvetcontinuellement, on
estime la quantité d’eau filtrée a travers les binggs de 3 a 5 litres par heure
(TRAN KY ; GUILBERT & DIDOU-MANENT, 2003). Le courant d’eau joue alors,
un rdéle primordial dans les fonctions biologiques Ikspéce. Le taux de
filtration enregistrés chez les individus de petdéle est plus important que
celui des individus de grande taillei{yR & MASSE, 1983).

L’hémolymphe circule activement dans ['épaisseues dlamelles
branchiales. Ce liquide hémolymphatique recoit asspge I'oxygéene dissous
dans l'eau de mer et rejette dans celle-ci le gabamique (RAN Ky ;
GUILBERT ET DIDOU-MANENT, 2003) et l'azote, essentiellement sous forme
d’azote amoniacale N-NH4 ¢8Gy & AVEZARD, 1963). Le courant d’eau joue
donc un réle respiratoire.

Trois termes essentiels sont utilisés en terme wgetion des bivalves
(HAWKINS & BAYNE, 1992 ; B\RILLE, 1996) :

 Le pompage ou débit palléal (ventilation ou pumpmate PR), défini
comme étant la quantité d’eau qui circule a trales$ranchies par heure
(L/h).

» La filtration (Clearance rate CR) correspond auwun® d’eau épuré a
100% par unité de temps (L/h ou L/h/g).
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La consommation (ingestion rate IR) désigne la ttéamle particules
retenues par les branchies par unité de temps (@ugdith) (Fig. 17).

Pompage-Débit palléal (L/h) —— Particules non retenues

\ 4

Efficacité de
rétention

Filtration (L/h)

Consommation (mg /h)

Efficacité de
sélection

Pseudofeces

A 4

Ingestion (mg/h)

\ 4

Efficacité

d’absorption Feces

Absorption (mg org/h)

Efficacité

d’assimilation Excrétion

v
Assimilation (mg org /h)

Fig. 17: Différentes étapes de la nutrition des bival@ssAs, 2005).
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1. L’activité ventilatoire :

SelonTRAN, Boubou & MASSABUAU (2000), la ventilation est réglée par
deux « stimulis », I'oxygene et la concentration @ancton. Le stress peut
également profondément modifier la ventilation, srdiline maniere aléatoire et
non reproductible (c’est un perturbateur ventil&piLes variations du débit
ventilé sont fonctions des facteurs suivantagshsuAu, 2004) :

e Oxygene

» Variations des concentrations en plancton

o Température

» Modification des surfaces branchiales ventilées

e Stress

* Nature du contaminant en cas d’une éventuelle ountion

Selon B\YNE etal. (1976), le taux d’excrétion du N-NH4 chikk edulis
augmente avec la température et avec l'abaissederia salinité. RA &
MASSE (1983), confirment ces données chdzgalloprovincialiset concluent
gu’une température égale a 28°C et qu'une salmié20 %o constituent des
limites écologiques ultimes pol. galloprovincialis.

La physiologie des bivalves filtreurs est dépenelal® multiples facteurs
environnementaux (MES, plancton, oxygene, tempgraty (FROUVREAU,
2004). Si I'on considere alors l'influence des dtinds du biotope sur les
activités physiologiques du bivalve et la répaitigéographique des deux
espéecedVl. galloprovincialiset M. edulis qui ont une grande importance dans
les nombreux programmes de surveillance environnttee on peut ressortir
leur différence physiologique dans le tableau giti:s

Tableau 6: Comparaison entre les deux especes voisines, madéerranéenne et la
moule d’Atlantique (R/A & MASSE, 1983).

M. galloprovincialis M. edulis
Sensibilité aux fluctuations de la salini - +
Taux de consommation de I'oxygene + -
Valeurs de taux de filtration + -
Métabolisme + -
Température limite pour lactivitéde| 28°C avec une salinité dqg 30°C
filtration 20%o0
Température |étale 28°C - 29,5°C 30°C - 31,5°C
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[1l. Ultilisation de Mvtilus galloprovincialiscomme espéece sentinelte

Les Invertébrés, en particulier les Mollusques bies, tels que les
moules Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialjssont des organismes tres
appropriés pour étudier les effets biologiques mEhkiants. lls ont été étudiés
physiologiquement dans le domaine de l'aquaculatre2pondent aux criteres
de sélection d’espéce cible pour des applicatiensudveillance.

Les mytilidés sont un groupe de faune occupanhdegats dynamiques,
des habitats d’estuaires et sont adaptés aux em&noents naturellement
stressants. Les moules étant sédentaires, sonivgrasgat exposees aux
polluants environnementaux et ne succombent pasukdbment a la toxicité
aigue mortelle (MHOLSON& LAM, 2005). Elles accumulent certains composeés
xénobiotiques de fagcon passive et selon un certuilibre avec la
contamination du milieu (BCQUENE et al.,, 2002), avec un facteur de
concentration de £0a 10 (Casas, 2005). La biotransformation est souvent
considérée comme faible et relativement lente céefait, la contamination
chimique des Mollusques reflete assez bien la can&ion du milieu
(BOCQUENE et al.,, 2002). Elles sont considérées comme étant des
bioindicateurs fortement utiles, car elles refletent des condgio
d’emplacements spécifiques et accumulent beauc@ugodtaminants a des
niveaux considérablement plus haut par rapport @ncentrations présentes
dans l'eau, fournissant de ce fait, une indicatida la concentration
biologiquement disponible ; elles sont employégensivement pour surveiller
la qualité de I'eau dans les environnements cogetss estuaires (BHOLSON
& Lam, 2005).

Les moules sont les conducteurs filtreurs inteuxaconnues pour
accumuler des niveaux élevés d'oligo-métaux etalaposés organiques dans
leurs tissus, fournissant une indication intégréetpmps de contamination de
I'environnement avec des réponses cellulaires gsiplogiques observables.
Ces caractéristiques font d'elles de bonnes catetidpour le contrble de
I'environnement depuis le programmevikissel Watch» de 1970 (GLDBERG,
1980 ; LVINGSTONE, 1993).

Elles sont donc considérées comme des organismdsoderveillance
aquatique idéale et ont été déployéees dans desapnates de biosurveillance de
la pollution dans plusieurs régions du mondecd$LsoN & LAmM, 2005). Ces
organismes sessiles sont résistants et faciledlextes et a manipuler pour les
expériences de biosurveillance active (The cagingadransplantation) (Nsci
etal, 2002).
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Bien que [l'utilisation des moules comme bioindicatait un certain
nombre d’avantages, il existe des limitations nmeeiques a cette approche. Les
fluctuations saisonniéres dans la charge des abepscontaminants, peuvent
compliquer l'interprétation des résultats analy@isuEn outre, les parametres
biologiques, comprenant (I'age, le sexe, la phyggi@ et le statut de santé)
peuvent différer de maniére significative et emé® individus. Néanmoins, les
moules accumulent les contaminants a plusieuresmie grandeurs et intégrent
généralement la fraction biologiguement disponilite. plus de fournir une
évaluation utile des contaminants chimique dargneps et I'espace, plusieurs
techniques ont été maintenant développées pouirétab réponses biologiques
chez la moule permettant, de ce fait, des meswgsr@uits chimiques et de
biomarqueurs chez un méme individugMoLson& LAam, 2005).

Mytilus galloprovincialis représente donc, un excellent bioindicateur
guantitatif et qualitatif de pollution cotiere, ggdaux nombreux criteres de
gualité que nous exposons ci-dessoussiS, 2005):

* Résistante a la pollution et aux différents stressncentre le polluant
sans effets létal, aux concentrations retrouvées da milieu avec un
facteur de concentration de®*2010.

e Sédentaire, elle est donc représentative de ladénade.

e Possede une vie longue, pour permettre I'échantidige de différentes
classes d’ages.

* Euryhaline ; on la retrouve en milieu estuariencétier, supporte les
apports d’eau douce et donc résiste aux fluctuatitenla salinité.

e Sa large répartition géographique allant aux régitampérées aux
régions subarctiques

» La possibilité de les transplanter.

e Sa consommation par I’'homme, donc vecteur d’évdiesie
contaminations.

» Son pouvoir d’utilisation au cours de toute I'année

» Sa facilité d’échantillonnage, de conservation eetrditement analytique
des moules constitue un attrait supplémentaire fage sédiments,
poissons et planctons.

Sur un plan ecotoxicologique, par rapport a d’autrganismes filtreurs,
les moules accumulent certains composés xénobadtigie facon passive et
selon un certain équilibre avec la contaminantian ndilieu (LIVINGSTONE,
1991). La biotransformation de ces xénobiotiqueszates Mollusques bivalves
est souvent considérée comme faible et relativertearie. De ce fait, leur
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contamination chimique reflete assez bien la comanon du milieu. Ceci
explique leur forte utilisation dans les programrdessurveillance de la qualité
du milieu marin (RNO, NOAA). Son importance est légent due a sa
bioconcentration de hombreux métaux présents a@amslieu aqueux aussi bien
a partir de I'eau (surtout au niveau branchiallaqoartir de la phase particulaire
(NAKHLE, 2003). Par contre, son influence aux cycles desoss est réelle ; de
nombreuses études @€sA et al., 1985, 1989) ont montré une relation nette
entre les concentrations de différents contaminanétslliques dans la moule et
son poids, de sorte que les moules de petite,tpilsentent des concentrations
plus élevées que les grandes. En effet, 'augnientde la biomasse, lors des
cycles de reproduction, se traduit par une dilutmondérale des métaux
bioaccumulés. Par conséquent, ces variations sages sont la conséquence
d’'une combinaison de facteurs directement corralégoids (cycle sexuels,
abondance de nourriture, températuredqihLe, 2003).
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|. Couverture spatiale:

Les stations d’échantillonnage et de transplamatide Mytilus
galloprovincialis se localisent au niveau de la cote occidentalérigigne (Fig.
18):

- Site de Kristel et port d’'Oran : baie d’Oran
- Port de Mostaganem : golfe d’Arzew

Pour garantir un lot de moules plus ou moins s®ire choix pour le site
de référence et d’approvisionnement en moules gg@gva été porté sur le site
de Kristel, connu pour avoir préservé sa natureagel Cette zone cotiere se
caractérise par I'absence totale de pratique inellst ni d’apports directs de
contaminants.

Par ailleurs, deux sites d’études impactés onciglés, il s’agit du port
d’'Oran et celui de Mostaganem, exposés tous dewxpaliutions urbaines,
industrielles et au trafic maritime intense.

Lors des campagnes d’échantillonnage et de tramspian, nous avons
procédé au geéo-référencement des stations a l@@d&PS (Garmin), ainsi
gu’aux relevés de certains parametres physico-ghiesi des eaux par la mesure
du pH, température, salinité, oxygéne dissous & tebidité (Fig. 19).

Fig. 18 Sites d'échantillonnage (™ )
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Fig. 19: Fiche d’échantillonnage
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1. Le site de Kristel (site de référence) :

A I'Est du Port d’Oran,a 18 Km, on retrouve le petit village de Kristel
(commune de Gdyel), a I'abri de la pointe de I'Allgy fait de jardiniers et de
pécheurs. Cet emplacement, dont la position gébgrae est la suivante
(latitude Nord : N 35° 49' 08", longitude Ouest : @7 28' 61") est constitué de
criques, de plages a sable fin (Sidi Moussa et Banatl d’'un petit port tres
pittoresque ou I'on y pratique la péche de margtisanale.

Kristel se trouve dans une baie protégée par ld-eamt et le cap Carbon
des vents violents provenant de I'Est et du Nords ldonnées satellitaires
témoignent que le site est caractérisé par desaptsurde faible intensité
provenant de 'Ouestr( HEBBAR, 2005).

Nous avons choisi le site de Kristel pour récolesr moules sauvages
destinées a la transplantation (Fig. 20). Ce desti@nt considéré comme une
zone de référence par rapport au port d'Oran giaaide Mostaganem du fait
de son éloignement des importantes sources denoimattion. |l est a noter
également que ce site est le seul au niveau daid¢adOran contenant encore
des moulieres naturelles.

Photo : TALEB& BENALI, 2007

Fig. 20: Vue panoramique du site de Kristel.
* Zone de prélevement de moules références (Poigéd Aiguille)
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2. Le port d'Oran : (1* site de transplantation)

Le port d’Oran est un port mixte : Commercial aiggiun grand port de
péche. Il occupe la partie centrale de la baie a(Fig. 21). Ce port comprend
7 bassins d’'une superficie totale de 122 ha etimpesante digue artificielle de
3300 Km de longueur. Le port d’Oran présente 6 Kamdai avec des tirants
d’eau variant de 7 a 12 metres. Les coordonnéaggaaiques de ce port sont :
latitude Nord : N 35° 42' 963", longitude Ouest :000° 37' 266". Partant du
détroit de Gibraltar, le port d’Oran est le premgeraccés maritime a grande
profondeur.

En Algérie, dans 80% des cas, les eaux usées ideripmestique et/ou
industrielle ne sont pas épurées avant leur rejgher ou dans les oueds. Les
eaux usées domestiques représentent prés de 60%jelsstotaux, 30% pour
les eaux usées collectives et 10% pour eaux uséestrielles. Les eaux usées
de la ville oranaise ont présenté en 2001 les elamplluantes suivantes :
DBOs: 39g/habl/jour ; DCO : 69 g/habl/jour ; MES : 10Ghour (ALG, 2001).

Selon ALG (2001), parmi les points de rejets lesspimportants au
niveau du port d’Oran :

- Les émissaires des Genéts a I'Est du port qui vegbitous les affluents
domestiques, les ruissellements pluviaux et aftmi@hactivité industrielle
(artisanales) de la région et de la ville d’Oram quartier de Seddikia et le
centre ville) (Fig. 22).

- L’émissaire du Fort Lamoune a I'Ouest du port, hdait2,70 m et large de
2,50 m; il recoit les mémes affluents de la regiaest, prend son départ au
niveau de I'ADE du ravin de Ras El Ain et déverse Fort Lamoune
(BENGHALI, 2006) (Fig. 23).

Photo : BENALI, 2007

Fig. 21: Port d’'Oran
* Site de transplantation © émissaires des @&n
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Fig. 22: Emissaires des eaux usées des Genéts (OueSrranh)

Fig. 23: Emissaires des eaux usées du Fort Lamoune (@r&st)
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3. Le port de Mostaganem: (2°™ site de transplantation)

Le port de Mostaganem (Fig. 24) est situé a I'esgdlfe d’Arzew, entre
la pointe de Salamandre (limite Ouest) et 'embaouwetde la riviere d’Ain Sefra
(limite Est). Sa Latitude Nord est N 36° 02' 28%"lae longitude Ouest est W
000° 08' 005" C’est un port de péche et de commeiuet la linéaire de quai
atteint 2 km. La superficie totale est de 68 hat d@nha de terre pleine et 2 ha
couvert. Il comporte deux bassins, I'un d’une sfipierde 14 ha et le second de
16 ha ; leurs profondeurs s’étendent respectivenier, 77 a 8,17 metres et de
6,95 a 8,22 metres. Ce port bénéficie d’'une jeee:880 metres.

Photo : TALEB & BENALI, 2007

Fig. 24 Port de Mostaganem
* Site de transplantation

A quelques centaines de metres du rivage, un cbsoais marin se dirige
de la pointe de Kharouba vers celle de Salamarntdwgest longer la jetée a
partir de la courbe vers son extrémité (Lauren®3)9

Durant la saison estivale, considérée comme urt@rsthalnéaire par
excellence, Mostaganem accueille un nombre impbrtde touristes qui
viennent s’abreuver du soleil et de la mer suraadb cotiere qui s’étant de la
Macta en passant par les Sablettes et la Salamprsdp€a la frontiere avec la
wilaya de Chlef. Le manque de stations d’épuratiea eaux usées le long de
cette cOte, rend le schéma d’assainissement absptudramatique, vu que tous
les émissaires d’eaux usées en provenance desediépoints de rejet vont,
dans tous les cas, se retrouver a la mer sans &ati@ment préalable.

5./




Partie 111 : Matériels et méthodes

[1. Couverture temporelle:

Pour la biosurveillance active, il est indispensalle prendre en
considération la période ou I'immersion des moule# se faire, et cela pour
éviter l'influence des facteurs biotiques des amin&ransplantés (période de
reproduction, croissance...) sur les résultats debitsurveillance, ou la
croissance va agir comme un facteur de dilutiotadguantité de contaminant
incorporée et I'amaigrissement comme un factewaheentration. Par ailleurs,
la période située entre la fin Avril et la premigreinzaine de Juillet est la
période durant laquelle la moule est en phase gesresexuel et ou son
meétabolisme est le plus stable et donc la périadpige pour procéder a une
transplantation (RINBIO, 2001).

Les travaux de ALEB etal. (2007a et b) ont situé les périodes de ponte de
Mytilus galloprovincialis,de la baie d’Oran, aux mois d'octobre et de janyie
correspondant aux périodes automnales et hiverndles saisons, donc,
printaniéres et estivales reflétent des périodesedes (développement). C’est
sur cette base que nous avons procédé a la matebn des cages de moules
dans les deux sites portuaires impactés d’'Orare éflastaganem entre Mai et
Juin 2007.

[1l. Stratégie d’échantillonnage:

1. Choix du matériel biologigue:

Le modeéle biologique utilisé pour cette étude est Mnoule
meéditerranéenneMytilus galloprovincialis en raison de son implantation
naturelle, de la facilité d’approvisionnement darss zones d’étude, de sa
robustesse au transport et de son statut éco-mjalgcaractérisé par ses
capacités de bioaccumulation des contaminants rantégparfaitement une
pollution locale; mais aussi, pour son intérét adeat dans les programmes de
surveillance environnementale ou elle a été praposdmme espece
bioindicatrice a I'échelle mondiale pao@BERG des 1975i(i CAsAS, 2005).

2. Collecte des échantillons références

Le lot de moules destiné a la transplantation Bginaire d’'une mouliére
naturelle située au niveau de la pointe de I'Aigui& I'extréme Est du site de
Kristel (Fig. 20).

Les moules ont été collectées a une profondeur aectzes ou elles
adhéraient a un substrat rocheux. Une fois rameséda terre ferme, elles ont
été transportées au laboratoire, dans une glagianehe et hermétique remplie
d’eau de mer propre a I'emplacement ou I'échamiiibge a été fait.
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Pour garantir ’'homogénéité des lots, une taill&@mm, correspondant a
des jeunes adultes d’environ 18 a 24 moisgRaL & ALzieu, 2004); période
pendant laquelle le métabolisme est stable (RNO6R0

3. Mise en stabulation des moules

Les moules sauvages récoltées sont rapidementsfdéraas dans un
aquarium rempli d’eau de mer filtrée et aérée (2536%0) pour une phase de
stabulation afin de réduire I'effet du stress ditramsport avant les opérations
de transplantation des cages et méme avant lapeatent des échantillons en
vue de l'analyse biochimique (Fig. 25).

Photo : TALEB, 2007

Fig. 25: Moules en phase de stabulatian

4. Opérations de mouillage (transplantation) des filet a moules
Pour procéder a la transplantation, il a fallu sriles étapes suivantes :

- Fabrication des filets en s’inspirant du modelelisdti par le Réseau
Intégrateurs Biologiques (RINBIO, France).

- Autorisations pour les mouillages auprés des aemrportuaires (gardes
cOtes, administrations portuaires).

- Planification et organisation des campagnes desjptantations.
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a. Filets expérimentaux:

Les filets expérimentaux (Fig. 26) sont constitwks deux filets en
plastique de maille de 3 cm, cousus l'un avec t@agke maniére a former une
poche de dimension 33,5 x 53,5 cm. Cette pocheigdifiée par deux tubes
PVC de 3,50 cm de diamétre, fendus dans leurs &mguet enfilés sur les
parties supérieure et inférieure de la poche. loehg@s sont compartimentées en
deux de facon a disposer sur chaque filet deuxd@shantillons de moules
identiques.

Un flotteur de surface, maintien le filet a quelsjumetres sous la surface
et sert de repére aux filets immergés. Pour empécherisque de déplacement,
un lest de 05 kg est attaché aux filets a leueexteé inférieure par une corde.

Photo : TALEB & BENALI, 2007

Fig. 26: Filet expérimental pour
I'opération de mouillage

b. Lieu et période d'immersion:

Les filets ont été transplantés, respectivemerneont de la jetée du Port
d’'Oran, a proximité des émissaires des eaux usg=&dnets (Fig. 21 et 22) et a
la sortie de la rade portuaire de Mostaganem (&4, baignant a environ 05
metres de profondeur.

Il est important de signaler que le mouillage dedsfa été effectué prés
des postes de contrOle des gardes cOtes au niveaudedux sites de
transplantation (port d’'Oran et port de Mostagan@o)r pallier aux pertes
possibles liés aux activités de péches et autres.

60




Partie 111 : Matériels et méthodes

Les périodes d’'immersion se sont étendues du 20ad&9 Juin 2007
pour les deux populations transplantées.

c. Récupération des filets

Sur les sites de transplantation, les moules andégrappées, triees en
séparant les individus morts (coquilles ouvertewvides) des individus vivants
pour déterminer le taux de mortalité au niveauldeyae filet.

Les moules sont transportées au laboratoire daasglatiére remplie
d’eau de mer pour traitement Un lot de 10 indiviggs sélectionné au hasard
pour chaque station ; ce dernier est prévu poadalleul de I'indice de condition.
Un second lot de 10 individus a été mis a part peuyorélevement des organes
en vue des dosages biologiques.

Par ailleurs, et pour donner un autre point de @mpon dans cette
présente étude en terme d’évaluation du degré mssstenvironnemental,
particuliéerement au niveau du port d’Oran en radeta présence d’'une grande
qguantité de moules endogénes sur toute la ceidita digue longeant le port
d’'Oran (Fig. 27), un prélévement d’'un échantillom mhoules a été effectué a
I'endroit méme du mouillage du filet, en vue d’éerdpassivement I'impact des
contaminants sur la population endogene au portrasiO(biosurveillance
passive).

Photo : TALEB & BENALI, 2007

Fig. 27. Moules (Mytilus gallorpovincialig) indigénes du port d’Oran.
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V. Traitements des échantillons et détermination de ihdice de
condition :

Les indices de conditions constituent de bons atdios de [|'état
physiologique et de la croissance, notamment caendule (RINBIO, 2001).
Les résultats acquis dans le cadre du programmsudeillancerINBIO ont
permis de vérifier qu’une relation entre l'indice dondition et la concentration
en contaminants existait, quelque soit le sectéues contaminants mesurées
(ADRAL & ALzIEU, 2004). Dans une etude de suivi environnemenital qee la
notre, ces indices permettent d’évaluer la présenc&on de déviations par
rapport & une croissance normale. L'indice de dmmest la manifestation des
altérations biochimiques et physiologiques exprignge niveau de I'organisme
(GOEDE& BARTON, 1990).

L’indice de condition a été mesuré sur 10 indivicamur chaque site
d’échantillonnage en utilisant le rapport (poidstidsu mou + liquide palléale /
poids total du spécimen) multiplié par 100M(ARD etal., 1998b).

Pour éviter une éventuelle dégradation biologigee arganes a analyser
(branchies, glande digestive et homogénats d’'ogates échantillons ont été
maintenus a une température de 4°C lors des prains, puis conserves dans
de I'azote liquide (-196°C) et stockés a -80°C piad’analyse biochimique.
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V. Méthodologie analytique:

1. Préparation de la fraction S9:

Les tissus sont broyés et homogénéisés dans dwmtapiosphate de
sodium & 0,02M, pH 7 + 0,1% Triton X10@ont le rapport de suspension est
de 1: 4 (poids: volume; g: ml) a laide d'unnhagénéisateur Ultraturax.
L’homogénéisation a été effectuée dans des tubkeMNamaintenus dans de la
glace pour respecter la chaine de froid de 4°C.

L’homogénat obtenu est centrifugé a 990Burant 20 min a une
température de 4°C. Le surnageant issu de la fragdtion (dénommé fraction
S9) contient les cholinestérases solubilisées.i€ekst stocké a -80°C avant le
dosage enzymatique.

2. Dosage des protéines

L’activité spécifigue d’'une enzyme est toujours raxy@e par rapport a
une quantité de protéine. Pour cette raison, ikretdiallu doser la quantité des
proteines au niveau de nos échantillons. L'actidt@ChE est exprimée en
nanomoles de substrat hydrolysées par minute enjligrammes de protéines
(nmoles/ mn/ mg prot).

Fort recommandée dans les différentes études derlbmllance pour la
détermination de la concentration en protéines aean des difféerents
échantillons, nous avons utilisé la technique éadBorRD (1976) basée sur la
coloration bleue développée lors de la fixationbteue de CoomasSisur les
groupements cationiques des protéines. Nous avéaksé avec le sérum
d’albumine bovine SBA (Sigma-Aldrich) comme pro&istandard, une courbe
étalon a six points de concentrations croissantes@,25; 0,5;1;1,4; 2 mg
SBA/mI).

Nous avons suivi les étapes ci-dessous, pour leggodes concentrations
en protéines au niveau des échantillons des diff@@ganes ciblés :

e 0,1 ml de chacun de nos échantillons et les saolsitiilles de BSA sont
mélangés a 3ml de réactif de Bradford pour un velfimal de 3,1 ml.

* Apres une incubation de 5 a 45 minutes, ce mélasgéransféré dans des
cuves a spectrophotometre.

« A l'aide du spectrophotometre UV/Visible (Genesidy lecture de
I'absorbance se fait a une longueur d’oade 595 nm.

®Triton X100 est un détergent qui permet la solshtibn des protéines membranaires¢BUENE&
GALGANI, 2004).

* Le bleu de coomassie G250, s'associe aux protémmesparticulier sur les groupes aminés et
arginines, en modifiant son spectre d'absorptionfalon a former une bonde intense dont le
maximum est & 595 nm.
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3. Mesure de I'activité de I'acétylcholinestérase

La détermination de l'activité de I'acétylcholinésise a été realisée en
utilisant la méthode diEMAN etal. 1961. Cette méthode mesure le produit de
'hydrolyse d'un substrat synthétique -l'acéthyitbiholine - suivant la
cinétique :

ACh
Acétylthiocholine > thiocholine + acide acétique

Thiocholine + DTNB —  formation du omplexe TNB -
thiocholine (coloration jaune lisible a 412
nm)

Dans des conditions d’exces de substrat, I'apparitie la thiocholine est
proportionnelle a lactivit¢ enzymatigue. La fixa@i de [lion
dithiobisnitrobenzoate (DTNB) sur les groupementsols —-SH- de la
thiocholine provoque l'apparition d'une coloratigaune dont l'intensité est
fonction de l'activité d’AChE (BCQUENE& GALGANI, 2004).

La cinétique est suivie pendant 20 min ; elle selahehe a 25°C en
suivant les étapes suivantes :

* 50 ul de I'échantillon & doser sont ajoutés a gbde tampon TRIS a 0,1M,
pH 7,5.

e 50pul du DTNB (Sigma-Aldrich) a 1,875mM sont ajoutésraélange.

o Apres une incubation de 5 a 10 min, I'introductide 50l du substrat
acéthylthiocholine iodide (ACTC) (Sigma-Aldrich)&25mM déclenche la
réaction enzymatique.

4. Expression de I'activité spécifique de 'AChE

Sachant qu’une 1A DO/min/mg correspond a I'hydrolyse de 75
nanomoles d’acétylthiocholine (BQUENE & GALGANI, 2004), lactivité
spécifiqgue de I'AChE est exprimée en nanomoles wlastsat hydrolysées
rapportée par rapport a la teneur des protéinde(mg/ml) dans I'extrait de
I’échantillon d’organe.

Exemple :

50 ul de l'extrait de branchies donnent une aétiitute de 0,094\
DO/min. La concentration en protéine dans l'exteditde 3,53 mg/ml (3,53
pg/ul). 50ul de I'extrait contiennent: 50 x 3,531%¥6,34 pg = 0,176 mg.
L’activité spécifique est (0,094/0,176) x 75 = 3Drnoles/min/mg prot.
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VI. Traitements statistiques:

Les variations de l'indice de condition des moudtsde l'activité de
'AChE au niveau des organes cibles Mgtilus galloprovincialis(branchies,
glande digestive et homogénat) ont été statistigmeroomparées par I'analyse
de variance a sens unique ANOVA (test de Duncam). différence est
significative a un seuil de probabilité (p) infenea 5% (p < 0,05).

Les analyses statistiques sont effectuées gracéogiaiel Microsoft
STATISTICA (v 6.0).
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Partie IV : Résultats et discussions

|. Parametres physico-chimigues

Au niveau des trois sites d’études (Tableau 8),remarque que les
valeurs d’oxygéne dissous différent; les faibleaxtaetrouvés dans le port
d’Oran nous renseignent sur une éventuelle pofiutiganique, ceux-ci sont
proportionnels a une turbidité prononcée par rapposite de référence Kristel
et a l'alcalinité du milieu. Les caractéristiquasygico-chimiques mesurées au
niveau du port de Mostaganem semblent aller dan®éme sens que ceux
retrouvés dans le port d’Oran, mais avec une meindportance. Les eaux de
Mostaganem ont enregistré une température légetephen elevée que celle
retrouvée au niveau du port d’'Oran et dans noteede référence Kristel. La
salinité reste, toutefois homogéne au niveau dés dites d’étude.

Tableau 8 Caractéristiques physico-chimiques des sites d’Bantillonnage.

. e, 02 . 4. s
Sites Dates Zone T(e;rg;o ' S?(l,/m)'te dissous pH Tl(Jm'_?J';e
> (mg/l)

Est de la

Kristel | 19-05-2007  baie 229 39 8.1 8,23 1,04
d’'Oran

Port d'Oran| 09-06-2007 &€ 245 | 385 6,70 7.99 1.40
d’Oran

Portde | g ng2007 GO | 955 39 5.9 8.06 2.08
Mostaganem d’Arzew

[l. Statut physiologique:

Le taux de mortalité d&lytilus galloprovincialisestimé dans les deux
filets apres la période de mouillage au niveau gests d’'Oran et de
Mostaganem est relativement bas. Pour le lot ttantp au niveau du port
d’Oran (de 80 individus), le nombre de mort esD@esoit un taux de mortalité
évalué a 2,5%. Cependant, chez la population du gmriVostaganem, nous
avons isolé 06 spécimens morts sur 70 moules tiemtgps représentant ainsi
un taux de mortalité de 8,57%. La survie des sp&tintémoigne de la réussite
de I'opération de transplantation.

Le calcul de l'indice de condition nous montre de® moules sauvages
du port d’'Oran possédent un indice de conditiomiBaativement trés élevé
(p<0,01) par rapport a ceux noté chez la populatiermoules références de
Kristel et celles transplantées au niveau de Mastagn (Fig. 28). Or les moules
immergeées au niveau du port d’'Oran affichent uri@rdince tres significative
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(p<0,01) de I'indice de condition avec le deuxieimiede transplantation (Fig.
28).

Indice de
condition

50

Références_Kistel Transplantées_Porfransplantées_Port déndigénes_Port d'Oran
d'Oran Mostaganem

Fig. 28: Variations de indice de condition des mouleBlytilus galloprovincialis
au niveau des différents sites d’échantillonnages.
p(a/b)<0,01 ; p(c/b)<0,01 ; p(c/ab)<0,01

Les résultats acquis dans le cadre du projet RINBED1), ont permis de
vérifier que la liaison indice de condition/congatibn en contaminant était
concrete quelque soit le secteur et les contansnmaesurés. Dans note cas, les
valeurs significativement élevees de l'indice dadibon des moules indigenes
du port d’Oran et méme de la population transpirdgé niveau de ce site
portuaire a comparer avec les autres populatiomealédes peuvent s’expliquer
par I'exposition chronique des moules aux apposdslal matiere organique
charriée par les eaux urbaines issues des émisslaiseGenéts et la disponibilité
des nutriments en plus des facteurs saisonniertuifdasexuelle) (RMEO et
al.,, 2003). Par contre, la transplantation ne sembls p®oir changé
significativement (p<0,05) le poids somatique desii®s apres leur période de
mouillage dans les deux sites portuaires.

Une augmentation du poids somatique chez les mopksg étre
également due au bloom phytoplanctonique printamiela nourriture pour les
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organismes marins est plus disponible et abond&u&Eo et al., 2003). En
effet, les données de I'IC des mouldsgalloprovincialisissues de la campagne
annuelle de biosurveillance passive réalisée aweanivdu port d’Oran
(BENGHALI, 2006 ; TALEB etal., 2007a et b) semblent confirmer ce constat avec
des valeurs maximales de I'lC notées pendant lesdes chaudes (juillet et
avril) caractérisées par des valeurs élevées desentrations du biotope en
chlorophylle a par rapport aux deux autres périodes de l'annélfee et
janvier). De plus, les dosages de la chlorophyk des phéopigments, reflétant
I'état et la qualité de la biomasse phytoplanctoaei@t, par conséquent de la
production primaire au niveau du port d’Orano(BRAGBA-BENAZzA, 2006 ;
BOURAGBA-BENAZZA et al., 2006 ; RLEB et al., 2006) ont montré une
diminution significative des valeurs entre les sass estivales et automnales.
Ceci peut également expliquer la faible régresslenl’'IC observée chez la
population de moules sauvages prélevée au niveda geinte de 'Aiguille
(site de Kristel) qui est un emplacement ouvertegpa période de mouillage
effectuée dans I'enceinte portuaire de Mostaganem.

I1l. Activité de I'Acétylcholinestérase:

La concentration la plus élevée de I'AChE qui est d3,61
nmoles/min/mg prot. est retrouvée au niveau deschias des moules sauvages
de Kristel, tandis que la valeur minimum 5,52 nmften/mg prot. a été
enregistrée au niveau de la glande digestive de o#me population une fois
transplantée au niveau du site portuaire d'Ordob&@ement, les concentrations
de I'AChE varient de 9,89 nmoles/min/mg prot. a643ymoles/min/mg prot. au
niveau des branchies, de 5,69 nmoles/min/mg prbi,%5 nmoles/min/mg prot.
au niveau de la glande digestive et de 5,52 nnmieshg prot. a 14,99
nmoles/min/mg prot. au niveau de I’'homogénat.

Les tests statistiques enregistrent chez les mdrdesplantées au port
d’Oran une inhibition hautement significative (p&®D) de I'activité de 'AChE
au niveau des branchies et significative (p<0,08) nveau de la glande
digestive et de ’'homogénat a comparer avec la latipn des moules référence
(Fig. 29). Néanmoins, cette enzyme affiche chezntesiles transplantées au
port de Mostaganem une différence trés signifieaijp<0,01) seulement au
niveau des branchies.

Afin d’affiner le niveau d’activité de ce biomargueentre les différents
sites étudiés, le traitement statistique a révéke mhibition tres significative
(p<0,01) de cette enzyme au niveau des branchisgreficative dans la glande
digestive et 'homogénat des moules sauvages dudi©ran en comparaison
avec les moules du site de référence de Kristgl ¢9).
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50 Reférences_Kistel
@ Transplantées_Port d'Oran
O Transplantées_Port de

Mostaganem
O Indigenes_Port d'Oran
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Fig. 29: Activité de 'AChE (nmoles/min/mg protfles moules de Kristel et
des ports d'Oran et de Mostaganem,.es moyennes + ES marquées
par des mémes lettres indiquent des différences sigmificatives
(test de Duncan) (p > 0,05).

LAu etal. (2004) ne relevent aucune différence significatieel’activité
de I'AChE entre les moulesMitilus eduli3 de grande et de petite taille
provenant des sites pollués et ceux de référentealo long de I'année. llIs
affirment que la taille n'est pas un facteur impatt affectant les réponses
biochimiques. LONETTO etal. (2003) décrivent également qu’il n’existe aucune
corrélation significative entre I'action spécifiqde 'AChE et la longueur de la
coquille chezMytilus galloprovincialis De méme, GLGANI et al. (1992) et
KIRBY et al. (2000) n'ont observé aucune influence du sexe Ehemwisson
Platichthys flesussur l'activité de I'AChE. Aussi, les résultats 8&ENGHALI
(2006) et RLEB etal. (2007a et b) ne révelent pas non plus d’augmentati
significative de la taille des spécimens avec laatian de I'activité de 'AChE
chezMytilus gallopovincialisdu port d’Oran. Ceci nous a permis d’avoir une
flexibilité beaucoup plus grande dans les opératidgchantillonnage de notre
modele biologique.

Les résultats de Au et al. (2004) suggerent que les branchies ont une
réponse biologique plus sensible aux biomarquearsapport aux autres tissus.
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Selon ces auteurs, la localisation des réponsesibi@gues se trouve au niveau
des branchies. Ce systeme branchial sert de lignfeodt au contact avec des
contaminants potentiels, comme une premiére ligme di#fense. Cette
localisation importante de l'activité de 'AChE dates branchies comparée a
d’autres tissus (glande digestive, muscle, mangtaianimal en entier) chez
Mytilus galloprovincialisa été démontrée @imi et al., 1997, MbRA et al.,
1999 ; VALBONESI etal., 2003 ; BDIN etal., 2004 ; lau etal., 2004 ).

La réponse de 'AChE est proportionnelle aux niweda contamination
par les pesticides dans l'environnement aquatiqueNgTTo, 2003). Nos
résultats chez les moules transplantées au nivegquod d’Oran, suggerent la
présence d'une réponse induite par des produits mighes
anticholinestérasiques. En effet, la valeur la pgdasse de l'activité de cette
enzyme a été enregistrée au niveau de ce site edpese continuellement aux
affluents urbains et industriels non traités. H #8t probable que ces rejets
apportent avec eux une vaste lignée de polluan{saehi eux plus d'oligo-
métaux que des organophosphoreés, puisque ce satdsupas influencé par les
activités agricoles. Dans cette optique, les travdel TALEB & BouTIBA (2007)
(sous presse) ont démontré l'importance des vangtides niveaux de
bioaccumulation des métaux Zn, Cb, Pb, Cu, Ni, FeMg par M.
galloprovincialisdu port d’Oran. Par ailleursJ&NETTO etal. (2003) affirment
qgue linhibition de 'AChE par les métaux lourdsuypeegalement expliquer la
réduction de l'activité enzymatique dans des régiamdustrialisées et les
secteurs portuaires. En effet, de tels métaux peunkiber I'activité de 'AChE
chez les poissons (BQUENE et al., 1990 ; EAMMARION et al., 1996 ;
BoCcQUENEet al., 1997), chez les moules AbimI et al., 1997 ; MORA, 1999 ;
LAU & WONG, 2003 ; @sAS, 2005 ; MAGNI, 2006 ; BENGHALI, 2006 ; TALEB et
al.,, 2007a et b) et les palourdesa(ltza-CHAFFAI et al., 1998) . De méme,
Devi & FINGERMAN (1995), LaBrOT et al. (1996), AMIARD-TRIQUET et al.
(1998) et [ELLALI et al. (2001), notent qu’'une diminution de l'activité de
I’AChE peut étre une indication d’'une pollution mkgue.

ESCARTIN & PORTE (1997), démontrent des variations saisonnieres de
I'activité de 'AChE au niveau del. galloprovincialis L'activité la plus élevee
a été détectée pendant I'hiver et la plus bassét@&nAussi, des variations
saisonniéres de cette enzyme ont été égalementerschez la moule verte
Perna viridis avec un minimum pendant I'été et un maximum aurcale
I'niver (LAU et al., 2004). En plus des variations saisonniéres etealiaires
(EDWARDS & FISHER, 1991 ; ESCARTIN & PORTE, 1997), l'activité de I'AChE
peut étre modulée par les expositions chroniquescantaminants chimiques
toxiques, ce qui peuvent mener alternativementrawsaux élevés de l'activité
de I'enzyme (HOMPSON et al., 1991). Les travaux de HRGHALI (2006) et
TALEB et al. (2007a et b) menés si. galloprovincialis du port d’Oran
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confirment cette variation avec une diminution figative de l'activité de
I’AChE au niveau des branchies au mois d’Avril. Barotre étude, en mettant
en parallele les valeurs de l'activité de I'AChBroeivées dans le site de
référence de Kristel, et ceux enregistrées chpppalation de moules indigenes
du port d’Oran, nous avons noté une inhibitiom#igative de I'activité de
I’AChE au niveau des trois organes ciblés.

Par ailleurs, l'inhibition significative de l'actié de I'enzyme chez les
moules transplantées dans le port de Mostaganensaest doute due aux
activités portuaires et industrielle€SELPAP, MITTAL STEEL, SOAPHLOR,...)
implantées le long de la frange cétiere mostagarsan&ans mettre a I'écart
également l'importante zone industrielle d’Arzewette inhibition peut étre
également le résultat d’'une présence potentiellpedéicides acheminés par les
ruissellements pendant les périodes pluviales aoonant ainsi les eaux
marines de la région de Mostaganem notamment canggortés par I'oued de
la Mactaa a I'Ouest ou lI'oued Chellif a I'Est detmeozone d’étude. A cet effet,
DELLALI etal. (2001) et MHAMMED et al. (2003) ont affiché des diminutions
significatives d'activité d’AChE chez les palourdparticulierement aprés des
périodes de pluie, accentuant le rdle important rdissellement sur la
contamination des eaux. dMENERY et al. (1997) ont étudié I'exposition de
I'enzyme face a différents taux d’exposition a wsticide organophosphoré le
Dichlorvos, et ont conclu que plus les niveaux dstjgide étaient importants et
plus linhibition était accentuée. Dans le méme sseMorA et al. (1999)
soulignent que l'activité de 'AChE est inhibée peiprésence de pesticides tels
gue les organophosphoreés, les carbamates et gaemérux lourds chez la
moule, ainsi que par la présence d’hydrocarburegNiPetal., 1996 ;KOPECKA
etal., 2004), et peut étre, donc employé pour détexdermolécules en eau de
mer (ALGANI & BOCQUENE 1989). Aussi, les travaux devRE et al. (1996)
démontrent que les huiles usagées, comme cellesrvéles dans les ports
d’Oran et de Mostaganem peuvent se comporter comheseinhibiteurs de
cholinestérase.

Cependant, on a pu exclure le fait que les vanatidu biomarqueur
pouvaient étre la résultante de la différence ggnétentre les individus
(Romeo etal., 2003) puisque les moules proviennent de la ménpalaton
sauvage. BCQUENE et al. (1997), décrit que l'activité¢ de I'AChE peut étre
inhibée par des phycotoxines déchargées dans lesnes d'eau pendant les
périodes du bloom phytoplanctonique. Toutefoidfdtede I'eutrophisation du
milieu peut s’additionner quant aux raisons dehilmtion de I'enzyme vue les
taux bas et moyennement bas d’oxygene dissousuvéisp respectivement au
niveau des deux stations d'étude : le port d’Oraeeport de Mostaganem
pendant la période de mouillage.
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Cette étude nous a permis a laide de stratégieérarpntale
recommandée dans les programmes de biosurveillaneeonnementale, de
faire le constat de la vulnérabilité de I'écosystemarin algérien face au stress
physico-chimique et ceci en utilisant une espéctirsgle la mouleMytilus
galloprovincialis et moyennant I'inhibition spécifique de I'AChE com
biomarqueur de polluants neurotoxiques tels que olegnophosphorés, les
carbamates, les métaux lourds et les hydrocarbures.

De récentes études ont montré que la transplantdée Mollusques d’un
emplacement de référence a un secteur pollué, geaitune stratégie pour
etudier les effets du changement environnemental alix contaminants des
zones cotieres ou d'estuaires. La sélection du det moules, leur état
physiologique et la période de mouillage sont d@&gres indispensables que
nous avons pris en considération pour la mise eweasuwles opérations de

transplantation et de I'assurance de la fiabiléé tesultats analytiques.

La présente étude de transplantation d'une pdpuolatle Mytilus
galloprovincialis génétiquement uniforme pendant une période des troi
semaines, nous a permis d'observer des niveauxianfé de l'activité de
'’AChE dans les secteurs impactés, les ports d’Gramle Mostaganem par
apport a la population référence de Kristel, comdint ainsi la réponse et la
sensibilité de 'AChE face aux stress environnememelatif a la qualité
chimigue des deux sites portuaires fortement initée par les apports d’'une
variété de xénobiotiques charriés par les principamissaires des eaux usees
urbaines et industrielles (émissaires de Fort Lamoet des Genéts au port
d’Oran; émissaire du port de Mostaganem) ainsilgsi@uissellements pendant
les périodes pluviales qui représentent une soud® COMPOSES
anticholinestérasiques (organophosphorés et catbama

La mesure de I'activité de 'AChE chét. galloprovincialisadoptée dans
le cadre de ce travail et utilisée dans de nombreuegrammes de
biomonitoring nous a fournit une solution rapide, aux moyertepiables pour
les opérations de routine pour les laboratoiresratderche, et fiable pour
I’évaluation de I'exposition sub-létale des mou(es potentiellement d’autres
invertébrés) aux pesticides organophosphoreés eagetes ainsi qu’aux metaux
lourds et aux hydrocarbures. Quand a l'indice dedimn, tres souvent
employé pour gqualifier I'état des bivalves, il noasté un bon indicateur de
I'état brut du corps des différentes populatioagiées.

Nos résultats montrent que les filets de mouillades moules ont été
soumis a un apport significatif de contaminantsnsii la fiabilité de la
technique de transplantation de moules au niveatsites perturbés devra étre
représentée entant que méthodologie pour évalse@plgorts d’effluents et leurs
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impacts a moyen et long termes. Le faible taux deatité témoigne quant a lui
aussi de la réussite de cette technique.

Nous pensons, a cet effet que l'intégration desbrgueurs en fonction
des variables naturelles et des mélanges chimiquesposés meres et
métabolites) dans les habitats naturels spécififoaes et embouchures) soit
appropriée pour la surveillance future du stresaremnemental le long des
cbtes Ouest algériennes avec une approche multimars de stress spécifiques
ou générales.

Il serait intéressant, également de comparer lpsnges biologiques en
fonction des données chimiques de la contaminaiomiveau des différents
sites impactés étudiés. En effet, des corrélaii@vsaient étre établies entre les
niveaux d'impacts par le biais de biomarqueursestdoncentrations mesurees
en polluants chimiques induisant ces biomarquenrsaa de mer ou dans les
sédiments.

Notre engagement scientifique pour la protectioa #denes coétieres est
indispensable pour le maintien de I’homéostasie émEsystémes marins et la
préservation des ressources naturelles inestimablasles générations futures.
Pour cela, il nous faudrait agir inexorablementlesipoints suivants :

- Faire de la surveillance environnementale par déshie biomrauqueurs une
pratique courante le long des coétes algérienneas, pgrmettraient a long
terme l'obtention d’'une base de données fiableguiaes en suivant des
méthodes normalisées et qui pourra servir de météreawux surveillances
futures.

- Développer une synergie entre I'étude de modéledodigues sur les
organismes, la qualité de I'environnement et latqotion de la santé
humaine. Contribuer a lintégration de [I'évaluatiate la qualité de
I’environnement comme facteur de contrdle de lditfude la santé humaine.

- Doter le pays de réseaux de surveillance couvaatttalité du territoire afin
de surveiller la qualité du milieu marin, et paslate élaborer une politique
environnementale basée sur I'objectif d’'un dévedopent durable.

- La mise en ceuvre de campagnes de biosurveillan@elkelle du littoral
national, en utilisant la technique des transplantsla base d’'un protocole
expérimental standardisé, pour le suivi et I'évitua des apports de
contaminants a la conne d'eau et leurs éventughsdta sur I'écosystéeme
marin.
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