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Résumé

Les essais biologiques (bioessais) est une technique fréqguemment utilisée pour
évaluer les effets biologiques des polluants sur les organismes marins. Ces organismes sont
un bon outil biologique d’étude de I’environnement et de I’écosysteme cOtier au

laboratoire.

L’objectif de tels essais est la mise en évidence d’effets toxiques sur des
populations représentatives des écosystémes et appartenant a des niveaux trophiques
différents. Quel que soit I’organisme, le principe général de ces tests repose sur

I’établissement d’une corrélation entre la dose d’exposition et I’effet toxique.

L’oursin constitue un matériel de choix dans le domaine de la toxicologie
environnementale, les essais biologiques sur les larves d’oursins ont été employés

couramment pour évaluer la toxicité des métaux.

L’oursin commun Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) espéce d'Echinoderme la
plus répandue sur le littoral occidental algérien et du fait de sa distribution surtout dans la
partie supérieure de I’étage infralittoral (0-15 m), il est I’une des espéces en danger en
Méditerranée. Considérer comme régulateur de certaines populations, I’oursin commun
joue un réle déterminant dans la structure et I’évolution des phytocénoses benthiques. Par
conséquent, toute modification de leur densité ou composition démographique est sérieuse

pour la balance de I’écosystéme de I’infralittoral.

Le travail entrepris dans ce mémoire est un essai sur I’évaluation de la toxicité du
cadmium, cuivre, plomb et du zinc & différentes concentrations (10ug/l, 50pg/1 ,100 pg/l,
200ug/1) vis-a-vis du développement embryonnaire de P.lividus, provenant d’Ain Franin

pendant une période allant de mars a juin 2010 (période de forte maturité gonadique).

Les tests utilisant I’exposition des embryons aux quatre polluants métalliques sont
basés sur le taux d’anomalie, les retards de croissance ou I’arrét du développement
embryonnaire pour caractériser I’effet toxique de ces xénobiotiques, ainsi les CLsy des

guatre polluants (Pb, Cd, Cu et Zn) sont déterminées.

Mots clé: P.lividus, bioessais, métaux lourds, CLsp, Ain Franin



Abstract:

Biological tests (bioassays) are a technique frequently used to evaluate the
biological effects of pollutants on marine organisms. These organizations are a good tool

for studying the biological environment and the coastal ecosystem in the laboratory.

The objective of such tests is the detection of toxic effects on populations and
ecosystems representative belonging to different trophic levels. Whatever the
organization, the general principle of these tests is based on a correlation between dose

and toxic effect.

The sea urchin is a material of choice in the field of environmental toxicology;
bioassays on larvae of sea urchins have been widely used to evaluate the toxicity of

metals.

The sea urchins Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) echinoderm species most
common on the western coast of Algeria and it’s the fact of distribution especially in the
upper floor of the subtidal (0-15 m), it is an endangered species in the Mediterranean,
Consider as a regulator of some populations, sea urchins play a role in the structure and
evolution of benthic plant communities. Therefore, any change in their density or

demographic composition is serious for the balance of the ecosystem of the subtidal zone.

The work undertaken in this thesis is an essay on the evaluation of the toxicity of
cadmium, copper, lead and zinc at different concentrations (10ug /7 I, 50ug /7 1, 100 mg / |
200pg 7 1) in the embryonic developments of P. lividus, from Ain Franin during a period

from Match to June 2010 (period of high gonodal maturity).

Tests using the exposure of embryos to the four metal pollutants are based on the
rate of abnormality, growth retardation or arrest of embryo development to characterize
the toxicity of these xenobiotics, and the LCso of the four pollutants (Pb, Cd, Cu and Zn)

are determined.

Keywords: P.lividus, bioassays, heavy metals, LCso, Ain Franin
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Figure 1 : Oursin commun Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816)
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Introduction

Introduction :

Le milieu marin est un biotope particulierement riche, est caractérisé a la
fois par une remarquable stabilité de ses propriétés fondamentales et une grande

variabilité de ses microconstituants (Romeo et al, 1987).

L’eau de mer contient en solution des combinaisons de tous les éléments
chimiques mais seulement certains d’entre eux, au nombre de douze, ont des
concentrations égales ou supérieures au mg/l, or les concentrations de métaux
lourds dans I’environnement sont de I’ordre du nano grammes par litre d’eau
(Gaujous, 1995).

Il est de plus en plus évident que la méditerranée n’assurent pas une dilution
illimitée des produits résiduels de I’activité humaine qui augmentent fortement les
niveaux de toxicité des métaux traces; cependant, les polluants les plus néfastes
pour I’équilibre fragile de la vie maritime ne sont pas les plus visibles, bien au
contraire, ce sont celles qui se voient le moins. Les degrés d’assimilation et de
rétention des métaux traces chez les organismes aquatiques sont des processus
assez complexes qui varient entre les différents genres et espéces (Eisler, 1981) et

dépendent des propriétés biochimiques de chaque élément (Bowen, 1996).

Aujourd’hui, les stratégies de surveillance de I’environnement sont plus que
jamais au cceur des préoccupations de groupes d’études émanent d’instances
internationales. A cette fin, des programmes de suivi de la pollution cotiere et
marine et des études scientifiques ont été lancés a travers le monde entier et aussi
en Algérie, pays méditerranéen, touchée ces dernieres années par ce probléme,
qui est d0 a I’accroissement de la population humaine cotiere (Soualili, 2008 ;
Dermeche, 2010).

L’implantation sur le littoral de nombreuses activités industrielles engendre
d’importants déversements de produits chimiques, a savoir la CELPAP de
Mostaganem (ex SONIC) rejette & elle seule 1500 & 1700m®/heure, d’eau résiduaires
en mer, et la raffinerie d’Arzew déverse des centaines de tonnes d’eau traitées

partiellement par an (Taleb et Boutiba, 1996).
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Tous ces rejets nocifs ne subissent aucun traitement préalable, ceci est di
généralement a I’absence ou au dysfonctionnement des stations de traitement. De
nombreuses recherches ont été entameées afin d’évaluer les niveaux de la
pollution ; les analyses chimiques permettent de déterminer le degré et la nature
de la pollution, mais ils ne fournissent pas de preuve quant aux conséquences
biologiques (Chapman et al ., 1987), de la, des études utilisent des organismes
marins qui peuvent étre parfois de bon indicateurs biologiques représentants
différents maillons des chaines trophodynamiques: Echinoderme (oursin communs),

Mollusque (moules), Poisson (rouget).

Les tests écotoxicologiques en laboratoire (bioessais ou biotests) ont fait
I’objet d’un développement et d’une standardisation conséquente afin de fournir
des outils adaptés a I’évaluation des dangers des substances dans la démarche

d’évaluation des risques.

L’objet de tels essais est la permission de la détection de ces risques par la
mesure des réponses biologiques des organismes marins (Quiniou et al., 1999), en
particulier dans leurs premiers stades de vie tres sensibles (His et al ., 1999).

Wilson (1951), Lallier (1955) ; (1956), Bougis (1956) ; (1965), Waterman
(1937), ont démontré I’intérét des échinodermes en écotoxicologie et leurs
utilisation pour tester la toxicité des agents chimiques (métaux lourds, polluants
industriels, substance cancérigenes..) au niveau des différents stades de

développement de cet invertébrés.

Les deux principaux stades de vie de I’oursin les plus généralement utilisés
dans les bioessais sont les embryo-larvaires et les stades adultes et cela depuis la

fin du 19eme siecle (Hertwig et Hertwig, 1887).

le début des stades de vie de différentes especes d'oursins ont démontré
une grande sensibilité pour les métaux depuis les années 1950 (Tabata, 1956;
Okubo et Okubo, 1962; Kobayashi, 1971, 1984, 1994) et cela par différentes
anomalies (Waterman, 1937; Kobayashi, 1973 ; Kobayashi et Fujinaga, 1976 ;
Kobayashi, 1980; Kobayashi, 1981 ; Carr et al, 1996; Warnau et al., 1996 ;
Phillips et al., 2003;).
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Ainsi, dans une premiere approche, des tests biologiques judicieusement
choisis peuvent permettre I’étude de la toxicité dans les eaux (Fochtman et al.,
2000). Les tests in vitro, a ce stade, donnent une information intégrée sur I’effet

potentiel des polluants présents sur le développement du spécimen.

Notre sujet de recherche s’inscrit dans le programme du Laboratoire du
Réseau de Surveillance Environnementale (LRSE) qui s’intéresse a la surveillance
du milieu marin cotier et I’étude des différents types de pollution et leurs effets

sur les écosystémes le long du littoral oranais.

Le travail se structure en quatre parties : I’étude bibliographique portant sur
I’espece biologique, sur les polluants métalliques, les méthodologies et le

traitement des résultats.
Le chapitre bibliographique est consacré :

- A la présentation de la biologie et de I’écologie de Paracentrotus lividus
(Lamarck, 1816).

- A la présentation du comportement et des caractéristiques générales des
polluants métalliques étudiés (Cd, Cu, Pb, Zn), leurs effets sur I’équilibre de

I’écosysteme et leur devenir dans le milieu aquatique.
Le troisiéme chapitre concerne:

- Le pourquoi du choix de cette espéce et du site de prélevement, ainsi qu’a
la méthodologie utilisée pour I’étude des biotests par I’utilisation de quatre
métaux lourds a savoir Cd, Cu, Pb et Zn, et a la présentation des différentes
techniques expérimentales utilisées (échantillonnage, fécondation in vitro,

contamination par les métaux lourds).

Enfin, la derniére partie regroupe les résultats obtenus de I’effet des
polluants métallique sur le développement embryonnaire de P.lividus et leurs
discussions par I’utilisation d’un test statistique des Probit Empirique appliquée par
la méthode de Bliss pour la détermination de la ClLso des quatre xénobiotiques

choisis.



Introduction

L’accent est mis, particulierement, sur I’importance du parametre
biologique (reproduction et développement larvaire) de la saison de ponte (mars,

juin).

Une conclusion comportant recommandations et perspectives.



SYNTHESE DES CONNAISSANCES SUR LA BIOLOGIE ET
L’ECOLOGIE DE Paracentrotus lividus



Synthése des connaissances sur la biologie et I’écologie de Paracentrotus lividus

1. Systématique et répartition géographique de Paracentrotus lividus :

Classe ECHINOIDEA, 15 ordres, 600 espéces.

Selon Mortensen (1927) et Tortonese et Vadon (1987), la position

systématique de I’oursin commun P.lividus Lmk, 1816 est la suivante :

Tableau 1 : Systématique de I’oursin commun P.lividus

Embranchement Echinodermata
Sous Embranchement Echinozoa
Classe Echinoidea
Sous Classe Regularia
Ordre Diadematoidea
Sous-ordre Camarodonta
Famille Echinidiae
Genre Paracentrotus
Espece lividus

L’oursin P. lividus est présent sur toute la Méditerranée (Regis, 1987), en
Atlantique Est et les Canaries, des cOtes d’Irlande et d’Ecosse jusqu’au Maroc et au
Sahara occidental (Acores inclus) (Koehler, 1921; Allain, 1975; Dermeche, 1998).

En Méditerranée occidental, cet oursin est tres abondant, ainsi qu’en mer
Adriatique; il devient moins abondant dans la partie la plus orientale du bassin
Méditerranéen (Tortonese et Vadon, 1987).
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2. Description et structure :

2.1. Anatomie externe :

Périprocte Podia Perforations des podias

Piquants
Branchies

Membrane péristomiale

o Madréporite
Pédicellaire 7

SO Plaque terminale
. Sy,
Podia buccale ¢ 55551 3

.@ \\g

Gonopore

Plaque génitale

Dent de la Lanterne A _ %
Nol: e e Plague ambulacraire
/ = o e Rk . .
] B © Qigols Plague interambulacraire

Figure 2: Anatomie externe de I’oursin régulier P.lividus
A : Face orale; B : Face aborale (Grosjean, 2001)

Le corps dont la couleur varie du vert olive au violet foncé, a la forme d’un
globe aplati, ce qui permet de distinguer deux podles (Figure 2). La bouche occupe
le p6le inférieur et a I’ opposé se trouve un ensemble de plaques auquel on donne
le nom d’appareil apical, au centre du quel, on observe une membrane contenant
de petites plaques calcaires, perforée d’un orifice: I’anus (Ruppert et Barnes,
1994) (Figure 2).

Cette membrane anale (membrane périproctale) est entourée de 5 grandes
plaques pentagonales qui font face chacune a une zone interambulacraire. Chaque
plaque possede un orifice, le pore génital (Figure 2), d’ou le nom de plaque
génitale. L’une des 5 plaques est plus volumineuse que les autres, est criblée de
pores minuscules, c’est la plague madréporique qui est utilisé pour aider a
maintenir la bonne pression dans l'eau du systeme vasculaire, qui permet la

pénétration de I’eau de mer a I’intérieur de I’oursin.
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Alternant avec les 5 plaques génitales, 5 autres plaques, plus petites, situées
en face des zones ambulacraires, constituent les plagues intergénitales ou
plaques radiales, elles sont percées chacune d’un tres petit orifice par ou passe un

nerf qui se ramifie sur la partie externe du test.

Sous une peau fine se trouve une carapace rigide, appelée test, formée d’un

grand nombre de plaques calcaires soudées entres elles.

Presque toute la surface du corps est recouverte de piquants mobiles, qui
peuvent atteindre les 3 cm de longueur et qui se détachent assez facilement du
test (Figure 2).

La cassure du piguant nous montre qu’il possede une structure cristalline ;
ce calcaire cristallisé est de la calcite. lls jouent un réle dans la protection, la

défense et la locomotion (Regis, 1987).

Face aborale Face orale

N

Figure 3: Observation des deux pbles apicaux de I’oursin commun P.lividus

Les oursins présentent des pieds ambulacraires ayant un aspect de petits
tentacules terminés par une ventouse. lls sont localisés selon 5 zones rayonnantes
appelées zones ambulacraires. Ces organes constituent la partie externe visible

d’un appareil ambulacraire, ou appareil aquifére.

La membrane entourant la bouche (membrane péristomiale) de I’oursin
comporte de petites pinces microscopiques, appelées pédicellaires, formées de

trois dents articulées (Figure 2) ; certains de ces pédicellaires sont venimeux.
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Les pinces sont reliées au corps par une tige souple vers son extrémité, mais
contenant a sa base une baguette calcaire rigide.

lIs ont des fonctions multiples : capture des proies, le nettoyage du test, la
défense et empéche les petits organismes de s’y fixer (Hyman, 1955 ; Campbell,
1974 ; Boue et Chamton, 1978 ; Ghyoot, 1997).

A la surface du test on observe de nombreuses petites saillies, arrondies et
lisses, de taille variable ; ce sont les tubercules sur lesquels venaient s’articuler

les piquants (Figure 4).

On voit alors que le test est formé de petites plaques calcaires pentagonales
soudées entre elles et disposées en 10 zones comprenant chacune deux files de
plaques. Ces derniéres se divisent en 5 zones radiaires étroites et appelées zones
ambulacraires ; 5 zones interradiaires larges alternées appelées zones

interambulacraires (Figure 4).

Les plaques des zones radiaires sont perforées, d’ou sortent les ambulacres;
ce sont les pores ambulacraires, disposés selon une double rangée dessinant une

ligne Iégerement arquée (Figure 4).

Tubercules

Figure 4: Zones ambulacraires (Z.A) et interambulacraires (Z.1)
de I’oursin commun P. lividus
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2.2. Anatomie interne :
2.2.1. Etude de I’hémisphére inférieur :

2.2.1.1. Appareil masticateur :

Appliqué contre la roche (Ruppert et Barnes, 1994), il est formé par une
membrane souple, granuleuse, contenant des plaques calcaires atrophiées, et 10
petites plaques plus développées correspondant aux premiéres plaques

ambulacraires : c’est la zone péribuccale.

Au centre s’ouvre la bouche ou lanterne d’Aristote d’ou sortent 5 dents
calcaires dures tenues sur 5 méachoires, taillées en biseau, de forme pyramidale
au centre desquels se trouve une petite langue charnue (Figure 5); Vers I’intérieur
cette dent se continue par un fourreau membraneux qui assure sa croissance. Sur
le pourtour de la membrane péribuccale, on apercoit, 5 paires de petites houppes :
les branchies.

L’appareil masticateur est actionné par un systeme de muscles et de
ligaments qui s’attachent d’une part sur les machoires, d’autre part sur un systeme
circulaire de plaque saillantes situées sur le bord interne des plaques péribuccale :

les auricules.

ERS T
.- '

= _.:F'yram ide

s

- = . ‘:
 Muscle

S retracteur
Folealndil

" Intrapyramide

Figure 5: Lanterne d’Aristote Paracentrotus lividus
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2.2.1.2. Appareil aquifere :

Chaque zone ambulacraire est parcourue sur toute sa longueur par un canal
radial, ou canal ambulacraire. Les 5 canaux ambulacraires partent d’un anneau

ambulacraire entourant I’cesophage au dessus de la lanterne d’Aristote (Figure 6).

Cet anneau ambulacraire communique avec I’extérieur par le canal

hydrophore qui aboutit a la plaque madréporique.

Tous les pieds ambulacraires communiquent avec le canal ambulacraire
(Figure 6).

Madréporite

Pore génitale

Canal radial Canal du sable

Glande axiale
Corps de Tiedermann

Canal Radial

Anneau aquifere Gonade

Intestin aboral Siphon

Plaque du test

Intestin
oral
Test
) Lanterne d’Aristote
Siphon
Coecum
Nerf Radial

Membrane péristomiale
Anneau nerveux

Bouche (Esophage

Figure 6: Anatomie interne de I’oursin régulier P. lividus (Grosjean, 2001)
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2.2.2. Etude de I’hémisphére supérieur :

Paracentrotus lividus possede une cavité ccelomique protégée par un test,
dans cette cavité logent les systémes : digestif, nerveux qui est formé de cinqg
nerfs radiaires juxtaposés aux canaux radiaires du systéme aquifére. Ces nerfs
dérivent des canaux péri-cesophagiens sanguins et reproducteurs (Harmelin et al,
1981).

L’appareil digestif est constitué de la bouche et son armature (lanterne
d’Aristote), I’cesophage se continue par un tube digestif sinueux et fragile, bourré
de vase et de sable, dessinant un double cercle a I’intérieur du test (Beaumont et
Cassier, 1978) et d’un estomac, un siphon pour aboutir a I’anus (Figure 6).

Cing glandes génitales, granuleuses, d’un jaune orangé chez la femelle et
plus fines et d’un jaune pale chez le male, sont situées au niveau des zones

interambulacraires (Figure 7), (Fenaux, 1968).

Les cellules reproductrice males et femelles, ou gameétes, parvenues a

maturité, sortent par les pores génitaux (Figure 6), (Boue et Chanton, 1978).

Gonades femelles Poles apicaux Gonades males

Figure 7: Disposition pentaradiaire des gonades de I’oursin commun P.lividus

Le milieu intérieur des Echinodermes est isotonique et peut différent de
I’eau de mer, La respiration est essentiellement cutanée et s’effectue sur toute la
surface essentiellement au niveau de certains pieds ambulacraires péribuccal et

par les podia (Harmelin et al, 1981).
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3. Biologie et écologie de Paracentrotus lividus :

3.1. Habitat et alimentation :

Cette espéce vit au niveau du médiolittoral inférieur et l'infralittoral (Figure
8) mais aussi dans les cuvettes rocheuses toujours submergées qu’il creuse lui-
méme pour se faire une alvéole ou il revient se loger pendant la journée(Grasse et
al, 1970), en les usants a I’aide de ses piquants et de ses dents (Peres et Picard,
1964), il est souvent localisé dans des fissures (Kempf, 1962), les dessous des
blocs rocheux et les pentes douces, parfois exposés a I’hydrodynamisme (Azzolina,
1988), il a été signalé aussi sur les substrats meubles tels le sable et les fonds
détritiques (Zavodnik, 1987), et dans I’herbier de Posidonia oceanica (Regis,
1978) dont il en fait sa nourriture. il devient ainsi, dans certaines régions, un agent

d’érosion non négligeable doté de ventouses puissantes,

Semroud (1993) indique que le maximum de densité d’oursins se trouve
dans les premiers metres d’eaux mais il n’est pas rare de le rencontrer en groupe
dans les mares rocheuses jusqu’a 30 m de profondeur (Figure 8) (Mortensen,

1927), et plus rarement jusqu’a 80m (Tortonese, 1965).

zone neéritique 1 zone ocdanique
4] —“\\ia:du contnental épipélagos
50 4 — | P
=n "5-...____“ +aluz du mésopélages
200 % plateau i
continental

&tage infralittoral  é&tage circalittoral
& &

s
pelagos

bathypélagos
benthos o

2000 4 &
\ abyzsopelagos

benthos
étage
bathyal
L . ]
6000 4 étage
hadal
L ctage abys=al | l

Figure 8: Profil topographique des quatre étages aquatiques selon leur profondeur
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P.lividus est capable de résister aux assauts du déferlement en s'ancrant

solidement a son support (Verlaque et Nédélec, 1983; Verlaque, 1987).

En méditerranée cette espéce d’oursin est plus actif la nuit que le jour
(Shepherd et Boudouresque, 1979 ; Dance, 1987), étant un animal brouteur a
régime généraliste, bien spécifigue mais essentiellement herbivore dans son milieu
naturel; Il présente cependant avec Sarpa salpa (Linnaeus) I’un des principaux
consommateur du macrophytobentos (Traer, 1980 ; Nedelec et al, 1981;
Nedelec, 1982) et dans certaines conditions, il peut é&tre omnivore (Neill et
Pastor, 1973 ; Régis, 1978), ce qui fait qu’en plus de la fraction végétale, on peut
retrouver dans son contenu digestif une fraction animale, constituée de
Foraminiferes, Spongiaires et des Bryozoaires (Traer, 1980 ; Verlaque, 1987,
Dermeche, 1998).

Nourrit aux feuilles de Posidonia oceanica aussi, il préfere les feuilles
brunes aux feuilles vertes (Traer, 1980 ; Ott et Maurer, 1977), et les feuilles

épiphytées aux feuilles non épiphytées (Traer, 1980; Nédélec et Verlaque, 1984).

Traer (1980) suppose que ce choix est lié a I’action de I’acide cicorique,

dont la teneur est élevée dans les feuilles vertes.

L’alternance de phase de nutrition et de phases de repos alimentaire chez
P.lividus dépend en général de la quantité de nourriture disponible dans le milieu
(Semroud et Kada, 1987), qui elle méme peut étre liée a d’autres parametres

naturels tels que I’hydrodynamisme.

Les variations du cycle de nutrition peuvent également étre corrélées a

celle du cycle de reproduction (Dermeche, 2010).

L’oursin comestible P.lividus (Lamarck, 1816) est une des especes les plus
importantes du benthos littoral de la méditerranée, tant par le nombre de ses

individus que par son impact sur les peuplements.

Si son anatomie, sa physiologie, et surtout, son embryologie ont été trés

étudiées, son écologie par contre est relativement moins bien connue.
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Au niveau écologique, les échinodermes occupent le statut d’herbivores par
excellence dans la chaine trophique (Benghali, 2006).Quelques espéeces ont un rble

clef dans le systéeme, ou sont sensibles aux changements du milieu.

P.lividus est un oursin dont le diametre moyen est de 5 cm et peut
atteindre 7 a 8 cm dans des conditions favorables, (Fischer et al, 1987) d’ou son

statut de bon indicateur de la stabilité du systeme (Verlaque, 1987).

Les oursins, et particulierement P.lividus, sont considérés comme les
herbivores les plus importants de la Méditerranée, et cela par des densités élevées
qui provoquent des phénomeénes de surpaturage (Kempf, 1962 ; Verlaque, 1987).
Une forte dominance de Poissons et de carnivores, peut maintenir les populations
d’oursins dans des densités moyennes, de ce fait, toute modification des effectifs
ou de la structure démographique des populations de cet Echinoderme révéle une
importance considérable et peut remettre en cause le fragile équilibre dynamique

qui s’est instauré entre I’échelon primaire et les herbivores (Froglia, 1989)
4. Reproduction, ponte et développement larvaire :

Comme presque tous les échinides, P. lividus est gonochorique et la
fécondation est externe (Figure 9). Lorsque les animaux sont mdres au début du
printemps (Allain, 1975; Spirlet et al, 1998) et dans certaines localités a
l'automne (Crapp et Willis, 1975; Fernandez, 1996), la ponte est synchronisé et
déclenché par un signal externe, telle que le changement de température ou

I”’hydrodynamisme (Spirlet et al, 1998).

La variabilité dans le cycle de reproduction de P. lividus est due a de
nombreux facteurs qui interviennent lors du déroulement de ses phases de
reproduction et influencent ainsi le cycle annuel de P.lividus.

Ces facteurs peuvent étre physiologiques liés au milieu environnant tel que
la qualité et I’abondance de la nourriture, stimulateurs biologiques (substances
hormonales), et la profondeur, et peuvent étre aussi des facteurs physicochimiques
(température, photopériode et périodicité lunaire) (Ebert, 1968 ; Dix, 1970 ;
Gonor, 1973; Vadas, 1977 ; Regis, 1979 ; Fenaux, 1980; Lawrence et Lane,
1982; Lawrence, 1987 ; San Martin, 1995; in Guettaf, 1997; Soualili, 2008).
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Figure 9: Cycle de reproduction de I’oursin commun Paracentrotus lividus
(http :// svtarcheguedon. Free. Fr)

P. lividus produit plus de 10 ceufs par femelle des milliards d'ovocytes et
de spermatozoides sont libérés. Les mouvements d'eau de mer et les courants
contribuent au brassage des gameétes et favorisent leur rencontre ; de plus, des
mécanismes  moléculaires  spécifiques dattraction des spermatozoides
(chimiotactisme) et d'interaction cellulaire (adhésion du spermatozoide) préparent

le spermatozoide a sa reconnaissance par l'ovocyte.

La fécondation apparait comme une cascade d'événements cellulaires qui

concernent d'abord le spermatozoide puis I'ovocyte, soit dans l'ordre de 5 étapes:

4.1. Attraction du spermatozoide :

La diffusion des ovocytes dans l'eau de mer, créé un gradient de
concentration qui guide les spermatozoides vers les ovotides. La membrane
plasmique des spermatozoides contient des protéines transmembranaires

réceptrices des ovocytes (Horstadius ; 1973).
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4.2. Réaction acrosomique :

Une fois au contact de la gangue, le spermatozoide subit une seconde
activation, ce processus libéere des enzymes (hydrolases) qui lysent la gangue de la
téte du spermatozoide. De cette fagon, a mesure qu'il progresse vers l'ovotide, le
spermatozoide se fraye un chemin a travers I'épaisseur de la gangue (http:// WWW.

Snv. Jussieu.fr).
4.3. Extension du processus acrosomique :

La progression du spermatozoide dans la gangue de l'ceuf est facilitée par le
contenu de la vésicule acrosomique qui s'est déversé en avant de la téte
spermatique et qui est entrainé en profondeur par I'élongation du processus

acrosomique (Suzuki et al ; 1995).

4.4. Adhésion du spermatozoide :

Les interactions bindine-récepteur sont nécessaires pour que le

spermatozoide adhere a la membrane vitelline (Cherr et al, 1990).

Au point dimpact du spermatozoide, la lyse de la membrane vitelline est
effectuée par des hydrolases présentes a la surface de la membrane plasmique du
processus acrosomique (enzymes transmembranaires). Une fois la membrane
vitelline dissoute a cet emplacement, les deux membranes plasmiques du

spermatozoide et de l'ovocyte entrent en contact (http:// WWW. Snv. Jussieu.fr).

Les membranes plasmiques des deux partenaires fusionnent alors et le
noyau spermatique ainsi que le contenu de la piece intermédiaire puis le flagelle

sont englobés dans le cytoplasme de I'ceuf fécondé.

Des que le contact des membranes plasmiques a lieu, l'ceuf entame une
cascade d'événements moléculaires qui constituent l'activation du cytoplasme et
mettent en place les processus de blocage de la polyspermie (http:// WWW. Snv.

Jussieu.fr).
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4.5. Activation de I’ceuf:

La fécondation est le produit de la fusion de deux gametes haploides (noyau
a n chromosomes) ; le noyau de fécondation ou zygote est donc diploide (2n
chromosomes), c’est ainsi que la fécondation rétablit la diploidie avec un nombre

de chromosomes spécifique de I'espéece.

Les ceufs sont fécondés dans la colonne d'eau et se développent en nage
libre une caractéristique de la larve planctotrophique des échinides: un
Echinopluteus.

L’ceuf fécondé va subir une série de clivage qui se caractérise par le passage
de I'état unicellulaire a I'état pluricellulaire (Figure 10 a). Des mitoses successives
et rapides conduisent a la formation du stade blastula. Chaque blastomére subit
une bipartition en cellules filles. La totalité du cytoplasme et des réserves
ovulaires est répartie dans les cellules filles. Au terme de la segmentation, la
blastula est composée d'environ 2000 blastomeéres. Progressivement, une cavité
centrale se forme, la cavité de segmentation ou blastoccele (http:// WWW. Snv.

Jussieu.fr).
4.5.1. Segmentation :

Le premier sillon de clivage apparait environ 90 mn aprés la fécondation.
Une construction meéridienne apparait en méme temps que de nouvelles
membranes plasmiques sont élaborées par les deux premiers blastoméres naissants.
Le deuxieme sillon de clivage est également méridien et perpendiculaire au
premier, séparant quatre cellules de dimensions identiques. Le troisieme sillon de
clivage est équatorial et perpendiculaire aux deux précédents. Huit cellules

semblables sont formées.

A partir du stade 16 blastomeéres, les divisions cellulaires deviennent
inégales. Dans I'hémisphére animal, les plans de clivage sont méridiens et génerent
huit cellules semblables. Dans I'hémisphére végétatif, les plans de clivage sont

latitudinaux et nettement excentrés vers le pble végétatif. Deux sortes de cellules
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filles en sont issues : les macroméres proches de I'équateur et les microméres au
pble végétatif (McClay et al; 2000) (Figure 10 b).

4.5.2. Stade Blastula :

Dés le stade 32 blastoméres, la segmentation inégale s'estompe. C'est a ce
moment qu'apparait une cavité de segmentation centrale, le blastoccele. Au stade
128 cellules, la blastula est formée par un épithélium unistratifié et sphérique. I

est limité par une membrane basale interne et la couche hyaline externe.

A la fin de la segmentation, la blastula est entierement ciliée. Le péle
animal porte une touffe de cils plus longs, I'embryon éclos dans le milieu marin,
devient libre, se déplace dans le plancton grace a sa ciliature. L’embryon
sphérique présente un épithélium unistratifié autour dune large cavité de

segmentation, le blastoccele.

Une matrice extracellulaire tapisse la paroi du blastoccele et la couche
hyaline, héritée du contenu des granules corticaux, tapisse I'extérieur de

I'épithélium (Figure 10 c).

La carte des territoires présomptifs nous indiqgue que le nombre des
microméres sont déterminés. Des lors, c'est a partir du pdle végétatif que la
gastrulation sera initiée et les micromeres seront les premiéres cellules a s'animer
(Coffman et al ; 2001).

4.5.3. Gastrulation : La gastrulation est caractérisée par :

1-L'apparition des mouvements cellulaires coordonnés (mouvements

morphogénétiques).

2-La ségrégation des trois tissus fondamentaux : I'ectoderme, a l'origine de
I'épiderme, le mésoderme a l'origine des mésenchymes primaire et secondaire, et

I'endoderme a l'origine du tube digestif (Croce et Mc Clay, 2010).
3-L'apparition d'une cavité secondaire digestive, I'archentéron.

Parallelement, le rythme mitotique diminue et le cycle cellulaire s'allonge.
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Les mouvements cellulaires mis en ceuvre au cours de la gastrulation de
I'oursin sont de 4 étapes. Chacun de ces mouvements est lié a une étape de la

gastrulation, soit, dans l'ordre chronologique.
4.5.3.1. Ingression du mésenchyme primaire

Les prémisses de la gastrulation s'observent au niveau du pdle végeétatif. A

cet emplacement, I'épithélium s'aplatit.

Les cellules du péle végétatif issues des microméres montrent des
mouvements pulsatiles sur leur face interne qui aboutissent a la formation de
filopodes (Sweet et al, 1999).

Simultanément, alors que I'ensemble des cellules de la blastula possede une
forte affinité pour la couche hyaline externe héritée des granules corticaux, les
cellules des micromeres perdent cette affinité et la renforcent de 100 fois pour la

lame basale et la matrice extracellulaire interne (Schroeder, 1980).

La lame basale se rompt et les cellules passent de I'état épithélial a I'état
mésenchymateux ; elles se dirigent dans la cavité du blastoccele au contact de la
matrice extracellulaire pour former les cellules du mésenchyme primaire (figure
10 d).

4.5.3.2. Migration du mésenchyme primaire

Les cellules en migration entrent en contact avec la matrice extracellulaire,
sur la paroi du blastoccele. Plusieurs molécules jouent un réle important dans ces

événements.

Deux d'entres elles sont particulierement importantes pour l'adhésion et la
migration des cellules du mésenchyme primaire, la fibronectine, constituant
majeur de la matrice extracellulaire, et des protéoglycanes sulfatés associés a la

surface des cellules du mésenchyme primaire en migration.

L'ampleur de cette migration reste relativement réduite dans la mesure ou
les cellules du mésenchyme primaire restent confinées latéralement dans

I'némisphere végétatif.
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Parallelement a leur activité migratoire, les cellules du mésenchyme
primaire développent de longues expansions cytoplasmiques ou filopodes, ces
derniers explorent la paroi du blastoceele et pourraient jouer un réle dans la
reconnaissance de la polarisation dorso-ventrale de l'ectoderme (Angerer et
Angerer, 2000).

4.5.3.3. Inflexion du poéle végétatif dans le blastoccele

Une fois les cellules du mésenchyme primaire dans le blastoccele, le pdle
végétatif est formé par les cellules a l'origine du tube digestif. Celles-ci restent

sous forme d'un épithélium cohérent de cellules adhésives.

La couche hyaline qui sert d'ancrage aux cellules qui changent de forme, est
composée de deux sous-couches étroitement accolées, la hyaline interne et la

hyaline externe, impliquées dans les mouvements d'inflexion du pole végétatif.

4.5.3.4. Elongation de l'archentéron et individualisation du

meésenchyme secondaire

L'élongation de l'archentéron est assurée par l'aplatissement des cellules qui
composent ses parois. De plus, des mouvements d'intercalation cellulaire réduisent
le diamétre de l'archentéron pour en faire un tube étroit et allongé (Crose et al ;
2006).

Un autre mécanisme peut contribuer a cette élongation. Les cellules situées
a l'apex de l'archentéron émettent des filopodes, parfois tres longs, puisqu'ils vont

a la rencontre du toit du blastoccele.

Une fois cette connexion assurée, les filopodes se contractent, exercant une

force de traction qui contribue a lI'allongement de I'endoderme vers le p6le animal.

Dans la suite du développement, alors que l'archentéron approche du pdle
animal, les cellules du mésenchyme secondaire se séparent de I'endoderme et se
dispersent dans le blastoccele ou elles constitueront des organes mésodermiques

ccelomiques (Duloquin et al ; 2007).
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Au total, I'embryon parvenu au terme de la gastrulation possede une
organisation concentrique ou l'on retrouve lI'endoderme en position profonde, c'est

le tube digestif primitif ou archentéron (figure 10 e).

L'épiderme constitue le feuillet limitant externe de I'embryon. Quant au
mésoderme, il est représenté par les cellules des mésenchymes primaire et
secondaire situées dans les espaces laissés libres entre I'épiderme et l'archentéron,

formant ainsi le prisme (Figure 10 f).

Quarante huit a soixante douze heures apres la fécondation, des larves
pélagiques a 4 bras appelées Echinopluteus de 450 a 550 um se laissent apparaitre
(Fenaux, 1968 ; 1969) (Figure 10 g).

La larve poursuit sont développement avec 6 bras, puis 8 bras soutenus par

des tiges de calcaire du squelette.

Apres guelques semaines, I’echinopluteus élaborera un rudiment a l'intérieur
de I’invagination épidermique du mur (le vestibule) situé sur le cété droit du corps
(Strathmann, 1978). Lorsque la larve devient compétente, elle cherche un
substrat solide pour s'installer et de se métamorphoser. Un stimulus chimique

suffisant est requis (Gosselin et Jangoux, 1996).

La métamorphose dure moins d'une heure: le rudiment des Echinides est
invaginé et la plupart des tissus larvaires sont résorbés. La post-larve ressemble a
un adulte en miniature mais pas de la bouche ni de l'anus, et est donc endotrophe

(Gosselin et Jangoux, 1998).

Apres une semaine, le stade post-larve a subi quelques changements majeurs
et devient un exotrophique juvénile développé avec un appareil digestif

fonctionnel ; il commence alors le butinage.

Chez les oursins en général, la taille des gonades et la quantité des gametes
produites sont fortement influencées par la quantité et la qualité de la nourriture
(Ebert, 1968; Dix, 1970; Gonor, 1973; Lawrence et Lane, 1982; Keats et al .,
1984; Lawrence, 1987).
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La larve plutéus est nageuse et planctonique, elle avance en dirigeant sa
face orale vers l'avant. La bandelette ciliée, portée par les bras oraux et anaux,
permet ce déplacement en méme temps qu'elle dirige les courants d'eau vers la

bouche. Le plutéus se nourrit de diatomées planctoniques.

Dans les conditions trés favorables, P. lividus restaure rapidement ses

gonades, 9 jours seulement aprés la ponte (Fenaux 1968 ; Régis 1979).

Différents auteurs ont montré une certaine homogénéité concernant ces
périodes de pontes, car en générale, la ponte a lieu deux fois par an en
méditerranée la premiére se déroulant a la fin du printemps alors que la seconde a
lieu a la fin de I’été (Allain, 1975 ; Byrne, 1990 ; Guettaf, 1997).

On parle d’une seule ponte chez I’oursin en Bretagne Nord et Irlande qui
débute en mars et se poursuit jusqu’a la mi-septembre (Fenaux, 1980) les travaux
de (Byrne 1990) le confirme avec une seule ponte de mai a juillet et juin a juillet,
(Tableau 2).
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Figure 11: Représentation des différents stades de développement de P. lividus
(http:// WWW. Snv. Jussieu.fr)
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Tableau 2 : Période et nombre de pontes par an de P.lividus.

Référence et région

Période de ponte

Type de substrat

Méditerrané Nord occidentale
FENAUX (1968) France

(Ville Franche-mer)

REGIS (1979) France (Marseille)

2 périodes de ponte
juin et sept a novembre

mai a juin et ao(it a octobre

Herbier a Posidonia ocanica

Herbier a Cymodocea nodosa

BYRNE (1990) Irlande

1 seule période de ponte
mai a juillet et juin a juillet

roches avec Macrophytes

Méditerranée nord occidentale
LOZANO et al (1995) Espagne

Février a Juin

Roche avec Macrophytes

Méditerrané Sud occidentale
GUETTAF et al (2000) Algérie

Février a Mars

Roches avec Macrophytes herbier a

(Ain Tagourait) Posidonia ocanica
Méditerrané Sud occidentale

GUETTAF etal (2000)

Algérie (Alger plage) Avril et Mai/Ao(t Septembre Roches avec Macrophytes

Algérie (El Marsa)
Algérie (El Marsa)

Avril a Juin/Octobre a Décembre
Avril a Juin/Octobre a Décembre

Roche surpaturée
Herbier a Posidonia ocanica

LEONI et al (2000 non publié)
France (Corse) in SOUALILI 2008

juillet a novembre

roches avec Macrophytes

SANCHEZ et al (2004) Espagne

Mai a Aout
Mars a Aolit ou Septembre

Roches avec Macrophytes
Herbier a Zostera et a algue(Ulva)

JACQUIN et al (2006) France
(Bretagne)

Mai a Juillet

Roches avec Macrophytes

BAYED et al (2005) Maroc

Mars a Mai

Cuvette rocheuse avec Macrophytes

SELLEM et GUILLOU (2007)
Tunisie (Baie de Tunis)

Avril a Juillet

Roches avec Macrophytes herbier a
Posidonia ocanica

SOUALILI (2008) Algérie
(Alger plage)

(Sidi Fredj)

(Tamentfoust )

Juin a Septembre
Juillet a Décembre
Avril a Décembre

Roches avec Macrophytes
Herbier a Posidonia ocanica
Roches avec Macrophytes et

Posidonia ocanica

ADDA NEGGAZ (2008) Algérie Novembre et Décembre/ Jan a Mai Algues photophiles
(Mostaganem)

SAHNOUN (2009) Algérie De Novembre a Juin Roches avec Macrophytes
(Mostaganem)

BELKHEDIM (2010) Algérie
(Ain Franin-Oran)

De Novembre a Juin

Roches avec Macrophytes

DERMECHE (2010) Algérie
(Mostaganem et Madagh)

Février a Mars

Algues photophiles et prairie de
Posidonie
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Généralités sur la bioaccumulation des métaux lourds (Cd, Cu, Pb, Zn)

Depuis le début du siecle, I’environnement (atmosphérique, terrestre et
aquatique) a été soumis a la pression croissante des activités industrielles et
humaines (Miquel, 2001 ; Neiff, 2002), cependant, la présence des contaminants,
et spécialement des métaux lourds a des concentrations supérieures aux charges
naturelles est devenue un probléme de plus en plus préoccupant (GIS, 1996).

Contrairement aux autres polluants, comme les hydrocarbures, les métaux
lourds s’accumulent subrepticement, pour finir par atteindre des seuils toxiques,
(Kurland et al., 1960 ; Nitta, 1972 ; Goldberg, 1979).

Bien que des activités industrielles soient moins élevées dans des régions
moins développées comme I’Afrique, on y observe une prise de conscience
croissante de la nécessité de gérer rationnellement les ressources aquatiques et
notamment de maitriser les déversements de déchets dans I’environnement,
(Dejoux, 1988; Philips, 1991). Néanmoins on remarque que dans quelques pays
africains, les activités miniéres sont a I’origine d’importants apports de métaux
lourds dans I’environnement ; tel que le mercure en Algérie, I’arsenic en Namibie
et en Afrique du sud, I’étain au Nigéria et au Zaire, et le cuivre en Zambie (C.
Biney et al ; 2001).

Les contaminants rejetés dans I’environnement finissent par se retrouver
plus ou moins rapidement dans les milieux aquatiques, en particulier estuariens et
cotiers, ou ils peuvent avoir des effets a court et a long terme (Burton, 1992), et
peuvent modifier la composition de I’eau de mer qui peut devenir toxique pour les
plantes et les animaux (Miquel, 2001; Neiff, 2002).

Une substance d’origine anthropique rejetée dans le milieu est étrangére a
la cellule, si elle exerce des effets défavorables, il s’agit alors d’un polluant ou
d’un contaminant (Moriarty, 1990, Butler et Lowe ; 1978) ; Ce dernier terme
désigne toute substance qui n’existe pas a I’état naturel et qui se caractérise par
une forte toxicité a des faibles concentrations et qui ne sont pas régulés par le
vivant et entrainent des effets biologiques délétéeres (Ramade, 1998). Le passage
de I’extérieur de ces xénobiotiques a I’intérieur du vivant se fait a travers trois
barrieres : (la barriére cutanée, la barriere respiratoire, la barriere digestive)
(Bouderbala, 1997).
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1. Qu’est ce qu’un métal ?

Un métal est un élément chimique, issu, le plus souvent, d’un minerai doté
d’un éclat particulier, bon conducteur de chaleur et d’électricité, ayant des
caractéristiques de dureté et de malléabilité, se combinant aisément avec d’autres

éléments pour former des alliages utilisés par I’Homme (Chiffoleau et al, 2001).

Si les métaux sont souvent essentiels au déroulement des processus
biologiques (oligo-éléments) dont le Cu et le Zn (Aouameur, 1990, Schroeder et
al 1967); nombreux dentre eux peuvent savérer contaminants et non
essentiels (Cd, Pb) pour diverses formes de vie (Mason et Jenkins, 1995 ; Miquel,
2001); lorsque leur concentration dépasse un seuil, lui-méme en fonction de I'état

physico-chimique (spéciation) de I'élément considérés (Figure 11).
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Figure 11: Les métaux essentiels et non essentiels (Chiffoleau et al, 2001)

Un métal a la capacité de se lier aux atomes et groupements avec lesquels il
possede une affinité. Dans le milieu aquatique, il sera défini comme un élément
chimique qui peut former des liaisons métalliques et perdre des électrons pour
former des cations. De ce fait, les métaux ayant une affinité pour le soufre se

fixent sur les protéines ayant des acides aminés soufrés (Rainbow, 2002).

Ainsi, sur la base de leurs propriétés chimiques, les métaux ont été
distingués selon 3 groupes : les éléments de la Classe A, ceux de la Classe B et les

eléments de Transition (Nieboer et Richardson, 1980).
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Les premiers, dont I’Al, Ba, Mg, sont caractérisés par une forte préférence
de liaison avec des groupements contenant de I’oxygene (groupements phosphates,
carboxyles, carbonyles), puis pour I’azote et dans une moindre mesure pour le
soufre (O > N > S). A I’inverse, les éléments de Classe B (Ag, Hg), ont une plus

grande affinité pour les groupes riches en soufre (S > N> 0).

Les éléments de Transition (Co, Mn, Zn),

équivalente a la fois pour I’0O et le S (Figure 12). Ces propriétés chimiques des

présentent une affinité

éléments jouent un r6le crucial sur leur devenir dans les organismes mais aussi
pour leur biodisponibilité dans la colonne d’eau et pour leur incorporation
potentielle dans les tissus des étres vivants.

Elles déterminent, de plus, le caractere essentiel ou non essentiel de
I’élément. Il est en général considéré que les éléments de la Classe B sont plus
toxiques que les éléments de Transition, et que les éléments de la Classe A sont les
moins toxiques (Figure 12).
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Figure 12: Classification des métaux traces (Stumm et Morgan, 1996).
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2. Cycle biogéochimique des métaux lourds :

Le cycle biogéochimique des métaux traces est altéré par les activités
anthropiques; I’augmentation des concentrations peut entrainer des effets
nuisibles possibles sur les écosystémes et I’homme. Du fait de leur stabilité et de
leur persistance dans I’environnement, ils sont propices au transport et a
I’accumulation dans certains compartiments de I’environnement (Butcher et al.,
1992 ; Flores-Rodriguez, 1992 ; Ramade, 1992).

L’aboutissement ou le transfert proprement dit des métaux lourds dans I’eau
de mer, leur dépdt, ainsi que leur élimination sont conditionnés par le cycle
biogéochimique qui régit ainsi leur passage cyclique sous différentes forme a
travers des milieux différents ceci en fonctions des facteurs physiques, chimiques,
géochimiques et biochimiques.

Le cycle biogéochimique des métaux lourds dans le milieu marin se déroule
en deux grandes étapes :

A : Piégeage des polluants métalliques par des conditions physico chimiques
du milieu marin, et cela par :

2.1. Précipitation

Phénoméne qui s’opére lorsque le polluant métallique en solution chute par
gravitation au fond du milieu marin. Cependant, en eau profonde, certains métaux
pourraient retourner en solution bien avant d’atteindre le fond (in Dermeche,
2010).

2.2. Adsorption :

Phénomene qui a lieu quand les molécules ou les ions métalliques se fixent a la
surface des composantes marines (particules, organismes marins, sédiment) (in
Dermeche, 2010).

2.3. Absorption :

C’est le passage du polluant métallique dans un organisme marin (in Dermeche,
2010).

2.4. Sédimentation :

Phénomeéne qui s’effectue lorsque les ions métalliques se superposent formant,

ainsi, des couches sédimentées.
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Les animaux benthiques participent a [I’accélération du dép6t des
particules et leurs métaux associés en les consolidant dans des matieres fécales
(Aouameur, 1990). Ainsi, les animaux benthiques participent a la sédimentation
du milieu marin.

B : Une deuxiéme étape, inverse a la premiéere, constituerait au relargage
de ces polluants par désorption qui est le phénoméne inverse de I’absorption par
diffusion ou par propagation dans le milieu marin, par redissolution ou remise en
solution des produits précipités par décomposition ou déminéralisation des
matiéres organiques, et parfois méme, par redistribution par le biais des

organismes marins (in Bourdial, 1988).

Dans I’environnement aquatique, les métaux lourds subissent de nombreuses
transformations : réductions par processus biochimique interposé, méthylation,
démeéthylation et oxydation d’especes de meétaux isolés. Des réactions redox
peuvent aussi faciliter certaines transformations, les processus biochimiques sont
effectués par des micro-organismes et par des algues (Figure 13) (Jerneldv,
1975).
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Figure 13: Illustration schématique des processus physico-chimiques et biochimiques
affectant le comportement et la distribution dissous/particulaire des éléments

métalliques et des radionucléides a I’interface continent/océan (Olsen et al., 1982).
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Les eaux naturelles contiennent un mélange complexe de métaux traces
dont [I’origine est double (Clark, 2001). Ils sont issus de processus géologiques,

donc naturellement présents dans la biosphére, qui peuvent étre le résultat soit de

déversements effectués directement dans les écosystemes marins et dans les eaux
douces, soit d’un cheminement indirect comme dans le cas des décharges séches et

humides et du ruissellement agricole (Bryan, 1984, Nisbet et Fowler, 1995).

Parmi les importantes sources naturelles, citons [I’activité volcanique,
I’altération des continents et les incendies de foréts. La contribution des volcans
peut se présenter sous forme d’émissions volumineuses mais sporadiques dues a
une activité explosive, ou d’émissions continues de faible volume, résultant

notamment de I’activité géothermique et du dégazage du magma (Zoller, 1984).

D’autre part, ils proviennent de [I’activité humaine donc d’origine
anthropique dont les effluents d’extractions minieres, effluent industriels,
effluents domestiques et ruissellements orageux urbains, lessivage de métaux

provenant de décharges d’ordures ménagéeres et de résidus solides.

Les apports de métaux provenant de zones rurales parmi eux, les métaux
contenus dans les pesticides, ainsi que les sources atmosphériques notant la
combustion de carburants fossiles, incinération des déchets et émission

industrielles, mais aussi les activités pétrochimiques (Tableau 3).

Ces apports sont généralement importants au regard de ceux provenant des
sources naturelles (Goldberg, 1995) ; Oran, étant la quatriéme ville polluante avec
ses 2200 hectares et ses 687000 habitants, rejette 140000m>/ jour d’eaux usées,
dont 90% vont en mer (Bouderbala, 1997). Cette derniere source est souvent
dominante (Phillips et Rainbow, 1993).

Les métaux étudiés dans le présent travail sont le cadmium (Cd), le cuivre
(Cu), le plomb (Pb) et le zinc (Zn).

Ils ont été choisis car ils sont les plus représentés et les plus problématiques
dans I’environnement (Haynes et Johnson, 2000 ; McPherson et Chapman,
2000), et pour I’abondance des études sur leur cycle biogéochimique (Nakhle,
2000).
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De plus ce sont les métaux qui ont été utilisés pour développer les différents
modéles de biodisponibilité et de toxicité que nous présenterons ultérieurement
(Ankley et al., 1994).

Tableau 3: Sources industrielles et agricoles dans I’environnement du
(Zn, Pb, Cu, Cd) (Biney et al ; 1992)

Utilisations Métaux lourds

Batteries et autres appareils électriques Cd, Pb, Zn
Pigments et peintures Cd, Pb, Zn, Cu
Alliages et soudures Cd, Pb, Zn, Cu

Biocides (pesticides, herbicides, conservateurs) | Pb, Cu, Zn

Agents de catalyse Pb, Cu

Engrais Cd, Pb, Cu, Zn
Matieres plastiques Cd, Pb
Carburants Cu, Pb, Cd

3. Pollution par les métaux lourds étudiés

3.1. Pollution par le Cadmium

Etant responsable de nombreuses morts humaines (Kobayashi cité par Eisler
1971 ; Yasumura et al 1980. In IFREMER) et de perturbations biologiques a effets
nuisibles et irréversibles sur les espéces aquatiques, le Cd est considéré comme
I’un des métaux lourds les plus toxiques (Eisler, 1971, Nardberg, 1974 ; Philipps,
1980), Sa demi-vie biologique comprise entre 16 a 33 ans se traduit par une
bioaccumulation importante due a une adsorption initiale du métal sur des sites
précis suivie d’un passage transmembranaire vers des sites de séquestration
(Simkiss et al, 1982).
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C’est un métal blanc, de densité 8.65, le point de fusion est de 321°C, le
point d’ébullition est a 778°C; il présente des caractéristiques chimiques proches
de celles du calcium, en particulier le rayon ionique, facilitant ainsi sa pénétration
dans les organismes (Borchardt, 1985).

A I’état naturel, le Cd se rencontre dans les minerais de Zinc;
industriellement, ce métal est principalement un sous-produit de I’extraction du
Zinc et accessoirement du Plomb (IFREMER, 1989).

Son état prédominant dans la nature est Cd™, une fois libéré dans
I”atmosphere, il est rapidement oxydé en CdO puis en est 6té par les précipitations
ou par des retombées seches directes ; mais la toxicité du Cd est souvent liée a sa
forme ionique, plutét qu’au Cd total.

Le cadmium est un élément rencontré en milieu aquatique sous diverses
formes physiques (dissoute, colloidale, particulaire) et chimiques (minérale ou
organique).

Un ensemble de variables physicochimiques du milieu (salinité, pH, potentiel
redox, caractéristiques sédimentologiques, nature géochimique des particules,
concentration en chlorures) gouvernent les transformations du cadmium dans
I’environnement (Gonzalez et al., 1999; Chiffoleau et al., 2001).

Causées par I’altération géologique due a des agents atmosphériques et a
I’érosion de I’écorce terrestre et transportant le Cd ainsi que d’autres oligo-
eléments dans le milieu marin, auquel s’ajoute I’action volcanique des grands
fonds (Clarke, 1996).

Il a pour origine aussi les rejets industriels tels que le raffinage des métaux
non ferreux, la combustion du charbon et des produits pétroliers, les incinérateurs
d’ordures ménageéres et la métallurgie de I’acier, la volcanoplastic, la production
d’engrais phosphaté constituent les principales sources de rejet atmosphérique
(Benguedda, 1993). D’apres Khettib et Rezzoug, 1991 : 7000 tonnes/ an de
déchets de Cd sont déversés dans I’océan mondial ; et sa production s’est
considérablement amplifiée au cours des 20 derniéres années.

Contrairement a de nombreux métaux, le cadmium n’a aucun role
métabolique connu et ne semble pas biologiquement essentiel ou bénéfique au

métabolisme des étres vivants.
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Il remplace parfois le Zn dans des systéemes enzymatiques carencés en Zn
chez le plancton (Price et Morel, 1990; Lane et Morel, 2000).

Selon Benguedda (1993), en présence des cyanures, la bioaccumulation du
Cd devient intense, ce qui engendre un blocage des groupements thiol chez I’étre
humain entrainant une inhibition respiratoire au niveau cellulaire et une
perturbation de certains systémes enzymatiques fondamentaux.

3.2. Pollution par le cuivre

Le cuivre est indispensable au métabolisme des étres vivants (oligo-
éléments) ; Il peut se trouver sous forme d’hydroxyde de chlorure ou carbonates
solubles ou encore a I’état de traces, c'est-a-dire inférieurs a 1mg/ | dans
certaines eaux naturelles.

L’oxyde cuivreux Cu,O est insoluble dans I’eau alors que les formes CuSO,,
Cu(OH) , et CuCl; le sont. La majorité du cuivre rejeté dans I’eau est sous forme
particulaire et tend a se déposer, a précipiter ou a s’adsorber a la matiére
organique, au fer hydraté, aux oxydes de manganése ou aux argiles. Dans I’eau, le
cuivre particulaire représenterait de 40 a 90 % du cuivre (ATSDR, 1990). Aprées
introduction du cuivre dans le milieu aquatique, I’équilibre chimique est
généralement atteint en 24 heures.

Le cuivre est présent dans I’environnement de maniére ubiquiste. Sa
concentration dans I’écorce terrestre est estimée & environ 70 mg.kg™t. Le
transport par le vent des poussieres de sol, les éruptions volcaniques, les
décompositions végétales, les feux de foréts et les aérosols marins constituent les
principales sources naturelles d’exposition.

Les principales sources anthropiques sont I’industrie du cuivre et des métaux
en général, I’industrie du bois, I’incinération des ordures ménageres, la combustion
de charbon, d’huile et d’essence et la fabrication de fertilisants (phosphate).

Le milieu environnemental le plus exposé au cuivre est le sol: 97 % du cuivre
libéré dans I’environnement s’y retrouve contre seulement 3 % dans les eaux et
0,04 % dans I’air (ATSDR, 1990).

La contamination des sols est due principalement aux scories d’extraction
et de broyage des minerais de cuivre, les boues des usines de traitement des eaux

usées, les déchets de la galvanoplastie, I’industrie du fer et de I’acier.

33



Généralités sur la bioaccumulation des métaux lourds (Cd, Cu, Pb, Zn)

Le cuivre est un élément essentiel chez I’lhomme et I’animal, il est impliqué
dans de nombreuses voies métaboliques, notamment pour la formation
d’hémoglobine et la maturation des polynucléaires neutrophiles (Benguedda,
1993).

De plus, il est un cofacteur spécifiqgue de nombreuses enzymes et
métalloprotéines de structure intervenant dans un métabolisme oxydatif, la
respiration cellulaire, la pigmentation (OMS-IPCS, 1998).

Il a une importance capitale dans I’entretien des processus biologiques. Chez
les mollusques, le sang renferme un pigment respiratoire a base de cuivre,
I’lhémocyanine.

La toxicité vis a vis des organismes marins dépend de la forme chimique du
cuivre et de son état d’oxydation. En particulier, la concentration Iétale en 48 h
pour 50 % des larves d’huitres plates serait de 1 a 3 pg.L™ et des inhibitions de
croissance du phytoplancton se produisent & partir de 4 pg.L™.

Les caractéristiques physico-chimiques du milieu (pH, dureté, teneurs en
autres inorganiques) agissent sur le degré de dissociation entre les formes
métalliques et ioniques. Le cuivre complexé est moins toxique que le cuivre a
I”état ionique.

3.3. Pollution par le plomb :

Il est bleu-grisatre, malléable et ductile possédant un point de fusion de
327°C et un point d’ébullition de 1740°C ; son usage selon « IFREMER » peut étre

classé en cing secteurs principaux :

Produits semi-finis (tuyaux, tubes..), cables électriques, accumulateurs

(plaque, poudre...), alliages (soudure, imprimerie...), chimie (oxyde, alkyl...).

Le plomb se trouve sous forme inorganique, il existe sous trois formes
essentielles: le plomb dissous, le plomb colloidal et le plomb particulaire: a des
valeurs de pH proche de 7 ; c’est un élément trés réactif dans I’environnement,
I’atmosphere et son principal vecteur vers I’océan (IFREMER, 1993).

Sous forme dissoute, le plomb prend des formes dominantes dans I’eau de
mer qui sont PbCOs, PbCl, ou PbCI’. Cette répartition ne prend pas en compte la
matiere organique dissoute et le fait que le plomb, dans I’eau de mer, se

trouverait essentiellement sous forme de complexes organiques labiles.

34



Généralités sur la bioaccumulation des métaux lourds (Cd, Cu, Pb, Zn)

De méme que pour le mercure, le plomb peut-étre méthylé par les bactéries
dans les sédiments, mais ce phénomene revét une moindre importance.

Aussi, le plomb présente une forte affinité pour la matiére particulaire. A
peine 10 % du plomb se trouve sous cette forme dans I’océan. L’adsorption du
plomb sur la matiere particulaire est en fonction du pH et augmente avec ce

dernier.

Dans I’air, les émissions de plomb provenant de poussiéres volcaniques
véhiculées par le vent sont reconnues d’importance mineure. Les rejets

atmosphériques sont principalement anthropiques.

Au cours des deux derniers siécles, des concentrations en plomb dans les
glaces polaires ayant intégré la retombée atmosphérique, cette augmentation est
en relation avec I’accroissement des émissions anthropiques. (Murozumi et al.,
1969; Boutron et Patterson, 1983).

Les apports de plomb a I’océan se font majoritairement par voie
atmosphérique, la source principale étant encore a I’heure actuelle la combustion
des carburants automobiles. Les teneurs dans les eaux cétiéres sont a peine plus
élevées qu’en zone océanique a cause de I’ampleur de I’enlevement dans les zones

ou les concentrations en matiéres en suspension sont fortes.

Des eaux cotiéres, dont les teneurs sont inférieures & 50 ng.L™ peuvent étre
considérées comme non contaminées. Dans les sédiments, le plomb peut étre remis
en solution par dégradation aérobie de la matiére organique particulaire a laquelle
il est associé. Cette solubilisation s’observe également en subsurface par

dissolution des oxydes de fer et de manganése (Marchand et Kantin, 1997).

Le Pb est un élément qui ne semble pas étre essentiel a la croissance des
animaux ni a celle des plantes (Needelman, 1984) ; cependant, il est bioconcentré

par les organismes vivants, en particulier les organismes marins.

Des effets sur la croissance de certaines especes phytoplanctoniques ont été

enregistrés a partir de 0,5 pg.L- .
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Ainsi, considéré comme un métal toxique pour I’homme, de nombreuses
recherches concernant sa bioaccumulation par les produits marins ont été
réalisées, ces derniers peuvent servir de vecteur d’ingestion pour I’lhomme.

Il semble que le transport sous forme dissoute soit le mécanisme le plus
fréquent de la pénétration du Pb dans les cellules; la majorité des ions ne
traversent les membranes plasmidiques hydrophobe que grace a un ligand
transporteur et ainsi mettre en jeux tout un systeme de « piégeage cinétique » afin
de prévenir sa diffusion vers I’extérieur ; I’excrétion alors peut se faire sous forme
dissoute ou solide. La complexité du systéme « stockage-excrétion » sera fonction

du niveau d’excrétion de I’organisme considéré (Simkiss et al, 1982).

Les concentrations en Pb dans les muscles des poissons sont le plus souvent
inférieurs a 1pg.g, cette concentration a tendance de diminuer avec
I’augmentation en taille ; Les teneurs dans le foie et le rein sont supérieures
(Cossa et Bombled, 1992).

Selon I’OMS, la quantité de Pb admissible apportée hebdomadairement par

la nourriture serait de 3ug pour les adultes et de 0.2ug pour les enfants.

Le Pb sous forme inorganique exercerait sa toxicité en entrant en
compétition avec des métaux essentiels au fonctionnement normal de la cellule.

3.4. Pollution par le zinc

Le zinc est indispensable au métabolisme des étres vivants (oligo-éléments) ;
en particulier comme coenzyme. Le zinc existe dans I’eau de mer sous diverses

2+n

formes: ion hydraté (Zn(H,0) “™), zinc complexé par les ligands organiques (acides

fulvigues et humiques) et zinc adsorbé sur de la matiére solide.

C’est un métal blanc dont le point de fusion atteint 420°C et le point
d’ébullition 907°C, La quantité de zinc tolérable dans I’eau est rapidement limitée

par le golt désagréable des sels de zinc (au-dessus de 5 a 10mg/L) (IRPTC, 1978).

Le zinc est principalement utilisé pour les revétements de protection des
métaux contre la corrosion (galvanoplastie, métallisation, traitement par
immersion), il entre dans la composition de divers alliages (laiton, bronze, alliages
Iégers), il constitue un intermédiaire dans la fabrication d’autres composés et sert

d’agent réducteur en chimie organique et de réactif en chimie analytique.
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D’apres Sellali, en 1986, il faut plus de 2,2 ppm en poids sec de zinc pour

satisfaire les besoins biochimiques des organismes marins.

Le zinc principalement sous forme de sulfure (blende) est assez
uniformément distribué dans les roches magmatiques (40 & 120 mg.kg™).

Sa concentration est un peu plus élevée dans les sédiments argileux (80 a
120 mg.kg™?) et les schistes alors qu’elle est plus faible dans les roches méres
sableuses.

Il entre naturellement dans I’atmosphére a partir du transport par le vent de
particules du sol, des éruptions volcaniques, des feux de foréts et d’émission
d’aérosols marins, Le zinc provient de la dissolution et des intempéries.

720000 tonnes/ an de zinc sont produites dans le monde (Benguedda-
Rahal, 1993).

Les apports anthropiques de zinc dans I’environnement résultent des sources
minieres industrielles (traitement minerai, raffinages, galvanisation du fer,
gouttiéres de toitures, piles électriques, pigments, matiéres plastiques,
caoutchouc), des épandages agricoles (alimentation animaux, lisiers) et des

activités urbaines (trafic routier, incinération ordures).

Dans les zones portuaires, le zinc est introduit & partir de la dissolution des
anodes destinées a la protection des coques de bateaux contre la corrosion, et est

contenu dans certaines peintures antisalissure.

De point de vue physiologique, Comme le cuivre le zinc est un métal
essentiel a la vie d’un grand nombre d’organismes en quantité généralement
faible, et joue un réle prédominant dans la croissance et le métabolisme des acides
nucléigues qui interviennent chez I’Homme dans la reproduction, réplication, la
réparation cellulaire, et la croissance tissulaire (Boudene, 1986), il est
indispensable au développement osseux et cérébral, au développement fcetal, au
godt et a I’odorat, des fonctions immunitaires et de la cicatrisation des blessures
(NAS/NRC, 1989).

Le zinc est I’un des oligo-éléments les plus abondants chez I’lhomme (besoins

15 mg/jour™).
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La toxicité du zinc est relativement faible lorsqu’il est induit par voie
digestif (Aubert et al, 1987). Cette intoxication se traduit par des vomissements,
diarrhée, troubles respiratoires suivie de convulsions, puis une paralysie (Quillet,
1984).

Sa toxicité pour les organismes aquatiques n’en fait pas un contaminant
prioritaire, bien qu’il agisse, a de fortes concentrations, sur la croissance des
larves.

L’impact toxique du zinc n’est généralement pas immédiat, cette action
s’exerce par la formation de composés toxiques insolubles au niveau des
muqueuses recouvrant les branchies de poissons ou par action toxique interne
(Benguedda, 1993).

4. Métaux lourds dans I’environnement aquatique:

L’introduction des métaux lourds dans le milieu marin a pour conséquence
des effets nuisibles et néfastes, tels que des dommages aux ressources biologiques,
risques pour la santé humaine, entraves des activités maritimes (y compris la

péche), altération de la qualité de I’eau de mer (Gesamp, 1991).

Une fois dans I’environnement aquatique, les métaux se répartissent entre
les différents compartiments (I’eau, les particules en suspension, les sédiments et
le biote), (Chiffoleau et al.2001).

Les métaux présents dans I’environnement aquatique peuvent exister sous
forme de complexes, de particules ou en solutions non biodégradables persistantes,
qui peuvent affecter la vie aquatique, en provoquant un effet toxique, une
bioaccumulation directe ou une biomagnification au fur et a mesure que I’on

remonte a travers les maillons de la chaine trophique (Figure 15).
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Figure 14: Destination des polluants dans I’environnement aquatique et leurs
origines (Boutiba et al ; 2003)

5. Effets des métaux lourds sur les organismes marins :

Le potentiel effet des métaux sur les organismes est intrinséquement lié aux
processus de bioaccumulation, puisque les éléments doivent entrer dans les

cellules avant d’exercer leur influence (Langston, 1990).

Dans le milieu marin, les organismes sont donc exposés aux métaux selon

différentes voies d’entrée (eau, sédiment, nourriture, transfert maternel...).

Ainsi, la bioaccumulation d’un métal dans un organisme est la résultante des

parametres d’entrée et d’élimination et/ou de rétention (Rainbow, 1990).

Une fois entrés dans les tissus, les éléments traces sont "métaboliquement
disponibles" au moins jusqu’a ce que des processus physiologiques agissent pour les
éliminer ou les lier a une molécule particuliere ayant une forte affinité pour

I’élément, I’empéchant, de ce fait, de se fixer par ailleurs (Rainbow, 2002).

A ce stade, le métal est détoxiqué et peut étre soit retenu dans les tissus,

soit éliminé.
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Dans le cas contraire, les métaux peuvent induire des perturbations
biochimiques des fonctions physiologiques essentielles telles que la digestion,
I’immunité ou la reproduction influengant en conséquence la santé, croissance et

la survie des individus et des populations (Langston, 1990).

La contamination de [I’environnement aquatique par des métaux de
provenance localisée, peut avoir des effets délétéres, c'est-a-dire des effets
toxiques aigus ou chroniques, sur la vie aquatique a I’intérieur de la zone
concernée. La plupart des données publiées jusgu’ici concernant les effets des
métaux sur les organismes aquatiques indiquent cependant que ces effets nocifs se
produisent a des concentrations supérieures a celles que I’on trouve généralement

dans I’environnement (Gesamp, 1985, 1988).

Les métaux peuvent étre absorbés sous la forme organique ou inorganique.
Pour certains éléments, comme le Cu, la forme inorganique est la plus toxique ;
pour d’autres, comme le Pb, les formes organiques sont les plus toxiques. A de
faibles concentrations, beaucoup de métaux lourds dont le Cd, Pb et le Cu inhibent

la photosynthése et la croissance du phytoplancton.

Les effets observés a des niveaux trophiques supérieurs se manifestent
notamment par un retard du développement des embryons, des malformations, et
une moins bonne croissance des adultes chez les poissons, les mollusques, les

crustacés et les Echinodermes dont Paracentrotus lividus.

Pour cela I’OMS a également élaborée des critéres de qualité des eaux
potables pour plusieurs substances chimiques, dont la plupart des métaux lourds
(OMS, 1985) ; la FAO, de son cbté a fait une compilation des teneurs limites de
substances dangereuses, et notamment de métaux lourds, Iégérement admises dans

les poissons et les produits de la péche (Nauen, 1983 ; FAO, 1989).

Pour les animaux (comme le cas des Poissons), au moins deux voies de
pénétration du cuivre sont a considérer : les voies respiratoires et le systéme
digestif. L’ incorporation dans les cellules par I’une ou I’autre des voies va suivre
les mémes régles que pour un organisme unicellulaire : adsorption a la surface puis

transport et diffusion a travers la membrane (Power et Chapman, 1992).
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6. Toxicité des métaux lourds:

6.1Toxicité aigle:

Elle est due a une absorption rapide d’un toxique par voie transtégumentaire
pulmonaire ou buccale; elle se développe rapidement et provoque de tres graves
troubles physiologiques a fortes doses et en courte durée.

6.2 Toxicité chronique:

Elle se produit lors d’une absorption du toxique apres I’exposition du sujet a
de tres faible concentration parfois a des doses ceci a long terme, elle peut
provoguer des troubles métaboliques ou physiologiques susceptible d’aboutir a la

mort.

7. Ecotoxicologie :

L’écotoxicologie est la discipline qui évalue les effets des perturbations
physiques et chimiques sur les étres vivants, les voies de transfert des
contaminants et leur action sur I’environnement (Truhaut, 1977).

Elle regroupe des études physico-chimiques, permettant de décrire le
milieu étudié et de définir son niveau de contamination, ainsi que des études
biologiques afin de déterminer la qualité du milieu.

L’écotoxicologie peut intervenir a différents niveaux d’organisation
biologique: moléculaire, subcellulaire et cellulaire, tissulaire, de I’organisme, de la
population et de I’écosysteme.

Elle peut s’interpréter en 3 modeles :

+ 7.1. Bioaccumulation est le processus par lequel un organisme vivant
absorbe une substance a une vitesse plus grande que celle avec laquelle il I’excrete
ou la métabolise.

Elle désigne donc la somme des absorptions d’un élément par voie directe et
alimentaire par les espéces animales aquatiques ou terrestres (Ramade, 1992).
Face a I’'immensité des problémes écotoxicologiques, il semble impératif de
s’occuper séparément des meécanismes d’accumulation et du transfert des
contaminants.

Les termes de transfert et d’accumulation sont fortement liés, le premier

représente un changement d’état du second.

41



Généralités sur la bioaccumulation des métaux lourds (Cd, Cu, Pb, Zn)

Les transferts représentent le flux de contaminants entre les différents
compartiments abiotiques et biotiques et I’accumulation représente la quantité
stockée dans chacun des compartiments (Figure 16).

La bioaccumulation est donc le résultat des processus par lesquels le
contaminant entre dans I’organisme et des processus de décontamination, une
combinaison des mécanismes d’excrétion vers [I’environnement et de
biotransformation endogéene (Ribeyre et Boudou, 1989).

+ 7.2. Bioconcentration est un cas particulier de bioaccumulation. Elle
est définie comme le processus par lequel une substance (ou un élément) se trouve
présent dans un organisme vivant a une concentration supérieure a celle de son
milieu environnant.

C’est donc I’accroissement direct de la concentration d’un contaminant
lorsqu’il passe de I’eau a un organisme aquatique. Le facteur de concentration
(FDC) peut étre défini comme une constante issue du rapport de la concentration
d’un élément dans un organisme en état d’équilibre a sa concentration dans le
biotope (Veith et al., 1979; Ramade, 1992).

& 7.3. Bioamplification est le processus par lequel le prédateur
concentre une substance (ou un élément) a un niveau supérieur a celui ou il se
trouve dans la proie (Figure 16).

Ainsi, le concept de bioaccumulation résulte de la balance nette des
processus de capture, de stockage et d’excrétion d’une substance dans un
organisme, due a une exposition dans I’eau, la nourriture, le sédiment et I’air
(Nieff, 2002).

La bioaccumulation, phénomene capital au niveau de I|’organisme, est
exprimée par la différence entre la quantité de métaux qui pénetre au travers des
barrieres biologiques et celle qui est éliminée vers le milieu extérieur (processus

d’excrétion).
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Pénétration, stockage dans les organes cibles et élimination seront sous la
dépendance des facteurs abiotiques du milieu, de la nature du contaminant et des
caractéristiques physiologiques et biochimiques de I’organisme ou de I’espéece

considérée.

Bioamplification ou Bioaccumulation

biomagnification ou transfert simple

Super-carnivore

Herbivore

Producteur
primaire

Pyramide des biomasses Pyramides cdes concentrations

Figure 15: Transferts trophiques des polluants chez les organismes vivants
(Boutiba et al ; 2003)
Le but final des essais biologiques est d’évaluer I’impact des micropolluants.
Les bioessais refletent la toxicité de la fraction biodisponible des contaminants,
mais ne permettent pas d’identifier les composés responsables des effets

biologiques observés.

Cette biodisponibilité des contaminants dépend de nombreux facteurs
physiques (granulométrie et teneur en matiére organique du sédiment et des
particules en suspension etc.), chimiques (solubilité et réactivité des composés,
présence d’agents complexant etc.), biologiques (organismes pélagiques ou
benthiques utilisés, mode de contamination etc.) (Borgmann, 2000).

Elle peut dans une certaine mesure étre mesurée par I’accumulation des
contaminants par les organismes tests ; on parle alors de bioaccumulation.

Pour différents composés, des concentrations corporelles critiques, au-
dessus desquelles des effets biologiques sont observes, ont été déterminées. Pour
les contaminants non ou faiblement régulés et transformés, les teneurs dans les
organismes sont de meilleurs indicateurs de la qualité du milieu que la mesure des

concentrations en polluants dans le milieu méme.
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Ceci permet de prendre en compte tous les facteurs qui influencent la
biodisponibilité de ce type de contaminants (Borgmann et Norwood, 1997;
Borgmann, 2000; Borgmann et al. 2001; Connell et al., 1999; Hwang et al.,
2001; McCarty et Mackay, 1993).

8. Métaux lourds en Algérie

Les analyses des sédiments portuaires indiquent des teneurs variables en
métaux lourds. Les ports ne sont pas les seuls touchés par la pollution des métaux
lourds. Des concentrations élevées sont aussi constatées au large de zones cotieres
comme Ghazaouet pour le Cd, Cu, Pb, Zn ; Oran et Arzew pour le Pb, Cu ; Alger
pour le Hg. On évalue a 10 000 tonnes.an-1 les pertes au cours de ces opérations et
12 000 tonnes.an™ sont déversées au large par les gros transporteurs (eaux de cales
et de ballast).

Les concentrations des métaux lourds sont constatées au large des cotes.

Tableau 4 : Teneurs en métaux lourds (ug/g) dans les principaux ports d'Algérie (les
chiffres entre parenthéses représentent les normes)(Chalabi et al, 2002)

Ports Mercure |Cadmium |Plomb |Cuivre |Zinc
Ls) (3 (250) |(150) |(500)
Ghazaouet
Oran 2,6 2 480 2001 800
Arzew 0,5 0,2 100 50| 230
Béthioua 0,35 0,25 48 25| 110
Mostaganem 3,2 04 50 65| 200
Ténes 0,3 1,2 120 40| 400
Alger 58 2,9 870 325| 1100
Béjaia 0,3 28 100 65| 440
Jijel 59 2,35 510 190| 700
Skikda (NP) 18 0,12 30 65| 170
Skikda (AP) 3,3 1,58 120 2001 770
Annaba 1,1 2,5 220 115| 400
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Matériel et méthodes

1. Tests biologiques ou Bioessais :

Les analyses chimiques permettent de déterminer et de connaitre le niveau
de contamination d’un polluant métallique, mais donnent peu d’informations sur
I’action directe sur les différents organismes marins. Pour mieux appréhender
cette derniére, il est plus approprié d’utiliser les réponses d’organismes vivants :
Bioessais (His et al, 1999; Geffard, 2001). De nombreux bioessais sont pratiqués
sur des organismes utilisant la survie comme réponse biologique (Chapman et
Morgan, 1983 ; Carr et al. 1989 ; Becker et al, 1990 ; ASTM, 1992 ; Long et
Wilson, 1997 ; Carr et Chapman, 1998 ; ISO, 1998 ; Miller et al, 2000).

Le but d’un bioessai est d’évaluer des réponses biologiques chez des
organismes soumis a différent xénobiotiques. La présente étude consiste a évaluer
la toxicité potentielle des métaux lourds (cadmium, cuivre, plomb, zinc) sur le
développement embryonnaire chez P. lividus, vu la sensibilité des différents stades
de développement chez cet organisme marin couramment utilisé en écotoxicité
marine (Miller et al, 2000 ; Geffard, 2001).

Les gametes de I’oursin commun P.lividus ont été utilisés pour les
différents tests présentés dans cette étude, vu que les ceufs de cet Echinide
peuvent étre fécondés facilement, les phénomenes reliés a la fécondation peuvent
étre suivis clairement (élévation de la membrane de fécondation) et le
développement est rapide (stade Plutéus en 3 jours) (Delalande, 1999). La
transparence des embryons permet de faire une observation microscopique du

développement.

2. Choix de la station d’étude :

Notre choix s’est porté sur un site d’étude dit de référence situé a quelques
meétres d’Ain Franin, sur la cote ouest algérienne ; Il se trouve implanté entre les
deux caps formant la grande baie d’Oran, Cap Ferrat au nord et le cap Falcon sud-
est et a 28 Km de Kristel (coordonnée géographique:35°46’52,06“N 0°30°48,86* O),
considéré comme une zone non impactée car I’action anthropique est tres peu
marqué (Hebbar, 2005 ; Benghali, 2006) (Figure 16).

Topographiqguement, cette zone est dotée d’une facade maritime exposée
vers le Sud-Est, lui donnant une bonne position géographique, cet emplacement

cOtier est constitué de criques et de plages a sable fin (Sidi Moussa et Tamda).
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Ainsi qu’un petit port tres pittoresque, ou on y pratique d’une maniéere artisanale
la péche.

Kristel demeure un site dans la nature sauvage, il a été entretenu en raison
de I’absence totale d’activités industrielles pouvant rejeter leurs déchets a la mer,
ce qui donne a nos échantillons plus de qualité par leur éloignement de toute
source de pollution (Taleb et al, 2007).

Figure 16:Localisation du site de prélévement (Ain Franine-Kristel)
(in Dermeche 2010)

3. Méthode d’échantillonnage :
3.1. Prélevement :

La collecte des individus d’oursins s’est faite de Février 2010 jusqu’au mois
de Mai 2010 au niveau de notre site d’étude (1 préléevement en février, 2
prélevements en mars, 2 prélevements en avril et enfin 2 prélevements en mai) et
ramenés en surface dans une glaciere remplis d’eau de mer a la profondeur de la

récolte pour éviter tout choque osmotique (Figurel?).
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Figure 17 : Récolte des spécimens d’oursins

3. 2. Traitement au laboratoire :

Au laboratoire LRSE un tri des spécimens est réalisé, et I’eau de mer utilisée

lors du Bioessai provient du méme site d’échantillonnage.

Lors de ces tests biologiques, seuls les individus mdrs sont concernés et

I’expérimentation se déroule en deux parties :
3.2.1. Frai et fertilisation :

L’eau de mer est filtrée a I’aide d’un systeme de filtration a pompe
péristaltique en utilisant un filtre millipore 0,45um afin d’éliminer les débris et les
microorganismes(EMF). Puis la ponte est induite par injection de 0,5 ml d’une

solution de KCI a 0,5M dans la cavité ccelomique (Harvey, 1940) (Figure 18).
-1

Figure 18: Injection du KCL

A I’aide d’une pipette automatique, les produits sexuels males (liquides

blanchatres au niveau des pores génitaux) sont récupérés « a sec » sans adjonction
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d’eau de mer filtrée, et conservés dans des tubes en verre placé dans la glace
fondante (garde son pouvoir fécondant pendant plusieurs heures) (Figure 19 ),suite
a une vérification de la mobilité des spermatozoides au microscope optique, les

spermes de plusieurs males sont poolé.

&

Figure 19 : Collecte du sperme d’oursin male

Par contre, les femelles sont placées au-dessus d’un erlen de 250 ml en
verre contenant de I’EMF, les pores génitaux se trouvant en contact avec la surface
de I’eau, de maniére a ce que les ceufs s’écoulent et décantent peu a peu sur le
fond (Figure20).

) VLS
- -

Figure20 : Collecte des gameéetes femelles

Apres une ponte intense de 30 min, les ceufs sont tamisés a 160 um pour
éliminer les débris et sont recueillis dans une éprouvette de 500 ml dont le volume
est ajusté a I’aide d’EMF et homogénéisés a I’aide d’un agitateur en matiere
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Plexiglas (disque circulaire perforé, monté sur un axe). lls sont mis a décanter 10
minutes ; puis les 100 premiers ml de la solution d’ceufs sont éliminés et remplacés
par de I’EMF. Cette opération est renouvelée une seconde fois (Quiniou et al
1999).

Ceci permet d’éliminer les ceufs les moins denses, de moins bonne qualité (Dinnel
et al, 1988 ; Guillou et al, 2000)

3.2.2. Effet des polluants métalliques sur le développement

embryonnaire des oursins :

La méthode utilisée pour la réalisation des bioessais est celle de (Coteur
et al 2003), les gametes d’oursin en suspension obtenues selon le protocole de
(Quiniou et al 1999).

Il a été procéder de la maniere suivante : Une fois les suspensions de
gametes obtenues (Pagr : 3.2.1), on a récupéré séparément les ceufs de 03
femelles, et le pool de sperme provenant de 03 males dans 2ml d’EMF. Suite a cela
une vérification au microscope photonique s’impose pour s’assurer de la bonne
qgualité des ceufs et de la mobilité des spermatozoides. Une fécondation est
réalisée entre les ceufs de chaque femelle et le sperme poolé des 03 males dans

des béchers correspondant a chaque femelle, contenant 30ml d’EMF.

Chaque bécher contient 1500 a 2000 ovocytes (volume nécessaire)
auxquels en additionne 250ul de sperme qui sont homogénéisés, aprés une heure
de contact, on vérifie le succes de la fécondation au hasard sous microscope
photonique sur 100 ovocytes (absence de polyspermie, présence de membrane de

fécondation).

Une fois la fécondation vérifiée au microscope optique (Carl Zeiss), une
plaque de 15 puits de 30 ml est utilisée pour chaque polluant métallique (Cd, Pb),
avec 4 concentrations de gradient croissant (10ug/l1, 50ug/l, 100ug/1 ,200ug/1) plus

un témoin pour chaque concentration (blanc-EMF) (Figure 21).
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f Plomb

Figure 21: Présentation des puits utilisés pour la réalisation des tests d’embryotoxicité
chez P. lividus.

Les puits de chaque plaque sont remplis avec 10 ml de chaque
concentration, puis des séries de 250-300 embryons, prélevés (de chaque femelle
fécondée) sont transférées dans chaque puits et séjourne dans un incubateur
pendant 72 H a 21+ 1°C (Figure 22), a I’issue de cela le développement larvaire
est arrété par adjonction de formol neutre (35%) soit 100ul (Figure 23) et le
pourcentage des anomalies est déterminés d’aprés les critéres de (Klockner et al
1985) (Figure 24) a I’aide des observations au microscope photonique (Carl Zeiss)
(Figure 25).

Figure 22: Incubation des puits & 21°C
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Figure 23:  Arrét de la division cellulaire

Eufs
Blastula
Gastrula

Exogastrula

Pluteus retardé

Figure24 : Les différentes anomalies embryonnaires et larvaires chez P.lividus (D’apres
Klockner et al. 1985). A : développements retardés, b : développement normal, c :
longueur inégale des baguettes somatiques, d : baguette antérolatérale tordue, e : une
baguette somatique plus courte, f: dédoublement d’une baguette somatique, ¢ :
surnombre des baguettes somatiques et h : chevauchement des baguettes somatiques.
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Figure 25: Observation au microscope photonique (Carl Zeiss) pour le dénombrement
des anomalies larvaires.
La transformation du nombre d’ceufs malformés se fait en pourcentage. Il
peut arriver d’observer une anomalie de développement chez les témoins, et si le
pourcentage de ces anomalies excéde les 20%, on procéde a la correction des

malformations dues aux concentrations utilisées par la formule d’Abbot (1975):

% de mortalités corrigées = Po-Pt/100-Pt

Po= pourcentage de mortalités observées.
Pt = pourcentage de mortalités chez les témoins.

4. Détermination de la CL50 :

La présentation des résultats obtenus est réalisée a I’aide des tableaux
donnant pour les bioessais basés sur la létalité ou anomalies de formations, les
pourcentages cumulés de malformations et pour chaque concentration, ainsi, les
concentrations létales pourront étre obtenues avec précision en utilisant la

méthode des probits et ses dérivées (Bliss, 1935).
4.1. Méthode de Bliss :

Quelque soit I’organisme, le principe général de ces tests repose sur
I’établissement d’une corrélation entre la dose d’exposition et I’effet toxique,
représentée sous la forme d’une courbe dose-réponse (Figure 26).Dans la pratique

différente concentration de polluants sont testées et I’effet (mort d’organismes ;
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arrét de développement ou malformations embryonnaires) est exprimé par rapport

a la réponse du contréle (milieu standard, sans effet).

La toxicité est généralement exprimée de maniere synergique en
concentration effective (CEX), concentration pour laquelle X% d’effet est observé.
On calcule classiquement la DL50 (CL50), concentration effective ou I’on observe
50% d’effet (Gilbin, 2002).

Le traitement statistique des données expérimentales effectué par la
méthode des probits de Bliss (1935), pour les expériences utilisant un nombre
réduit d’animaux tests et particulierement bien adaptés aux recherches menées sur
des Invertébrés marins tels que les Mollusques, confirmée par Amiard (2000) in
Bendimerad,2000.

Cette méthode part de I’hypothese que, dans la relation « effets-doses »,
les effets proportionnels aux logarithmes des concentrations sont normalement
distribués. La méthode de calcul donnée par Bliss (1935), ayant une variation
linéaire des probits de mortalité ou de malformations en fonction des logarithmes
de concentrations utilisées, consiste en I’établissement d’une droite de régression

de laforme Y= aX+b.

Effet

50%

Temain {025}

o

m -

CE = Concentration

Figure 26: Relation Concentration-Réponse type obtenue lors d’un bioessai
(Gilbin, 2002)
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Les systemes aquatiques continentaux et marins représentent des
réceptacles pour la quasi-totalité des contaminants, via les apports directs et
indirects (Peijnenburg et al, 1997) ; dans ce volet, les recherches sur I’action des
métaux lourds sur le développement de I’ceuf d’oursin forment une importante
contribution aux progres de nos connaissances dans le domaine de la détermination

embryonnaire.

Depuis longtemps, [I’oursin est un modeéle privilégié pour les
recherches sur le développement, de plus la fécondation et la croissance externe
des embryons, leur cycle de division cellulaire rapide, ainsi que leur transparence,
donne a I’oursin une place dans le domaine de I’écotoxicologie(Quiniou et al
1997 ; Guillou et al 1993).

Les biotests permettent d’évaluer les niveaux d’effets des métaux. lls
fournissent une réponse globale par rapport aux différentes espéces chimiques

présentes en intégrant les possibles interactions.

Apres incubation des ovocytes traités aux différents métaux divalents
(Cd,Cu,Pb,zn) pendant 72h a 20°C, les larves sont fixées au formaldéhyde (35%) et
le dénombrement du taux de malformation larvaires est déterminé par un balayage
des lames au microscope optique sur 100 ceufs soumis a des concentrations
progressives de métaux lourds (10ug/l, 50ug/l, 100ug/l, 200ug/l) y compris le

témoin pour déterminer la CLso du Cd, Cu, Pb, Zn.

Le nombre d’anomalies aux niveaux du témoin est corrigé par la formule
d’Abbot (1975).

Les moyennes des pourcentages des anomalies embryonnaires chez cet
Echinide pour chaque concentration de métal utilisé sont illustrées dans le
Tableau5, dont nous avons effectués 5 réplicas pour chaque concentration et

chaque métal.
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Tableau 5: Moyennes des pourcentages d’anomalies embryonnaires + I’écart type chez
I’oursin commun P. lividus (Ain Franin).

7,31 +1,84 18,26 + 2,97 79,32 £15,38 88,00 + 14,56

5+1,68 12,20 + 7,85 22,40 +7,97 40,33 + 4,04
593 +1,76 28,93 £ 4,52 41,91 + 4,13 52,66 * 24,61
10,60 = 2,70 17 £ 3,98 36,73 £10,32 40,5 + 24,02

Les résultats obtenus sont représentés par des graphes (Fig 27,28, 29,30) et
des courbes (Fig 31, 32,33, 34) On remarque que pour les concentrations de
10ug/1 et 50ug/1 elles interviennent de facon mineure dans les anomalies larvaires
respectivement ; pour le Pb elle est de 5 a 12,2%, suivi par le Cd avec 7 a 18,26 %,

le Zn avec 10,6 a 17% puis le Cu pour un pourcentage de 5,93 a 28,93%.

Par contre a 100ug/I, le taux de malformations est presque double ou triple
et cela en fonction du métal considéré, ce derniér est de 79,32% pour le Cd, de
41,91% pour le Cu, 22,4% pour le Pb et finalement de 36,73% pour le Zn (Fig 27,28,
29, 30).

Ces graphes nous révelent des résultats préalablement attendus. Plus on
augmente la concentration des métaux utilisés plus le pourcentage de
malformation est plus important, mais on remarque toute fois que le cadmium
marque un pourcentage tres élevé (88%) de malformations larvaires chez P.lividus a
200ug/1 (Fig 27) que les autres métaux lourds, pour le cuivre : 52,66% (Fig 28), le
plomb : 40,33% (Fig 29), et le zinc avec 40,5% de malformations larvaires (Fig 30).
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Résult

ats des pourcentages des malformations larvaires chez les embryons de
I’oursin P. lividus :
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Figure 27: Pourcentage des malformations larvaires en fonction des concentrations
du Cadmium
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Figure 28: Pourcentage des malformations larvaires en fonction des concentrations

du Cuivre
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%
100 ~
80 1
60 4 M Pourcentage de
formations normales
L Pourcentage de
40 4 malformations
20 A
2,2 hg/I
5 .
O 1 1 1 1
10 50 100 200
Figure 29: Pourcentage des malformations larvaires en fonction des concentrations
du plomb
[.)
100 -A
80 A
60 ¥ Pourcentage de
formations normales
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40 A malformations
20 A
Mg/l
0 1 1 1 1
10 50 100 200
Figure 30: Pourcentage des malformations larvaires en fonction des concentrations
du Zinc
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D’aprés nos résultats, dans les échantillons pour lesquels un effet létal est

observé, la CLso peut étre calculée pour chaque xénobiotique.

Pour pouvoir établir la CLsy des quatre métaux toxiques (Cd, Cu, Pb, Zn)

cette opération nécessite plusieurs étapes :

2. Etablisseme

nt des Probits Empiriques :

Le traitement statistigue des données expérimentales effectuées par la
méthode de Bliss (1935).

Cette méthode part de I’hypothése que, dans la relation « effets-doses »,
les effets proportionnels aux logarithmes des concentrations sont normalement

distribués.

La méthode de calcul donnée par Bliss (1935), ayant une variation linéaire
des probits de mortalité ou de malformation en fonction des logarithmes de
concentrations utilisées, consiste en I’établissement d’une droite de régression de

la forme Y = aX + b.

Pour chaque pourcentage de malformations embryonnaires, correspond a
une valeur de probits appelée probit empirique lue dans la table de Bliss (Annexe

1): c’est la transformation des pourcentages en loi normale réduite (Tableau 6).
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Tableau 6: Calcul de la CLsg par la méthode de Bliss (1935) chez P.lividus en présence

de Cadmium

Concentration (pg/l) % Malformations larvaires Log [con] Probit empirique
10 7,31 1 3,5242
50 18,26 1,69 4,0846
100 79,32 2 5,8064
200 88,00 2,3 6,1750

Tableau 7: Calcul de la CLso par la méthode de Bliss (1935) chez P.lividus en présence

de cuivre
Concentration (ug/l) % Malformations larvaires Log [con] Probit empirique
10 5,93 1 3,4452
50 28,93 1,69 4,3872
100 41,91 2 4,7981
200 52,66 2,3 5,0753

Tableau 8: Calcul de la CLsg par la méthode de Bliss (1935) chez P.lividus en présence

de Plomb
Concentration (ug/l) % Malformations larvaires Log [con] Probit empirique
10 5 1 3,3551
50 12,20 1,69 3,8250
100 22,40 2 4,2278
200 40,33 2,3 4,7467

Tableau 9: Calcul de la CLso par la méthode de Bliss (1935) chez P.lividus en présence

de Zinc
Concentration (pg/l) % Malformations larvaires Log [con] Probit empirique
10 11,60 1 3,8250
50 17,00 1,69 4,0458
100 36,73 2 4,6681
200 40,5 2,3 4,7467
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3. Le tracé de la droite de

régression :

On porte sur un graphique les probits empiriques en fonction des
concentrations qui permettent d’établir une droite de régression linéaire (Figures
31,32, 33, 34).

Probit empirique
5

4,5 -

4 -

3,5

3

2,5

2 -
y=2,156x+1,124

157 R2=0,865

1 -
05 -
0 T T T T 1 Log [Con]

0] 0,5 1 1,5 2 2,5

Figure 31: Courbe de régression du Cadmium (Y =ax+b)

Probit Empirique
5
45 -
4 2

y=1,271x + 2,212
R2 = 0,990

0 ' ' ' ' 1Log [con]
0 0,5 1 15 2 2,5
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Figure 32: Courbe de régression du Cuivre (Y= ax+hb)

Probit empirique
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Figure 33: Courbe de régression du Plomb (y= ax+b)
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Figure 34: Courbe de régression du Zinc (y= ax+b)
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4. Calcule des parametres de la droite de régression linéaire (Y= a X+b) :

Pour déterminer le a et le b, on utilise la méthode des moindres carrés
(Schwartz, 1983).

La Courbe de régression du Cadmium est de la forme Y=2,156 X + 1,156

La courbe de régression du Cuivre est de la forme Y=2,271 X + 2,212
La courbe de régression du Plomb est de la forme Y=1,031 X + 2,229
La courbe de régression du Zinc est de la forme Y= 0,800 X + 2,904

5. Détermination de la ClLsg -
Pour 50% de malformations larvaires, Y=5 (d’apres la table de Bliss)

» Le Cadmium :
Y=2,156X + 1,156
X=Log CLsp= 1,79
Clso= 61,65ug/I

» Le Cuivre :
Y=1,271X + 2,212
X=Log CLso= 2,19
ClLso= 158,48ug/I

> Le Plomb :

Y=1,031X + 2,229
X=Log CLsp= 2,68
ClLso= 446,68ug/1
> Le Zinc:
Y=0,80X + 2,904
X=Log CLsp= 2,62
CLso= 389,04ug/1
La concentration létale de 50% d’atteinte de malformations larvaires

est plus considérable chez le plomb que les 3 autres métaux (Cd, Cu, Zn).
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(Cd) 61,65 pg/I< (Cu) 158,48ug/I< (Zn) 389,04ug/I< (Pb) 446,68ug/Il.

Les effets des métaux lourds étudiés a différentes concentrations sur
I’Echinide P.lividus marquent des malformations et des arréts de développement et
de division a tous les stades (de I’ceuf au Pluteus) (Figure 35).

T
.: L e i AL

Membrane de fécondation décomposée

=2 e o F A B %'
Stade 2 blastomeéres malformés

r
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Plutéus

Plutéus désintégré

A

B
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Figure 35:  Observation microscopique du développement embryonnaire normale (A)
et des malformations et arréts a différents stades (B)
chez P.lividus (x400).

Le traitement des ovocytes a différentes concentrations des xénobiotiques
utilisés (Cd, Cu, Pb, Zn) ne font que confirmer I’effet néfaste de ces derniers sur

les populations d’oursins commun P. lividus.

Ceci est mis en évidence par des observations microscopiques, et interprété
par des arréts du développement embryonnaire a différents stades (un arrét au
stade 2 blastoméres de la division cellulaire, plusieurs arréts au stade gastrula)
ainsi que des malformations au stade 4 blastomeres, désintégration de Ila
membrane de fécondation au stade morula et blastula ainsi qu’un plutéus

malformé (Figure 35).

Les droites linéaires régressives montrent une corrélation significativement
positive (r= 0,86 ; 0,88 ; 0,94 et 0,99. P<0,05) des concentrations des métaux
lourds en fonction des pourcentages de malformations des ceufs de P.lividus
(Figures 31, 32, 33, 34).

De nombreux auteurs utilisent le zinc et le cuivre pour déterminer les Clsg
tout en utilisant les larves de I’oursin livide. Selon Hall et Golding, 1998; Volpi
Ghirardini, 2005 une faible concentration de 30 pg/l de cuivre permet d’observer
un effet négligeable sur la croissance alors qu’il faut une concentration de 50 pug de
Cu/l pour observer les premieres malformations de larves. Ces résultats sont
conformes a ceux qu’obtiennent His et al, 1999 qui montrent des malformations
pour 60 ug de Cu/l. Une toxicité a 40 pg de Cu/l pour les larves de P. lividus (ECsp-
72h : 60 pg/l) proche de celle de (Manzo, 2008), avec un ECsp-72h de 46 pg de

Cu/l ; pour notre étude on obtient un pourcentage de 28,93 de malformation
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larvaire pour une concentration de 50 pg/l un résultat qui reste conforme avec les

résultats obtenus par différents auteurs.

Bougis et Corre (1974) suggerent que I’effet du cuivre est variable en
fonction de la qualité des géniteurs. Cela expliquerait les différences parfois assez
importantes obtenues entre différents auteurs. Il est probable que des gametes de
moindre qualité soient plus sensibles a un agent toxique. Bien que les
échinodermes soient capables d’éliminer les contaminants accumulés, le temps de
résidence dans I’organisme varie lui aussi en fonction du métal (Warnau et al,
1997) et le mode de contamination principale semble dépendre du métal considéré
(Mannaerts, 2007).

La standardisation d’une méthode passe donc impérativement par la
standardisation du conditionnement des géniteurs. D’autre part, la relative
augmentation de taille des larves avec une concentration de 10 pug de Cu/l peut
étre la résultante de I’effet Arndt-Schulz décrit par Pagano et Romana (1991) sous
I’appellation d’« hormése » par lequel de faibles concentrations en agent toxique

provoquent une augmentation de la croissance.

Selon les travaux de Pétinay (2010) ainsi que Chataigner et Basuyaux
(2009), les larves se développent jusqu’a une concentration en cuivre de 90 pg/I
mais des malformations apparaissent des 50 pg/l. Le cuivre entraine une
diminution de la croissance significative a partir de 30 ug/l avec des larves dont les

spicules atteignent 464+7 pm par rapport a 4959 um.

Bielmyer, Brix, Capo et Grosell en 2005 remarquent que des anomalies
dans le développement larvaire et surtout les arréts au stade pluteus se

manifestées aux concentrations de: 40 et 80 ug/I de cuivre.

Les travaux de Geffard (2001) utilisant différents polluants toxiques tels que
HgCl, ; TBT et Pb acétate de I’ordre du pg/l révéle qu’une concentration de 10ug/I
et 50ug/1 de Pb, les pourcentages d’anomalies est de 14,8% + 6,7% et 17,2 + 3,9%,
alors que 100% d’anomalies sont atteintes avec 1200ug/l, la ClLso est de 482,0 +
101,0ug/1 chez P. lividus (Tableau 10). Notre valeur de CLso pour le Pb est de
446,68ug/l, si on compare les deux valeurs on remarque que les deux

concentrations létales se rapprochent (446 ug/l).
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Plusieurs études ont démontré la sensibilité des embryons d’oursins a des
concentrations de métaux lourds allant de 0.01-0.1 mg/I pour le Hg et le Cu, et de
0.1-10 mg/I pour le Cd et Pb (Waterman, 1937; Kobayashi, 1981; Carr, 1996;
Warnau et al., 1996).

Le Cd provoque 100% d’arrét de développement du stade Pluteus a une
concentration de 16,000 pg/l et un arrét au stade gastrula et blastula a une
concentration de 32,000 et 64,000 pg/l respectivement (Fernandez et Beiras ;
2001). A 64 g/l de Cu, le développement embryonnaire est arrété au stade

gastrula et on retrouve que des morulas a 128 ug/l de Cu.

Pour le Hg, le stade pre-pluteus et morula ont été signalé a 16 et 32 ug/I
respectivement, et a 128 pg/l le développement est arrété aprés la premiére
division cellulaire, similaire au Pb a 500 pg/l les embryons se développent
jusqu’au stade pré-pluteus, alors qu’au 1000 pg/l ils retrouvent que le stade

gastrula (Fernandez et Beiras ; 2001).

Les effets toxiques du zinc sur le développement larvaire des oursins est
comme suit: la concentration la plus élevée utilisée est de 480ug/l inhibe
completement le développement embryonnaire des oursins, a des concentrations
inférieure (7.2 pg/l), aucun effet inhibiteur n’a été observé au premier clivage ni a
la formation du stade plutéus. Une éxogastrula et une apollo-like gastrula ont

étaient observé a des concentrations allant de 14 a 58ug/I.

Des concentrations plus importantes (120- 240 pg/l), le développement
embryonnaire ainsi que I’élévation de la membrane de fécondation ont manifesté
des signes de retard, arrét et méme des malformations; ainsi que des
polyspermies, des blastulas permanentes, ou bien des éxogastrula (Kobayashi et
Okamura ; 2005).

Les autres métaux connus pour causer des éxogastrulations chez les
echinoids sont : selenite de sodium (Rulon, 1952), cobaltous chloride (Rulon,
1956; Kobayashi, 1990), chloride du zinc ou acetate (Timourian, 1968; Murakami
et al., 1976; Mitsunaga et Yasumasu, 1984; Kobayashi, 1990), nickel chloride
(Timourian et Watchmaker, 1970; Kobayashi, 1971, 1990), acetate de mercure

ou le chloride (Murakami et al., 1976; Vaschenko et al., 1994), le chromium
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trivalent (Pagano et al., 1983), et le chloride de manganese (Kobayashi, 1971,
1990).

Les malformations squelettiques des pluteus d’oursins sont causées par le
Zinc selon Lallier (1955) et Timourian (1968), par contre le retard du
développement squelettique est toujours causé par le cadmium et le cobalt
(Kobayashi, 1990 ; Mannaerts, 2007).

King et Riddle en 2001 ; montrent que I’exposition des embryons de
I’oursin Sterechinus neumayeri au cuivre a différentes concentrations causent des
dommages significatifs au développement de ces derniers a différents stades et
surtout au stade Blastula ; des anomalies importantes ont été observées a une
concentration de 5ug/l et a une concentration de 4ug/l. Une mortalité importante
des embryons a été estimée a une concentration de 16ug/l, et des anomalies ont
été observées a une concentration de 32ug/l ; une concentration du cuivre de

11,4ug/1 cause 50% d’anomalies du développement apres 6 a 8 jours d’exposition.

Les travaux de Radenac (2001) concernant le Cu donnent 36,9% de
malformations larvaires pour une concentration de 50ug/L, ce qui se rapproche des
résultats obtenus lors de cette étude qui est de 28,93% pour la méme
concentration, alors que pour 100ug/l ce taux est de 99,8% ce qui dépasse de loin
nos résultats estimés a 41,91% ; les 100% de malformations larvaires sont obtenus a
250ug/1 tandis que notre étude révele 52,66% a une concentration de 200ug/l1. Pour
le Pb il obtient une majorité de malformations larvaires a 250ug/l (96,6%) par
contre dans notre étude a 200ug/l on obtient 40,33% de malformations.
Concernant le Zn, nos résultats sont de 17% de malformations larvaires a une
concentration de 50ug/l; des résultats plutét cohérant avec ceux de

Redenac(2001) qui obtient 26,4% a la méme concentration.

Les résultats de Dermeche (2010) travaillant sur la méme espece d’oursin
fréquentant la méme cote méditerranéenne et Concernant le Pb et le Cd
uniguement révélent qu’a une concentration 10ug/l le pourcentage d’anomalies
larvaires est de 8,33 + 0,47% pour le Cd et de 10,66 + 0,47% pour le Pb, alors qu’a
une concentration de 200ug/l ce pourcentage passe respectivement a 82,33 *
0,94% et 40,67 + 0,94 et que la CLso est 69,18ug/l pour le cadmium et de
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436,51ug/1 pour le plomb . Nos valeurs concernant les CLso sont de I’ordre de 61,65

ug/l pour le Cd et 446,68 pg/l pour le Pb, nos résultats se rapprochent de ceux

obtenus par Dermeche 2010 (Tableau 10).

Tableau 10 : Toxicité (CLsg) des métaux lourds (Cadmium, Cuivre, Plomb, Zinc)

de différentes especes d’oursins méditerranéen.

Especes Métaux lourds Références
Cu Cd Pb Zn
<32pg/1 >11mg/1 - -—- Pagano et al 1986
- - - >33pg/1 Ramachandra et al ;
Paracentrotus lividus ey
-— -— 0,21-0,26mg/1 —— Warnau et Pagano ;
1994
e e 482,68 ng/1 - Geffard, 2001
-—- 69,18 ng/1 436,51 pg/1 —— Dermeche, 2010
158,48pg/1 61,65 ng/1 446,68 ng/1 389,04pug/1 Présente étude
Strongylocentrorus 6,3 ng/l1 --- <9,7 mg/1 - Dinnel, 1990
purpuratus
Strongylocentrorus - 0,5mg/1 - 23 pg/1 Ramachandra et al ;
purpuratus 1997
Strongylocentrorus — 0,5-2,5 — — Gnezdilova et al ,
intermedius mg/1 1985
Arbacia lixula - - - 10-100ng/1 | Castagna et al ; 1981
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Conclusion et Perspectives

Pour gérer rationnellement et maitriser la pollution métallique des eaux, il
faut arriver a étudier tout ce qui concerne les apports (charges), la distribution et
le sort des contaminants, y compris les métaux lourds d’origine terrestre qui se
déversent dans les écosystémes aquatiques. Il faut en particulier en étudier les
gualités et les caractéristiques qualitatives, ainsi que les itinéraires qu’ils
empruntent quant ils se dispersent, leur destinée et leurs effets sur le biote (Biney
et al ; 2001).

C’est dans ce volet que se tourne notre travail dont I’objectif est la mise en
évidence de la toxicité des métaux lourds qui constituent un danger pour les
organismes benthique.

Entre les différents stades de développement chez P. lividus, les embryons
et les larves se sont révélé les plus sensibles et les mieux adaptés (développement
embryonnaire rapide) pour étudier la toxicité des métaux lourds. Ils peuvent étre
utilisés lors d’un test a court (embryotoxicité) et a long terme (croissance
larvaire).

Ce travail a pu montrer que le test d’embryotoxicité chez P.lividus permet
d’évaluer le danger que représentent les métaux lourds vis a vis des organismes
benthiques. Les anomalies larvaires observées sont corrélées au niveau de I’espéce

elle-méme (définie selon Long et al., 1995).

Les gametes, les ceufs, la fécondation, le développement embryonnaire et
les phases larvaires du cycle des Echinodermes offrent un champ d'investigation
intéressant grace a leur extréme sensibilité aux métaux ; ce qui permet de les
utiliser comme tests biologiques de toxicité (Bougis., 1965, Bougis et al, 1979,
Pagano et al, 1982).

Les informations rapportées par cette approche montrent bien que les
réponses données sont indicatrices d’embryotoxicité .L’utilisation de la période de
ponte de I’oursin commun a permit de déterminer la ClLsp pour les quatre
xénobiotiques qui est 61,65 pour le cadmium, de 158,48 pour le cuivre, de 389,04

pg/1 pour le plomb et 446,68ug/l pour le zinc.

Cet Echinide remplit bien les caractéres d’une bonne espéce indicatrice,

accumulatrice et bioindicatrice de I’état de santé du milieu.
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Le cadmium, le cuivre, le plomb et le zinc sont considérés parmi les
éléments les plus toxiques, et non dégradables, ayant une demi-vie biologique tres
longue (16 a 33 ans) qui se traduit par une accumulation dans les organes (Guthrie
et Perry, 1980).

Il est donc urgent d'envisager des recherches plus poussées et une stratégie
scientifigue adéquate qui aura comme résultante la prise en charge des questions
relatives aux sources polluantes nocives. Le suivi de la contamination cotiére par
les métaux, au moyen de I’échinoderme P.lividus, est de pratique courante dans le
programme de surveillance du LRSE (Université d’Oran), cela nous permet une de

faire des recommandations pour des études complémentaires.
Pour cela, il faut :

-Voir I’impact du poids de I’organisme sur le processus de bioaccumulation

et la mise en évidence de la relation métal/poids.

-Etude de I’interaction entre les contaminants et les barriéres biologiques

et de la bioaccumulation & travers les chaines trophiques.

-Une approche basée sur la résistance et la bioaccumulation de certains
polluants afin de déterminer un modeéle de cinétique d'accumulation telle que la
mise en évidence du mode d'action de toxines vis-a-vis de certains enzymes
intervenant dans les processus de détoxications des métaux lourds (cas de la

Métallothioneine).

-Le comportement des métaux lourds (synergie, antagonisme) vis-a-vis des
divers facteurs physico-chimiques (pH, salinité, température,) et biologiques

(niveau trophique, état sexuel,...).

-Des biotests sur I’ensemble des organismes des écosystemes naturels
(Cairns et Pratt, 1989 ), ne se limitant plus a une numération cellulaire ou au
suivi de la viabilité, mais peuvent donner, d’une part ,des informations précises
d’effet sur les activités enzymatiques, respiratoires, photosynthétiques, I’intégrité
des cellules, d’autre part, ils donnent une réponse globale par rapport aux
différentes especes chimiques présentes dans I’échantillon et a leurs interactions

(effets additifs - synergie - antagonisme (Stauber et Davies 2000 ).
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Annexe 1

Table: Probits, normal deviates + 5. Probits of the normal curve in the body of the

Annexes

table correspond to the percentages of cumulative frequency on of response in the margins.
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Qa1 7 RRKRA 7 RARORK 7 R7309 7 R781 7 RR24 7 RRR7 7 2011 7 R0R4 7 20009 7 4044
Q9 2 7 ANRQ9 7 413K 7 4181 7 4228 7 4276R 7 4324 7 AR7? 7 4422 7 4471 7 AR22
Q9 7 AR7R 7 AR24A 7 AR77 7 4720 7 A783 7 AR3R 7 AR903 7 4949 7 500K 7 R0ORR
Qg 4 7 K121 7 R1R1 7 K241 7 KRRnN2 7 RRR4 7 K427 7 K401 7 RRRA 7 RR?22 7 5RON
Q9 R/ 7 K758 7 RR?28 7 5RaQ 7 5972 7 ARNAR 7 R121 7 AR197 7 R27A 7 RRRA 7 RAR7
Qq A 7 RR21 7 RRNA 7 RROR 7 R7RR 7 RR74 7 RORK 7 70RK 7 7164 7 776A 7 7270
Qq 7 7 7478 7 75R0 7 7702 7 7822 7 7044 7 ]070 7 ]202 7 ]R2R 7 R480 7 RQR27
Q9 ] 7 R7R2 7 943 79112 7 9290 7 0478 7 OR77 7 9RKRQ9 R N115K ] NRR7 R NR1R
Q9.9 2.0002 2.1214 2.1589 2.1947 2.2389 2.2908 2.3528 23,4316 3.8401 22190

Annexes

From C.I.Bliss (1935). The calculation of dosage mortality curve, Ann.Appli.Biol.22/134-167.

Reprinted from Table IX of Fisher and Yates, “Statistical Tables for Biological, Agricultural and

Medical Research,” Oliver and Boyd Ltd., Edinburgh, by permission of the authors and publishers.
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