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Cu : cuivre
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DCE : La directive cadre sur l'eau
DCSMM : Directive cadre Stratégie pour le milieu marin
DO : densité optique
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EAC: Environmental Assessment Criteria
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GSH : glutathion réduit

GST : glutathion S-transférase

HAPs : Hydrocarbures Aromatiques Polycyliques
IBR: Integrated biomarkers responses

KD : Kilo Dalton
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PAM : le Plan d'action pour la Méditerranée
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Située entre I'Europe, I'Afrique et I'Asie, la rmeéditerranée est une mer semi fermée
qui couvre 0.8% de l'océan mondial et renferme If®¥6la biodiversité marine. Malgré
sa superficie restreinte la mer méditerranéennstitoe un pdle économique mondial soumis
a une surexploitation humaine. En effet, une sdaiae de plates-formes cotieres
d'exploitation pétrolieres sont implantées en neédihée, 30% des navires marchands du
monde Yy circulent, s'ajoutant a ceci toutes letupeations d'origine terrigéne tels que la forte
croissance de l'urbanisme littoral, les rejets dsiigees et industriels contenant tous les types
de polluants (PCBs, POP, HAPs, métaux lourds, géies...).

Le suivi de la contamination chimique et de sesteféur 'ensemble des composantes
d'un écosysteme marin cotier est aujourd’hui recamdé en partant d'une échelle
individuelle jusqu'a une échelle populationnelleo@Be et al., 2011). Cette démarche
ecotoxicologique a été agréée depuis une dizainandes. Dans le but de protéger les
écosystemes marins contre les effets contraigndatda pollution, des programmes de
surveillance envitonnementale a long terme onmégéen ceuvre des le début des années 70
(Goldberg, 1975) afin d’évaluer I'exposition degamismes marins. La stratégie était basée
sur l'analyse des contaminants chimiques majewdr@carbures aromatiques polycycliques
(HAPs), polychlorobiphényles (PCB), métaux lourdspesticides organochrolorés...) dans
les différents compartiments de I'écosystéme (sadiment, organismes). Le volet des effets
biologiques des contaminants chimiques s’est d@pélen parallele avec le volet chimique
mais avec des objectifs plus restreints en Eurtpepriorité donnée a la contamination
chimique et le manque de protocole standardisé ielogie sont en partie la cause des
objectifs restreints. Depuis les années 1970, I¢etvales effets biologiques s’est
principalement focalisé dans le cadre de la sdarmie OSPAR, sur les assemblages de
communautés phytoplanctoniques et le suivi de comawiés benthiques. Depuis 2003
imposex (Roose 2011) est le premier biomarquetenu en surveillance de routine et un
travail de développement méthodologique a été dbpdwr proposer une nouvelle liste de

biomarqueurs (Davis et Veethack 2012).

Parmi les contaminants chimiques les plus communémesurés dans le cadre de la
surveillance environnementale des écosystemesigaest les HAPS, les PCBs, les pesticides
organochlorés et les métaux traces. Leurs caracigesistants dans I'environnement, les
compétences analytiques et les tonnages d’utdisatonstituaient les critéres principaux de

sélection.
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La figure 1 issue d’'un ouvrage du groupe d’experts inteonatix du Marine Board
(Roose et al.,, 2011) montre que I'évolution du nmmbt de la diversité des substances
recherchées augmentent de maniére croissante depi#but des années 1970. Cependant,
'écart se creuse chaque décennie, entre le nordbremolécules mesurées dans les
programmes de surveillance et le nombre bien seypéde nouvelles substances mises sur le
marché identifiées sous I'appellation des substgogergentes.

. Nanoparticles?

. Identified Phtalates
Pharmaceuticals

. Monitored Various pesticides

VOCs
Chlorinated paraffins
Various flame retardants

| Dioxins |

| lindane |

Number of Compounds or group of compounds

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

Time

Figure 1: Schéma illustrant I'écart se creusant entre la vailtance des substances
dangereuses dans les programmes de surveillano@naaix et internationaux et I'émergence

de nouvelles substances toujours plus diversifés I'environnement depuis les années
1970 (Roose et al., 2011).

Dans ce contexte, les impacts croissants des téstifumaines sua mer Méditerranée
ont incité les pays méditerranéens et 'Union Eéeyme a établir le Plan d’Action pour la
Méditerranée (PAM) sous les auspices du Programme #lations Unies pour
'Environnement (PNUE)La Convention de mer régionale de Barcelone poulrrédection
de la Mer Méditerranée contre la Pollution (MEDPQ&doptée en 1976, soutient les efforts
collectifs des Etats méditerranéens et de I'UniomoRéenne contre la pollution marine. Le
programme MEDPOL permet de quantifier et qualifi@rpollution marine, préserver la

diversité biologique, et promouvoir la gestion deses cétieres (MEDPOL 2006).
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Les activités de surveillance menées dans le cuafdEDPOL se sont déroulées sur
différentes phases (Phase I, I, Il et IV) du MEDIE et avaient comme principaux
objectifs : i) entreprendre des évaluations pégods de I'état du milieu marin méditerranéen
pour donner des renseignements sur I'état fondaahedes zones soumises a des pressions
anthropiques, ii) lutter contre la pollution d’ane terrestre au moyen du respect des limites
réglementaires nationales et internationales ietdintribuer en coopération avec d’autres
composantes du PAM, a I'application de I'approchesgstémique a la gestion des activités
humaines dans le cadre du PAM. Le MEDPOL constéuelet « surveillance continue » et
« eévaluation ». Avec la mise en ceuvre de la direcduropéenne sur le milieu marin, il
apparait aujourd’hui nécessaire d’harmoniser lesadéhes de surveillance et méthodologies
en Atlantique Nord Est (convention OSPAR), en Bak (convention Helcom) et en
Méditerranée (convention Barcelone). Une démarcbenntune de pré-normalisation
meéthodologique de la surveillance est ainsi engagée les différentes conventions de mers
régionales. Elle est a la base de ce sujet de theaet a harmoniser les méthodes OSPAR
(CIEM) et Barcelone (MEDPOL) en intégrant les mélb® jugées les plus pertinentes en
surveillance (MEDPOL 2006 ; WGBEC 2013) dans unad@tdes effets biologiques des

polluants menée au sein d’'une lagune tunisiennigexrts.

La sélection des biomarqueurs a ainsi été réabséda base des recommandations
combinées des conventions OSPAR et Barcelone. Pksnibiomarqueurs communs a
OSPAR et Barcelone proposés chez la moule, lesstrestress, les métalothionéines et la
stabilité de la membrane lysosomale. Le stogsstress consiste a évaluer le temps de survie
des moules exposées a l'air, ce test peut nouterdi@tat de santé général (Viarengo et al.,
2007). La stabilité de la membrane lysosomale (SML) e& tgaction de stress général au
niveau subcellulaire, considérée sensible a I'eXiposaux contaminants, et est évaluée a
travers le temps de rétention du rouge neutre (MBDPhase V). Le stress métallique que
subissent les moules de la lagune de Bizerte évél@é par la mesure des métallothionéines
(MTs) (Viarengo et al., 1997). Une liste élargie Wemarqueurs pertinents proposés par
OSPAR a permis d’évaluer leurs variations saisampriespécifiques: Les activités de
biotransformation ont été étudiées par la mesuréadivité enzymatique de la Benzopyréene
Hydroxylase (BPH) étant une enzyme de phase ddiémmalisation de la phase métabolique
| (Akcha et al., 2000), la mesure de l'activité ymatique de la glutathion S-transférase
(GST) qui est une enzyme de conjugaison de la piésabolique Il (Cheung et al., 2001) et
par la mesure de l'activité¢ des protéines impliguéans les mécanismes de résistance
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multixénobiotiques (MXR) de la phase métaboliquie(Minier et al., 1993). Le suivi de
l'activité acétylcholinestérase (AChE) comme maunguede neurotoxicité (Bocquené et
Galgani, 1998), l'activité de la catalase (CAT) \ibgstone et al., 2001) et du taux
d’accumulation du malonedialdéhyde (MDA) (Sunderman al.,, 1987) comme des
biomarqueurs de stress oxydatif. L’effet génotorigies contaminants chimiques au niveau

des cellules de 'hnémolymphe a été évalué parskeGemet (Akcha et al., 2004).

Le suivi de la contamination cétiere au moyen dealles du genréytilus, est trés
largement utilisé dans de nombreux programmes deilance a I'échelle mondiale. Il a été
proposé par Goldberg des 1975, par le concegiussel Watch'. L'utilisation des moules
comme espéce sentinelle dans de tels programmesuneillance est basée sur des
caractéristiques spécifigues a savoir, leur modevidesessile et euryhalin, leur pouvoir
accumulateur des polluants présents dans I'envenmient, la stabilité de leur population et la
facilité de collecte a un colt modeste, leur taléeaa différents stress, et la possibilité de les
transplanter et d'utiliser des individus de mémbarte. La répartition géographique de la
moule Mytilus galloprovincialis fait d'elle un bon modéle biologique qui nougeatée a
l'utiliser dans cette étude afin de suivre et dlgea les effets combinés des polluants
chimiques et la variations des facteurs environmgaux dans un écosysteme méditerranéen
soumis a une forte influence continentale commamaotent la lagune de Bizerte au nord-est

de la Tunisie.

Le premier objectif de ma thése vise a étudier la variation des résob®chimiques
et physiologiques chez la moWytilus galloprovincialisprovenant de deux sites différents
de la lagune de Bizerte pendant deux cycles sam@rCette évaluation se base sur un suivi
mensuel des facteurs physico-chimiques et des gar@snde croissance et de reproduction
qui interagissent directement sur les biomarquebessuivi a été réalisé sur une méme

cohorte issue de la lagune et exposée de manigrapente a une contamination diffuse.

Le deuxieme objectif consiste a déterminer I'amplitude de variation derdponse
biologique globale caractérisée par I'ensemble Hmsnarqueurs pendant deux cycles
saisonnier. Cette amplitude de réponse d’adaptati&abolique globale qui varie pendant les
deux cycles saisonniers permet de caractériseselgts de réponse maximale et minimale
intégrant les interactions du cycle physiologiquedes variations abiotiques comme la
température, la salinité et 'oxygene. Les variadiale chaque biomarqueur permettent de
déterminer un seuil de base spécifiqgue sur unemégéeu contaminée (BAC : background

4



Introduction Générale

assessment criteria) et un seuil de réponse maxiasaimilé a un seuil de stress sur le site le
plus contaminé (EAC : Evaluation assessment aitetia détermination des deux seuils de
réponse biologique sur deux sites d’'un niveau dgaroination chimique différents permet

une interprétation standardisée des biomarqueezshhgalloprovinvialis

Le troisieme obijectif était de développer une méthode d’interprétatidégirge chimie
biologie a partir des seuils déterminés dans larlagle Bizerte. L'application de l'indice
composite IBR ( Beliaeff et Burgeot, 2002) dévedgar le CIEM/OSPAR a tout d’abord
permis de déterminer la réponse globale d’adaptati@tabolique suivant deux cycles
saisonniers. L'IBR a ensuite était comparé a lahodd de syndrome de stress développée en
méditerranée (Viarengo et al., 2007). Puis, la odghintégrée de chimie biologie proposée
par OSPAR (Davies et Vethaack, 2012) a été appldmes la lagune de Bizerte pour

compléter les informations données par I'IBR etytedrome de stress.
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A. Changement climatique et contamination chimique de la mer

Méditerranée

I. Le changement climatique

Au cours du sommet de la terre tenu en 1992 a Ridadeiro, la Méditerranée semblait
étre restée en retrait ou du moins en retard ggvora aux autres problemes écologiques
planétaires. La décennie 2000 a vu s’amorcer wageiautour du changement climatique et la
Méditerranée. Celle-ci est aujourd’hui présentgame un « hot-spot », une région du globe
particulierement concernée par les effets du rdtdmment climatique selon les experts
climatologues et notamment ceux du groupe d’experésgouvernemental sur I'évolution du
climat (GIEC).

Outre les évéenements climatiques violents annofficémdations, coulées de boue,
feux...) et 'augmentation du niveau de la mer, ladi&rranée est pointée du doigt a cause
d’un certain nombre de facteurs comme l'augmentali® I'urbanisation des zones cétiéres et
les activités telluriques. Le constat est donc nadant : ces phénomeénes géographiques
pourraient devenir des facteurs aggravants en tefimpacts des effets du changement
climatique sur la région. Dans ce contexte, la [@mlatique du changement climatique,
pourtant complexe et polémique, a joué un réle fisatbeur en Méditerranée. Finalement, les
impacts annoncés du réchauffement ont permis diisep un cadre de réflexion et de
coopération et des actions qui vont dans le seasedprise de conscience du patrimoine
naturel commun que représente la Méditerranée ebuude sa fragilité face aux

changements climatiques (communication persondelldnstitut de la Méditerranée).
1. Processus général du changement climatique

Le climat atmosphérique et le climat océanique sbrditement liés, en effet, 'océan
joue un réle important dans la régulation des fgafiétéorologiques et climatiques régionaux
et globaux. Il est connu que les teneurs croissaategaz a effet de serre anthropiques
contribuent a 'augmentation de la moyenne des ésatpres atmosphériques de la planéte
depuis le milieu du XXe siecle. Laugmentation deseurs atmosphériques en dioxyde de

carbone (CQ accroit également I'acidité de I'océan (Figure 2)

Le changement climatique et I'acidification des at® présentent des menaces

sérieuses pour les écosystemes marins et affetterorfin de compte le bien étre de

6
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'Homme. Il s’agit notamment de I'impact de la méatdu niveau de la mer, et des
modifications de la biodiversité et des stocksehdigues.

Augmentation des concentrations Augmentation de la
des gaz a effet de serre dans (/ ) température de I'air
),

I'atmosphére (CO,inclus)

44 & it

Erosion
cotiere

odification des précipitations

Fonte du
pergélisol
_et des glaces
‘continentales

Modification des Montée du
vents/tempétes/ .
vagues

Augmentation
des

\ écoulements / Augmentation du N~/ N — Augmentation de la

niveau de CO, ' température de la mer

\

— Nutriments }

des courants en nutriments
océaniques

Absorption -
€éduite du CO, habitats spécifiq

Figure 2 : Récapitulatif du changement climatique et de l'acidification des océans.

Les conséquences directes des émissions postiietlastcomprennent I'augmentation
globale de la température, la perturbation des iiond météorologiques régionales, la
hausse du niveau des mers, l'acidification desnscdes charges de nutriments changés et la
circulation océanique altérée. Ceux-ci et d'aut@msséquences physiques ont une incidence
sur les processus biologiques marines des genedcagystémes, sur des échelles de bassins
a océan, impactant le fonctionnement des écosyst@nenenacant la sécurité alimentaire
humaine (Andrew et al., 2009).

Le réchauffement observé pendant plusieurs décermiété relié aux changements
survenus dans le cycle hydrologique a grande déchetitamment : 'augmentation de la
teneur en vapeur d’eau de I'atmospheére, la modificade la configuration, de I'intensité et
des extrémes des précipitations, la diminutionadeouverture neigeuse et la fonte des glaces
accrue, ainsi que la modification de I'numidité shl et du ruissellement. Les changements

dans les précipitations sont trés variables a Betspatiale et d’'une décennie a l'autre.

L’augmentation de la température des eaux et lgaticms des phénomenes extrémes,

notamment les crues et les sécheresses, devnaileiginicer la qualité de I'eau et aggraver de
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nombreuses formes de pollution aquatique (sédimeatements, carbone organique dissous,
organismes pathogénes, pesticides et sel) aindaqualution thermique, avec d’éventuelles
conséquences néfastes sur les écosystemes, lapsdoifue, la fiabilité des systémes de
distribution d’eau et les colts d’exploitation. ples, I'élévation du niveau de la mer devrait
étendre les zones de salinisation des eaux sdungsrat les estuaires, ce qui entrainera une
diminution de la disponibilité en eau douce potwihme et les écosystemes dans les zones
cétiéres. L’ensemble de ces processus doit ainsiédtidié a différentes échelles physiques,
géographique et biologiques. Nous avons situéasailrde these a I'échelle biologique chez
un mollusque bivalvéMytilus galloprovincialisvivant dans une lagune méditerranéenne en

Tunisie.
2. Impacts du changement climatique

L’influence anthropique sur le climat est deveneeptus en plus perceptible par des
rejets massifs de gaz a effet de serre (GES) algmperturbations a grande échelle du cycle
de l'eau. De nombreuses mesures ont permis deenegttexergue la réalité du changement
climatique ainsi que de l'accroissement des GEB8giie humaine depuis le début de la
révolution industrielle. En effet, l'intensificati de I'activité humaine durant les dernieres
décennies a sensiblement augmenté les concengatemndifférents GES dans I'atmosphére,

et renforcé leurs effets sur le climat.

Différents rapports émis par le Groupe Intergougerental sur I'Evolution du Climat
(GIEC), indiquent que des changements climatiqueahtes lieés aux effets des GES se font
déja ressentir sur les écosystemes, sous l'infRiehene augmentation de la fréquence des
événements extrémes (inondations, sécheressesnegcktc.), par la raréfaction de l'eau, une

dégradation des terres.

Le groupe d’experts intergouvernemental sur I'étiotudu climat (GIEC) de 'ONU a
averti que si les émissions de GES se poursuivemt aiveau égal ou supérieur au niveau
actuel, le réchauffement sera plus important. Taute série d'impacts sur le milieu sont
attribués au changement climatigue (Tableau 1)t doectement (modification de la
température de la mer) soit indirectement (modificede la saisonnalité de la distribution et
de l'abondance des espéces). Il est difficile dédipe I'mpact des futures tendances
climatiques sur les écosystemes marins, du faipldsieurs incertitudes dont celles des

scénarios sur les futures émissions des GES. Bgalement nécessaire de comprendre les

8
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réactions des écosystémes marins face aux chantgerhen divers impacts du changement
climatique projetés pour diverses composantes clesystemes marins sont énuméreés dans le

tableau.

Tableau 1 : Impacts du changement climatique sur les milieux physique et chimique, et
biologique.

Impacts du changement climatique

Augmentation de la température de la mer
Retrait de la banquise

Augmentations des apports d’eau douce
Modification de la salinité

Stratification des eaux épicontinentales
Tempétes plus fréquentes

Montée du niveau de la mer

Absorption réduite du CO,

Acidification

Erosion cotiere

Enrichissement en nutriments

Milieu physique et chimique

Plancton : Déplacement vers le nord des especes sur le plateau et en haute mer
Efflorescences algales nuisibles : incidence potentiellement croissante due aux modifications
de la température, de la salinité et de stratification des eaux

Poisson : la hausse de la température pourrait accroitre I'incidence de maladies pour le
poisson et les mollusques et crustacés d’élevage

Mammiféres marins : perte d’habitat pour les mammiféres tributaires de la banquise. Des
modifications de la disponibilité des espéces-proies sont probables.

Oiseaux de mer : les impacts sur les oiseaux de mer risquent d’étre influencés par des
modifications de la disponibilité de la nourriture plutot que par la perte de nids causée par
les changements météorologiques

Espéces non indigénes : 'accroissement de I'invasion et de leur établissement est
probablement facilité par le changement climatique et présente un risque grave pour les
écosystémes existants

Communautés intertidales : les aires de distribution des diverses especes intertidales
continuent a s’étendre et a rétrécir

Ecologie benthique : les organismes benthiques sessiles tolérent bien des modifications
environnementales modérées sur des périodes d’adaptation raisonnables mais ils sont trés
vulnérables dans le cas d’évenements abrupts et extrémes

Milieu biologique

Selon le quatrieme rapport du GIEC (2007), les utgpasectoriels et régionaux du
changement climatique se résument comme suit : h&osse du niveau moyen des mers,
pouvant conduire a une salinisation des nappesapfués cotieres, une élévation de la
température de I'eau qui devrait entrainer unesbaie sa qualité (altération des processus
biochimiques et diminution des taux en oxygeney, deosystemes coétiers (récifs et atolls
coralliens, marais salins et mangroves...) seronal@svpar élévation du niveau de la mer,

avec une hausse de la température de la mer ehamgement dans la fréequence et dans
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l'intensité des tempétes, les inondations augmamitesn ampleur et en fréquence dans la
plupart des régions, une baisse minime des temyésatles zones tropicales conduira & une
diminution globale des rendements de culture, umglification de la dégradation des sols et

des ressources en eau, et la sécurité alimentaire lés Pays en Développement (PED) et

Pays les Moins Avanceés (PMA) sera affaiblie.

II. Etat du bassin méditerranéen
1. Cadre géographique

La mer Méditerranée a une superficie de 2.5 Katie représente 0.7% de la surface des
mers du globe. Ses cbétes s'étendent sur 46.000 rassant par 22 pays peuplés par plus de
400 millions d'habitant. La Méditerranée est une seeni-fermeée et peu brassée, a I'ouest elle
est ouverte sur I'océan atlantique par le détmiGtbraltar (ouverture naturelle) et elle reliée
a la mer rouge par le canal de Suez. Sa proforatéeint rapidement plus de 2 000 m sur

I'ensemble du bassin maritime avec des fossesudedpl5 000 m.

cigpre A
Libag

Territoires,
Palestiniens J

Pays méditerranéens de 'UE .
_. Bassin versant

Pays méditerranéens hors UE """ mediterranéen

Régions cotiéres méditerranéennes Limite bioclimatique
—— de la région |
Pays non méditerranéens de I'UE méditerranéenne 0 800 Km

Figure 3 : Le bassin méditerranéen.

La mer Méditerranée est située dans une zone #&glprécipitations et les apports des
bassins versants ne suffisent pas pour compenrsgreltes dues a |'évaporation estimées a
3130 Kn/an ce qui entraine une baisse de niveau évalyé2an@an, ce déficit est comblé
par les apports hydrologiques de la mer Noire ({B80/an) et surtout de I'Atlantique (1520
Km®an). Les échanges se font a l'aide d'un doubleanbu un courant sortant qui est situé

entre 150 et 300 m de profondeur (Méditerranéernkitiae) et un courant entrant qui se situe
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entre la surface et une profondeur de 150 m. Casvemoents s'effectuent a la vitesse de
100cm/s. Cette évaluation des échanges permeimBesque, en moyenne les eaux de la
Méditerranée se renouvellent en 80 a 100 ans. Ges/eaments hydrologiques créent des
courants dont la mécanique repose principalemantesudifférences de température et de

salinité les eaux les plus salées ou les plusdsoairculant en profondeur.

1.1.Le systeme lagunaire en Méditerranée

Les lagunes sont des étendues d'eau généralemeptgiendes séparées de la mer par
un cordon littoral (tombolo, lido...). Les lagunesnstituent un modele d'écosysteme
paraliqgue ayant un réle écologique tres importamt@usieurs points ; en effet, grace a sa
capacité de stockage la lagune régule le flux hyiyae, joue le réle de filtre en épurant I'eau
de ruissellement, protége de I'érosion coétiereggeata végétation qui I'accompagne, en effet

c'est un milieu qui se caractérise par une forvelypetion biologique.

I Mar Menor 15 Biguglia 29 Margherita de Savoia 43 Vistonis

2 Albufera 16 Diana 30 Lesina 44 Porto-Lagos
3 Encanizada 17 Urbino 31 Varano 45 Koycegiz-Dalyan
4 Tancada I8 Cabras 32 Scardovari 46 Bardawil

5 Buda 19 Mistas 33 Comacchio 7 Manzala

6 Thau 20 S’Ena Arrubia 34 Pialassa Baiona 48 Burullus

7 Salses-Leucate 21 Stagnone di Marsala 35 Venecia 49 Biban

8 Vaccares 22 Burano 36 Sacca di Goro 50 Korba

9 Canet-Saint-Nazaire 23 Orbetello 37 Patok 51 Kélibia

10 Arnel 24 Fogliano 38 Butrinti 52 Tunis

11 Berre-Vaine 25 Caprolace 39 Karavastas 53 Mellah

12 Prevost 26 Fondi 40 Narta-Valona 54 Mar Chica
13 Mejean 27 Alimini 41 Messolongui

14 Mauguio 28 Cesine 42 Agiasma

Figure 4: Les lagunes méditerranéennes dont les données hydrologiques,
géomorphologiques et écologiques sont disponibles dans la littérature scientifique (Pérez-
Ruzafa etal, 2011).
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D’une maniére générale, les lagunes se caracténsenune productivité biologique
assez élevée (Yanez-Arancibia et Nugent, 1977rkCl®98 ; Alongi, 1998), en effet, plus de
621 especes des macrophytes et 199 de poissonprésahts dans les lagunes cétiéres dans
la région Atlanto-Méditerranéenne (Pérez-Ruzafal.e010). Cette richesse écologique leur
confére un intérét économique important se tradtiigar la péche, les installations portuaires

et le tourisme (activités nautiques, plongée soasfm...).

1.2.Impacts des activités humaines sur les différents compartiments de

I'écosysteme lagunaire

Les lagunes se caractérisent par leur relationtét@oec les limites de I'environnement
terrestre ce qui les rend particulierement vulniésl I'impact des activités humaines, aux
apports d’eau douces qui augmentent le taux dengédiation, le risque d’eutrophisation et de
la pollution (Gamito et al., 2005 ; Pérez-Ruzafaakt 2000, 2002, 2005b). Les lagunes
meéditerranéennes sont victimes de divers types okuants d’origine anthropiques
principalement, les pesticides pas lessivage du & hydrocarbures aromatiques
polycycliques, les métaux traces, etc. (Tableau 2).

Tableau 2 : Valeurs des concentrations minimales et maximales/ ou la moyenne des
éléments traces mesurés dans les sédiments des certaines lagunes méditerranéennes (les
concentrations sont exprimées en ppm).

Lagune de Bizerte Lagune de Sidi Lagune de Thau Lagune de Lagune de Homa
(Tunisie) Moussa (Maroc) (France) Rigollet  Venise (Italie) (Turquie) Uluturhan
Ben Garali et al Maanan et al et al (2004) Rigollet et al et al (2011)
(2010) (2004) (2004)
Zn 32-749,8 19-73 23,8-51,5 48,3 - 95,7 46,2 -91,9
Cu 1-67,4 20-42 12,2 -27,2 4,4-21,7 10,3 -25,8
Pb 32,1-303,9 _ 8,2-20,9 52-7,7 2,43-17,2
Ni 2,6-192 18-43 4,91-14,6 10,2 - 15 51,8 - 108
Mn 31,2-178,7 _ 154 - 218 313 -355 410-729
Cr _ 55-188 13,3-38,2 36,6 - 64,9 83,9-129
Ccd _ 0,2-0,94 0,21-0,47 0,06-0,19
Fe _ 1,1-4,5 4613 - 8058 12646 - 16128 17,05 - 30,23
Hg _ _ _ _ 0,22-0,48
Al _ 2,9-11,3 _ _ 12,66
Li 11,4-4,2

En raison de leur importance pour les activités &ines et leur vulnérabilité, il y a une
prise de conscience croissante concernant la ntcedss protéger et gérer les lagunes

cotieres. Toutefois, afin de bien gérer un systémas avons besoin tout d’abord de connaitre
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ses composantes, la maniére dont ces éléments lgsntet leurs mécanismes de
fonctionnement, ainsi que les relations de caudet entre les activités humaines et

I'altération des processus écologiques (Pérez-Ruetafl. 2011).

La majorité des lagunes cétieres ont une longueihésd’'usage et ont été soumises a de
fortes pressions anthropiques depuis plusieursndée® parmi les activités qui ont le plus
impacté les écosystéemes lagunaires on site I'éeolute I'agriculture et 'usage intense des
engrais et la déforestation qui a augmenté le tiusédimentation. En effet, dans certaines
lagunes, tels que la lagune Mar Menor, qui a etfid@cté par I'exploitation miniere qui a
existé depuis I'époque romaine et qui est respémskebl’'introduction des quantités élevées
de métaux lourds dans les sédiments de la lagéteaPRuzafa et al., 1987, 2005b). D'autres
activités, telles comme I'extraction du sel ou'deverture de canaux artificiels pour la péche,
ont été développés au cours des XVllle et XIXelsgdans de nombreuses lagunes de la
Méditerranée. Enfin, 'urbanisation des littorali&largissement des canaux et la construction
des ports de loisirs et des plages artificielles sonsidérés comme les causes principales de
la vulnérabilité des écosystemes lagunaires cotierstes ces activités ont eu un effet sur
I'organisation spatiale et le confinement des comauties phytoplanctoniques et benthiques,
la biodiversité, la productivité et la biomasse galient selon les canaux de liaisons avec la
mer (Mariani, 2001).

En outre, la forte urbanisation et 'aménagemerg titoraux ont contribué a la
modification topographique de certaines lagunesitexédnéennes et ceci se manifeste par un
changement du taux de sédimentation, et de lampdefor des lagunes qui est principalement
dd a la construction des digues et des marinaa stddification des structure des entrées
naturelles, de plus, les activités de dragage etpaimpage du sable ont provoqué la
modification des caractéristiques des sédimeniguc@ comme conséquence la substitution
de la végétation sur les fonds sableux accompagedapsubstitution d’invertébrés et des
poissons (Pérez- Ruzafa et al., 1991). Ainsi, tagtesité qui modifie les caractéristiques de
la lagune comme leur taille, périmétre ou le déupedmment cotier , I'échange des eaux via
caractéristiques entrées , le taux de rénovatian,fahd et les sédiments, aura des
conséguences importantes sur le biote et les mosescologiques , et doivent donc étre

étudiés et évalués .
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2. Contraintes et pressions anthropiques en méditerranée

La pollution marine et terrestre affecte les eabtieces de la Méditerranée. Les sources
situées a terre sont responsables de 80% de latipolitotale affectant la Méditerranée au
cours des trente derniéres années et des réponsedéodéveloppées pour la réduire et
I'éliminer dans toute la mesure du possiblees effluents urbains et industriels, sont dans la
plus part du temps les acteurs majeurs du désiguiicologique au niveau des écosystemes
cotiers (Chuanga et al., 2008). Selon I'Agence gpéemne de I'Environnement (AEE Le
milieu marin et littoral Méditerranéen - état eegsions, Rapport de I'’Agence Européenne
pour 'Environnement (AEE), op.cit., pp.13-14.)s lerincipaux facteurs qui occasionnent des
altérations de la biodiversité et une dégradatemadjualité des écosystéemes méditerranéens
sont ; l'eutrophisation résultant de l'agriculturks développement urbain, la pollution
industrielle, la péche et la surexploitation dessoeirces biologiques, et les invasions

biologiques liées au trafic maritime et a 'aquéard.

2.1.Les principales sources de pollution

2.1.1. L'urbanisation et l'industrialisation

Les rives de la Méditerranée sont surpeuplées taofal, les populations cétieres sont
passées de 96 millions d’habitants a 145 millisog,51% d'augmentation, dont 17.2% pour
la rive Nord et 84% pour les rives Est et Sud, i un espace (Figure 5). Plus de 200
millions de touristes visitent la région méditeganne ; plus de 200 installations
pétrochimiques et énergétiques, industries chinsiggieusines de chlore sont situées le long

de la co6te méditerranéenne.

Urban population in the Mediterranean countries

France
yr Slovenia

Croatia

o ? ,‘O Bosnia and
spain o " - Herzegovina
Monaco  }_Maly\ %
,'"/ o / : 1 “ Montenegro
/ ) O ’ Albania :
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= s J - /fn LR
7 s , L Y8
—— :
‘ . O ‘
Morocco Algeria 7 > . Al\_‘
Greecé. |
O O Malta r
)

Tunisia *

Urban population living in slums O
Urbanization rate Ferencio 2N/
| Notobserved or data not available
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w
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Figure 5 : L'urbanisation des villes cétiéres de la méditerranée (Source Plan Bleu 2004).
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Cette concentration démographique sur les rivagda #léditerranée est a l'origine de
la pollution occasionnée par la décharge directindinecte de déchets solides et d’ordures
dans la mer contribuant grandement a la dégraddtolia frange cétiere marine et de la vie

aguatique de la Méditerranée.

Les déchets solides municipaux englobent les osdules ménages, les déchets
organiques, les matieres plastiques. Selon lesa&stins, dans la région méditerranéenne, la
production annuelle moyenne de déchets solidemtafi®4 kg par personne et enregistre un

taux d’accroissement annuel de 2-3 % (Figure 6).

Croatia

France Industrial hazardous

Spain waste production
Tonnes per million Euros

of industrial GDP

Lebanon 35

30

Slovesia Bosnia and
Italy Herzegovina aq
GDP from Industry Gresca 35
Millions Euro
More than 300 000 1
I Albania Turkey 5
| 15000200 = ﬂ ﬂ
— : — 10
[] Less than 50 L < i - - J J
> - e AL
Source: ,etrmnrc«mem::umdm — . = - .
20% ‘the generation of hazardous — §
e o e ek Moiocco Tunisia w Cypn ulm Syria

Vediteranean regon

Figure 6: Les déchets toxiques issus des industriels implantés dans les pays
méditerranéens (Source Plan Bleu 2004).

Des données provenant du Programme de surveilleinde recherche en matiére de
pollution dans la région méditerranéenne, le MELCLPRAM et d’autres sources régionales
montrent que de 30 a 40 millions de tonnes de dedndides municipaux aboutissent dans la
mer chaque année. On estime par ailleurs que 30 % Ses déchets atteignant la mer

Méditerranée pourraient provenir de déchargesaléy

2.1.2. Le transport maritime et l'exploitation pétroliere en mer

La mer Méditerranée est exposée a une intensataatiaritime. Elle supporte 30% du
commerce maritime mondial dont 22% du trafic péranondial. Plus de 2 000 navires sont
en permanence a la mer avec, parmi eux, 200 a &d0liprs pour un total annuel moyen de
l'ordre de 220.000 navires navigant en Méediterrarigeurce CEDRE). Beaucoup de

marchandises transportées sont des marchandisgerdases, dont la perte peut causer de
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graves dégats a I'environnement marin. Il y a enmvi2200 produits chimiques qui circulent

sur les voies maritimes internationales (GESAMR3219.989).

La Méditerranée subit non seulement les effetddgsrsements accidentels, mais aussi
de la pollution intentionnelle par les navires.tBnt que «Zone spéciale» selon les termes de
la Convention MARPOL 73/78 (Annexe 1, Reégle 10),ré&get d’hydrocarbures ou de
meélanges d’hydrocarbures par les navires est ihtesduf dans certains cas bien définis.
Cependant, la Convention est fréquemment ignordesetejets opérationnels des bateaux

représentent une grande proportion des hydrocalejetés dans cette mer régionale.

La pollution pétroliere est liée aussi aux itingzai d'expédition et aux quais de
chargement et de déchargement de ces produitdfdinle trafic pétrolier est tres important
dans le bassin méditerranéen qui est traversé remapence par quelgue 2000 navires dont
deux a trois cents environ transportent du pétrole des produits pétroliers.
Approximativement 370 millions de tonnes de pétr(20% de la production mondiale)
transitent chaque année par la région méditerraméelnes risques de pollution par les
hydrocarbures sont trés importants. En moyennegérombre 60 incidents chaque année
dont 60% se produisent a proximité des installatipétrochimiques. Il existe une soixantaine
de plateformes cétieres d'exploration et d'exgioiad'hydrocarbures en Méditerranée. Vu
les caractéristiques particulieres de I'hydrologfiele la courantologie en Méditerranée (une
mer semi-fermée et peu brassée), un accident tkfqrimes aurait des conséquences néfastes
sur I'écosystéme. La présence de ces implantatians la mer représente des risques liés a
l'ancienneté de certaines de ces installationsawuwéport vers le fond de la mer des

opérations de traitement des fluides dans lesliastas les plus modernes.

2.2.Les polluants majeurs en Méditerranée

Le faible échange d'eau rend la mer Méditerranée éuasysteme vulnérable a
'accumulation de polluants, en effet, le bassinditegranéen est exposée a une pollution
émergente et permanente causée par I'industrggjdidture et la forte urbanisation des villes
cétieres. Ces sources de pollution sont considéséasne I'un des problemes écologiques
importants dans la majorité des pays méditerranéemsdiversité de produits chimiques
nécessaires a la fabrication de nombreux produiteedtiques et industriels, tels que les
plastiques, les pesticides, engrais, solvants, ret multitude de molécules d’origine
pharmaceutique, constituent une menace pour latétezhée.
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Ces substances chimiques toxiques sont rejetéasl’damironnement soit directement
lorsqu’elles sont utilisées par 'lhomme, c’est s aes pesticides, des fertilisants et des
différents solvants, soit indirectement sous fodaaléchets industriels provenant de diverses
activites comme [I'extraction miniére, la fabricatioindustrielle, I'incinération, la

consommation de carburants ou les rejets accidentel

2.2.1. Les métaux lourds

Les métaux lourds (fer, nickel, plomb, cuivre, chg zinc...) pénetrent dans le milieu
marin : par ruissellement de surface d'origine le; par les retombées atmosphériques
directes et par les rejets provenant de réseawyodté et établissements industriels. Une
étude faite dans le cadre du Plan d’action powiéditerranée (PAM) (PNUE/ PAM /MED
POL 2011) donne un apercu basé sur la base de elrMiED POL et les publications
récentes concernant la répartition et les tendadess métaux lourds (plomb, mercure,
cadmium, zinc et cuivre) dans les sédiments cogaeles biotesNlytilus galloprovincialig
(Figure 7).

Dans les pays méditerranéens, selon le recensetoertNational Baseline Budget
(BNB) », les émissions atmosphériques de métawesraont principalement liés a l'industrie
du ciment (Hg, Cu), la production de I'énergie (84, Ni) et l'industrie des métaux (Pb, Zn),
a ceci s’ajoute l'industrie des engrais chimiquémefficacité de certains systemes
d’épuration des eaux usées qui la cause princig@aléa présence du Cd et du Cu dans le
milieu marin. En outre, le raffinage du pétrole stitte la principale source de rejets du
chrome dans I'environnement (PNUE/PAM /MEDPOL, 2012

bY

Mis a part les sources directes défiées par lestsrejirbains et industriels, le
ruissellement contribue fortement a la présencendé&sux traces d’origine anthropique et
naturelle dans les zones cotieres. Les métaux dopmalvenant de sources terrestres peuvent
non seulement s'accumuler dans la zone cotiers, également se déplacer dans les zones les
plus profondes de la marge continentale par advwecBt méme dans le bassin profond a
travers les processus de transfert pente descendant
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Dans les sédiments

Dans les moules (Mytilus galloprovincialis)
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Figure 7 : Répartition des Concentrations des métaux traces (Pb, Cd et Hg) au niveau du
sédiment et des tissus de la moule Mytilus galloprovincialis sur les cOtes méditerranéennes.

Les effets des métaux lourds sur le milieu maont sonsidérés comme un grave
probleme de pollution : En effet, la présence @axdés des métaux traces provoque une
altération des mécanismes biologiques et peuvemiopguer un effet sur le mécanisme
respiratoire et le systtme nerveux des organisnassy induire la formation indirecte des
radicaux libres (Sensi et Jeng 2004), inhibe Raigi enzymatique de certaines enzymes

antioxydants telles que la glutathion réductageesixydase (Splittgerber et Tappel 1979).

2.2.2. Les pesticides et les détergents

Les pesticidesont largement employés pour la destruction plusmmins sélective
d'insectes, de champignons, de mauvaises herbewmicde-organismes ou d'autres agents

vecteurs de maladies chez les végétaux. lls pargm@rdans le milieu marin par ruissellement
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a partir des parcelles agricoles, par retombéesosgheriques apres épandages ou
pulvérisations, ou par rejets d'eaux résiduairesinkEs. Les pesticides sont extrémement

toxiques pour les invertébrés aquatiques, en pdigigour les formes larvaires et juvéniles.

Parmi ces herbicides, le diuron et l'isoproturon ét@ classés par la ‘Directive Cadre
sur I'Eau’ 2000/60/CE (DCE) comme des substancésidier de maniere prioritaire, car ce
sont des carcinogenes, et des perturbateurs engmsi Les pesticides organochlorés (OC),
tels que le dithiothréitol (DDT), le lindane etd&ldrine, sont classés comme des Polluants
Organiques Persistants (POP), du fait de leursctgaes toxique, bioaccumulable, mutagene
et tératogene. Le DDT est aujourd’hui interdit avémte. Cependant, il est toujours détecté
par le réseau de surveilance ROCCH dans la chas Huitres. Les pesticides
organophosphorés et les carbamates, ont un effedto&ique chez les organismes et agissent
en inhibant les activitts enzymatiques de l'acépflicestérase (AChE) et des

carboxylestérases (Cs) (Cooreman et al., 1993).

Les effets sublétaux de ces molécules sont inndmdsa Chez les poissons de
nombreux effets sur le comportement natatoire jtd¥éent, d'apprentissage, de recherche du
préférendum thermique, nutritionnel, etc. ont &éritis. Les effets sur la respiration semblent
étre I'un des premiers symptémes d'intoxicationpEssons par les pesticides. Il en résulte
en général une augmentation de l'activité respreaguivie en phase terminale d'une baisse
marquée. Au niveau de la reproduction, des anomdh@s la croissance des gonades ont été
observées associées a des modifications hormamhalessynthese des stéroides, ainsi que des
perturbations de fécondité des femelles, de lanf@éation, du développement embryonnaire et
'apparition d'anomalies ou de mortalités chez éesbryons, les larves ou les jeunes

(Theodorakis et al., 2000).

2.2.3. Les Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs)

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HASB)t des composés chimiques
dont la structure des molécules comprend au mao@x énneaux aromatiques fusionnés,
chacun composé de cing ou six atomes de carbosedéigx origines majeures sont : 1) la
source pyrolytiqueria la combustion incompléte de la matiere organiqghaltte température
(par les éruptions volcaniques, la combustion dbwant automobile, du charbon ou du bois,
entre autres), aboutissant a leur émission datradsphere, et 2) la source pétrogénique due
aux déversements naturels ou d’origine anthropitgupétrole dans le milieu naturel. Certains
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HAPs tels que le naphtalene, l'anthracene et lerdlnthene font partie de la liste des
polluants prioritaires de I'agence de protection’devironnement des Etats-Unis (US EPA)
et ont été classés par la Directive Cadre sur B&LE] comme des substances dangereuses
prioritaires du fait de leur caractére toxique abguchronique, ou bien de leur effet mutagéne
(génotoxique) chez les vertébrés et les invertéliné®ffet, plusieurs travaux sur des bivalves
marins dans le milieu naturel ont montré qu'il éxides corrélations entre la teneur en HAPs
et différentes activités enzymatiques telles quedezymes liées au cytochrome P450, la
NADPH-P450 réductase, la SOD, et la CAT (Portel.etl891 ; Sole et al1994 ; Fisher et
al.,2003).

2.2.4. Les polychlorobiphényles (PCBs)

Les PCBs représentent une large famille de 209 oségporganochlorés de haut poids
moléculaire. Ces composés sont extrémement stabiesquement, ininflammables, et tres
peu solubles dans l'eau. lls sont largement usilipéur leurs propriétés isolantes comme
diélectriques dans les transformateurs et les ewmadeurs, comme lubrifiants dans les

turbines et pompes, ou comme fluide isolant, esitees.

Les PCBs et notamment les PCBs 47, 153 et 77 aneffiets sur différents parameétres
hémocytaires chez les bivalves marins (Canesi.e2@0D3). De plus, des corrélations ont été
établies sur le terrain entre la présence de PChBs densité des hémocytes, le lysozyme,
l'activité bactéricide, l'activitép-glucuronidase, la déstabilisation de la membraes d
lysosomes et le contenu en GPx chez différentdu@ganarins (Sole et all994 ; Fisher et
al., 2000 ; Lowe et Fossato 2000 ; Oliver et2001 ; Oliver et al., 2003).

2.2.5. Les alkylphénols-polyéthoxylés

Les alkylphénols et alkylphénols-polyéthoxylés sdat tensio-actifs organiques non
ioniques, molécules amphiphiles comportant au mainsgroupement polaire hydrophile
(assurant la solubilité dans I'eau) et une chaiadanée apolaire (lipophile). L'une des
principales sources d’alkylphénols est la biodégtiad des alkylphénols-éthoxylés (APEO).
Les APEO sont formés par réaction d’'une molécubdkgliphénol avec une ou plusieurs
molécules d’'oxyde d’éthyléne en présence d’'un gs¢alr (hydroxyde de potassium) et sont

commercialisés essentiellement en tant qu’adjuvdat®rmulations de pesticides, détergents
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dans l'industrie textile, pour les traitements deface, comme additif de désencrage dans

l'industrie papetiere, et comme émulsifiant.

La toxicité des alkylphénols et alkylphénols-pohatylés dépend essentiellement de la
structure chimique de ces molécules. En effet, deaatere hydrophobe (Saarikoski et
Viluksela, 1982) et électrophile (Cronin et al.,02) de ces composés sont les parametres
responsables de leur toxicité. Les alkylphénolst s@pertoriés parmi les perturbateurs
endocriniens (Colborn et al., 1993). En effet,péuvent avoir des effets oestrogéniques sur
les organismes en se liant directement avec leptége aux oestrogéenes et en mimant le

mécanisme d’action du 17- oestradiol (White et18194).

Chez les organismes aquatiques, O’halloran €1889) ont montré que des expositions
prolongées au nonylphénol réduisaient la diversitgoplanctonique. De plus, des
perturbations endocrines (réduction de la fertdis@mentation de la fertilité, augmentation de
lincidence des cas d’hermaphrodisme, perturbatidnsmétabolisme stéroidien) ont été
observées chez différentes especes de crust@aghr{iia magna Corophium volutator
Elminius modestysBalanus amphitrite et de mollusquesCfassostrea gigasuite a des
expositions au nonylphénol a des concentratioasitatle 0,1 a 100g.I* (Forget efal., 2003 ;
Vazquez efl., 2005). Des expositions a de fortes conceptraten nonylphénol (4dg.I")
ont par ailleurs montré le caractére embryotoxidgi€e composé chez les daphnies (LeBlanc
et al., 2000). Des phénomenes d’inter-sexe ont égale®e rapportés chez les Medaka
japonais suite a des expositions chroniques aulplé@yol (Gray et Metcalfe, 1997). Enfin,
des effets mutagénes du nonylphénol ont été déchigz des crustacés par Atiezar et al

(2002) pour des concentrations de 0,1 ad.0".

2.2.6. Les composés pharmaceutiques

Les principales voies d’entrée des substances @tautiques destinées a I'utilisation
humaine, dans I'environnement, proviennent des assggersonnels, a domicile ou de
I'hdpital, mais également dans un degré moindrédlienination des composés périmés. Les
produits ingérés sont excrétés dans les urinessanhtieres fécales sous forme de composés
parents, de métabolites, sous forme libre ou cardaget sont traités au niveau des stations

d’épuration ou ils sont partiellement ou entieretriggradés.
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Par ailleurs, les données concernant I'écotoxib@g substances pharmaceutiques sont
limitées jusqu’a ce jour. Des études sont touted@ponibles pour quelques composés sur un
nombre réduit d’especes. Ainsi, des valeurs de DId& la carbamazépine sont disponibles
pour différentes espéces. Selon Ferrari 28103), des DL 50 de 77,7 miget > 13,8 mgt
ont été mesurées respectivement diedodaphnia dubiat chezDaphnia magnaDe plus,
Oetken et al.(2002) ont démontré la toxicité a long terme dectabamazépine chez
Chironomus ripariuselon un mode d’action dose dépendant. Plusieudegtont par ailleurs
mentionné le potentiel de perturbateur endocrinierl @-éthynyloestradiol. Ainsi, Halbeck
et al.(2004) ont montré une féminisation @asterosteus aculeatgsite a des expositions au
17 o -éthynyloestradiol. Par ailleurs, Jobling et @004) ont montré que des expositions a
des faibles concentrations de &7-éthynyloestradiol induisaient une augmentationlale
production d’embryons chez des mollusqu€stémopyrgu antipodarumalors que des

expositions a fortes doses I'inhibaient.
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B. La surveillance biologique et chimique dans le milieu marin
I. Les programmes de surveillance en Méditerranée Nord Occidentale

1. Evolution du cadre réglementaire de la surveillance

Construite depuis une quarantaine d'années swasi des conventions internationales
pour la protection de I'environnement des substgangereuses, la surveillance biologique
et chimique des cotes européennes de la Méditer@miégolué au début des années 2000 vers
une directive cadre sur I'eau (DCE) puis une diveatadre sur le milieu marin (DCSMM).
La Convention OSPAR est I'instrument légal actual guide la coopération internationale
pour la protection de I'environnement marin de lahtigue du Nord-Est depuis 1992. La
convention pour la protection de la mer Méditeremméntre la pollution a été adoptée a
Barcelone en 1976 et modifiée en 1995. Au fil dags, son mandat s'est élargi pour inclure
la planification et la gestion intégrée de la zabgere. Les conventions européennes d'Oslo
et Paris pour I'Atlantigue Nord-Est (OSPAR) et Bdooe pour la Méditerranée constituent un
des fondements majeurs de la surveillance biol&iguchimique qui est mise en place
aujourd’hui dans les directives européennes (DCEDESMM) et dans le bassin
meéditerranéen en général. Elles sont notammeunrigitie de I'approche intégrée chimie et
biologie aujourd’hui préconisée dans le programmewtveillance MEDPOL qui a été créé
en 1975 et qui est la composante environnementalglah d'action coordonné par 'UNEP

(United Nations Environment Program) en Méditereané

Les interconnexions entre les conventions OSPABaetelone sont préconisées par les
conventions elles-mémes mais aussi et surtouarance et I'Espagne, deux pays possédant
des facades maritimes sur I'Atlantique et la Médite2e. L'organisation des programmes de
surveillance devrait l'avenir tendre tres prognesmsient vers une harmonisation. Les
stratégies d'échantillonnage, le choix d'espéceatehas, les exigences de qualité de mesure et
la validation des résultats devraient progressivenére similaires. Ces choix auront des
répercussions directes sur le programme MEDPOL devedlance international en

Méditerranée.
2. Directive cadre sur l'eau (DCE)

En 2000 I'Europe a adopté une directive-cadre 'sau |(DCE). L'objectif général est

d'atteindre d'ici 2015 le bon état écologique dmsxale surface et un bon état chimiques des
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eaux souterraines. Le « bon état » correspond andiesix dont les peuplements vivants sont
diversifiés et équilibrés. Il se rapporte aussha qualité des milieux aquatiques permettant la
plus large panoplie d'usages : eau potable, iingatusages économiques, péche... (Comité
de bassin Loire Bretagne, 2004). Ce bon état dsti démme un écart "léger" a une situation
de référence, correspondant a des milieux nonesupeu impactés par I'homme. Lorsque les
caractéristiques morphologiques ont été irrévezgileint bouleversées par les aménagements
(les masses d'eau dites" profondément modifiéesi)recherche alors "un bon potentiel”
(Roche et al.2005).

Pour les eaux superficielles (cours d’eau, latmréiux et plans d’eau), le « bon état »
consiste a la fois en unbon état chimique» de I'eau ; I'état chimique est I'appréciatide
la qualité d'une eau sur la base des concentragongolluants incluant notamment les
substances prioritaires. L'état chimique comporaxdclasses : bon et mauvais. Le bon état
chimique d’'une eau de surface est atteint lorsgaedncentrations en polluants ne dépassent
pas les normes de qualité environnementale. Bornkétat écologique» apprécié selon des
criteres biologiques notamment. L'état écologiqee l@appréciation de la structure et du
fonctionnement des écosystéemes aquatiques assapiésaux de surface. Il s’appuie sur ces
critéres appelés éléments de qualité qui peuveatd& nature biologique (présence d’étres
vivants végétaux et animaux), hydromorphologigu@loysico-chimique.

L'état écologique comporte cing classes : trés lbam, moyen, médiocre et mauvais.
Pour chaque type de masse de d’eau il se caracpaisun écart aux conditions de références
qui sont les conditions représentatives d'une easutface pas ou trés peu influencée par
I'activité humaine. Les conditions de référencesveat étre concretement établies au moyen
d’un réseau de référence constitué d’'un ensembgitele de référence. Si pour certains types
de masses d’eau il n'est pas possible de trouvesities répondant aux critéres ci-dessus, les
valeurs de référence pourront étre déterminéempadglisation ou avis d’expert. Le trés bon
état écologique est défini par de trés faiblesteadus a l'activité humaine par rapport aux
conditions de référence du type de masse deauid&@s La notion d'écart de la
contamination chimique ou de la qualité biologiqoenparée a une situation de référence est
essentielle pour la mise en ceuvre de la DCE. Larmtation de normes de « qualité
environnementale » pour caractériser une situatmméférence doit ainsi s'appuyer sur des
« niveaux seuils » qui sont définis pour chaquetaromant chimique dans les matrices eau,

sédiment et biote. La détermination des seuilst@aesaujourd’hui un enjeu scientifique.
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3. La directive-cadre « stratégie pour le milieu marin » (DCSMM)

L'objectif de cette directive est de prendre toléssmesures nécessaires pour réaliser
ou maintenir un bon état écologique du milieu marnplus tard en 2020, en appliquant a la
gestion des activités humaines une approche fomoi&enment sur la notion d'écosysteme. I
s'agit également de prévenir le déclin de la biexdive.

Convention OSPAR

Directive cadre Stratégie pour le milieu marin

Directive cadre sur l'eau

Eaux

intérieures Haute mer

Mer territoriale
(max. 12 M)

Zone économique
exclusive (max. 200 M)

ite des eaux douces

Limit

Figure 8 : Zones juridictionnelles de la Convention des Nations Unies sur le droit de la mer,
de la Convention OSPAR, de la Directive cadre sur l'eau (DCE) de I'UE et de la Directive
cadre Stratégie pour le milieu marin (DCSMM) de I'UE. Les droits juridictionnels des états
cotiers sur le plateau continental portent sur les fonds et le sous-sol marins et peuvent
s’étendre au-dela de 200 milles marins (M) de la ligne de base (OSPAR 2010).

En France, la directive s'applique aux eaux mamnégsopolitaines, depuis les lignes de
base jusqu'a la limite des eaux sous juridictid®(&illes marins), y compris le sol et le sous-
sol. Il apparait clairement une zone de recouvreéraetie DCE et DCSMM dans la zone de

ma mer territoriale des 12 miles. Ce recouvremeftessitera une harmonisation des
parametres de surveillance (Figure 8).

L'objectif majeur de la DCE et DCSMM est la protestgénérale de I'environnement
aquatique dans son intégralité suivant une apprécheystémique. Cette nouvelle approche
met l'accent sur la nécessité d'une évaluatioglié&des risques pour I'environnement. Pour
la surveillance biologique et chimique, cette apheos'appuie sur l'intégration de mesures
d'effets biologiques et la quantification des camteants chimiques.
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Cet objectif pose ainsi le cadre général de cet gigethese, pour lintégration des
biomarqueurs chez la moule dans un programme deeibance et pour l'enjeu de
détermination des seuils de qualité ou niveau de paur chaque biomarqueur chez la moule

et dans un habitat spécifique.

La stratégie de surveillance OSPAR coordonnée stilgaprogramme de surveillance
intitulé « CEMP : Coordinated Environmental Monitmy Program», se base sur I'évaluation
des concentrations des contaminants dans le sédieteife biota, et sur leurs effets
biologiques. Le programme inclut un engagementcqusiste a suivre les recommandations
et les procédures d'assurance qualité établieslgp@ommission OSPAR. Le but est de
garantir une qualité des données de surveillanakgnes sur toute la région OSPAR. Ceci a
mené progressivement le CEMP a développer un mateuslurveillance qui rassemble tous
les aspects techniques de la surveillance et dicylaar, le choix, la conservation et I'analyse
des échantillons. Pour que le suivi d'un contantivand'un biomarqueur soit intégré dans le
CEMP, il doit répondre a différents criteres 1) uméthode d’analyse standard, 2) une
démarche d'assurance qualité et 3) un seuil ouanivde base défini. Ces trois critéres
garantissent la validité de l'analyse et une imé&gpion standardisée des données de

surveillance.
4. Le Plan d’Action pour la Méditerranée et le programme MEDPOL

Le plan d'action pour la méditerranée (PAM) a éig em place par le programme des
nations unies pour I'environnement (PNUE) en 19Z6.PAM avait pour objectifs majeurs
d'aider les gouvernements a évaluer et maitrisgpoltution marine et a formuler des
politiques nationales en matiere d'environnementr Rutter contre la pollution d’origine
terrestre le PAM par le biais du MEDPOL la compdsatiévaluation et de maitrise de la

pollution marine a élaboré un protocole extrémenmapbrtant “le Protocole tellurique”.

Ce programme est responsable de suivi des travésxal la mise en ceuvre d'un
protocole relatif a la protection de la mer Médaeee contre la pollution d'origine
anthropique. Ainsi le MEDPOL aide les pays médaeéens a formuler et mettre en ceuvre
des programmes de surveillance continue de latpoilluy compris des mesures de maitrise
de la pollution, et a élaborer des plans d'actisant a éliminer la pollution d'origine

tellurique.
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II. Concept d’'une approche intégrée chimie-biologie en écotoxicologie

1. L’approche chimique : détection et quantification des polluants

L’évaluation de la qualité du milieu aquatique ¢8bit marin ou dulgaquicole repose
depuis une quarantaine d’année sur double apprciuingique et biologique. Les analyses
chimiques effectuées dans divers compartimentoifoe@l d’eau, sédiments) ne peuvent a
elles seules décrire I'état de santé d’'un écosyestém effet, I'analyse chimique est spécifique
a un contaminant et ne peut pas prendre en congpteomplexité d'un mélange de
contaminants. Elle ne permet pas non plus de d&termsi ces contaminants ont un effet
toxique sur les organismes vivants, ni les consgrpge adverses du polluant pour
'écosystéme aquatique. C’est pourquoi I'évaluateinle suivi de la qualité du milieu
aguatique s’appuient sur des analyses du biotesi Ailes compléments des analyses

chimiques des indicateurs biologiques ont été d¢yEs et ce a divers niveau d’organisation

biologique.
Facteurs modifiant la sensiblité
Biodisponibilité I .
| Individuelle Des populations
Présence de Présence de Réponse Réponses Réponse Réponse des
polluant polluant précoceala prédictives individuelle individus, des
dansle — dansles  —> présencede > d'effets > > populationsou
milieu organismes contaminants toxiques des communautés

aux contaminants

Phases toxicologiques

o | [ |
<

L L
L Y

Phased’exposition] [ Toxicocinétique | Toxicodynamique

L L
- Cd

A 4

Méthodologie Marqueurs de Biomarqueurs Biomarqueurs Effets Evaluation des
analytique biodisponibilité d’exposition d'effets toxiques effets au niveau
etde individuels des populations

bioaccumulation et des
communautés

Méthodologie d’évaluation des effets écotoxicologiques

N

S 2 S 2
@ N 7 N

A\ 4
N
v

Physio et
Histo-
pathologie

Chimie analytique Biochimie Ecologie

Figure 9 : Représentation schématique des différents types de parametres mesurables a
différents niveaux d’organisation biologique permettant d’évaluer les risques
écotoxicologiques (Lagadic et Amiard, 1997).
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La biodisponibilité et les effets toxicologiques étotoxicologiques de certains
contaminants varie selon leur forme chimique, bgamce d’interactions entre contaminants
ou entre les contaminants et les autres élémeritdjcues et/ou biotiques du milieu, ou bien
en fonction de l'organisme considéré, de son stdeledéveloppement ou de son état

physiologique (Figure 9).

2. L’approche biologique : développement méthodologique

L’'approche biologique est basée sur I'étude dedfmmse biologique des organismes
aux polluants, cette méthode répond aux lacundsapleroche chimique. Elle repose sur la
mesure de paramétres biochimiques, physiologiquesléculaires, cellulaires et
comportementales qui se trouvent altérés par ¢actles contaminants (Peakall, 1994 ;
Rodriguez-Ariza et al., 1992).

Les biomarqueurs ont fait leur apparition en éciotuirgie au cours des années quatre-
vingt (Lagadic et al., 1997). Définis comme étantchangement observable et/ou mesurable
au niveau moléculaire, biochimique, cellulaire, giblogique ou comportemental, qui révele
I'exposition présente ou passée d’un individu arenins une substance chimique a caractere
polluant cette définition de Lagadic et al. (199&3t l'une des définitions les plus
communément acceptées. Les concepts et paradigenescderche des biomarqueurs ont
evolués depuis les années 90 (Huggette et al., 19B8abrell et al.,1994) pour aboutir a un
guestionnement scientifique intégrant la répons#obique du géne a la physiologie, en
s’appuyant sur des études a partir de l'individsgjuaux populations (Van der Oost et al.,
2003) (Figure 10).

Actuellement, les méthodes de biosurveillance fdispel au suivi de la réponse
biologique des organismes soumis dans leur enverment a différents degrés de pollution
sont en plein essor. Cette évaluation repose s dencepts complémentaires, a savoir les
bioindicateurs et les biomarqueurs. L'utilisaticgsiomarqueurs repose sur la connaissance
des mécanismes physiologiques et biochimiques dgédent les modifications visibles au
niveau des organismes et des populations. De de [fatilisation d'une approche
multiparamétrique combinant une batterie de biomemgs avec des contaminants chimiques
constitue la base d'une approche pertinente peantefévaluation de I'état de santé d’un

écosysteme.
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Effets
Echelle du temps
Faible
Immédiat Court Rejets des polluants
———————————————————————————— Systemes naturels
Minutes a jours v
___________________________ Réponses biochimiques et
physiologiques
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v
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Figure 10 : Représentation de l'ordre chronologique des différentes atteintes induites au
sein de l'organisation des systémes biologiques. (Von Der QOost et al., 2003).

L'étude de biomarqueurs précoces apporte 'avandagee évaluation intégrée dans le
temps et dans l'espace des polluants biodisponiblésmbinés a des marqueurs
physiologiques comme la performance de reproducliooroissance et le comportement, les
biomarqueurs apportent des informations utilegaluation des effets des contaminants a
différents niveaux d'organisation biologiques. Urmmnne évaluation de [limpact
écotoxicologique des contaminants nécessite souwamtapproche multifactorielle c'est-a-
dire utilisant plusieurs types de marqueurs bigogs (Minier et al., 2000 ; Roméo et al.,
2003). Au niveau biochimique, il existe difféeretgpes de biomarqueurs regroupés selon leur
fonction au niveau cellulaire. Les principaux biomeeurs utilisés sont des marqueurs
enzymatiques comme la catalase, la glutathion gease, la glutathion- S transférase, et
I'acétylcholinestérase (Durou et al., 2007). Lezyames du systeme de détoxication sont aussi
beaucoup étudiées puisque leurs activités soneptistes d’étre fortement modifiées apres
une exposition. Ces enzymes sont généralement édiwvisen trois groupes, les
monooxygeénases a cytochrome P450, les glutathitvarSférases et les carboxylestérases et
constituent une voie de recherche importante. @eda protéines comme les

métallothionéines, qui ont la propriété d’étre ines par les meétaux lourds et d’autres
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facteurs de stress sont aussi largement retenuesieadndice de contamination métallique
(Damiens et al., 2006).

3. Les biomarqueurs : utilisation et application dans les programmes de
biosurveillance

3.1.Application dans les programmes de biosurveillance

L'utilisation des biomarqueurs pour I'évaluation Bétat de I'environnement par le
programme MEDPOL, a débuté par un renforcementagacités techniques des laboratoires
notamment ceux de la rive sud de la méditerran@P(M.993). Une formation individuelle a
été organisée pour quatre techniques recommana@éaspyroupe d’experts : stabilité de la
membrane lysosomale, les altérations de ’ADN,elaetir en métallothionéines et l'activité
EROD. Des exercices d’inter comparaison entre iésrents laboratoires participants autour
de la méditerranée pour la stabilité de la memblgstsomale, la teneur en métallothionéines
et l'activitt EROD ont donné de bons résultats (dfigo et al., 2000). Les organismes
indicateurs utilisés étaient le loup de meicentrarchus labraxet la moule Mytilus

galloprovincialis

L’évaluation des effets biologiques des contamimaest un élément clé dans le
programme JAMP « Joint Assessment and Monitorirggam » (OSPAR / ICES 1995) et
qui a été identifié comme un sujet d’intérét commpaur plusieurs organisations
européennes, y compris le Conseil internationat pexploration de la mer (CIEM), I'Agence
européenne pour I'environnement, la conventionikldlde programme de I'évaluation et la
surveillance de I'Arctique, et le Programme desidet Unies pour I'environnement (PNUE-
MED). L'utilisation des biomarqueurs au sein JAMRIsire un aspect important qui a
restreint I'application des biomarqueurs comme uwiil @le biosurveillance dans d'autres
programmes internationaux ; c'est la nécessité ghagramme d’assurance qualité afin
d'assurer la comparaison des données (Stagg F88)eurs programmes ont été lancés pour
développer une application standard des biomarguetuprocéder a des comparaisons inter-
laboratoires en réponse a ce déficit. Par exemlAssurance de la qualité dans les
programmes de surveillance (BEQUALM), un Projetfiné par I'UE, a été mis en place pour
développer l'assurance qualité et des procéduresmedle pour les mesures concernant les
effets biologiques chez les organismes marins. dkezmollusques, les biomarqueurs

recommandés dans le cadre OSPAR et le CIEM soettoses.
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Il est clair que l'utilisation de biomarqueurs est pleine expansion. Toutefois, ce
progres est lent, et de nombreuses préoccupatmmsemncore limitant ou interdisant les
biomarqueurs d'étre incorporé dans le cadre dalliétion du risque environnemental. Ce
progres est principalement limité par le choix bigsnarqueurs les plus pratiques, importants

et pertinents.

3.2.Avantages et limites de l'utilisation des biomarqueurs

Les biomarqueurs sont des outils mis en ceuvre @tablir un diagnostic de risque
environnemental. Ils constituent un signal précdeel'effet de la contamination sur les
organismes. Leurs usages et leur intérét dangdandi@ation du risque environnemental sont
devenus incontournables surtout depuis que latdieecadre européenne sur I'eau a imposé
la surveillance de I'état écologique des coursul' @autefois le manque de connaissance sur
les mécanismes physiologiques et fonctionnels etolaportement de certains organismes

aguatiques sentinelles utilisés limitent fortenlaiisation optimale de ces outils.

L'utilisation des biomarqueurs peut s'avérer tregipente dans certaines conditions,
mais pas dans d'autres induisant ainsi a un didgnesoné. Un biomarqueur unique ne
permet pas de rendre compte de I'ensemble desmivatats présents dans les écosystémes et
susceptible de perturber I'état de santé des mgees qui y vivent. Afin de prendre en
compte la grande diversité des contaminants etukipticité de leurs effets, il est apparu
nécessaire de recourir a une approche multi-bioneamg basée sur la mesure de plusieurs
biomarqueurs complémentaires (Blaise et al., 20Ballpway et al., 2004).

Les biomarqueurs sont plus particulierement congogr I'évaluation d'un risque
écotoxicologique, ils visent a rechercher la sigrebiologique de I'impact ou de la présence
d’'un contaminant dans une structure vivante. Lenai@ueur parfait et universel n’existe pas.
Un biomarqueur peut s’aveérer tres pertinent dansioes conditions, mais ne pas répondre
dans d’autres, voire induire un diagnostic erro@és conditions varient en fonction de
plusieurs parametres, qu'il est inconcevable desymér de la pertinence d’'un biomarqueur
dans toutes les situations possibles, parfaitesiaines et définies.

Les mélanges de substances et les contaminatiofigplesiimpliquent de potentiels

synergies et antagonismes, ce qui complexifie dggadement la compréhension des faits.
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Néanmoins, de nombreux autres facteurs sont siisiespt’influencer la physiologie d’un

organisme et donc la réponse d’un biomarqueur.

Parmi eux, il est possible de distinguer notamnuss facteurs intrinseques, tels que
'age, le sexe, le statut reproducteur ou les téarstiques génétiques de I'espéce sentinelle.
Enfin, d’autres facteurs extrinséques exercentinfigence sur la réponse des biomarqueurs,
gu’il s’agisse d’interactions biotiques (compétitiantra- ou interspécifique, prédation,
parasitisme...) ou encore de facteurs abiotiquegjtedda température ou la salinité (Amiard
et al., 1998).

Si l'influence de ces facteurs peut étre en pdmgtée ou, a défaut, correctement
appréhendée en conditions contrélées, l'interpogtate la réponse des biomarqueurs devient
extrémement plus délicate en milieu naturel (Amiatrél., 1998). Ainsi, les efforts soutenus
de standardisation sont généralement restés \amsla définition de la gamme de réponses
pouvant étre considérée comme « normale » pour rgansme s’avere difficile, voire

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

C. Lesbiomarqueurs choisis pour I'étude de la lagune de Bizerte
1. L'acétylcholinesterase : un biomarqueur de neurotxicité

L'acétylcholinestérase (AChE: EC 3.1.1.7) est wreyme impliquée dans les
mécanismes de transmission de l'influx nerveurvens I'organisme. En effet, au niveau des
jonctions neuromusculaires et inter neuronaleserainaison nerveuse libére un médiateur

chimique, l'acétylcholine, permettant ainsi la samssion de I'influx nerveux.

L'interaction de l'acétylcholine avec le réceptaamvoque une dépolarisation de la
membrane post-synaptique, générant ainsi un peteafitiction qui assure la transmission du
signal nerveux. L’hydrolyse de I'acétylcholine pacétylcholinestérase, permet au systéme
de revenir a son état de repos (Bocquené et a®7)19 'inhibition de 'AChE par de
nombreux neurotoxiques tels que les métaux lourlgogue une transmission permanente de
l'influx nerveux, laquelle conduit généralementaatétanie musculaire suivie par la mort de

I'organisme (Matozzo et al., 2005).

L'analyse de l'activité acétylcholinestérase da&assdrganismes marins a été montrée
comme une méthode trés adaptée pour évaluer ldgposies milieux aquatiques aux

32



Synthese bibliographique

contaminants neurotoxiques. En général, ces méthabtkveloppées sont sensibles et
permettent de détecter l'effet neurotoxique dedaroimants présents dans les eaux. La
mesure de l'activité AChE, est une méthode appicabun large éventail d'especes qui
permet de détecter et de quantifier I'expositiaies substances neurotoxiques, sans identifier

le contaminant présent.

Connu comme un indicateur d'effet neurotoxiquetiVaé de I'AChE est utilisée dans
les travaux d'écotoxicologie comme un biomarqueécsique d'exposition aux pesticides de
type organophosphorés (OP) et carbamates (Cs) (Boégand Galgani, 1998 ; Printes and
Callaghan, 2004 ; Hoguet and Key, 2007). En oulrega été démontré que l'activité
enzymatique de I'AChE peut étre inhibée en présdasenétaux lourds, des détergents et des
hydrocarbures dans Il'environnement marin (Zinklaét 1991 ; Payne eal., 1996 ;
Guilhermino et al., 1998 ; Brown et al., 2004).

L'exposition aux organophosphoreés et aux carbamptesoque l'inhibition de I'AChE
qui se traduit par une accumulation de l'acétyiceotlans la fente synaptique provoquant
ainsi une transmission permanente de l'influx netrveonduisant & une tétanie musculaire
suivie par la mort de I'animal (Bocquené et #)97). D'autant plus, des travaux ont montré
gue l'induction des effets inhibiteurs de lI'acévhChE peuvent se manifester méme aprés

exposition a de trés faibles concentrations d'insides (0.1 & 1 pugl) (Habig et al., 1986).
2. Les biomarqueurs de stress oxydatif

Plusieurs contaminants chimiques, ou leurs métasoliexercent leur toxicité en
générant la production des especes réactive dggéme (ERA) (Figure 11). Le systéme
antioxydant intervenant dans la protection cellelaiontre ce stress oxydatif induit lors de
pollution, plusieurs enzymes antioxydants ont diésées en tant que biomarqueur précoce
comme la Catalase, la Superoxyde dismutase (SODIa dBlutathion peroxidase (GPx)
(Stegeman et al., 1992 ; Filho, 1996). De plussiplurs effets biochimiques ont été associés a
laugmentation de flux des ERA qui ont mené au tEpmement de biomarqueurs d’effet
oxydatifs comme la peroxydation lipidique (Stegersaal., 1992 ; Hageman et al., 1992), la
capacité oxydante totale (TOSC) (Winston et al98.9Regoli et al., 2000) ou I'oxydation de
’ADN (Chipman et al., 1998). Dans ce travail, aaétudier la variation de la catalase et de la

peroxydation lipidiqgue comme biomarqueurs de stoegslatif.
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Figure 11 : Sources entrainant une augmentation des espéces réactives de l'oxygene dans
la cellule et les dommages cellulaires associés et intervention du systeme antioxydant.

1.1.La catalase

La catalase est une enzyme tétramérique, chagu# wairtant un groupement
prosthétique (heme) et une molécule de NADPH. Gatieyme est présente chez tous les
organismes aérobies. Chez les eucaryotes ellgiesigalement située dans le cytosol et dans
les peroxysomes ou elle catalyse la réduction doxyde d’hydrogene en eau et en oxygene
moléculaire (Cossu et al., 1997 ; Stegeman efila@2). Au regard de son mode d’action et
de sa localisation peroxysomale, la catalase egitelécomme complémentaire de la GPx
dans I'élimination du B> et la protection contre la peroxydation lipidigle. catalase est
sensible a certains contaminants inducteurs desst&ydatif au niveau des membranes
cellulaires, comme les HAPs, les PCBs et certagstigides (Solé et al., 1995). La réaction

catalysée par la catalase se déroule en deux étapes

Catalase (porphyrine, Fe Ill) »6h , Catalase (Fe V) D,
Catalase (porphyrine, Fe V@ + HLO, —— »  Catalase (Fe Ill) + 0+ O

2HO2 ' 2H20+02

L’activité catalase est largement étudiée cheziglus especes et différents groupes

zoologiques (mollusques, insectes, mammiféeresomnee un marqueur de stress oxydatif.
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Elle varie selon I'espéce, les saisons, les cantitabiotiques et la présence de xénobiotiques
(Labrot et al., 1996 ; Dellali et al., 2001).

1.2. La peroxydation lipidique

Une augmentation importante de flux de moléculegdartes peut entrainer un
dépassement des capacités antioxydantes des onganis générer des dommages au niveau
des macromolécules. La mesure de certaines attésatsubcellulaires constitue un

biomarqueur pertinent qui reflete I'effet de I'exgitton & des molécules oxydantes.

Parmi les dommages causés par les espéces réagdvesxygene au niveau des
macromolécules biologiques figure la peroxydatioes dacides gras polyinsaturés
(lipoperoxydation). La dégradation des lipides gsedpit principalement au niveau des
phospholipides membranaires car leurs chainesd#a@ras constituent la cible des attaques
radicalaires. Les acides gras polyinsaturés soaibla privilégiée de I'attaque par le radical
hydroxyle capable d’arracher un hydrogéne suraglsanes situés entre deux doubles liaisons
pour former un radical diéne conjugué, oxydé ericeddperoxyle. Cette réaction appelé
peroxydation lipidique, forme une réaction en cbhatar le radical peroxyle formé se
transforme en peroxyde au contact d’'un autre agide qui forme un nouveau radical diéne

conjugueé.

La peroxydation lipidique consiste en trois réattiale type radicalaires : initiation,
propagation et terminaison (Figure 12) :

0 Etape d'initiation : se manifeste par le captage d’'un atome d’hydrogene
niveau d’'un groupement allylique Gid’'un acide gras polyinsaturé par une espéce haumem
réactive, en l'occurrence un radical hydroxyl®©¥), alkoxyle (RO) ou peroxyle (ROO
pour donner un radical alkyle {R Il s’ensuit un réarrangement moléculaire perarett
I'obtention d’'un diéne conjugué. Ce dernier réagiec une molécule d’oxygene pour former
un radical peroxyle tres réactif (ROO

O Etape de propagation: le radical peroxyle instable favorise [Iattaque
successive des phospholipides voisins donnant amiesa un nouveau alkyle et un
hydroperoxyde lipidiqgue (ROOH).

a Etape de terminaison : le processus de peroxydation se poursuit juscplgue

deux radicaux réagissent entre eux.
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Figure 12 : Peroxydation lipidique : voie de synthese du malondialdéhyde a partir des
acides gras polyinsaturés.

Les hydroperoxydes ainsi formés vont se décomppserclivage de leur chaine
carbonée en un mélange complexe de molécules coargrdes alcanes (pentane et éthane...)
et des aldéhydes (malondialdéhyde (MDA), 4-hydraxyenenal, dienal) (Dotan et &2004 ;
Lackner, 1998). Ainsi le MDA forme une expresstla lipoperoxydation (Pompella et al.,
1987 ; Sunderman et all987), cette derniére est le résultat de l'attades lipides
polyinsaturés par des especes réactives de I'ogygénérées dans certaines conditions de
stress, en particulier avec des contaminants ajgasi (HAPs, PCBs, pesticides) et
inorganiques (métaux de transition). Toutefois, li@peroxydation présente aussi une
variation en fonction de I'espece, de I'age, dedeon, des conditions abiotiques et du tissus
etudié (Kappus, 1987 ; Viarengo et al., 1990), Hes elle peut constituer un phénomene
physiologique naturel qui intervient dans la dégtemh de nombreux métabolites cellulaires
(hormones, acides gras...) (Sani, 2007).

La lipopéroxydation peut étre mesurée grace augwoskes substances réactives a
I'acide thiobarbiturique (TBARS), tel que le MDA igesst considéré comme un biomarqueur

de stress oxydatif en général, et de peroxydaipididue en particulier.
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3. Les métallothionéines : biomarqueur de stress métallique

Les métallothionéines (MT) ont été utilisées ert tare biomarqueur d’exposition a des
contaminations métalliques, ces protéines sontigu@és dans la régulation des métaux se
propageant dans I'organisme (Roesijadi et Robins984 ; Viarengo et al., 2000).

Elles jouent un roéle fondamental dans la régulaties éléments métalliques essentiels
(Cu, Zn) et dans la détoxification des métaux lsutaxiques (Cd, Hg). Diverses études
mettent en évidence leur implication dans l'augratom de la résistance des individus a un
stress métallique basée sur des mécanismes plgigisds (court terme) et génétiques (long
terme) (Klerks et Levinton, 1989 ; Tanguy et Mora@®0l1l ; Knapen et al., 2004).
L’induction des MT peut laisser en cela présagaitérations potentiellement importantes a
des niveaux supérieurs d'organisation. Cependadaytrds structures moléculaires sont
impliquées dans 'homéostasie métallique intrataille et ce n’est que lorsque les capacités
de séquestration des MT sont dépassées qu’untetigue pour I'organisme peut apparaitre
(Roesijadi, 1992). L'induction des MT est donc idife & traduire en termes d’effets toxiques
et son utilisation restreinte a la bioindicatioratdy et al., 2003). Il est possible que les MT
soient impliquées dans des processus autres quendtbstasie métalligue. Chez les
mammiféres, et de maniere moins évidente chezdssqgns, ces protéines ont la capacité de
piéger les radicaux libres tels que les espéecesivéa de I'oxygene (ROS) (Cajaraville et al.,
2003).

4. Les biomarqueurs du mécanisme de biotransformation
4.1.La benzopyrene hydroxylase : enzyme de phase I

L’exposition de mollusques a des xénobiotiques tigdss, métaux, détergents,
hydrocarbures aromatiques polycycliques et autcesgues), induit une activation des
mécanismes de détoxication. Parmi ces mécanismeytdchrome P450 isoforme 1Al est
une oxydase qui permet la métabolisation de nomkxénobiotiques (c’est la phase | de la

détoxication dite, phase de fonctionnalisation).

L’activité enzymatique de la benzopyréne hydroxglé@BPH) est I'une des principales
enzymes de la phase | de fonctionnalisation présmajoritairement dans I'hépatopancréas et
dont le réle est dintroduire un groupement fonatiel au sein d'un Xxénobiotique

généralement hydrophobe. Le métabolite obtenu deydms hydrophile sera directement
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excrété de la cellule ou sera pris en charge paremayme de Phase Il pour une deuxieme
transformation nécessaire a son élimination.

Dans le cas de I'activité benzo[a]pyrene hydroxgl@sle groupement ajouté par cette
enzyme sur le substrat benzo[a]pyréne est le groapehydroxyle OH :

BPH
B[a] P + NADPH + H* + 0  —— 3-OH BJ[a] P + NADP* + H20

Parmi les substrats de la BPH, les plus connus lesnHydrocarbures Aromatiques
Polycycligues (HAPS) : ce sont des polluants tréxsgéreux a la fois pour 'lhomme et pour
'environnement, puisque certains sont cancérigéetegu’ils sont rémanents au sein des

ecosystemes.

Chez les vertébrés, il a été montré que le métshelides hydrocarbures est supporté
par les cytochromes P450. Chez les bivalves mdfagstence d’'un systeme enzymatique
apparenté a celui des cytochromes P450 des vestébr@vancée, dans lequel I'activité BPH
pourrait étre supportée par un cytochrome de tyy® QA (Wootton, 1995). D’autres
hypothéses suggérent que lactivitt BPH pourraie &ssociée a plusieurs complexes
enzymatiques chez les invertébrés marins ce quirgioexpliquer le fait que le systeme de
meétabolisation soit moins efficace chez les inl@ds marins que chez les mammiféres ou
chez les poissons (Stegeman, 1985). L'activité Bi3Hactuellement un des biomarqueurs
utilisé pour rendre compte du degré d’expositios deganismes marins et pour I'évaluation
du risque écotoxicologique dans les études deirief@ue ce soiin situouin vivo plusieurs
études ont montré qu’il existait une relativemeonre corrélation entre I'activit¢ BPH
mesurée chez les bivalves et la concentration eRdHdans le milieu (Akcha et al, 2000 ;

Michel et al, 1994).
4.2.La glutathion-S transférase : enzyme de phase Il de biotransformation

Le glutathion est un tripeptide (glutamate, cystgiglycine) présent en concentration
assez élevée (1 x1®mM) dans les cellules des animaux, des plantee®tchampignons.
Grace a la fonction thiol de la cystéine, le ghita joue un réle important dans le maintien
de I'état réduit de la cellule. Cette fonction thpeut aussi interagir avec des molécules
électrophiles et intervient dans les mécanismesi@exication des cellules vis-a-vis de

nombreux contaminants.
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Plusieurs enzymes sont impliquées dans le métat®lgu glutathion, notamment la
glutathion-S-transférase, et sont régulées selsrbésoins de la cellule. Les glutathion-S
transférases (GST) représentent une famille d'eagymultifonctionnelles essentiellement
cytosoliques, impliguées dans des opérations digerde transport et de biosynthése
intracellulaires (George, 1990). Toutefois, ladibon des GST la plus étudiée, concernant les
programmes de suivi environnementaux, demeuredetivité de catalyse des réactions de
conjugaison entre des groupements hydrophiles emdsg (glutathion), et des molécules
réactives comportant des sites électrophiles, dapate réagir avec des macromolécules
comme les acides nucléiques (ARN, ADN). A ce tiles, GST font partie des mécanismes de
défense des cellules contre des stress chimiquesegualifiées d’enzymes de phase Il parce
gu’elles interviennent généralement a la suiteettezymes de phase | (cytochrome P450) qui

oxydent les xénobiotiques les rendant parfois ptig biologiqguement (ex HAPS).

Une grande variété de composés chimiques induilGIB3, parmi lesquels certains
inducteurs des cytochromes P450 tels que les HARs €CBs. Ainsi des étudessitu et
expérimentales ont montré que les GST pouvaieet i@ttuites par différentes classes de
contaminants. Ainsi, Damiens et @004) ont montré que des expositions au malathiau
carbofuran induisaient I'expression de la GST cteg larves d’huitres. De plus, il a été
démontré que I'expression de la GST au niveau dgalade digestive et des branchies d'un
mollusque bivalve est proportionnelle a la conaaman en HAPs dans les tissus (Gowland et
al., 2002 ; Rocher et al., 2006).

4.3.La résistance aux multixénobiotiques (MXR) :Protéine de phase III de

biotransformation

La résistance multixénobiotique ou multidrogues @st phénoméne qui résulte de
I'activation des pompes membranaires capablesud&pes composés organiques hors de la
cellule. Chez I'homme le phénoméne de résistanchi-anogues (MDR) est l'un des
principaux facteurs d'échec de la chimiothérapibezCles populations naturelles (les
bivalves), la résistance multixénobiotique incaume systéme de protection contre I'action

toxique d'une grande variété de xénobiotiques aggas.

Le géne MDR code pour une protéine responsabl@uXefellulaire actif et énergie
dépendant appelé glycoprotéine P (Pgp). Le gene MEIRrés conserveé lors de I'évolution

des espéces (Homme, bactéries, parasites, molkisgagetaux...).Chez I'homme le géne
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MDR1 est transcrit en ARNm de 4.5Kb et est exprpaéune protéine transmembranaire, la
glycoprotéine P qui fonctionne alternativement camom canal de transport de chlore ou
comme une pompe effluente dépendante de I'ATP, gitanm ainsi la diminution de la

concentration intracellulaire de certaines substamaxiques.

Tableau 3: Les méthodes d'évaluation de I'activité des mécanismes de défense
multixénobiotiques chez les bivalves (Parant et al., 2003).

Techniques Principe
Mesure de la fixation des substrats : consiste a mesurer le taux de liaison d'un
substrat radioactif sur les récepteurs membranaires permettant de quantifier les
sites de fixation accessibles, et donc d'estimer la quantité de protéines impliquées
dans l'activité des MXR (Horio et al., 1988).

Mesure immunochimique : se base sur l'utilisation d'un anticorps (monoclonal ou
polyclonal) anti-Pgp, dirigé contre une séquence épitope située dans la région

Indirectes | cytoplasmique de la moitié C-ter de la Pgp. L'anticorps le plus utilisé est I'Ac
monoclonal C219 qui permet la détection des protéines MDR/MXR chez plusieurs
organismes allant des mammiféres jusqu'a une grande variété d'invertébrés et
méme d'organismes végétaux. Chez les bivalves, |'utilisation d'Ac anti-Pgp est
principalement exploitée par l'intermédiaire du Western blot, de plus une autre
technique dite le Dot blot permettant la quantification des protéines détectées par
la mesure de la densité optique des spots obtenus a été mis au point par Galgani et
al. (1996).

Mesure de l'activité ATPasique associée a l'activité MXR: le transport actif des
substrats par la voie des mécanismes de défense multixénobiotiques s'accompagne
par la production de phosphate inorganique (Pi) conséquente a I'hydrolyse de I'ATP.
Cette activité ATPasique peut étre évaluée par une méthode colorimétrique (Parant
et al., 2001), permettant ainsi de mesurer de maniére indirecte I'activité des voies
MXR en évaluant la quantité de Pi produite.

Mesure de I'accumulation d'un substrat : cette méthode est couramment utilisée
chez les bivalves et consiste a exposer les tissus ou les cellules a un substrat
radioactif ou fluorescent et de visualiser par la suite I'accumulation du substrat dans
les cellules, en se référant a la mesure effectuée en présence d'un inhibiteur des
MXR.

Directes Mesure de I'efflux d'un substrat : consiste a exposer les tissus ou les cellules a une
substrat fluorescent (Rhodamine B123) qui s'accumule en grande quantité dans les
cellules, et d'effectuer par la suite un lavage et de remettre les cellules dans un
milieu propre, les cellules rejettent alors le colorant qu'elles ont accumulés
auparavant de maniere proportionnelle a l'activité des voies de résistance aux
multixénobiotiques, cette activité peut étre évaluée soit mesurant I'augmentation
de la fluorescence dans le milieu (Stimal et al., 1998) ou sa diminution dans les
cellules (Galgani et al., 1996).
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0 Les MXR chez les organismes aquatiques (Aspect moléculaire et biochimique) : Chez

les bivalves, la présence des MXR a été mise emegge au niveau des tissus
particulierement exposés a la pollution de leufeuni(branchies et manteau) ou impliqué dans
la détoxication des contaminant assimilés par tgarosmes (glande digestive) (Kurelec et
al., 1989; Minier et al., 1995).

0 Les méthodes d'évaluation des MXR chez les mollusques bivalves: Il existe plusieurs
méthodes qui permettent I'évaluation et la mesaréadtivité de mécanismes des MXR qui

ont été mis au point, et qui sont résumeés darabledu suivant (Tableau 3).

5. Les biomarqueurs de génotoxicité

Dans toutes les cellules vivantes, la structureémdéire dépositaire du patrimoine
génétique est I'acide désoxyribonucléique (ADN).[d2e sa fonction informative, I'ADN est
une macromolécule dont lintégrité est essentiglela survie de la cellule. Cette
macromolécule a une structure complexe qui pewd @&todifiee par des agents dits «
génotoxiques ». Ces modifications peuvent étrergbss par I'analyse directe de la structure
de I’'ADN ou par la détection de leurs traductioosdtionnelles.

I Contaminant exposure I

|

Biomarker of
exposure I DNA adducts I

I
I
|
CorD T

Biomarker of —_—
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Figure 13 : Les conséquences des altérations au niveau de I'ADN (Jha, 2008).
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Les xénobiotiques a caractere génotoxique peuwvehlire suivant les cas deux types
d’altérations susceptibles d’étre utilisées comnoenarqueurs. La premiere correspond a la
formation de produits d’addition entre le xénolijag et les nucléotides, appelés adduits. La
deuxieme correspond a des cassures au niveau elrbgn, ou des deux brins, d’ADN

conduisant parfois a la formation de micronoyaugyFe 13).

5.1.Le Test des Cometes

Le test des cometes est une méthode sensible ide rppur détecter les dommages
primaires a I'ADN, il permet de détecter et de mesdes cassures simples et double brin au
niveau de I'ADN ainsi que les sites abasiques bletaen milieu alcalin et qui génerent une
cassure. Son utilisation s’est trés rapidement rgéiaée pour évaluer la génotoxicité des
polluants au laboratoire et sur le terrain.

Le test des comeétes a suspendre des cellules dayed d’agarose puis aprés une étape
de lyse de faire migrer les noyaux dans un changgtréphorétique. L'ADN chargé
négativement va migrer vers le pole positif du cpaittélectrophorése. Les noyaux intacts
migrent de facon homogene et apparaissent sousrfefde spot apres révélation de '’ADN
par un fluorochrome (Bromure d’éthidium (BET) ouGel Red (GR)). Au contraire, 'ADN
endommagé par des coupures prend l'aspect d’'un@teoavec une téte correspondant a
’ADN intact et une queue formée par 'ADN léséiré&tsous l'effet du champ électrique
(Figure 14).

Figure 14: Exemple de noyaux de cellule d’hémolymphe endommagée et non
endommagée. Hémoplymphe prélevée chez la moule Mytilus galloprovincialis, marquage
des noyaux par GR.
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Le test des cometes apparait aujourd’hui commeaaimique efficace et sensible pour
étudier les dommages a I'ADN dans le domaine deot@icologie. En effet, de part sa
sensibilité et sa rapidité de mise en ceuvre, deettautilisé dans des études de terrain pour
déterminer le potentiel génotoxique d'un milieu slashes conditions environnementales.
Ainsi, il est possible d’expliquer des phénomenesmmglexes intervenant sur la réponse
biologique a un stress génotoxique comme l'infleede facteurs abiotiques (température,
photopériode...) (Andrarde et al., 2004 ; Rank et2007) et biotique (age, sexe...) (Akcha

et al., 2004) ainsi que I'influence des cycles@aigers (Bocchetti et al., 2008).

5.2.Le Test des micronoyaux

L'exposition a certains agents génotoxiques peluiia des cassures chromosomiques
ou un dysfonctionnement du fuseau mitotique, gqui remalement impliqué dans la
répartition du matériel génétique de la cellule enéle fagon égalitaire entre les deux cellules
filles, au moment de la transition entre la métagh&t lI'anaphase de la mitose. Ce
dysfonctionnement ou la perte d'un fragment de rabsmmes entrainent la formation de

micronoyaux (Figure 15).

Cellule avec micronoyau
résultant de la clastogéneése
Cassure(s)
chromosomique(s) .
S n .
RN X i
Cellule normale
. 1 Agent génotoxique
o - Cellule normale
|
| A
- kK- =
[
\'a ‘
@
dysfonctionnement [ - |
du fusean mitotique | |
Cellule avec micronoyau
résultant de I'aneugénése

Figure 15: Les deux mécanismes possibles a la formation d’'un micronoyau suite a
I’exposition a un agent génotoxique (Fenech 1997).
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L'observation des micronoyaux en tant qu'indicatdargénotoxicité est apparue dans
les années 1940, mais c’est dans les années 1@76eqtest a été développé sur un grand
nombre d’organismes (Godet et al., 1993). Un mmicyau est défini dans le « Glossary of
Genetics and Cytogenetics » de Rieger et al. (1868)me « un petit noyau surnuméraire
séparé du noyau principal de la cellule, formé da@nla télophase mitotique ou meéiotique et
constitué de chromosomes entiers ou de fragmeceatriques d’ADN résultant de
modifications structurales, spontanées ou expértiahes des chromosomes ».

Suite a l'action de substances clastogenes et/eugaémes, des micronoyaux peuvent
apparaitre dans le cytoplasme des cellules. Le N#dt est basé sur le comptage de
micronoyaux pour 1000 cellules. Outre la détectienmicronoyaux, ce test permet aussi la
détection d’autres types d'aberrations nucléamesjuant des dysfonctionnements cellulaires,
les cellules binucléées sont dues au blocage cgddiérese ou a la fusion cellulaire (Rodilla
1993), les noyaux bourgeonnants sont dus a I|'éiticin de I'ADN amplifié (Miele et al.,
1989 ; Shimizu et al., 1998 ; Shimizu et al., 20600@)encore a I'élimination des complexes de
réparation de 'ADN (Haaf et al., 1999). En plusads anomalies, ce test permet la détection
des cellules apoptotiques (Izquierdo et al., 20Q8).test des Micronoyaux (MN) met en
évidence les effets mutagénes potentiels de cormposigues. Contrairement au test Cométe,
révélant des lésions primaires de ’ADN, le test khidt en évidence des effets plus stables et

irréversibles, qui requierent une division celltggdbour apparaitre.
6. La stabilité des membranes lysosomales (SML)

0 Fonction biologique des lysosomes: Les lysosomes dont le nom signifie
corpuscule lytiqgues ou digestifs, sont des orgardtenviron 0.5um de diametre, délimités par
une membrane semi perméable lipoprotéique. llsererdnt une soixantaine d'enzymes
(Barrett et Heath, 1977) capables de dégradercaujis de faibles poids moléculaires toutes
les classes de macromolécules d'origine intraa@lfulet extracellulaire, a savoir les acides
nucléiques, les protéines, les lipides et les @mlgisarides. Les lysosomes sont quasiment
présents dans toutes les cellules animales (aepdwn des érythrocytes), végétales,
fongiques et les levures (Holtzman, 1989).

0 La SML comme biomarqueur : L'implication des lysosomes dans le maintien
de I'homéostasie cellulaire fait de lintégrité dgsmale un bon indicateur de [lintégrité
fonctionnelle de la cellule tout entiére (Moordagrus Allen, 2002). En effet, les lysosomes

participent a la protéolyse (et donc a remise patigilité d'acides aminés pour de nouvelles
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synthese protéiques, ce qui inclut notamment leyreas et protéines de détoxication), au
recyclage d'autres macromolécules, au renouvellertissulaire, a la mobilisation des
réserves énergétiques et a la fonction immunitdiogites ces fonctions peuvent étre mises a
profit pour lutter contre le stress environnemenbibtamment, I'autophagie (dégradation
lysosomale des constituants cellulaires endommagégyviendraient en seconde position
derriére la premiére ligne de défense de l'orgamifes transporteurs de xénobiotiques, les
enzymes antioxydantes et de biotransformationlaes une troisiéme ligne de défense (en
cas d'insuffisance des deux premieres) par auto@leagyui induit la mort de plusieurs types

cellulaires (apoptose, autophagie, nécrose) pasepver l'intégrité de I'organe.

Les lysosomes jouent également un réle dans cerpaiotessus de détoxication par la
dégradation et/ou la séquestration de nombreuxbiétigues. lls sont notamment capables
d'accumuler de grandes quantités de métaux et ltleapts organiques, les isolants ainsi du
cytoplasme et ce dans les limites des capacitéstatiage. Certaines substances en exces
peuvent exercer des effets toxiques sur le systgsnsomal, tels qu'une déstabilisation de la
membrane lysosomale et un éventuel relargage dislages acides ainsi que des substances
toxiques accumulées, a l'origine d'effets cytotogg (Viarengo et al., 1981 ; Carajaville et
al., 1995 a).

La stabilité de la membrane lysosomale a été adqué'UNEP pour évaluer I'impact
néfaste de la pollution dans la Méditerranée damsatire du MED POL (MED POL Phase
IV). Ce biomarqueur peut également étre utilisésdarpronostic pour prédire des dommages
hépatiques chez différentes espéces de poissoosg @t al, 1999a, b ; Kohler et al, 2002 ;
Kdhler, 2004), et la dégenerescence hépatoparguéathez les mollusques (moules bleues
et vertes, les bivalves d'eau douce, huitres)j gins le recyclage des protéines (autophagie
lysosomale) suite a une attaque par les radicauesli(Allen et Moore, 2004 ; Kirchin et al.,
1992 ; Kohler et al., 2002 ; Moore et al., 20028(6a ; Nicholson et Lam, 2005 ; Svendsen
et Weeks, 1995 ; Svendsen et al., 2004).

Chez les moules, la stabilité des membranes lysalgsmet d'autres biomarqueurs
lysosomales comme [|'accumulation des lipofuscinest sfortement corrélées a la
concentration tissulaire des HAPs, qui sont degatoimants omniprésents (Moore, 1990 ;
Viarengo et al, 1992 ; Cajaraville et al., 2000).
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D'autant plus, il a été demontré que la stabiléé thembranes lysosomales chez les
moules et les poissons provenant de différentegesz@éographiques refléte clairement le
niveau de contamination dans I'eau et le sédimantip mélange de contaminants chimiques
(da Ros et al, 2002 ; Pisoni et al., 2004 ; Sclkesteal., 2006 ; Barsiene et al., 2006), et

permet méme de déterminer de nouveaux "Hot Spetgbdution (Bressling, 2006).
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A. Choix de I'espece sentinelle : La moule Mytilus galloprovincialis

I. Classification, morphologie et écologie
La moule Mytilus galloprovincialis appartient au :

Régne :Animal
Embranchement: Mollusques
Classe: Bivalves Pélécypodes)
Sous-classe Ptériomorphes
Ordre : Mytiloidés

Famille : Mytilidés

Genre: Mytilus

Espece galloprovincialis

Mytilus galloprovincialis est unMollusque (corps mou non segmentémellibranche

(a branchies lamelleuses) Bélécypodeqpied en forme de hache) a masse viscérale (masse
des visceres) aplatie transversalement. La mouleeacoquille équivalue, trés inéquilatérale,
de contour généralement ovale allongé, subtrigoreyliadrique, avec fréquemment une
mince fente byssale ventrale. L’extérieur est greiment lisse ou avec des costules radiales ;
sculpture souvent plus forte dans les zones podtingales et antérieure des valves. Le
périostracum est bien développé, lisse, lamellaukérissé de soies. Le ligament subinterne
est fixé au bord dorsal postérieur de la coquile yne bande calcifiée blanchatre, compacte
ou finement ponctuée. La charniére est dépourvudetds ou avec quelques dentelons ou

crénelures.

Mytilus galloprovincialis est un animal benthique grégaire fixé aux sulsstsatides
dans les anfractuosités des rochers battus etréclaie I'étage médiolittoral qui sont
favorables a linstallation de moulieres naturell&gnsible a la pollution chimique et
bactérienne, la moule concentre les polluants e$titae un bon indicateur de la qualité des
eaux. La moule est capable de supporter une lo@iguegsion grace a une réserve d'eau entre
les deux valves. En Tunisie, la moule occupe ladagnord du pays depuis Tabarka jusqu’a
la pointe du cap-Bon, qui semble la limite orieatdk son aire de répartition (Dellali et al.,

2001).
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1. Anatomie et physiologie de la moule

La moule comme tous les lamellibranches est caraét par : Une coquille bivalve
allongée noire, permettant la sauvegarde de laenassérale (Figure 16). L’anatomie et la
fonction physiologique des différents organesvilgilus galloprovincialis sont détaillées ci-

dessous :

Le pied et le byssuslLe pied, linguiforme, permet le déplacement etfbeissement de
'animal dans le sable. IL peut se replier soustian de deux muscles rétracteurs. A sa base
se trouve la glande du byssus. Elle synthétisdild@sents (byssus) qui fixent la moule a son

substrat. Une fois qu’ils sont sécréteés, les filatmese solidifient au contact de I'eau de mer.

Les branchiessont une caractéristique majeure des lamellibrandbkées consistent en
de grands organes en feuillets opérant deux s#gighénomenes, la respiration et la filtration
de la nourriture a partir de I'eau. Deux pairesdinchies sont localisées sur chaque c6té du

corps.

impression du muscle
_ adducteur antérieur a¥
_--"-F-‘- ‘!.m'
g impression du muscle  muscle adducteur. [ —lpas b
A\ ——rétracteur antérieur du pied antérieur ‘\‘L s

bouche

bord festonné

_ligament de [a charniére
i ~ du manteau

o muscle anterieur.

0 du pied J
Ay———bord du manteau [T | : _ J _—glande du byssus
|
AR\ _impression du muscle brenchies
X\ rétracteur postérieur du pied 1 || —musteadducter
A postérieur
impression du muscle Y o) )L-—anus

adducteur postérieur

(a) (b)

Figure 16 : Morphologie interne des valves (a) et anatomie du corps mou de la moule (b).

Le muscle: la fermeture générale des valves est assuréeeparrduscles adducteurs
(antérieur et postérieur). Ces muscles sont antstgsndu ligament, qui grace a son élasticité

assure I'ouverture de la coquille.
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La glande digestive (ou hépatopancréas) elle assure la digestioralesdrption des
aliments captés par les branchies. Cet organeneste appelé hépatopancréas car il joue
chez cet invertébré un rdéle analogue au foie degbes (Pagliassoti, 1994).

Le manteauenveloppe I'ensemble de la masse animale et assuinta fois la sécrétion

de la coquille et le réle de support des gonades.

L’hémolymphe : c’est I'équivalent du plasma des Vertébrés. Chezmoule, ce
compartiment correspond essentiellement du poiMugede sa composition saline a I'eau de
mer environnante (Lubet, 1969). Il contient ausstlques protéines et des lipides, circulant

sous forme de globules ou de vésicules (Martin, €97 0).

Les hémocytes ce sont les cellules circulant dans I'hémolymphesentant des
caractéristiques de certains leucocytes des Védélite sont des cellules totipotentes, elles
interviennent dans les processus de régénératitan amjuille et des tissus en cas de blessure
et joue un rdle important dans le systeme immueitdimmunité non spécifique) en

phagocytant de petites particules et des microsgass (Fisher, 1988).

Le systeme respiratoireLes échanges d’oxygeéne se font par l'intermédidies
branchies. L'eau chargée en oxygene dissout pédatms la cavité palléale via le siphon
inhalant. Elle est filtrée par les filaments desxdpaires de branchies lamelleuses avant d’étre
évacuée par le courant exhaldrbxygene ainsi capté pénetre dans I'hémolympher gore
distribué dans tout I'organisme. Lorsque la mowderstrouve a lair libre, elle ferme sa
coquille et passe a une respiration anaérobie ifat®m réalisée par certains organismes en

I'absence d’oxygene).

Le systeme circulatoireL’appareil circulatoire est relativement simple. Ptrouve un
cceur dorsal (enveloppé par le péricarde) qui congpréeux oreillettes latérales et un
ventricule. L’hémolymphe (mélange de sang et de lymphe), cleadaés deux aortes, est
distribuée aux différentes parties de l'organisrae yn réseau de vaisseaux sanguins. Ce
systeme artériel aboutit a des espaces librespganss propres : les lacunes. L’hémolymphe
n'est plus, a ce moment, canalisée en un systemeideeaux individualisés. Elle gagne
ensduite les reins, ou elle est purifiée, avant@®frer dans les branchies. Dans ces organes,
elle s’enrichit alors en oxygéne {Oet se décharge en gaz carbonique JCOne fois

oxygeénee, I'hémolymphe rejoint les oreillettes deut.
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A ce circuit principal se superpose un circuit asoire. En effet 'hémolymphe qui
circule dans le manteau a la possibilité de suinre voie de retour directe au coeur sans
passer par les reins ni les branchies. Lors duagasgans le manteau, un échange d’oxygene

et de gaz carbonique a lieu également.

Le systeme nerveuxLe bord du manteau est tapissé de cellules nersagsesibles a la
température, aux substances chimiques et a la lemige systeme nerveux central des
mytilidés est principalement constitué de ganglioasébroidaux, pédieux et viscéraux. Ce
systeme nerveux diffus possede la capacité deteéaés neurohormones, notamment de
nature peptidique. Les cycles de neurosécrétionétntétudiés chez les Mytilidés ; Lubet
(1959) a mis en évidence une corrélation signifieatentre les étapes du cycle de
reproduction et l'activité des cellules neurosé@@eés chezMytilus edulis. L’activité de
certaines cellules des ganglions cérébroides (eslldites piriformes) augmente de maniere
significative lors de la maturation sexuelle etblaion de certains ganglions nerveux

(cérébroides ou viscéraux) peut inhiber la ponez bhytilus edulis (Lubet, 1959).

2. Le cycle sexuel de 1a moule

Chez les moules, la gonade est diffuse dans leeaardt la masse viscérale. Elle est
formée par des acini qui aboutissent a des gonesluminstitués par un épithélium cilié.
L'absence de formations musculaires autour de eesdyctes, montre que I'évacuation des
produits génitaux se fait uniguement par des moevesnciliaires (Lubet, 1959). Il a été
démontré que la gamétogenése chez le genre Mytgkisdéroule en quatre étapes
(Chipperfield, 1953 ; Lubet, 1959).

Stade | : période de repos sexuel : C'est la phase de régénération, caractérisée par
I'absence de follicules fonctionnels dans la goretd&accumulation de plusieurs produits de
réserves dans le manteau et la masse viscéralaivAau de la paroi folliculaire, il n'existe
gue quelques cellules meres (oogonies et spermragmjoqui vont donner naissance a des
gonies de taille plus petite et qui se tassenutes contre les autres, a l'intérieur des acini
gonadiques comprimés. Ce sont ces gonies primguegonstituent pendant les mois de
repos sexuel le matériel a partir duquel se retdoesa la gonade. Pour la mouldytilus
galloprovincialis, provenant de la lagune de Bizerte (partie septeratie de la Tunisie), la
période de repos sexuel coincide avec la périodami@aée ou les eaux sont les plus chaudes
notamment en juillet et aodt (entre 25 et 28°ChniBat al., 2011).
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Stade |1 : multiplication des gonies : C'est la phase de I'évolution génitale ou dominent
les oogonies ou les spermatogonies (accroissenmealiplication, genése des gonies
terminales). A ce stade le manteau est envahi @arodhbreux follicules qui résultent de la
multiplication des gonies, ces derniéres effectusr@ croissance qui s'accompagne par des
changements dans la morphologie nucléaire (le oleclgrossit et la chromatine devient
dense). A la fin de cette phase le réseau follimilast visible et montre la présence
d'éléments germinaux a différents stades d'évalufaellules méres, oogonies primaires,
oogonies terminales) et dans les follicules lessplavancés quelques oocytes en
prévitellogenése. Cette phase de « multiplicaties gbnies» se déroule a des dates variables

suivant les stations et la date du premier cycteale

Stade 111 : oogenese et spermatogenése : A ce stade, l'aspect du manteau devient
caractéristique. Le dessin des follicules est agpaet la couleur propre a chaque sexe
(femelles, rose saumon ; males, blanc-jaunatrearajipvers la fin de ce stade. Chez les
femelles, cette période se caractérise par I'as@oient des oocytes qui se manifeste par
'accumulation de vitelline protidique dans le @lesme. La forme de l'oocyte change, il
devient elliptique et fait largement saillie dares lumiere du follicule. Les inclusions
lipidiques deviennent trés abondantes et confémemvo une couleur jaune orangée aux
oocytes, il s'agit de chromolipides. Chez les ma&ssspermatogonies forment dans les acini
gonadiques une a deux assises périphériques.deite=nt en meéiose et I'on peut repérer tous
les stades de la spermatogenése qui sont stragifiésones successives (spermatocytes |,

spermatocytes Il et spermatozoide).

Stade |V : période de ponte : Au cours de cette période, on assiste a une @mistss
gametes matures dans l'eau ; il s'agit de vidarggdefie ou complete de la gonade. Les
spermatozoides mobiles dans l'eau de mer sont dildes de féconder des oocytes
fraichement pondus. Cette période se distinguenaistdes stades précédents par l'allure du
manteau qui devient translucide et prend une tereaegée (émission totale). Toutefois, il
peut subsister des zones de gametes mdrs, nonoé@nes voie de maturation, formant des
flots épais, orangés chez les femelles et blanz kdsemales. Le suivi du cycle sexuel chez
Mytilus galloprovincialis dans la lagune de Bizerte a permis d'identifieruxdpériodes de

pontes en mars et en juin (Banni et al., 2011).
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II. Intérétde la moule comme espece sentinelle

En général, le choix d’'une espéce sentinelle pmalyaer différents biomarqueurs
repose sur les criteres classiques suivants :rgge leépartition géographique sur la zone
étudiée, la sédentarité, la représentativité dansdysteme étudié, et la facilité de capture.

L’espéce choisie dans ce travail est la maudigilus galloprovincialis car elle répond
aux criteres évoqués précédemment avec de plusgnamele capacité d’accumulation des
contaminants. Elle est sédentaire, assez facildlecter et a manipuler, aisément utilisable
dans le cadre des expérimentations de transplamtaCes caractéristiques en font un
organisme tres utilisé dans les programmes de ilanege de la pollution des écosystemes
cotiers du type (lussel Watch), Farrington. ; 1991) comme le RNO en France (Bay989 ;
Claisse, 1990) ou BIOMAR, pour la Mer Baltique. Plis, la moule a été fréquemment
utilisée comme modéle dans des études expérimentiéxposition aux contaminants
environnementaux en laboratoire. Les mécanismdsxeté de ces contaminants ainsi que
les systemes de biotransformation utilisés comnuenaiqueurs commencent a étre bien
connus (Narbonne & Michel, 1997).
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B. Etude expérimentale

Evaluation de I'effet combiné de |'élévation de la température et d’'une dose
subléthale du B[a]P sur les biomarqueurs de stress oxydatif chez Mytilus
galloprovincialis

La variation de la température influence diverscpssus chimiques et biologiques.
Chez les organismes marins, les fluctuations dengpérature provoquent des modifications
au niveau de la respiration, du cycle de reproduactt les périodes de ponte, I'assimilation et
la bioaccumulation des substances toxiques (Aikatvaddy, 1990). C’est dans cet objectif,
gue nous avons évalué I'effet de la fluctuatiorladeempérature combiné avec I'exposition a
une dose de benzo[a]pyrene (B[a]P) dans des conditexpérimentales chez la moule
Mytilus galloprovincialis.

I. Lasubstance testée : le benzo[a]pyréne
1. Structure et caractérisation chimique

Le benzo[a]pyréne est un composé de formueHG appartenant a la famille des
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) sguprésente sous la forme d'un solide
cristallin jaune. Il est formé de cing cycles fusies (Figure 17). Le B[a]P a une température
de fusion de 179°C. C’est un composé trés peuilmiddns l'air et trés peu mobile dans les
sols et I'eau. Le B[a]P est peu dégradable : sa eldendans e sol en condition aérobie varie
d’apres Coover et Sims (1987) de 57 a 530 jourar(des variations de température de 10 a
30°C). La solubilité du B[a]P dans I'eau de mer est foeat dépendante de la salinité. La
solubilité du B[a]P apparait cependant comme gitust faible en eau de mer qu’en eau douce
(Turner et Rawling, 2002).e benzo[a]pyréne est omniprésent dans I'enviroramdmil est
issu de la combustion des fossiles et de la condpushcompléte. Sa présence dans
'environnement est majoritairement d’origine aoghigue : raffinage du pétrole, du schiste,
du charbon, les revétements routiers, la fumée ideratte, etc...Les sources naturelles

d’émissions sont les éruptions volcaniques etdax fle foréts.

2. Toxicité du B[a]P

Le benzo[a]pyrene B[a]P est un composé ubiquiste représentatif des HAPs dans le
milieu marin. Il s’agit d'un hydrocarbure aromategyolycyclique a cing cycles dont les
propriétés mutagenes et cancérigenes ont été largartudiées chez les animaux aquatiques,
aussi bien les vertébrés que les invertébrés (GrataSantos, 2002). On pense méme que

certains métabolites du B[a]P peuvent interféremsdies processus chimiques cellulaires.
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Cette interférence pourrait conduire a l'inductida cancers par altération du processus
génétique et du processus de division cellulaire de la combinaison avec I’ADN (Lin et al.,
2008). La toxicité est la capacité inhérente asutestance de produire des effets déléteres sur
un organisme. Les HAPs n’ont pas tous les mémegriptés toxiques ni les mémes effets
toxiques. Le B[a]P est le HAP le plus étudié esaaides importantes propriétés toxiques de
ses métabolites. Le B[a]P est principalement cquowr ses effets mutagenes, génotoxiques
et cancérigenes. Des effets immunotoxiques du BfedPégalement été rapportés chez le

poisson (Carlson et al., 2002).

II. Protocole expérimental

Les moules qui ont servi pour cette expérience iprment d’'une station conchylicole
dans la lagune de Bizerte. Les individus qui omvisg I'expérience ont été acclimaté aux
conditions du laboratoire pendant 15 jours. Leayeifie des bacs et le renouvellement de
'eau est quotidien. Apres cette période d’acclatian, les moules ont été subdivisées en 10
groupes de 20 individus (1.5 d’eau de mer/ indiyidt placées dans des bacs thermostatés
(18, 20, 22, 24 et 26°C). Les conditions expérirakast sont résumeées dans la figure 17. Les
moules ont été exposées a un gradient croissateingeerature (18, 20, 22, 24 et 26°C) avec
une dose subléthale de B[a]P (19tpdendant 7 jours.

_ 18°C 20°C 22°C 24°C
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Figure 17 : les différentes conditions de l'exposition de la moule au B[a]P et au gradient de
température.

Apres 7 jours d’exposition, les moules sont retirdes bacs et nettoyées. Par la suite les
moules sont disséquées, la glande digestive dauehiadividu est vite plongée dans l'azote
liquide jusqu’au moment des analyses biochimiqglues.glandes digestives qui ont servi pour

le dosage chimique sont conservés a -20°C.
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C. Etude in situ

Application d’'une approche multi-biomarqueurs chez Mytilus galloprovincialis
pour la biosurveillance de la lagune de Bizerte

I. Choix du site d’étude

La lagune de Bizerte est située au nord-est deutdasie (latitude : 37°8-37°14’ N,
longitude : 9°46’-9°56’ E). Elle s'étend sur unepstficie de 128 kr(la largeur maximale
est de 11 km et la longueur maximale est de 13 Kithg. communique avec la mer par un
goulet de 6 km de longueur. La profondeur moyenmdadlagune est de 7 m. Les régions
profondes sont le centre de la lagune (9 m) ebldeg (12 m). La lagune est reliée dans sa
partie ouest a un second plan d'eau, le lac Ichkeat l'intermédiaire du canal Tinja
d’environ 5 km de long et de quelques metres déopdeur (3 métres en période de crue). Le
canal est actuellement équipé d’écluses permattauggrer les échanges entre le lac Ichkeul
et la lagune de Bizerte. Des villes en expansitwaine et industrielle (Bizerte, Menzel Jemil,

Menzel Abderrahmen et Menzel Bourguiba) jonchempidertour de la lagune.

La lagune de Bizerte est en communication direete éa mer Méditerranée d’'une part
et le lac Ichkeul d’autre part. La lagune est nompatrimoine international, vue sa position
géographique qui lui confere un intérét économiquais qui a laissé des séquelles
environnementales assez évidentes sur ce milieendeactuellement fragile (Kamens et al.,
1984 ; Pengelly et al., 1998 ; Mosbahi, 2002 ; fsearShimi, 2004 ; M.A.E.R.H, 2005).

1. Hydrologie et spécificités de la lagune

Les apports en eau de la lagune de Bizerte sofdreion de la pluviométrie, et du
coefficient de ruissellement du bassin versantadudhkeul. Dans le bilan hydrologique de la
lagune de Bizerte I'oued Tinja est un exutoire mghtdu lac Ichkeul (Kallel, 1989), joue un
réle prépondérant, surtout en hiver avec un débiual d'évacuation dans la lagune de 438
Mm?3(Chaumont, 1956).

Le bilan hydrologique de la lagune de Bizerte esissinfluence saisonniere. En hiver,
les eaux circulent du lac vers la lagune de Bizeateec des flux liquides et solides
respectivement estimés a 418 (+ 28) Met (28 + 5) x 18 (t), l'apport direct des
précipitations est estimé a 120 (= 8.8) Rires apports massives en eau dans la lagune
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créent un exces de 534 (+26) Mnset exceés sera acheminé vars la mer (Figure 1Bea

Garali et al., 2009).

Durant la période estivale, les apports pluviomées directes sont d'environ 6 (+ 0.81)
Mm3, les apports hydrologiques par le lac Ichkeul sans, par contre I'évaporation de ce
plan d'eau est importante se traduisant par unm®I®0 (+3.3) Mm, ces conditions
provoguent l'incursion des eaux marines vers larlagavec un volume estimé a 84 (+2.5)
Mm?3 (Figure 19.b) (Ben Garali et al. 2009).

09° 50 m 5 097 55

Bizerte ._:_.'.‘ dey Yy Mo,
A @
@ Zarzouna

TS
- Tl
}"'__r =

3 7 Menzel
<5 Abderahman
i -.—'_' 1 Menzel

Evaporation

Evaporation
90 (£3,3) Mm*

30 (s2,3) Mm®

Pluie
6 (£0,8) Mm®

Pluie
120 (28,8) Mm®
chkeul

418 (28.6) Mm® | 1, K ne [ R
: / NG %, o c_z- S
b Tinga r N bept [ 4 [p ¥ Tinja ..
E Merizel ~ [ \\ = 2 Wenzel =
Bourguiba + Bassin versant i Bourguiba
3 26 (1.9) Mm* b -

Ichkeul

TEnRE0o

——tohke

< Garast

Bassin

. Garaat

! II\ o
i '.lo '\\"&j i\ :
W’
0 4 km / ¥+ 0
— JAY] N\

\4

: i “ \'a versant
o 3
No ? 4km ‘© 5z
| I— / 3 g
\'% | ?ﬂ
\s, %,
% Y

Figure 18 : Bilan hydrologique de la lagune de Bizerte durant la saison hivernale (a) et la
saison estivale (b) (Ben Garali et al, 2009).

2. Sources majeures de pollution de la lagune

La région de Bizerte compte une population de gri273 milles habitants et constitue
un pble de développement socio-économique a cagaci@ional concentré autour de la
lagune. Elle est caractérisée par des activitégsinelles, agricoles, de péche, portuaire et
commerciale. Selon (Trabelsi et Driss, 2005) leetiiiypement économique de la région de
Bizerte qui se manifeste par l'installation de {@uss unités industrielles, utilisent la lagune
de Bizerte comme réceptacle finale de divers tyjgesejets (macro et micro polluants). En
effet, I'activité industrielle sur le pourtour da lagune étant trés développée et diversifiée

(industries pétrolieres, aciéries, cimenteries..e¢ciaend la lagune exposée de maniére
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chronique a des xénobiotiques tels les HAPs, ldaumdourds et les antibiotiques (Yoshida
et al. 2002 ; Trabelsi et Driss 2005) (Tableau 4).

La pollution par les métaux lourds constitue unenace assez importante dans les
problémes environnementaux de la région. En elfetassin versant de la lagune abrite
plusieurs unités de métallurgie, une sidérurgien(Beirat, 1997 ; Pengelly et al., 1998), aussi
une ancienne mine de Plomb et de Zinc (Sainfeld2)L9 a été démontré que les sédiments
de la lagune de Bizerte sont fortement contamiraésdp multiple €léments potentiellement
toxiques, cette contamination est due a l'urbaoisat aux activités industrielles situés sur le
pourtour de la lagune. Cing régions constituenstagces majeurs de pollution de la lagune
de Bizerte ont été identifié, on cite ; la régiom Menzel Bourguiba, Bizerte, les rejets de
Menzel Abdelrahmen, la zone industriel de Menzgiilet la région agricole située au sud de
la lagune (Yoshida et al., 2002).

Tableau 4 : Contribution des différentes sources de pollution de la lagune de Bizerte
(Rapport Phase I, 2003).

Débit MES  Nitrates P HC As cd Hg Pb Zn Fe

(m?/jr)  (kg/jr)  (kg/ir) totaux totaux (kg/jr) (kg/jr) (kg/ir) (kg/ir) (kg/jr) (kg/jr)
Rejets 31886 5343.06 19.21  29.43 316245 1524 221 0.06 162 241 1305.63
industriels

En % 61.22 45.40 31.38 76.29 99.25 9739 69.62 76.01 6889 63.58 99.19
Rejets
domestiques 19996 3146.21  41.80 9.12 23.47 0.41 0.96 0.02 0.62 0.9 6.51
En % 38.39 26.73 68.27 23.65 0.75 2.61 30.25 2399 26.17 23.73 0.49
Rejets de 164  3275.74 0.21 0 0 0 0 0 0.12 0.48 4.18
lixiviats
En % 0.31 27.83 0.34 0 0 0 0.13 0 4.94 12.7 0.32
Rejets des
activités 40 3.50 0.01 0.02 0.11 0 0 0 0 0 0
portuaires
En % 0.08 0.03 0.02 0.05 0 0 0 0 0 0 0
Total (T/jr) 11.768 0.061 0.039 3.15 0.016  0.003 0 0.002 0.004 1.316

Total (T/an) 2E+07 3530.55 18.368 11.572 945.01 4.7 0.95 0.02 0.71 1.14  394.89

De plus l'utilisation intensive d’engrais chimiquagotés et phosphatés, participent
activement a la pollution des eaux de la lagundudtement on assiste a une altération
progressive des caractéres physico-chimiques li@ggigmentation des apports en nutriments
des eaux a la lagune qui serait responsable dgtagsion de la diversité biologique et de la

production halieutique. L'importance de ces appais nutriments azotés et phosphatés
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inorganiques dissous dans les eaux de la plupamweds se déversant dans la lagune est liee
aux conditions hydroclimatiques et aux aménagentgdsoagricoles du bassin versant de la
lagune. ). Le lessivage des sols apporte aussntmite et la goethite (Kamens et al., 1984).

3. Localisation des sites de prélevements

Le choix des sites et des contaminants étudiés Isés® principalement sur la présence
des moules et a tenu compte des résultats travauxieurs (Ben Khedher et al., 2012 ;
Mahmoud est al., 2010 ; Khessiba et al., 2004 ldbedt al., 2001, 2004). Seulement 2 sites

ont été sélectionnés dans la lagune.
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Figure 19 : Localisation des sites d’étude.

La premiere station est considérée comme un sitegfite 1 : Menzel Abdelrahmen
ce site est principalement affecté par les rejeiggnant de la station d’épuration, les déchets
issus des activités portuaires (port de péche debdlébdelrahmen) et les rejets urbains sous
forme solide et liquide (Mahmoud et al.2010). Laixiéme site est peu contamifée 2 :
Baie des carrieredocalisé au niveau du canal qui relie la lagunecda mer méditerranée, ce

site est localisé a proximité de plusieurs indaestret est caractérisé par une courantologie

assez importante.
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II. Méthodologie d’échantillonnage

L'échantillonnage est realisé dans l'objectif diitm les variations temporelle et
spatiale des différents parametres choisis. Paai, wine centaine de mouldytilus
galloprovincialis est prélevée mensuellement a partir de chaqued®tede et ramenée

directement au laboratoire 1a ou les moules saités immédiatement.

30 individus sont soumis aux conditions dieess on stress, dans une enceinte
thermostatée ajustée sur 16°C. 30 individus ontisgrour les mesures biométriques et la
détermination du sexe. La stabilité des membrayssbmales a été suivie sur les hémocytes
fraiches de 10 individus. 60 moules sont disséquéssranchies, la glande digestive et le
manteau sont directement plongée dans l'azotedéq@t y sont conservés jusqu'a leur
utilisation pour les mesures biochimiques et chiuragy Le prélévement de 'hémolymphe a
été fait pour 20 individus, les hémocytes récupépres centrifugation sont conservés dans
une solution (RPMI, SVF et de DMSO) et congeléssdazote liquide pour l'utilisation dans

le test comete.

III. Mesures des parametres biométriques
1. L’indice de condition

L’indice de condition est le rapport du poids deaichsur le volume interne de la
coquille, et représente le premier indicateur dux tde remplissage de la coquille par les
tissus mous. Cet indice est généralement utilisg pualuer les variations saisonnieres des
réserves nutritives ou de la qualité des tissussidaen que pour suivre les effets délétéres de

divers contaminants et/ou maladies (Crosby & GEI®).

Pour ceci, les valves sont nettoyées de tout dép&éediment et de tout épibionte a
I'aide d’un scalpel et de papier absorbant hun@difia longueur (L), hauteur (H) et épaisseur
(E) maximales de la coquille de la moule sont massia I'aide d’'un pied a coulisse, a la
précision 0,01 mm.

Trente animaux par modalité d’exposition sont ots/gjpar section des muscles
adducteurs a l'aide d’'un scalpel introduit enti® deux valves au niveau de la face ventrale),

les tissus mous sont soigneusement détachés dess \atl I'exceés d’eau est évacué sur du
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papier absorbant selon des gestes et un tempsantsg8 retournements sur une portion
séche de papier, durant 12 secondes au total)tié®ss mous ainsi égouttés sont alors
immédiatement pesés, de méme que les valves cdrleement essuyées. Les gonades sont
pesées a part pour pouvoir déterminer par la Suntbce gonadique. La totalité du tissu mou
est placé sur une petite feuille de papier aluminmarqué individuellement et séché pendant
48 a 70°C. L'indice de condition calculé selon danfule développée par Lucas et Beninger
(1985) :
IC = poids destissus fraig/ (poids total — poids sec) * 100

2. Indice gonado-somatique

La présente étude ne concerne que des individusiresatayant déja réalisé une
premiére gamétogenése. L'indice gonado-somatids®)(est habituellement exprimé comme
le rapport entre le poids des tissus gonadiqude pbids du corps. Chez les moules, les
gonades sont principalement contenues dans les ldbbananteau et, pour cette raison, le

poids du manteau peut servir d’approximation dulpaies gonades.

Les tissus gonadiques ainsi que I'ensemble dasstisais ont été alors pesés et 'indice

gonado-somatique (GSI) calculé selon la formule :

IGSI = (poids frais de la gonade / poids des tissus frais)|
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D. Dosages des biomarqueurs

Les fractions subcellulaires (fraction post-mitoetinale et microsomes) des différents

tissus et organes prélevés, nécessaires au dossgebidmarqueurs, sont préparées
extemporanément.

Sept marqueurs biochimiques ont été dosés au nidealranchies ou de la glande
digestive : le taux des MTs, de MDA, les activigdezymatiques de la BPH, la CAT, la GST
et 'AChE et I'expression des MXR : la mesure detsvees BPH et 'AChE, a été réalisée au
Laboratoire d'écotoxicologie de I'lIFREMER a Nante®valuation de l'activité des MXR a
été mesurée au Laboratoire d'écotoxicologie - Mdidquatiques (LEMA) a l'université du

Havre.

-

MT Fraction AChE
MDA microsom ale MXR
GST ¢

BPH
CAT

Figure 20: Utilisation des tissus de Mytilus galloprovincialis pour la mesure des
biomarqueurs.

1. Mesure de I'activité acétylcholinestérase

L’AChE a été mesurée dans la fraction post-mitochond(&® de branchies selon la
méthode Ellman et al. (1961) modifié et adoptéergeudosage par microplagues par
Boquené et al. (1993).
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Figure 21 : Hydrolyse de la thiocholine en présence de DTNB.

Cette méthode se base sur I'hydrolyse d'un ester ctleline (Figure 21);
'acétylthiocholine (ACh) par l'acétylcholinestéeagAChE). La thiocholine (TH) libérée
réagit avec le 5-5’-dithio-bis (2-nitrobenzoate)T(8B) pour former le 5-thio-2-nitrobenzoate
(TNB), produit de couleur jaune qui absorbe a wmglieur d’onde de 412 nm. L'intensité de

la coloration est proportionnelle a la quantiténdyame présente dans le milieu.

DTNB
ACh + AChE —» TH-DINB ——» TNB

La variation de la densité optique est suivie aintarvalle de 5 minutes pendant 30
minutes a 412 nm contre une solution ne contenastl’gchantillon a doser (blanc).es

résultats sont exprimés en nmole. ing?! de protéines totales.
3. Dosage de l'activité enzymatique de la Benzopyrene Hydrolase

Principe: L'exposition de mollusques a des xénobiotiquessijpides, métaux,
détergents, hydrocarbures aromatiques polycycliguasitres toxiques), induit une activation
des mécanismes de détoxication. Parmi ces mécasiseneytochrome P450 isoforme 1A1
est une oxydase qui permet la métabolisation debneum xénobiotiques (c’est la phase | de
la détoxication dite, phase de fonctionnalisati@hez les mollusques, I'activité dépendante
du cytochrome P450 peut étre déterminée indirecteper la capacité d’'un extrait de glande

digestive a biotransformer un polluant organiquenénotre cas, le benzo[a]pyréne).

Préparation des microsomes Les échantillons de glandes digestives sont
homogénéisés (1:2) au potter dans la glace dananymon Tris (Tris-HCI 10 mM pH 7,6 ;
KCI 0,15 M ; Sucrose 0,5 M, Dithiotréitol 1mM). 2@0de Leupeptine (1,5 ¢') sont ajoutés
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a ce broyat. Les broyats sont ensuite transfénés das tubes Eppendorf puis centrifugés 15
minutes a 9000 g a 4°C. Les surnageants sont endtriacentrifugés pendant 1 heure a 100
000 g a 4°C. Le culot de microsomes est repris dansde tampon (EDTA disodique 1 mM,
glycérol 20% (v/v), Tris HCI pH 7,6 8 mM, KCI 0,1, Dithiotréitol 0,8 mM). Les protéines
de la fraction microsomales sont quantifiées ad€ade la méthode Bradford (kit Biorad
protein assay) afin de pouvoir exprimer I'activB®H en relatif par rapport a la quantité de

protéines microsomales présentes dans I'extrait.

Dosage de l'activitée BPH L’activité BPH est ensuite déterminée a partir lde
cinétique de formation d’'un des métabolites du B[a]Je 3 OH-B[a]P. Pour la réaction, 0,5
mg de protéines microsomales sont déposés sur igmeptaque 96 puits dans 240 d’'un
tampon EDTA disodique 1 mM, glycérol 20% (v/v), SHCI (pH 7,6 ; 8 mM), KCI 0,12 M,
Dithiotréitol 0,8 mM. La cinétique démarre aprégjdut de 0,1 mM de NADPH et 2mM de
B[a]P. Une mesure de 5 minutes (avec une mesutesttes 15 secondes) est réalisée a l'aide
d’un spectrofluorimetre Safire TECAN a une longudionde d’excitation de 430 nm et une
longueur d’onde d’émission de 510 nm (correspon@animaximum d’émission du 30H
B[a]P).

Expression des résultats par rapport a un étalortesre de 30OH-BaP Une gamme
étalon externe allant de 0 a 1Q0/1 est réalisée a partir d’'un standard de 30H-B[a]P
(Promochem). L’activité¢ BPH est calculée d’aprespémte de la cinétique dans sa partie
linéaire. Elle est exprimée en pmole de 30H-B[a]Bnégé.min.mg1 de protéines

microsomales.
4, Dosage de l'activité enzymatique de la glutathion S-transférase

Principe : L'activité de la Glutathios-transférases (GST) est mesurée sur les fractions
post-mitochondriales des branchies et de la glamtigestive par la technique
spectrophotométrique de Mannervik et Danilson ()19B8 principe du dosage est basé sur la
mesure de la cinétique d'apparition du thioéthemé&lors de la conjugaison du substrat 1-
chloro 2, 4-dinitrobenzéne (CDNB) avec le glutathiéduit (GSH) utilisé comme cofacteur.
La solution réactionnelle (GSH 1 mM, CDNB 1mM, tamplris 100mM, pH 7.4) est ajoutée

a chaque échantillon. La densité optique est mesuB20 nm.

63



Matériel & Méthodes

Suivi de l'activité enzymatique Dans les cuves, on introduit dans l'ordre : 1dul
tampon Tris ; 50 ul de la solution de CDNB, 50 pllextrait brut contenant I'enzyme et
enfin 50 ul de glutathion réduit (GSH) pour déclercla réaction. La variation de la densité
optique est suivie pendant 2 minutes a un inteevdd 30 secondes contre une solution ne

contenant pas I'échantillon a doser (blanc).

Détermination de l'activité de la GSTL'activité spécifique de la GST est exprimée en

umole. minuté. mg?* de protéines totales, elle est donnée par la flersuivante :

[Activité spécifique (umolemin®.mg? P) = (A DO/ mn x 1000)/ (¢ * V * P)|

A DO/ mn = DO essai —DO blanc

V: volume de I'échantillon en ml.

P: mg de protéines par ml de la fraction a doser.

g . Coefficient d’extinction molaire de GSH est égal9,6 mM.cm.

5. Dosage de l'activité enzymatique de la catalase

Principe: Les catalases sont des enzymes qui interviennestldaléfense de la cellule
contre le stress oxydatif en éliminant les espééastives de I'oxygene (ERO) et en
accélérant la réaction spontanée de dismutatiqgrectaxyde d’hydrogene @@.) toxique pour
la cellule en eau et en oxygena technique utilisée est celle décrite par Claineo(1985),
elle consiste a suivre la disparition de I'eau @y@e par action de la catalase selon la

réaction suivante:

Catalase
2HO2 > 2HO + O

Suivi de I'activité enzymatiqueDans une cuve en quartz en introduit dans I'ordi®01
ml de tampon phosphate (100 Mm, pH 7.4, a 25°QQu26L0-. (500mM), et enfin 20ul de
'extrait brut contenant I'enzyme. On suit la dimiion de la densité optique pendant 30

secondes a un intervalle de 5 secondes a une londiemde 240 nm.

Détermination de l'activité de la catalasel’activité spécifique de la catalase est
exprimée en nmole. min mg?! de protéines et est déterminée a I'aide de ladtasuivante :
[Activité Catalase (nmole.min't.mg? P) = (A DO/ mn x 1000)/ (¢ * V * P)|

A DO/ mn = DO essai —DO blanc

64



Matériel & Méthodes

V : volume de I'échantillon en ml.
P : mg de protéines par ml de la fraction a doser.
¢ . Coefficient d’extinction molaire de peroxyde grogéne 0.04 M.crh

6. Le taux d’accumulation des malondialdéhydes

Principe : Le dosage du malondialdéhyde est effectué selométhode de Sunderman
(1985) qui utilise le test a I'acide thiobarbiture (TBA). Cette mesure est basée sur les
propriétés de certains composés comme le malodétiyde, de réagir avec le TBA pour
régénérer un produit coloré qui absorbe a une lemgd’'onde de 532 nm. Cette technique
relativement simple, suscite cependant quelquesrogations, en particulier, sur son manque
de spécificité car le thiobarbituric acid reactagstances (TBARS) réagit également avec

d’autres composés présents tels que les alcadigdikigawa et al., 1990).

Dosage du malondialdéhydela glande digestive et les branchies ont été pesées
ensuite broyées a froid dans trois volumes de tamips 100mM, pH 7.4. L’homogénat est
ensuite centrifugé a 14000 tours/min pendant 20utes Le surnageant obtenu appelé S9
obtenue va servir pour le dosage du MDA.

Dans un tube a essai, on introduit 2 ml de la soiuH:PQs 1%, TBA 30mM ; KCI
154mM et 200 pl de I'échantillon a étudier, le néja a été mélangé ensuite incubé pendant
45 minutes a 95°C.La réaction entre le TBA et le malondialdéhyde donn dérivé TBA-

MDA (Figure 22) de couleur rose qui absorbe a 582 n
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Figure 22 : Réaction du malondialdéhyde avec 'acide thiobarbiturique.
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Gamme étalon du Tétraméthoxypropane (TMP)e contenu en MDA est évalué en
utilisant le 1, 1, 3,3- Tétraméthoxypropane (TM&)mme standard de référence. Pour cela
une gamme étalon a été réalisée avec une solwidividP de concentration 2.96nM dans une
solution BPQ; 1%, TBA 30mM ; KCI 154mM.

Détermination de la quantité en malondialdéhydePour quantifier le contenu en
malondialdéhyde, on extrapole les valeurs obterupartir des échantillons étudiés sur la
courbe de référence du TMP. La quantité de MDA iex¢e en nmole. mfde protéine est

donnée par la formule suivante :

[nmole MDA.mg! P = (DO 532 x dilution)/ (Pente x mg de protéines total es)|

DO 532 : densité optigue de la fraction purifiéemaitallothionéines.

Pente : pente de la courbe gamme TMP.
7. Le dosage des métallothionéines

Principe: Le dosage des métallothionéines se base sur l&iaudu contenu en
résidus -SH par une méthode spectrophotomeétrigligant le réactif d’Ellman (DTNB : 5,5
dithiobis 2 acide nitro benzoique) (Ellman, 19589ne gamme étalon est préparée au
préalable en utilisant comme référence plusieunsceatrations de la forme réduite de
glutathion portant un groupement thiol —-SH (Viarerg al., 1997).

Etant donné que les métallothionéines contiennanhambre important de cystéines
(environ 20 a 30 %), la détermination des MTs eatlée sur la détection des groupements
SH permettant une évaluation plus sélective dencéwlloprotéines. La réaction entre le
DTNB et les groupements -SH des protéines prodasitqliantités stoechiométriques de TNB

(thionitrobenzoate), un composé de couleur jauna@logorbe a 412 nm.

Préparation de la fraction enrichie en métallothié&mnes: Les branchies et les glandes
digestives sont broyées a froid dans trois voludiese solution de lyse constituée d'un
tampon Tris-HCI 20 mM; pH 8,6; sucrose 0,5M; AM®,5 M; 0,01 mM j-
mercaptoéthanol comme agent réducteur.

v L’homogénat obtenu est centrifugé a 30 000 g per@@aminutes a -4°C.

v Le surnageant obtenu traité par 1.05 ml d’éthahsbk froid (-20°C) et 80 pl
de chloroforme, pour faire précipiter les protéirtes haut poids moléculaire subit une

nouvelle centrifugation a 9000 g pendant 10 minutes
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v Un volume de 40 pl de HCI 37%, 10 pl d’'une solut®NA (1mg/10 pl) et
trois volumes d’éthanol absolu froid seront ajowé@ssurnageant qui sera centrifugé a 9000g
pendant 10 minutes et incubé pendant une heul@*g -2

v Le culot obtenu et de nouveau centrifugé apresglvavec une solution
d’Ethanol /Chloroforme/tampon d’homogénéisation (B712 v/v) froid a -20°C.

v Une derniére centrifugation a 9000 g pendant 1Qutas

Remise en suspension de la fraction enrichie en atléthionéines : Ajouter au culot
150ul d’une solution NaCl 0.25 M et 150 pl d’'unéuson composée de HCI 1 N contenant 4
mM d’EDTA (solution de déstabilisation). Agiter sa la remise en suspension compléte
de I'échantillon.

Détermination des concentrations en protéines tettLa concentration en protéines
totales est déterminée selon la méthode de Bradi®d6), en utilisant le bleu brillant de
coomassie. Ce réactif réagit avec les protéinedoenant des complexes de coloration bleue
qui absorbent a une longueur d'onde de 595 nm. drange étalon est réalisée avec une

solution mére d’albumine bovine sérique (BSA) deaamtration 1mg.mi.

Dosage spectrophotométrigue des métallothionéindse: contenu en groupements
thiols (-SH) des métallothionénes est évalué elisanit le glutathion réduit (GSH) comme
standard de référence. Pour cela, une gamme é&adtd réalisée avec une solution GSH de

concentration de 1 mg.rhidans du NaCl 0,25 M, selon le tableau 5 :

Tableau 5 : Gamme étalon du glutathion réduit (GSH).

Solution mére NaCl 0.25 M HCI 1M, Solution de Volume

de GSH EDTA 4 mM DTNB final
Echantillons a - 150 ul 150 ul 4.2 ml 4.5 ml
analyser
Blanc - 150 ul 150 ul 4.2 ml 4.5 ml
Standard 20 20 ul 130 pl 150 pl 4.2 ml 4.5 ml
Standard 40 40 ul 110 wl 150 pl 4.2 ml 4.5ml
Standard 80 80 ul 70 ul 150 pl 4.2 ml 4.5ml

Incubation a température ambiante pendant 5 minutes
Lecture de densité optique a 412 nm

Détermination quantitative du contenu en métallothiéines : Pour quantifier le

contenu en métallothionéines, on extrapole lesual®btenues a partir des échantillons

etudiés sur la courbe de référence de GSH. Endsénasit les caractéristiques moléculaires de
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la métallothionéine et le volume final de la réactiavec le DTNB, la quantité des

métallothionéines exprimée en pg:hde protéine est donnée par la formule suivante:

Quantité en ug MTs. mg! P = (DO412* 7328*dilution)/ (Pente* 20* 1000* mg de Protéines)

DO 412 : densité optique de la fraction purifiéamstallothionéines,
7328 : poids moléculaire en Dalton d’'une molécwertétallothionéines,
Pente : pente de la courbe gamme GSH,

23: nombre de résidus cystéines d'une molécule ndgallothionéines cheaytilus
galloprovincialis.

Ces méthodes de dosage sont des techniques deuwinénzymatique utilisant la
variation de la densité optique du milieu réactenmour le calcul des activités. Le dosage
des protéines a été effectué selon la méthode ddf@dd etal. (1976) a un maximum
d'absorption de 595 nm. La quantité de protéinegmresuite déterminée en se référant a une

gamme d'albumine sérique de bovin (BSA).
8. Evaluation des cassures d’ADN : le test des cometes

La technigue de l'essai comet est microélectrom®réle noyaux de cellules
d’hémolymphe isolées sur gel d’agarose en conditadnalines. A pH=13, le test permet de
révéler les dommages simple et double brins etsiees alcali-labiles. Deux étapes sont
considérées comme critiques. La premiére est Bétdp I'obtention des suspensions
cellulaires d’hémocytes qui nécessite des préaasitiors de la manipulation pour éviter la
formation des agrégats cellulaires ou I'éclatendad membranes cellulaires. La deuxieme
étape critique est celle de lyse des matrices eslttdaires et de la membrane nucléaire. Le

protocole se déroule comme suit :

Préparation des lames des lames de microscopes sont couvertes d’umeheo
d’agarose normal a haut point de fusion a 0.5%agréedans du tampon PBS. Les lames sont

laissées toute une nuit a I'air libre pour perneetdrpolymeérisation du gel.

Inclusion des cellules un gel d’agarose a bas point de fusion a 0.5% danPBS est
maintenu en surfusion dans un bain marie a 37°€.dohantillons des hémocytes congelés

dans une solution de stockage (RPMI+SVF+DMSO) sdéatongelés rapidement a
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température ambiante. 30 ul de cette suspensituiated est ensuite mélangé avec 225 ul de

cet agarose.

85 ul de ce mélange est déposé sur une lame prértewl’agarose, une lamelle couvre
cette suspension et la lame est maintenue sut da fjlace pour permettre la polymérisation
de la deuxieme couche d’agarose. Une troisiemeheod@garose a faible point de fusion est
ajoutée et puis laissée solidifier (cette troisieooeiche permet de protéger la deuxiéme

couche pour éviter son arrachement).

Lyse cellulaire: a partir de cette étape, tout le reste du poi¢ose déroule a I'obscurité

pour éviter d’induire des dommages a I’ADN lié aayonnements.

Aprés 10 de polymérisation de 18™S couche d’agarose, la lamelle est retirée avec
précaution et la lame est plongée dans une cuvéeram un tampon de lyse (dont la

composition est résumeée dans le tableau) glacé E0pBette étape dure 1h.

Tableau 6 : Composition du tampon de lyse.

Composant Concentration Roéle

NaCl 25M Dégradation des protéines

Tris base 0.01 M Assure les conditions
alcalines

Na,EDTA 0.1 M Inhibition des nucléases en
complexant les cofacteurs
métalliques

DMSO 10% Antioxydant

N-sarcosinate 1% Détergents assurant la

Triton X100 1% destruction des membranes

cellulaire et nucléaires

Déroulement de I'ADN: Les lames sont sorties de la cuve de lyse et stiat installées
dans une cuve a éléctrophorese horizontale etimomeérgees par le tampon d’électrophorese
(NaOH 0.03 M ; EDTA 0.001 M ; pH13) pendant 15 mewia température ambiante et a

I'obscurité.

Electrophorese I'électrophorese est réalisée sous un champ éleetide 23V pendant
20 minutes. L’ADN chargé négativement migre verantide. Les fragments libres se

détachent du nucléotide et forment les figuresatarstiques des cometes.

Neutralisation: a la fin de [I'électrophorese, les lames sontisode la cuve

électrophorétique, elles sont rincées 3 fois avectampon de neutralisation pendant 5

69



Matériel & Méthodes

minutes chaque fois. Cette étape permet de rélappariement de 'ADN en double brins,
ce qui permet ultérieurement la fixation du fludramme (Gel Red), agent intercalant, utilisé

pour la lecture des lames.

Déshydratation et conservationles lames sont déshydratées au moins 15 minates d
I'éthanol absolu puis séchées a I'air libre. Cétiipe permet de conserver les lames jusqu’a

I'étape de lecture.

Lecture des lamesles lames sont colorées avec 70 ul de Gel Red/Hd000 et
couvertes d’'une lamelle 22 x 22 mm, pendant au snbma 4°C. Elles sont observées a un
grossissement x 400 sous un microscope a eépiflbemes équipé d'une caméra
monochrome. Les cellules sont traitées individmediet a I'aide d’'un logiciel d’analyse
d'image Komet. Cinquante cellules par lames sonnhptées et 2 lames pour chaque
échantillon. Apres avoir vérifié la cohérence erlge différents parametres mesurés, les

résultats ont tous été exprimés par 'OTM.

9. Détermination de la fréquence des micronoyaux

Les micronoyaux sont de petits corps contenantadaN qui peuvent étre présents pres
du noyau de la cellule a l'interphase, résultata #ois d’'une cassure des chromosomes et

d’'un mauvais fonctionnement du fuseau.
Le type de mutations qui pourraient contribuer priaduction de micronoyaux inclut :

v Des mutations des protéines du kinétochore, desoreeres et de I'appareil
du fuseau qui peuvent conduire a une distributi@gale des chromosomes ou a une perte du
chromosome entier a 'anaphase,

v Des ruptures non réparées du brin d’ADN induitesdes agents génotoxiques
de I'environnement et endogenes, ce qui pourraitine des fragments de chromosomes

acentriques.

Les études montrent que I'apparition de micronoypewt fournir une information sur
I'altération génétique accumulée au cours de l'éwoh de la vie des cellules méme lors de
courtes phases de contamination. Ces considérationgent I'aptitude de ce test a suivre, de

facon intégrée dans le temps, I'étendue de l'ditiregénétique chez les organismes marins.
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Le protocole suivant a été établi afin d’estimefrémuence des micronoyaux dans les cellules

de la glande digestive.

Le test MN a été réalisé sur des cellules de ladglaligestive selon la méthode décrite

par Bolognesi et al. (1999).

Préparation de la suspension cellulaird.a glande digestive est prélevée et les cellules
sont isolées par digestion enzymatique avec ungigolde Dispase (Boehringer Mannheim,
Allemagne), 0,1 mg.rmi dans la solution modifiée (20%.) équilibrée par so&ution Hanks
pendant 10 minutes a 37°C. La suspension cellutditenue par filtration est centrifugée a

1000 rpm pendant 10 minutes.

Préparation des lamesLes aliquotes de culot cellulaire sont fixés danséthanol :
acide acétique (3 :1) pendant 20 minutes, étalédesulames, séchés et colorés avec du

Giemsa 3%. Les lames sont par la suite codéessitées.

Observation des lames pour chaque échantillon, deux mille cellules avwat
cytoplasme en bon état sont comptées sous immeasinile a un grossissement de 1000x.
Les criteres suivants doivent étre réunis lors ammage : seules les cellules intactes doivent
étre considérées, la structure de la chromatind’irgensité de couleur doivent étre
équivalentes a celle du noyau principal, les MNvebot étre sur le méme plan optique que le
noyau principal, doivent étre ronds ou ovales, etdwoivent pas étre fragmentés (afin

d’exclure les petites particules colorées et Idlsiles apoptotiques.

10. Evaluation de la stabilité des membranes lysosomales : Test de rétention

du rouge neutre

Le rouge neutre est un colorant lipophile qui tragdibrement la membrane cellulaire.
A l'intérieur des cellules, le composé est piégé matonisation dans les lysosomes et est
accumulé dans ces organelles ou il peut étre v&&uphr un microscope optique. Le degré
d’emprisonnement de ce marqueur lysosomotrope dégerpH du lysosome autant que de
I'efficacité de la pompe a protons associée a lmbrane (Segien, 1983).

Le test de rétention du rouge neutre est sensilkectasses majeures de polluants

chimiques (Lohse, 1990). Le protocole suivant asgtcialement adapté pour étre utilisé sur

les moules.
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Préparation de la suspension cellulairechoisir une dizaine de moules de taille
équivalente, sur la face ventrale (le c6té d’od Eobyssus), insérer la lame de scalpel ou la
pointe des ciseaux de maniere a écarter légeremesntdeux valves, vider le liquide
intervalvaire, insérer la seringue dans le musdi@duateur et aspirer 0.2 ml d’hémolymphe
dans un volume égal d’'une solution saline (Hefes® ; NaCl 436 mM ; MgS®©53 Mm ;

KCI 10 mM ; CaC} 10 mM), vider doucement le contenu de la serindmes microtube de
1.5 ml.

Préparation des lames déposer au centre d'une lameubQde la suspension
d’hémocytes, laisser adhérer les cellules surrzeladans une chambre humide pendant 15

minutes puis ajouter le méme volume de rouge nécé@ constitue le temps T0).

Observation des lamesse fait au grossissement x 200 puis x 400, laulecse fait
toutes les 15 minutes pendant la premiere heure touites les 30 minutes, en remettant
rapidement les lames dans la chambre humide ertegjue lecture pour éviter le
dessechement. Le dernier temps de lecture noté retemu comme le temps de rétention

maximal.

11. Dosage immunologique des protéines de résistance aux

multixénobiotiques

Principe : Les protéines apparentées aux P-glycoprotéines dentMXR ont été
recherchée par immunochimie directement sur unebram de nitrocellulose (slots Blot)
(Towbin et al., 1979) a l'aide d'un anticorps molomal primaire (Anti-P glycoprotéine
C219) reconnaissant toute les protéines apparedi@asla séquence génique est connue
(George et al., 1990). Un deuxiéme anticorps (Muiisse IgG) spécifique a I'anticorps

C219 a été ajouté.

Préparation des extraits protéiquesles branchies ont été homogénéisés dans un

tampon d’extraction (Tris 0.5M ; Sucrose 0.5M ; KQIL5M ; B-mercaptoéthanol 1.4M)

contenant des anti-protéases (Leupeptine 2uM ; thpno3.2uM ; PMSF 2 mM) et un
détergent triton X-100 (0.1% du volume final) afie solubiliser les protéines membranaires.
La partie soluble a été alors séparée par cenattitiyg 6000g a 4°C pendant 12 minutes. La

concentration des protéines a été mesurée partteodede Bradford (1976).
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Dépdbt sur membrane et révélationLa premiére étape consiste a déposer 2 ug de
protéines dans chaque puits. Aprés cette étapecpét,don procéde a la saturation de la
membrane par une solution TBS-BSA 1% pendant uneshee 37°C. Un lavage avec du TBS
est obligatoire pour éliminer le BSA.

Incuber la membrane dans une solution contenamtid@prs monoclonal Anti-P
glycoprotéine C219 (1 pg.ml pendant une heure a température ambiante. Une dér
lavages successives avec du TBS-Tween 20. Laénogsiincubation dure également une
heure avec I'anticorps secondaire Anti-mouse Igl@édau 1/1000 dans une solution TBS-
BSA 0,5%.

La révélation se déroule a température ambiantéresnpant la membrane dans un
tampon a pH 9,5 contenant 100 pgimde 5’-bromo-chloro-indolyl-phosphate (BCIP)
(substrat) qui en présence de la phosphatase wausigboxydation et donnera un précipité de
couleur bleu/violet le nitro blue tetrazolium (NBT)

Aprés une demi-heure de lavages, les slots soféséa l'air libre et gardé a 4°C
jusqu’'a lecture.

L’acquisition des slots a été réalisé par un Minitager de type Chemi XRS Gel
Documentation qui permet par la suite de mesuedrsbrbance en se référant une gamme
réalisée par une lignée de cellules tumorales marasa Michigan Cancer Foundation » ou
les cellules MCF(figure 23).

Multi-imager Chemi XRS Gel

Slot Blot

Analyse des lignes

o0 0 050 015 10

Analyse des bandes l

B; d Label Mol. Wt. (KDa) Relative Front Volume (Int) Abs. Quant. |Rel. Quant.|Band % Lane %
@ﬂ N/A 0,025 8668 062! 95 NA| 107 85
—> 2 N/A] 0,111 5650 944 49 N/A 6,9 56
3 N/A] 0,195 5405010 45 N/A 6,6 53
4 N/A 0,280, 6333 522 59 N/A 78 6.2

Figure 23: Acquisition des slots par Multi-Imager et détection des bandes par
absorbance.
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E. Analyses chimiques

Comme pour les dosages biochimiques, a chaque tédrarage les glandes digestives
des moules sont prélevées, égouttées, lavées avaxad ultra pure, puis mis en pool de 3 et
conservés a -20°C jusqu’a l'analyse.

Cing pools ont servi pour le dosage de quatre métagces les plus répandus dans la
lagune de Bizerte notamment le Cuivre (Cu), le Gadnm(Cd), le Zinc (Zn) et le Nickel (Ni).
Trois pools ont servi pour doser 13 HAPs avec umernatographie gazeuse couplé a un a un
spectrometre de masse (GC-MS). Et les trois dermenls ont servi pour le dosage de 12
composeés de PCB par chromatographie gazeuse cauptédétecteur a capture d’électron
(GC-ECD).

I. Détermination des teneurs en métaux traces

La technique utilisée pour le dosage des métaux QDdZn et Ni) est la spectrométrie
d'absorption atomique (SAA). Avant chaque dosagggthantillons a analyser subissent une

digestion par I'acide nitrique a 80°C (Amiard ef 4987), pendant 24 heures.

Dosage de I'élément cadmium (Cd) et I'élément ploifii) : Les concentrations en
cadmium et en nickel ont été déterminées par speétrie d'absorption atomique (SAA)
avec correction Zeeman (SAA type VARIAN 220 Zeemasyivant la méthode de
TUNEP/IAEA/FAO (1994). L’appareil est équipé d'upasseur automatique d'échantillons
(VARIAN AA 400), I'atomisation du métal se fait danan four graphite pyrolitique (modele
GTA96).

Dosage de I'élément zinc (Zn), cuivre (Cula détermination des concentrations en
Zn, Cu a été effectuée par spectrophotométrie a’pbisn atomique avec flamme (SAAF,
flamme : air-acétyléne, Varian AA20) selon la méhale 'UNEP/IAEA/FAO, (1984). La
correction du bruit de fond spectral pour les laags d’'onde spécifiques Zn = 213,9 nm).
Cu = 324,8 nm) s’opere grace a une lampe de dantéri

Assurance qualité des analyses des métalve :contrdle de la qualité est appliqué a
toutes les analyses des métaux. Pour chaque mdahlsd, un blanc standard et deux
matériaux certifiés (IAEA-407/IAEA-437 et IAEA-40BEA-433) de concentration connue

sont inclus dans les séries analytiqgues d’'une fagstématique. Les matériaux de référence
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représentent des outils indispensables dont lesd#dires disposent pour contréler et évaluer

la performance de leurs procédures d'analyses ghéasi

Les échantillons de contrble sont traités dansriésies conditions analytiques que les

échantillons a analyser.

II. Détermination des teneurs Hydrocarbures Aromatiques

Polycycliques

Un nombre de 13 HAPs a été analysé dans les glalgestives des moules prélevées
de la lagune de Bizerte. Le dosage des HAPs, hizdlmgs mais solubles dans les graisses ou
les phases lipidiques, a été réalisé par sapotdica chaud en présence d’hydroxyde de

potassium éthanolique (Baumard et al., 1997).

Un HP GC (Hewlett-Packard, Palo Alto, CalifornieSA) équipé d'un injecteur split /
splitless a été utilisé. Les HAPs ont eté quarstifiar rapport aux HAPs perdeutérés (Quilliam
et al., 1994 ; Baumard et Budzinski 1997). Lesdart de réponse des différents composés
ont été mesurés par injection d'un standard SRND 224 hydrocarbures aromatiques dans le
toluene) (NIST, Gaithersburg, Maryland, USA) avaciéme solution contenant les HAPs
perdeutérés que celui utilisé pour le spiking dgldade digestive de la moule. Les limites de

détection pour les congénéres des HAPs étaientiaierb0 pig. d.
IIIl. Analyse des Polychlorobiphényles

Douze congéneres de PCB (PCB- 18, 28, 31, 52, @4, 149, 118, 153, 138, 180 et
194) ont été analysés selon la méthode de Guo @048). Les glandes digestives (10 g) ont
ete lyophilisées au Soxhlet avec du n- hexanetoaeg4:1 , v / v) pendant 16 heures a une
vitesse de cing cycles par heure. L'extrait a étgcentré a I'évaporateur rotatif. Un aliquote
de 1 ml a été utilisé pour la détermination graviigée de la teneur en lipides. Les lipides
restants, ont été éliminés par un traitement aeetadide sulfurique concentré (4 x 10 ml)
apres avoir ajouté le BDE- 77 comme étalon intelmeoutre, le nettoyage a été effectué sur
une colonne (40 x 0,5 cm ID) saturée de 5 g dedHlactivé et surmonté d' 1 g de sulfate de
sodium anhydre. L'extrait a été €lue avec 50 ndidelorométhane et de n -hexane (1.9, v/

v). L'éluat a été finalement concentré dans un kKnaleDanish a 0,5 ml.
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L’analyse des PCB a été realisée par la suite suwothvomatographe en phase gazeuse
(Agilent Model 6890) equipé d'un détecteur a captiliélectrons 63Ni (GC -ECD). Au total,
2 pl d'extrait a été injecté dans une colonne lea@ PTE- 5 (30 m x 0,32 mm de diamétre
intérieur, 0,32 épaisseur du film), en utilisahiydirogéne (H2) comme gaz porteur avec un
débit 1 ml.mint. L'analyse quantitative et qualitative des PCBégteffectuées par rapport a
une norme externe. Les composés analysés par GO i€ été confirmés dans chaque
échantillon d'extrait par GC- MS en utilisant urece instrument MS Finningan, travaillant &
impact électronique (El) en mode d’ionisation, exjg par Xcalibur Software, équipé d'une

colonne capillaire DB-5 ms (30 m x 0,25 mm de dimmeépaisseur de film 0,25 mm).

F. Traitement des résultats

I. Calcul de I'indice IBR

L'indice « Integrated Response Biomarkers » (IBR) ene méthode pour combiner
toutes les réponses des biomarqueurs mesurésiadica (IBR ; Beliaeff et Burgeot, 2002).
La méthode appliquée ici est celle de Beliaeff atggot, 2002 modifiee par Devin et al.
(2013). La matrice des valeurs IBR, permet le dadeula médiane pour chaque site d’étude
permettant ainsi e la comparaison inter-sites dé=uvs IBR.

Les différentes étapes du calcul de I'IBR sontlg@isantes :
Pour chacun des n biomarqueurs composant I'indedeul des valeurs moyennes(X= 1 a
n) par lot expérimental (par exemple un lot = uopte « date x station »), s'il ne s’agit pas
déja de valeurs individuelles issues de I'analyseabls ;

Calcul de la moyenne générale m et de I'écart syge I'ensemble des; X

Standardisation des Xelon la formule| Y= (Xi—m) / $

v" Prise en compte du type de réponse de chaque ljamarindividuel, en définissant Z Y;

dans le cas d'une activation (ou d’'une augmentatlenla taille des compartiments et
contenus cellulaires dans le cas des paramétresolstgiques) et Z= -Y; dans le cas
d’inhibitions (ou de diminutions d’'un paramétre) ;

Calcul des scores individuels &s biomarqueurs par la formule:=SZ + |min| ou |min|
représente la valeur absolue durdnimal parmi tous les lots, les &nsi obtenus sont tous
positifs ;

Représentation des résultats sur des diagrammesdan (un par lot), dont les coordonnées

correspondent aux différents;S
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v' Calcul des aires individuelles définies par la @daon des positions de chaque score

individuel S avec le suivantisi;

Chaque aire Ai est donnée par la formdle =/ / 2. sinp (S cosp + S+1. sinp)| oup = arc

tan [(S+1. sina) / (S —S+1. cosa) olla = 2t/ nradians etS 1= S

v Le calcul des Ai est proposée selon la formuleantis { A= % sin (2 /n). S. S

v" Calcul de I'IBR selon la formule|: IBRE (- 1é1n)Ai|

II. Analyses statistiques

Les données expérimentales ont été initialementédss pour la normalité et
I'hnomogénéité de la variance, afin de répondreeaiipences statistiques. Les données ont été
exprimées en moyenne + écart-type (SD). L’analyasgstique des données a été effectuée en
utilisant une analyse de variance (ANOVA) et ld tlsDuncan pour la comparaison de plage
multiple (p <0,05) a été considéré comme significatif. Desdstdifférentes (a, b) montre des
différences significatives entre les groupes. Leffident de corrélation de Pearson a
egalement été calculé afin d'étudier les relatemise les données chimiques et biochimiques.
Tous les tests statistiques ont été effectuéside Idu logiciel Statistica 6 (StatSoft, Etats-
unis).
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Résultats & Discussion

D’une maniere générale, la surveillance environmeaie ou écotoxicologique dans un
écosysteme marin est fondée sur des bio-indicat€ette démarche fait partie de I'évaluation
de la qualité environnementale. Dans ce travaik@gyproches ont été appliquées pour évaluer
I'exposition et les effets biologiques des contaaniis environnementaux et celui de I'élévation
de la température chez la moMgtilus galloprovincialisvivant dans la lagune de Bizerte. Ce

chapitre résultats et discussion s’articule en dear deux parties :

X La premiére partie concerne les résultats issus oiiadéle expérimental, dans
lequelM.galloprovincialisprovenant de la lagune de Bizerte a été exposeedis conditions
expérimentales a une dose subléthale de benzofalpy(l9 pgld) et a des températures
croissantes allant de 18 a 26 °C. La variaties enzymes de biotransformatioau niveau de
la glande digestive de la moule (Benzopyrene hydase (BPH) ;enzyme de phase | de
biotransformation et la glutathion S-transférageST) ; enzyme de phase Il de
biotransformation), lebiomarqueurs de stress oxydatiihotamment la catalase (CAT) et le
taux des malondialdéhydes (MDA), biomarqueur de neurotoxicité évalué par la variation
de l'acétylcolinestérase (AChE) ainsi que le nivede génotoxicité évalué par le test des
micronoyaux. Tous ces parametres ont été évalués lehmoule exposée aux différentes
conditions expérimentales. Les résultats de laatian des biomarqueurs étudié sont résumés
dans la premiére partie de ce chapitre. Les rdsu#tsus de ce travail ont été valorisés par un
premier article ‘Increased Temperatures Affect Oxidative Stresskdes and Detoxification
Response to Benzo[a]Pyrene Exposure in Mussel iyghllloprovincialis. Arch Environ
Contam Toxicol. DOI 10.1007/s00244-012-9790-3".

X La deuxieme partie présente les résultats issugedtude menée situpendant
deux cycles annuels chez la moMgtilus galloprovincialisprélevée de deux sites dans la
lagune de Bizerte (site 1 : Menzel Abdelrahmentet: la baie des carrieres). Les résultats
montrent les variations saisonnieres desrametres physicochimiquesde l'eau, la
bioaccumulation des contaminants chimiques (HAPs, PCBs et métages), et I'évolution
mensuelle desndices physiologiqueset d’'une batterie déiomarqueurs. D’'une maniére
générale, 'ensemble des résultats refletent destians intersites et saisonniéres significatives
des différents paramétres mesurés. Cette variamatio-temporelle de la réponse des
biomarqueurs chez la moule de Bizerte peut étrégeige par la combinaison de deux facteurs
majeurs ; un facteur abiotique qui englobe le cbamgnt des conditions environnementales et

le niveau de contamination chimique sur chaque é&itelié dans la lagune et un deuxiéme
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facteur biotique qui concerne I'état physiologicgide stade de reproduction de la moule sur
chacun des sites étudiés. En outre, la fluctuaflimgrante des parameétres physiologiques,
chimiques et biologiques liée a la variation dedefars environnementaux de la lagune de
Bizerte et a I'élévation de |la température pentiapériode estivale a fait I'objet d’un deuxiéme
article : “Effects of increasing temperature on biomarkerspenses and accumulation of
hazardous substances in rope mussels (Mytilus gralloncialis) from the Bizerte Lagoon.
Environ Sci Pollut Res. DOI 10.1007/s11356-014-2540
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A. Expérimentations au laboratoire

Evaluation de I'effet combiné de I'élévation de la température et d'une dose subléthale du
B[a]P sur les biomarqueurs de stress oxydatif chez Mytilus galloprovincialis

Dans cette partie, les expériences effectuéesdianesonditions expérimentales nous ont
permis d’évaluer chez la moulytilus galloprovincialida réponse des biomarqueurs de stress
oxydatif (CAT et MDA), de génotoxicité (MN) et deewrotoxicité (AChE) suite & une
exposition de sept jours a une dose subléthaBeseo[a]pyréne (B[a]P) de 19 p4.(75
nmoles) et a un gradient croissant de tempéral@®,e2Q, 22, 24 et 26°C). Le métabolisme de
détoxication a été évalué par la mesure des &giemzymatiques ; la BPH comme enzyme de
phase | de biotransformation et la GST comme enzgmghase Il de conjugaison. Les
individus qui ont servi de témoin lors de cettedétiétaient exposés uniqguement au méme
gradient de température et a 0,005% de diméthyiexide (DMSO).

Les concentrations de B[a]P ont été mesurées dangldndes digestives didytilus
galloprovicialis aprés sept jours d’exposition au B[ajBuplé & un gradient croissant de
température (18, 20, 22, 24 et 26°C) (Tableau HezCles individus témoins (exposes
uniquement aux différentes températures et au DMEBOYaleurs sont inférieures aux limites
de détections. Chez les animaux exposés au BggRésultats montrent une augmentation de
la bioaccumulation du B[a]P au niveau de la glasigestive des moules exposées a 24 et 26°C
respectivement avec des valeurs de 28,07 + 2,31,88 + 2,73 ug:§dw. Chez les animaux
exposes a une température de 18°C la bioaccumuldtidB[a]P est significativement faible
avec une valeur de 21,52 + 1,85 piydyv.

Tableau 7 : Concentration du Bfa]P dans la glande digestive de Mytilus galloprovincialis
exposée a un gradient croissant de température (18, 20, 22, 24 et 26°C) et a 19 ug/l/ animal

de Bfa]P.

_ 21,52 +1,85° 21,36 +1,60° 23,95+2,66° 28,07+2,11%* 31,98 +2,73%

Les résultats sont exprimés en moyenne + SD, tegdea et b indiquent une différence statistique
significative (ANOVA, et Duncan) : a p<0,05 ; b p€B(n=10).

80



Résultats & Discussion

1. Mesure des enzymes de biotransformation

La figure 24, a illustre la variation de l'activiglzymatique de la BPH au niveau de la
glande digestive deM. galloprovincialis aprés une exposition de sept jours a une de
concentration de 75 nmoles de B[a]P et a un gradigissant de température. Les résultats
montrent que I'activité de la BPH est significativent plus élevéeg&0,05) chez les animaux
exposeés aux températures 18, 20 et 22°C et empeede B[a]P par rapport au témoin (exposé
uniquement a un gradient de température). Aucufféreince significative de I'activité de la

BPH n’a été distingué entre les individus témoinseeix exposés au B[a]P a 24 et 26 °C.

A 200 B a=0 ,
M Contral ab b M Contraol

150 1 a.b ab ab 300 ab ) il BlalP
= a Bla]P r [ T
= 160 1 T T T £ T
£ £ 50 b
Rt ) 2 .
= 120 | | &
& . o 200
2 100 I g‘ )
EE s 150 _
z 60 -; 100
o 4 1 =

20 = 5

n ' ' ' ' D N T T 1

18°C W°C 2 W 26°C 18°C 2°C 2°C MC 26°C

Figure 24 : Variation des enzymes de biotransformation au niveau de la glande digestive
des moules Mytilus galloprovincialis suite a I'exposition a une dose subléthale de B[a]P
(19ug.I'1) et a un gradient croissant de température (18, 20, 22, 24 et 26°C) pendant sept
jours. (A) variation de 'activité enzymatique Benzopyrene hydroxylase (BPH) ; (B) variation
de l'activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST). Les résultats sont exprimés
en moyenne # SD, les lettres a et b indiquent une différence statistique significative (ANOVA,
et Duncan) : a p<0,05; b p<0,05(n=10).

Ce travail montre que l'exposition des moules awa]B[couplée au gradient de
température pendent sept jours a entrainé une ad&tiom croissante de ce composé
aromatique dans les tissus de la glande digegiveffet, un maximum de bioaccumulation a
été atteint chez les animaux exposés a 26°C. Qdtaésuggere que I'élévation de la
température (24 et 26°C) provoque simultanémentaugenentation de la bioaccumulation du
B[a]P au niveau de la glande digestiveMiegalloprovincialiset une diminution du mécanisme
de phase | de biotransformation. Ceci affirme &efiégatif de I'élévation de la température sur
la capacité de biodégradation des HAPs chez lesamdans des conditions expérimentales.
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La figure 24, b présente les résultats de I'aciehzymatique de la GST au niveau de la
glande digestive dBl. galloprovincialisexposée pendant sept jours & une dose subléthale d
B[a]P (75 nmoles) et a un gradient croissant dep&ature. Les résultats montrent une
induction significative(p<0,05) de l'activité de la GST chez les animaux exposeB[a]P et
aux températures (18, 20, 22 et 24°C) par rapportémoins exposés uniquement au gradient
de température. A 26°C, l'activité de la GST egh#icativement p<0,05) plus faible chez les
moules exposées au B[a]P et aucune différencefisaive n'a été signalé avec le groupe
témoin exposé au méme gradient de température J26M€z les groupes témoins, les résultats
montrent que l'élévation de la température n'a aueffet significatif sur cette activité
enzymatique en absence du B[a]P. L'exposition desl@es a une dose subléthale de B[a]P et

aux températures allant de 18 a 24°C induit la GST.

2. Les biomarqueurs de stress oxydatif

Le stress oxydatif chez la moulé. galloprovincialisexposée pendant sept jours a 75
nmoles de B[a]P et & un gradient croissant de teatyme (18, 20, 22, 24 et 26 °C) a été évalué
par la mesure de l'activité enzymatique de la es&al(CAT) et le taux d’accumulation du
malondialdéhyde (MDA) au niveau de la glande digestt dont les résultats sont présentés

dans la figure 25 (a et b).
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Figure 25 : Réponse des biomarqueurs de stress oxydatif au niveau de la glande digestive

des moules Mytilus galloprovincialis suite a I'exposition a une dose subléthale de B[a]P
(19ug.I'1) et a un gradient croissant de température (18, 20, 22, 24 et 26°C) pendant sept
jours. (A) variation de l'activité enzymatique de la catalase (CAT) ; (B) variation du taux
d’accumulation des malondialdéhydes (MDA). Les résultats sont exprimés en moyenne * SD,
les lettres a et b indiquent une différence statistique significative (ANOVA, et Duncan) : a
p<0,05; b p<0,05 (n=10).
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Les résultats obtenus montrent que I'activité dedtalase est induite au niveau de la
glande digestive des moules exposées a un grattidampérature couplé a une dose subléthale
de B[a]P en comparaison avec les moules qui sombsges uniquement a un gradient de
température. La peroxydation lipidique évaluédganesure du taux d’accumulation des MDA

est significativement plus élevée chez les orgaessexposés au B [a]P

Le maximum d’induction de lactivité CAT (Figure 2@) a été enregistré chez les
animaux exposés au B[a]P a une température de @2e€ une valeur de 162,61 + 12,93
pumole.min.mg de protéines. La valeur la plus basse de l'aétiemzymatique de la CAT
(85,69 + 7,43 umole.min.migde protéines) a été identifié chez les moules ség@® au B[a]P
a 26°C. Le taux d’accumulation du MDA au niveau ke glande digestive deéM.
galloprovincialissemble étre dépendant de la température et sigrsficativement [§<0,05)
plus élevé chez les animaux exposés au B[a]P oee les moules exposées uniqguement au
gradient de température. Le maximum d’accumulatiorMDA (38,62 + 3,13 nmole.my a

été observé chez les animaux exposés au B[a]PG&BEs sept jours d’exposition.

3. Evaluation de I'activité de I'acétylcholinestérase (AChE)

La réponse de l'activité enzymatique de I'acétyctesdtérase (AChE) au niveau de la
glande digestive de mould. galloprovincialis exposée pendant sept jours a un gradient
croissant de température allant de 18 a 26°C & @ambles de B[a]P est représenté dans la

figure 26.
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Figure 26 : Evaluation de I'effet d’'une dose subléthale de B[&} de I'élévation de la température
sur 'activité acétylcholinestérase au niveau dglande digestive de moule Mytilus galloprovindali
apres sept jours d’exposition. Les résultats saptienés en moyenne +SD, les lettres a et b inditjue
une différence statistique significative (ANOVADahcan) : a p<0,05 ; b p<0,05 (n=10).
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Le résultat montre que I'activité AChE est sigrafizement §p<0,05) inhibée chez les
individus exposés au B[a]P pour toutes les tempggattestées. La plus forte inhibition de
I'activité AChE a été enregistrée chez les moulgmeées au B[a]P a 26°C.

L’'acétylcholinestérase est une enzyme qui jougismimportant dans la transmission de
I'influx nerveux et elle est fortement sensiblead/ariation des facteurs biotiques et abiotiques
(Dimitridis et al., 2012 ; Greco et al., 2011). Eenautres, des travaux antérieurs ont prouvé
gu’une exposition aigué des moules au B[a]P progoguoe inhibition de I'activité AChE
(Akcha et al., 2000 ; Banni et al., 2010). Nos Itass sont dans la méme optique, en effet on a
observé une forte inhibition de I'activité AChE eHes moules apres sept jours d’exposition a
75 nmoles de B[a]P et a un gradient croissant mgéeature. Toutefois I'activité AChE chez
les individus témoins exposés uniquement au gradeetempérature n’est inhibée qu’a 26°C.
Ce résultat plaide en faveur d'un effet inhibiteler I'activité AChE par les hydrocarbures

aromatiques polycycliques et notamment le B[a]P.

4. La fréquence des micronoyaux (MN) : biomarqueur de génotoxicité

La génotoxicité est une atteinte du matériel ggnétpar un agent chimique ou physique.
La génotoxicité est largement utilisé pour mestlirepact de la contamination du milieu, sur
des espéces sentinelles en milieu marin (Party, 4197 6). Dans ce contexte nous avons étudié
la fréquence des micronoyaux en tant que biomargiegénotoxicité dans les cellules de la
glande digestive de moule exposée pendant se fauB[a]P et a un gradient croissant de
température est représentée dans la Figure 27édidtat montre une forte élévation de la
fréquence des MN au niveau des cellules des ingvekposés au B[a]P, cette augmentation
est significative (p<0,05) pour toutes les tempées testées. Chez les deux groupes étudiés
(individus exposés au B[a]P et individus témoiteshombre le plus élevé de MN a été identifié
a 26°C.

L’induction des MN au niveau de la glande digesties moules montre que I'élévation
de la température et I'exposition au B[a]P provogase dommages chromosomiques méme

apres une courte durée d’exposition.
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Figure 27 : fréquence des micronoyaux au niveau des cellules de la glande digestive des

moules Mytilus galloprovincialis exposées pendant sept jours a une dose de B[a]P et a un
gradient croissant de température (18, 20, 22, 24 et 26°C). Les résultats sont exprimés en
moyenne * SD, les lettres a et b indiquent une différence statistique significative (ANOVA, et
Duncan) : a p<0,05; b p<0,05 (n=10).

Les différentes observations soulignent un effgiguee lié a I'exposition au B[a]P et a
'élévation de la température. Globalement, le sstréhermique combiné avec une dose
subléthale du B[a]P (75nmoles) provoque des altdratdu fonctionnement biologique chez la
moule Muytilus galloprovincialis qui se traduisent par linduction des enzymes de
biotransformation (cytotoxicité) ; notamment la BRHla GST, une inhibition de I'activité
acétylcholinestérase conduisant a état de neunit®xiet par des altérations génétique au
niveau de ’ADN (génotoxicité).
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Abstract The present research work was designed to study
mussel’s (Mytilus galloprovincialis) digestive gland bio-
transformation and detoxification responses to benzo[a]-
pyrene (B[a]P) exposure along with heat stress. Mussels
were exposed to a sublethal dose of B[a]P [75 nM (19 pg/L/
animal)] + temperature gradient (18, 20, 22, 24 and 26 °C)
for 7 days. B[a]P hydroxylase (BPH) and glutathione-S-
transferase (GST) activities were assessed in digestive gland
tissues as phase I and phase II biotransformation parameters.
Catalase (CAT) activity and malonedialdehyde (MDA) were
measured as potential biomarkers of oxidative stress and
lipid peroxidation. The cholinergic system was evaluated
using acetylcholinesterase (AChE) activity. DNA damage
was assessed using micronuclei (MN) test. BPH and GST
activities showed a decreasing trend in B[a]P-exposed ani-
mals at 24 and 26 °C. CAT activity showed a bell-shaped
response in B[a]P-exposed and in heat-stressed organisms at
a maximum temperature of 22 °C. AChE activity was sig-
nificantly inhibited in response to B[a]P being more pro-
nounced at a temperature of 26 °C. MN in digestive gland
cells suggest that B[a]P exposure induced significant DNA
alteration with a maximum response in organisms coexposed
to B[a]P and a temperature of 26 °C. Biomarker data are
further discussed in relation B[a]P accumulation in mussels
digestive gland. These data should be carefully considered in
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view of the biological effects of organic pollutants, partic-
ularly in organisms under the challenging effects of extreme
temperature fluctuations.

Global warming is an emerging threat to ecosystems
worldwide (Byrne 2012; Cebrian et al. 2011; Sylvestre
et al. 2010). In intertidal habitats, marine organisms, such
as mussels, can challenge and sustain seasonal variations in
environmental temperature (Banni et al. 2011). Indeed,
they can be exposed to extreme temperature fluctuations,
with accompanying wide changes in body temperature,
within a short period of time during the hot season (So-
kolova 2004). Benzo[a]pyrene (B[a]P), a model polycyclic
aromatic hydrocarbon (PAH) compound, is classified as a
potent carcinogen and/or mutagen (Phillips 1983; Shaw
and Connell 1994). Sublethal amounts of B[a]P are com-
monly found in marine intertidal environments, especially
after oil-spill accidents (Volodkovich and Belyaeva 1992).

Mytilus spp. have been used as indicator organisms in
environmental-monitoring programmes (Narbonne et al.
1999; Banni et al. 2005, 2007) due to their wide distribution,
sedentary lifestyle, tolerance to a large range of environ-
mental conditions and the fact that they are filter feeders with
low metabolism, which allows bioaccumulation of many
chemicals in their tissues (Widdows et al. 2002). Most
studies reported so far have been directed toward studying
the effect of a single environmental stressor on mussels.
However, for mussels from areas receiving mixed effluents
from various sources, studies of the combined effect of two
or more stressors would be more appropriate.

The evaluation of oxidative stress and antioxidant balance
has been extensively studied in a plethora of marine bivalve
tissues at transcriptomic (Farcy et al. 2009) and proteomic
levels (Lockwood et al. 2010; Tomanek and Zuzow 2010;
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spectrometry (GC-MS) based on a protocol described by
Baumard and Budzinski (1997). An HP gas chromatogra-
pher (Hewlett-Packard. Palo Alto, CA) equipped with a
spli/splitless injector was used. PAHs were quantified
relative to perdeuterated PAHs (Quilliam et al. 1994;
Baumard and Budzinski 1997). Response factors of the
different compounds were measured by injecting a solution
of standard reference material [SRM 2260 (24 aromatic
hydrocarbons in toluene)] (NIST, Gaithersburg, MD),
which was spiked with the same solution containing the
perdeuterated PAHs as those used for spiking the digestive
gland. The detection limit for Bla]P was approximately
50 pg/g for digestive gland tissues. Analytical confirmation
of B[a]P at a concentration of 19 pg/L in reconstituted
water was performed by GC-MS based on a protocol
described by Chen et al. (2004). Briefly, B[a]P in water was
extracted by sonication for 30 min with 250 mL dichlo-
romethane (DCM) added to 250 mL water samples in
500 mL Erlenmeyer flasks with glass caps. The extraction
mixture was kept still for 20 min to completely separate the
DCM and the water. DCM samples (200 mL) were trans-
ferred into cylinder flasks and then rotary-evaporated to
dryness at room temperature and negative pressure. Resi-
dues were dissolved with 1 mL higher purity-grade meth-
anol and further processed with GC-MS analysis.

Biochemical Analysis

Before biochemical analysis, digestive
homogenised in phosphate buffer (0.1 M [pH 7.5]). The
homogenate obtained was centrifuged at 100,000xg for
microsomal fractions or 9.000xg for cytosolic fractions
(S59). The quantities of proteins present in microsomal

fractions or in 89 fraction were determined according to the

elands  were

Bradford (1979) method using Coomassie Blue reagent.

BPH activity was assessed in digestive gland micro-
somes on a microplate reader using the adapted fluoro-
metric method of Michel et al. (1993). After incubation
with B[a]P. the reaction was stopped by the addition of
10 % Triton X-100. Fluorescence of the sample was
obtained by difference in [fluorescence between the
respective emission/excitation wavelengths at 492/430 and
510/430 nm. A known amount of 3-OHB[a]P was used as
internal standard in all samples to control for quenching.
Results were expressed as pumol/min/mg protein.

GST activity was measured in digestive gland cytosol
according to the method of Habig et al. (1974) using 10 pg
cytosolic protein, CDNB (Sigma-Aldrich Chemical, St.
Louis. MO) as substrate, and glutathione reduced-form GSH
(1 and 4 mM final concentrations, respectively). in 100 mM
sodium phosphate buffer (pH 7.5). GST activity was deter-
mined by kinetic measurement at 20 “C using a Jenway 6105

spectrophotometer (4 = 340 nm). Results were expressed as
pumol GSH-CDNB produced/min/mg protein.

CAT was determined according to Clairbone’s method
(Clairbone 1985). Reaction mixture (final volume 1 mL)
contained 0.78 mL 0.1 M phosphate buffer (pH 7.5) and
0.2 mL 0.5 mM H>0s. After 30 s of preincubation, the
reaction was started by the addition of 0.02 mL of the (S9)
solution containing CAT fractions. CAT activity was eval-
uated by kinetic measurement at 20 “C using a Jenway 6105
spectrophotometer (4 = 240 nm). Results were expressed as
umol hydrogen peroxide transtormed/min/mg protein.

Lipid peroxidation was estimated in terms of thiobar-
bituric acid reactive species (TBARS) with the use of
1,1,3.3-treaethyloxypropane as standard. The reaction was
assessed at 532 nm using TBA reagent as described by
Buege and Aust (1978). MDA content was expressed as
nmol equivalent MDA/mg protein.

AChE was determined according to Ellman et al. (1961).
Reaction mixture (final volume 1 mL) contained 0.85 mL
0.1 M phosphate buffer (pH 7.5). 0.05 mL 8 mM DNTB
(Sigma-Aldrich Chemical. St. Louis. MO) and 0.05 mL of the
(S9) solution containing AChE fractions. After preincubation,
the reaction was started by addition of 0.05 mL 8.25 mM
acetylthiocholine (Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis, MO).
AChEe activity was determined by kinetic measurement at
20 °C using aJenway 6105 spectrophotometer (£ = 420 nm).
Results were expressed as pumol thiocholine produced/min and
per/g protein.

Determination of DNA Damage

The MN test was evaluated in the digestive gland cells
according to the method described in Bolognesi et al.
(1999). Aliquots of the cellular pellet of mussel digestive
gland cells were fixed in methanol/acetic acid (3:1) for
20 min and centrifuged at 1,000 rpm for 10 min. The
resuspended cells were spread on slides, air-dried and
stained with 3 % Giemsa stain. Four thousand cells with
preserved cytoplasm/mussel were scored to determine MN
frequency. MN were identified according to standardised
criteria. They are defined as small round structures (smaller
than one-third the diameter of the main nucleus); they must
be on the same optical plan as the main nucleus; and their
boundary should be distinguishable from that of the nuclei.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using SP SS software
(SP SS, Chicago, IL on a personal computer (Microsoft,
Redmond. WA). Significant differences between means
were determined using one-way analysis of wvariance
(ANOVA) and Duncan’s test for multiple range compari-
son; p < 0.05 was considered significant.
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Verlecaretal. 2007) as response to heat stress. Moreover, itis
known that oxidative damage is an important mechanism of
toxicity induced by PAHs (Altenburger et al. 2003).

Benzo[a]pyrene (B[a]P) metabolism in mussels has
already been documented both in vitro (Martinez and Liv-
ingstone 1995) and in vivo (Michel et al. 1995) suggesting a
production of B[a]P-reactive species that covalently bind to
cellular macromolecules (Michel et al. 1995). Recently.
attention has focused on the induction of digestive gland
cytochrome P450-dependent monooxygenases (phase I) as a
biomarker of mussel exposure to organic contaminants
(Stegeman and Hahn 1994: Snyder 2000). Activation of the
isoenzyme cytochrome P4501A can be assessed by mea-
suring Bla]P hydroxylase (BPH) activity, which is fre-
quently used as biomarker of exposure to PAH in mussels
(Akcha et al. 2000; Banni et al. 2010). The enzymatic
activities of glutathione S-transferases (GST), a family of
multifunctional enzymes involved in phase II of biotrans-
formation are related to cellular antioxidant defences due to
the conjugation of electrophilic xenobiotics and oxidised
components with glutathione (GSH) (Fitzpatrick et al.
1995). AChE activity has been described as sensitive bio-
marker of exposure to organophosphorus pesticides and
metals (Banni et al. 2005). However, recent reports indicate
an inhibitory effect of PAHs on mussel digestive gland
AChE (Akcha et al. 2000; Banni et al. 2010).

The main objective of this study was to evaluate the
acute effect of a sublethal B[a]P concentration + temper-
ature gradient on detoxification enzymes. oxidative stress
balance, AChE activity and DNA damage in digestive
gland tissues of the mussel Mytilus galloprovincialis.

Materials and Methods
Chemicals

Chemicals—including 1-chloro-2.4-dinitrobenzene (CDNB).
5.5 dithiobis-2-acid nitrobenzoic (DTNB). disodium salt
of reduced-form b-nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH), acetylthiocholine, ultrapure reduced
GSH. Triton X-100, 3-OHB[a]P, B[a]P, dimethylsulphox-
ide and giemsa dye-—were purchased from Sigma-Aldrich
Chemical (St. Louis. MO). Perdeuterated B[a]P was pur-
chased from Supelco (Bellefonte, PA). All other reagents
were of analytical grade.

Animals and Treatments
Specimens of M. galloprovincialis (Lam), 4-5 cm shell
length. were purchased from an aquaculture farm in Bizerta

Lagoon (Tunisia) and further acclimatised to aerated and
daily renewed clean seawater in an aquarium for 15 days at
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18 °C [35 % salinity (1.5 L/animal)]. Mussels were then
treated for 7 days under natural light and without any food
source. Water was renewed daily. The following 10 dif-
ferent conditions were analysed:

1. Animals under ambient temperatures (18 £ 0.5 °C)

with dimethylsulphoxide (DMSO) (control).

Animals under ambient temperatures (18 &= 0.5 °C)

with B[a]P (19 pg/L).

3. Animals under heat stress (20 £ 0.5 °C) with DMSO.

4. Animals under n heat stress (20 £ 0.5 °C) with B[a]P
(19 pg/L).

5. Animals under n heat stress (22 = 0.5 °C) with
DMSO.

6. Animals under n heat stress (22 £ 0.5 °C) with B[a]P
(19 pg/L).

7. Animals under n heat stress (24 £ 0.5 °C) with

12

DMSO.

8. Animals under n heat stress (24 £ 0.5 °C) with B[a]P
(19 pg/L).

9. Animals under n heat stress (26 £+ 0.5 °C) with
DMSO.

10.  Animals under r heat stress (26 &= (.5 “°C) with B[a]P
(19 pg/L).

The nominal concentration of Bla]P (19 pL/L) is the
equivalent of 75 nM and was reported in previous works by
our group to be sublethal (Banni et al. 2009, 2010).

Control mussels were exposed to 0.005 % (v/v) DMSO.
Bla]P was dissolved in DMSO. After treatments. a first set
of mussel’s digestive gland tissue (10 individual fractions/
exposure period) were rapidly dissected out. washed in
artificial seawater buffered with 20 mM Hepes [pH 7.4].
flash frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C until
biochemical analysis. A second set of tissues (10 individual
digestive glands/exposure period) were flash frozen in
liquid nitrogen and stored at —80 °C until B[a]P analysis.
Digestive gland cells were prepared by mechanical disso-
ciation of the tissue as previously described (Dondero et al.
2003) for micronuclei (MN) test. Briefly. freshly dissected
tissue was washed extensively in ice-cold physiological
saline solution containing 500 mM NaClL 12.5 mM KCl.
5 mM di-sodium ethylenediaminetetraacetic acid and
20 mM Hepes (pH 7.4). The tissue was minced using
scissors, and the cells were mechanically dissociated by
chopping with a razor blade. The cell mixture was resus-
pended in 10 mL ice-cold physiological saline solution and
further filtered through a 100-pm sieve. The volume of the
eluate was adjusted to 50 mL.

Bfa]P Analysis

The content of B[a]P in digestive gland fractions was
determined using gas chromatography coupled with mass
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Spearman correlation matrix was also calculated to
study the relationships between the different biomarkers
measured (Statistica Soft). Factor analysis of the variables
analysed was performed by means of principal component
analysis (PCA) with orthogonal rotation (Varimax) using
Systat 11 software (SYSTAT Software). (Varimax mini-
mises the number of variables that have high loadings on
each factor.) PCA analysis was used as an effective tech-
nique to simplify the correlation structure through linear
transformation of the original variables (JTolliffe 1986).

Results

The amounts of B[a]P in M. galloprovincialis digestive
gland after 7 days of exposure to PAH along + tempera-
ture gradient (18. 20, 22, 24 and 26 °C) are listed in
Table 1. Data show increasing B[a]P accumulation in
animals exposed to 24 and 26 °C with, respectively, 28.07
+ 2.11 and 31.98 = 2.73 pg/g dry weight B[a]P. These
amounts were significantly lower in animals exposed to
B[a]P but were maintained at 18 °C with 21.52 = 1.85 pg/
¢ dry weight B[a]P. The B[a]P contents were also mea-
sured in control animals and DMSO-exposed mussels. and
values were lower than the limit of detection.

Results of the measurement of BPH activity in M. gal-
loprovincialis digestive gland after exposure to 75 nM
Bla]P for 7 days + temperature gradient are listed in
Fig. la. Digestive gland BPH activity significantly
increased in animals coexposed to B[a]P and temperature
(18, 20 and 22 °C) compared with controls (temperature
only). However, in animals exposed to B[a]P along with
increased temperatures (24 and 26 °C). BPH activity was
not increased compared with controls.

The effect of B[a]P exposure. along with the tempera-
ture gradient, on mussel digestive gland phase II enzyme
activity is shown in Fig. 1b. A significant response in
control animals was recorded for all temperatures except
for animals exposed to 26 °C. A significant decrease in
GST activity was recorded in animals coexposed to 26 °C
and B[a]P compared with organisms exposed to lower
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Fig. 1 Detoxification enzymes responses in Mytilus galloprovincialis
exposed to a daily nominal concentration of 19 pg/L BlalP/
animal + temperature gradient (18, 20, 22, 24 and 26 °C) for 7 days.
a Digestive gland BPH activity. b Digestive gland GST activity.
Control mussels were exposed to DMSO. B[a]P retrieval rates were in
the range of 91.7-954 % of the nominal concentration. Data
represent means = SDs. Superscript “a” indicates p < 0.05 (signif-
icant different by ANOVA, multiple comparison and Duncan’s test
versus control (n = 10). Superscript “b” indicates p < 0.05 [signif-
icant difference by ANOVA, multiple comparison and Duncan’s test
versus control group for each temperature (n = 10)]

temperatures. In animals exposed only to the temperature
gradient. GST activity was unchanged.

Results relative to CAT activity in mussels exposed to
B[a]P + temperature gradient are reported in Fig. 2a. Our
data indicated that CAT activity maximum response was
reached in animals exposed to Bla]P and 22 °C with.

Table 1 Benzo[a]pyrene content (pg/dry weight) in digestive gland tissues of Mytilus galloprovincialis exposed to a daily nominal concen-
tration of 19 ug/L Bla]P/animal 4 temperature gradient (18, 20, 22, 24 and 26 °C) for 7 days

Group 18 °C 20°C 22°C 24°C 26 °C
Control ND ND ND ND ND
B[a]P 21.52 + 1.85° 21.36 £ 1.60* 2395 + 2.66° 28.07 £ 2.11** 3198 £ 2.73%

Analyses were performed by means of GC-MS. Dala are expressed as means = SDs (n = 10 individual digestive glands). Digestive gland Bla|P
content in control mussels was lower than the limit of detection. ND not detected

* p < 0.05 [significant difference by ANOVA, multiple comparison and Duncan’s test versus control (n = 10)]
® p < 0.05 [significant difference by ANOVA, multiple comparison and Duncan’s test versus group exposed o 19 pg/L Bla]P + 18 °C

(n =10y
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respectively, 162.61 £ 12.93 pmol/min/mg proteins. Ani-
mals coexposed to 26 °C and B[a]P showed the lowest
CAT activity, ie., inhibited compared with controls
(18 °C) (85.69 = 7.43 and 111.04 £ 10.36 pmol/min/mg
proteins, respectively).

MDA accumulation. evaluated as TBARS in mussel
digestive gland after 7 days of exposure to B[a]P + tem-
perature gradient, is shown in Fig. 2b. A temperature-
dependent accumulation of MDA was observed to be more
pronounced in animals coexposed to B[a]P; a maximum of
38.62 £ 3.13 nmol/mg proteins was reached after 7 days in
mussels exposed to 26 °C and Bla]P.

The response of AChE activity in mussel digestive gland
after exposure to B[a]P + temperature gradient is reported
in Fig. 3. AChE activity was significantly inhibited in
mussels exposed to B[a]P for all of the tested temperatures
compared with mussels exposed to heat stress only.
Exposure at 26 °C rendered a significant inhibition of
AChE activity compared with controls (18 °C).
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Fig. 2 Response of oxidative stress biomarkers in M. galloprovin-
cialis exposed to a daily nominal concentration of 19 pg/L. Bla]P/
animal + temperature gradient (18, 20, 22, 24 and 26 °C) for 7 days.
a Digestive gland CAT activity. b Digestive gland MDA content.
Control mussels were exposed to DMSO. B[a]P retrieval rates were in
the range of 91.7-954 % of the nominal concentration. Data
represent means = SDs. Superscript “a” indicates p < 0.05 (signif-
icant difference by ANOVA, multiple comparison and Duncan’s test
versus control (n = 10). Superseript “b™ indicates p < 0.05 [signif-
icant difference by ANOVA, multiple comparison and Duncan’s test
versus control group for each temperature (n = 10)]

The DNA-damaging effect, i.e.. MN frequency. on
nuclei of M. galloprovincials digestive gland cells exposed
for 7 days to 75 nM B[a]P +s temperature gradient is
shown in Fig. 4. A significant increase in MN frequency
was registered in animals exposed to Bla]P for all of the
tested temperatures and was maximal at 26 °C (25.73 %
MN). Interestingly, and for the same temperatures, a sig-
nificant increase in MN frequency was recorded in non-
B[a]P exposed animals with =12.44 % MN compared with
controls (18 °C).

The correlation coetfficients obtained between the inves-
tigated biomarkers in digestive gland of mussels exposed to
(1) temperature gradient only and to (2) B[a]P 4 tempera-
ture gradient are reported, respectively, in Tables 2 and 3.
MN frequency, MDA and AChE activity were significantly
correlated to the exposure temperature in animals exposed to
heat stress (Table 2). However. a significant correlation was
recorded between exposure temperature and B[a]P accu-
mulation, i.e., in BPH and GST activities in organisms
exposed to PAH + temperature gradient (Table 3). Results
from PCA using biomarker data in animals exposed to heat
stress showed that the first axis (53.44 % of the overall
variance) was mainly influenced by BPH activity, GST
activity and MN frequency (Table 2). MDA accumulation
and AChE activity mainly comprised the second axis
(18.71 % of the variance). This axis appeared to be associ-
ated with a heat-specific response because the five exposure
temperatures were clearly separated. PCA was also gener-
ated from biomarker data in animals exposed to
B[a]P + temperature gradient to render a first axis (77.69 %
of the variance) that was mainly linked to AChE and CAT
activities as well as B[a]P accumulation (Fig. 5b).
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Fig. 3 Digestive gland AChE in M. galloprovincialis exposed to a
daily nominal concentration of 19 pg/L B[a]P/animal + temperature
gradient (18, 20, 22, 24 and 26 °C) for 7 days. Control mussels were
exposed to DMSO. Bla]P retrieval rates were in the range of
91.7-954 % of the nominal concentration. Data represent
means £ SDs. Superscript “a” indicates p < 0.05 (significant differ-
ence by ANOVA, multiple comparison and Duncan’s test versus
control (n = 10). Superscript “b” indicates p < 0.05 [significant
difference by ANOVA, multiple comparison and Duncan’s test versus
control group for each temperature (n = 10)]
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Fig. 4 Frequency of micronucleated cells (x1,000) in digestive
gland cells of M. galloprovincialis exposed to a daily nominal
concentration of 19 pg/L. Bla]P/animal + temperature gradient (18,
20, 22, 24 and 26 °C) for 7 days. Control mussels were exposed to
DMSO. At least 4.000 cells with preserved cytoplasm/mussel were
scored. Each treatment was repeated 10 times. B[a]P retrieval rates
were in the range of 91.7-95.4 % of the nominal concentration. Data
represent means == SDs. Superscript “a” indicates p < 0.05 (signif-
icant difference by ANOVA, muliiple comparison and Duncan’s test
versus control (n = 10). Superscript “b” indicates p < 0.05 (signif-
icant difference by ANOVA, multiple comparison and Duncan’s test
versus control group for each temperature (n = 10)]

Discussion

The ability for an organism challenging stress to regulate
cellular processes can allow it to cope with stress-induced
damage of macromolecular components and to avoid
extreme cellular alteration that can lead to cell death

(Lockwood et al. 2010). In an aquatic environment. inter-
actions between abiotic and biotic factors may occur.
Among abiotic factors, thermal stress can constitute a
physiological disorder in an aquatic organism, which
potentially affects metabolism (Lockwood et al. 2010;
Verlecar et al. 2007). B[a]P is a potent carcinogen that is
present in many forms of environmental pollution in rela-
tively low amounts (Phillips 1983: Banni et al. 2009). The
study of biological responses of aquatic organisms to
environmental stressors is considered a successful
approach to assess environmental quality (Banni et al.
2007, 2009; Viarengo et al. 2007). Invertebrates, particu-
larly bivalve molluscs such as mussels, are suitable
organisms for studying the biological effects of pollutants
(Viarengo et al. 1999). A number of studies have described
occurrence of B[a]P and B[a]P induction of metabolising
enzymes in mussel digestive gland (Akcha et al. 2000; Sole
and Livingstone 2005; Banni et al. 2010). However. to our
knowledge, this is the first report evaluating the effect of
acute Bla]P exposure 4+ temperature gradient on mussel
digestive gland biotransformation and detoxification
responses.

In the present study, we reported a significant increase
of BPH activity in animals coexposed to B[a]P and low
temperatures (18, 20 and 22 °C) compared with animals
exposed only to a temperature gradient. A similar response
to that of temperature-exposed animals was observed in
mussels stressed with B[a]P at 24 and 26 °C. This suggests
a decrease of the phase I biotransformation process and

Table 2 Pearson correlation coefficients of studied biomarker and exposure temperature in heat-stressed mussels

Biomarker Temperature CAT BPH MN GST MDA
CAT —0.28

BPH -0.32 0.59%

MN 0.73% —0.48 —0.16

GST —0.20 0.35 0.37 —0.21

MDA 0.92* —0.25 -0.22 0.69* —0.19

ACHE —0.84* 0.25 0.35 —0.59* 043 —0.81*

* Significant at p < 0.01

Table 3 Pearson comrelation coefficients of studied biomarker, Bla]P accumulation and exposure temperature in mussels exposed to

Bla]P + temperature gradient

Biomarker Temperature Bla]P CAT BPH MN GST MDA
Bla]P 0.83*

CAT —041 —0.43

BPH —0.73% —0.62 0.65

MN 0.89* 0.89* -040 —0.68

GST —-0.71% —0.66 0.61 0.62 —0.67

MDA —0.80% 0.76% —0.54 —0.66 0.77* —0.78%*

ACHE —0.90% —0.75% 0.38 0.08 —~0.83% 0.64 —0.69

* Significant at p < 0.01
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Fig. 5 Biplot from additional PCA of all variables studied. a Heat-stressed animals. Animals exposed to Bla]P + temperature gradient (h)

hence greater accumulation of the PAH at 24 and 26 °C.
Moreover, our investigation shows that exposure to Bla]P
for 7 days + temperature gradient resulted in an increasing
accumulation of the aromatic compound in mussel diges-
tive gland tissues. Indeed, a maximum was reached in
animals exposed to 26 “C. This result indicates a negative
effect of higher temperatures on the PAH-biodegradation
ability of mussels. This may explain the strong correlation

observed between temperature and MN (p = 0.89) recor-
ded in the digestive gland of Bla]P-exposed animals
(Table 2). Indeed, the decrease of phase I metabolizing
enzyme due to the temperature increase rendered an
increase in nonmetabolized B[a]P accumulation, which can
further alter the DNA stability of target cells. Moreover,
MN frequency was not correlated with BPH activity
(Table 3) in mussels exposed to B[a]P + temperature
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gradient, suggesting that the DNA alteration pattern is
probably due to B[a]P accumulation rather to its metabo-
lites as reported in Akcha et al. (2000) and Banni et al.
(2010).

GST activity has already been characterised in mussels
(Fitzpatrick et al. 1995, 1997). From data discussed in this
study. it appears clear that GST activity was ineffective in
decreasing DNA-damaging effects in mussels exposed to
Bla]P for all tested temperatures, although significant
increases were registered at 18, 20, 22 and 24 °C. This
could be due to the greater amounts of bioaccumulated
B[a]P as well as the particular metabolism of B[a]P leading
to electrophilic intermediates by phase I mixed function
oxidases followed by binding of metabolites to nucleo-
philic sites within DNA (Osborne et al. 1981). Interest-
ingly, the greatest DNA damaging effect was registered in
mussels coexposed to B[a]P and 26 °C. thus supporting the
hypothesis that higher temperatures alter mussel biotrans-
formation ability (phases I and II).

CAT activity is considered a key cell antioxidant enzy-
matic activity that catalyses transformation of reactive
oxygen species (ROS) hydroperoxide to water. The pro-
duction of oxyradicals in mussels has been reported to be
mediated by a higher range of contaminants, including B[a]P
(Altenburger et al. 2003: Martinez and Livingstone 1995).
Recent reports indicate the implication of higher tempera-
tures in the enhancement of cellular (ROS) release in mus-
sels, thereby increasing the risk of oxidative alterations
(Kefaloyianni et al. 2005; Verlecar et al. 2007; Lockwood
et al. 2010). In this study, oxidative alterations were evalu-
ated using TBARS. However, it is already known that MDA
measured as TBARS can be overestimated (Mendes et al.
2009). Our data show a bell-shaped response of CAT activity
in animals exposed to the temperature gradient alone as well
as those exposed to PAH + temperature gradient. This may
suggest a potent cytotoxicity effect at higher temperatures
(26 °C) probably due to the presence of B[a]P and its
metabolites in the cytoplasm as reported in the correlation
matrix between the lipid peroxidation biomarker MDA and
temperatures (p = 0.83) as well as between MDA and B[a]P
accumulation (p = 0.76). MDA accumulation and MN fre-
quency were significantly increased in animals exposed only
to 26 °C. This may suggest genotoxic and cytotoxic effects
of acute exposure to higher temperatures even in absence of
B[a]P probably due to the greater amounts of generated ROS.

Because of its role in neurotransmission. AChE is con-
sidered highly sensitive to biotic and abiotic changes
(Dimitriadis et al. 2012; Greco et al. 2011). Moreover,
AChE was reported to be inhibited in mussels after acute
and subacute exposure to B[a]P (Akcha et al. 2000; Banni
etal. 2010). In the present study, we observed a significant
inhibition of AChE enzyme in mussels after 7 days of
exposure to Bla]P + temperature gradient. However, in

@ Springer

animals exposed to heat stress only, AChE activity was
only inhibited at 26 °C. Interestingly. AChE activity was
negatively correlated with temperature and B[a]P accu-
mulation with correlation coefficients of (p = —0.90; r* =
0.93) and (p = —0.75; * = 0.88). respectively (Table 3).
Even if litle is known about PAH’s effects on AChE
activity in mussels, our data provide clues about the
occurrence of a negative effect of B[a]P. i.e., a noncon-
ventional inhibitor of AChE activity. Furthermore, the
higher correlation coefficient between temperature and
ACHhE in animals exposed only to the temperature gradient
(p = —083: r* = 0.92) (Table 2) confirmed the inhibitory
effect of higher temperature on some bivalves” AChE
activity (Dimitriadis et al. 2012; Greco et al. 2011).

In this work. exposure to heat stress alone and
heat + Bla]P seemed to affect mussel response differently
as highlighted by PCA (Fig. 5a, b). Indeed. the effects of
exposure to higher temperatures (in the absence of Bla]P)
were shifted toward MN frequency. MDA accumulation
and AChE activity. Moreover, response to B[a]P at low
temperatures (18, 20 and 22 °C) seems to be more related
to the phase I and II enzymes as well as to CAT activity
(Fig. 5b). However, this response becomes marked at 24
and 26 °C as evidenced by inhibition of detoxification
enzymes and increased genotoxic and cytotoxic effects
(termed “MN" and “MDA™) as well as PAH accumula-
tion, thus indicating the negative effect of heat stress on the
responses of mussels to acute B[a]P exposure.

Conclusion

Heat-stress events due to global warming. combined with
organic and inorganic contaminants, may constitute a threat
to organisms inhabiting tidal zones. In this study. we provide
clues about the occurrence of a negative effect of acute heat
stress on mussel response to sublethal B[a]P concentrations
resulting in cellular genotoxicity and cytotoxicity. Inhibition
of AChE activity, even if occurring in heat-stressed animals,
may reflect a general negative effect of B[a]P combined with
exposure to higher temperatures exposure and should be
considered in case of acute PAH stress.
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B. Expérimentation in situ

Application d'une approche multibiomarqueurs chez Mytilus galloprovincialis pour la
biosurveillance de la lagune de Bizerte

L Les parametres physico-chimiques de la lagune de Bizerte

Dans le but de caractériser la qualité physico-ouende la lagune, un suivi mensuel des
parametres physico-chimiques a été réalisé suréldoge avril 2011-mars 2013. Les
prélevements ont été effectués dans la lagune dertBi: des échantillons d’eau ont été
collectés simultanément pour la détermination dexentrations en chlorophylle indicatives

de I'abondance des phytoplanctons et la transparenc

Le tableau 8 représente la variation mensuelle idg parametres notamment la
température (°C), la salinité (psu), la concentratide l'oxygéne dissous (mgd)| la

transparence et la concentration de chlorophyke!

Les données obtenues montrent que les eaux dguadade Bizerte présentent des
valeurs moyennes de pH de 8 £ 0,3. Les valeurgm@érature suivent un cycle saisonnier.
Les valeurs minimales ont été enregistrées eneief12 (10,75°C) et février 2013 (12,1°C).

Les valeurs maximales ont été atteintes en ao(t £&28,1°C) et aolt 2012 (29,5 °C).

La salinité moyenne des eaux de la lagune est agaéfipsu Les valeurs minimales ont
etée mesurées en avril 2011 (27,85 psu) et en n@drd 20,5 psu). Les valeurs maximales de
salinité ont été mesurées en novembre 2011 (36)/gden novembre 2012 (36,9 psu). Les
teneurs en oxygene dissous dans les eaux de lagldiyctuent entre 6,2 ghet 8,5 g.m, les
valeurs les plus faibles ont été mesurées pendannbis le plus chauds (aolt 2011 et aolt
2012). Les teneurs des eaux en oxygenes montrentagnne bien oxygénée. Les teneurs
moyennes des eaux de la méditerranée en oxygénesasoprises entre 7 et 9 g.fCopin-
Montégut, 1996). Cette oxygénation importante @gesxest due en premier lieu a I'aération et
a moindre degré a la présence d’'un couvert végeétatitué par de€aulerpa prolifera des
Gracilaria verrucosadesCystoseira compressdesCymodocea nodosdesRuppia cirrhosa
et Zostera nolti(MAERH, 2003).
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Tableau 8 : Variation des paramétres physico-chimiques de 'eau de la lagune de Bizerte

(avril 2011-mars 201) (en jaune : les valeurs les plus élevées pendant un cycle annuel ; en
vert : les valeurs les plus faibles pendant un cycle annuel).

avr-11 16,75 8,35 27,85 8 1,95 2,15
mai-11 18,1 8,35 32 7,5 1,8 2,4
juin-11 19,6 8,3 32,7 8 1,7 2,8
juil-11 26,2 8,5 33,4 6,9 1,6 3,1
aodt-11 29,1 8 33,8 6,2 1,3 3,5
sept-11 23,1 78 34,2 7 1,2 2,1
oct-11 18,9 8 36,5 7,8 1,5 1,25
nov-11 17,2 8,2 36,7 83 1,9 0,9
déc-11 13,1 8,5 35,1 8 2,8 1,2
janv-12 10,5 78 34 8,1 2,9 058
févr-12 10,75 8,25 25,5 6,76 2,15 0,97
mars-12 14,5 8,37 20,5 8,15 1,7 3,02
avr-12 17,55 8,35 25,75 8 1,75 2,64
mai-12 18,5 8,3 32,1 8,2 1,8 2,16
juin-12 19,7 8,4 32 7,8 2,05 2,12
juil-12 24,2 8,2 33,2 6,3 1,6 2,39
aot-12 29,5 8,1 33,7 6,3 1,3 3,15
sept-12 22,3 78 35,1 7 1,6 2,9
oct-12 19,4 8,01 37,2 7,9 1,2 1,32
nov-12 18,5 8,4 36,9 8,4 1,5 0,95
déc-12 14,1 8,5 35,7 8,5 2,56 1,23
janv-13 12,5 8 35 8 2,8 0,84
févr-13 12,1 8,1 34,4 7,9 2,2 0,89
mars-13 13,5 8 35,2 7,9 1,9 1,23

En ce qui concerne la transparence de I'eau dalagjlme, les valeurs les plus élevées
ont été mesurées pendant la période hivernalei@§aB012 et janvier 2013). La transparence
importante des eaux au niveau de la lagune detBipeut étre expliquée par I'absence des
cours d’eaux ramenant une charge solide élevéegiart et par un faible hydrodynamisme du
milieu, d’autre part (INSTM, 2002).

Le phytoplancton est une composante essentielfeilieu marin. Premier maillon de la
chaine alimentaire, il est indispensable a la \égime mais son exces peut étre redouté. C'est
le cas lorsque I'espece dominante émet des toxnersque la biomasse atteint de tels
niveaux que I'’équilibre du milieu est en jeu lows grocessus d’eutrophisation. Le pigment
chlorophyllien, qui caractérise les végétaux petamtia photosynthese, est un indicateur de la
biomasse du phytoplancton. L’évolution des coneioins en chlorophylle-a dans la lagune
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de Bizerte présente un maximum de 3,5 et 3,15 fgoms valeurs sont enregistrées
respectivement en aodt 2011 et aolt 2012, alorsegueoncentrations minimales qui sont de
I'ordre de 0,8 et 0,84 mgthont été mesurées en janvier 2012 et janvier 2D&3. travaux
antérieurs ont démontré que la concentration diltaophyllea dans la lagune est supérieure
a celle enregistrée dans le goulet mais inféri@ucelle enregistrée dans le lac Ichkeul (10,5
mg.m3 ; ANPE, 1994). Le phytoplancton dans la l&gs®nrichit au fur et & mesure de son
déplacement en fonction des courants giratoirdégréficie ainsi des apports nutritifs des cours
d’eau et du canal Tinja. Une part importante dut@biancton de la lagune provient du lac
Ichkeul (Béjaoui et al., 2005).

1L Variation saisonniere des parametres physiologiques chez Mytilus
galloprovincialis

1. L’indice de condition

L'indice de condition (IC), qui est treés souvernlisgd pour qualifier I'état physiologique
des bivalves, est considéré comme l'un des maeaill@ndicateurs de I'état général des
organismes pour les études environnementales (Hyety et al., 2002). Il permet également
de confirmer I'effort de la reproduction en liereaW’indice gonadique par exemple. La figure
28 présente I'évolution de l'indice de conditiorC)ldes moules prélevées de Menzel
Abdelrahmen (site 1) et la baie des carrieres Bittans la lagune de Bizerte entre avril 2011
et mars 2013. La variation mensuelle de l'indicecdadition des moules prélevées des deux
sites d’études pendant les 24 mois qui regroupe clgles saisonniers montre un profil général
caractérisé par une évolution différente sur lasxdgtes. Le site 2 de la baie des carriéres
semble marqué par trois périodes découpées sureapics tres supérieurs au site de Menzel
Abdelrahmen. Les deux premiéres périodes sont emwgt rassemblées autour des pics de
janvier 2012 et avril 2012. La troisieme périodélévation de I'IC est plus étalée entre aout et
Novembre 2012. Le site de Menzel Abdelrahmen estidiup moins contrasté avec deux pics
d’IC beaucoup plus faibles (valeurs IC) mais synoigé avec le site de la baie des carrieres en
décembre 2011 et avril 2012. L’'accumulation de mé&set du poids de mollusque semblent
€également moins intense sur le site de Menzel Abldelen (IC= 4,3 et 8,4 respectivement au
site 1 et 2) mais légérement décalé avec une adatiorude poids en octobre 2012 et une perte
de poids en février 2013. Le cycle de variationsasmieres etudiées pendant deux ans (avril
2011 a mars 2013) est donc marqué par deux pérsyuesrones sur les deux sites. Celles-ci

caractérisent deux périodes de prise de poidssatpandant seulement un mois en décembre
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2011 et en avril 2012. La chute de poids est tossiarapide aprés les deux pics. Ce phénomeéne
sans explications directes de nos parametres ngsliuétre une forte activité métabolique
pendant les périodes décrites par les deux picdédembre 2011 et avril 2012. Ces deux
périodes de pics synchrones sur deux sites pootr@iee déclenchées par un besoin
d’allocation d’énergie nécessaire a une ponteued’qdice gonadique pourra confirmer dans
le paragraphe suivant. Ces deux périodes clés cla sgisonnier étudié sont suivies par une
troisieme période de prise de poids plus lente dgéement décalée sur les deux sites entre
aout 2012 et mars 2013. En résumé, trois fenéteequant un effort d’adaptation métabolique
d’accumulation et d’allocation d’énergie différergar le cycle de deux ans. L'indice de
condition est un parametre physiologique généradlmiste qui peut se révéler trés informatif
sur linterprétation de mécanismes métaboliques émuoéires décrits sous le nom de
biomarqueurs. Le IC est en parfaite corrélatiorcd@eoncentration de glycogene dans muscle,

une importante réserve énergétique utile au méasabelcellulaire et a I'effort de reproduction
(Hardin et Roberts, 1997).
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Figure 28 : Evolution de l'indice de condition des moules (n=30 individus) prélevées a

Menzel Abdelrahmen (Site 1) et a la baie des carrieres (Site 2) entre avril 2011 et mars 2013.

Les lettres a, b indiquent une différence spatio-temporelle significative (ANOVA, et Duncan)
ra p<0,05; b p<0,05.

De plus la variation de I'lC peut étre liée a desametres distincts des fluctuations

naturelles du climat, I'lC peut étre en lien aveniveau de bioaccumulation des contaminants

99



Résultats & Discussion

organiques et des métaux traces. Il a été démautitéxiste une relation linéaire inversement
proportionnelle entre le facteur de concentraties thétaux traces et l'indice de condition
(Andral et al., 2007).

Le profil de variation de I'indice de condition momdeux pics importants et séparés qui
sont significativement plus importants chez les le®wle la baie des carrieres (site 2) en
comparaison avec le site Menzel Abdelrahmen (siteslpremier pic a été enregistré en janvier
2012 et le deuxieme en mai 2012 avec une valebr et 4,38 chez les moules de Menzel
Abdelrahmen (site 1) et de 7,4 et 8,46 chez leslesale la baie des carrieres (site 2). Cette
augmentation brusque de I'lIC est suivie d’'une clhuatéale du méme indice correspond a deux

pontes successives.

De méme on constate une troisieme ponte qui egbuisu significativement plus
prononcée chez les moules de la baie des car(gites?) et qui semble étre différente par
rapport aux deux premieres, car elle est plus estabse maintient plus longtemps (pendant 3
mois) a partir de octobre 2012 jusqu’a décembr&2Gg résultat indique que la prise de poids
(liée a la croissance et/ou a la maturation gonegiges moules est meilleure a I'entrée du
chenal qui relie la lagune a la mer méditerranéa tuntérieur de la lagune. L’indice de
condition varie en fonction de la disponibilité ldenourriture et la qualité de l'alimentation
(Mougraud et al., 2002). L'indice de condition (IGui est trés souvent utilisé pour qualifier
I'état physiologique des bivalves, est considéréme I'un des meilleurs indicateurs de I'état
général des organismes pour les études environnalee(Hyotylanen et al., 2002). Le profil
de variation de l'indice de condition sur les deuns d’étude semble étre répétitif d’'une année
a l'autre avec des variations liées éventuelleragrtfacteurs environnementaux (saisonniers).
La diminution de l'indice de condition des mouleglpvées des deux sites en octobre 2011,
avril 2012 et octobre 2012 pourrait témoigner dstness éventuel lié soit a une contamination

chimique ou & une ponte.

2. L'indice gonadique

En général, le cycle de reproduction des moulei \dlune région a l'autre et d’'une
année a l'autre. Il est lié a des facteurs biosgeteabiotiques qui se combinent chaque saison.
En Tunisie, la ponte des moules est essentielleimeatnale avec des pontes secondaires de

plus faible amplitude le long de 'année, en eti@ponte peut étre déclenchée par des facteurs
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tels que la variation de la quantité des nutrimgmésente dans I'eau ou des changements

brutaux de la température de I'eau (Banni et 81,12.

Le suivi du cycle de reproduction chiglgtilus galloprovincialisprovenant de deux sites
différents de la lagune de Bizegiendant deux ans montre que la gamétogenese pr@kemnt
fluctuations comparables sur les deux sites. Eat,effos résultats montrent que I'indice
gonadique montre que la gamétogénése est activaudong de I'année chez les moules de la
lagune de Bizerte (Figure 29). L'IG peut étre sigérsur un site pendant quelques mois puis
devient supérieur sur l'autre site les mois suisahteffort de reproduction apparait donc
synchronisé et similaire sur les deux sites avecpiles en janvier 2012, avril 2012 et janvier
2013. Ces trois pics rappellent les trois périatiegic de I'indice de condition (janvier 2012,
Mars 2012, Novembre 2012) mais de maniére moinsast@e. Les périodes de maturation et
pontes semblent donc contribuer au déclenchementefiert métabolique mais elles ne

suffisent pas a expliquer les trois pics d'IC etaut une telle différence entre les deux sites.

40 4
=—@=Site 1 =—=Site 2

Figure 29 : Variation des indices gonadiques chez la moule Mytilus galloprovincialis

prélevée de deux sites dans la lagune de Bizerte au cours de la période Avril 2011-Mars
2013(n=30). Les lettres a, b indiquent une différence spatio-temporelle significative (ANOVA,
et Duncan) : a p<0,05; b p<0,05.

Le profil de variation de I'lG apparait complémardade I'IC et I'lG spécifique de la

reproduction est un second parameétre physiologiojoieste qui est pris en considération pour
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l'interprétation des biomarqueurs notamment posrdeux périodes plus contrastées de I'lG
entre avril 2011 et Mars 2013.

A Menzel Abdelrahmen (Site 1), les moules sont phagures en hiver, les valeurs les
plus élevées de I'lG ont été enregistrées en fe2042 (29,13), en janvier 2013 (30,7) et en
mars 2013 (29,7). Chez la méme population, I'inditeinue en automne avec des valeurs de
16,9 en septembre 2011 et 13,9 en octobre 2012.I&0moules de la baie des carrieres (Site
2), lindice est plus ou moins stable durant laiqole d’étude mais représentant des pics
asynchroniques, le premier pic (24,7) enregistrénan2011, le deuxiéme pic en février 2012
(28,6) coincide avec une élévation de l'indice cleszmoules du site 1, ce deuxiéme pic est
suivi d’'une hausse de I'indice (29) en avril 201L&.troisieme pic de I'indice (29,1) en mars
2013 est synchronisé avec un le deuxieme pic dembules de Menzel Abdelrahmen. Une

chute significative (9,9) de l'indice a été enrégis en octobre 2012.

L’effort de reproduction est considérablement coxiten énergie chez les bivalves. Des
modifications hormonales et énergétiques importaate lieu, durant le cycle reproducteur et
avec les transferts des réserves du soma veroleslgs. Ces phénomeénes, principalement
gouvernés par les changements de température deunfde méme que les variations
saisonnieres de la disponibilité en nourritureptssusceptibles de modifier la physiologie
entiére d’'un individu au fil des mois. Il est dorasonnable de penser que les systemes de
détoxication et autres systemes de défense pe@mntegalement affectés par I'effort de
reproduction, et ainsi influencer la réponse d'uvand nombre de biomarqueurs (Sheehan et
Power, 1999).

III. Labioaccumulation des composés chimiques dans la glande

digestive des moules

La bioaccumulation de composés chimiques par lgsnismes aquatiques, en particulier
les moules, est un critere important dans I'éveloates risques environnementaux. Elle résulte
de la biodisponibilité des polluants chimiques déeau et elle peut influencer les effets
biologiques. Ainsi, une évaluation du taux d’accilatian des métaux traces, des
hydrocarbures aromatiques (HAPs) et des polychiphdmyles (PCBs) dans la glande
digestive deMytilus galloprovincialisprovenant de la lagune de Bizerte constitue uapeét

indispensable et complémentaire aux parametresgibgues tels que I'IC et I'lG.
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1. Teneurs en métaux traces

Mytilus galloprovincialisest un bivalve largement reconnu comme bioindicatie
pollution par les métaux. La teneur en métaux dégdmitement de leur biodisponibilité et de
leur mode de pénétration. Cette espéece concestradéaux présents dans I'eau de mer aussi
bien a partir de la phase dissoute (branchiespgteulaire (via l'incorporation de nourriture).
Les valeurs des concentrations en métaux tracasgréessdurant un cycle saisonnier (avril 2011
a février 2012) dans la glande digestive MKlegalloprovincialis prélevées de Menzel

Abdelrahmen (site 1) et de la baie des carrieits Z¥ sont présentées dans la figure 30.

0,6 -

=]
in

o
S

—&—Sitel

=
o

ug/ g dru weight
ng/ g dru weight

——Site 2

=
(S

01 -

0 T T T T T T - T T T ! 0 - - T - - T T T
) Ny 7\'\'\/ (\:\'\ \,\\' \;\:\/ K‘/\'\v ',»'\/ _\'&\ :\:\ ‘!'\'} (:Or “,'\:\' \/\"\ Q"\”\, \'\'\/ &,”\’N U\:\ :;\/ ‘\:\"\ ’\“y Q'\' \:\’
S G FSE S SRR A S A
Temps (mois) Temps [mois)
80 6 -
Zn Ni

70

60

o
=
=

ne/ g druweight
=
=

pg/ gdruweight
w

w
=)
o

[
=

=
=

=
=

pa
pA)

ST S M G A & N 2 % ¢ S S R SR U CU CAR CUT S AR ¢
O O - . PO & & R SR ,000 K & ¥ & @
Temps [mois) Temps [mois)

Figure 30 : Variation de la teneur en métaux traces (Cu, Cd, Zn et Ni) dans la glande digestive

de Mytilus galloprovincialis provenant de deux sites de la lagune de Bizerte ; Menzel
Abdelrahmen (site 1) et la baie des carrieres (site 2) entre avril 2011 et février 2012.
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Pour 'ensemble des quatre métaux mesurés, notanenarivre (Cu), le cadmium (Cd),
le zinc (Zn) et le nickel (Ni), les plus fortes cemtrations sont mesurées chez les moules de
site 1, de plus les résultats montrent que la trananensuelle du taux de bioaccumulation des
trois métaux (Cu, Zn, Ni) présente le méme peigc un maximum en automne (novembre)
et un minimum au mois d’avril, deux périodes loss§LC et I'lG sont les plus faibles. Le profil

du cadmium est légérement décalé avec un pic ebect

Le cuivre et le zinc sont deux métaux essentielsogt été mesurés dans la glande
digestive des moules de site 1 et 2. Les concéntgaimoyennes de ces deux métaux sont plus
élevées chez les moules de Menzel Abdelrahmenratoldng de la période d’étude, avec des
concentrations moyennes de 3,1 |i§dg poids sec pour le cuivre et de 44,6 1gdg poids
sec pour le zinc. Pour le site 2, les concentratimoyennes sont de 2,03 pd.dp poids sec
pour le cuivre et de 27,01 ug? ge poids sec pour le zinc. Au niveau des deus,siteur le
cuivre comme pour le zinc les concentrations les @levées ont été mesurés au mois de
novembre. Pour le cuivre les valeurs les plus @&@gsént de 4,40 + 0,18 pgt de poids sec et
2,83 + 0,17 png-gde poids sec respectivement pour le site 1 etdesconcernant les valeurs
les plus élevées en zinc on a mesuré une valebdt,dé + 3,39 pg-gde poids sec et 37,52 +

2,30 pg.¢ de poids sec pour le site 1 et 2.

Le cadmium provient principalement des rejetsdiés production d’énergie et aux rejets
des stations d’épuration. Les concentrations las firtes en cadmium ont été enregistrées
chez les moules de Menzel Abdelrahmen (site 1) ameaconcentration moyenne de 0,41 ug.
g’ de poids sec par rapport a une valeur de 0,28 fide poids sec. La concentration la plus
élevée en cadmium a été enregistré au mois densegevec une valeur de 0,29 + 0,02 1g. g
! de poids sec pour les moules du site baie de@s1(site 2) et au mois d’octobre pour les

moules provenant du site 1 avec une valeur de®O(®3 ug. g de poids sec.

Le nickel est essentiellement associé a la faborcatl’aciers inoxydables, et a la
préparation d’'alliages. La concentration moyennaidkel dans la glande digestive des moules
de site 1 est de 3,44 pg* de poids sec, et de 1,99 ug.de poids sec dans la glande digestive
des moules de site 2. Au niveau des deux sitesd@mnum de bioaccumulation du nickel a été
observé en automne (octobre et novembre) avecaliesrs de 4,49 + 0,37 pugl ge poids sec
et 4,94 + 0,41 pg. hde poids sec pour le site 1 et de 2,51 + 0,251 gle poids sec et 2,77 +
0,27 ug. ¢ de poids sec pour le site 2.
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Le suivi de la concentration des métaux traces dmrggande digestive de la moule
Mytilus galloprovincialisa montré des fluctuations saisonnieres similargsles deux sites
d’étude avec un maximum de bioaccumulation obsemvéautomne et un minimum de
bioaccumulation des métaux au printemps. Ces @mgsaisonnieres sont étroitement liées a
la disponibilité des métaux dans le milieu. En tefies variations saisonnieres des teneurs des
différents métaux suivent celles des indices migtak quel que soit le site. La reproduction,
le développement et la croissance des bivalvesdi@ne de I'intensité de stockage des matieres
de réserves, qui varient saisonnierement pouraigsns principalement physiologiques (Cossa
et al., 1980 ; Amiard et al., 2004). Il a été okserhez la moul&lytilus edulis le phénomene
de bioaccumulation des métaux lourds pourraitr@a&imal avant la reproduction et minimal
apres la ponte lorsque les réserves ont été éguaseeours de la gamétogenese. En effet, on a
observé au niveau des deux sites de notre étudegjo®ules bioaccumulent mieux les métaux
en automne (octobre et novembre 2011, Figure 3@réuede la ponte qui se produit en hiver.
Ceci est confirmé par les valeurs moyennes de dié¢6G moules des deux sites qui diminue

durant cette saison.

Tableau 9 : Evolution de la bioaccumulation des métaux traces (Cadmium(Cd) ; Cuivre (Cu),

Zinc (Zn) et Nickel (Ni)) au niveau de la glande digestive de M.galloprovincialis provenant
de deux sites de la lagune de Bizerte. Les résultats ont exprimés en ug.g! de poids sec.

Site 1: Menzel Abdelrahmen Site 2: la baie des carriéres
Cd Cu Zn Ni Cd Cu Zn Ni
avr-11  0,24#0,04 1,79+0,07 | 26,16%1,38  2,01+0,16 0,14+0,03 | 1,41#0,08 18,72+1,15 1,38+0,13
mai-11  0,34%0,06 2,5%0,11 | 36,89+1,95 2,84#0,23 0,17+0,02 1,72#0,1  22,84+1,4  1,60,16
juin-11 | 0,35:0,07 | 2,68+0,11 39,11#2,07 3,01x0,25 0,18+0,03 = 1,9#0,11  25,35#1,55 1,86+0,18
juil-11  0,43+0,06 3,01+0,19  43,16+2,28 3,32+0,27 0,19%0,04 1,96%0,12 26,0316 = 1,91*0,13
aolt-11 0,49+0,09 3,7+0,15 53,96%2,85  4,15%0,34 0,23+0,04 | 2,39+0,14 31,76%1,95 2,3#0,19
sept-11  0,51#0,09 ' 3,81+0,16 | 55,58+2,94  4,28+0,35 0,2840,02 2,58+0,15 34,30+2,1 @ 2,52%0,13
oct-11 0,53#0,1 | 3,99+0,17 58,274#3,08 4,48%0,37 0,25%0,05 | 2,56+0,15 34,11%#2,09 2,51%0,2
nov-11  0,48+0,04 4,39+0,18  64,10+3,39 4,93#0,41 0,28+0,05  2,82#0,17 37,52+2,3  2,76%0,23
déc-11  0,37#0,07  2,81#0,12 39,81#3,93 | 3,15%0,26 0,17+0,03 | 1,79+0,11 23,87+1,46 1,7#0,13
janv-12 | 0,34+0,06 2,56+0,11 37,31#1,97 2,87+0,24 0,15:0,03 1,6+0,10 = 21,25¢1,3 = 1,5¢0,14
févr-12 | 0,33#0,06 2,48+0,10  36,2621,92  2,79+0,23 0,15#0,03  1,620,1 | 21,35+1,31 1,57+0,13

La variation spatio-temporelle du niveau de bioculation des métaux chez les moules
de la lagune de Bizerte pourraient étre liée aaldation de plusieurs facteurs abiotiques et

biotiques, en effet de il a été démontré que delmeux paramétres peuvent influencer le
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comportement des bivalves vis a vis des métauxyaeticulier leur absorption, assimilation,
excrétion. Parmi les facteurs biotiques, on pet¢mies parameétres allométriques (taille et
poids), la part du phytoplancton dans la nourritleéemps de résidence des matieres ingérées
dans le tube digestif, le sexe et les cycles dedetion, I'oxygénation de I'organisme ; et
parmi les facteurs abiotiques : les variationssaigeres et notamment celles de la température,
le carbone organique dissous et particulaire, Uestances humiques et fulviques, le type de
sédiments, la part de la phase dissoute et plaitiewlans la nourriture (Laurier, 2001).

La toxicité des métaux est plus marquée lorsques leancentrations approchent des
limites supportées par ces organismes. Leur téxi@pend de la concentration du métal, de sa
biodisponibilité et de sa toxicité intrinséque, ldecapacité d’adhérence, de la spécificité du
systeme biologique au transport du métal et deteamsformation du métal en formes dérivées
parfois plus toxiques (Kisst al., 1996). La toxicité des métaux vis-a-vis degaarsmes
vivants dépend de leur nature, leur mode d'actimur spéciation et donc de leur
biodisponibilité (Alzieu, 1999).

La contamination métallique peut avoir des efféfastes chez les organismes aquatiques
apres assimilation et accumulation (Cajaravillalet2000 ; Funestal., 2006). Toutefois, les
meétaux n’'ont pas tous le méme impact sur la saegérbllusques bivalves : certains (cuivre,
zinc) sont essentiels a faible dose et nocifs & fdose, et d’autres nocifs méme a faible dose
(cadmium et arsenic) (Van der Velds al., 1992). Il a été démontré que, en exces le zinc
devient un élément prooxydant en induisant la feionandirecte des radicaux libres (Sensi et
Jeng 2004), et en inhibant I'activité enzymatigeedrtaines enzymes antioxydantes telles que
la glutathion réductase et peroxydase (Splittgeebd@mappel 1979). L'entrée du cuivre dans la
cellule se fait essentiellement par des mécanisfuesépendent des canaux membranaires.
L’accumulation du cuivre dans la cellule est aiore d’une cytotoxicité, qui se manifeste par
une inhibition enzymatique du systeme pyruvate-asgd la glucose-6-phospho-
déshydrogénase et la glutathion-réductase soridalproportionnellement a la concentration
intracellulaire du cuivre (Barceloux, 1999). Le wadm, induit de facon indirecte la production
des espéces réactives de I'oxygéne et la peroxyddippidique par interférence avec les
systemes antioxydants. Il est également décrit cemiribiteur de la réparation des lésions de
I’ADN (Waisberg et al.2003).
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2. Teneurs en Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs)

Les valeurs des concentrations en HAPs (14 conggn@osées pendant onze mois (avril
2011- février 2012) dans la glande digestive deslesoprélevées mensuellement des deux
sites d’étude sont présentées dans les tableatt.1®'une maniére générale, les plus fortes
concentrations en HAPs totaux ont été mesurées l@anglandes digestives des moules
provenant du site de Menzel Abdelrahmen (Site BstQin site qui se caractérise par des eaux
stagnantes, alors que les eaux du site 2 situévaawndu canal reliant la lagune a la mer se
caractérisent par une courantologie plus dynaméque renouvellement d’eau plus important
gu’au niveau du site 1. Sur un total de quatoezéldPs dosés, quatre HAPs (acénaphtylene,
acénaphtene, anthracéne et le dibenzo [a, h] @etihea ne sont pas identifiés ou présents a un
niveau inférieur au seuil limite de détection ddes moules prélevées des deux sites. Le
chrysene, le benzo [b] fluoranthene et le benzg[glgryléne ne sont pas détectés dans les
glandes digestives des moules prélevées du sealbaicarrieres (Site 2), et sont présents a des

guantités détectables au niveau des moules provdoagite 1.

Les HAPs ont pour origine les divers processus aiebtistion ou de pyrolyse de la
matiere organique (industries, gaz d’échappemigt)produits pétroliers, voire pour certains
d’entre eux une origine naturelle (péryléene pamgxe). Les concentrations totales en HAPs
vont de 10,13 pgiw au mois de février a 2,03+0,35 ptdw au mois d’aodt dans les
glandes digestives du site 1 et de 0,19 + 0.03}dgveen janvier & 0,77 + 0,11 ugfdw dans
les moules du site 2. Ces niveaux nous permettequélifier ces sites comme moyennement

contaminés pour les fortes valeurs.

En outre, on constate que les valeurs maximaldasisesurées pendant la période estivale
et les valeurs minimales en hiver, ceci montre psgemoules dans la lagune de Bizerte
bioaccumulent plus les HAPs pendant les mois les ghaud de I'année avec un facteur égale
a 2 chez les moules du site 1 et un facteur de# lels moules du site 2. Ceci est probablement
lié avec une forte activité trophique au cours efitecpériode de I'année. En effet, Banni et al
(2011) ont rapporté une forte induction des gerssdu métabolisme cellulaire chez la moule

Mytilus galloprovincialisen provenance de la lagune de Bizerte de mai a aoQt

Nos résultats montrent que la bioaccumulation d&BgHtotaux au niveau de la glande
digestive de la moul®l.galloprovincialisde la lagune de Bizerte est plus élevée par rapport

aux valeurs enregistrées chez différentes espécbwalves Cerastoderma glaucum, Ostrea
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Edulis et Pinna nobili§ prélevées de la lagune de Mar Menor située sufatade
méditerranéenne des cotes espagnoles ; ces vadgianst de 8.98 .10pg.g'dw a4 0.37 pg.g
dw (V.M Leon et al., 2013).

Des valeurs encore plus faibles des taux de bioaglation des HAPs totaux dans les
tissus deMytillus galloprovincialis ont été enregistrées sur les cbtes meéditerrangenne
francaises ; les valeurs les plus significativets éi@ enregistrées dans la petite rade de Toulon
(81.10° ug.g'dw) et dans le goulet de Bonifacio (73,1310y.g'dw), et dans plusieurs lagunes
languedociennes, notamment La Peyrade (128 utPg*dw) qui présente la concentration la
plus élevées, mais aussi I'étang du Grec (101, pdg'dw) et I'étang de Berre (109,8.710
1g.g*dw) (Réseau RINBIO 2009).
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Tableau 10 : Evolution de la bioaccumulation des HAPs dans la glande digestive de Mytilus galloprovincialis provenant de Menzel
Abdelrahmen (site 1) dans la lagune de Bizerte entre avril 2011 et février 2012 (n= 3 pools).

Avril Mai Juin Juillet Aout Septembre Octobre Novembre Décembre Janvier Février
Acenaphtylene <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
Acenaphtene <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
Naphthalene 0,07 £0.01 0,1+0.01 0,15+0.04 0,15+0.02 0,16+0.03 0,15+0.03 0,14+0.02 0,15+0.03 0,11+0.01 0,12+0.01 0,11+0.01
Phenanthrene 0,09+0.01 0,11+0.01 0,12+0.01 0,17+0.04 0,14+0.03 0,14+0.02 0,11+0.01 0,15+0.02 0,09+0.01 0,13+0.01 0,11+0.01
Anthracene <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
Fluoranthene 0,21+0.08 0,19+0.03 0,22+0.04 0,25+0.04 0,2+0.04 0,14+0.02 0,18+0.02 0,19+0.02 0,16+0.03 0,15+0.03 0,14+0.02
Pyrene 0,22+0.07 0,22+0.04 0,21+0.05 0,2+0.04 0,21+0.04 0,16+0.02 0,14+0.03 0,18+0.03 0,15+0.02 0,16+0.03 0,15+0.03
Benzo(a)anthracene 0,13+0.03 0,25+0.04 0,24+0.04 0,19+0.04 0,28+0.06 0,2+0.03 0,19+0.03 0,18+0.02 0,12+0.01 0,18+0.02 0,11+0.01
Chrysene 0,09+0.01 0,11+0.02 0,15+0.02 0,14+0.02 0,16+0.02 0,1+0.01 0,09+0.01 0,11+0.01 0,08+0.01 0,07+0.01 0,07+0.01
Benzo(b)fluoranthene 0,11+0.01 0,14+0.01 0,19+0.03 0,17+0.03 0,19+0.04 0,13+0.02 0,12+0.02 0,14+0.02 0,1+0.01 0,11+0.01 0,1+0.01
Benzo(e)Pyrene 0,07+0.01 0,09+0.01 0,12+0.01 0,12+0.02 0,13+0.01 0,09+0.01 0,11+0.01 0,08+0.01 0,07+0.01 0,07+0.01 0,1+0.01
Benzo(a)Pyrene 0,17+0.03 0,22+0.03 0,3+0.07 0,28+0.05 0,31+0.05 0,25+0.04 0,19+0.03 0,21+0.03 0,13+0.02 0,1+0.01 0,12+0.02
Benzo(g,h,i)Perylene 0,18+0.02 0,2+0.04 0,28+0.07 0,25+0.04 0,25+0.03 0,18+0.03 0,15+0.02 0,17+0.03 0,12+0.01 0,11+0.01 0,09+0.01
dibenzo[a,h]anthracene <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
YPAHs 1,34 1,63 1,98 1,9 2,03 1,54 1,42 1,56 1,13 1,38 1

Tableau 11 : Evolution de la bioaccumulation des HAPs dans la glande digestive de Mytilus galloprovincialis provenant de la baie des
carrieres (site 2) dans la lagune de Bizerte entre avril 2011 et février 2012 (n= 3 pools).

Avril Mai Juin Juillet Aout Septembre Octobre Novembre Décembre Janvier Février
Acenaphtylene <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
Acenaphtene <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
Naphthalene <DL <DL 0,06+0.01 0,07+0.01 0,08+0.01 0,07+0.01 <DL <DL <DL <DL <DL
Phenanthrene <DL <DL 0,08+0.01 0,07+0.01 0,06£0.01 0,07+0.01 <DL <DL <DL <DL <DL
Anthracene <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
Fluoranthene 0,14+0.01 0,18+0.05 0,17+0.02 0,16+0.02 0,11+0.02 0,11+0.01 0,14+0.02 0,14+0.02 0,06+0.01 0,06+0.01 0,07+0.01
Pyrene 0,15+0.01 0,15+0.04 0,15+0.03 0,15+0.02 0,1£0.01 0,13+0.01 0,16+0.02 0,18+0.02 0,08+0.01 0,07+0.01 0,05+0.01
Benzo(a)anthracene 0,18+0.01 0,19+0.04 0,14+0.03 0,15+0.03 0,12+0.02 0,13+0.02 0,13+0.02 0,16+0.02 0,08+0.01 0,06+0.01 0,08+0.01
Chrysene <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
Benzo(b)fluoranthene <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
Benzo(e)Pyrene <DL 0,06+0.01 0,06+0.01 0,08+0.01 0,09+0.01 0,08+0.01 0,08+0.01 0,07+0.01 0,07+0.01 <DL <DL
Benzo(a)Pyrene <DL 0,08+0.01 0,1£0.01 0,09+0.01 0,09+0.01 0,08+0.01 <DL <DL <DL <DL <DL
Benzo(g,h,i)Perylene <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
dibenzo[a,h]anthracene <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
XPAHs 0,47 0,66 0,76 0,77 0,65 0,54 0,51 0,55 0,29 0,19 0,2
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3. Teneurs en Polychlorobiphényles (PCBs)

Les PCBs sont considérés parmi les polluants majgeiia lagune de Bizerte, en effet
des travaux antérieurs menés dans la lagune detdimat démontré une contamination
significative des eaux et des sédiments de la kagan les PCBs (Trabelsi et al., 2005). Dans
ce contexte, le taux d’accumulation de 11 congé&neéeePCBs ont été mesurés dans la glande
digestive deviytilus gallopovincialis provenant des deux sites d’étude de la laguneizistB
(Site 1: Menzel Abdelrahmen et Site 2 : baie dagigres). Lors de cette étude menée
pendant un cycle d’avril 2011 a février 2012. Lesgeneres les plus chlorés montrent les
valeurs les plus élevées dans la glande digeséisenules vivant dans la lagune de Bizerte :
les congénéres pentachlorés (PCBs 118), hexachl@g?t€8s 138 et PCBs 153) et
heptachlorés (PCBs 180) représentent un pourcestdge55 et 70% de la somme des PCBs.
Les abondances relatives des PCBs présentent ymreiata caractéristique qui indique une

source de contamination de méme origine sur les siées dans la lagune de Bizerte.

Les concentrations les plus élevées ont été mesu#es les glandes digestives des
animaux prélevés du site 1 (Menzel Abdelrahmenbpl@au 12) par rapport a celles du site 2
(Tableau 13). Les résultats montrent que la bioactation des PCBs est plus importante en
hiver. Au niveau du site Menzel Abdelrahmen la uela plus élevée a été mesurée au mois
de janvier (134,95 ngiglw) et la valeur minimale en octobre (85,54 righ\y). Les moules
prélevées sur le site de la baie des carrieres2)Sihontrent un maximum de bioaccumulation
au mois de décembre avec une valeur de 84,45'shg.@lors que la valeur la plus faible
59,21 ng.¢ dw a été mesurée en septembre. La variation tefgale la bioaccumulation
des PCB au niveau de la glande digestiveMdegalloprovincialis prélevée de deux sites
différents dans la lagune de Bizerte semble awiméme profil de variation avec un
maximum pendant la période hivernale (décembreamtig¢r pour le site 2 et le site 1
respectivement) et un minimum de bioaccumulatioawomne (septembre et octobre pour le

site 2 et le site 1 respectivement).

D’une maniére générale, a I'échelle méditerranéenes niveaux de bioaccumulation
des PCBs dans la glande digestiveMigilus galloprovincialis de la lagune de Bizerte sont
inférieurs aux valeurs enregistrées dans les tidsusois espéces de bivalv&e(astoderma
glaucum, Ostrea Edulis et Pinna nobilis) prélevées de la lagune de Mar Menor située sur la
facade méditerranéenne des cotes espagnoles alesrsy varient de 0,15.30g.g'dw a

42,36.16 ng.g'dw. En outre, nos résultats montrent que la somasecdngénéres de PCBs
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dans la glande digestive des moules est plus impetdans la lagune de Bizerte en
comparaison aux données de la compagne 2009 daur&dlBIO avec des valeurs qui ne
dépassent pas 44,35 rigogy dans la petite rade de Toulon, 23,95 Hdvg et 22,27 ng.gdw

respectivement dans les tissus de moMigsl us galloprovincialis dans les étangs La Peyrade

et Grec.

La détermination des concentrations des contansramnmiques (meétaux lourds, HAPs
et PCBs) dans la glande digestive des moules remseigne sur le type et la biodisponibilité
des polluants présents dans la lagune de Bizdrteowes permet de classer les deux sites
d’étude selon leurs niveaux de contamination chimjcen considérant le site 1 de Menzel
Abdelrahmen comme le site le plus pollué. D'autagt,pla quantification de ces substances
constitue une preuve évidente d’exposition donteliésts sur les parametres biologiques et

physiologiques d&ytilus galloprovincialis seront évalués dans la suite du travalil.

Par conséquence, les variations saisonniéres desemoations des différents
contaminants chimiques dans la moule pourraieetlétconséquence d’'une combinaison de
facteurs directement corrélés au poids (cyclesedexabondance de nourriture, température),
mais aussi d’autres, plus indépendants, tels quetiification du cycle biogéochimique et de
la biodisponibilité des métaux. Par ailleurs, lasxemarines en période hivernale pourraient
étre enrichies en éléments nutritifs par le biaslal production phytoplanctonique. Cette
production pourrait étre contaminée par les polisi@himiques relargués par les sédiments et
ceux issus des rejets anthropique. De cette maniée éléments nutritifs contaminés et
disponibles pendant la période de stockage poutré@iee a I'origine de 'augmentation des

teneurs des contaminants chimiques dans les tiesosules.
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Tableau 12 : Evolution de la bioaccumulation des PCBs dans la glande digestive de Mytilus galloprovincialis provenant de Menzel
Abdelrahmen (site 1) dans la lagune de Bizerte entre avril 2011 et février 2012 (n= 3 pools).

Avril Mai Juin Juillet Aout Septembre Octobre Novembre Décembre Janvier Février
Contenue en lipides % 19,91 21,80 23,11 25,98 26,11 24,32 19,38 15,11 17,88 12,24 14,65
PCB-18 0,47 0,44 0,48 0,53 0,28 0,30 0,29 0,43 0,29 0,47 0,26
PCB-28+31 <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
PCB-52 1,56 1,44 1,60 1,79 0,93 0,86 0,90 1,36 1,45 1,91 1,08
PCB-44 1,09 1,68 1,11 1,24 0,64 0,82 0,69 1,05 1,11 1,52 0,86
PCB-101 10,32 9,54 10,57 11,80 9,94 8,32 7,37 11,15 11,82 16,66 9,40
PCB-118 9,47 8,72 9,71 8,52 9,44 8,51 7,21 10,92 11,57 17,52 9,89
PCB-149 4,03 3,71 4,13 4,61 8,52 3,18 2,70 4,08 4,32 6,52 3,68
PCB-138 10,64 9,80 10,91 12,17 13,97 9,41 7,98 12,07 12,79 18,41 17,22
PCB-153 16,55 16,98 18,12 16,39 20,09 17,51 24,63 28,28 22,35 29,45 25,38
PCB-180 18,46 21,59 18,92 17,26 16,30 14,11 13,00 19,68 20,86 26,80 24,26
PCB-194 2,17 2,56 2,23 2,48 2,05 1,64 1,39 2,10 2,22 3,45 1,95
YPCBs 94,67 98,25 100,89 102,77 108,26 88,96 85,54 106,23 106,67 134,95 108,63

Tableau 13 : Evolution de la bioaccumulation des PCBs dans la glande digestive de Mytilus galloprovincialis provenant de la baie des
carrieres (site 2) dans la lagune de Bizerte entre avril 2011 et février 2012 (n= 3 pools).

Avril Mai Juin Juillet Aout Septembre Octobre Novembre Décembre Janvier Février

Contenue en lipides % 18,80 22,50 23,87 26,77 27,65 26,11 20,65 15,89 16,84 13,09 14,87
PCB-18 0,27 0,23 0,27 0,26 0,20 0,17 0,21 0,33 0,35 0,23 0,20
PCB-28+31 <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
PCB-52 0,92 0,78 0,90 0,88 0,66 0,53 0,66 1,05 1,09 0,96 0,83
PCB-44 0,64 0,54 0,62 0,61 0,47 0,41 0,51 0,81 0,84 0,76 0,66
PCB-101 6,07 5,15 5,92 5,84 4,51 4,33 5,40 8,56 8,94 8,33 7,23
PCB-118 5,58 4,73 5,44 5,36 4,14 4,24 5,29 8,38 8,75 8,76 7,61
PCB-149 2,37 2,01 2,31 2,28 1,76 1,58 1,98 3,13 3,27 3,26 2,83
PCB-138 6,27 5,31 6,11 6,02 4,65 4,69 5,85 9,27 9,68 9,21 7,99
PCB-153 14,83 14,01 19,38 18,30 13,63 8,70 12,77 18,59 17,23 17,01 17,38
PCB-180 10,87 9,22 10,60 10,45 10,24 7,64 9,53 15,11 15,78 15,44 13,41
PCB-194 1,28 1,08 1,25 1,23 0,95 0,82 1,02 1,61 1,68 1,73 1,50
XPCBs 67,90 65,57 76,67 78,01 68,86 59,21 63,85 82,73 84,45 78,77 74,52
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IV. Evaluation de la variabilité saisonniére des biomarqueurs chez Mytilus

galloprovincialis pendant un cycle de deux ans

Les marqueurs de stress général

Le stress on stress

L’évaluation du temps de survie peut nous révétdatl de santé général des moules

guand elles sont exposées a l'air (Viarengo eR@0D7). Le stress est généralement définie

comme étant une altération mesurable des mécanisipegsmiques et / ou physiologiques

induites par un ou plusieurs facteurs de I'envieonent et qui se traduit par la réduction de la

capacité d'adaptation aux conditions de I'environeet (Bayne et al., 1985).

Les résultats du test strassstress réalisé sit. galloprovincialis provenant de Menzel

Abdelrahmen (Site 1) et de la baie des carrierde @ entre avril 2011 et avril 2012 sont

présentés dans la Figure 31.
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Figure 31 : Temps de survie des moules prélevées de Menzel Abdelrahmen (Site 1) et de la

baie des carrieres (Site 2) dans la lagune de Bizerte, n=30.

Les résultats montrent une évolution globale comigarsuivant un cycle d'un an et ne

présentant pas de différences significatives dasrdeux sites d’étude. Le temps de survie des
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moules provenant de Menzel Abdelrahmen (Site 1pkest court que celui des moules de la
baie des carriéres (Site2). Les résultats dellyanpastatistique montrent que les moules du Site
2 sont plus résistantes par rapport a celles @ulSiendant avril 2011, septembre 2011, janvier
et février 2012. De plus, on constate une baisséadmpacité de survie chez les moules
provenant des deux sites au cours de la periotalesfjuin, juillet et aolt), illustrant ainsi une
plus grande sensibilité lié a un effort d’adaptastimulé par I'élévation rapide de température
entre juin (19,6°C) et juillet (26°C) puis l'attéend’un maximum en aoudt (29°C).

Le stresson stress constitue un marqueur physiologique quéigmr& de maniére tres
globale I'ensemble des facteurs de stress quienfiant I'état physiologique des moules. Non
spécifique, le stresm stress apparait particulierement sensible auattins de températures
estivales. On peut conclure, la plus forte conegintin des polluants organiques et des meétaux
traces bioaccumulés au niveau de la glande diged@s moules du Site 1, pourrait également

influencer la capacité de résistance des moules.

2. La stabilité des membranes lysosomales

La variation mensuelle de la stabilité des memizdyssomales dans les hémocytes de
moules prélevées de Menzel Abdelrahmen (Site Hedb baie des carriéres (Site 2) entre
février 2012 et aolt 2012 est illustrée dans lafe@2. Tout au long de la période d’étude, une
forte variabilité caractérise ce parametre spéatfide la physiologie générale de la cellule et
de sa capacité de défense immunitaire. Toutefbissti difficile de dégager des tendances
significatives sur une période de sept mois quitatjre pas le cycle saisonnier d’étude complet.
Cependant une différence significative intersitesednps de rétention du rouge neutre (RRN)
par les lysosomes des hémocytes est observéeusarlaopériode d’étude. Une décroissance
progressive est mesurée de février a aolt 201k gite 1. Celle-ci semble liée a I'élévation
de température qui apparait comme un parameétrengm@rtqui influence la réponse
physiologique globale. Le site 2 de la baie degéras fait apparaitre un cycle différent, passant
par un pic en avril 2012. Le temps de RRN est Bgativement plus élevé au niveau des
lysosomes des moules prélevées de la baie deérear(iSite 2) avec une moyenne de 73,7 *
17,9 minutes. Concernant la variation mensuelle diminution significative du temps de RRN
est observée en juillet (34,5 + 10,12 et 49,5 420ninutes respectivement dans le site 1 et le
Site 2) et en aolt (36 £ 10,48 et 48 + 9,48 minudspectivement dans le site 1 et le site 2) au

niveau des deux sites étudiés.
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Figure 32 : Evolution de la stabilité des membranes lysosomales dans les hémocytes de

moules (n=10 individus) prélevées a Menzel Abdelrahmen (Sitel) et a la baie des carrieres
(Site 2) entre février 2012 et aotit 2012. Les lettres a,b indiquent une différence spatio-
temporelle significative (ANOVA, et Duncan) : a p<0,05 ; b p<0,05.

Les membranes lysosomales des hémocytes préleegsleh moules de la baie des
carrieres (Site2) semblent étre plus stables enpacaison avec celles du site Menzel
Abdelrahmen (Sitel). Cette différence pourrait éive a une variation intersites du niveau de
la contamination chimique. L'accumulation des xéotidues et/ou de leurs métabolites a
l'intérieur des lysosomes des organismes aquatigéésit la stabilité des membranes
lysosomales et peut induire I'nydrolyse des enzylymssomiales dans le cytosol. Ainsi, la
mesure de la stabilité de la membrane lysosométie groposée en tant que biomarqueur d’effet
(Moore, 1998 ; Galloway et al., 2002) sensible gedies classes de polluants chez les
organismes aquatiques, en particulier chez lesusailies bivalves. La mesure de la stabilité
lysosomale est un moyen indirect qui nous perm@taduer I'exposition des organismes aux
contaminants de lI'environnement ; pesticides, métlmurds, hydrocarbures aromatiques
polycycligues (HAPs) et polychlorobiphényles (PCB&SPAR Commission, 2007).
L’altération de la stabilité des membranes lysodempeut étre considérée comme un indice
de dommages cellulaires (Da Ros et Nesto, 2005&leial, 2006, 2007).

Etant donné que la mesure de stabilité lysosonsalene mesure trés intégrative, elle est

par conséquent, peu spécifique de I'effet d’un kéotique en particulier. De plus, en dehors
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des contaminants, plusieurs facteurs peuvent afféxistabilité des membranes lysosomales :
hyperthermie, hypoxie (Moore et al., 1980 ; Ringd@b al., 1998 ; Bocchetti & Regoli, 2006

; Moore et al., 2007). D’autre part, I'un des facgeconfondants majeur est I'étape finale de la
gameétogenese (la ponte), qui constitue un événepaetitulierement stressant pour I'animal
(Bayne et al., 1978). Nos résultats confirmentlguaesure de stabilité lysosomale integre les
divers effets des de stress environnementale Eidmpies (Ringwood et al., 1998; Bocchetti
et Regoli 2006).

Les enzymes de biotransformation

Chez les moules, de nombreux parametres ont aéstau niveau subcellulaire pour
évaluer leurs réponses face a I'exposition auxtanbss toxiques et leur potentiel en tant que
biomarqueurs d’exposition ou d’effet. L'impact deslluants au niveau subcellulaire peut
conduire a l'inhibition et/ou I'induction de divess enzymes impliquées dans le métabolisme
et I'excrétion des xénobiotiques. Ces mécanismedetiexication permettent aux organismes
de maintenir leur intégrité face a I'exposition gulluants. Le suivi de tels changements
biochimiques permet de détecter une perturbati@mtakapparition de signes pathologiques
irréversibles. Ces changements peuvent étre, sans utilisés comme des systemes d’alarme

précoces d’'une exposition toxique.

Les variations saisonnieres de l'activité¢ de d@atkon chez la mouleViytilus
galloprovincialis provenant de deux sites différents de la lagun®iderte, ont été suivies
pendant deux ans et ce en mesurant I'activité deiheopyréne hydroxylase (BPH) comme
enzyme de phase | de biotransformation, la glutatisi-transférase (GST) enzyme de phase II
de conjugaison et le taux d’expression de multikéstaques résistance (MXR) comme
protéine de phase Il d’excrétion. L’évolution dereponse de détoxication étudiée pendant
deux cycles saisonniers permet de déterminer I'dinal@ de réponse bisannuelle pour chaque
activité enzymatique et une interprétation en &eac des parametres physiologiques robustes
comme lindice de condition ou lindice gonadiquea quantification des réponses
enzymatiques maximales et minimales suivant deglesyphysiologiques permet également
de préciser un seuil de réponse de base (BAC :ddackd assessment criteria) et un seuil
d’effet (EAC : Evaluation assessment criteria)sthant un effort d’adaptation maximale dans

la lagune de Bizerte.
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1. L’activité du benzopyreéne hydroxylase (BPH) (enzyme de phase I)

L’activité BPH reflete I'activité du Cytochrome PABA (CYP450 1A), impliqué dans la
phase | du métabolisme de biotransformation. L'atdun des enzymes du systéeme CYP450
1A (principalement hépatique), joue un role clédanbiotransformation de polluants tels que
les dioxines, les PCBs et les HAPs. Ce biomargesuutilisé dans le cadre d’étude des effets
des polluants dans I'environnement marin chez éatéhrés et les invertébrés. Dans le cadre
de ma these on a suivi la variation mensuelleatiVité BPH au niveau de la glande digestive

deMytilus galloprovincialis de la lagune de Bizerte (Figure 33).
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Figure 33 : Evolution de l'activité benzopyrene hydroxylase (moyenne # écart type, n=10

individus) entre avril 2011 et Mars 2013 mesurée dans la glande digestive de la moule
Mpytilus galloprovincialis provenant de Menzel Abdelrahmen (Site 1) et la baie des carriéeres
(Site 2). Les lettres a et b indiquent une différence spatio-temporelle significative (ANOVA,
et Duncan) : a p<0,05; b p<0,05.

Une variété de xénobiotiques est susceptible daicties systemes de biotransformation.
Ainsi, une augmentation de I'activité BPH témoigieda présence dans le milieu d’'un composé
toxiqgue capable d’induire l'activation des mécaresmde détoxication (Snyder, 2000).
Néanmoins, le fait que I'activité BPH augmente ak&d Abdelrahmen et a la baie des carrieres
pendant la méme période plaide en faveur d’'uneciimlu des systémes de détoxication liée a

la présence éventuelle de polluants de type hydsaoes aromatiques polycyliques. L'activité
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enzymatique BPH est utilisée en tant que biomangdexposition aux polluants organiques,
en particulier les HAP (Porte et al., 1991; Mickehl., 1994; Solé et al., 1994; Peters et al.,
1999; Akcha et al., 2000). Il a été également déréague plusieurs xénobiotiques tels que les
pesticides et les détergents provoquent 'augmientate I'activité BPH chez les mollusques

bivalves (Baturo et Lagadic 1996).

L’évolution de I'activité BPH semble discerner sgpériodes distinctes. La premiere
période d’avril 2011 a decembre 2011 illustre diést® plus marqués sur le site 1 avec des
différences significatives p< 0,05 qui est le ptostaminé et un effort métabolique décrivant
une courbe en cloche suivant I'élévation de |lg@mture. Cette premiére période semble donc
dépendante des effets combinés de la températdeelatcontamination. La seconde période
semble plus « irréguliére » de janvier 2012 a n@diZavec une alternance de valeurs élevées
sur les deux sites. Les valeurs les plus élevéasaftenues en janvier 2012 et avril 2012 sur
le site 1, le plus contaminé. Ces valeurs élevpparaissent exactement pendant les deux pics
de l'indice de condition (Figure 33) en janvierastril 2012. L'effort métabolique produit
pendant une forte croissance semble ainsi combavée un effet des contaminants. La
troisieme période de juin 2012 a mars 2013 dégateiment une courbe en cloche qui semble
indépendante de la température mais plutét eraliec I'effort métabolique progressif illustré
par I'indice de condition (Figure 30). La mesueel'dctivité benzopyrene hydroxylase (BPH)
dans la glande digestive tiytilus galloprovincialis provenant de Menzel Abdelrahmen (Site
1) et de la baie des carrieres (Site 2) (Figure 4 Permis de mettre en évidence un effort de

régulation métabolique maximum.

2. L’activité de la glutathion S-transférase (GST) (enzyme de phase II)

La variation mensuelle de l'activité glutathionr@risférase mesurée dans de la glande
digestive de la moul#ytilus galloprovincialis en provenance du site Menzel Abdelrahmen
(Site 1) et de la baie des carrieres (Site 2) emtri¢ 2011 et mars 2013 est présentée dans la
Figure 34. Sur les deux sites d’étude, le profiiggal de la variation de la GST semble étre
répétitif entre les deux cycles saisonniers. Ssir2é mois de préléevement, le maximum de
lactivité GST a été observé deux fois au mois dgsmPour la premiere année l'activité
maximale a été mesurée en mars 2012 avec deswvde@66,24 + 57,23 pmole.rtimg? de
protéines et 178,57 + 30,78 umole.rhimg! de protéines respectivement pour le site 1 et le

site 2, alors que l'activité minimale est mesuréedécembre avec 66,18 + 5,84 umole:min
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1. mg!de protéines et 80,97 + 19,80 umole.ting! de protéines respectivement pour le site
1 et le site 2. Pareil pour la seconde année digitlomnage le maximum de l'activité de la
GST a été mesuré en mars 2013, avec des valel#287g21 + 25,39 umole.nmfamg? de

protéines au site 1 et de 171,49 + 19,57 umoletmnig? de protéines au site 2.

350 -

ab HSite1 WSite2

300 -

b
250 - b -
ab N,
b
% 200 I ab b
5 T . [
E I b b b b
~
5 150 I r o1 T bb T T abT b1 I b T T
ab T L b
T 1 a a T
ab b a
100 - ‘
ab/| 3| a J 2
50 -
0 4

N R SOV I S SR

; N 2 Ny
! 2y & A X7 : i ) : <& AL & X XS &4 LOr 47 : C
FEFSSS ST R A R

Figure 34 : Evolution de l'activité glutathion S-transférase (moyenne # écart type, n=10

individus) entre avril 2011 et Mars 2013 mesurée dans la glande digestive de la moule
Mytilus galloprovincialis provenant de Menzel Abdelrahmen (Site 1) et de la baie des
carrieres (Site 2). Les lettres a et b indiquent une différence spatio-temporelle significative
(ANOVA, et Duncan) : a p<0,05 ; b p<0,05.

Des différences intersites significatives ont disevvées entre avril 2011 et mars 2013.
Toutefois, il 'y a pas une variation intersitestificte vu que l'activité GST chez les moules
du site 1 varie mensuellement et elle est plusééleu moins élevée que chez les moules du
site 2. La variation saisonniere de I'activité G8&surée chelgl.galloprovincialisde la lagune
de Bizerte pourrait étre liée a des fluctuations parameétres de I'environnement ou a des
facteurs biotiques, notamment le stade de repramuet I'état physiologique de la moule. En
effet, il a été démontré que l'activité GST chemigrespéces de mollusquéiytilus
galloprovincialis, Nucella lapillus et Monodonta lineata) prélevés des cotes portugaises est
influencée par la salinité et par des facteurgdpies liés a I'état physiologique et aux réserves

énergétiques des mollusques (Tim Tim et al., 2009).
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Les différences intersites de la variation de RaiEt GST observées peuvent étre
provoguées par une différence du gradient de potiwt des types de polluants inhérents. La
GST se caractérise par une faible spécificité,fm, golusieurs contaminants peuvent induire
cette enzyme tels que le paraquat (Stephensen 20@2), le nonylphénol (Uguz et al., 2003),
les HAPs, les PCBs (Forlin et al., 1996) et legaopphosphorés (Monteiro et al., 2006).
D’autant plus, la GST posséde la particularité davpir conjuguer un grand nombre de
composés exogenes et endogénes qui ont les catgi&s requises pour constituer un
substrat approprié. Cependant, la non spécificiié diomarqueur comme la GST empéche
d’identifier la véritable cause des réponses entigmes. Ces réponses résultent en partie d’'une
perturbation anthropique, engendrée par les regetestiques de la ville avoisinante de Menzel
Abderrahmen (plus de 10 000 habitants) mais iltrpas impossible non plus qu’interviennent
la position du site, son hydrodynamisme et leuygisations dans le processus de dilution des

contaminants.

3. Les protéines de résistance aux multixénobiotiques

(MXR) (protéine de phase III)

La résistance aux multixénobiotiqgues (MXR ; Kurelé®92) est un mécanisme de
défense cellulaire chez les organismes aquatique®sy dirigé contre plusieurs types de
xénobiotiques, empéchant leurs accumulations ielitdaires et leurs effets potentiellement
toxiques. Il a été démontré que les MXR intervignirdans le systeme de biotransformation
(Chan et al., 2004), par I'excrétion extracellidaie difféerent composés xénobiotiques, ou des
métabolites issus de la phase | et / ou Il dexiftation. Ainsi les MXR sont considérés
comme des transporteurs membranaires faisant pdttienécanisme de détoxification
cellulaire, ayant une influence déterminante swabsbrption, la biodisponibilité, la
bioconcentration et la toxicité des polluants emwirementaux (Zaja et al., 2006).

La Figure 35 présente I'évolution de I'expressioss dorotéines de résistance aux
multixénobiotiques (MXR) au niveau des branchies meules de Menzel Abdelrahmen (Site
1) et de la baie des carrieres (Site 2) entre 2011 et mars 2013. Les résultats obtenus
montrent que le taux d’expression des MXR est Baativement plus élevé (p<0,05) chez les
moules du site 1 en comparaison avec le site 2leSutteux cycles annuels, la valeur la plus
élevée a été enregistrée au mois d’aolt chez ledesale Menzel Abdelrahmen avec des
valeurs de 218,45 + 7,35 DO jfigle protéines et 172,0 + 14,91 DOlude protéines
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respectivement en aolt 2011 et aolt 2012. La teatyrérest donc un parametre influencant la
réponse MXR. Les valeurs élevées de MXR sur lelsée décembre et janvier 2011 semblent
confirmer comme pour la BPH une forte activité rbétmue pendant cette période qui
correspond également a un pic de l'indice de camditUn lien entre I'activite MXR et
I'élévation de I'indice de condition est égalemehservable lors de la période d’octobre 2012
a Mars 2012 qui marque la fin du second cycle saigp de notre étude. Des valeurs élevées
de MXR sont en effet détectée sur le site contarhidé Menzel a. en lien avec une élévation

progressive de I'indice de condition et de l'indg@mnadique.

250

HSitel WSite2
ab
a a
200
g ab a 2 ab a
3 ab a b
2
2 150 b b b b
< b f ? a ¥ I I T
W a a T T a I
3 ab T [ ! I I I
a T b
& 100 ah ?
: b !
§ T T T T T B
3 Il
E 50
0

NPT TIPS IS
’§“°®‘\°\\"\®°¢9‘9°°¢°°°\§‘®é&é$4&'\‘” X

Figure 35 : Evolution de l'activité multixénobiotiques résistance (moyenne + écart type,

n=10 individus) entre avril 2011 et Mars 2013 mesurée dans les branchies de la moule
Mpytilus galloprovincialis provenant de Menzel Abdelrahmen (Site 1) et la baie des carriéeres
(Site 2). Les lettres a et b indiquent une différence spatio-temporelle significative (ANOVA,
et Duncan) : a p<0,05; b p<0,05.

La variation saisonniére du taux d’induction desRIpeut étre liee a la fluctuation des
facteurs abiotiques dans la lagune de Bizerteffehles résultats montrent que les valeurs les
plus élevées du taux d’expression des MXR ontrétegistrées en hiver et en été, alors que les
valeurs minimales ont été mesurées au printemg@s atitomne. Ce résultat consolide d’autres
travaux réalisésn situ qui ont démontré que les variations saisonnieeeladéponse MXR
chez les mollusques bivalves sont principalemeéssliaux facteurs environnementaux tels que
la température (Minier et al., 2000; Keppler etgRwood, 2001a, b; Minier et al., 2006). D’'une
maniére générale, la réponse des biomarqueurduss€levée pendant I'été par rapport a la
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période d'hiver (augmentation de la températudeeda production primaire, modification du
métabolisme, stress, diminution de I'oxygéne disyole suivi de deux cycles saisonniers
révéle que la température influence de manieremétante I'activité métabolique toutefois
des effets combinés avec I'effort de reproductamgroissance et de bioaccumulation (Figure
29) peuvent faire varier I'expression des MXR ses dourtes périodes comme une élévation
des MXR en décembre et janvier 2011 ou décembameier 2013. En outre, il a été démontré
gue certains événements physiologiques tels queotae sont des périodes critiques qui
peuvent influencer la réponse biologique des moedd¢'activité des MXR face a la variation
des parametres environnementaux (Sprung (1992Yig€Cat al., 2004). La variation intersites
du taux d’expression des MXR peut étre due a fardihce du niveau de la contamination entre
les deux sites étudiés dans la lagune de Bizeg dbnnées obtenues sur la bioaccumulation
des contaminants chimiques (métaux traces, HAPEBE&) dans la glande digestiveMilus
galloprovincialis affirment que les moules de Menzel Abdelrahmere(Bjtsont exposées a un
efflux de polluants plus important par rapport auwules de la baie des carriéres (Site 2). Ceci
peut étre 'une des cause de l'induction du tauxM&R au niveau des branchies des moules
de Menzel Abdelrahmen. En effet, I'expression deptatéine MXR est induite suite a
I'exposition a des composeés toxiques (Minier et Mp@996), et la quantité de ces protéines

varie significativement entre les sites polluésridi et al., 2000).

Les biomarqueurs de stress oxvdatif

Le stress oxydant se manifeste par la formatioma®abreuses especes réactives de
'oxygene potentiellement toxiques (Borg et Schait®84). Dans ce travail, les profils de
réponse des antioxydants enzymatiques et non emigyres ont été caractérisés par la mesure
de l'activité de la catalase (CAT) et le taux daewlations des malonedialdéhydes (MDA) au
niveau de la glande digestive de moule. L'actigitzymatique de la catalase et la teneur en
MDA sont des paramétres tres communément mesuregds études de biomonitoring chez
les mollusques bivalves, et plus particulieremdratzda mouléMytilus sp. (Solé et al., 1995 ;
Bocquéné et al, 2004 ; Khessiba et al., 2005 ; Beitic& Regoli, 2006 ; Lima et al., 2007 ).

1. L’activité de la catalase

La catalase catalyse la réduction du peroxyde dimghe en eau et en oxygene
moléculaire. C’est une enzyme peroxysomale doriiléeest de prévenir les peroxydations des

molécules biologiques induites par I'eau oxygéreette enzyme est sensible a certains
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contaminants inducteurs de stress oxydatif au oivkss membranes cellulaires, comme les
HAP, PCB, certains pesticides (paraquat) (Livingstet al., 1993a) et les métaux (Labrot et
al., 1996). La catalase est frequemment utiliséeae un biomarqueurs de stress oxydatif dans
les études écotoxicologiqudsa Figure 36 illustre les résultats de suivi detié@té catalase

chez la moulé/.galloprovincialis dans la lagune de Bizerte.

Pendant toute la période d’étude, I'évolution dectivité de la catalase a la méme
tendance sur les deux sites : une augmentaticad®ité pendant les mois les plus chauds de
'année notamment en juillet et aolt avec des valen 2011 de 375,66 + 54, 58 et 322,36 +
50.63 pmole.min.mg? P respectivement dans le site 1 et le site 2 20&@ de 357,42 + 39,05
et 340,48 + 33,1 pmole.mimg? P, suivie d’une diminution de I'activité de laakise pendant
lautomne et puis une deuxieme augmentation eniefév2012. Quelques différences
significatives sont observées entre les deux sitastivité catalase est significativement plus
forte a Menzel Abdelrahmen (Sitel) qu’a la baie chesiéres (Site 2) (p<0,05).
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Figure 36 : Evolution de l'activité catalase (moyenne # écart type, n=10 individus) entre

avril 2011 et Mars 2013 chez la moule Mytilus galloprovincialis provenant de Menzel
Abdelrahmen (Site 1) et de la baie des carriéres (Site 2). Les lettres a et b indiquent une
différence spatio-temporelle significative (ANOVA, et Duncan) : a p<0,05 ; b p<0,05.

En confrontant le résultat de l'activité CAT aves ldonnées chimiques obtenues chez
M. galloprovincialis, on peut suggérer que I'induction de 'activitéatase chez les moules de

Menzel Abdelrahmen (Site 1) est probablement liém &radient de pollution plus élevé au
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niveau de ce site. En effet, il a été démontré lqugradient et le type des polluant dans
I'environnement augmentent fortement les activii@symatiques antioxydantes (Livingstone
et al.,1990). La présence de contaminants organiquessandtaux est une source possible de
stress oxydatif et peut induire des variationsatgivité des enzymes antioxydantes (Santovito
et al., 2005). Les profils de variation de l'adttvcatalase semblent étre corrélés avec la
variation des facteurs abiotiques et particulienetnhee température. De nombreuses études ont
montré que l'activité de la catalase chez les bamlest fortement influencée par plusieurs
facteurs environnementaux tels que la disponibéénourriture, le statut reproducteur, la
température et la salinité de I'eau (Viarengo gtl&91 ; Power & Sheehan, 1996 ; Sheehan &
Power, 1999 ; Khessiba et al., 2005 ; Prevodnil.e2007).

L’évolution de l'activité catalase chez les moutks la lagune de Bizerte montre des
fluctuations temporelles, plus ou moins importanseon les sites de collecte. La réponse de
ce biomarqueur dépend de facteurs abiotiques dieunihotamment la température et
'oxygene, tres limitant en milieu lagunaire. PeheMassicotte (1994) a déja observé, chez les
moules d’une zone estuarienne, I'effet stimulanhé’ élévation de la température sur I'activité
catalase. Abel et al. (1998) ont, quant a eux a&qu’une diminution de la teneur en oxygéne
est a l'origine d’une augmentation de I'activitéatase chez le véteteromastus filiformis. Au
cours de la période estivale, il se produit ungéenatigmentation de la température et une
diminution consécutive des taux en oxygene dissaligrigine d’'un phénomene épisodique
de forte eutrophisation (Dridi, 1977 ; Aissa 199Dellali et Aissa, 1998). Ceci explique
€galement la corrélation entre l'activité cataldss bivalves et la salinité (trés élevée en été

dans la lagune de Bizerte, parallelement a une févation thermique des eaux).

Par ailleurs, les travaux effectués sur les biomaumes de stress oxydatif au laboratoire
et surtoutin situ montrent que le caractére aspécifique de leum@pgonstitue un avantage
comme indicateur d’un état de pollution mixte (GQosesal., 1997). L'activité de la catalase est
soit augmentée ou diminuée apres une expositiong@lluant chimique et I'aspect variabilité
saisonniere reste prépondérant. Le fait que lelgl®iéponse de la catalase corresponde a une
courbe en cloche (Dagnino et al., 2007) compliquieterprétation des mesures
environnementales, qui correspondent a une phaibgrale la relation dose effet a un instant
t. Sur la base de ce constat, ce marqueur semideapproprié pour une étude en laboratoire

ou I'on dispose de témoins et ou la cinétique dosiion est connue.
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2. Le taux d’accumulation des malondialdéhydes (MDA) (marqueur de

peroxydation lipidique)

La peroxydation lipidique a été largement défimenme la dégradation oxydative des
acides gras polyinsaturés des membranes celluléiteliwell et Gutteridge, 1997). La
formation du MDA comme produit secondaire de laoggdation des lipides a été mesurée en
utilisant le test des substances réactives a Eathibbarbiturique (TBARS). Ce test est un
indicateur assez fiable du taux de peroxydationGiio (1989) ; Valavanidis et al., 2008) et
est utilisé comme un biomarqueur de dommages oikydatez les organismes aquatiques

exposeés aux polluants environnementaux.

Les résultats de suivi du taux d’accumulation duAMd@u niveau de la glande digestive
de Mytilus galloprovincialis de la lagune de Bizerte (Figure 37) montrent guedriation
mensuelle des MDA au cours d'un cycle saisonniedele&x ans montre particulierement un

effetcombiné de la température sur le site 1 le plus contaminé.
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Figure 37 : Evolution du taux d’accumulation des Thiobarbituric acid reactive (TBARS)
(moyenne #+ écart type, n=10 individus) entre avril 2011 et Mars 2013 mesurée dans la
glande digestive de la moule Mytilus galloprovincialis provenant de Menzel Abdelrahmen
(Site 1) et de la baie des carrieres (Site 2). Les lettres a et b indiquent une différence spatio-
temporelle significative (ANOVA, et Duncan) : a p<0,05; b p<0,05.
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Les valeurs les plus élevées (5,54 + 0,59 et 6,72572 nmole TBARS.m§ P) sont
mesurées en février et mars 2012 et 2013 chezdetemprovenant de Menzel Abdelrahmen
(Sitel). Durant toute la période d’étude, le tal@cdumulation des MDA est significativement
plus élevé chez les moules de Menzel Abdelrahmeareparaison avec les moules de la baie
des carrieres (p<0,05). La bioaccumulation plugédele métaux sur ce site pourrait contribuer
a I'accumulation de MDA. Solé (2000) ; Pereiralet2007) ont étudié la bioaccumulation et
les dommages oxydatifs causés par I'expositionx@awbiotiques au niveau des branchies et
de la glande digestive des moules. Les HAPs ahidaux non essentiels, tels que Cd, Ni, Cr,
Pb, et Hg sont toxiques pour les organismes aquegigrincipalement en raison de leur
potentiel oxydatif, tandis que d'autres métaus, gele Fe, Zn, Cu et Mn sont essentiels pour le
métabolisme, mais ils peuvent devenir toxique acdesentrations excessives (Chang, 1996).
En effet, il a été démontré que certains métaurd®produisent des radicaux hydroxyles (HOe)
qui réagissent avec les lipides membranaires (LA)éBminant un atome d'hydrogéne
provoquant ainsi la formation d’un radical hautetréactif (L ¢) centrée sur un atome carbone
et qui a I' phase de propagation ajoute rapidemehibxygene pour produire le lipide radical
peroxyle (LOO ¢) (Buege and Aust 1978 ; Viarengalet(1991)) et d'autres composeés réactifs

de I'oxygéne provoquant ainsi des dommages celbglai

La peroxydation lipidique exprimée par la teneulDA est en combinaison avec les
variations de l'activité des enzymes antioxydanges,sont corrélées a la contamination du
milieu aquatique et en particulier I'exposition awdrocarbures polyaromatiques (HAP), et
aux métaux lourds (Frouin et al., 2007).Plusietudé&s ont montré une peroxydation lipidique
chez les organismes aquatiques exposés a des tratioas élevées de substances toxiques,
notamment les HAPs (Downs et &Q02). En outre, parmi les sources principalesti&iBs
dans I'environnement marin, les émissions atmosphes, les effluents des eaux useées et les

ruissellements de surface (Simpson et al., 1996).

Biomarqueur de stress métallique
1. Les métallothionéines (MTs)

La Figure 38 montre I'évolution du taux des méthilonéines dans la glande digestive
des moules provenant de Menzel Abdelrahmen (Sited¢ la baie des carriéres (Site 2) entre
avril 2011 et septembre 2012. Une différence sicatifve intersites a été observée, le taux

d’accumulation de MT est majoritairement plus élelvéz les moules de site 1 (80% des valeurs
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obtenus sur 18 mois de mesure), entre janvier 20h2ars 2012 le taux d’accumulation des

MT diminue significativement.

Le maximum d’induction de la MT est observé pendiétd avec des valeurs qui varient
en juillet 2011 de 200 + 41,29 pg MT.rhgle protéines et 130,62 *+ 16,23 ug MT e
protéines respectivement pour le site 1 et leXitd en aolt 2011 les valeurs enregistrées sont
203,95 + 30,91 pg MT.mbde protéines et 150,29 + 21,03 pg MTnde protéines

respectivement pour le site 1 (Menzel Abdelrahneth@ site 2 (baie des carriéres).
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Figure 38 : Evolution de du taux d’accumulation des métallothionéines (moyenne * écart

type, n=10 individus) entre avril 2011 et Mars 2013 mesurée dans la glande digestive de la
moule Mytilus galloprovincialis provenant de Menzel Abdelrahmen (Site 1) et la baie des
carrieres (Site 2). Les lettres a et b indiquent une différence spatio-temporelle significative
(ANOVA, et Duncan) : a p<0,05 ; b p<0,05.

Les métallothionéines sont impliquées dans la sdrpt®on des métaux et la protection
contre les effets induits par ces derniers (Rodisij®96 ; Viarengo et al., 2000). La mesure du
taux d’accumulation des métallothionéines a ét@pgsé comme un indicateur spécifique de
I'exposition aux métaux toxiques dans les eaux eet les milieux marins (Langston et al.
1998 ; Amiard et al., 2006). Le résultat obtenusiimgite a prédire que la concentration en eau
useée traitée utilisée pour chaque groupe estigiherde I'induction des métallothionéines vu

gue cette eau est suspectée contenir une grandgét§ue métaux lourds. En effet, des travaux
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ont montré que malgré I'amélioration des traiteragmimaires et secondaires de I'eau usée, les
eaux useées traitées conservent encore une quamptétante de matiére organique et des
composés métalliques (Nagel et, @003 ; Speir et gl.2003). Ainsi l'induction des
métallothionéines est considérée comme étant urblmonarqueur d’exposition a des métaux
lourds et couramment appliquée dans les prograntimésosurveillance de I'environnement
(Viarengo et al. 1999, 2007 ; Banni et al., 2007). D’autre parta iété démontré que des
éléments métalliques tels que le cadmium, le cwetie zinc s’accumulent dans les tissus de
la palourdeRuditapes decussatus exposeée distinctement et/ou a un mélange de cemume
provoquent une forte induction de la synthese déslinthionéines (Serafim et Bebianno.
2010). L’exposition d'un organisme a des métauxrdsuinduit une surproduction des
métallothionéines et provoque des dommages cekglaystémiques (Lowe et al., 1994 ;
Cavaletto et al., 2002). Cependant I'accumulaties thétallothionéines dans les tissus de
moule pourrait aussi étre due a un stress oxyua&#pendamment de la présence des métaux
traces dans le milieu. En effet, Banni et al. (3087Dondero et al. 2005 ont rapportés des
augmentations significatives des isoformes de togt@dnéines tant en terme de protéine que
en terme de ARNm chez la moWytilus galloprovincialis non exposée aux métaux lourds

mais présentant un état de déséquilibre de la talaxydative.

Biomarqueur de neurotoxicité

1. L’acétylcholinestérase (AChE)

La Figure 39 présente les résultats de suivi deiViéé acétylcholinestérase au niveau
des branchies de moulytilus galloprovincialis prélevées de Menzel Abdelrahmen (Site 1) et
de la baie des carrieres (Site 2) entre avril 28tltnars 2013. Les valeurs des deux cycles
saisonniers décrivent des tendances différenteqrémier cycle d’avril 2011 a mars 2012
montre une influence de la température avec unbifidm maximale en juillet et aolt 2011.
Le second cycle d’avril 2012 a mars 2013 est pitegtique. L'influence de la température est
moins marquée en été sur le site 1 que sur le2siteéactivité AChE est significativement
(p<0,05) plus inhibée chez les moules du site 1. De ce liest,résultats obtenus sont peu
informatifs sur la variation saisonniére de I'aitBvAChE, puisque on n’a pas le méme profil
de variation saisonniére sur les deux ans d’étudéanmoins, chez les moules de Menzel
Abdelrahmen, le maximum d’inhibition de l'activitie 'AChE est observé pendant les mois
les plus chauds de I'année 21,52 + 3,73 umoletmig?! P, 30,65 + 5,6 umole.mimg? P,
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et 33,23 + 4,97 umole.minmg? de protéines, 31,04 + 6,34 umole.rhimg! de protéines
respectivement pour les mois juillet 2011, aoGtl2@dillet 2012 et aolt 2012.

Sur I'ensemble des deux cycles annuels (24 md@)alyse statistique ANOVA a un
seuil (p<0,05), montre que pendant 16 mois d’'étiaativité de I'’AChE est significativement
inhibée au niveau des branchies des moules de Mabdelrahmen. L'inhibition de 'AChE
est provoquée également, mais de maniere non spegifpar des polluants de nature
meétallique. L’inhibition de l'acétylcholinestérasst probablement liee a la présence de
contaminants chimiques tels que le naphtaléne le¢reo[a]pyréne et certains métaux lourds

dans les effluents urbains traités (Gravato etd3a003).
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Figure 39 : Evolution de [l'activité acétylcholinestérase (moyenne * écart type, n=10
individus) entre avril 2011 et Mars 2013 mesurée dans les branchies de la moule Mytilus
galloprovincialis provenant de Menzel Abdelrahmen (Site 1) et la baie des carrieres (Site 2).
Les lettres a et b indiquent une différence spatio-temporelle significative (ANOVA, et
Duncan) : a p<0,05; b p<0,05.

L’inhibition de lactivitt AChE a été largement lisdBe comme un marqueur de
neurotoxicité, provoqué par la présence de pesscilk types organophosphorés (OPs) et
carbamates (Cs) (Fulton et Key, 2001). D’autregaina ont montré que les polluants tels que
les métaux lourds, les surfactants ioniques comenexdnyphénol et les hydrocarbures
aromatiques polycycligues inhibent I'activité dAChE (Stock et aJ.2004 ; Guilhermino et
al., 1998 ; Akcha et 812000 ; Elumalai et g12002).
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Plusieurs travaux ont montré une relation entrénibition de l'activité AChE chez des
moules, des copépodes et chez des anguilles eiometvec la présence de contaminants
organiques dans le milieu (hydrocarbures aromasiquaycycliques, polychlorobiphényles,
pesticides) (Dellali et al., 2001 ; Forget et 2003 ; et Schiedek et al., 2006). Il a été démontre
gu'une faible concentration en nonylphénol est bbgpad’entrainer une inhibition des
cholinestérases chez le poiss®oeCilia reticulata) aprés 7 jours d’exposition (Mei-Hui Li.
2008). En effet, le 4-nonylphénol est un polluattiquitaire, persistant et facilement
bioaccumulable (Ying et aR002) et son effet sur les organismes aquatigaegi€ chronique
et aigué (Staples et aR004). En outre, un effet additif du chlorpyrifesdes hydrocarbures
aromatiques polycycliques sur l'inhibitidnvitro de 'activité AChE purifiée d’anguilles a été
mentionné par Je#t al. (1999). De méme, Nunesal. (2006) ont montré que des expositions
a des substances pharmaceutiques comme le diargmaent I'activité spécifique de 'AChE

chez le crustacArtemia parthenogenetica.

Biomarqueur de génotoxicité

1. Le test des Comeétes

Pour des raisons techniques, ce test a été réples@our six mois sur la totalité de la
période d’échantillonnage. En fait, la cryoconsgorades hémocytes pour de longue période
a entrainé une diminution de la viabilité cellutadt des dommages a I’ADN lorsque les cellules
sont décongelées ; ainsi pour limiter les effet$adayoprésevation pour de longues périodes
dépassant parfois les six mois, nous avons procedere conservation dans l'azote liquide
pendant une semaine, aprés les lames ont été @eSpeair conservées jusqu’au moment de la
lecture qui a été faite au laboratoire d’lfremédantes. Le pourcentage de viabilité déterminé
avant la réalisation du test des cométes est muypéria 80%. Les résultats concernant
I'induction de cassures de I'ADN sont présentésasbigure 36. Dans un premier temps, cing
parametres relatifs au test comeéte ont été compbsé&gyit de parametres individuels de mesure
de la queue, de la téte et de la cométe. Les paesriés plus informatifs sur sont les Tail
Extent Moment, Olive Tail Moment et tail length.

Les effets génotoxiques induits par la présencecdetaminants dans le milieu naturel,
ont été étudiés sur les hémocytes en raison duqukdles jouent dans le transport et la
digestion des nutriments et I'élimination des saufsts toxiques et des petites particules, ce qui

les rend exposés de maniére permanente aux palldartenvironnement (Makala et Oikari,
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1990 ; Soares-da-Silva et al., 2002). La figurepd€sente les résultats obtenus sur deux
périodes (de février 2012-avril 2012 et de juin 2@bat 2012).
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Figure 40 : Indice de cassures de I'ADN exprimé par le Olive Tail Moment (OTM) dans les

cellules d’hémolymphe de moule Mytilus galloprovincialis de la lagune de Bizerte (Menzel
Abdelrahmen (Site 1) et la baie des carrieres (Site 2)). Les valeurs correspondent a la
moyenne * erreur type relative. n = 10 moules, 100 cellules analysées par le test comeéte.

Les résultats sont exprimés en OTM (Olive Tail MoitheLe choix de cette période est
basé sur le fait que la mowytilus galloprovincialis dans la lagune de Bizerte soit en période
de repos sexuel. L'ADN des hémocytes des moulédeatezel Abdelrahmen (Site 1) est plus
altéré pendant la période estivale (juin, juilieaelt 2012) par rapport a celui des moules de la
baie des carrieres (Site2). L’exposition des modieslenzel Abdelrahmen aux polluants de
'environnement pourrait étre la cause des domméaégesx 'ADN. En effet, de nombreuses
substances et molécules rejetées dans I'environmeaggiatique sont suspectées d’avoir un
effet génotoxique sur les organismes vivants dahgaosysteme lagunaire. Les résultats ont
montré une forte corrélation des valeurs OTM amdempérature de I'eau et I'oxygene dissous.
Le niveau le plus élevé de dégradation de 'ADNéd&tecté chez les moules de Menzel
Abdelrahmen (Site 1) pendant Juillet et Ao(t, lless ffaibles valeurs OTM ont été déterminées
au cours de février, mars et avril 2012. Ces ramikont en total accord avec les travaux de
Kolarevic et al. (2013) réalisés sur la mo8ieanodonta woodiana collectée dans la riviere
Velika Morava et qui montrent une induction detBaation de ’ADN au cours des mois les

plus chaud de I'année.
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V. Indice composite : “Integrated Biomarker Responses”

Dans ce travail, le suivi mensuel d’'une batteriebgnarqueurs a généeré une quantité
importante de données. L'interprétation peut &odifée avec le calcul d’un indice composite
intégrant la réponse des biomarqueurs (IBR). Gditénpermet de déterminer a partir de la
totalité des données obtenues une seule valegrativde de 'ensemble des biomarqueurs
permettant par la suite de présenter les résultate maniere globale et synthétique (Figure
41).

Plusieurs indices intégrant la réponse d’'une hatter biomarqueurs ont été développés
dans un contexte d’écotoxicologie aquatique (Wdsatal., (2005). Cette approche permet de
résumer I'information, précédemment portée pariplus variables, en une variable unique, de
la facon la plus pertinente possible. Un tel ingicesente I'avantage de faciliter I'interprétation
des résultats et leur communication, et peut &reritere d'évaluation utilisé pour des
comparaisons spatiales ou une surveillance spatipdrelle de tendances (Wosniok et al.,
2005).
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Figure 41 : Intégration des biomarqueurs analysés chez la moule Mytilus galloprovincialis

provenant de Menzel Abdelrahmen et de la baie des carriéres entre avril 2011 et septembre
2012.

L'un des indices les plus utilisés est I'integraBidmarker Response (IBR) proposé par

Beliaeff et Burgeot (2002). Dans ce travail, la noéte utilisée pour le calcul de I'IBR est celle
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de Devin et al. (2013), c’est une nouvelle méthaelealcul basée a la fois sur une formule plus
simple et une procédure de permutation. Ces amébos permettent d’éviter les abus et

d'effectuer un classement fiable des deux sitesséfaselon un gradient de pollution a partir
des réponses des biomarqueurs. Le calcul de 'BRygpliqué aux données issues de I'étude
mensuelle a long terme (24 mois) de six biomarEGChE, CAT, GST, MDA, BPH, MXR).

L’IBR est un outil pratique pour évaluer la réponsenbinée des biomarqueurs. En effet,
l'indice IBR peut étre utilisé pour refléter legedf biologiques de la contamination mesurée a
différents sites, indépendamment de la variatiotieshsemble des biomarqueurs utilisés pour
le calcul de cet indice (Beliaef et Burgeot. 20@®farim et al., 2012). Les résultats ont mis en
évidence le site de Menzel Abdelrahmen (Site 1)menétant le site le plus affecté par la
présence des contaminants. L'indice IBR a monteg lgs réponses des biomarqueurs ont
tendance a étre plus élevés au cours de la pergidale (Juillet et Aodt) sur les deux sites. La
forte fluctuation de la réponse biologique obsera¢ec l'indice IBR a permis de caractériser
un effort métabolique maximale en Aolt sur le &itet un effort métabolique minimal en mai
sur le site 2 (tableau 4). Les valeurs de I'IBPbigau 4) reflétent l'intensité des effets mesurés

pour les différents biomarqueurs et nous permeldecmparaison des sites.

L’application de I'IBR nous a permis d’évaluer Bétde santé des moules dans la lagune
de Bizerte et de classer les sites d’étude selomligeaux de contamination. En effet, Boreg
et Lehtonen (2006) et Dagnino et al. (2007) comsitule que I'application des indices
intégrateurs de biomarqueur est la meilleure ap@atisponible qui permet de contréler les
effets de pollutions dans les écosystemes marios.résultats indiquent que I'indice IBR est
un outil pratique qui pourrait étre appliqué dankbune de Bizerte pour évaluer le stress induit
par les contaminants chimiques chez les organisiaasts dans cet écosysteme. Des travaux
étudiant la réponse d’une batterie de biomarquehgg des moules en cages ont mis en avant
importance de détermination des niveaux de coirtatibn pour permettre une comparaison

intersites (Tsangaris et al., 2011).

Plusieurs études appliquant l'intégration de lanse des différents biomarquevia le
calcul IBR ont montré une corrélation de cet indisec les niveaux de contamination du
milieu. De plus, une forte corrélation entre leteues de l'indice IBR et les concentrations
tissulaires des composés organochlorés chez dedatiops de poissorZarces vivipare) et
de moulesiytilus sp.) de la mer Baltique a été rapporté par Broegesitdnen (2006). Chez
les moules en cag®/( galloprovincialis) transplantées dans la baie de Cannes, Damies et
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(2007) ont rapporté une forte relation entre I'ce&IBR et les concentrations tissulaires en Cu,
PCB et HAP.

Toutefois, I'application de I'IBR doit répondre aupieurs criteres : en effet, il faut
prendre en compte la nature de réponse de chaqumaitgjueurs (inhibition et/ou induction)
face a la présence des polluants environnementads leur niveau biologique (moléculaire,
cellulaire, tissulaire...) pour éviter de trop mettaecent sur la valeur finale de l'indice, a savoi
les biomarqueurs qui répondent pour le méme tygmotetion (Broeg et Lehtonen, 2006). Le
nombre de biomarqueurs inclus dans le calcul d&RlI'joue également un rdle important
affectant le «poids relatif» de chaque biomarquians la valeur finale de l'indice (Broeg et
Lehtonen, 2006). L'IBR est un indice «dynamiquebnigst pas en mesure de donner une valeur
numerique fixe, directement comparables pour dédtaird’état de santé » d'une population a
un moment donné (Sefarim et al., 2011). L'indic® IBeut étre utilisé comme une méthode
gualitative et non quantitative pour évaluer lesaivr de stress chez les organismes vivants dans

des sites contaminés (Raftopoulou et Dimitriadtd,(®.

La variation saisonniére de la température estdemplus importants facteurs physiques
ayant une incidence sur les organismes aquatigiresffet, la température agit sur presque
toutes les propriétés physiques de I'eau de mere¥#anche, la solubilité des gaz, par exemple
'azote, le dioxyde de carbone et I'oxygene, egsersaement proportionnelle a la température
(Cox, 1965 ; Houston, 1982). Ainsi, les fluctuasordes parametres abiotiques de
'environnement ont un impact direct sur la vadatides mécanismes physiologiques des
organismes vivants dans I'écosysteme. La Figuner88ente le profil de variation saisonniere
de la température dans la lagune de Bizerte ebll&on de I'IBR chez la mouldytilus
galloprovincialis provenant de Menzel Abdelrahmen (Sitel) et daia es carrieres (Site 2).
La réponse intégrée des biomarqueurs chez les moele deux sites d’étude semble étre
synchronisée avec les fluctuations naturelles denfgérature.

Kinne (1963) a réalisé un examen exhaustif desseffies variations de la température de
'eau sur les animaux aquatiques. Les résultatseti® étude indiquent que les processus
biologiques peuvent étre fortement influencés pafluctuations, les gradients, les amplitudes
et les moyennes thermiques de méme que par laginégLet I'intensité des variations, la durée
des régimes et les unités thermiques accumuléespllyzart des especes marines sont
caractérisées par une plage de tolérance therndglimitée par des températures létales

spécifiques supérieure et inférieure.
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Figure 42 : évolution de l'indice des réponses de biomarqueur (IBR) et de la température

dans la lagune de Bizerte durant la période avril 2011-mars 2013.

Les valeurs de I'IBR chez les moules de Menzel Adatienen (Site 1) sont plus élevées
par rapport a celle de la baie des carrieres @@ijteeci a été expliqué précédemment par un
niveau de contamination chimique plus élevé aulsii@e plus, il s’avere que la température a
un effet direct sur la biodisponiblité des pollsamtans I'environnement. En général, la
sensibilité des organismes aquatiques aux substamxigues est directement proportionnelle
a la température (Cairns et coll., 1975). Les attons entre la température et la toxicité sont
cependant trés complexes, car la température @gérglement sur les propriétés chimiques et
la disponibilité des substances toxiques, la swvika fonction des organismes ainsi que les
réactions des organismes aux toxiques.aquatiqueisseavent liés aux conditions ambiantes

de salinité et de température.

L’augmentation de l'indice IBR chez les moules deldgune de Bizerte pendant la
période estivale coincide avec I'élévation de tagérature, ceci pourrait étre expliqué par le
fait que le réchauffement de I'eau provoque unélécation des processus métaboliques et, par
conséqguent, un accroissement de l'absorption deuxéainsi que de la toxicité de ces
substances pour les organismes marins (Phillipg6;1®/aldichuk, 1985; McLusky et coll.,
1986; Voyer et Modica, 1990).
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V1. Ladétermination des seuils de réponse des biomarqueurs étudies dans

la lagune de Bizerte

A l'issue de ce travail, le niveau de base « Baglgd Assessment Criteria » (BAC) et
le seuil d’effet « Envirenmental Assessment CriteriEAC) ont été calculés selon la méthode
OSPAR (Davis et Vethaak. 2012) pour les moulesctides dans la lagune de Bizerte (tableau
13). Nous avons calculé les niveaux de base BAsedrasant sur les données chimiques et les
résultats d’analyses des biomarqueurs en considér&aie des Carriéres (Site 2) comme le
site le moins contaminé. Les seuils d’effets ot @&lculés sur le site le plus contaminé de
Menzel Abdelrahmen (Site 1). Le niveau de base'atetlylcholinestérase chez les moules
M.galloprovincialis collectées de la lagune de Bizerte est beaucaggidve que les données
OSPAR 2012 chez la méme espeéce.

Tableau 14 : les niveaux de base (BAC) et les seuils d’effet (EAC) des biomarqueurs chez
Mytillus galloprovincialis vivant dans la lagune de Bizerte.

BAC proposé pour  EAC proposé pour BAC OSPAR EAC OSPAR
Biomarqueurs Tissu la lagune de la lagune de (Davies et (Davies et
Bizerte Bizerte Vetaack, 2012) Vetaack, 2012)
AChE Branchies 88.8 31.7 15 10
(nmol.mntmg?P) (nmol.mnimg?P) (nmol.mnlmg!P) (umol.mnl.mg?P)
CAT Glande digestive 323 369 _ _
(umol.mnt.mg1P)
MDA Glande digestive 3 6 _ _
(nmol.mg1 P)
MT” Glande digestive 160 214
(ug.mgtP)
GST Glande digestive 181 201 _ _
(umol.mnt.mg1P)
MXR Branchies 133 177

(OD.ugtP)

Davies et Vethaak (2010) proposent un niveau dafiigtivité qui devrait étre accordé
aux BAC et EAC pour les différentes mesures destefbiologiques dans une évaluation
intégrée et proposent une classification en demedsions : la premiére dimension est basée
sur les criteres d'évaluation (BAC, EAC) de chadpiemarqueur unique, la deuxieme
dimension représente I'emplacement de chaque bipmar & I'échelle de sa pertinence pour
la santé écosysteme.

136



Résultats & Discussion

Pour de comprendre la variation saisonniére de tiVite enzymatique de
'acétylcholinestérase chedytilus galloprovincialis et de valider son application comme un
biomarqueur de neurotoxicité chez les moules dariagune de Bizerte, il est important de
déterminer les niveaux de base et de suivre laatamni pendant au moins deux cycles
saisonniers. Des études réalisées chez la mytiéus edulis pendant un cycle saisonnier de
trois ans le long de la cote atlantique a démanrgiveau de base de (35 nmol.mMimg~1P)
avec un maximum d’amplitude de 30% (Bocquené e80D4). Toutefois, il a été démontré
gue les niveaux de base varient en fonction deailsos et des sites d’étude, en effet les
différences spatio-temporelles des niveaux de lochsz Mytilus spp varient de 25 a 54
nmol.min.mg2P (Davis et Vethaak. 2012). En général, il a émaatéré qu’une réduction de
20 % de l'activité AChE chez les poissons et lesriigébrés indique I'exposition a des composés
a effet neurotoxiques. L’'inhibition de l'activitéCAE plus de 20 % jusqu’a 50 % montre un
effet sublétale (Dizer et al., 2001).
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Evaluation de l'effet de I'élévation de la tempéraire pendant la période estivale sur le

\°&4

parametres biologiques déytilus galloprovincialisdans la lagune de Bizerte

Article 2 :

A lissu de ce travail de biosurveillance mené glanlagune de Bizerte pendant une
période de deux cycles annuels avec un rythme reedsyprélévement et pour rester dans la
méme thématique de I'effet de I'élévation de lapénature sur la moule, on s’est focalisé sur
les résultats de la variation des parameétres plogstes, biochimiques et la capacité de
bioaccumulation les contaminants environnementperdant la période estivale pour étudier
de plus prés le comportement Bigtilus galoprovincialis dans la lagunéace a I'élévation
naturelle de la température avec une différenc&1d€ entre mai 2011 et aolt 2011. Les
résultats obtenus ont été discutés et publiésldatisle ci-dessous.
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Abstract This study examined the influence of increasing
temperatures in spring and summer on biochemical bio-
markers in Mytilus galloprovincialis mussels sampled from
Bizerte lagoon (northern Tunisia). Spatial and seasonal varia-
tions in a battery of seven biomarkers were analyzed in
relation to environmental parameters (temperature, salinity,
and pH), physiological status (condition and gonad indexes),
stress on stress (SoS), and chemical contaminant levels (heavy
metals, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), and PCBs)
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in digestive glands. Integrated biological response (IBR) was
calculated using seven biomarkers (acetylcholinesterase
(AChE), benzo[a|pyrene hydroxylase (BPH), multixenobiotic
resistance (MXR), glutathione S-transferase (GST), catalase
(CAT), malondialdehyde (MDA), and metallothioneins (MT).
Seasonal variations in biological response were determined
during a critical period between spring and summer at two
sites, where chemical contamination varies by a factor of2 for
heavy metals and a factor 2.5 for PAHs. The analysis of a
battery of biomarkers was combined with the measurement of
physiological parameters at both sites, in order to quantify a
maximum range of metabolic regulation with a temperature
increase of 11 °C between May and August. According to our
results, the MT, MDA, CAT. and AChE biomarkers showed
the highest amplitude during the 11 °C rise, while the BPH,
GST, and MXR biomarkers showed the lowest amplitude.
Metabolic amplitude measured with the IBR at Menzel
Abdelrahmen—the most severely contaminated station—re-
vealed the highest metabolic stress in Bizerte lagoon in
August, when temperatures were highest 29.1 °C. This high
metabolic rate was quantified for each biomarker in the North
African lagoon area and confirmed in August, when the
highest IBR index values were obtained at the least contam-
inated site 2 (IBR = 9.6) and the most contaminated site 1
(IBR = 19.6). The combined effects of chemical contamina-
tion and increased salinity and temperatures in summer appear
to induce a highest metabolic adaptation response and can
therefore be used to determine thresholds of effectiveness and
facilitate the interpretation of monitoring biomarkers. This
approach, applied during substantial temperature increases at
two sites with differing chemical contamination, is a first step
toward determining an environmental assessment criteria
(EAC) threshold in a North African lagoon.

@ Springer
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Introduction

In Mediterranean lagoon ecosystems, exchanges with the
open sea and water circulation are mainly governed by winds
and atmospheric pressure (Rougier etal. 2000). These systems
are characterized by shallow waters (Amri et al. 2010), which
allow the wind to mix the entire water column, thus enhancing
diatom proliferation (Jarry et al. 1990). Bizerte lagoon, located
in northern Tunisia, is linked to the Mediterranean Sea by a
single entrance channel. It is situated near various industrial
units and agricultural areas and has been used for shellfish
farming since 1964 (Beji 2000). It is the recipient of a variety
of industrial waste, pesticides, and chemical fertilizers through
soil erosion and runoffs, which has led to a decrease in bivalve
and fish production (ANPE 1990). Indeed, direct and indirect
discharges of urban and industrial wastes and runoffs have
resulted in chemical contamination of the lagoon by various
toxic compounds such as organochlorine pesticide (OCPs)
(Cheikh et al. 2002), halogenated aromatics compounds such
as polychlorinated biphenyls (PCBs) (Derouiche et al. 2004),
polyeyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) (Trabelsi and Driss
2005), polybrominated diphenyl ethers (PBDEs) and their
methoxylated analogs (Ben Ameur et al. 2011), and heavy
metals (Ben Garali et al. 2010).

Biomarkers are increasingly used to assess environmental
quality and, in particular, the chemical quality of lagoons, in
the aim of assessing the biological effects of environmental
contaminants on aquatic organisms living in them (Ben
Ameur et al. 2012). They are among the emerging tools used
in monitoring programs to assess the biological effects of
chemical contaminants (Allan et al. 2006; Depledge 2009)
and can be used to reveal environmental stresses caused by
contaminants and other environmental variables. The integra-
tion of biomarkers and chemical analysis is therefore an
essential factor of success for establishing links between stress
and pollution (Galloway et al. 2004; Thain et al. 2008).

In poikilothermic organisms such as bivalves, ambient
temperature is one of the major factors driving physiological
and biochemical processes (Pfeifer et al. 2005). Mussels may
be exposed to extreme temperature fluctuations and major
changes in bodytemperature within a short period of time
during the hot season (Sokolova 2004) and are capable of
challenging sustained seasonal variations in environmental
temperatures (Banni et al. 2011).

In a previous study, we investigated oxidative stress and
detoxification response in Myrilus galloprovincialis after ex-
posure to thermal stress (18-20-22-24-26 °C) and a sublethal
dose of benzo[a] pyrene (Kamel et al. 2012). Our results

@ Springer

demonstrated the negative effects of acute heat stress on
mussel response, manifested by cellular genotoxicity and
cytotoxicity.

In order to study the in situ influence of ele
vated temperatures on mussels, we used rope mussels
(M. galloprovincialis) as sentinel organisms to assess (1)
variations in a suite of biomarkers, (2) the capacity of mussels
to accumulate hazardous substances, and (3) related eftects of
increasing summer temperatures in Bizerte lagoon. For this
purpose, biomarkers of oxidative stress were measured in the
gills and digestive glands of mussels in late spring and sum-
mer 2011. We particularly took the following criteria into
consideration, in line with the results of large-scale biomoni-
toring programs such as MED POL and OSPAR (UNEP
1999; ICES 2010): survival in air (stress on stress (SoS)),
condition index, gonadic condition index, neutral red reten-
tion, benzo[a]pyrene hydroxylase (BPH) activity, glutathione
S-transferase (GST) activity, catalase (CAT) activity, acetyl-
cholinesterase (AChE) activity, multixenobiotic resistance
(MXR), metallothioneins (MT), and lipid peroxidation.

Survival time in air can indicate the general health of
organisms (Viarengo et al. 2007). Mussel survival time can
be considered as a “stress on stress” response. Similarly, the
condition index (CI) can provide general information on the
more general energy budget allocation of mussels (Gomiero
et al. 2011). The CT summarizes the physiological activity of
organisms (growth, reproduction, secretion, etc.) in given
environmental conditions (Lucas and Beninger 1985) and is
mainly used for two purposes: first, to guarantee the quality of
meat for the marketplace (Orban et al. 2002) and second, as an
ecophysiological measurement of animal health status.

Activity of the biotransformation enzyme BPH can be used
indirectly to measure CYP450 1A activity, which is involved
in the biotransformation of xenobiotics (Snyder 2000). This
biotransformation enzyme has previously been used as a
biomarker of exposure to organic pollutants and, in particular,
PAHs (Akcha et al. 2000; Burgeot et al. 2006; Banni et al.
2010). GST is involved in Phase II of biotransformation and
thus in the detoxification of numerous environmental
chemicals, as it catalyzes the conjugation of glutathione to
electrophilic compounds (e.g., epoxides of PAHs), hence ren-
dering them less reactive and more water soluble (Cheung
et al. 2001; Pan et al. 2009).

P-glycoprotein (P-gp), multidrug resistance (MDR), two
ATP-driven membrane pumps and the lung resistance protein
(LRP), which is the main vault protein (MVP), are part of the
Phase TIT system and involved in the excretion of conjugated
metabolites. MXR is an MDR-like system that has been
identified in marine invertebrates (McFadzen et al. 2000;
Smital et al. 2000). The relevance of MXR has been demon-
strated through its potential ability to protect aquatic organ-
isms from DNA damage (Waldmann et al. 1995). MXR
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protein expression is inducible by exposure to toxic com-
pounds (Minier and Moore. 1996). Quantities of these pro-
teins vary significantly across differentially polluted sites
(Minier et al. 2000).

CAT is an antioxidant enzyme used as a biomarker of the
oxidative stresses induced by a wide range of contaminants,
including organic xenobiotics, heavy metals, and PAHs
(Livingstone 2001; Sureda et al. 2011). Malondialdehyde
(MDA) is used as marker of membrane phospholipid oxida-
tion through lipid peroxidation. Increased MDA levels in
organisms may be related to the degradation of an environ-
mental site due to decreased water quality (Charissou et al.
2004). Studies carried out on marine species have shown lipid
peroxidation to be a relevant index of toxin-induced chemical
injury (Avery et al. 1996).

AChE is an enzymatic biomarker of neurotoxicity and
responsible for acetylcholine degradation. AChE activity is
inhibited by the presence of pesticides such as organophos-
phorus compounds, carbamates, and various heavy metals or
PAHs in mussels (Bocqueneé et al. 1993; Mora et al. 19992, b).
Tissue levels of MT proteins were estimated in mussel diges-
tive glands in order to evaluate their biological effects on
sentinel organisms and assess trace metal pollution in the
aquatic environment. MTs are involved in both homeostasis
and detoxification (Viarengo and Nott 1993), and their accu-
mulation is more obvious in gills, digestive glands, and kid-
neys, hence reflecting the significant role of these tissues in
the uptake, storage, and excretion of metals (Bebianno and
Langston. 1992).

Biomarker evaluation in mussels is a major tool used in
aquatic environment biomonitoring to assess the causal rela-
tionship between exposure to environmental pollutants and
long-term effects on individuals and populations (Bolognesi
et al. 2004; Bodin et al. 2004). However, the exploration of
large datasets of chemical and biological measurements re-
quires a coherent suite of assessment criteria and tool indexes
in order to provide standardized interpretations for monitoring
purposes. In this aim, we attempted to determine assessment
criteria for measuring biological effects by applying the
OSPAR strategy; we also applied the integrated biomarker
response index (IBR) in order to interpret a global response
from the various measured biomarkers. Background assess-
ment criteria (BAC) and environmental assessment criteria
(EAC) have already been developed for mussels and fish in
the framework of the integrated marine environmental moni-
toring of chemicals and their effects in the Northeast Atlantic
(Davies and Vethaak. 2012). The TBR index was computed
using the biomarker measured in M. galloprovincialis in order
to assess ecological risks associated with pollution at Bizerte
lagoon study sites.

The aim of this study was to examine the influence of
increasing temperatures in spring and summer on the

biomarker responses of mussels inhabiting a North African
lagoon, recognized as a sensitive area in terms of temperature
changes and pollution. Biomarker variations were initially
compared during the highest temperature elevation, between
spring and summer. The amplitude response of the biomarkers
was then studied across two sites characterized by different
levels of chemical contamination.

Materials and methods
Study area

This study was performed at two sites in Bizerte lagoon
(Fig. 1). The Menzel Abdelrahmen site (S1) (37°13" N,
9°51" E), located between the port and the former wastewater
(ONAS) discharge, is characterized by urban effluents
(Mahmoud et al. 2010), while the Baie des Carriéres site
(S2) (37°13'N, 9°49" E), located in the channel between the
lagoon and Mediterranean Sea, is subjected to intensive mar-
itime traffic and various impacts from the channel area char-
acterized by a strong hydrological dynamics (Khessiba et al.
2001a, b; Cheikh et al. 2002).

Sampling strategy

Mussels of similar sizes (5-7 cm shell length) were sampled
monthly from both sites in late spring and summer 2011. The
same cohort of juvenile mussels from the same native area
(Bizerte lagoon) was selected for this study. Two sites with
contrasting levels of chemical contamination, SI Menzel
Abdelrahmen and S2 Baie des Carrieres, were selected in
the lagoon. These sites, which respectively show high and
low chemical contamination levels, are suitable for compari-
son thanks to their homogeneous physicochemical parameters
within the lagoon area.

The mussels were immediately transported to the laborato-
ry. In the laboratory, two samples of 30 individuals were used
for biometric analyses (shell length and soft body wet weight)
and for the stress on stress test. Fifty to sixty mussels were
then scarified for excision of the digestive gland (DG) and
gills (G), for the purpose of chemical and biomarker analyses.
The sampled tissues were stored in liquid nitrogen at —80 °C
prior to the assays. All biomarkers were analyzed in the same
mussel, whereas stress on stress and chemistry were analyzed
on other individuals from the same cohort.

Water quality was assessed at each sampling time. The
physicochemical quality of Bizerte lagoon waters was mon-
itored in situ. Salinity (grams per liter), temperature (degrees
Celsius), dissolved oxygen (milligrams per liter), and pH
were measured at the sampling sites using a Multi 350i
Multimeter.
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Fig. 1 Map of the study area and
location of sampling sites at the
Bizerta Lagoon. Site 1: §7/Menzel
Ahdelrahmen, site 2: 52 Baie des
Carriéres
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Chemical analyses
Determination of PAH content

Three distinct pools were prepared (one pool = three diges-
tives glands). PAH content in the digestive gland fractions was
determined by gas chromatography (GC) coupled with mass
spectrometry (MS), based on a protocol described by
Baumard and Budzinski (1997). An HP GC (Hewlett-
Packard, Palo Alto, California, USA), equipped with a split/
splitless injector, was used. PAHs were quantified relative to
perdeuterated PAHs (Baumard and Budzinski 1997). The
response factors of the various compounds were measured
by injecting a standard reference material solution (SRM
2260; 24 aromatic hydrocarbons in toluene) (NIST,
Gaithersburg, Maryland, USA), spiked with the same solution
containing perdeuterated PAHs as that used for spiking mussel
digestive glands. The detection limits for PAH congeners was
approximately 50 pg/g. Results were expressed in micrograms
per gram dry weight.

Determination of PCB content

A standard mixture of 12 PCB congeners (PCB-18,28, 31, 52,
44,101, 149, 118, 153, 138, 180, and 194) at 10 ug mL™" in
heptane was purchased from Supelco (CIL, USA). These
standard solutions were further diluted by n-hexane to obtain
mixed fortifying and GC calibration standard solutions for all
compounds.
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PCB compounds were analyzed using the method de-
scribed by Guo et al. (2008). Freeze-dried digestive gland
tissue (10 g) was Soxhlet-extracted with n-hexane:acetone
(4:1; vv) for 16 h at a rate of five cycles per hour. The extract
was concentrated using a rotary evaporator. An aliquot of
1 mL was used for gravimetric determination of the extract-
able lipid content. The remaining lipids were removed by
treatment with concentrated sulfuric acid (4 x 10 mL), after
adding BDE-77 as internal standard. In addition, a cleanup
was performed on a column (40 * 0.5 cm ID) packed with 5 g
of activated Florisil and topped with 1 g of anhydrous sodium
sulfate. The extract was eluted with 50 mL of dichlorometh-
ane and n-hexane (1:9; v'v). The eluate was finally concentrat-
ed in a Kuderna-Danish to 0.5 mL and was then ready for
instrumental analysis. The limit of detection, calculated as
three times the signal-to-noise ratio, ranged from 500 to
1,000 pg g ' lipid weight for PCBs. Results were expressed
in nanograms per gram dry weight.

Determination of heavy metal content

Digestive gland tissue (five distinct pools prepared as de-
scribed below) was thawed and dried at 508 °C to a constant
weight. Digestion of the samples was performed in a micro-
wave oven (CEM-MDS 81D), in high-pressure vessels with
concentrated nitric acid (Amiard et al. 1987). Cd, Cu, Zn, and
Ni concentrations were determined by atomic absorption
spectrophotography with an acetylene flame for Cu and Zn,
and a graphite furnace for Cd and Ni (Amiard et al. 1987).
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Internal controls, based on standard reference materials with
certified metal content, together with international intercali-
bration exercises, were carried out to validate this procedure.
The limit of detection of Cd, Cu, Zn, and Ni was 0.05 mg g‘l
wet weight. Results were expressed in micrograms per gram
dry weight.

Physiological indexes

The CT was determined as an indicator of mussel physio-
logical status. CI is an ecophysiological measurement of
animal health that summarizes physiological activity
(growth, reproduction, secretion, etc.) in given environ-
mental conditions.

Shell thickness, length, and width were measured using a
0.05-mm precision caliper as described by Fisher et al. (1987).
Once the biometric measurements had been completed, the
valves of each individual (30 specimens) were opened care-
fully and all tissues were removed from the shells. Before
weighing, excess moisture was removed from all parts of the
animals using absorbent paper. After recording total weight
and visceral mass wet weight, the tissue was then dried at
70 °C for 48 h.

The CI was calculated as follows:

CI=MDW/(TW—SDW) x 100 (Lucas and Beninger 1985)

whereby MDW is meat dry weight (grams), TW is total
weight, and SDW is shell dry weight (grams).

Stress on stress

The survival in air (SoS) test was performed on 30 animals
from each site on their arrival at the laboratory, using the
method described by Viarengo et al. (1995). The mussels
were placed in a plastic box at a constant room tempera-
ture of 18 =1 °C with less than 100 % humidity. Mortality
was checked daily. Mussels were considered dead when
they did not produce any response to an external stimulus,
after their valves gaped, or they did not react when placed
in sea water. Results were expressed in number of survival
days.

Biochemical analysis

Ten mussels (n= 10) from each site were analyzed individu-
ally for each biomarker measurement.

Prior to biochemical analysis, the digestive glands were
homogenized in a phosphate buffer (0.1 M [pH7.5]). The
resulting homogenate was centrifugated at 100,000 x g for
microsomal fractions and 9,000 x g for cytosolic fractions
(S9). The quantities of proteins present in the microsomal
fractions and S9 fraction were determined according to the
Bradford (1976) method, using Coomassie Blue reagent
(BioRad).

Benzof[a]pyrene hydroxylase (BPH) Each pool of micro-
somal fractions of digestive glands was prepared at 4 °C
using differential centrifugation, as described by Michel
et al. (1994). The quantity of S9 proteins was determined
on the basis of the obtained supernatant (S9), according to
the Bradford method (1976), using bovine serum albumin
as standard. BPH activity was then assayed in the pres-
ence of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH), using the fluorimetric assay of Michel et al
(1994), as adapted to the microplate reader by Akcha
et al. (2000). Results were expressed in nanomoles per
minute per milligram proteins.

GST activity was measured in digestive gland cytosol
according to the method of Habig et al. (1974), using 10 Ig
cytosolic protein CDNB (Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis,
MO) as a substrate and glutathione reduced-form GSH (1 and
4 mM final concentrations, respectively) in a 100-mM sodium
phosphate buffer (pH 7.5). GST activity was determined by
kinetic measurement at 20 °C using a Jenway 6105 spectro-
photometer (£ = 340 nm). Results were expressed as micro-
moles GSH-CDNB produced per minute per milligram
protein.

CAT was determined using the method of Clairbone
(1985). The reaction mixture (final volume 1 mL)
contained 0.78 mL 0.1 M phosphate buffer (pH 7.5) and
0.2 mL 0.5 mM H;0,. After 30 s of preincubation, a
reaction was friggered by adding 0.02 mL of the (S9)
solution containing CAT fractions. CAT activity was
assessed by kinetic measurement at 20 °C using a Jenway
6105 spectrophotometer (K = 240 nm). Results were
expressed as micromoles hydrogen peroxide transformed
per minute per milligram protein.

Lipid peroxidation was estimated in terms of thiobarbituric
acid reactive species (TBARS), with the use of 1,1,3,3-
treaethyloxypropane as standard. The reaction was assessed
at 532 nmusing TBA reagent as described by Buege and Aust
(1978). MDA content was expressed as nanomoles equivalent
MDA per milligram protein.

Acetvicholinesterase (AChE) Gill tissues were homogenized
in a phosphate buffer (0.02 M, pH 7, Triton X 100, 1:2 w/v),
then centrifugated at 9,000 = g for 20 min at 4 °C. The
supernatant (S9) was used to determine AChE activity using
the modified method of Ellman et al. (1961) by Bocquené
et al. (1993). Protein concentration was determined with the
Bradford (1976) method, using bovine serum albumin as
standard. Results were expressed in micromoles per minute
per milligram protein.

MXR proteins was determined with the Western blot meth-
od (Minier et al. 2000), using an anti-hamster Pgp C219
monoclonal antibody (Centocor Diagnostics, Malvern, PA,
USA) and an alkaline phosphatase-conjugated goat anti-
mouse IgG (Sigma).
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MT content was evaluated using the spectrophotometric
method described by Viarengo etal. (1997), based on cysteine
residue titration of a partially purified M T extract. MT protein
levels were determined with a spectrophotometric assay for
MTs, using Ellman’s reagent (0.4 mmol/L DTNB in
100 mmol/L KH,PO,) at pH 8.5 in a solution containing
2 mol/L NaCl and 1 mmol/L EDTA. Reduced GSH standard
solutions were used for calibration (2-100 mmol/L) and data
was expressed in micrograms MT per milligram protein,
taking into consideration mussel MT molecular weight and
number of cysteine residues (21 residues) (Viarengo et al.
1997).

Integrated biomarker response determination

The biomarkers were then considered simultaneously by cal-
culating the renewed version of the Integrated biomarker
response (Beliaeff and Burgeot 2002) by Devin et al. 2013.
Once the standardized value of each biomarker had been
calculated, all possible circular permutations of the & bio-
markers were computed. This resulted in a matrix of IBR
values, enabling calculation of the median IBR for a site and
cross-site comparison of TBR values.

BAC and EAC determination

Background assessment criteria (BAC) and EAC were drawn up
using the 10th and 90th percentiles of data. BAC was estimated
using data from site 2 (least contaminated site and lowest tem-
perature) and described background level threshold values. EACs
are recently derived from toxicological data or expert knowledge
and indicate a significant risk to the organism (Davies and
Vethaak. 2012). In our study, EAC were calculated dunng the
highest temperatures and at the most contaminated site S1.

Statistical analysis

The experimental data was initially tested for normality and
homogeneity of variance, in order to meet statistical demands.
Data was expressed as mean = standard deviation (SD). Data
statistical analysis was performed using one-way analysis of
variance (ANOVA) and Duncan’s test for multiple range
comparison, p < 0.05 was considered as significant.
Different letters (a, b) indicated significant differences be-
tween groups. The Pearson correlation coefficient was also
calculated in order to study the relationships between the
various biochemical and chemical analyses. Differences in
mussel size between the two sites were evaluated using
Student test (p < 0.05) for each sampling date. All biological,
chemical, and physicochemical data were further subjected to
principal component analysis (PCA), this analysis was used to
discriminate the abiotic parameters effects on biological re-
sponse in mussels from two sites in the lagoon. Eighteen
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variables were taken into consideration: concentrations of for
traces metals, ¥ PAHs and ¥ PCB concentrations, physico-
chemical parameters (oxygen dissolved, salinity, and seawater
temperature), seven biomarkers (BPH, CAT, GST. and AChE
activities, MXR, TBARS, and MT levels), as well as the
condition and the gonadic indices of mussels. All statistical
tests were performed using the Statistica 6 software package
(StatSoft, USA).

Results
Monitoring of environmental parameters

Environmental parameters revealed changes in water quality
according to sampling time (Table 1). Water temperature
increased in Bizerte lagoon during the study period and a
marked increased in temperature (i.e., +11 °C) was observed
between May and August 2011. In a corresponding way, a
significant increase in lagoon salinity was recorded in August
(37.8 psu) versus May (32 psu). The lowest concentration of
dissolved oxygen was recorded in August (6.2 mg L™"). This
decrease in dissolved oxygen concentration was the result of
an increased chlorophyll a concentration. Indeed, chlorophyll
a concentrations in lagoon waters were found to be higher in
August (3.642 ug L") than in May (2.185 pg L™"). The
increases in temperatures and salinity, associated with a rela-
tive decrease in dissolved oxygen we observed during the
summer months, is favorable to the eutrophication of Bizerte
lagoon (Khessiba et al. 2005). There were no variations in pH,
turbidity, nitrite, nitrate, ammonia, and silicate concentrations
throughout the study period except pH with decrease of 0.5.

Table 1 Physical and chemical parameters in Bizerta lagoon

May June July August
T(°C) 18.1£22 19.642.1 262+28  29.1%3.1
Sal (psu) 32+29 32.7+34  334+34  378+29
pH 835+12 83+092 85+081 8+095
DO (mg L™ 7.5+£0.6 8+0.75 6.9+0.58  6.2x0.57
Tur (NTU) 1.6+£0.18  1.8+095 2.1+024 25=0.18
Chla (ue L) 2185+023 2.012+£021 2.326+021 3.642+0.29
NO; (umol L™ 057005 0.615+001 0.535+0.06 0.595+0.03
NO;™ (umolL™") 4.1£0.45  4.3+044 49+045 56=06
NH," (umol L") 23.65+£242 24426 21.7£2.19 232+25

Sioy?
“(pmol L)
PO, (umol L") 0.5+0.07

3385037 2.645+0.19 3.125+0.33 2.95=0.31

0.715+£0.06 1.09=0.13 1.3=0.17

Values represents the mean and the standard deviation of temperature (7),
salinity (Sal), pH, dissolved oxygen (DO), turbidity (Tur), nitrite (NO, ),
nitrate (NO5 ), ammonia (NH, ), silicate (SiO2”~ ), and phosphate (PO,
). Data represent the mean of five values measured in several sites on the
lagoon at each sampling time
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Chemical analyses

Trace metal concentrations in mussel digestive glands showed
both temporal and spatial variations. Generally speaking, metal
concentrations (Cd, Cu, Zn, and Ni) as a whole were significantly
higher in the digestive glands of mussels sampled from site 1
versus site 2 (p< 0.05) and contamination levels at the respective
sites differed by a factor of 1.5. Metal trends were similar at both
study sites (Fig. 5), with the lowest values in May and the highest
values in August. Moreover, concentrations of all metals were
significantly correlated with water temperature (p < 0.05).

All measured trace metals showed a significant correlation
with MT accumulation at both sites. Cd was significantly
correlated to MT (r = 0.59; p < 0.05) and (r = 0.50; p <
0.05), respectively, at sites 1 and 2 (Table 2). PCA analyses
were performed to obtain a global vision of'the results accord-
ing to the mean values of pollutant levels in digestive gland,
biomarker responses in mussel’s tissues and physicochemical
parameters of water (Fig. 5). Both sites showing that the
accumulations of Cd, Cu, Zn, and Ni were grouped and related
to the water temperature. Almost all PAH compounds mea-
sured in digestive glands were three times higher in mussels
from the Menzel Abdelrahmen site (site 1) versus the Baie des
Carrieres site (site 2). PAHs content was significantly higher
in the digestive glands of mussels collected from site 1 versus
site 2 (p < 0.05) (Table 2). The highest values of XPAHs
concentrations were found in August at site 1 (¥PAHs =
2.03 pg g 'dry weight) and in July at site 2 (EPAHs =
0.92 pg g 'dry weight) (Table 2). SPAHs concentrations were
significantly correlated with water temperature at site 1 only (r=
0.66; p < 0.05). Total PAHs at site 1 showed a significant
correlation with the detoxification enzymes on phase I BPH
activity (r = 0.58; p < 0.05) and phase II GST activity
(r=—0.84; p<0.05).

Concentrations of PCBs in digestive glands were signifi-
cantly higher in mussels from site 1 versus site 2 (p < 0.05).
The monthly trends of XPCB at both sites were similar, with
increased levels between May and August. The trends of each
PCB compound were similar at both sites, with generally
higher levels in May for PCB-18, PCB-52, PCB-44, and
PCB-194 and in August for the remaining compounds. A
significant correlation was found at both sites between PCB
concentrations and CAT activity, with (»= 0.80; p< 0.05) and
(r=0.48; p<0.05), respectively, at sites 1 and 2.

Physiological parameters

During the sampling period, the size of the mussels showed no
difference between the two study sites (p < 0.05) with (p =
0.594; p=0.786; p=0.879; p=0.724), respectively, in May,
June, July, and August. Both stations appear homogeneous
with a seamless growth factor inside the lagoon.

Physiological response to temperature changes was deter-
mined by examining condition and gonadic indexes (CI and
GI). CT calculated during the study period remained constant
in May and June, then showed a slight decrease in July, offset
by an increase in August. However, these variations were not
significant (p< 0.05) (Fig. 2). In mussels sampled at site 1, CT
ranged from 35.80 + 5.64 to 37.27 + 4.58 in May 2011 and
August 2011, respectively. Mussels collected from site 2
showed condition indexes ranging from 38.33 £7.16 to 42.9
+ 6.8 during the study period.

Similarly, there were no significant differences in GI
throughout the sampling period at the two sites.
Physiological parameters seems to be related to abiotic factors
such as pH and dissolved oxygen in seawater (Fig. 5).

Stress on stress curves and LTs, values for all sampling
months at both study sites are reported in Fig. 3. LTsq values

Table 2 PAH, PCB, and trace metal concentrations in the digestive glands of M. galloprovincialis

Biomarkers Tissue Suggested BAC Suggested EAC for BAC OSPAR EAC OSPAR
for the Bizerta lagoon the Bizerta lagoon (Davies and Vethaak (Davies and Vethaak
2012) 2012)
AChE Gills 43 30 15 10

CAT (umol min ' mg™' P) Digestive gland

MDA (nmol mg ' P) Digestive gland
MT® Digestive gland
(ugmg ' P)

BPH (nmol min ' mg ' P) Digestive gland
GST (umol min~' mg P)
MXR (OD pg™' P)

Digestive gland
Gills

(nmol min ' mg ! P)
335
)
144

02
152
111

(nmol min ! mg’I P)
370
5
203

0.3
165
187

(nmol min ' mg ' P)

(nmol min ' mg ™" P)

The above values represent mean and standard deviation in pooled samples of digestive glands. Concentrations are expressed as (micrograms per gram
dry weight), (nanograms per gram dry weight) and (micrograms per gram dry weight), respectively, for PAHs, PCBs compounds, and trace metals. <DL:
below detection limit. Superscript “a” indicates p<0.05 (significantly different by ANOVA, multiple comparison, and Duncan’s test across sites).
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Fig.2 Temporal and spatial variations in the condition index (a) and gonadic index (b) of M. galloprovincialis collected from the Menzel Abdelrahmen

(site 1) and Baie des Carriéres (site 2) in late spring and summer

ranged from 5 to 9. No differences were observed across the
study sites. Survival time was longer at both sites in May than
in August. There were no significant physiological differences
related to chemical contamination at the two stations.
However, mussel metabolic adaptation response was naturally
more intensive when the temperature was at its highest in
August, hence apparently affecting the resilience of immersed
mussels.

Biotransformation enzymes

The markedly high water temperature at our study sites ap-
peared to influence the level of expression of all analyzed
biomarkers. Indeed, the three studied biomarkers involved in
biotransformation mechanisms (BPH, GST, and MXR) re-
vealed a very noticeable monthly variation starting in July,
when the water temperature rose sharply from 19 to 26 °C

104
m Site 1
g
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8
b
o b
6
o b b
£ 51
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44
3,
2
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0 T 1
May June July August

Fig.3 The stress on stress response of mussels collected during summer
2011 from A. Menzel Abdelrahmen (site 1) and B. Baie des Carriéres (site
2), both located in Bizerta Lagoon. Superscript “a” indicates p<0.05
(significantly different by ANOVA, multiple comparison and Duncan’s
test across sites (n=30)). Superscript “b” indicates p<0.05 (significantly
different by ANOVA, multiple comparison, and Duncan’s test among
month (#n=30))
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(Table 1). In fact, BPH activity measured in the digestive
glands of mussels sampled from the Menzel Abdelrahmen
site showed a very significant (p < 0.05) induction in August
(p = 0.00005), when the water temperature reached 29 °C
(Fig. 4a). BPH activity was significantly higher (p < 0.05) in
animals sampled from the Menzel Abdelrahmen site (site 1)
versus site 2 (F = 23, 1,747; p=0.0001). The highest values
(0.31 and 0.27 nmol min ' mg™! proteins) were recorded at
site 1 in June and August, respectively, but did not correspond
to a progressive temperature elevation. No significant monthly
variations were recorded at site 2. BPH activity appears to be
the most biomarker related to PAH accumulation (Fig. 5), thus
indicating the induction effect of PAH contamination on en-
zyme of phase I.

Variations in GST activity in mussel digestive glands were
also observed during the study period. GST activity ranged
from 91.8 to 176.8 pmol min ' mg ' proteins at site 1 and
129.8 to 157.9 umol min™' mg ™" proteins at site 2 (Fig. 4b),
GST decreased progressively as temperature increased. A
significant difference in GST activity at both sites was also
observed in June (p = 0.000021; p» = 0.0236) and August (p
= 0.000025; p; = 0.0010), respectively, for site 1 and site 2.

MXR protein expression in the gills of mussels collected
monthly in late spring and summer appeared to be more
affected by water temperature elevation in August (Fig. 4c¢).
MXR protein levels were significantly lower at site 2 than at

Fig. 4 Spatial and temporal variations in biomarker response of
M. galloprovincialis collected from the Bizerta Lagoon, Menzel
Abdelrahmen (site 1) and Baie des Carri¢res (site 2). a Digestive gland
BPH activity. b Digestive gland GST activity. ¢ Densitometric analysis of
MXR proteins as detected by Dot blot. d Digestive gland metallothionein
accumulation, e Digestive gland MDA content. f Digestive gland CAT
activity. g Gill AChE activity. Data represents means = SD. Superscript
“a” indicates p < 0.05 (significantly different by ANOVA, multiple
comparison and Duncan’s test across sites (n = 10)). Superscript “5”
indicates p < 0.05 (significantly different by ANOVA, multiple
comparison and Duncan’s test among month (n= 10))
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the more contaminated site 1 (p < 0.05) (F = 50.930; p=  both sites, with 218.4 OD/ug proteins and 125.9 OD/ug
0.000001). The highest levels were observed in August at  proteins at sites 1 and 2, respectively.
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Fig. 5 Principal component analysis (PCA) based on mean values:
chemical, biolochemical, biological, and physicochemical water variables
(PC I versus PC 2) in the mussel collected from the Bizerta Lagoon, A
Menzel Abdelrahmen (site 1) and B Baie des Carrigres (site 2)

Oxidative stress

Oxidative stress biomarkers were highest when water temper-
ature was at its highest in July and August. Moreover, CAT
activity was significantly higher in the digestive glands of
M. galloprovincialis collected from both sites in July and
August (Fig. 4f). CAT activity ranged from 159.8 to
375.6 umol min~' mg 'proteins at site 1 and from 153.6 to
3404 pmol min~' mg 'proteins at site 2. The amplitude of
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response was similar from May to June and no clear inter-site
trends were observed during the study period.

MDA accumulation (Fig. 4e), evaluated as TBARS in
mussel digestive glands, differed significantly at the two sites
(p=0.05) (F=15.285; p=0.001). At site 1, MDA accumu-
lation ranged from 2.6 to 4.9 nmol mg ™" proteins and the
highest value was recorded in August. At Baie des Carriéres
(site 2), MDA content was homogenous and increased pro-
gressively according to temperature. No significant temporal
variations were observed.

Neurotoxicity

ACHE activity measured in M. galloprovincialis gills (Fig. 4g)
showed this biomarker to be significantly inhibited in mussels
sampled in July and August versus those sampled in late
spring (May and June). AChE activity ranged from 21.5 to
60.3 pmol min~' mg ! proteins in the gills of mussels from
site 1 and from 40.1 to 61.2 pmol min ' mg ™" proteins in the
gills of mussels from site 2 (F = 18.893; p = 0.00038). The
amplitude of response was higher at the more contaminated
site 1. A significant difference was observed in AChE activity
in mussels sampled from site 1 versus site 2 during the
summer months (June, July, and August 2011) (p < 0.05).
Lower levels of activity were detected in mussels sampled
from site 1 and significant differences were also recorded
during the biomonitoring survey conducted at the same site.

Metal-related stress

MT accumulation (Fig. 4d) evaluated in mussel digestive
glands revealed significant temporal variations. The
temperature-dependent accumulation of MT was shown to
be more pronounced in animals sampled from both sites in
August. MT concentrations in the digestive glands of mussels
from site 1 were significantly higher than in those from site 2
throughout the study period (p < 0.05) (F = 46.526;
p = 0.000002). MT content ranged from 126.54 pg mg
proteins in May to 203.95 in August and from
64.77 ug mg ' proteins in May to 150.29 in August in the
digestive glands of mussels from site 1 and site 2, respectively.
MT response appeared to be month-related at both sites, with
lower values observed in May versus August.

IBR index

The IBR index demonstrates an increase of the metabolic
response in relation with the temperature (Fig. 6) and secondly
with the salinity in the two sites 1 and 2. The lowest IBR
values (from 2 to 6) were calculated in the two sites when the
temperature is less than 18 °C, in May and June. The IBR
index increase greatly from June to August when the temper-
ature raise from 19 to 29 °C. The greatest increase of IBR
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Fig. 6 Variations in water temperature and integrated biomarker re-
sponse calculated for a set of biomarkers measured in caged mussels
sampled from two sites (site | Menzel Abdelrahmen and site 2 Baie des
Carriéres) at the Bizerta lagoon during the hot months

(from 5 to 19.6) is obtained in the most contaminated site 1
when the highest temperature and the highest chemical con-
tamination are cumulated.

Discussion

The purpose of this study was to quantify the biological effects
of the highest summer water temperatures on biomarker re-
sponses analyzed in mussels from Bizerte lagoon at two sites
with differing degrees of chemical contamination (PAHs,
PCBs, trace metals). Various works have reported a close
relationship between thermal stress and biomarker response
in marine molluscs (Regoli 1992; Domouhtsidou and
Dimutriadis. 2001; Moore et al. 2006; 2007; Zhang et al.
2006). In our study, significant alterations to biochemical
markers were observed in mussels sampled from the most
contaminated site 1 versus site 2. Indeed, biomarker responses
in M. galloprovincialis showed clear temporal and spatial
variations. Temperature has been considered as the primary
factor affecting natural enzyme activity (Leini6 and Lehtonen.
2005); and salinity can be considered as a second factor in the
Bizerte lagoon. These variations therefore probably reflect
environmental parameter changes associated with contami-
nant bioavailability. The biological availability and toxicity
of trace metals are determined by their chemical speciation
which is dominated by organic complexation along a gradient
of salinity in estuary (Money et al. 2011)

Temporal variations in the condition index of mussels from
both sites showed very similar patterns during the study
period, with an increase reported in August. The condition
index of mussels is affected by a variety of extrinsic and
intrinsic factors, such as water temperature and salinity, food
availability, and animal gametogenic cycle. Mussel survival

(SoS) during prolonged aerial exposure can be used as a
simple physiological index of pollution (Viarengo et al.
1995). This study showed that mussels collected from both
sites in May had a greater capacity for survival in air than

those sampled in August. The SoS test is a physiological

biomarker used to evaluate mussel resistance to air exposure
(Eertman et al. 1993). Various studies have demonstrated that
bivalves exposed to contaminants have reduced tolerance to
anoxia (Viarengo et al. 1995). We found a similar level of
resistance and a clear-cut monthly pattern at both sites.
However, decreased resistance was revealed in August, in

particular in mussels from site 1, confirming that this site is

more extensively affected by chemical contaminants such as
metals, PAHs, and PCBs, although reproductive cycles and

variations in body reserves should also be taken into account.

Lagoon mussels undergo a period of sexual inactivity in July
and August (Banni et al. 2011), so that body reserves and, in

particular, glycogen derived from food easily available in

lagoon waters in this season (Bressan and Marin. 1985) can

be used to better withstand stresses caused by air exposure.

These factors may significantly reduce the responsiveness of

the survival-in-air parameter.

The cytochrome P450 family, belonging to Phase T (func-

tional reactions) and GST, involved in Phase II (conjugative

reactions) of the biotransformation process, are the main en-

zymes used as biomarkers of organic pollutant detoxification

(Regoli et al. 2002). Phase I and Phase II detoxification
mechanisms were therefore investigated in our study by eval-

uating BPH and GST activity (Fig. 5). We reported a signifi-

cantincrease in BPH activity in animals sampled from site | in

June and August versus animals from site 2. This increase in
the Phase I biotransformation process hence correlated with

increased ¥ PAH bioaccumulation in June and August.
Inhibited GST activity at both sites was higher in June and

August in the site 1 comparatively to the BPH induction. In
this case, the phases I and II seem to indicate the same

metabolic effort of detoxification (Fig. 4).
MXR protein levels were significantly higher at site 1 than
at site 2 throughout the study period. This could be explained

by the contamination levels found in mussels from site 1

(Menzel Abdelrahmen) (Fig. 1). MXR prevents the bioaccu-
mulation of toxic xenobiotics or endogenous metabolites by

transporting them out of the cell (Minier and Moore. 1996).

The increase in MXR protein levels in August can be ex-

plained by the increased water temperature. Indeed, abiotic

factors such as temperature (Minier et al. 2000) and organic

pollutants have been shown to affect MXR protein levels, as
we observed in M. galloprovincialis. Tn this case, the phase TTI

of detoxification is not correlated with the phases T and IL
Oxidative stress biomarkers in M. galloprovincialis showed

spatial variability, with significant MDA accumulation in

mussels from site 1 versus site 2 throughout the study period,

whereas CAT activity was significantly higher in August only.
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The activity of CAT—a primary enzyme in the antioxidant
defense system and often one the earliest antioxidant enzymes
to be induced (Cappello et al. 2013 )—was also investigated in
this study. CAT values showed temporal fluctuations at both
study sites. These biological responses may also be modulated
by seasonal changes in both environmental and biological
factors, potentially influencing responsiveness and sensitivity
to pollutants (Dellali et al. 2001). Our results were in total
agreement with the fluctuations in CAT activity according to
temperature found in M. galloprovincialis mussels and
Ruditapes decussatus clams in Bizerte lagoon (Dellali et al.
2001). Pellerin-Massicotte (1994, 1997) reported increased
CAT antioxidant activity as being associated with increased
lipid peroxidation at high temperatures in Mytilus edulis blue
mussels. MDA levels are proportional to the extent of lipid
peroxidation (Aust. 1985) and act as a marker for membrane
lipid oxidation. Numerous studies have underlined MDA
concentration as a major parameter for assessing oxidative
stress in organisms (Roméo and Gnassia-Barelli. 1997).
MDA levels in M. galloprovincialis sampled from site 1 were
highest in August. This increase appears to be due to an
increase in heavy metals, inducing lipid peroxidation (Avery
etal. 1996). Wastewater from numerous sewers is discharged
directly into the eastern sector of the lagoon; the city of
Menzel Abdelrahmen may also be responsible for enriching
site 1 with various pollutants (Mahmoud et al. 2010). In
general, organisms with a reduced antioxidant status may be
more prone to lipid peroxidation and therefore have higher
MDA levels (Cossu et al. 2000).

From June onwards, AChE activity measured in the gills of
mussels sampled at Baie des Carriéres (site 2) was slightly
higher than at the Menzel Abdelrahmen (site 1). Neurotoxic
pesticides such as carbamates, organophosphates, and pyre-
thrins are known to exert an inhibitory effect on AChE activity
(Bocqueng et al. 1993; Binelli et al. 2005). Other classes of
compounds, such as heavy metals (Lionetto et al. 2003), may
influence the AChE activity of an organism by altering the
pathway of enzyme synthesis, or simply by affecting the
general health of the organism by reducing enzyme produc-
tion. This suggests an extensive domestic use of potential
pollutants such as pesticides in summer. Indeed, AChE activ-
ity is commonly used to diagnose pesticide exposure in envi-
ronmental monitoring studies (Mora et al. 1999a, b; Davies
et al. 2001), but can also be indirectly inhibited by other
organic compounds.

MT measurements have been widely used to assess the
effects of metal pollution in both laboratory (Viarengo et al.
1997) and field studies (Serafim and Bebianno. 2001). In this
study, we reported a significant increase in MT levels in the
digestive glands of mussels sampled from site 1 versus site 2.
Temporal variations in MT levels at both sites were signifi-
cantly correlated with water temperature, as previously shown
by Sefarim et al. (2002),

@ Springer

The salinity could also influence the MT levels because the
biological availability and toxicity of trace metals are deter-
mined by their chemical speciation which is dominated by
organic complexation along a gradient of salinity in estuary
(Money et al. 2011). The salinity variation (hypoosmotic
stress) in the marine environment can affect lot of biomarkers
as MT, oxygen consumption rate, and survival in air (SoS test)
in M. galloprovincialis (Hamer et al. 2008) (Fig. 5).

We observed a clearly significant spatial difference in the
accumulation rate of MDA, MT, and MXR for all measured
biomarkers during the study period, although the highest
values were measured in mussels from the Menzel
Abdelrahmen site. Moreover, mussels from this site appeared
to be more vulnerable to and affected by the higher water
temperatures in July and August. This could be explained by
the combined effect of chemical contamination at this site and
higher temperatures in summer.

The IBR constitutes a practical and robust tool for assessing
sensitivity to contaminants using combined biomarker re-
sponses. The IBR can be used to reflect the biological effects
of contamination measured at various sites, regardless of vari-
ations in the biomarker sets used for index calculations (Beliaef
and Burgeot 2002, Serafim et al. 2012). In our study, applica-
tion ofthe IBR allowed us to identify the most highly impacted
site. The two sites studied in Bizerte lagoon (sites 1 and 2)
showed marked temporal and spatial vanations (Fig. 5). The
IBR index showed biomarker responses to be higher in July
and August at both sites. At site 1, all measured biomarkers
were shown to be significant with regards to overall biochem-
ical response. IBR elevation was particularly significant be-
tween June and July. When the temperature rose from 19 to
26 °C, the IBR increased from 5 to 18 at site 1. These results
highlighted Menzel Abdelrahmen (site 1) as being the most
highly impacted site. Furthermore, correlation analysis showed
a highly significant correlation between the IBR index and
water temperature (r = 0.661; r= 0.519), respectively, at sites
1 and 2. The strong fluctuation of the biological response
observed with the TBR index allowed us to characterize a
maximal metabolic effort in August in the site 1 and a minimal
metabolic effort in May in the site 2 (Fig. 6). In this study, both
BAC and EAC thresholds were calculated according to the
OSPAR approach (Davies and Vethaak 2012) for caged mus-
sels collected from a lagoon (Tables 3 and 4). We calculated
BAC based on the two study sites in Bizerte lagoon and our
chemical data and biomarker results, considering Baie des
Carriéres (site 2) as the least contaminated site. EACs were
calculated during the highest temperatures and highest meta-
bolic response in August and at the most contaminated site |
(Menzhel A.). Only two thresholds (AChE and SoS) deter-
mined in Bizerte lagoon could be compared with the OSPAR
thresholds for M. galloprovincialis mussels. The background
response of acetylcholinesterase in M. galloprovincialis mus-
sels in Bizerte lagoon derived from OSPAR 2012 data (study
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Table 3 Assessment of a set of biomarkers in M. galloprmovincialis caged mussels at the Bizerta Lagoon

Compound Site 1 (Menzel Abdelrahmen) Site 2 (Baie des Carriéres)

May June July August May June July August
Acenaphtylene <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
Acenaphtene <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
Naphthalene 0.1£0.01 0.15+£0.04 0.15+0.02 0.16+0.03 <DL 0.06+0.01 0.07+0.01*  0.08=0.01%
Phenanthrene 0.11£0.01 0.12+0.01 0.17+0.04 0.14+0.03 <DL 0.08+0.01 0.07+0.01% 0.06+0.01"
Anthracene <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
Fluoranthene 0.19=0.03 0.22+0.04 0.25+0.04 0.2+0.04 0.18+0.05 0.17+0.02 0.16+0.02° 0.11+0.02*
Pyrene 0.22+0.04 0.21£0.05 0.2+0.04 0.21+0.04 0.15+0.04 0.15+0.03 0.15+0.02 0.1£0.01°
Benzo(a)anthracene 0.25=0.04 0.24+0.04 0.19+0.04 0.28+0.06 0.19+0.04 0.14+0.03* 0.15+0.03 0.12+0.02°
Chrysene 0.11+0.02 0.15+0.02 0.14+0.02 0.16+0.02 <DL <DL <DL <DL
Benzo(b)fluoranthene 0.14=0.01 0.19+0.03 0.17+0.03 0.19+0.04 <DL <DL <DL <DL
Benzo(e)Pyrene 0.09=0.01 0.12+0.01 0.12+0.02 0.13+0.01 0.06+0.01 0.06+0.01" 0.08+0.01 0.09+0.01
Benzo(a)Pyrene 0.22+0.03 0.3+0.07 0.28+0.05 0.31+0.05 0.08+0.01* 0.1+0.01° 0.09£0.01* 0.09+£0.01*
Benzo(g.h.i)Perylene 02+0.04 0.28+0.07 0.25+0.04 0.25+0.03 <DL <DL <DL <DL
Dibenzo[ah]anthracene <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
PCB-18 0.44=0.04 0.48+0.06 0.53+0.04 0.28+0.03 0.23+0.04" 0.27+0.04" 0.26+0.04 0.20+0.02
PCB-28+31 <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
PCB-52 1.44+0.14 1.60+0.20 1.79+0.19 0.93+0.11 0.78+0.12* 0.90+0.15* 0.88+0.12° 0.66=0.06
PCB-44 1.68=0.16 1.11+0.14 1.24+0.13 0.64+0.07 0.54+0.08"  0.62+0.10" 0.61=0.08" 047=0.05°
PCB-101 9.54+0.92 10.57+1.33  11.80+1.25 9.94+1.15 5.15+0.80° 5.92+0.98" 5.84=0.79"  4.51=+043°
PCB-118 8.72+0.84 9.71+1,22 8.52+0.90 9.44+1.10  4.73£0.74° 5.44+0.90" 5.36=0.73" 4.14x040°
PCB-149 3.71+0.36 4.13+0.52 4.61+0.49 8.52+099  2.01+031*  231+0.38% 228+031° 1.76+0.17°
PCB-138 9.80+0.94 10.91+1.37  12.17+£1.29 13.97+1.62 5.31+0.83" 6.11=1.01° 6.02+£0.82%  4.65+045°
PCB-153 16.98+1.63 18.12+228 16.39+1.74 20.09+233 14.01+2.19  19.38+3.22  18.30+2.49 13.63+1.31°
PCB-180 21.59+£2.07 18.92+238 17.26+£1.83 1630+£1.89 922+1.44° 10.60+1.76* 10.45+1.42%° 10.24+0.98°
PCB-194 2.56+0.25 223+0.28 248+0.26 2.05+0.24 1.08+0.17° 1.25+0.21 1.23+0.17° 0.95+0.09"
Cd 0.34=0.06 0.36+0.07 0.43=0.06 0.49+0.09 0.18+£0.02*  0.19+0.03*  0.19=0.04° 0.24+0.04"
Cu 2.53+0.11 2.68+0.11 3.01+0.19 3.,70+0.15 1.72+0.10° 1.91+0.11° 1.96+0.12° 2.39+0.14°
Zn 36.90+1,95 39.11+2.07 43.17+£228 53.96+2.85 22.84+140° 25.35+1.55" 26.04+1.60° 31.77+1.95°
Ni 2.84+0.23 3.01£0.25 3.33+0.27 4.16+0.34 1.68+0.16" 1.87+0.18% 1.92+0.19*  2.34+023°

We cannot compare the EAC and BAC calculated in this study with those calculated for MT by Davies and Vetaack (2012) because of the two different

methods of analysis

BAC Background assessment criteria, £4C Environmental assessment criteria

performed on M. galloprovincialis wild mussels in the
Mediterranean Sea (Spain) in the same season (Campillo-
Gonzalez, personal communication in 2012 LE. report)). This
difference (EAC OSPAR = 10 nmol min' mg 'proteins versus
EAC Bizerte = 30 nmol min~' mg 'proteins), seen between

Table 4 Values of Integrated

Biomarker Response for a set of IBR IBR

biomarkers measured in caged site 1 site 2

mussels from two sites (site 1

Menzel Abdelrahmen and site 2 May 5.80 213

Baie des Carriéres) at the Bizerta June 5.54 3192

lagoon during the summer July 17.94 357
August 19.63 9.67

two Mediterranean sites, highlights the need to adapt thresholds
to different area typologies (i.e., lagoon in North Africa and
open sea in Spain). The determination of EAC and BAC in
Bizerte lagoon is a first step towards defining thresholds at two
sites with different chemical contamination during sharp tem-
perature rises in North Africa. A more exhaustive definition is
needed to express metabolic response magnitude for a full

physiological cycle.

Conclusion

This study revealed that increased water temperatures in sum-
mer, combined with the presence of organic and inorganic

@ Springer

151



Résultats & Discussion

Environ Sci Pollut Res

contaminants, can directly influence the biological response of
mussels. The combined increases of temperature and salinity
exceptionally caused major variations in biomarkers at the
most highly contaminated site (Menzel Abdelrahmen). The
biomarkers found to be the most sensitive to the combined
effects of chemical contamination and high temperatures were
AChE inhibition, the induction of CAT activities and a large
accumulation of MT, MDA, and MXR proteins. The highest
metabolic response was confirmed in August, when differ-
ences in the IBR values of the least contaminated site 2 and the
most contaminated site 1 were also highest. This preliminary
study, conducted at a lagoon in northern Tunisia, allowed us to
propose preliminary EAC and BAC over a specific period of
high temperatures and high salinity, when metabolic response
was at its most intense. Another more accurate and designated
study to determine response thresholds in Bizerte lagoon
mussels should be performed over the course of one or two
complete physiological cycles. This approach demonstrated
the value of choosing a sensitive period in the mussel life
cycle to facilitate biomarker interpretation and biomonitoring
in a North African lagoon.
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La lagune de Bizerte est un écosysteme marin avedchesse écologique et halieutique
prépondérantes. Mais, la forte anthropisation mdait industrielle sur ses bords, combinée a
la perspective d'une élévation progressive dentgpéeature constituent une éventuelle menace
ecologique qui demandera un effort d'adaptatiorpdesilations d'organismes. En effet, méme
si il est difficilement quantifiable en Afrique ddord du fait d'un réseau d'observatoire
incomplet, il est probable que I'élévation de terap#e de 2°C et que la baisse des
précipitations de 20% observées depuis 1970 dansudeouest de I'Europe soit aussi
importantes voir méme amplifiées en Afrique du N@AM, 2009). En 2003, le programme
MEDPOL a lancé dans la cadre de la mise en ceuvpéaduwd'action stratégique sur les sources
de pollution d'origine tellurique en Méditerranéae approche de quantification des polluants
chimiques d'origines industrielles et domestiquesivant affecter I'écosystéme marin de
Méditerranée. Ainsi la mise en place d’'un programeeesurveillance des contaminants
chimiques et de leurs effets biologiques sur lalmdytilus galloprovincialis dans la lagune
de Bizerte en s’appuyant sur des recommandatiorRARS:t MEDPOL constitue I'enjeu
majeur qui est a l'origine de cette these. L'objepénéral est de développer des outils
d’évaluation de la qualité de I'écosysteme qui saotuellement quasi absents ou peu
développés. Cette évaluation est établie sur Idomdpent des indicateurs précoces «
biomarqueurs » et la détermination de I'impact oh&tanges complexes de polluants sur les

composantes biotiques et abiotiques de la lagune.

La premiére question concerne donc la connaissdesevariations d'une batterie de
biomarqueurs permettant d'évaluer les effets biqlags précoces sur des moules de la lagune
de Bizerte. La méthodologie adoptée d'une démartbgrée chimie et biologie avait pour
premier objectif d'évaluer les variations saisoresede biomarqueurs pour les interpréter en
lien avec les variations des parametres physicaigies, des marqueurs physiologiques et des
concentrations de contaminants (HAPs, PCBs et mgoaccumulés chez des moules issues
d'une méme cohorte dans la lagune de Bizerte. étirtke expérimentale d'exposition au B[a]P
suivant un gradient de température a été menéegoouerir les compétences analytiques de
biomarqueurs et pour déterminer les biomarqueurnpats permettant de caractériser les
effets combinés de la température et du B[a]P. iEnsne étude de terrain menée dans la lagune
de Bizerte a permis de valider la pertinence demarqueurs pour une évaluation des effets

biologiques des contaminants dans une lagune MeahiEenne.

Le second objectif était de décliner les informagioobtenues sur les variations

saisonnieres de biomarqueurs pendant un cycleglbggjue de deux ans pour déterminer les
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seuils de base et seuils d'effets des biomarqétudges afin de standardiser l'interprétation des

biomarqueurs dans un programme de surveillanceiBisi€.

A lissu d'une étude expérimentale menée sur deslasode Bizerte en condition
contr6lée nous avons démontré les variations ddismarqueurs (BPH, GST, CAT, MDA,
MN et AChE) de moules exposées a une dose suldatbdd[a]P de 19 g/l suivant un gradient
de température variant de 18 a 26°C pendant 7.jbassrésultats révélent une forte corrélation
entre la réponse des biomarqueurs et les variatiens température chez les moules exposées
uniquement a un gradient de température. Lexposdies moules au B[a]P dans des conditions
thermiques croissantes a permis de caractériskiféaence des profils de bioaccumulation et
la sensibilité des mécanismes de métabolisatigophdse | (Benzo(a)pyréne hydroxylase) et
de phase Il (glutation-S-transférase), de la géacité (MN), et du stress oxydatif (CAT et
MDA). On a constaté que l'augmentation de la teatpée a 24 et 26°C s'accompagne d'une
plus grande bioaccumulation du B[a]P chez la molulactivit¢ BPH plus active pour les
températures inférieures de 18 a 22°C semble coefiune plus grande activité métabolique

pour les températures inférieures a 24°C.

Les températures supérieures a 24°C favoriserdamt une plus forte bioaccumulation
de B[a]P. Ce résultat est intéressant car il eshgaue c'est en hiver que la bioaccumulation
des contaminants est plus élevée a cause des appocbntamination qui augmente et parce
gue les bivalves accumulent de maniére combinée rigserve de glycogene et certains
contaminants comme les lipophiles. Le métabolismetthse Il caractérisé par une inhibition
de l'activité GST a 26°C démontre une plus grarslesibilité aux températures élevées
supérieures a 24°C, ce qui est pertinent danglmmade Bizerte ou les températures montent
a 30°C en été. Les cassures chromosomiques césaegipar la mesure des micronoyaux
démontrent comme la BPH et la GST une forte sditéikil'élévation de température doublant
ainsi le nombre de micronoyaux entre 18° et 26%Cstress oxydatif caractérisé par la mesure
de CAT illustre une induction progressive jusquwaQ puis une chute de l'activité pour les
températures supérieures ou égales a 24°C, sigindiasi une perturbation significative et
probablement le dépassement de la capacité datieguhu-dela de 22°C. Les profils des MDA
et de I'AChE montrent une élévation progressivevasii le gradient de température
caractérisant ainsi une moindre sensibilité de ledigumn que la catalase aux températures

supérieures a 22°C.

L'approche terrain menée pendant deux ans de rearugtinue dans le cadre de ma these

avait pour objectif d'intégrer l'influence combinde la température et d'un cocktail de
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contaminants a des concentrations environnemergates habitat naturel lui-méme influencé

par des variations naturels des facteurs physigoigbes.

L'étude des parameétres physico-chimiques des eatrespond a I'évaluation de la
température des eaux, des teneurs en salinitéatygene dissous. lls évoluent constamment
en fonction des conditions météorologiques et daisonnalité. Les variations mensuelles de
la température des eaux de la lagune de Bizertérenone différence de 20°C entre le mois le
plus froid et le mois le plus chaud. Elle est dieetent liee a la température de l'air, a
I'ensoleillement et aux vents. Le pH moyen annsélde 8,2 des eaux de surface de la lagune
de Bizerte montre que ces eaux de surface sorgussssur une grande période de I'anhée.
salinité de la lagune de Bizerte varie entre 27 3¢9 psu. D’'une maniere générale la salinite
dépend du bilan hydrique, c’est-a-dire des échaagesla mer, des apports d’eau douce et des
pertes par évaporation. En effet, plusieurs trawanixnontré que les apports en eau de la lagune
de Bizerte sont en fonction de la pluviométrie etadefficient de ruissellement du bassin
versant du lac Ichkeul (Kallel 1989 ; Ben Garalakt 2009).

L'observation des parametres physiologiques (leticés de condition et gonado-
somatique) des moules pendant deux ans sur les simsx d’étude a montré une forte
composante saisonniéere et une variabilité intexs8ar les deux sites on constate deux périodes
de pontes consécutives, la premiere a eu lieu tsmae (octobre 2011) et le deuxiéme est
hivernal (février 2012).Ces différentes étapesyalecbiologique de la moule sont observables
sur les deux sites de Menzel Abdelrahmen et deala Bes carrieres, avec des intensités
différentes mais qui reste toute méme synchrones léaemps. Les variations de I'lC chez les
mollusques bivalves constituent des indicateuegyigts des conditions physiologiques de ces
organismes, reflétant les effets de la pollutiodesta qualité de I'environnement auxquels ils
exposeés tout au long de leur développement (Suldtddaximovitch, 1994 ; Dame, 1996 ;
Orban et al., 2001). Le suivi des variations deges de condition et gonadique nous a permis
d’évaluer I'état de santé des moules provenanedg dites d’étude. Nous avons remarqué que
la valeur moyenne de I'IC des moules du site 2adbdie des carrieres est plus élevée par
rapport a celui des moules du site 1 de Menzel khkdmen. Ces résultats liés montrent que la
croissance des moules du site 2 de la baie daérearest plus importante que celle de moules
du site 2 de Menzel Abdelrahmen. De nombreusesgtadt montré que la croissance des
moules pouvait dépendre de divers facteurs abiesig biotiques tels que la composition du
substrat, les conditions hydrodynamiques, les t@niatiques physico-chimiges de I'habitat,
ainsi que la concentration en nourriture (Kleemd@7,3 ; Devescovi, 2009). En considérant,
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'emplacement géographique du site 2, cette faxiessance observée chez les moules du site
2 de la baie des carriéres pourrait étre liéaiahesse de ce site en matiére organique. En effet,
le bilan annuel des échanges d’eau entre la lageiiBézerte et le milieu marin est accompagné
d’un transfert de quantité importante de matieresuspension et de nutriments (Ben Garali et
al., 2009). De plus, il a éte démontré que la sesise des mollusques filtreurs peut étre corrélé
a la disponibilité en nourriture, exprimée en qiténtie matiéres organiques particulaires
(Dame, 1996 ; Bayne, 1998 ; Sara et Pusceda, 2008).

Par ailleurs, bien que la variabilité de I'IC sp@néralement attribuée a des changements
dans la disponibilit¢é en nourriture ou du cycle glamétogenese (Hummel et al., 1996 ;
Pampanin et al., 2005), elle peut aussi étre assbaes épisodes de stress chimiques qui
impliquent une perte de poids des tissus des @yey, liée a une mobilisation des réserves
énergétiques pour leur détoxication (Bayne, 1986dassir et Ansari, 2000). L'évolution dans
le temps de l'indice gonado-somatique (IGS), quilesapport entre I'état des gonades et le
poids corporel, nous a permis de mesurer |'efferreproduction et de situer les périodes de
ponte. La reproduction, le développement et lassanice des bivalves dépendent de l'intensité
de stockage des matiéres de réserves, qui var@sbnsierement pour des raisons

principalement physiologiques (Cossa et al., 199@umus et Stirling, 1998).

Ces changements physiologiques et comportementezxla moule peuvent influencer
sa capacité de bioaccumulation des polluants teddes métaux lourds, les HAPs et les PCBs.
En effet, les fluctuations saisonniéres des tenmétsalliques chez ka moules pourraient étre la
conséqguence liées a la fois a certains facteulsgidpes tels que le cycle de a reproduction, le
meétabolisme, le développement et 'dge (Kamaruzmaetaal., 2011) ainsi qu’a certains
facteurs environnementaux tels que la tempérasglinité et les éléments nutritifs (Sara et
Pesceddu, 2008). Dans ce contexte, nous avonsi atiétablir un suivi des variations
saisonnieres de la bioaccumulation métallique @d,Zn et Ni), des HAPs et des PCBs chez
M.galloprovincialis provenant des deux sites d’étude. Les niveauxiagctumulation des
polluants ont été mesurés dans la glande digedéigsanoules et étaient plus élevés au niveau
du site 1 qu'au niveau du site 2. En effet, les le®prélevées sur la station de Menzel
Abdelrahmen (Site 1) accumulent trois fois plu$idds que les moules de la baie des carrieres
et deux fois plus de PCBs. Ainsi, la variation isies de la réponse des biomarqueurs mesurés
pourraient expliquer la difference entre les niveae bioaccumulation des contaminants
organiques et des métaux traces. Les résultata darlation des biomarqueurs mesurés

montrent une variabilité saisonniere et intersitees biomarqueurs sur deux sites de
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contamination différente permettent de compareaieplitudes de réponses biologiques entre
un site faiblement contaminé et un site fortememtaminé dans le but de discriminer I'effet

polluant des autres facteurs environnementaux.

D’une maniere générale, les études basées slishtitbn d’'une batterie de biomarqueurs
génerent une importante quantité de données qui=ofois difficiles a intégrer pour une
bonne interprétation. Le recours a des indices egamt une intégration cohérente de ces
données permet d’exploiter ces derniéres dans jectdbde gestion de I'environnement
(Beliaeff et Burgeot, 2002 ; Devin et al., 2013ar3 ce travail I'application de I'IBR nous a
permis d’évaluer d'une maniere globale la variatieaisonniere de I'ensemble des
biomarqueurs mesurés chidzyalloprovincialis et de classer les deux sites d’étude en se basant
en premier lieu sur les valeurs de I'IBR obtenuesdant deux cycles annuels et en deuxieme
lieu sur le niveau des polluants chimiques bioaadémdans la glande digestive des moules.
Globalement la variation saisonniere de I'IBR semmétre synchrone entre les deux sites
d’études. Toutefois, les moules du site Menzel Aladhenen s’averent étre plus affectées par la
variation des facteurs environnementaux notamnpant'élévation de la température en été et
baisse de la salinité en hiver associée aux apptetss douce chargée en contaminants
chimiques (Ben Garali et al., 2009 ).

Le second objectif qui visait a proposer pour lanpiere fois des seuils de base et des
seuils deffets sur des biomarqueurs mesurés chemaule M. galloprovincialis. La
détermination des criteres d’évaluation (niveabase BAC et le seuil d’effet EAC) pour cing
biomarqueurs qui ont été mesurés pendant 24 meis d@bs moules de la lagune de Bizerte
nous a permis de représenter les niveaux de répansdesquels on ne prévoit pas des effets
delétéres et ceux pour lesquels des effets sonisfes. Cette approche est aujourd’hui
proposée de maniere similaire aux seuils de congion chimique pour une interprétation
standardisée de la contamination chimique et detsdfiologiques. C'est un enjeu européen de
mise en ceuvre de la DCSMM qui peut constituer wiieo pour le développement sur
I'ensemble du bassin méditerranéen. Il importeadermue les processus utilisés pour le calcul
des BAC et des EAC ont été appliqués avec cohéietmetes les analyses chimiques qui nous
ont permis d’identifier le site Menzel Abdelrahmmomme le site le plus pollué et le site de la

baie des carrieres comme un site moins pollué.

Cette approche n'est qu'une premiere étape vel&fildtion de seuils qui devront étre
confirmer suivant une étude menée suivant une lacpelle géographique a I'ensemble du

bassin méditerranée en tenant compte des typolspéxsfiques des différentes zones cotieres
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comme les lagunes, les baies fermées ou les zitoealés ouvertes, la nature des fonds, le

profil hydrologique et la proximité de sources datamination chimiques.
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Ce sujet de these entre dans le cadre générakcmmmandations de mise en ceuvre par
la convention de Barcelone d'un programme de dlamee en lien avec la directive européenne
DCSMM. Il répond a l'objectif de développement ditateurs biologiques et chimiques pour
la surveillance des contaminants chimiques dansomtexte meéditerranéen impacté par un
changement climatique qui amplifiera les pressibdja existantes des activités humaines sur
I'environnement naturel (modification du cycle teal et de la biodiversité, augmentation de
vague de chaleur et accélération de la désertditatDans I'écosystéme marin la dégradation
des zones cotieres et marines issues de sourgesldigons ponctuelles et diffuses telles que
les rejets domestiques, agricoles et industrietsnme par exemple les eaux useées, les
décharges sauvages , le ruissellement de contatici@miques et les apports atmosphériques

constituent une menace .

Le sujet de these avait pour premier objectif diémales variations saisonnieres de
biomarqueurs combinées a celles d'indicateurs pgiimiques, de marqueurs
physiologiques et de contaminants chimiques suivartdycle de deux ans pour déterminer et
comparer les amplitudes de réponse de chaque paeaaigsi que les périodes temporelles
sensibles. Le facteur température était considéminte un facteur abiotique déterminant du
changement climatique et susceptible d'influendgnifscativement l'effort d'adaptation

meétabolique des moules.

L'étude des variations saisonnieres menées déapuiae de Bizerte permet de confirmer
la sensibilité des biomarqueurs étudiés en labiveatwais aussi de définir les profils temporels
dans un habitat naturel. L'approche terrain comsiti@fluence combinée de la température et
d'un cocktail de contaminants a des concentragonwgonnementales. L'étude intégrée des
parameétres physico-chimiques, des marqueurs pbgsiples (IC et IGS), des biomarqueurs
sur deux sites de contamination différente perneetamparer les amplitudes de réponses
biologiques entre un site faiblement contaminéresite fortement contaminé dans le but de
discriminer l'effet polluant des autres facteurviemnementaux. Bien que persistent de
nombreuses incertitudes liées au terrain, les Iprdg réponse biologique intégrés de I'IBR
obtenus suivant des contaminations variant d'uedfad pour les HAP a 2 pour les PCB et 1.5
pour les métaux, pendant un cycle physiologiquenptent de souligner l'influence des effets
de la température combinés aux effets des pollsmése (juillet 2011, Figure 40) . Les valeurs
maximales d'IBR sont ainsi 2,5 fois plus élevées lsusite 1 le plus pollué de Menzel
Abdelrahmen en été. Cependant des valeurs ded8n@R également élevées en mars 2012

sur le site 1 semblent en lien avec lI'augmentadies apports d'eau douce dans la lagune en
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hiver. Les résultats obtenus montrent d'une pas,lgs biomarqueurs étudiés en laboratoire
sont pertinents pour caractériser un profil d'aglégt métabolique chez la moule de la lagune
de Bizerte. D'autre part, ils montrent que la terajpge est un facteur pertinent en été car elle
provogue une augmentation des effets biologiquestirds. Cependant les apports d’eau douce
chargée de contaminants et la baisse de salini®apcompagne sont également des facteurs

pertinents qui influencent les effets biologiqueseser sur les sites les plus contaminés.

Le deuxieme objectif de ce travail contribue a @wsdin de détermination de seuils
d'exposition et d'effets pour la standardisationr@@onse des biomarqueurs chdgtilus
galloprovincialis en Méditerranée. Il n'existe pas encore de sdatlsrminés pour la DCSMM
dans les lagunes du bassin méditerranéen et seellpramiére approche a été développée en
Espagne sur deux stations des cotes d'Andaloustesains biomarqueurs (Davies et Veetack,
2012). L'étude des variations saisonniéres sukcle cle deux ans apparait la méthodologie la
plus pertinente a développer sur différents si##e.a permis ainsi de proposer des amplitudes
maximales sur le site pollué de Menzel a. qui petivé&re interprétées comme un seuil d'effet.
Les réponses les plus faibles de chaque biomargiéeerminées sur le site le moins contaminé
de la baie des Carrieres permet de proposer un deubase illustrant une régulation
meétabolique normale. Cette approche ne constitume@tape vers la détermination de seuils
spécifiques des différents habitats en méditerrahéevra étre confronté et conforter par des
études menées chez la moule suivant la méme métigielsur d'autres stations marquées par
des typologies spécifiques et des niveaux de cangdions variés. Ce travail a été entrepris en
atlantique Nord-est et il doit-étre mené en méditage pour répondre aux exigences de la
DCSMM. Pour ce faire la stratégie marine de l'uneamopéenne fournit un cadre pouvant
favoriser un renforcement de la coopération eesghys de la méditerranée du nord et du sud.
Parmi les développements utiles a linterprétatdms biomarqueurs comme outils de
surveillance, une autre perspective intéressanta'gypu étre menée dans ce travail, serait la
comparaison des indices composites intégrateufBéReconstruit en atlantique et aujourd’hui
le plus étudiés en Europe et l'indice du syndromstress (Viarengo et al., 2007) construit en
méditerranée et proposé dans le cadre du MEDPOL.

Enfin, I'écosystéme lagunaire est un milieu complelans lequel les effets de facteurs
biotiques et abiotiques sur la chaine trophiquswgeerposent. A cause de cette complexite,
l'interprétation des résultats sur les effets yadoes demande de prendre en compte des études
complémentaires sur des sites variés. La déterinmee seuils d'interprétation constitue ainsi

un enjeu majeur pour une interprétation standaedies données chimiques et biologiques en

162



Conclusion & Perspectives

surveillance de I'ensemble du bassin méditerrdrié@isation de la moule comme organisme
sentinelle est probablement une des approchesdasphple et la moins colteuse dans sa mise
en ceuvre, ce qui constitue un critere importantr pausurveillance en méditerranée.
L'intégration de la méthodologie OSPAR pour des leowe meéditerranée constitue une
démarche pertinente qui a été éprouvée en Atlamtiflle permet également de tester la
faisabilité et la pertinence de biomarqueurs suppl#aires a ceux proposés par le programme
de surveillance MEDPOL. Enfin, Lensemble de cesheeches devrait permettre d’élargir la
batterie des biomarqueurs notamment les biomarquieureprotoxicité et d’histopathologie de
maniere a caractériser plus finement la gamétoget€s moules sur différents sites dans la

perspective d’une meilleure évaluation de la géaiologique des habitats.

Par ailleurs, en matiére de perspective d'une Blamvee intégrant chimie et biologie, il
serait intéressant d'élargir les trois famillezdetaminants persistants classiguement mesurées
(PCB, PAH, métaux) par l'analyse de contaminamigrgents de type pharmaceutiques,
pesticides, nanoparticules, retardateurs de flammeso plastiques dans l'objectif d'évaluer
leur niveau de concentration et d'affiner la régonbiologiques qui pour le moment est

interprétée en référence a une contamination gtobapartir de seulement trois familles

chimiques.
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Résumeé

L’application d'une approche intégrée chimie et biologie permet d’évaluer la qualité
environnementale des milieux aquatiques en général et d’'une lagune en particulier. La
biosurveillance permet d’évaluer les effets dans le temps et dans I'espace de la présence
de 'ensemble des contaminants et autres facteurs de stress dans le milieu naturel.
L’influence de la température sur la réponse des biomarqueurs a été étudiée dans des
conditions expérimentales sur des moules de la lagune de Bizerte exposées a du
Benzo(a)pyrene. Des expérimentations in situ nous ont permis de suivre les variations
des mécanismes biochimiques et physiologiques chez la moule Mytilus galloprovincialis
provenant de deux sites peu et fortement contaminés de la lagune de Bizerte. Une
approche couplant les interactions entre les facteurs abiotiques et biotiques dans
I'espace et le temps a permis d’identifier I'élévation de température en période estivale
et 'effort de ponte comme parametres les plus impactant de la réponse métabolique
d’adaptation. La réponse métabolique d’adaptation est basée sur un suivi mensuel
pendant deux cycles saisonniers, d’'une batterie de biomarqueurs d’exposition et d’effet
(la benzopyrene hydroxylase, la glutathion S-transférase, les protéines de résistance aux
multixénobiotiques, I'acétylcholinestérase, la catalase, le malonedialdéhyde, la stabilité
des membranes lysosomales et les cassures des brins d’ADN (test Comet)) et des
marqueurs physiologiques (indices de condition et gonadique) sur deux sites peu et
fortement contaminés par les métaux lourds, les hydrocarbures aromatiques
polycycliques et les polychlorobyphenils. L’étude mensuelle sur deux cycles saisonniers
a également permis (1) d’appliquer l'indice de réponse biologique (IBR: Integrated
Biological Response) pour une interprétation intégrée des biomarqueurs en cas
d’exposition chronique et (2) de proposer des seuils sans effets (BAC: Background
Assessment Criteria) et des seuils avec effets des contaminants chimiques (EAC:
Evaluation Assessment Criteria) dans l'objectif de standardiser l'interprétation des

biomarqueurs en surveillance d'une une lagune méditerranéenne du nord de la Tunisie.

Mots-clés: approche muti-biomarqueurs; Mytilus galloprovincialis; variations
saisonnieres; milieu lagunaire; Integrated Biomarker Response; Background

Assessment Criteria ; Environmental Assessment Criteria



Abstract

The assessment of the environmental quality of aquatic ecosystem used an integrated
approach of chemistry and biology. The influence of temperature on the Response of
biomarkers has been studied in experimental conditions on mussels from the Bizerte
lagoon exposed to Benzo [a] pyrene. In situ experiments have allowed us to track
changes in biochemical and physiological mechanisms in the mussel Mytilus
galloprovincialis from two little and heavily contaminated Bizerte lagoon sites. Spatial
and seasonal variations in a battery of biomarkers were analyzed in relation to
environmental parameters. Approach coupling interactions between abiotic and biotic
factors in space and time identified the rise in temperature in summer and effort laying
the greatest impact as parameters of metabolic adaptive response. The metabolic
response of adaptation is based on an monthly monitoring for two seasonal cycles, a
battery of effect and exposure biomarkers (benzopyrene hydroxylase, glutathione S-
transferase, multxenobiotics resistance, the acetylcholinesterase, catalase,
malondialdehyde, the stability of lysosomal membranes and DNA strand breaks (Comet
assay)) and physiological markers (condition and gonadic indices) on two sites and
some highly contaminated by heavy metals, polycyclic aromatic hydrocarbons and
polychlorobyphenils. The monthly survey of two seasonal cycles also allowed (1) to
apply the biological response index (IBR : integrated biological response) for an
integrated interpretation of biomarkers for chronic exposure and (2) to propose
thresholds no effect (BAC : background assessment criteria ) and thresholds with effects
of chemical contaminants (EAC : Environment assessment criteria ) with the aim of
standardizing the interpretation of biomarkers in monitoring a Mediterranean lagoon in

northern Tunisia.
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