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Résumé :

L’objectif principal de cette étude était d’évaluer la bioaccumulation de deux éléments traces
métalliques (Cd et Hg) et les effets toxique qu’ils induits sur le taux des vitéllogénines au niveau
des gonades, apres 1’exposition d’une espéce bioindicatrice de la pollution marine la moule
Mytilus galloprovincialis a deux concentrations (100 et 1000 pg/1), reflétant des niveaux de
pollution potentiellement rencontrés dans les environnements marins contaminés, cette étude a
été compléter par une étude histopathologique des gonades males et femelles.

Les résultats de cette étude indiquent que I’exposition au Cd et Hg a des effets reprotoxiques

néfastes sur Mytilus galloprovincialis. Ces effets se manifestent par :

- Un potentiel d’accumulation important de cadmium et du mercure dans les gonades, indiquant
une capacité a absorber et a retenir ces contaminants.

- L’accumulation du cadmium est plus importante que celle du mercure et les males sont plus
sensibles que les femelles.

- Une perturbation de la vitellogénine qui joue un réle crucial dans la reproduction des
mollusques. Son altération significative par les deux métaux suggere une perturbation
potentielle de la fonction reproductrice.

- Des dommages tissulaires observés dans les gonades des moules. Ces anomalies suggerant
que I’exposition aux particules métalliques pourrait perturber la spermatogénese et I’ovogénese,
il semble donc évident que les deux métaux exercent un effet toxique sur la reproduction des

bivalves.

Mots clés : Mytilus galloprovincialis, bioaccumulation, cadmium, mercure, vitellogénine,
histopathologie.



Abstract:

The main objective of this study was to evaluate the bioaccumulation of two trace metal
elements (Cd and Hg) and their toxic effects on vitellogenin levels in gonads after exposure of
the marine pollution bioindicator species, Mytilus galloprovincialis, to two concentrations (100
and 1000 ug/l). These concentrations reflect potential pollution levels encountered in
contaminated marine environments. The histopathological examination of male and female
gonads complemented the study.

The results indicate that exposure to Cd and Hg has detrimental reproductive toxic effects on
Mytilus galloprovincialis, including:

- Significant accumulation of cadmium and mercury in gonads, indicating the capacity to absorb
and retain these contaminants.

- Cadmium accumulation is higher than mercury in both sexes, with males being more sensitive
than females.

- Disturbance in vitellogenin, which plays a crucial role in mollusk reproduction. Its significant
alteration by both metals suggests potential disruption of reproductive function.

- Tissue damage observed in mussel gonads, indicating that exposure to metal particles could
disrupt spermatogenesis and oogenesis, thereby demonstrating toxic effects on bivalve
reproduction.

Key words: Mytilus galloprovincialis, bioaccumulation, cadmium, mercury, vitellogenin,

histopathology.
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1. Introduction :

Depuis la révolution industrielle, notre environnement ne cesse de se détériorer. En
effet, les activités industrielles, urbaines, agricoles et routieres, sans cesse croissantes, sont a
I'origine de nombreuses modifications des écosystémes. Ce changement de 1’état naturel, da
aux différents polluants d’origine anthropique, pose de graves répercussions sur la santé
humaine et environnementale (Miquel, 2001).

Les contaminants rejetés dans I’environnement finissent par se retrouver plus ou moins
rapidement dans les milieux aquatiques, en particulier estuariens et cétiers ou ils peuvent avoir
des effets a court et a long terme (Burton, 1992). Le milieu marin et plus particulierement les
zones coOtieres sont soumis a toutes sortes de pollutions d’origine terrigéne et marine. En effet
les pollutions anthropiques dues aux apports de substances chimiques par le vecteur des voies
fluviales, des vents, de I'air en basse altitude ou des rejets directs, sont les principales sources
de dysfonctionnement des écosystémes marins. Les contaminants majeurs, dont certains sont
également d’origine naturelle, sont regroupés en plusieurs familles: les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAPS), les chlorophénols, les polychlorobiphényles (PCBs), les
hexachlorohexanes, les hexachlorobenzénes, les dioxines, les organoétains, les pesticides
organophosphorés, les insecticides organophosphoreés, les carbamates et les métaux lourds tels
que le cadmium, le mercure, 1’argent, le plomb, le zinc, le cuivre ou le fer (Vidal, 2001).

Le cadmium (Cd), I’un des métaux les plus toxiques, est un contaminant persistant qui
s’accumule dans I’environnement. De grandes quantités de ce métal sont libérées chaque
gagnée dans les différents compartiments environnementaux et peuvent constituer une menace
significative pour 1’écosystéme (Pacyna et al. 1995). Ces émissions de Cd proviennent de la
combustion du charbon, ainsi que de I’incinération des huiles et des égouts (Nordberg, 1995),
il est répandu dans I’environnement des estuaires et des cotes. Les sources anthropogénes du
Cd dues a la pollution des estuaires, ont suscité beaucoup plus d’attention (Roesijadi, 1996).
Cependant, les sources naturelles sont également trés importantes et peuvent étre liées a
I’écoulement des fleuves dans les sols riches en Cd, du lessivage des roches ou du dépot de
diatomées en sédiment marin (Gesamp, 1987 ; Frew et al. 1997). La concentration élevée du
Cd est extrémement toxique aux organismes aquatiques et les niveaux sublétaux peuvent, de
maniere significative, affecter leur physiologie (Sokolova, 2004 ; Sokolova et al, 2004).

Le mercure est le seul métal qui se bioaccumule a travers tous les niveaux des réseaux
trophiques (Lawson et Mason, 1998 ; Blackmore et Wang, 2004). L’amplification est beaucoup

plus efficace pour le CHsHg+ que pour I'Hg inorganique qui s’associe aux membranes
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cellulaires et non dans le cytoplasme a partir duquel il est assimilé par les organismes prédateurs
(Mason et al, 1996). Le mercure est utilisé par I’homme dans de multiples domaines. Il a été
largement utilisé dans ’agriculture (pesticide), comme fongicide pour les papeteries et les
industries de peinture, pour le traitement des minerais d’or et d’argent, dans 1’industrie

catalytique et I’¢lectrolyse (Lindqvist, 1991).

La recherche environnementale, initiée dans les années 60, a révélé que beaucoup

d’organismes peuvent accumuler certains toxiques entrainant des concentrations corporelles
beaucoup plus élevées que celle présente dans leur environnement (Portmann, 1975). Les
concentrations corporelles en contaminants peuvent étre ultérieurement utilisées pour en
évaluer leur absorption par les organismes vivants et 1’augmentation de la concentration d’un
polluant depuis I’environnement vers 1’organisme (bioaccumulation) ou certains tissus vont
avoir un réle prépondérant, en séquestrant de facon préférentielle le polluant.
Plusieurs programmes de surveillances dans le monde utilisent «des especes sentinelles» telle
que les moules et les huitres (programme américain- the Mussel Watch Project (Bayne, 1999)
et dans le méme esprit le Réseau National d’Observation de la qualité du milieu (RNO) crée en
France par 'IFREMER et le ministére de l’environnement en tant qu’indicateurs de
contaminants dans les environnements marins et estuariens. Les espéces bioaccumulatrices
retenues comme bioindicateurs sont en général des especes sessiles, abondantes, relativement
résistantes aux toxiques et d’une durée de vie suffisante ce qui leur confére une capacité
d’intégration des variations de la qualité du milieu (Amiard et al, 1989).

Les mollusques, notamment les bivalves, sont des modeéles biologiques tres utilisés en
écotoxicologie en tant que bioindicateurs de la pollution (Miller et al, 2000), car ils peuvent
accumuler une quantité importante de polluants dans leurs tissus (Levingstone, 1993) par voie
directe, via une contamination de la colonne d’eau ou par voie trophique, via I’ingestion des
particules contaminées (algues, bactéries). A cet effet, ce sont d’excellents modeles
représentatifs des écosystémes qui reposent avant tout sur les capacités a interagir avec leur
environnement aquatique et a concentrer les polluants en relation avec une forte tolérance
(Boening, 1999; Beeby, 2001). En plus de leur intérét dans I’é¢tude de la contamination du
systéme aquatique, les bivalves sont des espéces comestibles et constituent un excellent aliment
facilement digestible, de haute valeur nutritionnelle (aliment hydrocalorique apportant des

Acides aminés essentiels), riche en éléments minéraux et vitamines.
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Dans le monde, la production des bivalves est plus importante que celle des crustacés ; elle
occupe la deuxiéme place aprés celle des poissons et représente les ¥ de la production des
mollusques

La présente étude vise a évaluer en conditions contrdlées de laboratoire les effets
reprotoxiques de deux eléments traces métalliques (cadmium et mercure) sur un organisme
bioindicateur et bioaccumulateur de la pollution marine la moule Mytilus galloprovincialis
aprés une durée d’exposition de 21 jours a (100 et 1000ug/1) notre travail a pour objectif :

D’analyser l'accumulation des deux métaux (cadmium et mercure) mesurables a 1’état
de traces au niveau des gonades males et femelles de M. galloprovincialis.

D’¢étudier les variations d’un biomarqueurs d’exposition et d’effet la vitellogénine au
niveau des gonades femelles.

Cette étude a été compléter par une étude histopathologique au niveau des deux gonades

pour vérifier I’impact tissulaire.
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2. Matériel Et Méthodes

2 .1 Matériel Biologique

2.1.1 Présentation de ’espéce

La moule méditerranéenne Mytilus galloprovincialis est un mollusque bivalve qui possede

une charni¢re munie d’une ou deux dents ; frequemment une dans la valve gauche et deux dans
la valve droite. Les muscles rétracteurs du pied et muscles rétracteur du byssus forment une
empreinte médiodorsale sur la coquille, le muscle rétracteur postérieur du byssus a une
empreinte bien visible et adjacente a celle de 1’adducteur postérieur, I’intérieur des valves est
nacré, blanc rosé (Figure. 2). Elle peut atteindre une longueur maximale de 18 cm. On la
rencontre dans les substrats durs de 1’étage infralittoral et jusqu'a 100 m de profondeur. P. parna
est une espéce largement répondue dans le monde puisqu’on la rencontre dans le monde sur les
cotes Est et Ouest de 1’atlantique tropical et subtropical, en Amérique du Sud et sur les bords

de la Méditerranée (Afrique du Nord : Algérie, Tunisie, Maroc).

Figure 01 : Mytilus galloprovincialis

2.1.2 Position systématique : La classification des Mollusques repose sur des criteres
anatomiques discriminant les grands axes taxonomiques, auxquels s’ajoute la distribution
géographique. Le genre Mytilus, de la famille des Mytilidés (Pélécypodes) est principalement
défini par la forme de la coquille, en particulier par son embout en position terminale. L espéce

Mytilus galloprovincialis, dite moule méditerranéenne (Lubet, 1959), est un Mollusque
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bivalve, dont la biologie est parfaitement connue (Naciri, 1998 ; Narbonne et al., 2005). La

classification de la moule, Mytilus galloprovincialis s’établit comme suit (Turgeon et al., 1998)

e Regne : Animal
e Sous-régne : Bilateria
e Phylum : Mollusca
e Classe : Bivalvia
e Sous-classe : Ptériomorphia
e Ordre : Mytiloida
e Famille : Mytilidae
e Genre : Mytilus
e Espéce : galloprovincialis
2.1.3. Biotope, Mode Alimentaire :
2.1.3. a) Biotope :
La moule méditerranéenne est présente en groupes serrés le long du littoral, dans la
Zone intertidale, souvent dans les eaux éclairées et battues, juste sous la surface. La limite
supérieure correspond a la limite de dessiccation lors de I'émersion ; la limite inférieure dépend
de la compétitivité avec d'autres especes.
Elle vit fixée par son byssus aux substrats solides comme la roche ou d'autres supports, tels que
les cordages, ou encore d'autres moules. C'est une espéce sessile. Elle supporte de rester hors
de I'eau un certain temps car elle garde une réserve d'eau entre ses deux valves (Gosling, 1992).
Selon Stellio. (2005), on distingue parmi les caractéristiques des moules :
v' Capacité de bioaccumulation
La moule M. galloprovincialis accumule des métaux avec un facteur de concentration de 10% &
100
v' Caractére intégrateur d'une espece
La moule M. galloprovincialis a une espérance de vie relativement grande.
v' Critére de représentativité
La moule M. galloprovincialis est sessile et subit des déplacements mineurs au cours de sa vie.
Elle s'étend sur une large aire de distribution. Elle est résistante au stress pour étre présente et
permettre la surveillance des milieux les plus pollués, et elle est euryhaline.

v" Faisabilité de la bio-surveillance
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Elle a une taille suffisante et elle est en abondance (la collecte et le traitement des échantillons
doit étre facile).
v Leur consommation par I’homme, donc vecteur de contamination, facilité la collectées

et la possibilité de les transplanter

2.1.3. b) Le mode alimentaire

La Mytilus galloprovincialis est un animal microphage, cela signifie qu’elle se nourrit de
petites particules en suspension dans I'eau de mer. Pour se nourrir, la moule filtre I'eau de mer
a travers ses branchies et récupere les particules alimentaires qui y sont retenues. Ce sont les
algues microscopiques, le phytoplancton, bactéries et débris organiques qui constituent

I’essentiel de sa nourriture (Bouchard, 2004).

2.1.4. Cycle de développement d’un bivalve

2.1.4. a) Maturité

L'age des animaux ayant atteint la premiére maturité sexuelle est variable ; il dépend de
la saison de fixation du naissain et des facteurs du milieu agissant sur la croissance et le
métabolisme (nutrition, température, salinité, zonation, etc.). D'apres les observations, cet age
se situerait entre 5 et 8 mois apres la fixation, les animaux atteignant alors des tailles comprises
entre 15 et 35 mm de longueur. Les individus fixés en automne peuvent étre murs a la fin de
I'niver ou au printemps de I'année suivante (6 a 8 mois) ; ceux fixés au printemps au début de
I'automne (5 a 6 mois). La taille atteinte par ces animaux au moment de la premiére maturité
sexuelle est tres variable ; elle est plus importante dans les stations infralittorales ou I'apport
nutritionnel est important. Une fois instaurée, I'activité sexuelle de I’animal durera toute sa vie,
avec de bréeves périodes de repos (stade 0) de 1 a 2 mois pendant lesquelles le gonades régressent
fortement alors que la masse viscérale et le manteau sont envahis par des cellules de reserve
renfermant lipides et glycogéne.
Pendant le cycle sexuel annuel (Lubet, 1959), la gonade passe par des périodes de gamétogénese
intense aboutissant a la ponte ou a I'éjaculation puis apres I'émission des gameétes, elle est a
nouveau le siege de phénomeénes de restauration pouvant aboutir aprés un temps minimum d'un
mois a une nouvelle phase de maturite, Un méme animal peut donc pondre plusieurs fois

pendant son cycle sexuel
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2.1.4. b) Fécondation

La fécondation est externe et se fait dans 1’eau de mer. Toutefois, il est fréquent
d’observer dans les mouli¢res que beaucoup d’animaux libérent leurs gamétes simultanément
(Lubet, 1959), Dans ce cas, la fécondation peut avoir lieu dans la cavité palléale mais il n’y a
jamais d’incubation des germes ou larves, Ce synchronisme dans 1’émission des gametes a été
expliqué (Lubet, 1959) par I’action de stimuli externes qui déclencheraient 1’¢jaculation chez
les males murs ; Le sperme actif semblerait secréter ou véhiculer une substance qui stimulerait
électivement la femelles mlres entrainant la ponte, ce qui faciliterait la fécondation. Il est
difficile de dire si cette substance est réellement liée au sperme (Lubet, 1959) ou s’il ne s’agit
pas d’une phéromone libérée en méme temps que les gametes.

2.1.4. c) Gonades :

Les gonades ne constituent pas un organe anatomiquement distinct chez les Mytilidées
mais sont formées de tubules envahissant la masse viscérale et le manteau, il est donc
impossible d'établir des relations entre leur poids et celui de I'animal, son &ge ou sa longueur.
Toutefois, il nous a paru important de préciser I'évolution histologique et cytologique de ces
gonades grace a laquelle nous avons pu établir une échelle de stades (Lubet, 1959).

*Stade 0 :

Il correspond a la période de repos sexuel qui est tres bréve chez Mytilus
galloprovincialis
*Stade | :

Repérable chez les animaux accomplissant leur premier cycle sexuel et chez les moules
ayant terminé la phase de repos sexuel (stade 0). Dans tous les cas ,cette étape est tres rapide et
peut étre caractérisée par l'aspect particulier du manteau, on observe chez les jeunes animaux
la formation de tubules gonadiques qui envahissent la masse viscérale et le manteau
(multiplication des gonocytes et des spermatocytes ou ovocytes) (Le Gall, 1971), chez les
animaux ayant terminé la phase de repos sexuel, ce stade correspond a la restauration des
tubules gonadique qui redeviennent apparente mais restent encore noyes dans le tissu de réserve
inter- folliculaire
*Stade 11 :

Il correspond a la phase de gamétogénese intense (fin de 1'ét¢ début de 1’automne). On
peut repérer dans la gonade male toutes les images cytologiques de la spermatogénese et de la
spermiogénése (présence des différentes catégories cellulaires : spermatogonies, spermatocytes

1 et 2, spermatides et quelques rares spermatozoides non fonctionnels). Spermatides et
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spermatozoides sont disposées en travées rayonnantes caractéristiques. Chez les femelles,
toutes les étapes de I'ovogéneése sont présentes : ovogonies, jeunes ovocytes en prévitellogénese
au cytoplasme riche en R.N.A., ovocytes a différents degrés d'accroissement mais encore
fortement enracines sur la paroi du tubule. 1l n'existe pas de cellules folliculaires. On observe
également la réduction du tissu de réserve interfolliculaire (cellule adipo granuleuses et cellules
vésiculeuses).

*Stade 111 A-1:

Ovogénese et spermatogénese sont pratiqguement terminées, les gonades ayant alors
atteint leur état maximum de réplétion. Le poids des animaux est alors maximum ainsi que leur
teneur en glucides, lipides et azote (Boucart et Lubet, 1963). Toutefois, ces animaux sont encore
incapables de pondre ou d'éjaculer. Les tubules méales renferment presque uniquement des
spermatozoides non fonctionnels et quelques spermatogonies sur les parois ; les spermatozoides
sont encore disposés en travées rayonnantes. Chez les femelles, a part quelques ovogonies et
ovocytes en prévitellogénése repérables sur les parois, toute la lumiére du tubule est occupée
par des ovocytes (50-60 micron) a contours polygonaux, fortement intriqués entre eux et bien
enracinés sur la paroi.

*Stade 111 A-2 :

Ce stade "instable" (Lubet, 1959) est fondé sur des caracteres cytologiques et
physiologiques. Les animaux sont excitables et répondent par la ponte ou I'éjaculation aux
stimuli externes. Cytologiquement, les tubules males sont caractérisés par une répartition
homogéne du sperme qui est actif dans I'eau de mer. Chez les femelles, les ovocytes ont perdu
leur forme polygonale. Le contour de la vésicule germinative s'est estompé et le pédoncule est
devenu trés gréle. Tout se passe comme si la perméabilité cellulaire s'était modifiée permettant
la turgescence des ovocytes.

*Stade 111 B :

"Spent". La ponte ou I’¢jaculation peuvent étre totales ou partielles. L'examen
histologique montre un tres grand nombre de tubules vides ne renfermant plus que des gameétes
résiduels. Toutefois, les cellules germinales, les ovogonies ou spermatogonies commencent a
se multiplier de fagcon importante. Le manteau est devenu trés mince, les teneurs en glucides et
lipides totaux minimales, les animaux sont alors trés fragiles.

*Stade I11 C :
Il correspond a la restauration de la gonade aprés I'émission des gametes. Les séquences de la

gamétogénese décrites pour le stade Il se retrouvent avec les mémes images cytologiques.
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Toutefois ce stade différe du stade Il par la présence de tubules gonadiques de grande taille et
I'absence ou l'extréme réduction des cellules de réserve intra tubulaires (cellules
adipogranuleuses et cellules vésiculeuses a glycogéne). 1l se situe toujours aprés une phase de
maturité, sans l'interruption due au repos sexuel. Chaque animal peut présenter au cours du
cycle sexuel deux a quatre phases de restauration qui conduisent a une nouvelle maturité (stades
11l A-1 et A-2).

L'amplitude de la phase de restauration diminue vers le mois de mai, la quantité de gametes
produits devenant de plus en plus faible. Finalement, en juin ou juillet, le volume des tubules
diminue considérablement, les espaces entre les tubules étant envahis par des amibocytes qui
sont vraisemblablement & l'origine des cellules de réserve de type adipogranuleux.

Les cellules vesiculeuses se multiplient au cours du printemps et de I'été, leur cycle semblant

indépendant de celui du cycle sexuel (Boucart et Lubet, 1963).

Larve trochophore

o Gastrula
Blastula

—

N

Larve véligére

,4/_* . I \ Larve D

l!‘.f
Embryon - \
(+()
(o) Larve pédivéligére

€ | FECONDATION
s EXTERNE
w ~3
>

SR

3 Spematozoides METAMORPHOSE

Larve pfanﬂgra:/
Ovocytes gg ‘ Gh&
4 —
; : d ‘__/Iuvénh'e (naissain)
2 o

] Adultes
w
= Q substrat

Figure 02 : Cycle biologique des moules
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Tableau 01 : Cycle de reproduction chez la moule M. galloprovincias

Stade Phase
Stade 0 Le stade repos
Stade | La gamétogénese
Stade | Les gamétes sont mures
Stade Ill a Les gamétes sont mures
Stade Il b Début de ponte

1.2.5. Morphologie et Anatomie

1.2.5. a) Morphologie
Les moules peuvent bouger grace a leur pied. La glande abyssale sécréte les filaments

du byssus qui permettent leur fixation aux substrats. Les branchies sont deux paires de grandes
plaques composées par un grand nombre de filaments paralléles qui filtrent les particules de
nourriture a partir de I'eau. Une moule de 5 cm de longueur peut filtrer 5 litres/heure. La
digestion prend place dans la glande digestive (de couleur brun-vert) située dans le centre du

corps. Les moules se nourrissent de phytoplanctons et de matiere organique.

Coté antérieur

Face
dorsale

Face
ventrale

[ Boutonniére |

Coté postérieur

Figure 03 : Morphologie externe d’une moule "vue du coté droit” (HIS et CANTIN, 1995)
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1.2.5. b) Anatomie

L’anatomie et la fonction physiologique des différents organes de Mytilus galloprovincialis

sont détaillées ci-dessous :

Coquille : Les moules contiennent deux valves lisses ou coquilles extérieures protectrices
(Fig.1), ces coquilles sont de couleur noire bleuatre et sont maintenues ensemble par une
petite charniere droite (Barhoumi, 2014), permettant la sauvegarde de la masse viscérale
(Kamel, 2014).

Le pied et le byssus : Le pied est inséré en avant de la bosse viscérale, il est comprimé
latéralement et prend I’aspect d’un sac « soc de charrue ». Ces mouvements sont assurés
par des muscles protracteurs et rétracteurs, pairs, antérieurs et postérieurs, qui s’insérent
symétriqguement sur la face interne des valves de la coquille en avant des muscles
adducteurs (Beaumont et Cassier, 2004). A sa base se trouve la glande du byssus qui
synthétise des filaments (byssus) responsable de la fixation de la moule a son substrat. Une
fois qu’ils sont sécrétés, les filaments se solidifient au contact de 1’eau de mer (Kamel,
2014).

Les branchies : Sont une caractéristiqgue majeure des lamellibranches. Elles consistent de
grands organes en feuillets opérant deux séries de phénomenes, la respiration et la filtration
de la nourriture a partir de I’eau. Deux paires de branchies sont localisées sur chaque coté
du corps (Kamel, 2014).

Le muscle : La fermeture générale des valves est assurée par deux muscles adducteurs
(antérieur et postérieur). Ces muscles sont antagonistes du ligament, qui grace a son
¢lasticité assure I’ouverture de la coquille (Kamel, 2014).

La glande digestive : Cet organe est encore appelé hépatopancreas car il joue chez cet
invertébré un role analogue au foie des Vertébrés, elle assure la digestion et 1’absorption
des aliments captés par les branchies (Pagliassoti, 1994).

Le manteau : Il enveloppe tous les organes auxquels il est rattaché au niveau du muscle
adducteur, de la masse viscérale et des branchies. Il est composé de deux lobes palléaux, il

a plusieurs fonctions (Gagnaire, 2005) :

— Sa fonction premiére est la sécrétion de la coquille.

— Il assure également des fonctions sensorielles tactiles (terminaisons nerveuses) et visuelles

(ocelles et osphradies).

11
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— Il intervient également dans la nutrition, en participant, au premier tri des particules

extérieures.

— Il participe au stockage de matériaux de réserve (lipides, glycogene), a la fonction

respiratoire, a la dissémination des gameétes et a la défense par la formation de mucus.

— Il représente I'une des premicres barri¢res a 1’agression par des facteurs externes.

Coté postérieur
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Face dorsale Face ventrale _foie
pled \
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o Byssus byssus ¢ Rt
muscle
Valve gauche anus
z si
Piad manteau
branchies
Colé antérienr Colé postérieur

Figure 04 : Anatomie interne et externe de la moule Mytilus galloprovincialis (Khelil, 2007).

L’hémolymphe : C’est I’équivalent du plasma des Vertébrés. Chez la moule, ce
compartiment correspond essentiellement du point de vue de sa composition saline a
I’eau de mer environnante (Lubet, 1969). Il contient aussi quelques protéines et des
lipides, circulant sous forme de globules ou de vésicules (Martin et al., 1970)

Les hémocytes : Ce sont les cellules circulant dans 1’hémolymphe et présentant des
caractéristiques de certains leucocytes des Vertébrés. Ce sont des cellules totipotentes,
2.1.5. ¢) Respiration

La respiration se fait par I’intermédiaire des branchies chez les mollusques vivant dans

les eaux douces ou salées. Pour les Lamellibranches, les branchies se présentent sous la forme

de deux lames placées de chaque coté du corps ; en arriére se trouve deux tubes nommés

siphons, dont I’un est destiné a amener aux branchies 1’eau nécessaires a la respiration et I’autre

a rejeter le liquide aspiré.

Lorsque la moule est dans 1’air, sa coquille reste en permanence fermée mais lorsqu’elle est

dans I’eau, sa coquille reste en permanence entrouverte. Dans 1’eau, les moules respirent avec

deux paires de branchies qui portent de trés nombreux cils. Les battements permanents de ces

12
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cils créent constamment un courant d’eau a I’intérieur de la coquille. Ainsi, les branchies

peuvent absorber le dioxygene contenu dans 1’eau (Kantin et pergent-martini, 2007)

2.1.6 Répartition géographie

La nutrition est un parameétre important dans la répartition des moules qui proliferent
généralement dans les zones riches en phytoplancton, en matiéres organiques dissoutes ou en
suspension et en bactéries (Lubet, 1973).

La moule Mytilus galloprovincialis est trouvée dans toute la zone méditerranéenne, avec
également des populations sur le littoral de I'Afrique australe ; de la frontiére namibienne a Port
Alfred (Branch et al., 2005). C'est une espece tres abondante qu'on trouve en Mer Noire, en mer
Adriatique, en Méditerranée septentrionale et méridionale. Elle se rencontre également en
Manche occidentale et en Atlantique. En Tunisie, elle occupe la facade nord du pays depuis
Tabarka jusqu'a la pointe du cap - Bon qui semble marquer la limite orientale de son aire de
distribution (Dellali, 2001).

Figure 05 : Répartition géographique de la moule M. galloprovincialis dans le monde

2.1.7. Ecologie
La moule méditerranéenne est répandue sur les cOtes espagnoles, frangaises et
italiennes. C'est d'ailleurs sa zone d'origine, a laquelle il convient d'ajouter les cotes adriatiques

et la mer Noire.
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En Atlantique, on la retrouve le long du Portugal, de I'Espagne et de la France jusqu'en
Bretagne, ainsi qu'autour des fles Britanniques. Elle est aussi signalée aux Pays-Bas, en
Wadden See.
Elle a également colonisé, volontairement ou non (transportée par les eaux de ballast et coques
des bateaux), de nombreuses autres cotes : la cote atlantique de I'Afrique du Sud (1980), les
cotes pacifique et atlantique de I'Amérique du Nord. Elle est alors considérée comme une
espéce invasive : elle est en effet beaucoup plus robuste que les espéces indigénes (trés
résistante a I'émersion).
Elle est également élevée en Chine et au Japon., ainsi elles supportent des températures de 13°C
en hiver et entre 27 et 28°C en été et des salinités comprises entre 7 et 40 % (Lubet et Chappuis,
1966).

2.1.8. Localisation et présentation du site d’échantillonnage

Le site d’échantillonnage choisi (37° 04,60 N : 07° 23,46’E) est situ¢ en mer ouverte
dans la baie de Chetaibi, sur la cote Nord-est du cap Tekouche, le long des calanques (figure.
6). Il est également accessible par un sentier qui débouche directement sur le port du village. A
Chetaibi, la population locale est de 1’ordre de 15000 habitants et se concentre dans le village
Jouxtant le port de péche artisanale, le commerce et une agriculture et un élevage de
subsistance. Le relief trés accidenté d’origine volcanique est recouvert de maquis et massifs
forestiers trés denses ou 1’on retrouve quelques parcelles agricoles. Aucune activité industrielle

n’est présente dans la commune.

Figure 06 : Localisation du site d’échantillonnage Chetaibi par Satellite (Google, 2024)
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2.2. Matériel Chimique
2.2.1. Présentation des deux xénobiotique
2.2.1. a) Le cadmium

* Propriétés fondamentales : Le cadmium a une grande résistance a la corrosion ; son
point de fusion est bas ; il a une bonne conductivité de 1’électricité ; ses produits dérivés ont
une bonne résistance aux fortes températures ; il présente des caractéristiques chimiques
proches de celles du calcium, en particulier le rayon ionique, facilitant ainsi sa pénétration dans
les organismes (Borchardt, 1985). Le cadmium est un élément rencontré en milieu aquatique
sous diverses formes physiques (dissoute, colloidale, particulaire) et chimiques (minérale ou
organique). Un ensemble de variables physicochimiques du milieu (salinité, pH, potentiel
redox, caractéristiques seédimentologiques, nature géochimique des particules, concentration
en chlorures) gouvernent les transformations du cadmium dans I’environnement (Gonzalez et
al ., 1999 ; Chiffoleau et al ., 2001). La distinction entre les trois formes dissoutes, colloidales
et particulaires (Tableau 1.5) se fait par filtration et ultrafiltration, dont les seuils sont fixés
arbitrairement en fonction de leur taille :

- les formes dissoutes : (< 1 nm) de cet élément en milieu aquatique sont des especes libres
(Cd2+) et formées par des associations (complexation) de cadmium avec des composés
(ligands ou complexant) minéraux ou organiques. Contrairement au mercure, 1’ion libre du
cadmium se trouve majoritairement dans le milieu. Ainsi, a8 pH=8, la quasi-totalité du cadmium
est présent sous forme Cd2+. Plus la salinité augmente, plus la concentration en Cd2+ diminue
(Campbell, 1995). Pour des pH supérieurs a 8, le cadmium précipite avec les carbonates. En
zone cotiére, lors du mélange des eaux douces avec I’eau de mer, le cadmium forme des
complexes trés stables avec les chlorures : les chlorocomplexes (CdCI2, CdCI+, CdCI3 - et
CdCl4 2- ). Pour des salinités faibles, c’est I’espece CdCl+ qui domine, alors qu’en milieu
marin, c’est CdCI2 qui est majoritaire (Cossa et Lassus, 1989).

- les formes colloidales : (de 450 a 1 nm) lorsqu’il se fixe a des oxydes de fer, de manganése,
des hydroxydes, des carbonates, des argiles ou de la matiere organique colloidale.

- les formes particulaires : (> 0,45 um) se font par intégration du cadmium dans la structure
cristalline de minéraux détritiques (bruit de fond géochimique), par liaison a une fraction
d’origine organique (carbonates, restes d’organismes, pelotes fécales), par précipitation avec
différents fractions minérales (carbonates, phosphates, oxydes et hydroxydes de fer ou de
manganése, sulfures) et par adsorption sur des phases de différentes natures (argiles, matiere

organique, oxydes et hydroxydes de fer et de manganése)(Gonzalez et al., 1999)
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Figure 07 : La structure chimique du cadmium
Tableau 2 : Distribution selon la taille de quelques espéces chimiques du cadmium dans les

eaux naturelles (Cossa et Lassus, 1989).

-lons libres
Solution vraie -Complexes inorganiques

-Complexes organiques Ex : Cd2+, CdCI+

Colloides -Complexes inorganiques

-Complexes organiques Ex : Cd2+, CdCl+-
-Meétal adsorbé Ex : CdCO3,

CdS, Cd-Ac. Humiques, Cd adsorbé sur des
hydroxydes

Particulaires - Précipités inorganiques et organiques
-Organismes vivants
Ex : Cd adsorbé sur particules, Cd adsorbé par les

organismes
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2.2.1 b) Le mercure

*Propriétés fondamentales physiques, chimiques et biologiques

Le mercure est un métal dont la dynamique dans I’environnement est conditionnée par
trois propriétés fondamentales : physique, par sa volatilité a température ambiante ; chimique,
par la stabilité de ses liaisons avec le carbone et le soufre ; et biologique par sa tres forte
bioconcentration et sa toxicité. Son cycle biogéochimique fait intervenir des conversions
d’espéces chimiques (Tableau 1.4) qui se traduisent par des changements de phase (liquide,
solide, gaz) et, en conséquence des comportements trés différents dans I’environnement. Les
composés du mercure se divisent en deux classes chimiques principales : le mercure
inorganique (incluant le mercure élémentaire) et le mercure organique (incluant le

méthylmercure).

Mercure
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2
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Figure 08 : La structure chimique du mercure

2.3. Récolte et traitement des échantillons
2.3.1. Technique d’échantillonnage
Dans le cadre de notre étude les moules récoltés prisent d’une ferme marine au niveau
de la plage de Chétiabi, specialisée en aquaculture (concerne I’levage des poissons,
mollusque maritime crustacés, culture des algues...). Les moules utilisées sont de taille adulte
varies entre 6 a 8cm, 1’échantillonnage été réalisé au Printemps (au mois de Mars 2023), la
collecte est effectuée a la mainpar des plongeurs de 1 a 10 metres de profondeur a partir des
substrats rocheux sur lesquels les moule sont fixées, 90 moules du genre Mytilus
galloprovincialis étaient transporté dans une glaciére jusqu’ au laboratoire de 1’université.
Pour cette étude la condition pour lequel le prélevement des échantillons est repose; que la

zone choisie est non polluée et non contaminée par les métaux lourd ou d’autre substance
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toxique, et les échantillons doivent étre collectées de maniére & minimiser les perturbations de
cette espéce étudier.
2.3.2 Protocole de contamination des moules

Les moules M .galloprovincialis ont été péchés, acclimatées dans I'eau de mer pendant
15 jours. Dans 5 aquariums (23.5 cm- 40cm -29cm?®), 25 moules ont été placées dans 20L d’eau
de mer & une température qui varie entre (20-22°C). Les moules sont soumises a une
photopériode de 12h r/12h et une salinité de 1I’eau de 37 psu. L’oxygénation de I’eau est assurée
par des pompes a oxygene.

Les moules ont été traitées simultanément par une solution des chlorure de cadmium et
du mercure (Cdclz et Hgcl) additionné dans I’eau d’élevage a 100 et 1000 pg/l durant 21 jours.
Pour le traitement par le Cd et Hg, I'eau de mer et les polluants ont été renouvelés une fois par
semaine, pour assurer 1’apport nutritionnel des individus. Les témoins ont été ¢levés dans les

mémes conditions
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Aquarium 1 (Témoin)
{

Aquarium 2 Aquarium 3 Aquarium 4 Aquarium 5

Figure 09 : Les aquariums d’élevage des moules sous des conditions contrdlées (photo

personnelle 2024)
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a) Suivis des moules

On surveille les moules pendant la période de contamination en enregistrant le nombre

de mortalité ou s’il y a un changement de comportements de ces moules.

2.4. Dissection et prélevement des organes

A TDissue de I’expérience et aprés la dissection trois groupes de bivalves ont été
constitués : un premier groupe (n=4) (gonades femelles) ont été prélevés et vont servir aux
dosages des vitéllogénines, un deuxieme groupe (n=3 par organe), servira au analyses des
métaux lourds (cadmium et mercure). Et un troisiéme groupe (n=2 par organe) destinés aux
analyses histologiques.

2.5. Parametres étudies

2.5.1. Extraction et dosage des vitéllogénines

L’extraction des vitéllogénines est réalisée selon les méthodes de Descamps, 1996 in
Faber et al. 1990. Il en résulte trois couches distinctes, une couche de surnageant qui représente
les lipides, un culot contenant des glycoprotéines et une couche intermédiaire renfermant les
vitéllogénines. Les échantillons sont extraits dans une solution mére de Tris —Hcl. Consistent
a diluer 3,02 g de tris (0,5 M) dans 300 ml d’eau distillée. Pour réaliser le tampon complet :
diluer 2, 9 Nacl (0,5 M) dans 10 ml de la solution mére de Tris-Hcl compléter a 100 ml d’eau
distillée. Le dosage des vitéllogénines s’effectué¢ avec un réactif de bleu brillant de coomassie
(BBC). Le dosage est réalisé comme suit: prendre 100 ml de la couche intermédiaire obtenu
apres centrifugation, y additionner 4ml de BBC, bien agiter puis passer a la lecture des densités
optiques au spectrophotométre a une longueur d’onde de 595nm contre un blanc de gamme.

Les résultats sont exprimés en pg/mg de tissu.

2.6. Analyse des métaux
2.6.1. Le séchage
Les parties ainsi prélevées (gonades males et femelles) sont étalées sur des boites de Pétris
et placées dans une étuve a une température de 80°C pour le séchage pendant 24h le poids de
chaque échantillon est note (précision 0.001)

2.6.2. Le broyage
Une fois sechés, les échantillons sont finement broyés a 1’aide d’un mortier jusqu’a

I’obtention d’une poudre fine dans le but de I’homogénéisation.
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2.6 3. La minéralisation
La minéralisation est une étape importante pour la détermination elle permet une

destruction de la matiére organique.

L’étape de minéralisation est réalisée avec la méthode «attaque a acide chaud»
en utilisant les trois acides suivants : 1’acide nitrique HNO3, I’Hcl et 1’acide
sulfurique 65%. Dans un flacon on préléve 1g de matiere organique broyée, pour
chaque réplica, on ajoute 4 ml d’HNOs, on laisse le mélange dans une température
ambiante tout la nuit, ensuite le lendemain on les places dans une étuve a une

température de 90°C pendant une durée de trois heures.

Les minéralisats sont ensuite filtré avec du papier filtre Wattman. Et on met chaque

dose dans un tube a Essai jusqu'a I’analyse.

Tous les échantillons minéralisées et filtrés sont transférés dans des flacons en verre puis
transportés jusqu’au laboratoire de chimie industriel GNL Sonatrach Skikda ou le dosage des
métaux étudié (Cd, Hg)) est effectué par la spectrométrie d’absorption atomique (SAA).

2.6.4 Dosage des métaux traces

= La Spectrométrie d’Absorption Atomique (SAA)

La spectrophotométrie d’absorption atomique est une technique d’analyse quantitative
fondée sur le phénomene d’absorption de radiations lumineuses par des atomes libres. Elle est
largement appliquée et recommandée pour ’analyse des métaux traces (AIEA, 2001). Elle

permet la détection de faibles teneurs en métaux éléments et éléments minéraux en solution.

= Principe

Proposé par WALCH en 1995, la spectrophotométrie d’absorption atomique (S.A.A.) est
une méthode d’analyse quantitative s’adressant essentiellement aux métaux lourds. Elle est
basée sur la propriété des atomes de I’élément a doser, qui peuvent absorber des radiations de
longueurs d’ondes déterminées. La solution de I’élément a analyser est nébulisée dans une
flamme, ce qui provoque successivement, I’évaporation du solvant, la vaporisation de 1’élément
sous forme de combinaison chimique, et enfin, la dissociation de ces combinaisons avec

production d’atomes libres a I’état fondamental.
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= Etalonnage
La S.A.A est une méthode expérimentale qui exige 1’étalonnage de I’appareil, avec de
solutions standards de concentration connus. Pour notre cas, on a utilisé la méthode qui consiste
a mesurer la concentration d’un ¢élément dans un échantillon, et cela par comparaison directe
avec des teneurs connues du méme élément. L’appareil est étalonné a partir de la solution

standard contenant des teneurs connues du métal.

2.7. Analyse histologique

Les coupes histologiques sont réalisées au niveau de service d’anapathe selon les étapes
suivantes :
+ La fixation des organes
A pour but la conservation des structures et le durcissement des piéces. Elle doit se faire
immédiatement apres le prélevement, par immersion du matériel dans un grand volume de
liquide fixateur. Le liquide fixateur le plus utilisé est le formol.
La durée de la fixation variée selon le volume des prélévements (de quelques heures pour un

petit fragment biopsique).pour notre fragment la fixation reste 48h.

Figure 10 : Fixation des organes (photo personnelle 2024).
s L’inclusion
A pour but de permettre la réalisation de coupes fines et régulieres. Le milieu d'inclusion
le plus utilisé est la paraffine. Comme la paraffine est hydrophobe, le prélevement doit d'abord
subir une déshydratation (par immersion dans des bains d'alcool de degré croissant puis dans
des bains de toluéne) avant d'étre coulé dans un moule contenant de la paraffine fondue par
chauffage et devenue liquide, qui infiltre alors toute la piéce. Apres refroidissement, on se

trouve en presence d'un bloc de paraffine, dur, a I'intérieur duquel la piece prélevée est incluse.
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Figure 11 : Déshydratation et Inclusion dans la paraffine (photos personnelle 2024).
% Les coupes
Des blocs de paraffine sont faits avec un microtome permettant de réaliser des tranches
de section (coupes) de 2 a 5 um d'épaisseur. Les coupes sont recueillies sur des lames en

Verre.

Figure 12 : Réalisation des coupes par le microtome (photo personnelle 2024).
+ Coloration :

Réalisées sur lames, accentuent les contrastes pour mieux reconnaitre les différents
élements de la préparation. Comme les colorants sont en solution aqueuse, les coupes doivent
d'abord subir une réhydratation. Celle-ci est effectuée aprés déparaffinage des coupes (par la
chaleur et des bains de toluéne) en immergeant les lames dans des bains d'alcool de degré
décroissant puis dans I'eau distillée. Les colorations les plus fréquemment utilisées associent
deux ou trois colorants différents : I'Hématoxyline-Eosine (H.E.) associe I'hématéine qui colore

les noyaux en violet et I'éosine les cytoplasmes en rose.
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Figure 13 : Coloration des coupes (photos personnelle 2024).
« Le montage :
Apreés avoir subi une déshydratation (par bains d'alcool de degré croissant puis bains
de toluene), les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec une résine
synthétique dont l'indice de réfraction est voisin de celui du verre. On dispose alors
d'une «préparation microscopique » simplement appelée lame dans le langage

courant prét a étre observée au microscope.

Figure 14 : Les coupes colorées (photo personnelle 2024).

¢+ Observation microscopique
L’observation des coupes histologiques des gonades males et femelles se faits avec un

microscope optique (OPTIKA), au niveau de laboratoire de 1’université de Skikda.
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2.8. Analyse statistique

Les moyennes et les écarts type (m = s), avec un niveau significatif de p < 0,05, sont
calculés pour chaque groupe d’expérience. Le test ‘t” de Student permis de mettre en évidence
les différences entre les groupes étudiés au cours des tests effectués sur les I’évolution de la
vitellogenine et la bioaccumulation des deux métaux (Cd et Hg) et pour les deux sexes.
Tous les calculs ont été effectués a 1’aide du logiciel MINITAB d’analyse et de traitement des

données version 19 (Dagnelie, 1999).
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3. Résultats :

3.1. Bioaccumulation de cadmium chez M. galloprovincialis

Au niveau des gonades femelles

La Figure 1 montre I’évolution des concentrations de Cd au niveau des gonades femelles
de la moule M. galloprovincialis au cours d'un traitement de 21jours. Chez les individus traités,
les concentrations du Cd au niveau des gonades tendent & augmenter de maniere dose-
dépendante, Les tests statistiques de dosage de Cd montrent qu’il existe une différence
significative (P<0,05) pour les traites par la dose 01 et hautement significative (P<0,01) chez la

traites par la dose 02 comparativement aux Témoins.
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Figure 15 : Concentrations moyennes du Cd (ug/g de tissu sec) accumulés dans les gonades

femelles de M. galloprovincialis
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Au niveau des gonades males
Les teneurs en cadmium au niveau des gonades méles montre une augmentation
hautement significative (P<0,01) chez les traites par la dose 1 et tres hautement significative

chez les traites par la dose 2 (P<0,001) comparativement aux moules témoins.

%k %k %

~

* ¥

Concentration du cadmium chez les
malle
N

T 100ug/L 1000ug/L

Figure 16 : Concentrations moyennes du Cd (ug/g de tissu sec) accumulés dans les gonades

males de M. galloprovincialis.
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3.2. Bioaccumulation de mercure chez M. galloprovincialis

Au niveau des gonades femelles
La bioaccumulation de mercure au niveau des gonades femelles de la moule M. galloprovincialis
montrent une augmentation significative (P<0,05) chez les traites par la dose 1 et tres hautement

significative chez les traités par la dose 2 comparativement aux témoins.
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Figure 17 : Concentrations moyennes d'Hg (pg/g de tissu sec) accumulés dans les gonades

femelles de M. galloprovincialis.
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Au niveau des gonades males
La bioaccumulation de mercure au niveau des gonades méles montre une augmentation
significative (P<0,05) chez traites par la dose 01 et hautement significative (P<0,01) chez les

traites par la dose 02 comparaison aux témoins.
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Figure 18 : Concentrations moyennes d'Hg (pg/g de tissu sec) accumulés dans les gonades

males de M. galloprovincialis.

29



Résultats

3.3. Effet du cadmium sur le taux de la vitellogénine chez les femelles de M.

galloprovincialis

Le taux de vitellogénine déterminé dans les gonades des adultes femelles de M.
galloprovincialis témoins et traités avec le cadmium sont représentés dans la figure (19). La
comparaison avec le test t de student des valeurs moyennes de la vitellogénine révélé une
diminution significative (P<0,05) chez les traites par la dose 01 et hautement significative
(P<0,01) chez les traites par la dose 02 comparativement aux témoins.
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Figure 19 : Taux des vitéllogénines (g /mg de tissu) dans les gonades femelles de M.

galloprovincialis traités par le cadmium.
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3.4. Effet du mercure sur le taux de vitellogénine chez les femelles de M.
galloprovincialis
Le taux de vitellogénine déterminé dans les gonades des adultes femelles de M.

galloprovincialis témoins et traités avec le mercure sont representés dans la figure (20).

L’évolution des teneurs en vitellogénine révelent une diminution non significative chez les
traités par la dose 01 (P=0,200) et une diminution significative (P=0,033) chez traités par la

dose 02 comparativement aux témoins,
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Figure 20 : Taux des vitéllogénines (g /mg de tissu) dans les gonades femelles de M.

galloprovincialis traités par le mercure.
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3.5. Etude histopathologiques des gonades
3.5.1. Observation des coupes histologiques de la gonade male témoin

Une section histologique au niveau des gonades chez la moule Mytilus
galloprovincialis du groupe témoin est illustrée dans la figure Cette coupe montre que le tissu
de la gonade est constitué essentiellement de tubules séminiféres organises en fiscaux.
Chaque tubules et entouré par une membrane basale et composées de deux types cellulaires
: les cellules germinales ont différents stades de développement et les cellules de réserves
(nourricieres). Les cellules germinales se retrouvent a I’intérieur des tubules spermatiques,
ou se deroule la spermatogenese caractérisée par six types cellulaires : les cellules souches,
les spermatogonies, les spermatocytes primaires, les spermatides et les spermatozoides
autour de ces cellules on trouve le tissu conjonctif qui joue un réle important dans le soutien
structurel des organes reproducteurs, il est composeé de différents cellules spécialisees ; telles
que les fibroblastes qui sont responsables de la production des fibres de collagéne et
d’¢élastine, et les cellules immunitaires qui jouent un réle dans la réponse inflammatoireet la

protection des tissus.

3.5.2. Observation des coupes histologiques de la gonade femelle témoin

La gonade femelle de la moule Mytilus galloprovincialis est une structure plus volumineuse
que la gonade male. Elle est de couleur orange ou rose et est située dans la partie antérieure du
corps. Elle est constituée de nombreux follicules ovariens, qui sont des structures sphériques
dans lesquelles se développent les ovules. Les ovules sont les cellules reproductrices femelles
des moules.
Les follicules ovariens sont entourés d'un tissu conjonctif lache et de I’hémolymphe. Ils sont
tapissés d'une couche de cellules folliculaires, dont la fonction est de nourrir et de protéger les
ovules. Les ovules mdrs sont libérés dans la cavité du manteau par un processus appelé
ovulation.
3.5.3. Effet du cadmium sur les gonades males
L’examen microscopique des coupes histologiques des moules traités par le cadmium
et le mercure pendant 21 jours avec deux doses (100 et 1000 ug/) révele plusieurs altérations
au niveau des tissus, par des degrés variables avec un effet dose dépendant. Les observations

sont les suivantes
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A La dose (100 ug/l) la figure (22) montre un discret cedéme, observer dans les espaces
interstitiels des tissus gonadiques (1’espace entre les tubules séminiféres), caractérisé par une
accumulation significative du volume de liquides dans les tissus ce qui entraine un gonflement
localisé, cela présente un signe d’une réponse inflammatoire légere on a noté aussi une
diminution de la taille des gonades et par conséquence la diminution des nombres des
spermatozoides. A La dose (1000 ug/l) la figure (23) les mémes changements ont été
Observeés, accompagnés par un atrophie bien visible, une destruction du tissu conjonctif, des

nécroses et quelques infiltrats inflammatoire

Tissu
conjonctif

Spermatozoide

r B K

Figure 21 : Coupes histologiques de la gonde méle des moules témoins.
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>
»

Figure 22 : Coupes histopathologiques de la gonade méle des moules traités avec la
dose 100 pg/! de Cd.
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Atrophie
Infiltrat
Inflammatoire
Nécrose \

Figure 23 : Coupes histopathologiques de la gonade méale des moules traités avec la dose
1000 pg/l de Cd.

3.5.4. Effet du cadmium sur les gonades femelles de M. galloprovincialis
Les gonades femelles des moules traités par la dose 1 (100 ug /l) la figure (25) montre une
pathologie de I’ovaire. Il a été noté des cedémes inflammatoires avec apparition d’ovocytes
atrésiques. A la dose 2 (1000 ug/l) la figure (26) présente une significative du nombre d’ceufs
produits, plus une atrésie folliculaire accompagnée par l'apparition de certains infiltrats

inflammatoires, des nécroses et des débris cellulaires.

Follicule

Figure 24 : Coupes histologiques des gonades femelles des moules témoins.
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Figure 25 : Coupes histopathologiques de la gonade femelle des moules traités avec la dose
100pg/1 de Cd.
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Figure 26 : Coupes histopathologiques de la gonade femelle des moules
traités avec la dose 1000 pg/g de Cd.
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3.5.5. Effet du mercure sur les gonades male de M. galloprovincialis

L'examen microscopique des gonades méales des moules traités par le mercure a la dose
100 pg/l, figure (27), montre une diminution de la taille des tubes séminifére avec un contour
irrégulier. La dose 2 (1000ug/l) la figure (28) révele une diminution de la taille de la gonade,
un contour irrégulier des tubes séminiféres accompagne par une diminution du nombre des

spermatozoides.

ng/g de Hg.

Figure 28 : Coupes histopathologiques de la gonade méle des moules traités avec la
dose 1000 pg/l de Hg.
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3. 5.6. Effet du mercure sur les gonades femelles de M. galloprovincialis
A la dose 100 ug//l, la figure (29) révele un aspect normal du tissu gonadique.
A la dose 1000 ug //1, la figure (30) révéle un atrophie partiel des follicules, apparition d'un

cedéme et certains infiltrats inflammatoires.
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Figure 29 : Coupes histopathologiques de la gonade femelle des moules traités avec 100 pg/l

de Hg
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Figure 30 : Coupes histopathologiques de la gonade femelle des moules traités avec la dose
1000pg/1 de Hg.
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4. Discussion :

Certains polluants environnementaux tel que les métaux (cadmium, zinc, mercure,
plomb) insecticides (triazine, mélange des effluents urbain) sont capable d’altéré 1’équilibre du
systeme endocrinien chez les bivalves ainsi que le développement et la fonctionnalité de
different systemes, et ce de maniéré parfois irréversible (Depledge et Belinger, 1990). En
particulier, le systéme reproducteur a été identifié comme une cible particulierement exposee.

Dans notre étude nous avons évalué I’effet de la pollution industrielle sur la reproduction
d'un organisme bioindicateur et bioaccumulateur de la pollution marine. Suite a I’exposition
d’une population des moules Mytilus galloprovincialis a deux métaux traces (cadmium et
mercure) a raison de (100 et 1000 pg/l) pendant 21 jours, I’accumulation et les effets toxiques
de ces deux métaux au niveau des gonades males et femelles ont été mis évidence.

4.1. Accumulation du cadmium et du mercure

On a enregistré que les teneurs en Cd et Hg au niveau de deux organes analysés (gonade
méles et femelles) augmentent d’une maniére dose —dépendante chez les moules traités dans
les conditions contrdlées de laboratoire, en effet les concentrations relativement élevées en
cadmium et mercure retrouvées dans les gonades des moules indiquent une accumulation dd a
la prise de métal qui, chez la plupart des mollusques, est plus rapide que leur élimination d’ou
une accumulation qui s’effectue souvent proportionnellement a la concentration extérieure.
L’accumulation du cadmium est plus importante que celle du mercure et les males sont plus
sensibles aux deux polluants par rapport aux femelles.

Les mollusques bivalves sont d’excellents capteurs des polluants métalliques ; ces derniers se
concentrent sur les organes d’assimilation (équivalents foie, reins et gonades), qui sont
précisément ce que I’homme mange. Ils accumulent surtout le cadmium et dans une moindre
mesure le plomb, mais peu le mercure (Paez-Osuna, 1995).

4.2. Effets du cadmium et du mercure sur le taux de la vitellogénine

La vitellogénine lipoprotéine précurseur de la synthése du vitellus, en hautement
impliquée dans le processus de la reproduction. Les vitéllogenines ont été classés comme des
biomarqueurs d’effets et d’exposition en raison de leur spécificités aux contaminants
oeutrogeniques (marthieussen et al., 2018 ; khatir et al., 2020). Ainsi I’introduction de la vtg
chez les poissons males est largement utilisée pour détecter leur exposition a des composés
oeustrogéniques (Ferrairia et al., 2009).

Nos résultats montrent que les deux métaux (cadmium et mercure) perturbent le taux de
vitellogénine avec une diminution au niveau des gonades femelles de M. galloprovincialis est

d’une maniére significative chez les traités par la dose la plus élevée. Des troubles de la
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vitéllogénése ont été constatés chez deux espéces de moules d’eau douce philipia caplaunia et
Dreissina plymorpha exposées a des effluents de 1la station d’épuration (Quimn et al, 2004).
Les travaux de Smaoui ; Damak et al. (2006) chez R. decussatus révelent que le cadmium peut
inhiber ou stimuler la gamétogénese. Des anomalies ou des retards dans le développement
embryonnaire et larvaire chez Crassostrea virginiva et Crassostrea gigas sont signalées suite a
une exposition & des concentrations comprises entre 20 et 50ug /1 de cadmium.
Le cadmium semble interférer avec la voie stéroidogénique ovarienne, en effet, de faibles
concentrations en cet élément stimuleraient la biosynthése ovarienne de progestérone alors que
des concentrations élevées la bloqueraient (Henson et Chedrese, 2004).
En effet, de nombreux auteurs ont montré que le cadmium interférait directement avec
I’endocytose du vitellus (Bodar et al, 1998) et pouvait avoir une action au niveau des hormones
telles que la GSH (Gonad Stimulating Hormone) et la 5HT (5- Hydroxytryptamine), conduisant
a une diminution de la production de la VTG et la production d’ovocytes atrésiques (Martin-
Diaz et al, 2006).
4. 3. Effet du cadmium et du mercure sur I’histologie des gonades

Nous avons mis en évidence chez les males de profondes altérations tissulaires qui
se manifestent par la déformation des tubes séminiféres et une desquamation de 1’épithélium
germinatif et la diminution du nombre de spermatozoides chez les traités par les doses les plus
élevés notamment chez ceux qui sont traités par le cadmium. Les mémes résultats en été signalé
dans I’étude d’ Agbohessi et al. (2015) sur les testicules males chez Tilapia guineensis et Clarias
gariepinus contaminer par le pesticide Tihan et Ithamétrine. Selon (Maynard et al., 1953) ces
effets sur les cellules testiculaires peuvent engendrer une perturbation de la production des
hormones et donner un sperme immature.Un nombre relatif des effets nocifs du méme toxique
sur la reproduction des palourdes de Manilla pendant une période d’exposition de 21 jours,
signale une diminution de spermatozoides chez les males, diminution de la viabilité des larves
et des dommages a I’ADN des cellules gonadiques (Gao et al., 2019).

Des altérations cellulaires et tissulaires ont été observées au niveau des gonades
femelles de M. galloprovincialis traités par le cadmium et le mercure & (100 et 1000 pg/l) avec
une diminution de la taille des cellules des gonades, d’atrésie folliculaire, des lésions et des
nécrose cellulaires particulierement chez les traités par les concentrations les plus élevés des
deux métaux.

Une etude sur un pesticide le triazine marquée par (Janz, 2000) montre des infiltrats et des
Iésions cellulaires, plus une atrésie folliculaire pré- ovulatoire qui est un processus de

dégénérescence par lequel I’ovocyte perd son intégrité et est éliminé avant I’ovulation, cette
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altération a exclusivement été identifiee chez les poissons préleves a Batran, ce qui peut étre
une cause déterminante d’une diminution de la capacité de reproduction. Aussi le suivi des
nanoparticules de dioxyde de titanium chez les poissons Zébre (Li et al, 2016) présentaient des
anomalies dans la structure des tissus et une réduction significative du nombre d’ceufs produits.
Ainsi les travaux de Binelli et al. (2001), indiquent que les perturbations structurales et
fonctionnelles engendrées par les polluants et leurs métabolites se traduisent par des
modifications des performances physiologiques et comportementales, incluant ’ovogéneése et
la spermatogéneése, outre Riba et al. (2005) parlent d’une relation entre les concentrations
chimique des métaux et les Iésions histologiques dans les tissus des différents organes chez les
bivalves.

L’ensemble des observations réalisées sur les gonades males et femelles révele des
anomalies suggérant que ’exposition aux particules métalliques pourrait perturber la
spermatogénese et I’ovogénese, il semble donc évident que les métaux exercent un effet toxique

sur la reproduction des bivalves.
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5. Conclusion et perspectives

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a la bioaccumulation de deux métaux
traces cadmium et mercure et les effets toxiques induits sur la moule Mytilus
galloprovincialis considéré comme organisme bioaccumulateur et bio indicateur de la
pollution marine. 1l s'agit d'une étude de toxicité subchronique (21 jours) par la voie
d'absorption trophique. La toxicité du Cd et Hg est déterminée chez Mytilus galloprovincialis
grace a un biotest réalisé en laboratoire sur des animaux exposes a deux concentrations 100 et
1000 pg/l, reflétant des niveaux de pollution potentiellement rencontrés dans les
environnements marins contaminés. L’objectif principal de cette étude était de déterminer les
concentrations de Cd et Hg accumulées dans les gonades. D’évaluer les variations d’un
biomarqueur d’exposition et d’effet la vitellogénine et d’étudier I’impact cellulaires et
tissulaires de ces deux métaux au niveau des gonades males et femelles des moules, Les

principaux résultats obtenus montrent :

L’analyse des données concernant la bioaccumulation confirment le fort potentiel
bioindicateur de Mytilus galloprovincialis en ce qui concerne les éléments métalliques.

On a enregistrés des concentrations importantes des deux métaux analysés au niveau des
gonades males et femelles et que le Cd s’est accumulé plus que I'Hg, ainsi les males sont plus
sensibles que les femelles.

Les deux métaux ont altéré significativement le taux de vitellogénine dans les gonades
femelles et la dose la plus élevée provoque des diminutions plus marquées.

L’accumulation de particules métalliques est accompagnée d’atteintes histologiques
particulierement a la forte concentration testée de deux métaux :

Chez les males le tissu gonadique manifeste des cedémes, des infiltrats inflammatoires,
des atrophies et des ruptures de tissu conjonctif accompagnent par une diminution de la taille
des tubes séminiféres el le nombre des spermatozoides.

Chez les femelles il y a I’apparition des follicules atrésiques, des infiltrats
inflammatoires et des nécroses.

Les résultats de cette étude indiquent que I’exposition au Cd et a I'Hg a des effets reprotoxiques
néfastes sur Mytilus galloprovincialis, entrainant ainsi une diminution de la reproduction et une
baisse de la fertilité.

Notre travail laisse de nombreuses perspectives d’expérimentations pour une continuité de

cette étude a savoir :
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e Etudier ’effet de la toxicité de certains métaux essentiels sur la reproduction des
bivalves.

e Suivre les effets de polluant testés sur la réponse d’autre biomarqueurs notamment la
catalase (CAT), le superoxyde dismutase (SOD), le métallothioneine, le cytochrome
P450.

e Approfondir I’é¢tude histopathologique des gonades suivi d’un dosage de la vitelline, la
testostérone, 1’cestradiol par un élevage de ces animaux au laboratoire et introduction
de quelque perturbateur endocrinien.

e Utiliser un mélange de polluants lors d’expérimentation au laboratoire pour se

rapprocher du milieu naturel.
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