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Introduction : contexte et objectifs

Espéce de trées large répartition géographique, la coque Cerastoderma glaucum est
fréquemment rencontrée le long de la cote Nord-Est Atlantique, en Méditerranée, en mer du
Nord, en mer Baltique, en mer Noire, en mer Caspienne et en mer d’Aral (Hgpner Petersen et
Russell 1973). 1l y a méme une évidence de la pénétration de cette espéce en mer Rouge
(Brock 1978). Originaire de Méditerranée (Tarnowska 2010), cette espéce s’est propagée sur
I’ensemble des littoraux géographiquement proches. En effet, les premiers fossiles du genre
Cerastoderma viennent de 1’Oligocéne (il y a 33.9-23.0 millions d’années) (Keen 1969).
Cerastoderma glaucum a évolué indépendamment en Méditerranée quand cette Mer a été
séparée de 1’Atlantique, il y a environ 4 millions d’années, entre le Miocéne et le Plioceéne
(Rygg 1970). Des fossiles trouvés le long du littoral Libyen et Tunisien suggérent que des
bivalves morphologiquement indistincts de C. glaucum étaient présents dans des lagunes sur
I’emplacement de la Méditerranée actuelle pendant le Plioceéne (Gaillard et Testud 1980 ;
Wotowicz 1991). A cause de la séparation de I’Atlantique, la Méditerranée s’est divisée en
plusieurs lagunes avec des salinités différentes (la crise de salinité mesinienne) (CIESM
2008). C. glaucum avec sa capacité a supporter des conditions environnementales extrémes y
compris la salinité, a survécu dans ces conditions difficiles. En effet, des études ont montré
que cette espece est capable de tolérer des salinités de 5 PSU (Pratical Salinity Unit) jusqu’a
84 PSU (Rygg 1970 ; Labourg et Lasserre 1980) ainsi que des variations de températures
allant de 0°C jusqu’a plus de 45°C (Zaouali 1974). De plus, les travaux de Machreki-Ajmi et
Hamza-Chaffai (2006) ont validé cette espéce comme organisme bio indicateur de pollution
capable d’accumuler de fortes concentrations de métaux lourds qui excédent les normes fixées
par I’OMS. Toutes ces caractéristiques (large répartition et capacité a supporter des conditions
environnementales extrémes) font de ce bivalve un modeéle biologique tres intéressant a
étudier d’un point de vue phylogéographique et écotoxicologique. Ainsi les objectifs de ces
travaux de thése étaient :

* Dr’¢tudier la structure génétique de la métapopulation en Méditerranée occidentale.
Cette approche permettra d’évaluer les capacités de dispersion de cette espece dans le
bassin de Méditerranée occidentale et de quantifier le r6le de cette dispersion dans les
processus de maintien de la biodiversité génétique intra spécifique, cette biodiversité
étant le garant de I’adaptabilité des populations faces aux stress environnementaux.

« De comparer les caractéristiques de populations de cette espéce aux histoires de vie
différentes et dans des environnements a priori bien contrastés afin de comprendre
comment elles composent avec les stress présents. En parallele, des études

expérimentales en laboratoire ont été realisées afin d’identifier les mécanismes qui
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Introduction : contexte et objectifs

sont impliqués dans le succes ou I’échec du maintien des populations de C. glaucum.

La complémentarité de ces approches (in situ / expérimentale) permet d’avoir une vision

globale de la problématique de ce travail a la fois au niveau écologique et mécanistique. Ainsi,

les réponses adaptatives des organismes ont été analysées a différents niveaux d’intégration

biologique allant de la population (structure génétique) jusqu’au niveau moléculaire

(expression des genes).

Afin de présenter 1’étude menée en ce sens, ce manuscrit s’articule en quatre chapitres

majeurs :

Le premier chapitre vise a introduire les objectifs des travaux de thése avec tout
d’abord, une description du contexte et les buts de nos études, suivie d’une
présentation du modele biologique, d’une synthése bibliographique sur les facteurs
influengant la structure génétique chez les organismes marins et d’une évaluation des
risques de contamination des milieux aquatiques. Dans la derniére partie de ce
chapitre, une justification des choix stratégiques et de la démarche expérimentale est

proposée.

Le deuxiéme chapitre est consacré a I’approche menée in situ. Un premier sous
chapitre concerne 1’étude de la structure génétique de la coque C. glaucum en
méditerranée occidentale. Dans un deuxiéme sous chapitre, la réponse adaptative des
populations naturelles de la coque C. glaucum a été étudiée a différents niveaux de

I’organisation biologique et dans des environnements bien contrastés.

Le troisiéme chapitre concerne I’approche in vivo de la réponse biologique aux
contaminants. Un premier sous chapitre est consacré a 1’¢tude de I’impact d’une
contamination par des effluents industriels sur la survie, la physiologie et les réponses
moléculaires de la coque C. glaucum. Le deuxiéme sous chapitre est consacré a 1’étude
de I’impact d’une contamination par le cadmium sur la survie, la physiologie et les

réponses moléculaires de la coque C. glaucum.

Enfin, le dernier chapitre du document (Chapitre 1V) présente une synthese générale et

les perspectives de recherche issues de ce travail.
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I. Le modele biologique Cerastoderma glaucum
1. Position systématique

Cerastoderma glaucum (Figure.1) est un mollusque bivalve appartenant a la sous-classe des
Pélécypodes. Il fait partie de I'ordre des Eulamellibranches comprenant la famille des
Cardidae a laquelle appartient le genre Cerastoderma.

Un point de vue sur la taxonomie et la diversité du genre Cerastodermaa était établi par
Scarlato et Starobogatov (1972). Ces auteurs ont défini 4 especes largement reparties en
Méditerranée, colonisant des profondeurs différentes et ayant des préférences d’habitats
différents : C.glaucum, C. lamarcki, C. clodiennse et C. unbonatum. Actuellement, tous ces
noms sont synonymes de C .glaucum qui englobe toutes les populations de Cerastoderma
dans les bassins Ponto-caspian et Méditerranéen (CLEMAM 2009).

Figure 1 Photographie de Cerastoderma glaucum

2. Origine, repartition géographique et préférences ecologiques

Les premiers fossiles de Cerastoderma glaucum datent de 1’Oligocéne (33,9-23,0 millions
d’années) (Keen 1969). C. glaucum a évolué avec son espece sceur C. edule dans la Mer
Meéditerranée quand cette derniére a été séparée de 1’Atlantique il y a environ 4 millions
d’années entre le Miocéne et le Pliocene (Rygg 1970). En effet, des fossiles trouvés sur les
cotes Libyennes et Tunisiennes suggérent que des bivalves morphologiquement indistincts de
C. glaucum étaient présents dans des lagunes sur I’emplacement de la Méditerranée actuelle
pendant le Pliocene (Gaillard et Testud 1980 ; Wotowicz 1991). Suite a son isolement de
I’Atlantique, la Méditerranée s’est divisée en plusieurs lagunes avec des salinités différentes

(la crise de salinité mesinienne) (CIESM 2008). C. glaucum, contrairement a une large part de
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la faune marine méditerranéenne, a survecu a des conditions difficiles, puis, lorsque la
connexion entre la Méditerranée et 1’ Atlantique a été rétablie, au début du Pliocene, (Ruggieri
1967) la séparation spécifique des 2 espéces de coques C. glaucum et C. edule empéchait
toute hybridation.

Concernant sa répartition géographique, C. glaucum est établie dans les lagunes du littoral
Méditerranéen. Elle est aussi présente sur le littoral Atlantique, celui de la Manche (Bowden
et Heppell 1968), dans les régions de la mer du Nord (Eisma 1965), en mer Baltique, en
Suede (Tulkki 1961) et en Norvege (Rygg 1970). Son aire de répartition a également atteint la
mer d’Aral, la mer Noire et la mer Caspienne (Hgpner Petersen et Russell 1973). Cette
espéce a aussi eté observée en Mer Rouge (Brock 1978).

C. glaucum habite dans les bassins isolés ou semi isolés comme les lagunes, les estuaires, les
lacs et les baies (Kingston 1974). L’intolérance a 1’exondation provoqué par les marées a
longtemps été considéré comme le principal facteur abiotique limitant I’extension de la coque
(Russell 1971, 1972). Néanmoins, son identification dans des zones & marée a infirmé cette
hypothése. Il semble établi maintenant que la qualité du sédiment joue un rdle beaucoup plus
important que I’influence directe des marées. C. glaucum se développe préférentiellement
dans des bassins avec une eau relativement stagnante et est considérée comme une espece
pionniére (Zaouali 1979). Une étude détaillée de la structure de la population C. glaucum a
mis en évidence une répartition différentielle des cohortes jeunes (0,5 a 10 mm) dans les
herbiers et agées (10 a 37 mm) au niveau du sédiment. La migration des juvéniles vers le
sédiment s'accompagne d'une augmentation de la croissance (Labourg et Lasserre 1980).
Cette espéce est donc euryhaline et eurytherme, les températures et les salinités extrémes ne
constituant donc pas réellement une barriére a sa dispersion. Labourg et Lasserre (1980) ont
rapporté que cette espéce tolére des salinités allant de 5 PSU a 84 PSU. Zaouali (1974) a
observé que ce bivalve tolere aussi des températures allant de 0°C a 45°C.

Une étude de la distribution de C. glaucum en Tunisie a été réalisée par Derbali et al. (2012)
et a montré un stock relativement important de cette espéce au le sud de la Tunisie. En effet,
la biomasse totale du cardium dans cette zone a été estimée a environ 4736 tonnes, soit plus
de 1982 millions d’individus. La biomasse féconde et 1’abondance féconde représentent
respectivement 90,9% et 69,6% du stock total de 1’espéce dans cette région. Par ailleurs, C.
glaucum occupe la deuxiéme place aprés la clovisse en terme de la biomasse totale et elle est
considérée parmi les espéces de coquillages la plus abondante dans cette région (Derbali et al.

2012). De plus, ces mémes auteurs ont observé que I’espéce était quasi-absente aussi bien
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dans la frange marine cotiére qu’au niveau des zones du large mais trés abondante dans la

zone Estran.
3. Morphologie et biologie

Les coques sont des animaux a corps mou (mollusques) entouré d'un manteau qui délimite la
cavité palléale dans laquelle se situent deux paires de branchies lamelleuses, d’ou le nom
lamellibranches de ce groupe. La téte est atrophiée et le pied développé en forme de hache
d’ou le nom Pélécypodes aussi employé pour dénommer les bivalves. Chez C. glaucum, la
coquille possede deux valves symétriques articulées autour d'une charniére et maintenues par
un muscle adducteur.

La coquille de C. glaucum présente une taille variable, une forme ovale a quadratique
souvent étirée vers l'arriére, elle est de couleur blanchatre a gris jaunatre plus ou moins teinté
de brun violacé a olivatre. La taille commune varie de 3 & 4 cm, avec une taille maximale
enregistrée de 5, 55 cm (Poutier 1987).

Le manteau est constitué de deux lobes et renferme la cavité palléale. Son role est multiple,
outre la sécrétion des valves, le manteau assure une fonction sensorielle et initie la fermeture
des valves en réponse a des conditions défavorables du milieu environnant. 1l peut aussi
contréler le débit d'eau entrant. Il a aussi un réle dans la respiration de I'animal et le stockage

des réserves sous forme de glycogene et de lipides.

Les deux siphons de C. glaucum sont courts, bien visibles, un siphon inspirateur proche du
pied et un siphon expirateur proche du crochet de la coquille. Ces siphons permettent la
communication de la cavité palléale avec le milieu extérieur et favorisent I'entrée et la sortie
de l'eau.

Les branchies sont constituées de deux paires longitudinales de rangées de filaments et elles
sont soudées au manteau a leur base. Comme chez tous les bivalves, elles jouent un role
important dans l'alimentation et la respiration de l'organisme. Les cils présents sur les
branchies sont a I’origine de la circulation d’eau par les valves. Les branchies filtrent et
capturent les particules présentes dans la colonne d'eau mais également I'oxygene dissous.
Elles effectuent, aussi, un tri des particules non nutritives qui ont pénétré dans la cavité
palléale et qui sont rejetées sous forme de pseudofeces. Les particules nutritives sont enrobees
de mucus et transportées a la bouche pour étre ingérées (Ward et al. 1997).

La masse viscérale renferme les organes de la digestion, de I'excrétion et de la reproduction.
Dans la partie antérieure du tube digestif, a proximité de la zone antérieure des branchies,

deux paires de palpes labiaux permettent l'orientation des aliments vers la bouche. Un
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cesophage cilié débouche sur un estomac contenant un stylet cristallin et dans lequel s'ouvrent
des conduits provenant de la glande digestive. L'intestin circonvolué fait suite a lI'estomac.
L'appareil circulatoire est de type lacunaire. L’hémolymphe n'est pas canalisée a proximité
des organes, mais elle circule dans des espaces libres dans les tissus conjonctifs (Grassé
1960).

Le systeme nerveux est formé de plusieurs paires de ganglions nerveux cérébroides,
viscéraux et pedaux (Grassé 1960).

L'appareil reproducteur est constitué d'une gonade qui varie de taille en fonction des
saisons. Les organes reproducteurs comprennent des systemes de tubules trés ramifiés de part
et d'autre de la masse viscérale. Ce sont des glandes acineuses : dans chacune d'elles, les
courts canaux des acini se rejoignent pour constituer des conduits qui finissent par s'unir en un
seul conduit évacuateur, le gonoducte (Grassé 1960). Pendant la phase de repos sexuel, la
gonade est a peine visible, elle se développe en revanche considérablement au printemps et en

été dans un tissu conjonctif enveloppant la masse digestive.
4. Nutrition

Les coques sont des filtreurs d’eau de mer et se nourrissent des particules retenues. On les
appelle donc des suspensivores détritivores actifs (Barnes 1980). Sara (2007) a indiqué que
dans les bassins méditerranéens, la source organique dominante pour le régime alimentaire de
cette espéce provient des détruits de I’herbier Cymodocea nodosa, des particules de 1’algue
Ulva lactuca et la microflore du sable. Les études sur les contenus stomacaux de C .glaucum
ont montré que son régime alimentaire est composeé principalement de diatomées centriques et
pennées (Hopner et Peterson 1958). De plus il a été démontré que la suppression brutale de
toutes les moules et coques d’un écosystéme conduit a I’augmentation de la concentration des
diatomées (Beukema et Cadée 1996), ce qui indique que ces derniéres sont une source de

nourriture importante des bivalves.
5. Histoire de vie et reproduction

La coque atteint, dans la plupart des cas, sa maturité sexuelle a I’age de deux ans avec une
taille qui varie entre 15 et 17 mm (Derbali et al. 2012). Parfois, les males atteignent leur
maturité sexuelle avant les femelles et pondent pendant leur premicre année. L’histoire de vie
et le cycle reproducteur de C. glaucum varient en fonction de la localisation des populations.
Les populations du nord ont un cycle reproducteur monocyclique avec une gamétogenése qui
débute en septembre/octobre et une ponte entre mai et juillet (Rygg 1970 ; Boyden1971),
tandis que les populations méditerranéennes pondent jusqu’a 3 fois par an (Ivell 1979). Par
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ailleurs, le déroulement général de la gamétogenese chez C.glaucum a été decrit par Zaouali
(1974 et 1980), Machreki—Ajmi (2009) et Derbali et al. (2009) dans la région méditerranienne
du golfe de Gabes. Les résultats obtenus par ces trois auteurs s’accordent pour indiquer le
caractére étalé du cycle sexuel chez cette espece ainsi que la présence de trois périodes de
ponte qui n’étaient pas synchrones dans les trois études. Les conditions environnementales
liées a la position geographique ont aussi une grande influence sur la période de ponte, en
effet, les populations provenant des lagunes isolés pondent habituellement plus t6t que celles
provenant des bassins largement ouverts sur la mer. Selon Barnes (1980), ce phénomeéne peut
étre dii a ’augmentation de la température qui est plus ¢élevée dans les bassins isolées
(lagunes) que dans ceux qui sont ouvert sur la mer. En effet il a été démontré que la
température est parmi les facteurs abiotiques les plus importants qui influencent les processus
de reproduction chez les bivalves, en particulier C. glaucum (Grassé 1960; Lubet et Choquet
1971 ; Zaouali 1980 ; Derbali et al. 2009). Les coques C. glaucum synthétisent leurs gametes
a chaque fois qu’un seuil de température dite « température critique de ponte » est atteint
(Grassé 1960).

Chez la coque, comme chez la plupart des bivalves, certains facteurs environnementaux autres
que la température peuvent, aussi, avoir des effets remarquables sur les différentes étapes
specifiques du cycle de reproduction. C'est ainsi qu'une salinité qui est toujours importante
dans les eaux cotiéres de la Tunisie favorise I'allongement dans le temps du cycle sexuel chez
C. glaucum (Zaouali 1974 ; 1980 ; Machreki-Ajmi, 2009 ; Derbali et al. 2009). Alors qu'une
bonne nutrition est nécessaire pour mener a bien le déroulement du cycle sexuel, la
composition méme du plancton peut conditionner la maturation des gametes et I'allongement
de la durée de ponte (Trotta et Cordisco 1998).

Concernant le sex-ratio, Boyden (1971) suggére la présence d’une égalité du nombre des
males et des femelles des populations de cette espéece. Derbali et al. (2009) a montré une
prédominance des males chez les coques de petites tailles (< a 16 mm) et une prédominance
des femelles chez les coques de tailles plus importantes (> & 24 mm). Alors que Kingston
(1974) a trouvé que les males sont significativement plus nombreux que les femelles. Ce
phénomeéne peut étre expliqué par 1’effort de reproduction lors de la maturation et I’émission
des gameétes chez les femelles de cette espéce qui conduit a une augmentation de la mortalité.
Ce phénomene a également été observé chez Chlamys islandica sp. (Brokordt et Guderley
2004) et Mytilus trossulus (Wotowiczet al. 2006).

C. glaucum posséde un stade larvaire planctonique qui dure une semaine. Cette durée peut

varier selon la localisation géographique des populations de ce bivalve. La larve se développe
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correctement quand la salinité excede les 5 PSU. Pour la température, la fenétre de
température optimale nécessaire pour le développement de la larve de C.glaucum est située
entre 15°C et 31°C (Kingston 1974).

Il. Facteurs influencant la structure génétique chez les
organismes marins

1. Dispersion et barrieres

La capacité de dispersion et de mobilit¢é d’un organisme ainsi que son environnement
physique jouent un réle majeur dans sa distribution ainsi que dans le niveau de connectivité
entre les populations (Edwards et al. 2008). Bien que de longues distances de dispersion
soient peu observées chez les animaux terrestres (Kinlan et al. 2005), les larves planctoniques
de plusieurs organismes marins sont 1’objet d’une dispersion sur de grandes distances. En
effet la durée de cette phase planctonique est un facteur déterminant dans la dispersion des
organismes marins. Elle peut durer quelques heures comme elle peut étre aussi longue qu’un
an ou plus pour les langoustes par exemple (Ovenden et al. 2009). Chez la coque C. edule,
elle est par exemple de cing semaines alors qu’elle n’est que d’environ une semaine chez C.
glaucum. Cette courte durée observée chez C.glaucum est considérée comme une adaptation
visant a retenir les larves dans une lagune natale (Pearson 2003). Cependant cette durée peut
varier chez une méme espece selon la localisation de la population (Boyden 1971 ; Barnes
1980). Ainsi comprendre le transport des larves pélagiques est crucial pour la meilleure
compréhension de la migration et des flux de génes entre les populations (Gaines et Bertness
1992 ; Grosberg et Levitan 1992). Indépendamment de la durée et de la performance du stade
larvaire, diverses barriéres géographiques et hydrologiques peuvent entraver la dispersion. La
colonisation de nouvelles zones pourrait également étre entravée par d’autres contraintes
abiotiques telles que la température, la salinité, le type de sédiment et la quantité de lumiére
ou le pH. Tous ces facteurs constituent une barriére quand ils sont au-dela de la limite de
tolérance de ’espéce (Palumbi 1994). Les courants marins constituent le principal mode de
transport des espéces avec des stades larvaires planctoniques et donc peuvent aussi influencer
la direction de dispersion en raison des conditions physiques, du gradient ou simplement la
force du mouvement de 1’eau (Gaylord et Gaines, 2000). Cependant, la distribution des
especes ne dépend pas uniquement des facteurs abiotiques mais aussi de 1’interaction avec les

autres especes.
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2. Propriétés des marqueurs génétiques utilisés dans les études
phylogéographiques

Il existe un nombre croissant de marqueurs génétiques disponibles (Feral 2002 ; Ray 2007)
offrant différents degrés de résolution qui peuvent étre utilisés pour détecter les différents
niveaux de divergence évolutive. Leur utilisation englobe les études généalogiques, la
structure génétique des populations ainsi que les études phylogénétiques et historiques. Tous
les marqueurs genétiques ont leurs propres avantages et inconvénients. L’¢lectrophorése des
allozymes a été le premier type de marqueur utilisé pour tirer des conclusions sur les niveaux
de diversité génétiques des populations (Hubby et Lewontin 1966). Plus tard, des méthodes
utilisant I’ADN mitochondrial (ADNmt) et I’ADN nucléaire (ADNy) ont été appliquées pour
estimer la généalogie des genes. L’ADN mitochondrial a été largement utilisé pour construire
des phylogeénies et déterminer les motifs phylogéographiques. En effet, cet ADN est une petite
molécule circulaire (14-39Kb). Pour la majorité des animaux, elle est composée des régions
suivantes : la région de contrdle, 2 génes codant pour I’ARNT, 22 génes codant pour I’ARNt et
13 codant pour les protéines (les sous unités I, 1l et 11l de la cytochrome-c oxydase, les sous
unités 6 et 8 de I’ATPase, les sous unités cytochrome-b et 7 du systeme NADH réductase)
(Wolstenholme 1992). Le génome mitochondrial ne comporte que des génes sans introns et ne
fait pas I’objet de recombinaison entre les différentes copies présentes dans une mitochondrie.
Bien que tres majoritairement transmis de facon uniparentale, une transmission biparentale a
pu étre mise en évidence pour certains bivalves comme Mytilus sp. (Zouros et al. 1992, 1994)
ainsi que pour les mamiféres (Gyllensten et al. 1991). La taille effective de la population des
génes mitochondriaux est quatre fois moins importante que celle des loci nucléaires. Par
conséquent, en moyenne quatre fois plus de génomes nucléaires sont transférés par une
migration individuelle. La vitesse d’évolution de I’ADN mitochondrial est de 5 a 10 fois plus
¢élevée que celle de I’ADN nucléaire chez les mammiféres (Wolstenholme 1992). C'est
pourquoi I’ADN mitochondrial est un marqueur trés utile pour les études phylogéniques,
phylogéographiques (Crozier 1990) et au niveau intraspécifique (Kolbe et al. 2004 ; \oisin et
al. 2005). Afin de comprendre les relations phylogéographiques entre populations ou especes,
on étudie le polymorphisme des séquences de I’ADN mitochondrial. Cette étude est réalisée
par 1’analyse des haplotypes qui différent par des substitutions d‘un ou de plusieurs
nucléotides.

Un certain nombre de marqueurs sont aussi disponibles pour détecter le polymorphisme de

I’ADN nucléaire. Les microsatellites sont les marqueurs nucléaires les plus utilisés pour
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détecter le polymorphisme de cet ADN au niveau intra-specifique (Bercquet 2011 ;
Tarnowska 2010 ; Oyieyi 2010). Ces microsatellites sont des séquences répétés en tandem qui
se trouvent dispersés dans le génome nucléaire. Elles sont tres polymorphes en raison d’un
taux élevé de mutations. Elles sont trés utilisées pour des études de cartographie génétique et
de génétique des populations mais présentent plusieurs facteurs limitant liés a I’homoplasie
due au taux de mutation élevé, a la nécessité de développer des amorces spécifiques a chaque
espéce et a la mise au point des conditions d’amplification.

Le fragment ITS ou « Internal Transcribed Spacer» a aussi été utilisé comme marqueur
nucléaire pour 1’analyse de la structure génétique des populations, I’identification des especes
et plus généralement pour les études de phylogénie (Shen et al. 2012 ; Callejon et al. 2012 ;
Tatonova et al. 2012). 11 s’agit de séquences non codantes et non impliquées dans la formation
du ribosome situées dans le locus codant les ARN ribosomiques (Liang et al. 2006) (Figure
2). Une cassette ribosomale dans le génome eucaryote nucléaire (Figure 2) comprend les
génes 18S, 5.8S et 28S qui sont séparés par les régions intercalaires transcrites (Internal
Transcribed Spacer : ITS1 et ITS2).

Les régions ITS1 et ITS2 sont beaucoup moins conservées que 18S, 5.8S et 28S car la
pression sélective qui s'exerce sur ces parties non codantes (ITS1 et ITS2) est moindre (Shen
et al. 2012).

18S rDNA ITS1 5.8S rDNA ITS2 28S rDNA

Figure 2 Diagramme shématique de I’ADN ribosomique nucléaire chez les eucaryotes. Les génes
codant les sous unités ribosomiques 18S, 5.8S et 28S sont séparés par des espaceurs internes transcrits
« Internal transcripted spacers » 1 (ITS1) et 2 (ITS2) d’aprés Liang et al. (2006).

[11. Evaluation des risques des milieux aquatiques

Plusieurs études ont mis 1’accent, depuis quelques décennies, sur I’évaluation de 1I’impact des
contaminants sur les écosystemes et sur les risques, pour les étres vivants de vivre en contact
avec des environnements pollués. Ces études se sont développées afin de mettre en place des
outils permettant une bonne évaluation de 1’état écologique des milieux. Ces études passent
notamment par la recherche des sources de contamination des milieux aquatiques, les
méthodologies de bio-surveillance (bio-monitoring) et 1’utilisation de bio-indicateurs ou

d’espéces sentinelles qui servent de support pour la mesure des biomarqueurs. Ces derniers
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refléteront les degrés d’atteinte de I’environnement.
1. Sources de contamination des milieux aquatiques

L’anthropisation croissante du si¢cle dernier a conduit a 1’émission, dans I’environnement
aquatique, d’un grand nombre de contaminants de nature et d’origine diverses (e.g. urbaine,
industrielle, agricole). Parmi ces contaminants, les effluents sont continuellement évacués par
les stations d’épuration municipales et industrielles et ont progressivement affecté différents
écosystemes (Jadeja et al. 2007). Ces effluents représentent donc un réel danger pour les
écosystemes aquatiques du fait qu’ils contiennent de nombreux contaminants tel que des
métaux, des hydrocarbures aromatiques polycycliqgues (HAP), ou des produits
pharmaceutiques (Gagné et al. 2008). D’une maniére générale deux grands groupes de
contaminants peuvent affecter les milieux aquatiques : les composés organiques qui sont
représentés par les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), les polychlorobiphényles
(PCB) et les pesticides ; et les composes inorganiques qui regroupent les métaux et leurs
dérivés méthylés (méthylmercure par exemple) et les polluants atmosphériques (ozone et
chlorofluorocarbone) (Pelletier et al. 2004).

Notre étude s’intéressera particulierement aux contaminants inorganiques représentés par les
métaux et en particulier le cadmium. Ces derniers sont naturellement présents dans la croute
terrestre. 1ls ne sont ni crées ni détruits par les activités humaines. Ils ne sont donc pas sujets a
la biodégradation mais ils peuvent subir des transformations réversibles dans I’environnement
naturel (par exemple le changement de la spéciation des métaux). Plusieurs métaux sont
essentiels a la vie tel que le cuivre (Cu), le cobalt (Co), le fer (Fe), le manganése (Mn), le
nickel (Ni) et le zinc (Zn) et leur présence dans le milieu biologique est essentielle. La
bioaccumulation des métaux essentiels est donc un processus naturel, exigé par tous les
organismes vivants afin de satisfaire a leurs besoins métaboliques. Par contre les métaux non
essentiels n’ont aucun role biologique actuellement connu. C’est le cas du mercure (Hg), du
plomb (Pb), du cadmium (Cd) et de I’argent (Ag). Plusieurs organismes ont développé des
mécanismes efficaces pour controler leur concentration interne en métaux essentiels et pour
maintenir celle-ci dans une gamme relativement restreinte (contréle homéostatique). Ces
mécanismes de contrble homéostatique peuvent également jouer un réle dans la détoxication

de métaux non essentiels (Pelletier et al. 2004).
2. Méthodologie de bio-surveillance ou de bio-monitoring

Différentes approches de bio-surveillance peuvent étre utilisées afin d’analyser les effets des

contaminants sur les organismes aquatiques. Chacune de ces approches apportera différents
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degrés d’information écotoxicologiques. Les etudes in situ sont effectuées en milieu naturel.
Ces études représentent 1’outil le plus intégrateur des conditions environnementales et
permettent ainsi d’aboutir a des résultats pertinents sur 1’état de contamination chimique du
milieu environnant. Ces études présentent 1’avantage d’une représentativité éelevée et ce
d’autant plus qu’elles se rapprochent des conditions physico-chimiques et biotiques propres
aux ecosystémes naturels. Cependant avec la complexité des structures écologiques ainsi que
I'intervention des facteurs relatifs aux modalités et aux mecanismes de la contamination, il est
souvent difficile d'interpréter les données recueillies lors de ces études et de proposer des
hypothéses explicatives. En plus, dans des conditions in situ, la multitude des composés
toxiques contenus dans les rejets ne permet pas de déterminer avec exactitude lequel d'entre
eux induit les effets toxiques. On distingue deux types de méthodes in situ :i) directe sur des
organismes collectés directement sur le site, on parle dans ce cas de bio-surveillance
passive ; ii) indirecte sur des organismes transférés sur le site, on parle dans ce cas de
biosurveillance active. Les études expérimentales sont effectuées en laboratoire en
conditions contrdlées et ont donc une réplicabilité élevée. Les parametres expérimentaux
étant peu nombreux et faciles a normaliser. Ces études permettent de prendre en compte les
interactions entre les facteurs biotiques et abiotiques dans 1’étude des effets des contaminants.
Ces études permettent également de palier en partie certaines difficultés rencontrées dans les
études in situ. En effet, en controlant des facteurs confondants, les bioessais de toxicité
apparaissent comme des outils pertinents pour tester les mécanismes de toxicité ainsi que la
biodisponibilité des contaminants grace a son potentiel analytique puissant. Cependant, un
modéle trop simplifié s'éloignant des conditions prévalant dans le milieu ne refléte pas
fidelement les phénomeénes naturels. On peut généralement distinguer deux approches, in vivo
et in vitro. Les techniques in vivo offrent I’avantage de pouvoir travailler sur du matériel
biologique vivant et constituent un bon moyen de réaliser une étude a long terme. Cependant
les techniques in vitro offrent I’avantage de pouvoir tester individuellement, ou en mélange,
les produits potentiellement toxiques. Ainsi, le couplage de ces méthodologies (in situ, in vivo,
in vitro) constitue 1’approche la plus rigoureuse qui permet d’avoir une vision globale sur les

effets des contaminants sur les organismes aquatiques.
3. Bio-indicateur et espéce sentinelle

Un bio-indicateur est un organisme (ou une partie d’un organisme ou €ncore une communauté
d’individus) qui peuvent nous renseigner sur la qualité de 1’environnement (ou partie de

I’environnement) (Li et al. 2010). On parle d’espece sentinelle si les organismes sont déja
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présents dans 1’écosysteme (surveillance passive). La surveillance active correspond par

contre a l’introduction standardisée d’organismes dans un écosystéme par encagement
(caging) (Hamza-Chaffai et al. 2000 ; Al Kadissi 2012). D’aprés Lagadic et al. (1998), un bio-

indicateur peut aussi étre un organisme qui par sa disparition ou par sa présence et/ou son

abondance, renseigne sur 1’état de santé d’un milieu. Nous pouvons ainsi distinguer des

espéces «pollu-sensibles» (bioindicateurs négatifs) et des especes «pollu-résistantes» ou

«pollu-tolérantes» (bioindicateurs positifs). Une des premiéres problématiques sur laquelle les

toxicologues se sont interrogés se rapporte aux caracteristiques que devrait posséder un bio-

indicateur idéal. Ces caracteristiques devraient étre les suivantes d’aprés Ramade (2007) :

tous les individus d’une espéce bio-indicatrice devraient présenter une
corrélation identique et simple entre leur teneur en substance polluante et la
concentration moyenne de cette derniére dans le biotope ou dans I’alimentation
quelles que soient la localisation et les conditions environnementales ;

I’espéce devrait étre capable d’accumuler le polluant sans étre tuée ni méme
sans que sa reproduction ne soit perturbée par les niveaux maximum des
polluants observés dans 1’environnement ;

I’espéce devrait étre sédentaire afin d’€tre certain que les concentrations
trouvées soient bien en rapport avec la contamination du site géographique ou
elle a été prélevée ;

I’espéce devrait étre abondante dans I’ensemble de 1’aire étudiée et si possible
avoir une distribution biogéographique afin de favoriser la comparaison entre
zones distinctes.

les espéces a forte longévité sont préférables parce qu’elles permettent un
échantillonnage sur plusieurs classes d’ages si nécessaire ;

I’espece devrait étre de taille suffisante pour fournir des tissus en quantité
nécessaire pour analyse. Cette caractéristique s’avére encore plus importante
pour la dissection quand les études sont faites sur 1’accumulation dans des
organes spécifiques ;

I’espéce devrait étre facile a échantillonner et I’animal assez résistant pour étre
amené en laboratoire afin de realiser par exemple des eétudes de

décontamination.

Les facteurs contrdlant la fiabilité de ces bio-indicateurs peuvent étre regroupés en deux

catégories. La premiere correspond aux facteurs intrinseques, propres aux caractéristiques de
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I’espéce bio-indicatrice telle que le taux d’accumulation et d’excrétion et I’état éco-
physiologique des individus. La seconde correspond aux facteurs extrinseques

environnementaux tels que la température, le pH des eaux et la salinité.
4. Biomarqueurs

L’utilisation des biomarqueurs représente une méthodologie qui s’est initialement développée
a des fins de biomonitoring. Elle a connu, au cours des quinze dernieres années, un important
développement dans 1’évaluation de la contamination et de 1’effet des polluants sur les
populations et les communautés. Les biomarqueurs sont des variables biologiques permettant
a la fois de caractériser 1’état physiologique des individus dans un environnement donné et de
détecter, de fagon précoce, tout déreglement pouvant avoir des répercussions a plus long
terme sur les écosystémes (populations et communautés). Plusieurs définitions concernant les
biomarqueurs ont été énoncées au cours de ces dernieres années (Schlenk 1999). Nous
retiendrons la suivante: « un biomarqueur est un changement observable et/ou mesurable au
niveau moléculaire, physiologique ou comportemental qui révéle une exposition présente ou
passée d’un individu a au moins une substance chimique a caractére polluant » (Lagadic et al.
1998). Les biomarqueurs sont mesurés sur des espéces capables d’accumuler les polluants
(bio-indicateurs) et vont permettre de réaliser des études d’écotoxicité des substances
chimiques (chemical testing) au laboratoire et de biomonitoring in situ. Les biomarqueurs
peuvent étre subdivises en trois classes selon Van der Oost et al. 2003.

Les biomarqueurs d’exposition permettent la détection et la mesure d’une substance
exogéne ou de son métabolite ou encore du produit d’une interaction entre un agent
xénobiotique et une molécule ou une cellule cible dans un compartiment intérieur d’un
organisme. Ces biomarqueurs indiquent que le contaminant présent dans le milieu a pénétré
dans I’organisme.

Les biomarqueurs d’effet sont des altérations biochimiques, physiologiques,
comportementales ou autres au sein d’un organisme dont la réponse, en fonction de son
intensité, peut étre assimilée a un trouble ou une maladie. L’utilisation des biomarqueurs
d’effet permet de montrer que le xénobiotique est entré dans 1’organisme et, qu’apres avoir été
distribué entre les différents tissus, a exercé un effet toxique sur une cible critique. Ils sont
utilisés pour évaluer les effets des xénobiotiques sur les individus, les populations ou les
écosystemes.

Les biomarqueurs de susceptibilité / sensibilité sont des indicateurs de la capacité inhérente

ou acquise d’un organisme a répondre au stress induit par I’exposition a un xénobiotique. Ils
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ont pour objet de rendre compte de différences inter-individuelles dans la réponse a une
exposition toxique. Cette sensibilité individuelle peut résulter de polymorphisme des géenes
impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques ou dans la réparation des Iésions de I'ADN.

L’usage des biomarqueurs s’intégre dans les diverses méthodologies utilisées dans 1’étude de
I’impact écotoxicologique des polluants (Figure 3). Les biomarqueurs d’exposition s’intégrent
dans le monitoring des pollutions de I’environnement dans la mesure ou ils témoignent de la
contamination de 1’environnement par la présence des polluants dans I’organisme. Il en est de
méme pour les biomarqueurs d’effets qui permettent a la fois de participer au monitoring des
conséquences de la pollution mais contribuent aussi a 1’évaluation des effets des polluants,
donc des conséquences €cologiques des pollutions et en définitive de 1’état des écosystémes.
Enfin, I’usage des biomarqueurs de sensibilité aux effets contribue, ainsi que les précédents, a

I’évaluation de la réponse des populations et des communautés aux polluants.

Evénements écotoxicologues

Facteurs qui Facteurs qui modifient  Facteurs qui modifient la

modifient I.a s?n.sibilité sensibilité des populations
, .. individuelle ou des communautes
I’exposition
Présence de Présence de Réponse de Réponse des populations
polluants dans polluants dans Porganisme et des communautés aux
le milieu Porganisme [—>| aux polluants > polluants
‘V' ‘V' g VVV
Méethodologies Biomarqueurs Biomarqueurs Evaluation des effets au
analytiques d’exposition d’effet au niveau niveau des populations
individuel ou des communautés

Figure 3 Schéma de la place des biomarqueurs dans les méthodologies d’évaluation de la
contamination de I’environnement par les polluants toxiques et dans celles des risques écotoxicologues
qui en résultent dans les populations et les communautés naturelles d’aprés Lagadic et al. (1998).

En général un biomarqueur est dit pertinent s’il est capable de nous renseigner sur la
biodisponibilité d’un polluant et s’il est capable de détecter les réponses biologiques précoces.

Dans ce sens Van der Oost et al. (2003) et Hamza-Chaffai (2014) ont etabli six critéres

majeurs pour ¢évaluer la robustesse et la performance d’un biomarqueur :
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e la mesure d’un biomarqueur doit se faire sous assurance qualité, avoir un codt peu
éleve et étre facile a réaliser ;

e laréponse du biomarqueur doit étre sensible a 1’exposition au contaminant et/ou a ses
effets pour servir comme parametre précoce d’alerte ;

e les valeurs de base du biomarqueur doivent étre bien définies pour distinguer la
variabilité naturelle (bruit) et le stress induit par le contaminant (signal) ;

e les effets des facteurs confondants sur la réponse de ces biomarqueurs doivent étre
bien établis ;

e les mécanismes soulignant les relations entre réponse du biomarqueur et exposition au
polluant (dose et temps) doivent étre établis ;

e la pertinence écologique de la réponse du biomarqueur, c'est-a-dire les relations entre

sa réponse et I’impact (a long terme) sur I’organisme, doit étre établie.

5. Niveaux d’études des réponses aux stress environnementaux

Les réponses adaptatives des organismes aux stress environnementaux peuvent avoir lieu a
différents niveaux de 1’organisation biologique tels que le niveau moléculaire et cellulaire, le
niveau individuel et populationnel et finalement les niveaux d’intégration supérieurs :
communautés, peuplements et écosystemes. L’ensemble de ces réponses forme la réponse
intégrée aux facteurs de stress. Si un contaminant exerce un effet toxique sur un organisme,
les niveaux moléculaires et cellulaires sont les premiers a étre affectés. Au-dela d’un certain
seuil dans la dose du contaminant ou dans la durée d’exposition, des effets physiologiques de
I’organisme peuvent étre détectables. Si un grand nombre d’individus sont affectés par ces
modifications physiologiques, les effets des toxiques peuvent étre décelables au sein des
populations et perturber les performances écologiques telles que le taux de croissance,
I’expansion, I’efficacité d’utilisation des ressources ou I’adaptabilité. La disparition de
certaines especes clés d’un écosystéme peut donc avoir lieu, ce qui peut se répercuter au
niveau des communautés. Ainsi, la structure et le fonctionnement d’un écosystéme dans son
ensemble peuvent étre modifiés (Moore et al. 2004).

Cependant, les effets a des niveaux hiérarchiques élevés (population, communaute,
écosystéme, santé humaine) sont souvent complexes et difficiles a détecter de fagcon précoce
(Moore et al. 2004) et ces effets sont toujours précédés de changements a des niveaux
hiérarchiques de 1’organisation biologique inférieurs. Ainsi, des signaux de détresse peuvent
étre détectés aux niveaux moléculaire et cellulaire, de facon beaucoup plus précoce, puis un

lien peut étre effectué entre ces signaux et les conséquences possibles aux niveaux
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d’organisation superieurs (Figure 4) (Moore et al. 2004).

Intérét écologique

In situ \
Ecosysteme

_ Population

Individu
In vivo <3<

Fonctions physiologiques

_ Niveau moléculaire et cellulaire
In vitro

Intérét mécanistique

Figure 4 Représentation des différents niveaux de 1’organisation biologique pouvant étre affectés par
les polluants. Ce schéma illustre aussi I’intérét écologique et mécanistique des différents niveaux dans
la recherche. Modifié d’aprés Snape et al. (2004).
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Inroduction : choix statégique et démarche expérimentale

Ce chapitre présente les principaux choix ayant guidé 1’¢laboration de ce travail de recherche.

I. Choix du modele biologique

Notre choix du bivalve C. glaucum s’est basé sur plusieurs caractéristiques faisant de ce
bivalve un modéle tres intéressant a la fois pour étudier sa structure génétique ainsi que pour
des études de bio-surveillance ou de biomonitoring. Ces caractéristiques se résument dans :

e satrés large répartition géographique ;

e son caractére filtreur ;

e son abondance ;

e sa facilité de collecte en milieu naturel ;

e son caracteére sédentaire et benthique ;

e satolérance pour des environnements extrémes et pollués ;

e saprésence dans le sédiment superficiel ;

e savalidation comme organisme bio-indicateur de pollution ;

e sa convenance pour les études sur le terrain et en laboratoire.

1. Choix des approches in situ / expérimentale

L’approche in situ représente 1’outil le plus intégrateur des conditions environnementales qui
permet d’aboutir a des résultats pertinents sur 1’état de contamination du milieu environnant.
Dans notre étude, la réponse adaptative de C. glaucum a été analysée en milieu naturel a
différents niveaux de 1’organisation biologique : le niveau populationnel par I’étude de sa
structure génétique en Méditerranée occidentale, le niveau individuel par I’é¢tude de certains
paramétres physiologiques tels que la capacité a supporter 1’anoxie (test de stress on stress),
I’indice de condition et I’étude du sex-ratio, le niveau organe par les tests de bioaccumulation
des métaux, le niveau cellulaire par I’étude histologique du cycle reproducteur et du
déroulement de la gamétogenese et le niveau moléculaire par 1’étude de I’expression de
certains génes impliqués dans la réponse a différents types de stress. A la lumiére des résultats
obtenus pour 1’étude in situ, des études expérimentales ont été réalisées afin d’élucider les
mécanismes qui peuvent expliquer I’échec ou le succés du maintien des populations de C.
glaucum. Deux expérimentations ont été réalisées : la premiére en utilisant un mélange de
contaminants (les effluents) provenant d’une industrie chimique de transformation des
phosphates bruts et la seconde en utilisant un contaminant pur, le cadmium. Dans cette
approche expérimentale, la réponse de C. glaucum a éte analysée au niveau individuel par le
test de stress on stress, au niveau organe par les tests de bioaccumulation des métaux lourds
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et au niveau moléculaire par I’étude de I’expression de certains génes impliqués dans la
réponse a différents types de stress. L’utilisation couplée de ces approches in situ et
expérimentale permet d’avoir une vision globale sur la problématique de la thése a la fois au

niveau écologique et mécanistique (Figure 4).
1. Approche in situ
a. Choix de la Mediterranée occidentale pour étudier la structure

genétique de C. glaucum

La mer Méditerranée offre un environnement trés intéressant pour étudier la dispersion et la
structure génétique de la coque C. glaucum. En effet, Tarnowska (2010) a démontré que la
Méditerranée peut étre considérée comme 1’aire la répartition d’origine de C. glaucum a partir
de laquelle I’espéce s'est propagée a d'autres mers en Europe et dans d’autres régions. De
plus, les travaux de Nikula et Vainola 2003 ont démontré la présence d’une rupture
phylogéographique en Méditerranée orientale séparant les populations des mers Caspienne et
Egée des populations des mers Méditerranée et Baltique ainsi que de 1’Océan Atlantique.
Dans ce sens, notre objectif de départ était d’étudier la structure génétique de C. glaucum
entre les bassins occidental et oriental de la Méditerranée afin de vérifier la notion de rupture
phylogéographique au nord de la Tunisie. Cependant, pour des raisons politiques, il s’est
avéré tres difficile de collecter des échantillons dans le bassin oriental de la Méditerranée. De
plus, des collegues libyens ont pu vérifier que cette espéce est absente de plusieurs régions en
Libye et qu’elle n’existait peut étre qu’au niveau de la frontiére Tuniso-libyenne. Nous nous
sommes donc orientés vers la Méditerranée occidentale ou il était beaucoup plus facile de
collecter nos échantillons de C. glaucum. Les échantillons de C. glaucum ont été prélevés sur
le littoral méditerranéen occidental : trois sites au sud de la Tunisie (Ellouza, Sidi Mansour et
Gargour), deux sur le littoral nord de la Tunisie (Bizerte et la Baie de Tunis), un site en
Algérie dans la lagune d’Annaba et deux en Espagne (Ebro delta et Mar Menor) (figure. 5 et
Tableau.1). Sur ces huit populations, une trentaine d’individus en moyenne ont été prélevés

par site.

19



Inroduction : choix statégique et démarche expérimentale

Dafta S18, NOAR, US. Mey, N =:100

S
R '*P’S s © »

Figure 5 Carte de la Méditerranée occidentale et des sites de prélévement pour 1’étude de la structure
génétique de la coque C .glaucum.

Tableau 1 Codes et coordonnées géographiques des sites échantillonnées

Code Nom du site Coordonnées géographiques
G Gargour (Tunisie) 33°31’N, 10°42’E
SM Sidi Mansour (Tunisie) 34°46° N, 10°49’ E
E Ellouza (Tunisie) 35°1°N, 11°22°E
Baie de Tunis (Tunisie) 36°54° N, 10°19° E
B Bizerte (Tunis) 37°16’ N, 9°53’ E
An Annaba (Algérie) 36°54° N, 7°46’ E
MM Mar Menor (Espagne) 37°45° N, 0°46’ E
ED Ebro Delta (Espagne) 40°40’ N, 0°50’ E

b. Choix du golfe de Gabes et des sites d’études pour la partie

écotoxicologie
Le golfe de Gabes représente une des zones les plus productives de la Méditerranée
occidentale. Il s’agit d’une zone qui borde les eaux de I’Est Tunisien (Zone d’Est — Golfe de

Hammamet), de 1’Italie (canal de Sicile), de Malte et de la Libye (figure 6). Cette zone occupe
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donc un endroit privilégié au centre de la méditerranée. Il est caractérisé par des conditions
climatiques, océanographiques et géomorphologiques uniques. Le bassin du golfe est peu
profond, atteignant seulement 50 m sur 110 km au large des c6tes. Ce modéle bathymétrique
particulier rend le golfe trés sensible aux conditions atmosphériques. En effet, le cycle annuel
de la température est trées marqué (de 13°C a 29°C). De plus, I’amplitude de la marée du golfe
est également distincte avec des marées atteignant 2 m de hauteur (la plus haute en
méditerranée). Le littoral du golfe est souvent caractérisé par des cotes sableuses, sablo-
vaseuses ou méme marécageuses. Ainsi, par ses conditions geomorphologiques et climatiques
tres favorables, le golfe de Gabés constitue I'une des zones les plus productives de la
Méditerranée. En effet, cette zone couvre plus de 42% de la production halieutique nationale
(Hattab et al. 2013). La flore est représentée par une abondance d’herbiers de phanérogames
marins (Posidoniaoceanica, Cymodoseanodosa). Ces herbiers constituent une nurserie pour
d’innombrables espeéces en leur servant d’abri, de nourriture ou de lieu de ponte. Ils
contribuent également a I’oxygénation de 1’eau de mer, a la stabilité des fonds meubles et des
rivages et a l’enrichissement de sédiment en matiéres organiques (Ketata et al. 2007).
Cependant, plusieurs études ont montré que cette zone est en cours d’épuisement a cause de la
surexploitation de certaines espéces et de 1’activité socio-économique importante que connait
la région (urbanisme, agriculture, péche, industrie, tourisme) en relation avec une croissance
démographique notable et I’installation de grandes agglomérations industrielles (Sfax, Skhira,
Gannouch, Gabes, Djerba et Zarzis) dont les rejets rarement traités sont déverses directement
dans la plaine littorale. Plusieurs études faites dans cette région ont montré que la coque C.
glaucum est parmi les espéces les plus abondantes de la région, mais ne présente
malheureusement pas de valeur commerciale locale (Chaabouni-Laadhar 2009a ; Machreki-
Ajmi 2009 ; Derbali et al. 2009 ; 2012). De plus, les travaux de Machreki-Ajmi (2009) ont
permis de valider C. glaucum comme une espéce bio-indicatrice de pollution dans cette
région. Tous ces résultats nous ont amené a choisir la région du golfe de Gabés pour étudier
les réponses adaptatives de C. glaucum au stress naturel de la région a différents niveaux de
I’organisation biologique. Notre objectif, pour cette partie, étant donc d’étudier sa réponse
dans trois sites appartenant au golfe de Gabeés et qui different par leur degré de contamination.
Notre choix des sites d’études s’est basé sur trois critéres principaux :
e Facilité d’acces
e Localisation par rapport aux rejets industriels et urbains

e Abondance de I’espece C. glaucum et facilité de son echantillonnage
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Dans 1’¢tude préliminaire qui consiste a comparer I’état de contamination des différents sites
du golfe de Gabés, nous avons choisi six sites plus au moins €éloignés des sources de
contamination. Apres cette partie préliminaire, nous avons sélectionné trois sites en se basant
sur un dosage du Cd et du Pb in toto sur des coques issues des six sites. Parmi les trois sites
retenus, un sera considéré comme référence, un deuxieme comme moyennement contaming et
un troisieme comme fortement contaminé. Ces trois sites seront ainsi retenus pour la suite de
I’étude écotoxicologique.

e Site Ellouza
Situé a 45 km au nord de la ville de Sfax (Figure 6 et Tableau 2), ce site semble étre éloigné
de toute source de contamination urbaine ou industrielle. Des études récentes ont montré
également que ce site contenait de trés faibles teneurs en métaux (Barhoumi et al. 2009 ;
Kessabi et al. 2010).

e Site Sidi Mansour

Situé a 12 Km au nord de la ville de Sfax (Figure 6 et Tableau2), la frange littorale est
soumise a une urbanisation assez dense. C’est une zone de péche active mais peu productive
en comparaison avec les régions situées vers le sud. Le sédiment superficiel est fortement
contaminé par le plomb (Pb), le cadmium (Cd) et le chrome (Cr) (lllou 1999).

o Site Kerkennah (Station Sidi Youssef)
Situé a 20 km au large de la ville de Sfax (Figure 6 et Tableau 2), il est €loigné de tous les

types de rejet. La frange littorale est marquée par un sédiment vaseux, mobile et par une
richesse floristique et faunistique. Cet endroit représente une zone de péche active.

e Site Gargour Souissi

Situé a 15 km au sud de la ville de Sfax (Figure 6 et Tableau 2), il est affecté par une activité
industrielle intense et par des effluents qui contiennent de fortes concentrations en métaux
(Hamza-Chaffai et al. 2003). La richesse de ce site en sels nutritifs et surtout en phosphate
apporté par les rejets en phosphogypse améne a une production phytoplanctonique massive
caractéristique de cette région (Hamza-Chaffai et al. 2003).
e Site Mahres

Mahres est une ville cotiére située a 30 kilometres au sud de Sfax (Figure 6 et Tableau 2).
Cette ville est connue pour la culture de I’olivier, I'extraction de I'huile d'olive et la péche.
Ainsi, la plus grande oliveraie d'Afrique se situe au sein de la délégation de Mahres. Ce site
est éloigné de la zone industrielle et est trés riche en C. glaucum (Ladhar Chaabouni 2008).
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e Site Nakta
Situe a 24 km au sud de la ville de Sfax (Figure 6 et Tableau 2), c’est une cote sableuse avec
présence de dunes bordiéres. Ce site est tres sollicité durant la période estivale par la
population de la région de Sfax. De ce fait, un réseau de surveillance assuré par le service
d’hygiene de Sfax (ministere de la santé) a été instauré pour suivre la qualité des eaux de

baignade dans cette zone (Serbaji 2000).

DatalSI0 NOAAIUIS INavy NGATGEB(
Image)l'andsat

Figure 6 Localisation des sites échantillonnés dans la région du golfe de Gabés

Tableau 2 Codes et coordonnées géographiques des sites échantillonnés

Code Nom du site Coordonnées géographiques
E Ellouza 35°1° N, 11°22° E

SM Sidi Mansour 34°46° N, 10°49’ E

G Gargour (Bayadha) 33°31’N, 10°42’E

K Kerkennah (Sidi Youssef) 34° 37°N, 11°02’E

N Nakta 34°34° N, 10°35’ E

M Mahres 34°31° N, 10°24’ E
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c. Choix des marqueurs biologiques
v Pour I’étude de la structure génétique de Cerastoderma glaucum

L’¢tude de la structure génétique des populations nécessite en général une combinaison de
marqueurs moléculaires mitochondriaux et nucléaires (Bercquet 2011 ; Plouiez 2009 ;
Tarnowska 2010 ; Nikula et Vainola 2003 ; Oyieyi 2010). En effet, chacun de ces deux types
de marqueurs présente ses propres avantages indispensables pour I’é¢tude de la structure
génetique des populations. En plus les incongruences révelées dans la littérature entre les
résultats des marqueurs mitochondriaux et nucléaires dans 1’étude de la structure génétique
des populations (Tarnowska 2010 ; Nikula et Vainola 2003) rend cette combinaison
indispensable. Le génome mitochondrial présente une grande conservation entre taxons, ce
qui facilite la comparaison des fragments homologues. De plus, ce génome se transmet
généralement de facon uni-parentale. Ce génome est ainsi plus sensible a la dérive génétique
et réveéle d’autant mieux les événements démographiques surtout pour les populations. Enfin,
sa vitesse d’évolution élevée permet d’étudier les relations interspécifiques entre especes
proches mais surtout intra-spécifique (Bercquet 2011). Comme marqueur mitochondrial, nous
avons utilisé pour cette étude un fragment du géne codant la premiere sous-unité de la
Cytochrome-c Oxydase (COIl). Notre choix de ce géne se justifie par plusieurs raisons :

e Comme tout marqueur mitochondrial, ce marqueur est suffisamment variable pour
étudier la structure génétique des populations ;

e Il a été retenu dans la cadre du consortium international « Barcode of Life » comme
marqueur d’identification spécifique ;

e Ce geéne ne comporte pas d’introns, ce qui limite les problémes d’alignement des
séquences ;

e Comme tout géne mitochondrial, ce géne est présent en plusieurs copies rendant son
amplification plus facile ;

e Comme tout marqueur mitochondrial, ce géne est a transmission uni parentale et ne
fait pas I’objet de recombinaison entre les différentes copies présentes dans une
mitochondrie.

Un certain nombre de marqueurs sont aussi disponibles pour détecter le polymorphisme de
I’ADN nucléaire. Parmi ces marqueurs, le marqueur Internal Transcribed Spacer 1 «ITS1» a
été choisi comme marqueur nucléaire dans ce travail. Ce choix se justifie par les

caractéristiques suivantes :
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e Ce marqueur correspond a des régions non codantes présentant un taux élevé de
polymorphisme (Bachy 2012) ;

e La présence des regions flanquantes conservées (18S et 5.8S) aux deux extrémités 5’
et 3’ facilite la définition des amorces qui permettent 1’amplification des régions
ITS1;

e Des variations des régions ITS1 inter- et intra-spécifique et inter- et intra-individuelle
ont été détectés chez plusieurs animaux (Shen et al. 2012) ;

e Ce marqueur a été démontré adéquat pour 1’étude de la structure génétique des
populations dans plusieurs études (Callejon et al. 2012 ; Tatonova et al. 2012).

v Pour I’étude de la réponse adaptative de C. glaucum en milieu naturel

Les marqueurs biologiques utilisés pour cette étude concernent les différents niveaux de
I’organisation biologique. L’échelle moléculaire représentée par la détermination de
I’expression des génes au niveau ARN, peut refléter une réponse relativement précoce. De
plus, I’étude de la transcription des genes de réponse au stress peut permettre de mieux
comprendre le mode d’action des toxiques et les cibles cellulaires d’un contaminant.
Cependant, le génome de C. glaucum est loin d’étre complétement séquencé. Durant cette
étude nous avons réussi a séquencer en partie certains genes de C. glaucum impliqués dans
différentes voies métaboliques telles que la détoxication des métaux et des xénobiotiques
(métallothionéine, MT ; transporteurs & ATP Binding Cassette, ABCBL), la défense contre le
stress oxydant (superoxyde dismutases, MnSOD et CuzZnSOD ; catalase, CAT) et le stress
général (protéines de choc thermique, HSP70). Pour les altérations mitochondriales, la
séquence de la cytochrome-c oxydase (COI) était déja présente dans les banques de données
(HQ432846). La réponse transcriptionelle de ces différents génes a été analysée par PCR
quantitative sur des coques prélevées en milieu naturel sur trois sites appartenant au golfe de
Gabes et qui différent par leurs degrés de contamination.

Les niveaux cellulaires et tissulaires sont aussi trés importants a étudier puisque le
dysfonctionnement cellulaire peut conduire a des altérations aux niveaux supérieurs de
I’organisation biologique (ex : tissu, organe, individu, physiologie, comportement). Dans ce
sens, I’étude du cycle reproducteur de C. glaucum a été analysé par histologie qualitative en
milieu naturel sur trois sites qui différent par leur degrés de contamination.

Au niveau organe, les biomarqueurs des réserves énergétiques (glycogéne, lipide et protéines),
le malondialdéhyde (MDA) et I’acétylcholineestérase (AchE) ont été analysés dans différents

organes de la coque C.glaucum prélevés sur les sites-cibles. Le niveau individuel permet par
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la suite, d’obtenir des informations plus globales sur le statut physiologique de 1’individu
soumis a un stress. Trois parametres physiologiques ont été analysés au niveau individuel : le
test de stress on stress, le sex-ratio et I’indice de condition.
L’analyse simultanée de ces différents biomarqueurs pris aux différentes échelles de
complexité (de la molécule a la population) permet d’établir des liens entre chaque niveau de
cette complexité, le but final étant donc de décrire les conséquences écologiques des réponses
en milieu naturel aux plus faibles niveaux de 1’organisation.

d. Choix des organes
Pour étudier la structure génétique des populations de C. glaucum, nous avons travaillé sur le
muscle du pied. Le choix de cet organe se justifie par plusieurs travaux étudiant la structure
génétique de C. glaucum et utilisant le pied comme organe pour I’extraction d’ADN
(Tarnowska et al. 2010 ; Tarnowska et al. 2012 ; Nikula et Vainola 2003 ; Ladhar Chaabouni
2009).
Pour I’étude préliminaire qui consiste a sélectionner trois sites a partir de six sites sur la
région du golfe de Gabes, le dosage des métaux a été effectué in toto chez 20 coques issues
des différents sites. Les trois sites Ellouza, Sidi Mansour et Gargour ont été retenue comme
site de référence, moyennement contaminé et contaminée respectivement. 30 eéchantillons de
coques prélevés a partir de chaque site (Ellouza, Sidi Mansour et Gargour) ont servi a 1’étude
de I’expression des genes sur les branchies et le dosage des métaux (Cd, Cu, Zn et Ni) sur le
reste des tissus. Ce travail par individu a pour but de permettre une analyse en composante
principale. Le choix des branchies comme organe pour 1’étude de 1’expression génique se
justifie par le fait qu’elles constituent les principaux sites d’échanges avec I’environnement
chez les organismes aquatiques. De plus, cet organes a été largement utilisé pour étudier
I’expression des génes chez de nombreux invertébrés marins et les résultats obtenus ont
montré une grande capacité a synthétiser les protéines (Al Kaddissi et al. 2012 ; Marigomez et
al. 2002 ; Navarro et al. 2011 ; Paul-Pont et al. 2010).
Pour la partie histologique, 1’objectif était d’étudier le cycle reproducteur de C. glaucum dans
trois sites différents par leur niveau de contamination. Nous avons donc utilisé les gonades
comme organe cible. 15 gonades ont donc éte utilisées pour cette étude et 4 prélevements
bimensuels ont été effectués a la méme période (Octobre-Décembre 2010) sur les trois sites
retenus. Cette étude a permis de surveiller les paramétres suivants : les stades reproducteurs,
le déroulement de la gamétogenése, I’indice de condition et I’indice de maturité. Dans la

littérature, 1’étude du cycle reproducteur a été toujours accompagnée par 1’étude de la gestion
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des réserves energetiques (Mathieu et Lubet 1993 ; Lemaire et al. 2006 ; Dridi et al. 2007).
Nous avons donc décidé au cours de ce travail de mesurer les réserves énergétiques
(glycogeéne, lipide et protéines) en paralléle avec le déroulement du cycle reproducteur dans la
gonade. Un total de 20 échantillons a été utilisé pour I’é¢tude biochimique. La glande digestive
a servi au dosage du MDA, les branchies au dosage de 1’acétylcholinestérase, la gonade au
dosage des réserves énergétiques  (glycogéne, lipides et protéines). Pour
I’acétylcholinestérase, nous avons choisi d’en mesurer 1’activité dans les branchies en se
basant sur les travaux de Bocquené et al. (1997), qui ont démontré que le maximum d’activité
de cette enzyme a été enregistré dans les branchies des moules. Nous avons choisi de mesurer
les malondialdehydes dans les glandes digestives en se basant sur sur des travaux sur les
moules (Garrigues et al. 2002) et sur des coques (Marcheki Ajmi 2009), démontrant

I’importance de la glande digestive comme organe de stockage de la MDA.
2. Approche in vivo

a. Choix des contaminants
Le but de notre programme de recherche est d’évaluer la toxicité de deux contaminants. Un
mélange de contaminants (les effluents industriels) et un contaminant pur (le cadmium). Nous
avons choisi les effluents afin d’étre le plus proche possible du milieu naturel. En effet, les
effluents industriels sont généralement déversés en mileu naturel avec ou sans traitement
préalable et vont entrer en contact avec les organismes aquatiques. En procédant a une
expérimentation avec les effluents, la toxicité de ce contaminant peut donc étre évaluée au
plus proche du milieu naturel. Le choix du cadmium se justifie par le fait qu’il soit un
contaminant environnemental majeur a I’échelle mondiale (Al Kaddissi 2012 ; Véronique
2005) et dans la région du golfe de Gabés ou la collecte des échantillons de coques a été
réalisée (Hamza- Chaffai et al. 1996 ; 2000 ; 2003 ; Smaoui Damak et al. 2003). De plus,
plusieurs études ont montré que le cadmium pose de sérieux problemes écologiques surtout
par sa rémanence et sa toxicité élevée (Al Kaddissi et al. 2012 ; Chora et al. 2009). Le fait
d’évaluer cette toxicité dans des conditions contrdlées est donc d’un grand intérét pour la
santé des organismes marins et par conséquent celle des étres humains.

b. Choix des concentrations
Dans I’expérience de contamination par le Cd, nous avons choisi deux concentrations, une
faible (50ug/l) et une forte concentration (5 mg /l) pendant 1 a 18 jours. La concentration de
50pg/1 est loin d’étre environnementale. Elle est, en effet, 100 fois plus importante que celle

rencontrée dans I’environnement marin tunisien ou la collecte de nos coques a été effectuce
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(Barhoumi et al, 2009). Notre choix sur cette concentration se justifie par le fait qu’elle a été
déja testée chez C. glaucum (Ladhar-Chaabouni et al. 2008). Ces derniers travaux ont montré
qu’a cette concentration, le taux maximum de la protéine type métallothionéine est synthétisé
chez la coque aprés 15 jours d’exposition. De plus, cette concentration a été largement utilisée
dans des conditions contrélées chez plusieurs organismes marins : les crustaces (Al Kaddissi
2012), la palourde Ruditapes deccussatus (Chora et al. 2009 ; Serafim et Bebiano 2007), les
gastéropodes (Latire et al. 2012) et le bivalve Antarctique Laternula elliptica (Choi et al.
2007). Le choix de notre deuxiéme concentration Smg/L se justifie par le fait qu’on a voulu
tester la réponse (surtout au niveau moléculaire) de la coque a une forte contamination par le
cadmium. De plus, dans les pays en voie de développement, il est possible de trouver des
zones tres polluées ou la concentration en Cd peut atteindre 1mg/l (Belabed et al. 1994). Il a
été aussi démontré au cours de ce travail que la concentration de certains effluents en
cadmium tels que les effluents déversés par la SIAPE (société industrielle tunisienne de
transformation des phosphates bruts) peut contenir des teneurs en Cd de I’ordre de 1mg/L.
Toutes ces données nous ont ameneées a tester cette concentration chez ce bivalve, chose qui a
notre connaissance n’a pas été décrite chez d’autres bivalves mais plutdt chez des
gastéropodes (Latire et al. 2012), des poissons (Atli et Canli 2007 ; 2010 ; 2013) et des
crustaces (Al Kaddissi 2012 ; Gao et al. 2012). Pour la deuxiéme expérimentation par les
effluents, la méme concentration de 1% a été utilisée pour les deux effluents F1 et F2. Cette
concentration a été utilisée suite a des travaux antérieurs (comm pers) qui ont démontré que
c’est une concentration qui permet de maintenir les coques dans des conditions controlées
optimales de vie.
c. Choix des marqueurs de contamination

Les marqueurs biologiques utilisés pour cette étude concernent, a nouveau, les trois niveaux
de I’organisation biologique : moléculaire, individuel et organe. Au niveau moléculaire, les
génes étudiés sont les mémes que ceux utilisés dans la partie in situ et concernent différents
types de réponse au stress. La réponse transcriptionelle de ces différents génes a été analysée
sur des coques exposées au cadmium et aux effluents industriels. Par leur fonction, ces génes
sont parmi les premiers candidats & réagir en réponse au stress et des modifications
importantes dans leur expression suite a un stress ont été rapportées chez plusieurs invertébres
(Achard-Joris et al. 2006 ; Al Kaddissi et al. 2012 ; Ivanina et al. 2008a ; Ivanina et al. 2008b;
Navarro et al. 2011). Ainsi I’analyse de leur expression a 1’échelle moléculaire permet d’avoir

une réponse précoce sur les effets que peut avoir chaque contaminant. Au niveau individuel,
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le test de «stress on stress» et 1’indice de condition ont été utilisés. Ces deux paramétres
permettent de suivre 1’état physiologique de I’animal tout au long des expérimentations et de
détecter toute perturbation a cette échelle. Au niveau organe, le dosage de bioaccumulation
des métaux a été effectué afin de compléter les réponses aux niveaux moléculaires et
individuels.
d. Choix des organes

Deux parties majeures ont été utilisées pour cette étude, les branchies et le reste de I’animal
(muscle adducteur, glande digestive, manteau et siphons). Les branchies ont été utilisées pour
étudier la réponse transcriptionelle des différents génes alors que le reste de I’animal a été
utilisé pour les tests de bioaccumulation des métaux lourds. Notre choix des branchies pour
¢tudier I’expression des genes se justifie par le fait qu’elles constituent les principaux sites
d’échange chez les organismes aquatiques. De plus, ces organes sont en contact direct avec
I’eau donc dans le cas d’une contamination par voie directe comme notre cas, ces tissus seront
les premiers a subir les effets de cette contamination. Les autres organes de la coque (muscle
adducteur, glande digestive, manteau et siphons) ont servi au dosage des métaux lourds. Ce
choix d’analyser la bioaccumulation des métaux lourds sur le reste de I’animal se justifie par
les travaux de Machreki-Ajmi et al. 2006, qui ont démontré une accumulation importante de
certains métaux dans ces organes chez C. glaucum. De plus, afin de mettre en évidence la
variabilité inter-individuelle chez les coques exposees aux mémes conditions, nous avons
choisi de travailler par individu. Ce type d’étude nous permet entre autres de pouvoir faire une
analyse en composantes principales (ACP). Cette analyse a pour objectif de mettre en
évidence des relations de corrélations entre les différentes variables (expression des différents

genes, bioaccumulation et indice de condition).
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A. Techniques de dosage des métaux

1. Traitement des échantillons

1.1 Echantillons biologiques
Dans ce travail, a part I’étude préliminaire ou les résultats de dosage des métaux sont
exprimés en poids frais, toutes les autres analyses de concentrations métalliques dans les
échantillons biologiques sont exprimées en fonction du poids sec puisque travailler avec des
¢chantillons secs permet de s’affranchir des problémes des teneurs en eau variables d’un
individu a un autre. Afin de détruire et solubiliser respectivement les constituants organiques
et minéraux de I’échantillon, nous avons choisi la minéralisation par attaque acide. Les
¢chantillons sont minéralisés dans [’acide nitrique a 65%. Le rapport entre la masse
d’échantillon et le volume d’acide doit étre de ’ordre de 100 mg pour 2 ml d’acide. Les
¢échantillons et 1’acide sont mis dans des tubes en verre correctement lavés (HCI 10%) et
placés dans des blocs chauffants 2 h a une température de 65°C puis le chauffage a été
poursuivi a 90°C jusqu’a ce que la solution devienne claire et que les vapeurs nitreuses
rousses disparaissent. Les minéralisats sont ensuite récupérés dans des tubes gradués et
complétés jusqu’au volume désiré avec de I’eau désionisée.

1.2 Echantillons de sédiment
Pour les sédiments, des échantillons de 0,5 g (lyophilisés) sont placés dans des tubes en verre
préalablement lavés a 1’acide et subissent une minéralisation a I’aide de 5 ml d’acide nitrique
(HNO3) et 3 ml d’acide chlorhydrique (HCI). Le résidu sec est repris dans 10 ml d’acide
chlorhydrique (Geffard 2001).

1.3 Echantillons des Effluents
Pour les effluents, des échantillons de 5 ml de chaque effluent (F1 et F2) sont placés dans des
tubes en verre préalablement lavés a 1’acide et subissent une minéralisation a 1’aide de 2 ml

d’acide nitrique concentrée (65%).
2. Techniques analytiques utilisees

2.1 Dosage du Cadmium, Cuivre et Nickel par spectrophotométrie
d'absorption atomique électrothermique (SAAE) (mode sans flamme).

Le dosage du Cd, Cu et Ni dans les échantillons a été effectué par spectrophotométrie
d'absorption atomique électrothermique (Spectr AA Zeeman 220; équipée d’un correcteur de
bruit de fond a effet Zeeman — Figure 7) qui présente des limites de quantification de 0,1, 0,3
et 0,24 ng.L? respectivement pour le Cd, le Cu et le Ni. Le principe de ce dosage repose sur

une mesure de 1’échantillon ramené a 1’état d’atomes libres (atomisation). L'échantillon
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liquide est aspiré par un passeur automatique et introduit dans 1’appareil puis porté a une
température de 3273°K pour que les éléments présents se retrouvent sous forme ionisee.
L’atomisation est réalisée sous atmosphére inerte dans un dispositif d’atomisation
électrothermique sans flamme appelé « four graphite ». Le four est balayé par un flux d'argon
(gaz inerte) qui protége les ¢éléments de I’oxydation. Une lampe a cathode creuse émet un
rayonnement spécifique de I’élément étudié (228 nm pour le Cd, 324 pour le Cu et 232 pour
le Ni) qui traverse le tube graphite dans lequel la solution est déposée. Des échantillons
certifiés (TORT-2, NRC211 CNRC) ont éte analysés afin de contréler et valider la qualité des
dosages. Les résultats obtenus étaient de I’ordre de 25,6 £ 0,7, 110 + 2, 2,4 + 0,1 et 190 + 8
mg/kg pour le Cd, le Cu et le Ni comparé a des valeurs certifiées de 1’ordre de 26,7 £+ 0,6, 106
+ 10 et 2,5+ 0,2 pour le Cd, le Cu et le Ni respectivement. Comme une contamination par un
métal aurait pu survenir lors de la préparation des échantillons, nous avons analysé des blancs

représentatifs des réactifs et de la procédure de préparation.

Varian

Figure 7 Phototographie d’un spectrophotométre d'absorption atomique électrothermique (SAAE)
(mode sans flamme).

2.2 Dosage du Zinc par spectrophotométrie d'absorption atomique

électrothermique (SAAE) (mode flamme).

Le zinc est analysé par spectrométrie d’absorption atomique (AASE) mode flamme (Varian
AA 240 FS Fastsequential Atomicspectrophotometer— Figure 8). Le principe est le méme que
pour le dosage spectrophotométrique mode sans flamme. La seule différence est dans le
dispositif d’atomisation qui est dans ce cas une flamme air acétyléne au lieu d’un four en

graphite. La correction du bruit de fond spectral pour la longueur d’onde spécifique du zinc

est de "ordre de 213,9 nm et s’opére grace a une lampe au deutérium. La limite de détection
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du zinc est de I’ordre de 10ug/L. Des échantillons certifies (TORT-2, NRC211 CNRC) ont été
analysés afin de contréler et valider la qualité des dosages. Les résultats obtenus pour le Zn
étaient de 1’ordre de190 + 8 mg/kg contre des valeurs certifiées de 1’ordre de 180 + 6 mg/kg.

{ A /
Figure 8 Phototographie d’unspectrophotométre d'absorption atomique électrothermique (SAAE)
(mode flamme).

2.3 Dosage des sédiments et des effluents par spectrométrie d’émission
atomique par plasma a couplage inductif (ICP-AES)

La spectrométrie d’émission atomique est une méthode photométrique utilisant un plasma
(gaz) maintenu a une température de 1’ordre de 8000°K (Figure 9). A cette température, les
atomes de 1’échantillon sont excités et émettent des radiations électromagnétiques (photons)
caractéristiques. Selon le modéle de Bohr, les électrons constituent autour du noyau un nuage
électronique, réparti en couches et sous-couches, dont le nombre est défini pour chaque
atome. A chacune de ces sous-couches est associé un niveau d’énergie. En régle générale, plus
la sous-couche est éloignée du noyau, plus son niveau d’énergie est élevé. Lorsqu’un atome
recoit de 1’énergie suite & une collision avec une autre particule ou a I’absorption d’un
rayonnement, il va absorber cette énergie, ce processus correspond a I’excitation. Cette
excitation se traduit par un déplacement d’électron vers les sous-couches d’énergie supérieure.
Pour retrouver un état stable, 1’¢électron aura tendance a retrouver le niveau de départ. Ce
phénomeéne se traduit par 1’émission de photons de longueur d’onde caractéristique de chaque
¢lément (spectre de raies d’émission). Ainsi I’élément va pouvoir étre quantifié en fonction du
nombre de photons puisqu’il est proportionnel au nombre d’atomes de 1’élément considéré. Le
principal avantage de cette technique est qu’elle permet un dosage multi-eléments. Pour cette

étude, sept éléments métalliques ont été utilisés (Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb et Zn). A part le Pb
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pour lequel une seule raie d’émission a été utilisée, deux raies ont été utilisées pour tous les

autres éléments métalliques (Tableau 3). Apreés filtration, les minéralisats de sédiment et des
effluents sont introduits dans I’ICP-AES (Thermo Scientifici CAP 6000 series ICP

spectrophotometer) sous forme liquide. Ils sont pris en charge par une pompe puis transformés

en aérosol par un flux d’argon dans un nébuliseur. IIs sont ensuite transportes dans le plasma

d’argon par un injecteur ou ils subissent différentes étapes d’atomisation et d’ionisation

conduisant a une excitation des atomes et des ions. Une gamme d’étalonnage a été effectuée

au préalable pour chaque élément a partir des solutions meres (Tableau 3).

"E W

Figure 9 Phototographie d’un ICP-AES ThermoScientifici CAP 6000 seriesICP Spectrophotometer

Tableau 3 Synthése des résultats pour les paramétres caractéristiques de la méthode d’analyse par

ICP-AES.
Elément Limite de détection Limite de quantification Concentration de la solution
(Ma/L) (Mg/L) mere (mg/L)
Cd 0,082 0,275 10
Cr 0,215 0,717 50
Cu 0,238 0,457 10
Mn 0,041 0,130 10
Ni 0,190 0,643 50
Pb 0,552 1,840 100
Zn 0,056 0,187 10
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B. Techniques histologiques

1. Fixation de la gonade
Le but essentiel de la fixation est d’empécher I’autolyse des tissus et de les maintenir dans un
état le plus proche possible du vivant. Le mélange fixateur utilisé au cours de ce travail est le
liquide de Bouin. Ce liquide renferme de 1’acide picrique, de 1’acide acétique et du formol (la
durée de fixation est de 48h). L’acide picrique précipite les protéines et dépolymérise les
acides nucléiques. L’acide acétique est un bon fixateur des chromosomes, il détruit le
chondriome, gonfle les tissus mais ne les durcit pas. Le formol est un réducteur qui ne
précipite pas les protéines mais fixe les lipides complexes. C’est un fixateur universel qui
prépare trés bien les tissus et pénétre assez bien pour que les pieces puissent étre relativement
épaisses.
2. Inclusion

L’inclusion est I’imprégnation des tissus par un milieu plastique qui doit étre le plus neutre
possible chimiquement. C’est la paraffine liquide qui est généralement utilisée. L’intérét de la
paraffine est d’étre chimiquement neutre, soluble dans de nombreux solvants et facile a
couper au rasoir. La paraffine n’est pas miscible a 1’eau, les pi¢ces fixées doivent donc subir
une étape de déshydratation qui correspond au passage des gonades dans des bains successifs
d’alcool de concentration croissantes. L’alcool étant non miscible a la paraffine, une étape
d’éclaircissement est alors nécessaire. Cette étape correspond a [’utilisation d’un agent
intermédiaire qui est a la fois soluble dans I’alcool et dans la paraffine. Dans ce travail nous
avons utilisé le toluene comme agent éclaircissant. Les étapes de déshydratation et
d’éclaircissement sont effectuées dans un automate nommé « Technicon» (Shandon, Sitadel)
(Figure 10) et sont decrites dans le Tableau 4. Le passage dans le liquide intermédiaire

(toluéne) est ensuite suivi par une étape d’inclusion puis de mise en bloc.
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Figure 10 Phototographie du Technicon (Shandon, Sitadel)

Tableau 4 Etapes de déshydratation, d’éclaircissement et d’inclusion.

Réactif Durée d’immersion
Formol 2h30
Alcool 70 ° 1h30
Alcool 80° 1h30
Alcool 95° 1h30
Alcool 95° 1h30
Alcool 100° 2h
Alcool 100° 1h30
Toluéne 1h30
Toluéne 2h
Paraffine 2h30
Paraffine 2h

Inclusion en bloc

3. Coupes

Les échantillons inclus sont débités en série de coupes de 3 um d’épaisseur au moyen d’un
microtome type HM 315 (Figure 11). Les rubans ainsi obtenus sont directement récupérés sur
des lames de verres immergées d’albumine liquide. Les références de chaque échantillon sont
notées en haut de la lame avec la pointe d’un diamant. Ensuite, les lames sont posées sur une
plaque chauffante pour étre étalés sans formation de plis. Ces lames seront par la suite placees

dos a dos dans des paniers en verre et mises a I’étuve a 37°C pendant une nuit. Cette étape
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permet d’¢liminer I’excés de paraffine et de coller les coupes sur les lames.

Figure 11 Phototographiedu microtome mécanique (type HM 315)

4. Deéparaffinage réhydratation et coloration des tissus
Le déparaffinage consiste a éliminer le milieu d’inclusion. Il s’effectue aprés passage des
paniers, contenant les lames en verre, dans deux bains de toluéne de 60 mn chacun. La
réhydratation consiste a faire passer les lames dans des bains d’éthanol de concentration
décroissante (100°, 95°, 70°) d’une durée de 3 a 5 mn. Ces lames seront ensuite imprégnées
dans un bain d’cau distillée (3 a 5 mn) permettant ainsi I’hydratation des tissus. Les coupes
sont ensuite colorées dans des bains successifs de colorants : I’Hématoxyline pour la
coloration des noyaux, I’Eosine pour la coloration des cytoplasmes et des tissus musculaires,
I’acide phosphomolybdique pour éliminer I’excés d’Eosine et enfin le vert lumiére pour la
coloration des cellules vésiculaires, des membranes cellulaires et de certains organes comme

I’estomac ou les intestins (Tableau 5).
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Tableau 5 Réhydratation et coloration des tissus

Réactif Durée d’immersion (minutes)

Toluene 60
Toluene 60
Ethanol 100° 5
Ethanol 100° 5
Ethanol 95° 5
Ethanol 70° 5
Eau distillée 5
Hématoxyline de Groat 1

Eau courante passage

Eau distillée passage
Eosine 8

Acide phosphomolybdique 1 minute maximum

Vert lumiere 1
Ethanol 100° 1
Ethanol 100° 1
Toluene 5

5. Le montage
L’étape de montage est nécessaire a la protection des coupes colorées qui ne supportent pas le
dessechement. Il faut donc interposer entre lame et lamelle un milieu de montage qui doit
répondre a certaines exigences :
e Etre transparent pour satisfaire les conditions d’observation ;
e Assurer une meilleure conservation des préparations ;
e Assurer I’adhérence de la lamelle sur la lame.
Répondant a ces exigences, le Pertex est utilisé comme milieu de montage pour cette étude.
Une étape de séchage a 1’étuve a une température de 54°C est enfin réalisée pendant une nuit.
6. Analyse d’image
Pour les femelles et afin de mieux décrire la croissance des ovocytes durant le déroulement du
cycle reproducteur, les diamétres de 100 ovocytes choisis au hasard ont été mesurés pour
chaque femelle dont la gonade était au début, au cours ou en fin de développement. Les
mesures ont eté réalisées avec un microscope optique muni d’une caméra et du logiciel de
traitement d’images (Nikon Eclipse 80i couplé a une caméra Nikon DXM1200-C).
Pour les males, seule une analyse qualitative basée sur 1’observation et 1’interprétation des

coupes histologiques est réalisée.
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Les photographies ont été prises pour présenter 1’évolution morphologique des gonades males

et femelles.

7. ldentification des stades reproducteurs et calcul de l’indice de

maturité
Une fois les différents stades de développement identifiés, la maturation sexuelle saisonniere
est représentée pour chaque mois en termes de pourcentage relatif de chaque stade. Un indice
de maturité (IM) est aussi calculé pour chaque mois. Cet indice est égal a la somme des
différents coefficients attribués a chaque stade de développement, pondéré par le pourcentage
d’individus pour chaque stade. Des numéros de 1 a 6 ont été attribués pour les males et les
femelles. L’indice de maturité (IM) est ainsi déterminé pour chaque mois selon la formule
suivante :

IM = 1al +2a2 + 3a3 + ...yan
al, a2, a3, ...an représentent les pourcentages d’individus pour chaque stade (Smaoui-Damak,
2005).

C. Dosages biochimiques

1. Dosage des proteines
La méthode de Bradford (1976) est une méthode d'analyse spectroscopique utilisée pour
mesurer la concentration des protéines en solution. C’est un dosage colorimétrique basé sur le
changement d'absorbance (la mesure se fait a 595 nm), se manifestant par le changement de la
couleur du bleu de Coomassie apres liaison (complexification) avec les acides aminés
basiques (arginine, histidine, lysine) et les résidus hydrophobes des acides aminés présents
dans les protéines. Dans un premier temps, une courbe d’étalonnage est réalisée a partir d’une
solution mere de sérum albumine bovine (BSA) a 200 pg/mL. Une série de solutions filles de
concentrations variables entre 0 a 15 pg/mL est préparée a partir de cette solution mere. Dans
un deuxieme temps les échantillons sont homogénéisés dans un tampon phosphate NaHPO4
(0,AM, PH=7) puis centrifugés pendant 60 mn, a 25.000g et a 4°C. Les concentrations en
protéines totales ont été déterminées dans les surnageants. Un volume de 10uL de surnageant
est mélangé a 200 pL du réactif Bradford (Biorad) et 800 uL d’eau distillée, ce qui donne un
mélange de coloration bleue, mesurable par un spectrophotomeétre (Jenway 6305 UV/VIS) a
595 nm. Un blanc représentatif des réactifs et de la procédure de préparation est dosé en
méme temps que les échantillons.

2. Dosage du glycogéne
11 s’agit d’un dosage colorimétrique dont le principe est basé sur la formation d’une coloration
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verte, stable et absorbante & 630 nm. Cette coloration verte est obtenue dans un milieu
acétique, a chaud et en présence du réactif ortho-toluidine (Sasaki et al. 1972). Les
¢chantillons sont tout d’abord broyés a froid en présence d’acide trichloracétique (TCA 20%).
Le broyat est ensuite centrifugé (8000 g ; 5mn) a température ambiante, puis le surnageant
contenant le glycogeéne est extrait et précipité par de 1’alcool 95°a chaud. Ensuite, apreés une
deuxiéme centrifugation (5000 g, 5min) a température ambiante, le culot de glycogéne
récupéré est dissous dans 2,5 ml d’eau distillée et hydrolysé en glucose en présence d’acide
chlorhydrique (30%) dans un bain marie bouillant pendant une heure. Le glucose ainsi libéré
est dosé par la méthode colorimétrique décrite par Sasaki et al. (1972).
3. Dosage des lipides
La méthode utilisée est celle de Frings et al. (1972). C’est une méthode colorimétrique basée
sur la formation d’un complexe chromogéne de couleur rose absorbant a 540 nm apres
réaction des lipides avec la vanilline. La réaction se développe en milieu acide en présence
d’acides sulfurique et phosphorique. Dans un premier temps, une courbe d’étalonnage est
réalisée a partir d’une solution mére d’huile d’olive a 10 mg/mL. Une série de solutions filles
de concentration variable entre 1 a 10 mg / mL est préparée a partir de cette solution mere.
Dans un deuxiéme temps, les tissus ont été homogénéisés a froid dans le tampon phosphate
Na;HPO4 (0,1M, PH=7). Un volume de 0,2 pL d’homogénat inconnu, de standard ou d’eau
déionisée (blanc) est mélangé a 200 pL d’acide sulfurique concentré. Aprés incubation du
mélange dans un bain-marie bouillant (10 mn), 10 ml de réactif de phosphovanilline ont été
ajoutés. Les absorbances ont été mesurées a 540 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre (Jenway
6305 UV/VIS), apres incubation a 37°C (15 mn). Les concentrations en lipides des
échantillons ont été déterminees a partir de la courbe d’étalonnage.
4. Dosage du malondialdehyde

Le MDA est dosé¢ par une méthode colorimétrique en présence de 1’acide thiobarbiturique
(TBA). La détection des molécules de MDA présentes dans les échantillons biologiques se
base sur la réaction au cours de laquelle deux molécules de TBA réagissent avec une molécule
de MDA ce qui entraine la formation d’un chromogene rouge dont I’absorption maximale est
comprise entre 312 et 535 nm (Sunderman et al. 1985). L’intensité¢ de la coloration rouge
augmente avec la concentration en MDA. Il faut noter que le complexe MDA-TBA n’est
stable que pendant 3 heures a 1’abri de la lumiére et & température ambiante (Bouaziz 2002).
Le protocole de dosage commence par une homogenéisation des glandes digestives a froid
dans du KCI 150 mM a raison de 1g de tissu dans 10 ml de KCI (chlorure de potassium). Les
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broyats des glandes digestives sont ensuite immediatement congeles a —20° C afin d’éviter la
dégradation du MDA. Une gamme d’étalonnage a été établie a partir d’une solution mére de
TEP (1,1,3,3-Tetraéthoxypropane, 8,26 mM).

5. Dosage de ’acétylcholinestérase
La méthode utilisée est dérivée de celle d’Ellman (Ellman et al. 1961), adaptée au lecteur de
microplaques par Bocquené et Galgani (1998). L’acétylcholinestérase contenue dans les tissus
va réagir avec I’acétylthiocholine (ASCh) en libérant 1’acide acétique et la thiocholine (Sch).
Cette derniére réagit a son tour avec le DTNB (5-5’-Dithio-Bisnitrobenzoate) en donnant du
TNB produit de couleur jaune qui absorbe a 412 nm et dont la concentration est
proportionnelle a la quantité d’enzymes présentes dans le milieu. La réaction peut se
schématiser ainsi :
ASCh+H20 _ACE | Sch + acide acétique
Sch+DTNB ——»  Tch-TNB + TNB
Le mélange réactionnel est incubé pendant deux minutes a 25°C et I’hydrolyse du substrat est
appréciée a 1’aide d’un lecteur en microplaque a une longueur d’onde de 412 nm et & un
intervalle de temps de 25 mn contre une solution blanche (sans échantillon). Les résultats sont
exprimés en nmol/mn/mg de protéines. L’activité est donnée par la formule suivante :

Activité (nmol/mn/mg de protéines) = DO/ mn x1000 x Vcyt
exXVxP

DO/mn : variation de densité optique par minute

Vcyt : volume de cytosol

V : volume de I’échantillon en ml

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

€ : coefficient d’extinction molaire de 1’acétylcholinestérase égale a 13,6 mmol/ mn E.

D. Techniques de biologie moléculaire
I. Etude phylogéographique
1. Extraction de ’ADN génomique
Les échantillons ont ¢té conservés dans I’éthanol 95° jusqu’a extraction de I’ADN. Cette
extraction a été réalisée selon le protocole de Winnepenninckx et al. (1993). 10 a 20 mg de
tissu musculaire prélevé au niveau du pied de 1’animal sont placées dans 600ul de solution
d’extraction ((Tris HCI 100mM pH 8, EDTA 20 mM pH 8, NaCl 1.4 M, CTAB 2%, b
mercaptoethanol 0.2%). A ’homogénat sont ajoutés 20ul de protéinase K pour hydrolyser les
protéines. Aprés une heure de chauffage a 50°C, 600ul de chloroforme-Isoamyl sont ajoutés

au mélange afin de provoquer une émulsion séparant les protéines de I’ADN. Aprés
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centrifugation (15000g, 10 min), 2 phases se forment. La phase supérieure contenant I’ADN
total est recupérée. L’ ADN est précipité par addition de 30ul d’acétate de sodium et de 1.3 ml
d’éthanol absolu. I’ADN est ensuite culoté par centrifugation (15000 g, 10 min), lavé a
I’éthanol 70, séché et repris dans 50ul d’eau ultra pure. La concentration en ADN est ensuite
évaluée par spectrophotométrie a 260 nm et 280 nm (Ulrospec 2100 pro UV/visible
spectrophotometer). Le rapport des valeurs d’absorbance 260/280 nm permet d’estimer la
pureté de 1’extrait. Un ratio compris entre 1,8 et 2 dénote un extrait d’ADN de bonne qualité,
sans contamination par des protéines ou par les produits utilisés pour I’extraction. Les ADN
extraits sont ensuite dilués a une concentration de 100ng/ul pour I’amplification par PCR et le
séquencage.

2. Amplification de ’ADN génomique
Les marqueurs génomiques ont été amplifiés par PCR a partir des ADN extraits suivant le
protocole du kit illustra™ Ready-To-Go PCR Beads Amplification Kits (GE Healthcare).
L’amplification a été réalisée a partir de 100 ng d’ADN matrice. Les étapes d’amplification
comportent une dénaturation de 3 min a 94°C, d’une hybridation de 1 min a une température
variable suivant les amorces utilisées (Tableau 6) et d’une élongation de 1 min a 72°C. Trente
cycles d’amplification sont effectués par PCR. Pour chaque échantillon extrait, le marqueur
mitochondrial COl et le marqueur nucléaire ITS1 ont été amplifiés.
A Tl'issue de la PCR, I’obtention d’un fragment unique grace a la spécificité du couple
d’amorces a été vérifiée par migration de 5 pL de produits d’amplification par électrophorése
sur un gel d’agarose 1%. Le marqueur de taille 100 pb DNA Ladder (Promega) a été utilisé
pour évaluer la longueur du ou des fragments amplifiés par rapport a la longueur attendue.

Tableau 6 Liste des oligonucléotides et des températures d”hybridation utilisés pour les réactions de
PCR.

Nom de ’amorce Séquence (5’ 3’) T° d’hybridation en °C
Calculée Utilisée

Amorces spécifiques du géne ITS1 (Denis et al. 2009)

ITSla cacaccgcccgtcgctacta 62 52°C

ITS1b tcgaccacgagccgagtgat 58 52

Amorces spécifiques du géne COI (Folmer et al. 1994)
COl a ggtcaacaaatcataaagatattgg 66 40

COlb taaacttcagggtgaccaaaaaatca 66 40
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3. Séquencage
Le séquencage a été effectué a partir du produit PCR non purifié selon les recommandations
de la société « Beckman Coulter Genomics ». Les produits PCR sont expédiés et les résultats
sont obtenus par internet. Le séquencage effectué par cette société repose sur le principe de
Sanger.

4. Traitement des sequences

e Alignement et correction des séquences liées aux erreurs du séquenceur

Dans un premier temps, une observation de ’intensité¢ des pics des chromatogrammes est
effectuée afin de vérifier ’adéquation de chaque chromatogramme avec la séquence. Les
séquences dont les chromatogrammes présentaient un bruit de fond élevé n’ont pas été
retenues afin de limiter les erreurs potentielles. Une correspondance entre les bases inscrites
par le séquenceur et les pics des chromatogrammes est vérifiée par lecture. Dans un second
temps, une Vérification qui consiste a réaliser un « blast » (basic local alignement search tool)
d’une séquence obtenue (« query séquence ») dans la base de données Genbank (Nucleic
Acid Research 2008) est réalisée afin de vérifier si la séquence correspond bien au marqueur
attendu et pour ¢éliminer tout risque d’analyse de produits issus de contamination. Enfin, les
séquences ont éteé alignées via Clustal W (Thompson et al. 1994) sous Bioedit version 6.0.6
(Hall 1999) et I’alignement a été vérifié visuellement.

5. Construction de réseau de relation entre les séquences
Des réseaux de relation entre les séquences de chacun des marqueurs sont construits en
utilisant le logiciel Median joining Network 4.5.0.0 (Bandelt et al. 1999). Ce logiciel permet
de construire des réseaux d’haplotypes basés sur un algorithme appelé median-joining
(Cassens et al. 2003) et d’explorer graphiquement 1’existence de possibles associations entre
haplotypes et distribution géographique. Ces réseaux dessinent les relations évolutives (basées
sur les événements mutationnels) entre les différents haplotypes observés sur I’ensemble du
jeu de données.

6. Analyse statistique
Le nombre de sites polymorphes S, la diversité haplotypique Hq(Nei 1987), la diversité
nucléotidiqgue m (Nei 1987; Nei et Miller 1990) et K (nombre moyen de différences
nucléotidiques) sont calculés en utilisant le programme DNASP V.5.10 (Librado et Rozas
2009). Les statistiques de D Tajima (1989) et D * et F * de Fu et Li (1993), visant a tester
I'hypothese de la neutralité, qui suppose 1’absence de sélection naturelle et de changements
démographiques (une taille effective stable de la population) sont aussi calculées par le méme

logiciel. Les valeurs de différenciation génétique (Fst) ont été calculées par paires entre
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populations en utilisant le programme ARLEQUIN V3.5 (Excoffier et Lischer 2010). Pour
tester 1’existence de corrélation entre les valeurs de différentiation génétique Fst et les
distances géographiques, le test de Mantel (Mantel 1967) a été utilisé avec le logiciel
ARLEQUIN v.3.5. (Excoffier et Lischer 2010). Ce test repose sur la détermination de la
corrélation entre deux matrices ou plus et permet de produire un coefficient de corrélation r de
Pearson qui permet de déduire la présence ou non d’une corrélation entre les matrices
étudiées. Deux matrices de distances geographiques ont été construites : la premiére sur la
base du patron général du courant marin et la deuxieme en suivant le littoral en tenant compte
des distances entre les localités sur la carte. Nous avons, par la suite, examiné la structure
génetique inter et intra populationnelle par une analyse de la variance moléculaire (AMOVA)
Excoffier et al. 1992) avec le logiciel ARLEQUIN v.3.5. (Excoffier et Lischer 2010). Une
distribution du nombre de différences entre séquences prises deux a deux (mismatch
distribution) a été réalisée au sein de chaque population et pour I’ensemble des populations de
C. glaucum en utilisant le logiciel DNASP V.5.10 (Librado et Rozas 2009).

7. Récaputilatifs du principe de la métode

Extraction d'ADN

Amplification par PCR

Séquencage

Traitement des séquences

e \/érification des séquences (Blast,Genbank)

e Allignement des séquences (Clustal W)

e Construction des réseaux de relations entre les séquences
(Median joining Network )

e Diversité génétique (r, Hy et K)

e Tests de neutralité sélectives ( D Tajima et D * et F *)

DNASP V.5.10
e Calcul des distances génétiques (Fs7)
e AMOVA
e Test de Mantel ARLEQUIN V3.5

e Mismatch distribution (DNASPV.5.10)

Figure 12 Principe de la méthode utilisée depuis I’extraction de I’ADN jusqu’au traitement des
séquences pour les deux marqueurs COl et ITS1
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I1. Etude écotoxicologique
Les analyses réalisées pour cette partie ont pour but d’étudier I’effet des différences des
niveaux de contamination des sites sur 1’expression de certains génes d’intérét par PCR
quantitative. Une des conditions préalables et indispensables a 1’étude du niveau d’expression
des génes par PCR quantitative est la connaissance d’au moins une partie de la séquence
codante du gene étudié. Le génome de C. glaucum demeure a I’heure actuelle trés peu connu
et un travail important de recherche et de séquencage des génes d’intérét a donc été mené au
cours de ce travail.
1. Recherche et séquencage des régions codantes d’intérét
Pour I'amplification des trois génes de ménage (P-actine,a- tubuline, B-tubuline) et des six
geénes cibles (MT, HSP70, CAT, CuZnSOD, MnSOD et ABCB1), des amorces dégénérées ont
été concues sur la base des nucléotides conservés dans ces mémes genes pour Cerastoderma
edule (travaux non publiés du laboratoire MMS, Tableau 15). La séquence de COI étant déja
présente dans les banques des données (HQ432846). Pour les séquences non identifiées chez
la coque C. edule, Facteur d'élongation la (EF1), glutathion peroxydase (GPx), protéines de
choc thermique 90 (HSP 90) et cytochromes P450 (CYP), il a été nécessaire de rechercher les
séquences codantes d'intérét dans la banque de données GENBANK (via Pubmed-NCBI)
chez des especes de mollusques pour lesquelles cette séquence est connue. Les différentes
séquences rapatriées sont alors alignées a l'aide du logiciel « CustalW» qui permet de mettre
en évidence les régions codantes du gene les plus conservées entre les especes. Des couples
d'amorces sont alors déterminés dans ces régions « conservées » et synthétisés (Eurofins). La
premiere étape pour séquencer les génes consistait a extraire les ARN totaux (cf. 2) des tissus
et de les rétro-transcrire en ADNc (ADN simple brin) (cf. 3). Une amplification de ces
derniers par PCR classique (cf. 4) a été ensuite réalisée, suivie d’une étape de vérification de
la taille des fragments amplifiés en effectuant une électrophorése en gel d'agarose (cf. 5).
Cette étape a permis de comparer la taille de ces fragments a celle attendue. Les fragments
présentant la taille attendue ont alors été purifiés (cf. 6) puis clonés (cf. 7) et enfin séquencés
par I’entreprise« Beckman Coulter Genomics ».
2. Extraction des ARN totaux

Les Branchies de chaque echantillon ont été dissequées, conservées dans du « RNA Later » et
stockées a -20°C pour l'extraction de I’ARN. Environ 100 mg de tissu de branchies sont
homogénéisés dans 1 ml d’une solution de Tri-Reagent (Invitrogen). Cette solution est

composée de phénol et de thiocyanate de guanidium qui dénaturent les acides nucléiques,
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dissocient les protéines et possedent également une activité inhibitrice sur les ribonucléases
(RNases) endogenes. Apres une courte incubation de 5 mn a température ambiante,
permettant de dissocier les complexes nucléoprotéiques, 200 pl de chloroforme est ajouté. Les
tubes sont alors agités vigoureusement et incubés pendant 15 min a température ambiante.
Cette étape permet de séparer par solubilisation différentielle les acides nucléiques (les ARN
sont insolubles dans le phénol) des protéines et lipides. Apres centrifugation, le mélange est
séparé en une phase inférieure rouge, la phase phénol chloroforme, une interphase et une
phase aqueuse supérieure incolore. L’ARN reste exclusivement dans la phase aqueuse, c’est
donc cette phase qui est prélevée puis précipitée avec de 1’isopropanol. Le précipité d’ARN,
souvent invisible avant centrifugation, forme un culot au fond du tube. Le culot d’ARN est
lavé a I’éthanol 75% puis dissous dans 1’eau DEPC (eau traitée au diéthylpyrocarbonate, un
inhibiteur des RNases). Les volumes d’eau DEPC ajoutés aux échantillons sont fonction de la
taille des culots récupérés (de 25 a100 pL).

La concentration en ARN est déterminée par spectrophotométrie en mesurant 1’absorbance a
260 nm au moyen d’un spectrophotométre (Ultrospec 2100 pro UV/visible
spectrophotometer). Une unité d’absorbance correspond a 40ug d’ARN/ml. D’autre part la
qualit¢t de I’ARN extrait est vérifiée par deux méthodes: i) le calcul du rapport de
I'absorbance a 260nm/280nm et ii) en utilisant une micro-électrophorese capillaire sur
I’appareil Experion® (BIORAD) équipé du logiciel Experion™ software V3.0. L’analyse de
I’¢électrophorégramme permet de visualiser les 2 pics correspondant aux ARN ribosomaux
18S et 28S. La qualité des ARN est attestée sous forme de score, sur une échelle de 1 a 10,
nommé coefficient RQI (RNA Quality Indicator), bas¢ sur I’aspect des pics des ARN
ribosomaux 18S et 28S et la valeur du rapport des intensités des pics 28S/18S. Tous les ARN
préparés au cours de ce travail avaient un RQI supérieur a 9 traduisant I’excellente qualité des
ARN extraits.

3. Transcription inverse (RT)

La transcription inverse a pour objectif de transformer les ARN en ADN complémentaires
(ADNC), plus stables et indispensables pour effectuer les étapes de PCR ultérieures. Les ARN
totaux (3png) sont dans un premier temps dénaturés 5 min a 70°C en présence d’une amorce

dTRace (5-GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTT-3"). Cette étape

permet d’¢liminer les structures secondaires des ARN. Par la suite, on ajoute le tampon de
réaction, des dNTP, un inhibiteur de RNases (RNasin, Promega) et de la transcriptase inverse
(MMLV-RT, Promega). Le milieu réactionnel est alors incubé 90 minutes a 42°C, étape au

cours de laquelle I’amorce dTRace vient s’hybrider au niveau de la queue polyA des ARN
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messagers puis ces ARN messagers utilisés comme matrice pour 1 synthése de I’ADNc
monocaténaire grace a la transcriptase inverse. La réaction est ensuite arrétée par une
incubation de 5 min a 70°C (inhibition de I’enzyme).
4. Amplification par PCR classique

La PCR classique permet d’amplifier facilement et de maniére importante un fragment
d’ADN d’intérét, méme présent en trés faible quantité dans 1’échantillon. Cette technique fait
appel a I’enzyme Taq polymérase. Cette ADN polymérase va permettre de synthétiser de
facon fidéle un brin complémentaire a partir d’'une matrice ADN présente dans 1’échantillon,
et ce, de maniere importante puisque cette enzyme est capable de polymeériser plus de 1000 pb
par minute. Les réactions de PCR ont été réalisées a l'aide de la GoTagDNA polymerase
(Promega) en respectant les recommandations du fournisseur. Brievement, 1uL d’ADNc sont
mises en présence d’'un mélange contenant :

e 2 uL de chaque amorce a 100 uM

e 2pul dedNTPa2mM

e 1,5 puLde MgCI2 a 25 mM (cofacteur de la Tagpolymérase)

e 5 uL de tampon de réaction 5X

e 0,12 uL de GoTaq polymérase (Promega)

e 11,38 uL d’cau purifiée exempte de nucléases

Ce mélange est placé dans un thermocycleur (Eppendorf) qui va réaliser les cycles de PCR
décrits ci-dessous :

e La dénaturation de I’ADN : séparation des deux brins complémentaires par une

élévation de la température a 94°C pendant 30 secondes a 1 minute.

e [’hybridation des amorces au niveau des régions spécifiques encadrant le segment a
amplifier. La durée de cette étape est de 30 s et la température est définie au cas par
cas car elle dépend du Tm (température de fusion) du couple d’amorces utilisé
(Tableaux 7 et 8).

e L’¢longation : synthése du brin complémentaire par la Taq polymérase pendant 30
secondes a 72°C.

Ce cycle est réitéré 40 fois, et en fin de réaction une étape de 10 min a 72°C va permettre a
I’enzyme de finaliser les élongations des brins d’ADNc. Les amplicons ainsi obtenus par PCR

sont ensuite visualisés par électrophorése.
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Tableau 7 Amorces utilisées pour la caractérisation de I’ADNCc des différents genes ; T (°C),
température de fusion

Geénes Amorcessens (5°-3°) Amorces anti sens (5°-3°) T (°C)
Facteurd’élongation = GGTKTTGGACAAACTGAAG TGGCACYGTTCCAATACCTCC 60
B Alciine CCGAAGCGTGGTTACTCATTCA CGGGAAGCTCGTAGCTCTTCT 60
a Tubuline TTCAAGGTCGGCATCAACTACC TATGCACACACGGCTCTCTGG 63
B Tubuline TGACCGTGGCCTGTATGTTC CATTCGACGAAGTAGCTGCTGTT 62
MT TCGAATCTCAACAACCATCCAG CCACCGACAAGTACTGGGCTCG 62
ABCB1 TGAACTTGGCATGGCTGAGAT TCTGTTTCTGTCCCCCACTC 60
HSP70 AAAATCAGTGAAGAAGACAAGAAA ATTCAAATTCTTCCTTCTCTGCAGAT 59
CAT ¢§$GAAYGGMTAYGGWAGYCACAC CAAAKGGRTTCCAHCKGAA 61
MnSOD TAATCACTCTGTCTTTTGGACGG TACTCTTAATCGACCACTCACTGG 60
CuZnSOD TGGTCCAGATGGAAAAGCTGAAA CCACCCTCATGAACCACAACTGT 60

Tableau 8 N° d’accession dans les banques des données et longueurs de différentes séquences
utilisées pour la caractérisation de I’ADNc des différents genes.

Geénes N° d’accession Longueur (bp)
Facteurd’élongation HF947020 616
B Alciine HF947015 154
a Tubuline HF947013 83
 Tubuline HF947014 106
MT HF947022 322
ABCB1 HF947016 237
HSP70 HF947019 100
CAT HF947021 260
MnSOD HF947018 196
CuznSOD HF947017 102

5. Electrophorese
La migration électrophorétique sur gel d’agarose a pour objectif de séparer des fragments
d’ADN en fonction de leur masse moléculaire (exprimé en paires de bases) grace a
I’application d’un champ électrique. En effet, les séquences nucléotidiques étant chargées
négativement a pH neutre, celles-ci vont étre attirées par le p6le positif et vont étre séparées
par taille en passant entre les molécules d’agarose : les plus petites s€quences se glissant plus
facilement vont migrer plus rapidement et plus loin que les sequences les plus longues. Les
produits de PCR sont déposés dans un gel d’agarose (1%) auquel a été ajouté du BET

(Bromure d’ethidium), puis soumis a une migration sous 120 volts pendant 1 heure. Le BET
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s’intercale entre les bases nucléotidiques et, sous éclairement ultraviolet (UV), permet de
révéler les fragments d’ADN devenus fluorescents. La révélation est réalisée a I’aide d’un

analyseur couplé a une table UV.

6. Purification des fragments d’intérét
Les bandes sont découpées a 1’aide d’un scalpel stérile puis conservées dans un microtube a -
20°C jusqu’ a extraction. La purification de I’ADN issu de la bande est réalisée a 1’aide du kit
QIAEXII Agarose Gel Extraction (Qiagen). Une solution jaune appelée « QX1 Buffer » et des
billes de silice sont dans un premier temps rajoutées au microtube contenant la bande extraite
et le tout est incubé a 60°C afin de dissoudre 1’agarose. La solution « QX1 Buffer » est un
tampon coloré qui permet de contréler le pH optimal lors de I’accrochage de I’ADN aux billes
de silice. Une centrifugation est ensuite réalisée afin de culotter les billes de silice auxquelles
sont accrochés les fragments d’ADN. Deux lavages successifs dans un tampon d’éthanol
(« Buffer PE ») sont effectués puis le culot est séché sous vide. Le culot est enfin repris dans
I’eau ultra pure MilliQ permettant le décrochage de I’ADN des billes de silice. Le tout est
centrifugé et le surnageant contenant les fragments d’ADN purifiés est récupéreé.

7. Clonage et transformation bactérienne
Le principe du clonage bactérien est d’isoler un fragment d’ADN en I’insérant dans un
vecteur capable de se multiplier dans les bactéries, ici un plasmide. L’insertion dans le vecteur
est réalisée a I’aide d’enzymes de restriction qui permettent la linéarisation du vecteur (le site
de restriction doit étre unique dans le vecteur).

a. Ligation des fragments a un vecteur de clonage

Le plasmide (0GEMT, "pGEM®-T easy vector systems", Promega) de 3018 pb, a été utilisé
en raison de sa capacité a conférer aux bactéries transformées la résistance a 1’antibiotique
ampicilline (Amp) et pour la présence du géne codant la protéine R-galactosidase (LacZ) dont
I’utilité est décrite plus loin. Le pGEMT initialement linéaire, présente a chaque extrémité une
base azotée T libre, complémentaire a la base azotée A libre ajoutée a chaque extrémité 3' du
fragment amplifié par la Taq polymérase pendant la réaction de PCR. Les liaisons
phosphodiester entre le fragment a cloner, appelé insert, et le vecteur sont créées a 1’aide
d’une enzyme particuliere, la ligase (réaction de ligation). On utilise généralement la T4 DNA
ligase issue du bactériophage T4. Bri¢vement, 1 pL de plasmide (50 ng.mL-1) sont mélangés
avec 3 uL de fragment purifié, 1 pL de ligase (3 U.uL-1) et 5 pLL de tampon 2X. Le mélange
réactionnel est incubé une nuit a 4°C. Le clonage ne présentant pas une efficacité de 100%, le
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mélange de ligation obtenu va donc a la fois contenir des plasmides ayant intégré le fragment
d'intérét avec succes ainsi que des plasmides sans insert.

b. Transformation bactérienne

La transformation bactérienne consiste a mettre le mélange de ligation en présence de
bactéries de facon a ce que le vecteur potentiellement avec I’insert pénetre dans la bactérie
pour s’y multiplier. Les bactéries Escherichia coli thermo-compétentes « DH5a » sont
capables d’incorporer des vecteurs par choc thermique. 10 pL de produits de ligation sont
ajoutés a 100uL de bactéries compétentes. L’ensemble est incubé dans la glace pendant 30
minutes afin de permettre aux plasmides de s’agglutiner a la paroi des bactéries. Les bactéries
subissent ensuite un choc thermique a 42°C pendant 1min 30, étape au cours de laquelle les
membranes bactériennes sont temporairement perméables et au cours de la laquelle les
plasmides pourront pénétrer a I’intérieur des bactéries. Les bactéries sont ensuite
immédiatement replacées dans la glace pendant plusieurs minutes afin de rendre
imperméables leurs parois. Les bactéries sont alors placées dans un milieu de culture
contenant du glucose et du magnésium afin de restaurer 1’intégrité de leur paroi et permettre
leur croissance. Ce mélange est alors incubé a 37°C pendant 1 heure sous agitation afin de
permettre la multiplication des bactéries. Une fraction de cette solution bactérienne est ensuite
étalée sur des boites de pétri solides contenant le milieu de culture LB (Luria-Bertani) auquel
de I’agar a été ajouté.

La ligation et la transformation bactérienne ne sont pas efficaces a 100%, c’est a dire que des
vecteurs peuvent ne pas posséder d’insert apres ligation et des bactéries peuvent ne pas avoir
recu de vecteurs aprés transformation. Il faut donc pouvoir distinguer ces différents types
bactériens. Cette distinction, appelée sélection, va étre obtenue a I’aide de génes particuliers
apportés par le vecteur. Le vecteur pPGEMT posséde un géne de résistance a un antibiotique,
I’ampicilline, qui va permettre de distinguer les bactéries qui ont recu le vecteur (devenues
résistantes a I’ampicilline) des bactéries qui n’ont pas recu le vecteur et qui sont naturellement
sensibles a cet antibiotique.

Sur le milieu solide contenant de I’antibiotique, seules les bactéries ayant incorporé le
pGEMT vont donc parvenir a croitre et former une colonie. Par ailleurs, le site d’insertion de
I’insert est situé a I’intérieur du gene de la R-galactosidase. L’insertion va donc couper ce gene
qui ne fonctionnera plus. Il est donc possible de distinguer les vecteurs qui ont inséré un
fragment d’ ADN de ceux qui n’ont rien inséré mais se sont re-circularisés a I’aide de la ligase,

simplement en testant le fonctionnement de la R-galactosidase. Ceci est réalisé en ajoutant au
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milieu de culture des bactéries un substrat de I’enzyme (Xgal) qui, lorsque celle-ci fonctionne,
est transformé en un produit qui colore les colonies bactériennes en bleu. Deés lors les colonies
ayant incorporé un plasmide sans insert seront colorées en bleu, au contraire des colonies
ayant incorporé un plasmide avec insert qui resteront blanchatres.
Aprés une nuit d'incubation a 37°C, un minimum de 10 colonies blanchatres sont isolées et
repiquées dans 10 tubes remplis avec 3 mL de milieu LB-Amp liquide. Ces tubes sont eux-
méme incubés une nuit a 37°C sous agitation. La vérification de la présence de I’insert dans le
plasmide incorporé par bactéries sélectionnées se fait par une étape de PCR a l'aide d'amorces
universelles présentes sur le plasmide (T7 et Sp6) puis par révélation du produit de PCR sur
gel d’électrophorése en fonction de la taille attendue. Une fois les bandes présentant les
bonnes tailles repérées, les produits PCR sont envoyés a une entreprise privée chargée du
séquencage du fragment d’intérét (Beckman Coulter Genomics).
8. PCR quantitative en temps réel

La PCR quantitative permet la détection et la quantification des produits amplifiés en temps
réel en cours de réaction grace a ’utilisation du SYBR Green. Ce dernier est un fluorochrome
qui possede la propriété de s’intercaler entre les bases d'une séquence nucléotidique double
brin et d’émettre de la fluorescence dans cette condition. L’intensité de la lumiere émise par ce
fluorochrome est directement proportionnelle au nombre de copies du fragment amplifié.
Pour cette étude, les PCR quantitatives ont été réalisées a 1’aide du thermocycleur (ABI Prism
7300, AppliedBiosystem). Ce thermocycleur est équipé d'un fluorimétre qui mesure la
fluorescence émise par chaque échantillon a l'issue de chaque étape d'élongation. Les amorces
complémentaires a la région étudiée ont été définies a l'aide du logiciel « Primer Express
version 3e» (Tableau 9). Les réactions de PCR quantitative sont réalisées dans un volume final
de 10ul contenant :

e 4.86uL d’ADNc dilué

e 5pL de « SYBER green »

e 0,1uM de chaque amorce sens et anti-sens.
Le programme commence par une étape préalable d'activation de I'enzyme de 20 sec a 95°C,
suivie de la répétition de 40 cycles d'amplification (3 sec a 95°C, 20 sec a 60°C et 30 sec a
72°C).
L’absence de produits de PCR non spécifiques et de diméres d’amorces a été vérifiée par
I’examen de la courbe de fusion générée a la fin de la réaction. Cette courbe est obtenue par le
suivi de la fluorescence du SYBR Green durant le chauffage progressif allant de 60 a 95°C.

Les Tm ont été détermineés par analyse de la perte de la fluorescence lorsque les deux brins se
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séparent. Le cycle seuil (Ct ou « threshold cycle ») est déterminé par le logiciel Step One Plus
version 2.1. Il correspond a I’intersection de la ligne de bruit de fond avec la courbe de
fluorescence. L’efficacit¢ de la réaction a été également calculée pour chaque geéne en
utilisant la méthode de pente du Ct. Cette méthode se base sur la réalisation d’une gamme de
dilution sur un pool d’échantillon d’ADNc. La valeur du Ct est déterminée pour chaque
dilution. La droite représentant le Ct en fonction du logarithme de la concentration est tracée
et I’efficacité de la réaction de la PCR est exprimée en utilisant la pente de cette courbe selon
la formule suivante : E= 10 ¢/pente),

En plus des génes étudiés, un contr6le endogene a été systématiquement amplifié. Dans notre
cas, les genes de références choisis sont la B-actine, I’a- tubuline, la B-tubuline et le facteur
d’élongation la. Parmi ces geénes de références, les plus stables ont été sélectionnés a 1’aide du
logiciel « Bestkeeper » (Pfaffl et al. 2004). Ce logiciel utilise des corrélations par paires et
calcule une moyenne géométrique pour sélectionner les génes les plus stables. Typiquement,
trois & cinq genes de références sont nécessaires pour une normalisation optimale de
I’expression des genes cibles (Derveaux et al. 2010).

Le calcul de I’expression relative (RE) est basé sur la méthode comparative des Ct (Livak et
Schmittgen 2001), le calibrateur pour la partir in situ est la moyenne des échantillons du site
de référence Ellouza (Eo) et pour les expérimentations est la moyenne des échantillons
contréles pris au temps 0 (TO). . L’expression relative est alors exprimé ainsi (Pfaffl et al.
2004) :

RE= ((Etc) ACtT6)/(Enks) ACHKG) avec ACt = Cteo-Ctsample (Milieu naturel)

RE= ((Etc) A°t T6)/(Enka)ACtHKG) avec ACt= Ctro- Ctsample (éXpérimentations)
Avec :
Erc : Efficacité du gene cible.

Enke : Efficacité du gene de référence.
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Tableau 9 Amorces spécifiques utilisées pour la qRT PCR

Génes Amorces sens (5°-3°) Amorces anti sens (5’-3’) Longeur
b
Facteur GGATGGCACGGAGACAACAT TGGTCTTTCCAGAAGCGTTTC 100( 2
d’élongation
la
B Actine CGAAGCGTGGTTACTCATTCAC GCCATTTCCTGCTCGAAGTC 106
a Tubuline TTCAAGGTCGGCATCAACTACC ATGCACACACGGCTCTCTGG 83
p Tubuline TGACCGTGGCCTGTATGTTC CATTCGACGAAGTAGCTGCTGTT 100
MT GAAATGTAGCTGTTCCGGATCAT CCTCGACCATGCAAGGTTAAC 115
ABCB1 AACATCGCCTACGGAGACAACT CTGGCAGACTGGCAATAAACTG 100
HSP70 AAAATCAGTGAAGAAGACAAGAAAACC ATTCAAATTCTTCCTTCTCTGCAGAT 100
CAT TCCATCTGAACTTCTCTGCCTCTT TGTACAACGCCATTGAGAAAGG 80
CO1 CTTGGCTATTTTTGCGCTACATC CCATCGTTGTCTCTGTCGCATA 101
MnSOD CGGTTCTCAGTCCGAATGGA GTAAGCTCCGCCTTCATTTGA 100
CuZnSOD CCAGATGGAAAAGCTGAAATTAACA CAGAAGCGCTCTCCTGTCAGA 66

. Evaluation de I’état de stress des individus : « test de stress-

on-stress »

Les coques ont été prélevées de chaque site pour la partie in situ et pour chaque condition et
temps d’exposition pour les expérimentations, puis soumises a lI'anoxie par exposition a l'air
libre & 15°C. La mortalité a été évaluée d’une maniére journali¢re selon la méthode de

Viarengo et al. (1995), ce qui nous a permis de déterminer la LT50.
F. Indice de condition des coques

L’indice de condition a été calculé d’une maniére individuelle sur chaque coque selon la
méthode de Lobel et al. (1991).
IC= (masse des tissus mous sans I’eau palléale/masse totale)* 100

La masse totale comprend la coquille, les tissus mous et 1’eau palléale.

G. Analyse statistique

Pour la partie in situ, les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du programme SPSS
(version13). Pour faire une comparaison des moyennes, une analyse de la variance a un
facteur (ANOVA) a été réalisée. La distribution normale a été vérifiée par la fonction P-Plot.
Enfin, le test de Tuckey été utilisé pour distinguer les différences significatives entre les
différentes moyennes. Pour toutes les données, le test a été considéré comme significatif pour
une valeur de p < 0,05. Une analyse en composante principale a été réalisee. La méthode de

Pearson a été utilisée pour mettre en évidence des corrélations entre 1’indice de condition, les
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métaux et I’expression des genes. Pour les expérimentations, les analyses statistiques ont été
réalisées avec le logiciel statistique R version 2.14.1. Dans I'expérience de stress-on-stress,
I'influence de la concentration en métal et du temps d'exposition sur la capacité de survie a
l'anoxie a été analysée en utilisant la fonction SURVREG. Pour tester les différences
significatives entre les niveaux d’expression génique, des tests de Kolmogorov-Smirnov ont
été utilisés (p <0,05). Aprés normalisation des données par la fonction log (x +1),
transformation et stabilisation de leurs variances par la transformation en racine carrée, les
influences de 1’exposition aux deux contaminants (effluents et Cd) et du temps d'exposition
sur I'expression genique, la bioaccumulation des métaux, et I’IC ont été évaluées par des tests
indépendants d’ANOVA. Une analyse en composante principale (ACP) a été réalisée sur
I'expression des genes, la bioaccumulation des métaux et I’'IC pour chaque condition
d’exposition. Des corrélations entre toutes ces variables ont été testées statistiquement par le

test de Pearson.
H. Description des expérimentations

1. Exposition de C. glaucum aux effluents en laboratoire.
Les coques ont été collectées au niveau du site de référence Ellouza. Aprés une période
d’acclimatation de 24 heures, les coques ont été distribuées dans trois bacs en polyéthyléne
(de 30x30x20cm) contenant chacun une couche de sédiments autoclavés et 6 litres d'eau de
mer aérée. Le premier bac contient de I'eau de mer a partir du site de référence Ellouza
(témoins), le second et le troisieme bac contiennent respectivement les effluents F1 et F2
dilués dans 1’eau de mer provenant du site Ellouza a la concentration de 1% (concentration
sub-létale définie par une premiére série d'expériences de toxicité non rapportée ici). Les deux
effluents F1 et F2 ont été collectés a la sortie de la SIAPE. 70 a 85 coques ont été mises dans
chaque bac (Figure 13). Pendant une durée de I’expérience de 6 jours, des prélévements
réguliers ont été effectués aux temps 0, 0,5, 1, 3, 5 et 6 jours pour effectuer différentes
analyses. L'eau de mer et les effluents ont été renouvelés deux fois au cours de

I’expérimentation et aucune mortalité n'a été enregistrée dans les trois groupes de coques.
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Figure 13 Collecte et exposition des coques aux effluents.

2. Exposition de C. glaucum au Cd en laboratoire.
Les coques ont été collectées au niveau du site de référence « Ellouza ». Apres une période
d’acclimatation de 24 heures, les coques ont été distribuées dans trois bacs en polyéthyléne
(de 30x30x20cm) contenant chacun une couche de sédiments autoclavés et 6 litres d'eau de
mer aérée. Le premier bac contient de I'eau de mer a partir du site de référence Ellouza
(témoins) sans Cd, le second contient de I’eau de mer plus du Cd a la concentration de 50pug/L
(faible concentration) et le troisieme contient de I’eau de mer avec du Cd a la concentration de
5mg/L (forte concentration). La plus faible concentration (50ug/L) est 100 fois plus élevée
que la concentration en Cd retrouvée dans le milieu naturel (Barhoumi et al, 2009) alors que
la forte concentration (5mg/L) est 10000 fois plus élevée que cette derniére. De plus, la plus
forte concnetration (5mg/L) peut exister dans certains sites pollués (Belabed et al, 1994). 80 a
90 coques ont été mises dans chaque bac (Figure. 14). Le temps d’exposition varie entre 12

heures et 18 jours. L'eau de mer et le CdCl2 ont été renouvelés deux fois par semaine.
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Figure 14 Collecte et exposition des coques au Cd.
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Etude de la structure génétique de populations de la coque Cerastoderma glaucum en
méditerranée occidentale

|. Introduction

De nombreuses études phylogéographiques menées sur C. glaucum ont permis de mettre en
évidence une grande variabilité interpopulationelle de cette espece liée a une grande
fragmentation de 1’habitat. Ces travaux ont utilisé différentes techniques (1’électrophorése des
allozymes (Hummel et al. 1994), des marqueurs genomiques mitochondriaux (Nikula et
Vainola 2003 ; Tarnowska et al. 2010) et nucléaires (Bercquet 2011 ; Tarnowska 2010 ;
Oyieyi 2010). Ces travaux ont concerné des populations de C. glaucum couvrant presque
toutes les aires de répartition. Suite a ces travaux, plusieurs hypothéses ont été émises
concernant la séparation au sein du complexe C. glaucum en deux sous espéces C. glaucum
glaucum de la Méditerranée et C. glaucum lamarcki de la région atlanto- baltiqgue (Hummel et
al. 1994 ; Brock 1991). Ces mémes hypothéses ont été par la suite réfutées par les travaux de
Nikula et Vainola (2003) et Tarnowska et al. (2010). Ces derniers auteurs ont démontré, en
plus, que les haplotypes méditerranéens tunisiens ont une grande diversité nucléotidique et
que par conséquent, 1’origine ancestrale de C. glaucum pourrait étre la Mer Meéditerranée a
partir de laquelle I’espeéce s’est propagée vers les autres régions. L’originalité du travail
présenté ici réside dans 1’étude de la structure génétique de C.glaucum dans sa zone d’origine
ancestrale (en se basant sur I’hypothése de Tarnowska et al. 2010). Aucune étude centrée sur
cette aire géographique n’a été réalisée auparavant. De plus, la Méditerranée par sa position
géographique entre I’Europe, I’ Afrique et I’ Asie et par son ouverture sur 1’océan atlantique a
I’ouest, la mer de Marmara a I’est et la mer Rouge au sud, offre un environnement tres
particulier pour étudier la structure génétique des organismes marins. Ainsi, dans le but
d’apporter un nouveau regard sur la structure génétique de cette espece dans un
environnement original, nous avons utilisé deux types de marqueurs (mitochondrial et
nucléaire) pour étudier la phylogéographie de huit populations de C. glaucum en Méditerranée
occidentale.

1. Résultats

1. variabilité intra populationnelle
1.1 Marqueur mitochondrial COI

Un fragment de 648 pb a été séquencé pour 185 individus de C. glaucum collectés sur 8
localités de la Méditerranée occidentale (Tabeau 1). Les valeurs relatives de la composition
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nucléotidique montrent une prédominance des A et T (60%) par apport a C et G (40%) pour
toutes les populations étudiées. Le nombre de transition était supérieur aux nombres de
transversions pour toutes les populations sauf celle de Gargour (G) situé sur la cote sud
tunisienne ou ils étaient égaux (Tableau 11). Le nombre total de sites polymorphes est de 85 et
le nombre total d’haplotypes est de 67 donnant une moyenne de diversité haplotypique de
0.91 et une moyenne de diversité nucléotidique de 0.036 (Tabeau 10). L’indice de diversité
nucléotidique a tendance a diminuer avec la latitude (Figure 15). Les tests de neutralité
sélective sont non significatifs pour toutes les populations sauf deux : Ellouza (E) (Tunisie) et
Ebro Delta (ED) (Espagne). L’analyse démographique par la méthode de « mismatch
distribution » montre que la distribution du nombre observé de différences entre haplotypes
pris deux a deux pour chaque population est multimodal exception faite pour la population
Espagnole MM (Figure 16).

Tableau 10 Polymorphisme de I’AND mitochondrial du géne COI et le test de neutralité; N- nombre
d’individus, NH- nombre d’haplotypes, S- nombre de sites polymorphes, Hd- indice de diversité
haplotypique, n- indice de diversité nucléotidique, K- moyenne des différences nucléotidiques, D
Taijma, Fu and Li’s D* and F*, n.s.- non significative (voir le tableau 1 pour les abréviations) .

Sites N NH S Ha J K D Fu Fu and
Tajima and Li’s F*
Li’s
D*
G 31 25 109 0.983 0.0241 15.944 ns. n.s. n.s.
SM 28 19 45 0955 0.0176 10.48 ns. n.s. n.s.
E 26 14 59 0.874 0.0097 6.055 -2.368 -3.837 -3.962
T 23 18 26 0976 0.0087 5.202 ns. n.s. n.s.
B 21 12 39 0.914 0.0136 8.838 n.s. n.s. n.s.
An 19 12 32 0.895 0.0205 6.497 n.s. n.s. n.s.
MM 18 10 12 0.765 0.0030 1.948 n.s. n.s. n.s.
ED 19 12 65 0918 0.0134 8.702 -2.241 -2.641 -2.9374

Moyenne 23 15 48 0.91 0.036
Totale 185 67 85
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Tableau 11 Diversité génétique de I’ ADN mitochondrial COI pour chaque population de C. glaucum.
N- nombre d’individus, Nu- nombre d’haplotypes, S- nombre de sites polymorphes (voir le tableau. 1
pour les abréviations des noms des sites).

Sites N N S Nombre Nombre de  Composition

de traversions nucléotidique
transitions
G 31 25 109 57 58 CG :40%
AT : 60%
SM 28 19 45 39 16 CG:40%
AT : 60%
E 26 14 59 54 11 CG:41%
AT : 59%
T 23 18 26 27 2 CG:41%
AT : 59%
B 21 12 39 27 15 CG:40%
AT : 60%
An 19 12 32 12 3 CG:40%
AT : 60%
MM 18 10 12 11 1 CG:41%
AT : 59%
ED 19 12 65 39 27 CG:40%
AT : 60%
0,03 v = -0 + 1,066
0,025 ® RZ=10,213
0.02 £
= 0,015 T .
0,01 60\_\
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Figure 15 Relation entre la diversité nucléotidique et la latitude
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Figure 16 Distribution des mésappariements pour chaque population de C. glaucum. (Voir le tableau 1 pour les

abréviations).

59



Etude de la structure génétique de populations de la coque Cerastoderma glaucum en
méditerranée occidentale

1.2 Marqueur nucléaire ITS 1

Un fragment de 242 pb a été séquencé pour 147 individus de C.glaucum collectés sur 8 sites
de la méditerranée. Les valeurs relatives de la composition nucléotidique montrent une
prédominance des C et G (63%) par apport a A et T (37%) pour toutes les populations
étudiées. Le nombre de transversions est supéerieur au nombre de transitions pour toutes les
populations étudiées (Tableau 13). Le nombre total de sites polymorphes est de 134 et le
nombre total d’haplotypes est de 72 donnant une moyenne de diversité haplotypique de 0.950
et une moyenne de diversité nucléotidique de 0.0764 (Tabeau 12). On n’a pas détecté de
corrélation entre la diversité nucléotidique et la latitude (Figurel7). Les tests de neutralité
sélective sont non significatifs pour toutes les populations étudiées a part les populations
Espagnoles (ED et MM) (Tabeau 12). L’analyse démographique par la méthode de «
mismatch distribution » montre que la distribution des différences entre haplotypes pris deux
a deux pour chaque population est multimodale (Figure.18).

Tableau 12 Polymorphisme de I’ADN nucléaire du géne ITS1 et le test de neutralité; N- nombre
d’individus, Ny- nombre d’haplotypes, S- nombre de sites polymorphes, Hd- indice de diversité
haplotypique, JI- indice de diversité nucléotidique, K- moyenne des différences nucléotidiques, D
Taijma, Fu and Li’s D* and F*, n.s.- non significative (voir le tableau 1 pour les abréviations).

Sites N Nt S Hd J K DTajima Fu Fu and
and Li’s F*
Li’s
D*
G 13 12 112 0.987 0.12071 26.43 n.s. n.s. n.s.
SM 15 12 41  0.943 0.04516 9.438 n.s. n.s. n.s.
E 29 25 115 0.988 0.10719 22.081 n.s. n.s. n.s.
T 14 11 119 0.956 0.15374 30.440 n.s. n.s. n.s.
B 16 11 33 0.933 0.02774 5.908 n.s. n.s. n.s.
An 26 13 32 0.895 0.0205 6.497 ns. n.s. n.s.
MM 18 14 66 0.961 0.0592 12.261 -2.003 n.s. -2.631
ED 16 12 87 0942 0.07765 16.850 -1.85211 n.s. n.s.

Moyenne 18 14 75 0.950 0.0764
Totale 147 72 134
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Tableau 13 .Indices de diversité génétique de I’ ADN nucléaire ITS1 pour chaque population de C.
glaucum.

Sites N N S Nombre de Nombre de Composition
transitions traversions nucléotidique
G 13 12 112 49 75 CG:63%
AT : 37%
SM 15 12 41 24 27 CG:63%
AT : 37%
E 29 25 115 69 75 CG:63%
AT : 37%
T 14 11 119 51 72 CG:61%
AT : 39%
B 16 11 33 30 34 CG:63%
AT : 37%
An 26 13 32 27 55 CG: 64%
AT : 36%
MM 18 14 66 26 46 CG:63%
AT : 37%
ED 16 12 87 40 45 CG:63%
AT : 37%
0,16 * v=-0,005x+0,258
0,14 R:= (052
0,12 -
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Figure 17 Relation entre la diversité nucléotidique et la latitude
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Figure 18 Distribution des mésappariements pour chaque population de C. glaucum. (Moir le tableau 1 pour les
abréviations).
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2. Variabilité inter populationnelle

2.1 Marqueur mitochondrial COI

La méthode de « median joining » est utilisée pour construire un réseau illustrant les relations
entre les haplotypes analysés (Figure 19). Cette représentation dévoile la présence d’une
structuration génétique qui divise les populations en trois groupes principaux (groupe I, 11 et
[11) : le groupe | est formé uniquement par les haplotypes d“une population Tunisienne (E), le
groupe 11 est formé par des échantillons provenant des populations Espagnoles (ED et MM),
des populations sud tunisiens (G et SM) et de la population Algérienne (An) et le groupe 11
est constitué par des échantillons provenant des populations nord tunisiens (B et T), des
populations sud tunisiens (G et SM) et de la population Algérienne (An). Cette représentation
peut déja nous renseigner sur la diversité haplotypique intra populationnelle a travers le
nombre important d’haplotypes présent dans chaque population. Cette constatation est
confirmée par I’analyse de la variance moléculaire (AMOVA), qui a démontré que la quasi-
totalité de la variance (91.87%) est exprimée au niveau intra populationnel contre une trés
faible proportion (8.13%) au niveau inter populationnel (Tableau 14). L’analyse
démographique par la méthode des mésappariements réalisée sur I’ensemble de toutes les
populations de C. glaucum montre une distribution trimodale (Figure 20). L’estimation des Fst
par paires de populations prises deux a deux a partir des données mitochondriales montre des
valeurs significatives entre toutes les populations étudiées (Tableau 15). Une représentation de
cette différentiation basée sur la méthode du cadrage multidimensionnel et les distances
génétiques de Nei (1978) (Figure 21) montre que les localités MM et E sont les plus éloignées
du reste d’un point de vue génétique. Cette derniére étant la plus isolée. Le test de Mantel n’a
pas relevé de corrélation significative entre la matrice Fs et les distances géographiques
construit a partir du patron général du courant marin (r=0.368, p=0.11) ou en prenant en
compte les distances entre les localités sur la carte (r=0.410, p=0.007).
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Figure 19 Réseau de relation entre les séquences de COI montrant les relations entre les haplotypes de
C. glaucum issues de différentes populations (voir le tableau 1 pour les abréviations).

Tableau 14 Analyse moléculaire de la variance (AMOVA) pour le marqueur mitochondrial COIl aux

niveaux intra et inter populationnel au sein des populations de C .glaucum.

Sources de Dégrée de liberté Somme des carrées  Composantes de la  Pourcentage de
variations variance variation
Inter- populationnel 7 9.155 0.04071 Va 8.13
Intra -populationnel 161 74.040 0.45988 Vb 91.87
Total 168 83.195 0.50059
Indice de Fixation FST: 0.08133
0,12 o
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Figure 20 Distribution des mésappariements pour le marqueur mitochondrial COI de I’ensemble des

populations de C.

glaucum.
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Tableau 15 Fst par paires de population obtenues a partir des données mitochondriales (les valeurs en
gras sont significatives) (MVoir le tableau.1 pour les abréviations).

G SM E T B An MM ED
G
SM 0.02850
E 0.07600  0.08818
T 0.01726  0.02877  0.07761
B 0.05060  0.06250  0.11163  0.05140
An 0.05069  0.06375  0.11937  0.05143  0.08982
MM 0.12034  0.13368  0.18379  0.12389  0.15903  0.17643
ED 0.04851  0.06044 011001  0.04925 0.08381  0.08769  0.15804
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Figure 21 Méthode de cadrage multidimensionnelle (MDS) pour le marqueur mitochondrial COI
basée sur la matrice de distances génétiques FST. (Voir le tableau 1 pour les abréviations).

2.2. Marqueur nucleéaire ITS1

Le réseau de relation par la méthode « median joining » (Figure 22) établi en se basant sur les

données nucléaires montre l'absence d'une véritable structuration génétique entre les

populations étudiées. Une grande diversité haplotypique intra populationnelle est démontrée a
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travers cette représentation. L’analyse de la variance moléculaire (AMOVA) confirme cette
constatation. En effet, la quasi-totalité de la variance (87%) est exprimé au niveau intra
populationnel contre une tres faible proportion (13%) au niveau inter populationnel (Tableau
16). L’analyse démographique par la méthode des mésappariements réalisée sur 1’ensemble
des populations de C. glaucum montre une distribution multimodale (Figure.23). L’estimation
des Fst par paires de populations pris deux a deux a partir des données nucléaires a montré des
valeurs significatives pour la plupart des populations étudiées (Tableau 17). Une
représentation de cette différentiation basée sur la méthode du cadrage multidimensionnel et
les distances génétiques de Nei (1978) (Figure 24) montre que la localité T est la plus éloignée
du reste d’un point de vue génétique. Aussi, cette représentation nous a montré la présence de
deux groupes séparés selon leurs distances génétiques : le premier est formé par les localités
SM, B et An et le deuxiéme par les localités Espagnoles (ED et MM) et la population
Tunienne G. Le test de Mantel n’a pas revélé de corrélation significative entre la matrice Fs et
les distances géographiques construit a partir du patron général du courant marin (r=0.335,
p=0.081) ou en prenant en compte les distances entre les localités sur la carte (r=0.410,
p=0.058).

SM @ An \ o .
® ; ®ceD \ \\

B @ M

/ 4 \a‘:\r .
, / B

Figure 22 Réseau de relation entre les séquences ITS1 montrant les relations entre les haplotypes de
C. glaucum issues de différentes populations (voir le tableau 1 pour les abréviations).
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Tableau 16 Analyse moléculaire de la variance (AMOVA) aux niveaux intra et inter populationnel au
sein des populations de C .glaucum

Sources de Dégrée de liberté Somme des carrées  Composantes de la  Pourcentage de
variations variance variation
Inter- populationnel 208.455 01.4656 Va 12.72
Intra -populationnel 106 1065.720 10.0539 Vb 87.28
Total 113 1274.175 11.519
Indice de Fixation FST: 0.12723
— Exp
0.08 -
---o- Obs
0.06
0.04
0.02
0. —
80

Paurwize Differences

Figure 23 Distribution des mésappariements de 1’ensemble des populations de C.glaucum

Tableau 17 Fst par paires de population obtenues a partir des données nucléaires. (Les valeurs en gras
sont significatives) (Voir le tableau.1 pour les abréviations).

G SM E T B An MM ED
G
SM 0.62605
E 0.52076 0.11482
T 0.50736 0.23460 0.04616
B 0.63572 0.04810 0.12316  0.23674
An 0.68164 0.04412 0.15734  0.30566  0.07301
MM 0.04832 0.69944 0.56990  0.58074  0.70320  0.73052
ED 0.00589 0.67898 0.55715  0.55694  0.68384  0.71630 0.01539
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Figure 24 Méthode de cadrage multidimensionnelle (MDS) pour le marqueur nucléaire ITS1 basée sur
la matrice de distances génétiques FST. (Moir le tableau 2 pour les abréviations).

111. Discussion

Ce travail présente une étude de la structure génétique de C. glaucum en Méditerranée
occidentale en utilisant deux marqueurs génomiques, I'un mitochondrial (COI), D’autre
nucléaire (ITS1). Les résultats relevés par ces deux types de marqueurs ont montré des
similitudes dans la composition nucléotidique des séquences, dans le polymorphisme de
I’ADN, dans les résultats des mésappariements au niveau inter et intra populationnel, dans les
résultats de 1’analyse moléculaire de la variance (AMOVA) ainsi que pour les résultats du test
de Mantel. Cependant, des différences sont observées dans les réseaux de relations établies
par les deux marqueurs ainsi que pour la méthode de cadrage multidimensionnelle et les
distances génétiques de Nei (1978). Cette différence peut étre provoquée par les propriétés
différentes de ces marqueurs et par le fait qu’elles sont potentiellement influencées de maniere
differente par les forces de I'évolution comme la démographie de la population et la sélection
naturelle (Féral 2002 ; Chan et Levin 2005 ; Chenuil 2006).
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1. Diversité genetique

Une grande variabilité dans la composition nucléotidique des séquences mitochondriales et
nucléaires est observée. Les séquences ITS1 ont des teneurs de I’ordre de 60% en C+G. Cette
teneur est beaucoup plus importante que celle décrite chez les moules (35%) par Insua et al.
(2003). Pour les COI, la composition en C+G est de 1’ordre de 40%. Cette valeur est aussi
plus importante que celle trouvée chez les moules M. edulis (37.40%) (Riginos et Henzler
2008) et M. galloprovincialis (35.50%) (Zardi et al. 2007).

De forts polymorphismes des ADNs mitochondrial et nucléaire sont aussi observés a travers
les valeurs des indices Hq et m. Ces deux indices présentent des valeurs élevées en
comparaison avec les travaux de Tarnowska et al. (2010) sur la méme espece C. glaucum,
Becquet (2011) sur le bivalve Macoma balthica et Gérard (2008) sur le bivalve Mytilus spp.
Cette forte diversité tant au niveau haplotypique que nucléotidique a été confirmé par les deux
types de marqueurs et peut s’expliquer soit i) par I’existence de lignées bien différenciées qui
coexistent aprés un contact secondaire entre populations séparées pendant un temps long, soit
ii) par I’existence de populations de taille efficace grande et stable pendant une longue période
de leur histoire évolutive et jusqu’a aujourd’hui (Castellanos et al. 2012). Parmi ces deux
hypotheéses, celle d’une population grande et stable est mieux adaptée a notre cas d’étude
puisque les résultats de I’analyse démographique par la méthode des mésappariements a
montré pour les deux marqueurs des profils multimodaux caractéristiques de populations
stables qui n’ont pas subi d’expansion démographique au cours du temps (Rogers et
Harpending 1992). Ainsi, cette grande diversité nucléotidique des populations
méditerranéennes étudiées sans trace d’expansion démographique rejoignent les résultats de
Tarnowska et al. (2010) et indique que ces zones de la méditerranées pourraient étre 1’origine
ancestrale de C. galucum et que probablement ces zones ont servi de refuge pour cette espece
pendant les cycles glaciaires du Pléistocéne. Tous ces résultats plaident donc en faveur d’une
grande variabilité génétique démontrée pour les deux types de marqueurs beaucoup plus
importante au niveau intra qu’inter-populationnel par le biais de 1’analyse de la variance
moléculaire (AMOVA). Ce résultat est observé aussi dans les réseaux de relation établie pour
les deux types de marqueurs a travers le nombre important d’haplotypes présent pour une

méme population (Figure 19 et Figure 22).
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2. Flux géniques entre populations

Les réseaux de relation établis pour les deux marqueurs mitochondrial et nucléaire sont tres
différents. La structure révélée par I’ADN nucléaire montre 1’absence d’une véritable
structuration génetique, tandis que la structure révélée par le marqueur mitochondrial montre
la présence d’une structuration génétique qui divise les populations de C. glaucum en trois
groupes. Excepté la population Ellouza, un flux génique important semble exister entre les
différentes populations. Trois hypothéses peuvent étre émises pour expliquer cet échange de
flux de génes. La premiere hypothése concerne la dispersion des larves de cette espéce par
les courants marins. En effet les données suggérent que les courants marins peuvent modeler
la structuration génétique des populations par le transport des larves d’une population a une
autre population ou en agissant comme des barrieres avec différents degrés de perméabilité
(Gaylord et Gaines 2000 ; Muss et al. 2001 ; Taylor et Hellberg 2006). La validité de cette
hypothése dépend donc étroitement de différents aspects de la biologie de 1I’espece comme le
type d’ceufs produits, benthiques ou pélagiques, la présence de stades larvaires pélagiques et
la durée de ces phases de développement. Le lien entre la durée du stade larvaire et la
structuration génétique des populations a été objet de nombreuses études, sans aboutir, dans la
plupart des cas, a une relation clairement établie (Shulman et Bermingham 1995; Taylor et
Hellberg 2006 ; Bay et al. 2006; Bowen et al. 2006). Sachant qu’on est en présence d’un
modele biologique a phase larvaire planctonique de durée assez courte (une semaine),
I’hypothése de dispersion des larves par les courants marins semble peu probable. L’analyse
de la circulation des courants marins autour de la Méditerranée constitue un élément
d’appréciation de cette hypothése. Cette circulation (figure 25) a été décrite par Millot et
Taupier Letage (2005). D’aprés ces auteurs, I’eau atlantique pénétre en surface a Gibraltar,
s’écoule le long de I’Afrique formant le courant Algérien. Ce courant étant trés instable : il
génere des méandres qui eux-mémes forment des tourbillons. Ce courant contourne par la
suite les cotes nord Tunisiennes. Au niveau du détroit de Sicile, la vanne d’eau se divise en
deux branches la premiere bifurque vers le nord et pénétre le long des cotes italiennes, les
cotes francaises puis les coOtes catalanes. La deuxiéme branche se divise elle méme en deux
branches : la premiére se dirige vers le Sud Est et traverse le bassin lonien puis pénétre dans
le bassin levantain alors que la seconde se dirige vers le Sud et va alimenter la circulation au

large du Golfe de Gabes. Ce schéma montre clairement qu’il existe des courants d’eau reliant
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les localités étudiées : le golfe de Gabés (G, SM, E), les cbtes nord tunisiennes, les cotes
algériennes (An) malgré D'instabilité des courants et les coOtes catalanes (ED et MM).
Cependant, malgré ces courants marins, 1I’hypothése de dispersion en phase larvaire reste peu
probable en raison de la durée assez courte de la phase larvaire chez cette espece. De plus, le
test de Mantel a été utilisé pour détecter des corrélations entre la distance génétique et les
distances geographiques établies par deux méthodes : en suivant le patron général du courant
marin d’une part et en suivant le littoral d’autre part. Ce test a montré des faibles corrélations
non significatives pour les deux types de marqueurs étudiés, 1’hypothese de dispersion en
phase larvaire par les courants marins est donc trés peu probable. La deuxiéme hypothése
qu’on peut émettre est un transport par les eaux de navires. En effet, plusieurs études ont
montré que ce mode de transport est a I’origine de plusieurs invasions d’espéces marines
exotiques et qu’il peut parfois méme changer complétement la composition des populations et
le fonctionnement des écosystemes (Tarnowska et al. 2010). Il est donc tout a fait probable
que ce transport soit a 1’origine de flux génique pour des espéeces autochtones. Dans le cas de
C. glaucum, qui est une espece benthique endogée, ce mode de dispersion ne peut étre
possible qu’au stade larvaire. Toutefois les localités ou C. glaucum a été échantillonnée au
cours de ce travail ne sont pas tous des endroits de circulation des navires. La localité
algérienne An et la localité nord Tunisienne B sont des systemes lagunaires. Une circulation
des navires dans ces zones est donc peu probable. Par conséquent, cette hypothese est aussi
peu plausible dans le cas des populations de C. glaucum de cette étude. Une autre voie de flux
géniques entre populations de mollusques benthiques est possible par le biais des oiseaux
migrateurs. En effet, le transport des invertébrés aquatiques dans leurs différents stades de
développement (ceufs, larve et adulte) est possible par les oiseaux migrateurs pour de longues
distances pouvant aller jusqu’a 1000 Km (Tarnowska 2010). De nombreuses observations
plaident en faveur de cette hypothése. Des cas ou des individus de C. edule (espece
ressemblant morphologiquement et écologiquement a C. glaucum) ont été observés fixés aux
pieds d’oiseaux migrateurs ont été rapportés (Sanchez et al. 2006, Sanchez et al. 2007).
Autour de la Méditerranée, de nombreux oiseaux effectuent des migrations réguliéres, se
reposent et se nourrissent dans les lagunes, les estuaires ou se développent des populations de
C. glaucum (Tarnowska 2010). Cette derniére hypothese doit donc étre retenue pour expliquer

au moins partiellement ’ampleur des flux génique en méditerranée occidentale.
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3. Population distincte d’Ellouza

Le réseau de relation entre les sequences COIl par la méthode « Median joining » et la
visualisation de la divergence des populations par I’approche « MDS » basée sur les distances
génétiques de Nei (1978) s’accordent pour indiquer que la population d’Ellouza est distincte
de toutes les autres populations. De plus, les tests de neutralité sélective ont souligné des
résultats significatifs pour cette population, ce qui suggere soit I’hypothése d’un changement
démographique soit celle de phénomenes de sélection naturelle. Ainsi, la population d’Ellouza
est génétiquement structurée avec un flux génique limité avec toutes autres populations. Trois
hypothéses peuvent étre émises pour expliquer ce résultat. La premiére concerne I’isolement
allopatrique qui peut étre défini comme étant un isolement géographique des populations
d’une méme espéce se traduisant par un isolement reproductif et une absence de flux géniques
entre ces populations. Cette hypothése est peu plausible du fait que la population Ellouza est
située géographiqguement a proximité de deux populations SM et G qui ont de forts échanges
avec toutes les autres populations. La deuxiéme hypothése concerne le changement
démographique c'est-a-dire le changement dans la taille de la population au cours du temps
(expansion ou réduction). Cette hypothése a été vérifiée par la méthode des mésappariements
qui a montré une distribution bimodale pour la population Ellouza (Figure 16) caractéristique
d’une population stable qui n’a pas changé de taille au cours du temps (Rogers et Harpending
1992). Donc cette hypothese est aussi peu probable. La troisieme hypothése concerne la

sélection naturelle. En effet, face aux contraintes de 1’environnement, les génotypes les
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mieux adaptés dans une population (et ainsi les caracteres phénotypiques) sont favorisés via
une selection naturelle. Les différentes actions de cette sélection sont susceptibles de générer
des différentiations entre populations, reflet d’une adaptation locale avec émergence des
phénotypes présentant les meilleurs fitness (Kawecki et Ebert 2004). Dans le cas de la
population d’Ellouza cette hypothése reste a prouver par d’autres analyses sur les conditions
environnementales, anthropiques et climatiques du site Ellouza ainsi que par 1’utilisation
d’autres marqueurs moléculaires (nucléaires et mitochondriales). Rappelons en fait qu’avec le

marqueur nucléaire ITS1, aucune différence n’a été montrée pour cette population.
IVV. Conclusion partielle

Deux résultats majeurs résultent de I’é¢tude de la structure génétique de C. glaucum en
Méditerranée occidentale.

e Ces populations présentent une grande diversité génétique probablement due a I’
origine de I’espéce-cible qui est la Méditerranée occidentale et qui représentait une
zone de refuge pendant la période glaciaire du Pleistocéne.

e Le marqueur mitochondrial a relevé une population distincte de toutes les autres
populations et qui nécessite une étude particuliére pour expliquer I’origine de cette
différence. Dans la suite de ce travail, nous envisageons une étude écotoxicologique
pour cette population en relation avec d’autres populations a proximité pour essayer

d’expliquer I’origine de cette différence.
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Réponse adaptative des populations naturelles de la coque Cerastoderma glaucum
dans des sites présentant différents niveaux de pollution

|. Introduction

Trés peu d’études permettent d’évaluer sans ambiguité les effets des pollutions sur les
organismes dans leur milieu naturel. En effet, de nombreux facteurs confondants peuvent
intervenir tels que les facteurs environnementaux (variables climatiques, conditions
physicochimiques, quantité et qualité de la nourriture disponible), les parametres liés aux
cycles de vie de I’espece (reproduction, saisonnalité), la compétition intra- et inter-spéecifique
ainsi que la pression parasitaire. Dans ce sens, la représentativité des études sur le terrain doit
passer par une minimisation de ces facteurs en choisissant des sites témoins et contaminés ne
différant entre eux, dans la mesure du possible, que par le minimum de substances polluantes.
Dans la plupart des cas, les sites non contaminés ou non perturbés n’existent pas au sein des
zones anthropisées, il faut alors utiliser les sites les moins contaminés comme site de
référence.

Le golfe de Gabeés (situé sur les cbtes sud Est de la Tunisie) occupe un endroit privilégié au
centre de la méditerranée. Cette zone présente des caractéristiques topographiques et
biologiques particulieres qui lui conférent 1’aspect d’une zone d’élevage, zone qui favorise la
reproduction et le développement de nombreuses especes y compris la coque C. glaucum.
Cependant, cette région représente aussi la zone la plus industrialisée du sud Tunisien a cause
de D’installation de grandes agglomérations industrielles (Sfax, Skhira, Gannouch, Gabgs,
Djerba et Zarzis) dont les rejets, rarement traités, sont déversés directement dans la plaine
littorale. Les caractéristiques de cette région rendent possible la mise en place d’une étude des
réponses écotoxicologiques de la coque C. glaucum en milieu naturel.

Dans ce contexte, nous avons réalisé une étude de la réponse adaptative des populations de C.
glaucum en milieu naturel dans des environnements contrastés de la région du golfe de Gabés
y compris le site d’Ellouza. Cette réponse a été étudi¢e a différents niveaux de 1’organisation
biologique allant du niveau individuel jusqu’au niveau cellulaire et moléculaire.

Les objectifs de cette partie étaient 1) d’effectuer une étude préliminaire dont le but était de
sélectionner trois sites qui différent par leur degrés de contamination ii) une fois les sites
sélectionnés, d’étudier 1’effet des différences de niveau de contamination sur les populations
naturelles de C. glaucum a différents niveaux de 1’organisation biologique : le niveau
physiologie de I’individu par I’étude de certains parameétres physiologiques globaux (stress-

on-stress, indice de condition et le sex-ratio), le niveau organe par 1’étude de certains
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parametres biochimiques (dosage des metaux, des réserves énergétiques, du malonaldéhyde
(MDA) et de I’acétylcholine estérase (ACE) dans les tissus des coques), le niveau cellulaire
par I’étude histologique du cycle reproducteur et du déroulement de la gamétogenése et
finalement le niveau moléculaire par 1’étude de I’expression de certains génes impliqués dans
la réponse a différents types de stress : meétallothionéine (MT), transporteurs a ATP Binding
Cassette (ABCBL1), superoxydes dismutases, (MnSOD et CuZnSOD), catalase (CAT),
protéines de choc thermique (HSP70) et cytochrome-c oxydase représentée par le géne de sa
sous unite-1 (COl).

1. Les biomarqueurs étudiés
1.1 Le malondialdehyde (MDA)

Le MDA est le produit terminal de la dégradation lipidique. Sa teneur est en étroite relation
avec les dégradations de la membrane cellulaire. Il permet de montrer I’effet d’une
pénétration d’un xénobiotique dans 1’organisme. Il constitue donc un indicateur précoce et par
conséquent il peut étre utilisé comme biomarqueur du stress oxydatif (Del Rio et al. 2005;
Lykkesfeldt 2007).

1.2 Les Acétylcholinestérases (AChE)

Les AChE sont des enzymes qui catalysent 1’hydrolyse des esters de la choline et plus
particulierement de 1’acétylcholine. Présente dans les jonctions inter-neuronales, le rdle le
plus connu de cette enzyme est son implication dans la transmission correcte de 1’influx
nerveux. Une fois l'information transmise, 1’acétylcholine est rapidement inactivée par
I'AChE, ce qui permet au systeme nerveux de revenir a son état de repos. L’inhibition de
I’AChE par de nombreux neurotoxiques ainsi que par les métaux provoque une accumulation
de I’acétylcholine dans 1’espace synaptique ce qui maintient une transmission permanente de
I’influx nerveux causant de nombreuses anomalies tel que la tétanie, la paralysie puis la mort
(Bocquené 1996). L’inhibition de I’AChE a été décrite chez plusieurs bivalves par différents
types de polluants : des métaux comme le Cd chez la coque C. glaucum (MachrekiAjmi et al.
2008) et le Cu chez la palourde Ruditapes deccussatus (Hamza-Chaffai et al. 1998), des
pesticides chez la moule M. galloprovincialis (Mora et al. 1999), et notamment des
organochlorés comme chez la palourde R. philippinarum et I’huitre Crassostrea gigas (Bris et
al. 1995).
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1.3 Les réserves énergétiques
Il est toujours important de prendre en compte les réserves énergétiques dans les études
écotoxicologique puisque la synthése, la mobilisation et 1’utilisation des substances
antitoxiques ont un colt énergétique pour I’organisme (Gismondi 2012). Les réserves
énergeétiques sont constituées par les lipides, le glycogéne et les protéines.

3.1 Les lipides
Ils jouent un réle important en tant qu’élément structural de la membrane biologique et
forment une sorte de réserve durant les périodes de carences alimentaire ou de reproduction.
Les lipides sont souvent utilisés comme source d’énergie durant la gamétogenése et jouent un
role dans la formation des spermatozoides et des ovocytes (Perez-Camacho et al. 2003).
L’utilisation des lipides comme source d’énergie induit un phénomene de lipolyse permettant
aux organismes de les dégrader afin de produire I’énergie nécessaire a leur métabolisme de
base (réaction enzymatique, synthése moléculaire,...) (Gismondi 2012).

3.2 Le glycogéne

Source d’énergie immédiatement disponible pour les activités courantes, comme la
locomotion (Sparkes et al. 1996), mais également utilisée dans les processus
d’osmorégulation, de croissance, ou encore pendant les périodes de reproduction et de
carences alimentaires (Oliveira et al. 2004 ; Rosa et Nunes 2003 ; Gismondi 2012). Le taux de
glycogene d’un individu est susceptible d’étre affecté¢ lors de cofits physiologiques a court
terme, contrairement aux lipides qui ne seraient affectés que lors de besoins énergétiques a
long terme (Plaistow et al. 2001).
3.3 Les protéines

Les protéines sont des constituants structuraux, fonctionnels et énergétiques. Elles constituent
la fraction la plus importante des ovocytes et des muscles et assurent le réle de fournisseurs
d’énergie chez de nombreux bivalves tel que les Vénéridés (Trigui-El Menif 1995 ; Perez-
Camacho et al. 2003), les Mytilidés et les Pectinidés (Mathieu et Lubet 1993). Les protéines
sont généralement mobilisées lors d’un stress sévere, nécessitant probablement une grande
quantité d’énergie pour les systémes de défense (Gismondi 2012).
1.4 Le stress-on-stress
Le «stress-on-stress » est un test qui donne une évaluation globale de 1’état de santé des

organismes sans indiquer le type de contaminant présent dans le milieu (Viarengo et al. 1995).
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Ce test évalue la capacité des organismes a supporter les conditions d’anoxie. Il consiste a
ajouter un stress anoxique a des animaux déja perturbés dans leur milieu d’origine. Il repose
sur le principe que plus I’animal est perturbé dans son milieu d’origine, moins il résisterait a
un second stress (Viarengo et al. 1995 ; Hamza-Chaffai et al. 1998 ; Ladhar-Chaabouni et al.
2008).

1.5 L’indice de condition

Cet indice est considéré comme étant représentatif de 1’état nutritionnel et de 1’état des
réserves énergétiques d’un individu. Un indice faible est synonyme d’un animal souffrant de
conditions environnementales difficiles, de sous alimentation ou d’infection parasitaire. Etant
facilement mesurable, cet indice est donc souvent utilisé dans les études s’intéressant a
différentes sources de stress.

1.6 Le sex-ratio
Il indique le rapport entre le nombre de méles et le nombre de femelles dans une population
donnée, c’est-a-dire la proportion de chacun des sexes. Il peut étre influencé par plusieurs
parameétres tels que la qualité du milieu, le climat, la densité des populations I’infection
parasitaire et I’effort de reproduction. Il est de plus en plus utilisé comme biomarqueur dans
plusieurs études écotoxicologiques en relation avec le cycle reproducteur (Ketata 2008 ;
Machreki-Ajmi 2009).

1.7 Les Métallothionéines (MTS5)
Ce sont les protéines les plus sensibles a la contamination métallique chez de nombreux
organismes marins y compris les bivalves (Naimo 1995 ; Amiard et al. 2006 ; Choi et al. 2007
; 2008 ; Zorita et al. 2007). Elles ont aussi un réle de détoxification bien étudiée chez
plusieurs invertébrés marins (Bebianno et Langston 1991; Roesijadi 1992; Viarengo et Nott
1993). Ce sont des protéines de faible masse moléculaire qui peuvent étre induites par les ions
métalliques cytosoliques libres, en particulier le Cd, Cu, Zn et Hg, et sont impliquées dans la
défense contre la toxicité des métaux (Klaassen et al. 1999 ; Andrews 2000 ; Hamza-Chaffai
et al. 2000 ; Tanguy et al. 2001 ; Ladhar-Chaabouni et al. 2008).

1.8 Les transporteurs a ATP Binding Cassette (ABC) -B1

Ce sont des pompes membranaires ATP dépendantes permettant de réduire la toxicité
cellulaire par I’expulsion des éléments toxiques hors de la cellule (Pain et Parant 2003 ; 2007 ;
Minier et al. 2006). Les transporteurs ABC sont présents chez tous les organismes vivants
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sous forme de 7 familles dont la famille ABC-B. La protéine ABC-B1 est aussi connue sous
le nom de P-glycoprotéine et est la plus étudiée (Perez Tomas 2006 ; Zaja et al. 2007). Elle
présente, comme tous les transporteurs ABC, une structure en quatre domaines : deux
domaines hydrophobes, formant le site de reconnaissance du substrat, et deux domaines
hydrophiles conservés, impliqués dans 1’hydrolyse de I’ATP (Pérez Tomas 2006). L’ABC-B1
est le principal transporteur responsable de 1’export des composés n’ayant pas ét¢ modifiés
par le métabolisme cellulaire (Zaja et al. 2007). L’expression et 1’activité de cette protéine
peuvent étre induites par les métaux tels que le Cd, Cu, Zn et Hg (Achard 2005).
1.9 Les protéines de choc thermique (HSP70)
Appartenant a la famille des chaperonnes, les protéines de choc thermique sont trés répandues
chez tous les organismes vivants. Elles jouent un réle trés important dans la réparation des
protéines endommagées ou leur élimination lorsque celles-ci ne peuvent plus étre réparées.
Elles fonctionnent comme des chaperons moléculaires accompagnant, surveillant et
protégeant les autres protéines (Frydman 2001 ; Harlt et Hayer-Harlt 2002). En termes de
recherche écotoxicologique, ces protéines sont des biomarqueurs importants pour plusieurs
facteurs de stress, y compris la pollution métallique, et leur induction est donc un signe
d'effets indésirables des substances testées (Lewis et al. 1999 ; Perceval et al. 2001 ; Kohler et
al. 2001; Radlowska et Pempkowiak 2002). Parmi les protéines de choc thermique, les HSP70
sont les plus ubiquistes et universelles. HSP70 est impliquée dans le repliement des protéines
nouvellement synthétisées ou endommageés ainsi que dans la séquestration et la dégradation
des protéines qui sont endommagées sans espoir de réparation (Mayer et Bukau 2005). Un
certain nombre d'études ont montré que les HSP70 sont synthétisées de facon intensive dans
la cellule en réponse a une variété de facteurs de stress, y compris la chaleur, les métaux tels
que le Pb et le Cd et les contaminants organiques (Tedengren et al. 1999).
1.10 Les superoxydes dismutases

La famille des superoxydedismutases (SOD) est 1’une des familles de métallo-enzymes
antioxydantes les plus importantes. Elles catalysent les réactions de transformation des
radicaux superoxydes en peroxyde d’hydrogéne et en oxygeéne moléculaire. Selon leur
contenu en métal, les SOD sont classées en quatre groupes distincts comprenant MnSOD,
CuzZnSOD, FeSOD et NiSOD. Parmi ces SOD, MnSOD et CuzZnSOD sont les plus étudiées
chez les invertébrés marins (Geret et al. 2004; Chenghua et al. 2011; Huan-Huan et al. 2010).
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L’importance de la CuZnSOD réside dans sa fonction physiologique. Cette enzyme a besoin
des ions cuivre et du zinc pour son activité biologique et un manque en cuivre conduit a son
inactivation compléte. La CuzZnSOD se trouve sous deux isoformes présentes dans la plupart
des organismes. La CuzZnSOD extracellulaire (ec CuZnSOD), présentant un signal de clivage
peptidique N-terminal pour la sécrétion, se trouve dans la matrice extracellulaire des tissus. La
CuznSOD intracellulaire (ic CuZnSOD), sans signal peptidique, se trouve principalement
dans I'espace intracellulaire et aussi dans I'espace intermembranaire des mitochondries. La
MnSOD, contenant [l'ion manganese, se retrouve principalement dans la matrice
mitochondriale (mt MnSOD) (Weisiger et Fridovich 1973), mais certaines MnSOD
cytosoligues (cMnSOD) ont également été observées (Brouwer et al. 2003). Une importance
particuliére a été accordée a la MnSOD du fait de son rdle dans la destruction des métabolites
ROS dans la matrice mitochondriale. De plus, il a été montré que cette protéine joue un role
dans la promotion de la différenciation cellulaire et la tumorigenese (St Clair et al. 1994),
dans la réponse immunitaire induite par des bactéries (Jung et al. 2005; Cheng et al. 2006),
dans la réponse aux infections virales (Zhang et al. 2007) ou encore dans la réponse a
I'exposition a des produits chimiques toxiques (Kim et al. 2007).
1.11 La catalase (CAT)

Enzyme héminique, la catalase contient un atome de fer dans chacun des quatre hemes qui
constituent ses sites actifs. Son rdle principal réside dans la protection contre les effets

toxiques du peroxyde d’hydrogeéne en catalysant sa décomposition en eau et en oxygeéne
(Veldhoen et al. 2009 ; Bigot et al. 2009).

1.12 La cytochrome-c-oxydase (COI)
La sous unité | de la cytochrome-c-oxydase (COIl) est un élément du complexe IV de la
chaine respiratoire mitochondriale. Elle catalyse le transfert d’électrons du ferrocytochrome c
a I'oxygene moléculaire qui est alors réduit pour former de 1’eau et utilise I’énergie ainsi
libérée pour pomper des protons H* dans 1’espace intermembranaire (Achard 2005). Le géne
COI est fréequemment utilise en phylogénie moléculaire car il constitue une signature
moléculaire au niveau spécifique. Ceci est également un avantage pour son utilisation comme
biomarqueur. On peut également s’attendre a observer une régulation similaire de
I’expression du gene COI chez les différentes especes (Achard et al. 2006). De nombreux

travaux ont mis l'accent sur I'expression de ce géne et ont démontré que son expression est
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modifiable par I'exposition aux métaux chez les bivalves (Navarro et al. 2011 ; Achard et al.
2006). Le Cd en particulier, s'est avéré capable d’inhiber la chaine de transfert d'électrons

dans les mitochondries et induire la production de ROS (Wang et al. 2004).

Il. Résultats
A. Etude préliminaire

Dans cette étude préliminaire, nous avons essayé d’évaluer 1’état de pollution des sites retenus
dans la région du golfe de Gabés en se basant sur 1’analyse des deux métaux le cadmium et le
plomb, in toto dans les coques issues des différents sites. Les prélevements de C. glaucum
réalisés dans six sites soumis aux divers rejets industriels et urbains avaient pour objectif de
comparer 1’état de contamination de différents sites afin de sélectionner trois d’entre eux dont
I’'un sera considéré comme site de référence, le deuxiéme comme étant moyennement
contaminé et le dernier comme étant fortement contaminé. Le choix des deux métaux Cd et
Pb se justifie par le fait que ce sont parmi les métaux non essentiels les plus susceptibles
d’étre métabolisés et concentrés au niveau des organismes marins. IS représentent donc des
marqueurs bioaccumulables témoins de la pollution du milieu (MachrekiAjmi 2009). Les
teneurs en Pb (Figure 26-A) n’ont pas permis de différencier les sites étudiés. Cependant, les
variations de la teneur en Cd (Figure 26-B) montrent que la valeur la plus forte en Cd est
enregistrée au niveau du site Gargour (25ug/g de poids frais). Ce site a été donc retenu
comme étant un site fortement contaminé pour la suite de cette étude. Le site Ellouza présente
la teneur la plus faible en Cd (0,860 pg/g de poids frais), il a donc été retenu comme étant un
site de référence. Le site Gargour présente des teneurs en Cd 29 fois plus importantes que les
teneurs enregistrés au niveau du site Ellouza. Le site Sidi Mansour a été retenu pour ses
valeurs intermédiaires entre les deux sites précédents (7,46pg/g de poids frais, soit 4 fois
moins pollué en Cd que le site Gargour et 7 fois plus pollué en Cd que le site d’Ellouza) et
pour sa richesse en C. glaucum.

Suite a ces résultats, des sédiments prélevées sur les trois sites retenus ont éte analysés en ICP
afin d’évaluer leur composition en métaux (Tableau 18). Les métaux étudiés sont Cd, Cu, Zn,
Ni, Cr, Mn et Pb. La composition des trois sédiments montre des valeurs tres importantes
surtout en Zn, Cr et Mn. Le site Gargour est en général le plus riche pour les différents métaux

étudieés, suivi par le site Sidi Mansour puis le site Ellouza. Seul le Cd présente des valeurs
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supérieures au seuil toxique établi par Long et al. (1955) (Tableau 18). Pour tous les autres

métaux, les valeurs issues des trois sites étaient inférieures a ces seuils.

Suite a cette étude préliminaire, nous avons étudié la réponse adaptative de C. glaucum sur les

trois sites, a différents niveau de I’intégration biologique allant du niveau individuel jusqu’au

niveau moléculaire et et cellulaire.

Tableau 18 Composition en métaux des sediments issus des trois sites Ellouza, Sidi Mansour et
Gargour et valeurs de seuil toxiques établies par Long et al. 1955. Les résultats sont exprimés en

mg/kg de sédiment sec.

Sites Cd Cu Zn Ni Cr Mn Pb

Ellouza 0,818 7,040 52,960 0,727 20,320 47,120 12,370

Sidi Mansour 1,440 5,160 53,680 0,972 24,100 46,460 11,730

Gargour 1,813 10,112 60,320 1,353 29,860 45,940 12,750

Seuil de toxicité 1.2 34 150 20.9 81 - 47.6
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Figure 26 Concentrations moyennes en Pb (A) et Cd (B) affectées des intervalles de confiance 95% in
toto (n=15) des coques issus des six sites. E : Ellouza ; SM : Sidi Mansour ; G : Gargour ; N : Nakta ;

M : Mahreés et K : Kerkanah. Les résultats sont exprimés en pg/g de poids frais. Les moyennes

marquées par des lettres différentes sont statistiquement différentes (p<0.05).
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B. Niveau individuel

1. Le test de stress-on-stress
Afin de suivre et de comparer les capacités physiologiques des coques issues des trois sites a
supporter 1’anoxie, le temps auquel on observe 50% de coques mortes (LT50) est pris en
considération (Figure 27). Les résultats obtenus montrent que les coques issues du site
contaminé Gargour sont les moins aptes a résister a 1’anoxie (3 jours<LT50<4jours) suivies
par les coques du site intermédiaire Sidi Mansour qui présentent une LT50 de 5jours. Les
coques du site de référence Ellouza sont les plus résistantes a 1’anoxie et présentent une LT50

de 6 jours.
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Figure 27 Expériences de stress-on-stress sur des coques issues des trois sites (Ellouza (E) ligne bleue,
Sidi Mansour (SM) ligne verte et Gargour (G) ligne beige). La figure donne la variation du
pourcentage des survivants en fonction du temps d’exposition a 1’air libre.
2. L’indice de condition

Un suivi de I’indice de condition (IC) a été réalisé d’une maniére bimensuelle entre la période
allant d’octobre & décembre sur les trois sites (Figure 28). Les résultats obtenus montrent que
cet indice évolue d’une maniere synchrone sur les trois sites, il diminue significativement
entre octobre et mi-novembre puis ne varie presque pas pour les autres préléevements. La
comparaison des valeurs des IC inter-sites montre que les individus du site Gargour présentent
les valeurs de I’IC les plus faibles suivis par les individus du site Sidi Mansour puis ceux du

site Ellouza
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Figure 28 Evolution de I’indice de condition(IC) de coques issues des trois sites Ellouza (E), Sidi
Mansour (SM) et Gargour (G) pour la période allant d’octobre a décembre. Les valeurs représentent la
moyenne + EC pour n=15. (*) Différence significative (p<0,05).

3. Le sex-ratio
La comparaison inter-site du sex-ratio est représentée sur la Figure 29. Les résultats obtenus
montrent que ce paramétre évolue en faveur des femelles lorsque la pollution du milieu
augmente. 1l est équilibré pour le site de référence Ellouza et fortement déséquilibré pour le

site contaminé Gargour.
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Figure 29 Répartition du sex-ratio des coques issusdes trois sitesEllouza (E), Sidi Mansour (SM) et
Gargour (G). (n=60)M : males, F : femelles.
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C. Niveau organe

1. Teneur en Cd, Cu, Zn et Ni chez les coques issues des trois sites
Les teneurs en Cd, Cu, Zn et Ni ont été analysees chez des coques dont les branchies ont été
retirées. Le dosage des métaux a donc été effectué sur le reste de 1’animal, c’est a dire sur
I’ensemble des organes suivants : muscle adducteur, gonade, glande digestive, pied et
manteau. Les résultats obtenus sont représentés sur la Figure 30. Ces résultats montrent que
sur les trois sites, les teneurs en Zn sont les plus importantes suivies par celles du Ni puis le
Cu et finalement le Cd qui présente les teneurs les plus faibles. La comparaison inter-sites
pour chague métal montre que, exception faite du Ni, le site contaminé Gargour présente
significativement les teneurs les plus importantes en différents méetaux et le site de référence

Ellouza présente significativement les valeurs les plus faibles.
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Figure 30 Concentration en Cd, Cu, Zn et Ni (moyenne x IC) (n=20) chez les coques issues des trois
sites Ellouza (E), Sidi Mansour (SM) et Gargour (G).(*) Différences significatives inter-sites (p<0,05).

2. Réserves énergétiques, malondialdehyde (MDA) et Activité
cholinestérase (AChE)

Les variations des teneurs en réserves énergétiques (glycogénes lipides et protéines ;

respectivement Figures 31-A, 31-B et 31-C) ont été mesurées dans les gonades des coques

issues des trois sites. Les résultats obtenus montrent 1’absence de différences significatives

inter-sites dans les teneurs en glycogéne et en lipides. Par contre, les teneurs en protéines
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augmentent significativement avec la pollution du milieu.

Les variations des teneurs en MDA et de I’activit¢ AChE (Figures 31-D et 31-E) ont été
déterminées respectivement dans la glande digestive et dans les branchies de coques issues
des trois sites. Les résultats obtenus ont montré 1’absence de différences significatives entre
les sites. Toutefois, une tendance a la baisse est observée pour 1’activité AChE. En effet,
I’activité de cette enzyme a tendance a diminuer au fur et & mesure que la pollution du milieu

augmente (Figure 31-E).
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Figure 31 Variation de la concentration moyenne en glycogene (A), lipides (B) protéines (C), MDA
(D) et de I’activité cholinestérase (E) (n=15) affectées des intervalles de confiance (95%) chez les
coques issues des trois sites Ellouza (E), Sidi Mansour (SM) et Gargour (G). (*) Différences
significatives inter-sites (p<0,05).
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D. Niveau cellulaire : étude du cycle reproducteur

1. Rappel des travaux antérieurs

Dans des travaux antérieurs (Karray et al. 2015), 1’étude du cycle reproducteur de la coque C.
glaucum a été réalisée d’une fagon mensuelle a partir de coques issues du site Gargour durant
une période de 13 mois (Janvier 2007-Janvier 2008). Les résultats obtenus ont montré que le
cycle sexuel était de type trimodal : trois périodes de reproduction ont été observées d’une
fagcon synchrone chez les deux sexes. Certains stades reproducteurs n’ont cependant pas pu
étre observés (maturité et ponte). Suite a ces résultats, nous avons essayé dans ce travail de i)
nous focaliser sur une période de reproduction (octobre-décembre 2009) et de faire des
prélévements bimensuels afin de pouvoir visualiser les stades « non observés » (maturité et
ponte) et ii) d’effectuer une étude comparative du cycle reproducteur sur les trois sites
Gargour, Sidi Mansour et Ellouza afin de vérifier si les différences de niveau de
contamination inter-sites ont un effet sur le déroulement de la gamétogenese.

2. Etude du cycle sexuel

2.1 Description des stades de développement des gonades chez les males

La gamétogenese chez les males évolue dans un sens centripéte a I’intérieur des tubules
gonadiques. L’observation des tissus gonadiques permet de distinguer les stades cytologiques
suivants
- Stadel, Repos sexuel (R) : Ce stade est caractérisé par une intense prolifération du tissu
de réserve envahissant la gonade. Les tubules gonadiques ne contiennent que des cellules
germinales indifférenciées.
- Stade 2, Développement (D) : Il ya une augmentation progressive du volume des tubules
gonadiques ces derniers sont remplis par des cellules représentant différents stades de
développement (spermatogonies, spermatocytes, spermatides).
- Stade 3, Gamétogenese (G): On rencontre presque tous les stades d’évolution
(spermatogonies, spermatocytes et spermatides), les spermatozoides existent mais ils sont peu
nombreux. Le tissu conjonctif extratubulaire se réduit considérablement et les tubules
gonadiques augmentent de volume.
- Stade 4, Maturité (M) : Les gonades sont remplies de produits sexuels mdrs et leur

volume est maximum. Le tissu conjonctif a quasiment disparu. La spermatogenése domine,

87



Réponse adaptative des populations naturelles de la coque Cerastoderma glaucum
dans des sites présentant différents niveaux de pollution

les spermatozoides sont abondants au centre des follicules, et se regroupent en colonne. Des
spermatogonies, des spermatocytes et des spermatides peuvent étre présents pres de la paroi
folliculaire mais ils sont beaucoup moins nombreux que les spermatozoides.

- Stade 5, Ponte (Po) : Les tubules gonadiques sont partiellement vidés en spermatozoides.
- Stade 6, Passé (Pa) : Les gamétes non émis sont résorbées et le tissu conjonctif de réserve
envahit progressivement les gonades.

Planche 1 : Evolution histologique de la gamétogenese chez les males

Photo 1 : Développement : développement des tubules gonadiques males.
Photo 2: Gamétogenése : évolution centripete de la gamétogenése.
Photo 3: Maturité : les gonades sont remplies de produits sexuels mdrs
Photo 4 : Ponte : vidange partielle des tubules gonadiques males.

Photo 5 : Passé : résorption des gametes non émis.

Tr : tissu conjonctif de réserve
Tg : tubule gonadique

Spg : spermatogonies

Spc : spermatocytes

Spt : spermatides

Spz: spermatozoides

Vp: vidange partielle des spz

Gd: gamétes en dégénérescences
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2.2 Description des stades de développement des gonades chez les Femelles
La gamétogenése chez les femelles évolue a I’intérieur des follicules dans un sens centripéte.
Au fur et a mesure de la progression de la gamétogenese, on observe les stades cytologiques
suivants :
Stade 1, Repos sexuel (R) : Ce stade est caractérisé par une abondance du tissu conjonctif
de réserve et par une absence de 1’activité gonadique.
Stade 2, Développement (D) : Les tubules gonadiques contiennent des ovocytes dans leur
phase initiale de développement. Il y a une augmentation progressive du volume des tubules
gonadiques qui restent envahies dans un important tissu conjonctif de réserve.
Stade 3, Gamétogenese (G) : L’ovogenése est active depuis la périphérie vers la lumiére
des tubules. La population d’ovocytes est caractérisée par une forte hétérogénité de taille.
Stade 4, Maturité (M) : Les tubules gonadiques sont complétement remplis par des
ovocytes matures de taille homogéne.
Stade 5, Ponte (Po) : Libération totale ou partielle des gamétes matures.
Stade 6, Passé (Pa) : Résorption des gamétes non émis et envahissement progressif de la
gonade par le tissu conjonctif de réserve.

Planche 2 : Evolution de la gamétogenese chez les femelles

Photo 1: Développement: les ovocytes se trouvent dans leur phase initiale de
développement.

Photo 2 : Gamétogeneése : évolution centripete de la gamétogenése.

Photo 3 : Maturité : ovocytes de taille homogene.

Photo 4 : Ponte : Libération totale ou partielle des gamétes matures.

Photo 5 : Passé : Résorption des gametes non émis et envahissement progressif de la gonade

par le tissu conjonctif de réserve.

Tg : tubules gonadique

OD : ovocyte en développement
O : ovocyte

OM : ovocyte mature

VP : vidange partiel des ovocytes
Gd : Gametes en dégénérescence
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3. Evolution des stades reproductifs
Aucune différence n’a été décelée dans 1’évolution des stades reproductifs entre les males et
les femelles sur les trois sites etudiés (Figure 32). D’une maniére générale, 1’évolution de la
gametogenese se fait pratiquement de la méme maniére sur les trois sites avec une majorité
d’individus au stade développement au premier prélevement, maturité au deuxiéme, ponte au
troisieme et passé au quatrieme. Deux différences sont cependant visibles : la premiére est en
début du cycle gamétique sur le site contaminé Gargour avec une majorité d’individus au
stade gamétogenese (stade 3) alors que sur les sites de référence (Ellouza) et intermédiaire
(Sidi Mansour), la majorité des individus sont au stade développement (stade 2). La deuxiéme
différence est observée dans le dernier prélevement (décembre) ou les sites plus au moins
contaminés (Sidi Mansour et Gargour) sont en avance sur le site de référence (Ellouza) avec

des individus en poste ponte.
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Figure 32 Déroulement de la gamétogenese chez C. glaucum sur les trois sites A : Ellouza, B : Sidi
Mansour et C : Gargour. Stade 2 : développement, stade 3 : gamétogeneése ; stade 4 : Maturité ; stade 5
: ponte ; stade 6 : passé.
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4. Evolution de ’indice de maturité (IM)

L’évolution de I’indice de maturité sur les trois sites est représentée sur la Figure 33. Les
résultats obtenus montrent que 1’évolution de cet indice est similaire sur les trois sites aux
trois premiers préléevements. En effet, une augmentation de cet indice est observée entre mi-
octobre et mi-novembre correspondant a une évolution de la gamétogenése qui se déroule de
la méme maniere sur les trois sites. Au dernier prélevement, une diminution de cet indice est
observée chez les individus du site intermédiaire Sidi Mansour et du site contaminé Gargour
alors qu’il continue a augmenter chez les individus du site de référence Ellouza. Ces résultats
confirment les résultats de 1’évolution de la gamétogenése. En effet les diminutions observées
aux sites intermédiaire et contaminé s’expliquent par la présence d’individus au stade « post-
ponte » ou « passe » alors que les individus du site de référence sont encore en « ponte » donc

aucune chute n’est observable au dernier prélevement.
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Figure 33 Evolution de I’indice de maturité sur les trois sites : Ellouza (E), Sidi Mansour (SM) et
Gargour (G).
5. Evolution du diamétre ovocytaire
La détermination du diametre ovocytaire a concerné les femelles de C. glaucum aux
stades développement, gamétogenése et maturité. Une étude comparative de 1’évolution
de ce diamétre a été réalisée sur les trois sites Ellouza, Sidi Mansour et Gargour (Figure
34). Lévolution de cet indice est pratiquement la méme sur les trois sites. Une

augmentation entre octobre et mi-novembre, correspondant & la progression de la
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gametogenese, est suivie par une chute entre mi-novembre et décembre correspondant a
I’émission gamétique. On remarque une nette augmentation du diamétre ovocytaire des
femelles du site de référence Ellouza par rapport aux sites intermédiaire Sidi Mansour et

contaminé Gargour.
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Figure 34 Evolution du diamétre ovocytaire chez C. glaucum sur les trois sites : Ellouza (E), Sidi
Mansour (SM) et Gargour (G).

E. Niveau Moléculaire

1. Niveau d’expression des génes

Au niveau moléculaire, I’expression des génes impliqués dans différents types de stress, a
savoir les genes impliqués dans la déetoxication des métaux et des xénobiotiques (MT et
transporteur ABCBL1), les génes de défense contre le stress oxydant (MnSOD, CuZnSOD et
CAT) ou le stress en général (HSP70) ou encore les altérations mitochondriales (COI) a été
étudiée sur les trois sites. Aucune différence n’a été trouvée dans I’expression de ces génes
entre males et femelles et les résultats obtenus pour les 2 sexes ont donc été regroupés. Les
résultats obtenus montrent que peu de différences dans les niveaux d’expression des geénes
ABCB1, MT, CuzZnSOD et MnSOD sont observées sur les trois sites (Figure 35). Pour les
HSP70, le profil général montre que I’expression de ce géne diminue significativement au fur
et a mesure que la pollution du milieu augmente (Figure 35). En effet, le niveau d’expression
le plus important est enregistré au niveau du site de référence Ellouza alors que le niveau le

plus faible est enregistré au niveau du site contaminé Gargour.
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Pour la CAT, le niveau d’expression est similaire sur les sites intermédiaire Sidi Mansour et
contaminé Gargour et il est significativement surexprimé de trois fois par rapport au site de
référence Ellouza (Figure 36). Le méme profil d’expression est observé pour le géne COI
(Figure 36) a la différence que le niveau d’expression de ce géne est significativement
surexprimé de 1000 fois sur les sites intermediaire et contaminé par rapport au site de
référence.
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Figure 35 . Profil d’expression relative des genes ABCB1, MT, CuZnSOD, MnSOD et HSP70 sur les
trois sites Ellouza, Sidi Mansour et Gargour. Les différences des niveaux d’expression (échelle
logarithmique) sont exprimées par rapport aux indidus du site de référence Ellouza.
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Figure 36 Profil d’expression relative des génes CAT et COI sur les trois sites Ellouza, Sidi Mansour
et Gargour. Les différences des niveaux d’expression (échelle logarithmique) sont exprimées par
rapport aux indidus du site de référence Ellouza.

2. Analyse en composante principale
Afin de mettre en évidence les relations entre les différents parametres a savoir le niveau
d’expression des génes MT, ABCBI1, CuZnSOD, MnSOD, CAT, HSP70, COl, I'IC et la
bioaccumulation des métaux (Cd, Cu, Zn et Ni), une analyse en composante principale
(ACP) a eté réalisée avec deux ACP : la premiére (Figure 37-A) montre la relation entre les
différents paramétres et la deuxiéme (Figure 37-B) correspond a une projection des individus
issus des trois sites sur les deux axes de I’ACP. Les résultats de la premiere ACP (Figure 36-
A) montrent la présence de deux groupes : un groupe formé par I’indice de condition, les
métaux et I’expression de la catalase et de COI qui sont fortement corrélés les uns aux autres.
Le deuxiéme groupe est formé par I’expression de la CuZnSOD, la MnSOD, la HSP 70 et la
MT. Les résultats de la seconde ACP (Figure 37-B) montrent la séparation des individus issus
des trois sites. Les individus du site Ellouza sont regroupés a gauche avec de faibles indices
de condition et une accumulation faible de métaux mais de fortes expressions des génes MT,
HSP70, MnSOD et CuzZnSOD. Les individus du site G sont regroupés a droite en haut avec
une expression importante des génes COI et CAT. Les individus du site SM sont regroupés en

bas a droite avec de forts indices de condition et une forte accumulation des métaux.
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Figure 37 (A') Analyse en composante principale de ’expression relative des génes (ABCBI1, MT,
MnSOD, CuZnSOD, CAT, HSP70 et COI), de I’indice de condition (IC) et des teneurs en métaux (Cd,
Cu, Zn et Ni). (B) Projection des individus selon les données quatitatives présentées dans (A).[Ni],
[Zn], [Cu], [CD], concentrations des métaux dans les coques.

111. Discussion

Ce chapitre a présenté la réponse adaptative de coques prélevées directement a partir de leur
milieu naturel. Cette réponse a été étudiée a différents niveaux de 1’intégration biologique
allant du niveau individuel jusqu’ au niveau moléculaire et cellulaire.

Dans un premier temps, nous avons cherché a sélectionner trois sites qui différent par leurs
degrés de contamination. Pour cela, une étude préliminaire a été mise en place, dans laquelle
un dosage du Cd et du Pb a été effectué in toto chez des coques prélevées sur six sites.
Contrairement au Cd qui a permis de mettre en évidence une différence significative entre les

six sites, le Pb n’a pas permis de les différencier. Ceci peut étre di au fait que le plomb est
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considéré comme un polluant ubiquitaire présent dans la plupart des écosystemes. Sa présence
dans les tissus des coques peut donc étre due a un apport environnemental par voie
atmosphérique, ce qui conduit souvent des résultats diffus et peu discriminants. Suite a cette
étude, le site Ellouza a été sélectionné comme site de référence présentant des faibles teneurs
en Cd, le site Sidi Mansour a été sélectionné comme site intermédiaire et le site Gargour
comme étant un site fortement contaminé. En plus de leur tencur en Cd, la facilité d’accés et
la richesse en C. glaucum ont été retenus comme facteurs déterminants dans le choix de ces
trois sites. Sur ces sites, la réponse des coques a été étudiée aux niveaux individuel, organe,

cellulaire et moléculaire.
A. Niveau individuel

Trois parametres ont été étudiés pour ce niveau : la capacité a supporter ’anoxie (test de
stress-on-stress), 1’indice de condition et le sex-ratio. Le test de stress-on-stress révéle la
capacité physiologique des coques a supporter 1’anoxie, il démontre que plus les animaux sont
perturbés dans leur milieu d’origine, moins ils résistent a un second stress. Ceci se confirme
par les valeurs des LT50 qui décroissent lorsque que la pollution du milieu augmente. Les
coques du site de référence Ellouza présente la valeur de la LT50 la plus importante et sont les
plus résistantes a 1’anoxie alors que les coques du site contaminé Gargour présentent la LT50
la plus faible et sont donc les moins aptes a résister a 1’anoxie. Il semblerait donc que ces
derniéres présentent une déficience physiologique die a la pollution du milieu. Ces résultats
rejoignent les travaux de Machreki-Ajmi (2009) réalisés sur la méme espéce et qui
démontrent que les coques issues d’un site contaminé étaient beaucoup moins résistantes a
I’anoxie que des coques issues d’un site témoin. D’autres travaux effectués dans des
conditions contr6lées sur des bivalves (Ladhar-Chaabouni et al. 2008 ; Hamza Chaffai et al.
1989 ; Viarengo et al. 1995) ont démontré que, suite a une contamination au Cd, les LT50
diminuent avec le temps d’exposition et la concentration du Cd.

L’indice de condition est un indicateur de 1’état physiologique et nutritionnel des animaux
mais aussi du déroulement de la gamétogenese. Pour des organismes prélevés a la méme
période de reproduction, cet indice peut montrer des différences entre sites témoins et
contaminés (Kerambrun 2011). Dans notre travail et avec des animaux pris a la méme période
de reproduction sur les trois sites, les plus forts indices de condition ont été enregistrés au

niveau du site de référence Ellouza témoignant d’un bon état physiologique et nutritionnel des
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animaux. Par contre, les plus faibles indices ont été enregistrés au niveau du site contaminé
Gargour montrant D’affectation des individus de ce site au niveau nutritionnel et
physiologique. Ceci confirme plusieurs études menées sur 1’effet de polluants sur 1’indice de
condition chez les organismes marins. Ces études ont montré une diminution de celui-ci avec
la pollution par les métaux notamment (Avery et al. 1996 ; Riedel et al. 1998). Néanmoins, les
variations de ce parametre peuvent également étre liées aux conditions hydro-climatiques
specifiques des sites échantillonnés (température, salinité, disponibilité en oxygeéne...), comme
a la disponibilité en nourriture. Plus largement, ce paramétre peut aussi étre fortement lié a la
période de I’année ou encore a I’age. De multiples facteurs pouvant affecter cet indice, il faut
donc le considérer avec une certaine précaution en écotoxicologie (Gilliers et al. 2004).
Concernant le sex-ratio, nos résultats montrent que cette caractéristique populationnelle est de
plus en plus déséquilibrée en faveur des femelles lorsque la pollution du milieu augmente.
Elle est équilibrée pour le site de référence Ellouza et fortement déséquilibrée pour le site
contaminé Gargour. Ce déséquilibre entre males et femelles reflete des conditions
environnementales particuliéres, notamment la qualit¢ du milieu, la température et les
conditions trophiques (Lango-Reynoso, 1999). Bien que dans la littérature, un déséquilibre du
sex-ratio est souvent rapporté aux conditions trophiques du milieu et a la reproduction (David
2007 ; Ketata 2008 ; Machreki-Ajmi 2009) et rarement au facteur pollution du milieu, nos
résultats laissent penser a un déséquilibre d a la pollution mais qui peut agir en synégie avec
d’autres facteurs. On peut noter aussi que ce déséquilibre a été enregistré en faveur des
femelles. Ce résultat rejoigne les travaux de Derbali et al. 2009 qui ont montré une
préedominance des femelles dans certains sites de la région du golfe de Gabés qui n’a
cependant pas été corrélée au facteur pollution du milieu mais plutdét a la taille de la
population. En effet, ces auteurs ont montré une prédominance des femlles chez des coques
ayant des tailles supérieures a 24 mm.

En conclusion, les investigations menées au niveau individuel montrent une diminution
globale de la capacité a supporter 1’anoxie, de I’indice de condition et du sex-ratio au niveau
du site le plus contaminé Gargour. Le facteur pollution du milieu semble donc induire une
réponse au niveau individuel, un niveau permettant d’obtenir des informations globales sur le

statut physiologique de I’individu soumis a un stress.
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B. Niveau organe

Ce niveau concerne I’accumulation des métaux (Cd, Cu, Zn et Ni), des réserves énergétiques
(glycogene lipides et protéines), du MDA et de I’acétylcholine estérase dans les organes des
coques issues des trois sites.

L’accumulation des métaux dans les organes est un paramétre trés important a étudier puisque
contrairement a d'autres polluants, les métaux peuvent s'accumuler dans les organes a des
concentrations largement supérieures a celles présentes dans I'environnement, et peuvent
atteindre des seuils toxiques. Nos résultats sur I’accumulation des métaux montrent i) que sur
les trois sites les teneurs en Zn, Ni et Cu se trouvent a des doses beaucoup plus importantes
que celle du Cd. Ceci est en relation avec leur fonction biologique, étant donné que les trois
premiers (Zn, Ni et Cu) sont des métaux essentiels a la vie, donc leur forte bioaccumulation
par rapport au Cd (métal non essentiel) est un processus naturel, exigé par tous les organismes
vivants afin de satisfaire a leurs besoins métaboliques; ii) les coques issues du site contaminé
Gargour sont les plus accumulatrices des quatre métaux (Cd, Cu, Zn et Ni) suivies par celles
du site intermédiaire Sidi Mansour puis celles du site de référence Ellouza. Ceci montre que
cette accumulation est reliée au degré de contamination du milieu. Ceci se confirme aussi par
le dosage des métaux dans le sédiment des mémes sites (Tableau 18) qui montre des teneurs
en métaux (Cd, Cu, Zn et Ni) beaucoup plus importantes sur le site Gargour que sur les deux
autres sites. D une fagon générale, un sédiment contaminé refléte un milieu polué et un risque
réel pour les organismes qui vivent en contact avec ce sédiment puisque ce dernier sert de
nourricerie et de lieu de reproduction pour de nombreuses espéces benthiques (Machreki-
Ajmi 2009 ; Geffard 2001). De plus, la remise en suspension des sediments par des
phénomenes naturels ou par les activités humaines peut entrainer un phénomene de relargage
des métaux dans la colonne d’eau. Une augmentation de 1’accumulation des métaux dans les
tissus des coques est donc probablement trés favorisée puisque ce dernier est un filtreur qui vit
dans le sédiment superficiel.

D’autres facteurs intrinséques (reproduction, taille, age...) et extrinséques (température,
salinité ...) peuvent aussi intervenir au niveau du processus d’accumulation (Machreki-Ajmi
2009). Afin d’éviter certains facteurs confondants reliés notamment au cycle biologique et a la
taille, nous avons effectue toutes les analyses (dosage des métaux, dosage biochimiques et

expression des genes) a une période ou les animaux étaient au repos sexuel. De plus, nous
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avons essayé, dans la mesure du possible, de travailler sur des coques appartenant a la méme
classe de taille (28-32mm). Ceci a été difficile sur le site intermédiaire Sidi Mansour puisque
la plupart des coques sur ce site avaient des tailles inférieures a 28 mm.

Concernant les valeurs en différents métaux, elles sont toutes inférieures aux normes qui sont
de 2ug/g de poids sec pour le Cd, 5ug/g de poids sec pour le Cu et 100 pg/g de poids sec pour
le zinc, ce qui montre que les teneurs métalliques dans les trois sites étudiés ne présentent
pour le moment aucun danger pour la santé humaine (Jorf 1995). Les teneurs en différents
métaux (Cd, Cu et Zn) mesurées dans cette étude sont aussi dans la fourchette des valeurs
trouvées par Machreki-Ajmi (2009) sur la méme espece dans la région du golfe de Gabés
mais supeérieures aux valeurs trouvées par Smaoui-Damak et al. (2003) chez la palourde
Ruditapes deccussatus dans la méme région, exception faite pour le Cd. Sur les sites analysés,
les valeurs sont largement inférieures aux teneurs en métaux accumulés par d’autres bivalves
sur d’autres sites (Arini 2011). Ces différences peuvent s’expliquer par les caractéristiques de
la zone d’étude elle-méme et du modele biologique, notamment la qualité trophique,
I’écologie de ces bivalves et la cinétique d’accumulation des métaux relative a chaque espece
(Smaoui-Damak et al. 2003).

Les biomarqueurs reliés au métabolisme énergétique sont tres intéressants dans I’étude de la
réponse d’un organisme soumis a un stress puisque la synthése, la mobilisation et 1’utilisation
de défenses antitoxiques ont un colt énergétique pour 1’organisme (Voets et al. 2006), c’est
pourquoi il est important de prendre en compte les réserves énergétiques dans les études
écotoxicologiques. Ces derniéres peuvent donc mettre en évidence les prémisses d’un impact
environnemental sur les populations (Smolders et al. 2004 ; Voets et al. 2006). Dans ce travail
le niveau des réserves énergétiques (glycogeéne, lipide et protéine) a été étudié dans les
gonades des coques issues des trois sites. Les résultats obtenus n’ont pas montré de
différences significatives dans les teneurs en glycogene et en lipides chez les animaux récoltés
sur les trois sites. Cependant, une augmentation significative de la teneur en protéine est
observée avec I’augmentation de la pollution du milieu. Ceci est en désaccord avec plusieurs
travaux effectués sur des organismes marins démontrant que la tendance générale est une
diminution des réserves énergétiques comme colt de tolérance vis-a-vis des contaminants
présents dans le site contaminé (Shcill et Kolhler 2004 ; Donker 1992 ; Smolders et al. 2004).
Nos résultats pour les protéines ne sont donc probablement pas en lien avec le niveau de
pollution mesuré puisque si c’était le cas, on observerait une mobilisation c’est-a-dire une
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diminution de ces réserves en protéines en réponse au stress provoquée par le milieu. Or,
globalement, les différences inter-sites sont peu marquées au niveau réserves énergetiques.
Ceci peut s’expliquer par une concentration en toxique sur les trois sites trop faible pour
induire une demande énergétique suffisamment conséquente de la part des mécanismes de
défenses des individus. Contrairement a ces résultats, les travaux de Durou et Mouneyrac
(2007) font état d’une diminution des réserves énergétiques (glycogene, lipides et protéines)
chez I’annélide polychéte Hediste diversicolor dans un site contaminé par rapport a un site de
référence. Cette diminution est expliquée par le colt de tolérance vis-a-vis des contaminants
présents dans le site contaminé. Il semblerait donc que le concept de diminution des réserves
énergétiques en réponse au codt de la tolérance vis-a-vis des contaminants présents dans le
milieu soit respecté dans un site suffisamment pollué, par contre, dans les sites présentant des
niveaux de contamination moins forts, ce concept n’est pas respecté en raison de
I’interférence entre les différentes composantes du métabolisme énergétique (qualité de la
ressource alimentaire, besoin liée au cycle sexuel, réponse au stress polluant). Dans ces
conditions la stratégie d’évaluer les réserves énergétiques sous forme de glycogéne, lipide et
protéine reste trop simpliste et 1’utilisation d’autres paramétres tels que 1’allocation cellulaire
énergétique qui fournit des mesures de répartition de 1’énergie au niveau cellulaire doit étre
envisagée.

Pour évaluer le potentiel de stress oxydant subi par les individus issus des trois sites, nous
avons suivi la variation du taux du malondialdehyde (MDA), produit secondaire engendré par
I’attaque des lipides polyinsaturés par des espéces réactives de 1’oxygéne générées par
certains contaminants tels que les métaux (Machreki-Ajmi 2009). Les résultats obtenus ont
montré qu’il n’y a pas de différence significative dans la teneur en MDA sur les trois sites.
Des études menées in situ sur les effets de polluants, notamment le Cd, sur les teneurs en
MDA ont souvent montré une augmentation de celui-ci avec la pollution du milieu
(Machreki-Ajmi 2009 ; Couillard et al. 1995 ; Cossu et al. 2000 ; Giguére et al. 2003; Ladhar
Chabouni 2009), tendance qui n’a pas été observée ici, probablement en raison de la synergie
d’un ensemble de parametres dans le milieu tels que la température, la salinité et le cycle des
marees (Amiard Triquet et Amiard 2008).

L’acétylcholinestérase, enzyme impliquée dans les mécanismes de transmission des influx
nerveux a travers l’organisme, a €té considérée par plusieurs auteurs comme étant un
indicateur spécifique de 1’exposition aux pesticides organophosphorés, carbamates (Days et
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Scott 1990) et aux métaux (Thaker et Haritos 1989; Labrot et al. 1996 ; Hamza-Chaffai et al.
1998). Plusieurs travaux ont montré également une corrélation entre I’inhibition de 1’activité
de I"acétylcholinestérase et le gradient de pollution in situ dans différentes régions et chez
plusieurs bivalves (Machreki-Ajmi 2009 ; Moukrim 2002 ; Dellali et al. 2001). Notre travail
montre une tendance a la baisse de 1’activit¢é AChE en fonction de la pollution du milieu mais
cette variation n’est pas significative. Ceci peut toujours étre reli¢ a I’interférence d’autres
facteurs du milieu tels que la température, les concentrations en d’autres polluants comme les
HAP et les pesticides qui n’ont pas été dosés dans ce travail.

Donc, malgré les différences des niveaux de contamination métallique inter sites, les réponses
enregistrées au niveau organe (réserves énergetiques, MDA et AChE) sont peu marquées et

n’ont pas permis de différencier les trois sites.
C. Niveau cellulaire

AU niveau cellulaire, le déroulement de la gamétogeneése, 1’indice de maturité et la mesure du
diametre ovocytaire ont été étudiés. Les données du déroulement de la gamétogenése et de
I’indice de maturité s’accordent pour indiquer que peu de différences dans 1’évolution du
cycle gamétique sont observables entre les animaux des trois sites. Cependant, deux
différences sont observées et concernent surtout la proportion d’individus pour chaque stade 1)
en début du cycle gamétique sur le site contaminé Gargour avec une majorité d’individus au
stade 3 alors que la majorité des individus du site intermédiaire et de référence sont au stade 2
et ii) & la fin du cycle gamétique sur les sites intermédiaire et contaminé avec une proportion
d’individus au stade 6 alors que la totalité des individus du site de référence sont au stade 5.
Ces deux différences concernent les sites plus ou moins contaminés, donc, probablement en
lien avec les conditions environnementales du milieu (niveau de contamination, température
et conditions trophiques). Dans la littérature, des décalages temporels dans 1’évolution du
cycle reproducteur des bivalves ont été rapportés a des conditions environnementales séveres
en relation avec la température, les conditions trophiques, le niveau de contamination du
milieu et ’infestation parasitaire (Gauthier Clerc et al. 2002 ; Enriquez-Diaz 2004; Smaoui-
Damak et al. 2006 ; Ketata 2008 ; Palais 2011; Tlili et al. 2011). Dans notre travail, et comme
nous 1’avons signalé précédemment, les différences de niveau de contamination inter-sites
peuvent expliquer les différences observées. Ceci a été décrit dans plusieurs travaux de

recherche sur le bivalve Mya arenaria (Gauthier Clerc et al. 2002), sur la palourde Ruditapes
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deccussatus (Ketata 2008 ; Smaoui-Damak et al. 2006), sur la moule Mytilus galloprovincialis
(Ruiz et al. 2011) et sur le bivalve Donax trunculus (Tlili et al. 2011). Tous ces travaux
s’accordent pour indiquer que les niveaux de contamination inter-sites affectent la
reproduction de ces différents bivalves. Contrairement au facteur pollution du milieu, la
température ne semble pas expliquer les différences observées dans notre travail. En effet, un
suivi de la température a été réalisé sur les trois sites lors des différents prélevements (Figure
38) et les résultats obtenus ne font pas apparaitre de liens entre les différences observeées et la
température. Pourtant, dans la littérature la température semble jouer un role prépondérant
dans la gamétogenése et surtout dans le processus de I’émission gamétique chez C. glaucum
(Zaouali 1974 ; 1980 ; Derbali et al. 2009 ; Machreki-Ajmi 2009) et chez d’autres bivalves
marins (Enriquez-Diaz 2004 ; Smaoui-Damak 2005 ; Ketata 2008). Concernant, les conditions
trophiques, nous avons fait I’erreur de ne pas mesurer directement les conditions
nutritionnelles du milieu, a travers I’estimation des teneurs en chlorophylle-a par exemple,
mais on peut toujours avoir une idée sur ce paramétre d’une maniére indirecte via I’indice de
condition qui donne une idée sur 1’état nutritionnel des coques et donc du milieu duquel elles
proviennent. Cet indice est mesuré a un niveau beaucoup plus élevé sur le site de référence et
le site intermédiaire par rapport au site contaminé, montrant les bonnes conditions trophiques
sur les deux premiers sites et le stress nutritionnel du site contaminé (Figure 28). Dans ce
sens, les travaux d’Enriquez-Diaz (2004) ont montré une relation directe entre 1’état trophique
du milieu, 1’état physiologique de 1’animal et la qualité des gametes. Ces auteurs ont montré
qu’une ration €levée de nourriture dans le milieu favorise un développement gamétique plus
rapide et plus intense si les animaux issus de ce site sont en bon état physiologique. Ces
constatations peuvent expliquer nos résultats de la mesure du diametre ovocytaire qui
montrent des ovocytes plus grands et de meilleure qualité sur le site de référence par rapport
aux deux autres sites probablement en lien avec les bonnes conditions trophiques de ce site et

le bon état physiologique des animaux issus de ce dernier.
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Figure 38 . Evolution de la température sur les trois sites
D. Niveau moléculaire

Face a une contamination, un organisme peut modifier ’expression de ses génes pour
s’acclimater a cette nouvelle situation. Cette modification est souvent considérée comme une
réponse précoce de I’organisme soumis a un stress. L’expression de 7 génes codant pour des
enzymes ou pour des protéines impliquées dans différentes voies métaboliques a été suivie sur
les populations provenant des trois sites. Ces génes ont été choisis parce que les données de la
littérature montraient qu’ils pouvaient étre impliqués dans la réponse aux différents types de
stress environnementaux (Achard-Joris et al. 2006 ; Al Kaddissi et al. 2012 ; Ivanina et al.
2008a ; lvanina et al. 2008b ; Navarro et al. 2011). Etant donné la complexité des typologies
des sites étudiés, il nous a semblé important de suivre des marqueurs potentiellement liés aux
stress multiples tels que MT, ABCB1, MnSOD et CuZnSOD, CAT, HSP70 et COI. Toutes les
réponses transcriptionelles ont été mesurées sur les branchies puisque cet organe constitue une
interface clé pour l'acquisition, le stockage et I'élimination des métaux et a une grande
capacité a synthétiser les protéines (Al Kaddissi et al. 2012 ; Marigomez et al. 2002 ; Navarro
et al. 2011 ; Paul-Pont et al. 2010). Les profils d’expression obtenus peuvent étre rassemblés
en trois groupes au sein desquels des similitudes sont remarquables. (1) Les génes impliqués
dans la détoxification des métaux (ABCB1 et MT) et les superoxydes dismutases (MnSOD et
CuZnSOD) n’ont pas montré de différence dans leurs niveaux d’expression. Ce résultat peut
étre d0 au fait que plusieurs facteurs confondants intrinséques (age, taille, sexe...) et

extrinseques (température, salinité, ensoleillement, turbidité, hydrodynamisme, ressource
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trophique...) peuvent intervenir dans la régulation de I’expression de ces génes. (2) La HSP70
a montré un niveau d’expression qui diminue lorsque la pollution du milieu augmente. Elle
présente le niveau d’expression le plus bas dans le site le plus contaminé Gargour. Ceci peut
étre corrélé a une inhibition de la synthese de la HSP70 dans les sites contaminés (Gargour et
Sidi Mansour) suite a une forte concentration en métaux. Ce phénomene a été décrit aussi par
Boutet et al. (2003) sur les huitres. Ces auteurs ont montré une diminution de la synthése de la
HSP 70 dans le milieu a forte dose de métaux. (3) Les génes de la CAT et de la CO1 ont
présenté des niveaux d’expression plus forts dans les sites intermédiaire et contaminé. De
plus, I’expression du géne COI est 1000 fois supérieure chez les animaux issus des sites
intermédiaire et contaminé par rapport au site témoin. Ce dernier résultat est en rapport avec
la demande d’énergie qui se trouve particulierement €levée lors de 1’exposition a tout stress
environnemental (David 2007). Ainsi le trés fort taux d’expression du géne COI dans le site
contaminé confirme 1I’importance du métabolisme énergétique dans la réponse au stress.

En conclusion, la régulation de I’expression des geénes est un phénomene complexe mais
relativement rapide. Les profils d’expression de geénes observés ici ne sont donc qu’un
instantané et sont a considérer avec certaines précautions puisque comme nous 1’avons signalé
précédemment, la régulation de I’expression génique en milieu naturel est soumise a de

nombreux facteurs de contréle intrinseques et extrinséques.

IVV. Conclusion partielle

Trois résultats majeurs résultent de 1’étude de la réponse adaptative de la cogue en milieu
naturel
e [’importance du métabolisme énergétique dans la réponse au stress a
travers la surexpression du gene COI
e Les paramétres étudiés au niveau individuel ont permis de différencier les
trois sites.
e Pour tous les autres niveaux (organe, cellulaire et moléculaire), la présence
de facteurs confondants conduisant a des réponses diffuses et ne permet

pas, dans la plupart des cas, de différencier les trois sites.

Dans la suite de ce travail, nous envisageons d’étudier la réponse de la coque a différents

niveaux de I’organisation biologique dans des conditions contrdlées.
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Etude de ’impact d’une contamination par les effluents sur la survie, la physiologie et les
réponses moléculaires de la coque Cerastoderma glaucum

l. Introduction

Avec D’essor industriel et urbain de certains pays, divers contaminants sont constamment
déversés dans le milieu marin, ce qui provoque l'instabilité et le désordre des écosystemes
marins (Cong et al. 2012 ; Ladhar-Chaabouni et al. 2012). Parmi ces contaminants, les
effluents sont constamment évacués a partir des usines de traitement municipales et
industrielles et ont progressivement affecté de nombreux écosystemes (Jadeja et al. 2007).
Qu’ils soient traités ou non, ces effluents sont capables de libérer beaucoup de polluants tels
que les hydrocarbures aromatiques polycycliques, les produits pharmaceutiques et les métaux
(Sim et al. 2013). Ces derniers causent d’importants problémes en raison de leur rémanence et
de leur toxicité élevée (Gargouri et al. 2011).

L’évaluation de I’exposition a des effluents sur la composante biocénotique a été décrite dans
plusieurs travaux. Ces travaux ont rapporté d’importants effets déléteres chez les organismes
étudiés en rapport avec l'immunotoxicité (Gagné et al. 2008 ; Salo et al. 2007), la
neurotoxicité et le stress oxydatif (Kamel et al, 2012) ainsi que d’autres altérations
physiologiques (Douxfils et al. 2007). L’impact de ces rejets d’effluents dans le milieu marin
est souvent évalué dans les tissus des organismes marins par biosurveillance passive
(organismes échantillonnés directement dans la zone d’étude) ou active (organismes
transplantés ou suite a des expérimentations en conditions contrdlées). Cependant, les
expériences menées en conditions contrélées restent une alternative pour évaluer les effets
potentiels de la toxicité d’un mélange de contaminants (les effluents) sur les organismes
marins.

En Tunisie, le golfe de Gabés est influencé par une activité industrielle importante, provenant
surtout d’une usine de traitement de phosphate brut (SIAPE: Société des Industries d'Acide
Phosphoriques et d'Engrais), exposant les organismes marins a une contamination croissante
(Ladhar-Chabouni et al. 2009). L’activité principale de cette industrie est la transformation du
phosphate brut en engrais chimique, elle genere des effluents riches en sulfates, fluorures,
phosphores et métaux qui seront libérés dans le milieu marin (Choura 2008). Par conséquent,
I’écosystéme marin autour de cette industrie a été fortement dégrade et des niveaux de métaux
toxiques eleves ont été observés dans les sediments et dans les organismes marins provenant
de cette région (Ketata et al. 2007 ; Machreki-Ajmi et al. 2009).

La coque C. glaucum compte parmi les bivalves qui sont largement distribués dans cette zone

et a été validée comme organisme bio-indicateur de pollution dans plusieurs travaux
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(Machreki-Ajmi et Hamza-Chaffai 2006; Szefer et al. 1999). De plus, ce bivalve est adapté
aussi bien aux études de terrain (Ladhar-Chaabouni et al. 2009b ; Machreki-Ajmi et al. 2009 ;
Machreki-Ajmi et Hamza-Chaffai 2006) qu’aux expériences en conditions controlées
(Ladhar-Chaabouni et al. 2008, 2010). Les travaux précédents menés sur cette espéce se sont
focalisés sur les parametres biochimiques (mesures de la bioaccumulation des métaux et des
biomarqueurs). De plus, les études réalisées en conditions contr6lées sur cette espece ont
utilisé un contaminant pur (le cadmium). L'originalité du travail présenté ici réside dans
I’utilisation de biomarqueurs moléculaires pour évaluer la réponse de la coque C.glaucum a
un mélange « naturel » de contaminants, les effluents provenant de la SIAPE (golfe de
Gabes). Le niveau moléculaire peut apporter une détection précoce et sensible de I'exposition
aux contaminants et peut aussi permettre la prédiction des effets biologiques a des niveaux
plus élevés de 1’organisation biologique. De plus, les changements dans I'expression des genes
sont susceptibles de jouer un réle critique dans l'acclimatation et/ou 1’adaptation des
organismes (Schulte 2004).
L’objectif de cette étude est donc d'étudier les réponses de la coque C. glaucum exposée a
deux effluents différents provenant de la SIAPE, a travers I’analyse de:

(1) la bioaccumulation des métaux dans les tissus des coques,

(2) I'état physiologique des organismes,

(3) la réponse au niveau transcriptionnel des 7 génes clés déja utilisés dans la partie in

situ, a savoir MT, ABCB1, MnSOD, CuzZnSOD, CAT, HSP70 et COl,

(4) la relation entre I'expression génique et les teneurs en métaux.
Contrairement a la plupart des études réalisées au niveau moléculaire sur des pools
d'échantillons (Ciacci et al. 2012; Navarro et al. 2009), notre étude analyse I'expression des
génes a I'échelle de l'individu afin de mettre en évidence la variabilité entre les coques

soumises a la méme exposition.

1. Résultats

1. Effets de I’exposition aux effluents sur I’état physiologique
global des coques

La capacité a supporter 1’anoxie (test de stress-on-stress) est significativement affectée par
I’exposition aux effluents (p<0,05). Une diminution de la LT50 a été enregistrée pour le
groupe des individus exposés par rapport au groupe contréle; cette baisse est significative

pour F1 (p<0,05) et non significative pour F2. Pour I’indice de condition, aucune différence
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significative n’a été enregistrée entre les individus témoins et exposés (controles: 12,6+9;
F1.12,1+3,6; F2:13,3%+4,2). L’indice de condition n’est pas non plus affecté par le facteur

temps d’exposition.
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Figure 39 Protocole et résultats du test de stress-on-stress. A) Les conditions expérimentales: la
longueur de la barre hachurée indique le temps d'exposition aux effluents. La fleche indique la suite de
survie sous anoxie aprés exposition. B) Résultats: LT50 (en jours) des coques soumises a 1’anoxie
apres exposition aux effluents F1 et F2 et a chaque temps d'exposition.

2. Concentrations en métaux dans les effluents F1 et F2 et dans
les tissus des coques.

La composition des effluents F1 et F2 en métaux est donnée dans le tableau 19. Les résultats
obtenus montrent que F1 est beaucoup plus riche en métaux que F2 : Cu (X 63), Cd (X 29),
Cr X (24), Mn (X13), Ni (X10), Zn (X 6) et Pb (X 5). Les concentrations en Cu, Ni, Zn et Cd
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dans les tissus des coques sont présentées sur les Figures 40 et 41. Les résultats obtenus
montrent que la concentration en ces différents métaux (exprimée en pg/g de poids sec) reste
relativement faible et ne varie pratiquement pas durant I’expérience dans les tissus des coques
témoins. Par contre dans les lots contaminés, 1’accumulation varie d’un métal a ’autre
probablement en relation avec la concentration initiale de ce métal dans les effluents.
L’accumulation du Cd dans les tissus des coques est beaucoup moins marquée que celle les
autres métaux (100 fois moins importante). Les coques exposées a F1 accumulent
significativement (p<0.05) plus de métaux (Cd, Cu, Zn et Ni) que celles exposees a F2 (1,5
fois pour le Cu, Zn et Ni et 24 fois pour le Cd). La cinétique d’accumulation du Cu, du Ni et
du Zn est la méme pour les individus exposés a chacun des effluents. La concentration en Zn
et en Ni ne semble pas augmenter avec le temps d’exposition alors que la concentration du Cu
augmente avec le temps d’exposition. En effet, les coques exposées accumulent le Cu entre 1
et 6 jours (accumulation plus importante pour les individus exposés a F1). Un profil similaire
est observé pour le Cd (Figure 41) qui présente de faibles variations durant les deux premiers
jours d’exposition suivie par une augmentation. Cette augmentation est trés modérée pour F2,
atteignant 0,224 + 0,106 ng/g de poids sec aprés 5 jours d'exposition, alors qu’elle est trés
importante pour F1, avec une valeur maximale de 6,181 £+ 1,276ug/g de poids sec atteinte
apres 6 jours d'exposition.

Tableau 19 Composition des effluents F1 et F2 en métaux. Les normes tunisiennes et francaises sont
indiquées sur les deux dernieres lignes. Les résultats sont exprimés en mg/L d’effluent.

Cd Cr Cu Mn Zn Ni Pb

Effluent F1 0,953 0,994 0,381 0,445 2,757 0,469 0,174

Effluent F2 0,033 0,043 0,006 0,034 0,486 0,045 0,033

Normes 0.005 2 15 1 10 2 0.5
Tunisiennes

Normes 0.2 05 05 1 2 05 05
Francaises
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Figure 40 Bioaccumulation du Ni, Zn, et Cu [pg/g (PS)] chez les coques témoins et exposées a F1 et a
F2. Les données sont exprimées en moyenne + ET (n = 4); PS: poids sec.
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Figure 41 Bioaccumulation du Cd [ug/g (PS)] chez les coques témoins et exposées a F1 et a F2. Les
données sont exprimées en moyenne + ET (n = 4); PS: poids sec

3. Effets de I’exposition a F1 et a F2 sur I’expression des génes

L’expression relative des 7 génes étudies est représentée sur les Figures 42 et 43 sous formes
de «box plots ». L’expression de ces génes est globalement plus élevée chez les coques
exposées que chez les témoins. La variabilité¢ (représentée sous forme d’écart type et de
quartiles de « box plots ») est également plus élevée chez les individus exposés que chez les
témoins (Figures 42 et 43). L’expression des génes MT, COI et HSP70 (Figure 42 et Tableau

20) augmente avec le temps d’exposition chez les coques exposées a F1 tandis que chez les
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individus exposés a F2, le temps d’exposition n’a pas d’influence sur 1’expression de ces
genes. Malgré les fluctuations observées, 1’expression du géne ABCBI est plus importante
chez les individus exposés que chez les témoins, mais le facteur temps ne semble pas avoir
une influence sur I’expression de ce gene que ce soit avec F1 ou F2. Pour les enzymes
impliquées dans la réponse au stress oxydatif (Figure 43), I’expression des genes MnSOD et
CAT augmente avec le temps d'exposition chez les coques exposées a F1. En effet,
I'expression de ces génes est proche de celle des témoins pendant les deux premiers jours
d'exposition, augmente fortement au 3éme jour (9 et 43 fois le niveau d’expression des
contréles pour MnSOD et CAT respectivement) et reste élevé jusqu'a la fin de I’expérience
(Figure 43). Le temps d’exposition n’a pas d’influence sur I’expression du géne CuzZnSOD
(Tableau 20 et Figure 42). Au contraire, chez les coques exposees a F2, I'expression des genes
impliqués dans la réponse au stress oxydatif (CAT, MnSOD, CuZnSOD) diminue globalement
avec le temps d'exposition (Tableau 20). En effet, la cinétique est la méme pour les trois
genes: l'expression augmente au cours des premiéres 24 heures (87, 71 et 58 fois par rapport
au niveau d’expression des contrdles pour CAT, MnSOD et CuZnSOD respectivement) puis
diminue jusqu'au 5éme jour (-10, -2, -3 fois pour CAT, MnSOD et CuzZnSOD
respectivement), puis augmente a nouveau légérement au 6éme jour d’exposition (Figure 42).

Tableau 20 Influence du traitement et du temps d'exposition sur I'expression des différents génes par
rapport aux controles

ABCB1 CuznSOD MnSOD COl1 HSP70 CAT MT
Fi1 Influence G +* +* xx xx R ——
effluent dutraitement
Influence du / / +* AR ok ok -
temps
d’exposition
F Influence du  Seakl o +x* Kk FREES Fxk 4Rk
effluent traitement
Influence du / SR Ak / / _Hkk /
temps
d’exposition

& Effet global: +, effet positif (I’expression augmente); -, effet négatif (1’expression diminue)

b significativité statistique: *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; /, pas d’effet significatif
(p>0.05).
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Figure 42 Profils d'expression des génes (A) MT, (B) ABCB1, (C) HSP70 et (D) COI. Les différences
de niveaux d’expression (échelle logarithmique) sont exprimées par rapport aux contrdles au temps
TO. Les différences significatives par rapport aux contrdles sont représentées par des astérisques (p
<0,05, test de Kolmogorov-Smirnov).

116




Relative gene expression

Relative gene expression

-20 -10

50 100 200
|

10 20

Etude de ’impact d’une contamination par les effluents sur la survie, la physiologie et les
réponses moléculaires de la coque Cerastoderma glaucum

CAT L o | MnsoD =
%* 1 8— —
é *
| | - £ 8|
- * 'H 'g'_ —
i ﬁ: o *
il [=N .
HE e ) :
T T [ o * T — % N
Lo co | x DT -
. H TQ e b g = = *H
' 4.:' (0] - -+ -
DE EH E'm ' - 2 : ; E -
FEE D e
1o - - H [ =
L v %
* mg =0 O )
9, | m
1A I .|B L -
- T T T T T 1 T T T T 1 T T T T 1
CuZnSOD $ 00512 356 | 0512 356 |0512 358
Controls F1 F2

L]
_ = H
=5 - -
rrr1r1rr1rr1r 171717 17T 1T 17 17T 17T 1T T 71T
0051 2 3 5 6 051 2 3 5 051 2 3 5
Controls F1 F2

Temps d’exposition (jours)

Temps d’exposition (jours)

Figure 43 Les profils d'expression des genes (A) CAT, (B) MnSOD et (C) CuZnSOD. Les différences
de niveaux d’expression (échelle logarithmique) sont exprimées par rapportaux contréles au temps TO.
Les différences significatives par rapport aux contrdles sont représentées par des astérisques (p <0,05,
test de Kolmogorov-Smirnov.

4. Analyse en composante principale

Pour mettre en évidence les relations entre les niveaux d’expression des 7geénes, I'IC et la

bioaccumulation des métaux, deux ACP ont été realisées: la premiére considérant les

individus contréles et exposés a F1 (ACP F1) et la deuxieme considérant les coques controles
et exposées a F2 (ACP F2).
Pour ’ACP F1 (Figure 44-A), 59,3% de la variance totale est expliquée par les deux axes
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principaux. Tous les parameétres apparaissent du méme c6té par rapport au premier axe (c'est a
dire sur la gauche de la figure). Deux groupes avec des parametres corrélés (p <0,05, test de
Pearson) apparaissent en fonction de leur emplacement par rapport au second axe (présentés
par des cercles en pointillé sur la Figure 44-A). Le premier groupe apparait sur le haut de la
figure, forme par le Zn et I’expression des géenes MT, MnSOD, CuZnSOD, CAT et ABCB1.
Le second apparait sur la partie inférieure de la figure, formé par le Ni, le Cu et le Cd,
I’expression de COI et de la HSP70 et par I’IC (Figure 44-A et Tableau 21). La projection des
individus sur les deux axes principaux de I'ACP (Figure 45-A) indique que tous les contrdles
sont regroupés sur la droite de la figure avec des niveaux d’accumulation trés faibles des
différents métaux (Ni, Zn, Cu et Cd) ainsi que des niveaux d’expression trés faibles des sept
génes étudiés. Par contre, les coques exposées se trouvent principalement sur la gauche de la
figure avec une bioaccumulation des métaux et des niveaux d’expression tres élevés (Figure
45-A). Cependant, quelques coques exposees sont groupées avec les témoins. Par ailleurs, la
projection des individus en fonction du temps d'exposition (Figure 45-C) indique que les
individus aux trois premiers temps d'exposition (12 heures, 1 jour, 2 jours) sont situés sur la
droite, proches du groupe contrdle, avec un faible niveau d’expression des génes étudiés et
une faible bioaccumulation des métaux. Les individus aux temps 3, 5 et 6 jours d’exposition a
F1 sont situés sur la gauche de la figure avec des niveaux d’expression et une
bioaccumulation trés élevées. On remarque également que les coques a 3 jours d'exposition
sont situées au sommet de la Figure 44-C avec le plus haut niveau d’expression des génes
impliqués dans la réponse au stress oxydatif (MnSOD, CuzZnSOD, CAT), MT et ABCB1,
alors que les coques a 6 jours d'exposition sont situées en bas de la figure avec le plus haut
niveau d’expression des génes HSP70 et COl.

Pour I’ACP F2 (Figure 44-B) 62,8% de la variance totale est expliquée par les deux axes
principaux. Un premier groupe formé de parametres corrélés (p <0,05, test de Pearson,
Tableau 22) apparait sur le haut de la figure, composé de I’expression de la CAT, de la
MnSOD, de la CuzZnSOD et de la MT (coefficients de corrélation de Pearson> 0,517, p
<0,05). Le second groupe apparait sur le bas de la figure, composé par la bioaccumulation
des métaux (Cd, Cu, Zn et Ni) et I’expression des genes HSP70 et ABCB1 (coefficients de
corrélation de Pearson> 0,341, p <0,05, Tableau 22). L'expression de la CO1, apparait le long
du premier axe, elle est fortement corrélée aux deux groupes (Tableau 22). La projection des
individus sur les deux axes principaux de I'ACP (Figure 45-B) indique que tous les contréles

se trouvent sur la droite de la figure avec une faible bioaccumulation de tous les métaux, un
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faible niveau d’expression des sept genes étudiés et des valeurs d’IC trés faibles. Par contre,
les coques exposées se trouvent principalement sur la gauche de la figure avec une forte
bioaccumulation de tous les métaux et un niveau d’expression élevé des génes étudiés (Figure
45-B). La projection des individus en fonction du temps d'exposition (Figure 45-D) indique
que la plupart des individus correspondant aux trois premiers temps d’exposition (12 heures, 1
et 2 jours) sont situes en haut et a gauche de la figure, avec des niveaux d’expression élevés
des genes codant pour les enzymes antioxydantes (CAT, MnSOD, CuZnSOD) et pour la MT.
Par contre, la plupart des individus aux temps d’exposition 3, 5 et 6 jours sont projetés en bas
et a gauche de la figure, avec une grande accumulation de metaux (Cd, Cu, Zn et Ni) et un
haut niveau d’expression des genes HSP70 et ABCBL1 (Figure 45-D).
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Figure 44 Analyse en composantes principales (ACP) de I'expression des génes, la bioaccumulation
des métaux (Ni, Zn, Cu et Cd) et I’IC. (A) ACP effectuée sur les individus contrdles et exposés a
I’effluent F1; (B) ACP effectuée sur les individus contréles et exposés a I’effluent F2; IC, indice de
condition; [Ni], [Zn], [Cu], [CD], la bioaccumulation des métaux dans les tissus des coques.
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Tableau 21 Matrice de corrélation entre la bioaccumulation des métaux, 1’expression des différents génes, et I’indice de condition des coques exposées a
I’effluent F1 et des controles.

glaucum

ABCB1 CuzZnSOD MnSOD  COl HSP70 CAT MT Cl [Cu] [Cd] [Ni] [Zn]
ABCB1 1 0,339 0,284 0,077 0,210 0,517 0,515 0,094 0,468 0,246 0,598 0,696
CuznSOD 0,339 1 0,154 0,198 0,411 0,377 0,347 0,235 0,293 0,018 0,282 0,215
MnSOD 0,284 0,154 1 0,098 0,392 0,414 0,404 0,293 0,341 0,161 0,349 0,342
col 0,077 0,198 0,098 1 0,630 0,245 0,342 0,195 0,689 0,607 0,577 0,362
HSP70 0,210 0,411 0,392 0,630 1 0,382 0,460 0,346 0,638 0,562 0,495 0,340
CAT 0,517 0,377 0,414 0,245 0,382 1 0,788 0,090 0,534 0,217 0,457 0,448
MT 0,515 0,347 0,404 0,342 0,460 0,788 1 0,040 0,575 0,484 0,591 0,608
Cl 0,094 0,235 0,293 0,195 0,346 0,090 0,040 1 0,139 0,155 0,088 0,067
[Cu] 0,468 0,293 0,341 0,689 0,638 0,534 0,575 0,139 1 0,585 0,840 0,689
[Cd] 0,246 0,018 0,161 0,607 0,562 0,217 0,484 0,155 0,585 1 0,610 0,474
[Ni] 0,598 0,282 0,349 0,577 0,495 0,457 0,591 0,088 0,840 0,610 1 0,869
[Zn] 0,696 0,215 0,342 0,362 0,340 0,448 0,608 0,067 0,689 0,474 0,869 1

Les coefficients de corrélation dont la p-values<0.05 sont indiqués en gras.
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Tableau 22 Matrice de corrélation entre la bioaccumulation des métaux, 1’expression des différents génes et ’indice de condition des coques exposees a
I’effluent F2 et des controles.

ABCB1L CuznSOD MnSOD  COI HSP70 CAT MT IC [Cu] [Cd] [Ni] [Zn]
ABCB1 1 0,392 0,235 0,487 0,642 0,218 0,463 20,021 0,552 0,369 0,564 0,415
CuznSOD 0,392 1 0,840 0,535 0,451 0,703 0,517 0,178 0,028 0,209 0,318 0,391
MnSOD 0,235 0,840 1 0,418 0,447 0,699 0,540 0,233 -0,079 0,315 0,304 0,328
col 0,487 0,535 0,418 1 0,678 0,477 0,599 0,303 0,358 0,350 0,548 0,445
HSP70 0,642 0,451 0,447 0,678 1 0,232 0,507 0,198 0,464 0,428 0,601 0,384
CAT 0,218 0,703 0,699 0,477 0,232 1 0,619 0,096 -0,247 0,206 0,253 0,200
MT 0,463 0,517 0,540 0,599 0,507 0,619 1 0,183 0,150 0,318 0,469 0,246
IC -0,021 0,178 0,233 0,303 0,198 0,096 0,183 1 0,134 0,158 0,286 0,218
[Cu] 0,552 0,028 -0,079 0,358 0,464 -0,247 0,150 0,134 1 0,341 0,697 0,493
[Cd] 0,369 0,209 0,315 0,350 0,428 0,206 0,318 0,158 0,341 1 0,598 0,350
[Ni] 0,564 0,318 0,304 0,548 0,601 0,253 0,469 0,286 0,697 0,598 1 0,662
[Zn] 0,415 0,391 0,328 0,445 0,384 0,200 0,246 0,218 0,493 0,350 0,662 1

Les coefficients de corrélation dont la p-values<0.05 sont indiqués en gras.
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Figure 45 (A) Projections des individus selon les données quantitatives présentées dans la Figure 44-A
(exposition a I’effluent F1); (B) Projections des individus selon les données quantitatives présentées
dans la Figure 44-B (exposition a I’effluent F2) ; (C) Projections des individus en fonction du temps
d’exposition a F1 ; (D) Projections des individus en fonction du temps d’expodition a F2.

111. Discussion

La pollution environnementale par les eaux usées municipales et industrielles est un probléme
majeur dans de nombreux pays. En effet, ces eaux contiennent généralement de nombreuses
substances potentiellement polluantes (Gagné et al. 2008 ; Kamel et al. 2012 ; Sim et al.
2013). Les approches spécifiques qui utilisent un contaminant pur restent insuffisantes pour

fournir les informations nécessaires qui concernent la toxicité des eaux. Ainsi, les expériences
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qui utilisent un mélange de contaminants (les effluents) déversés dans Il'environnement
représentent une alternative qui permet de donner une réponse globale a la toxicité des eaux.
Le golfe de Gabés (Tunisie) connait une importante activité industrielle, principalement
I'industrie de transformation des phosphates bruts ainsi que d'autres industries émettrices de
métaux tels que les salines, les tanneries, les industries de textile, de céramique, les
savonneries et les matériaux de construction (Barhoumi et al. 2009). La transformation de
phosphates bruts en engrais chimique génére des effluents fortement chargés en métaux, en
particulier en Cd, Zn et Cr (Javied et al. 2009 ; Tayibi et al. 2009 ; Mars et Okazaki 2012). Le
but de notre étude est donc d'analyser les réponses des coques C. glaucum exposées a une
dose sublétale (soit 1%) des deux effluents pendant 6 jours a travers I'étude de (1) la
bioaccumulation des métaux dans les tissus, (2) I'état physiologique global des coques, (3)
I'expression de plusieurs génes clés et (4) la relation entre les niveaux d'expression génique et

les niveaux d'accumulation de métaux.
1. Concentration des métaux dans les effluents

Les effluents (F1 et F2) utilisés dans cette étude ont été collectés a la sortie d’une usine de
transformation de phosphate brut localisée prés de Skhira dans le golfe de Gabes. F1 est un
effluent global produit par trois unités de production différentes (acide sulfurique, acide
phosphorique et des engrais) de l'usine SIAPE, tandis que F2 est le produit d'une seule unité
(acide phosphorique). C’est pour cette raison que I’effluent F1 est beaucoup plus riche en
métaux que I’effluent F2. Les effluents F1 et F2 sont plus chargés en métaux que d’autres
effluents industriels d’origine tunisienne ou internationale cités dans la littérature (Hajem et
al. 2006; Patela et al. 2009; Santos-Yabe et de Oliveira 2003; Sancey et al. 2011), en
particulier la concentration en Cd de ces effluents dépasse les normes tunisiennes et francaises

(TN 106,002 et le décret ministériel francais du 22 Février 1998, respectivement).
2. Accumulation des métaux dans les tissus des coques

Les coques exposées en continu pendant une semaine aux effluents F1 et F2 (a la
concentration de 1%) présentent des concentrations en métaux (Cd, Cu, Zn et Ni) plus
importantes que chez les contrdles. Ces concentrations sont aussi plus élevées chez les coques
exposées a F1 que chez celles exposées a F2, probablement en rapport avec la concentration
initiale en métaux dans les deux effluents. L’accumulation du Cd était beaucoup moins
importante que celle des autres métaux, ce qui peut s’expliquer au moins en partie par son

taux d’assimilation plus faible que celui des autres métaux (Luoma et Rainbow 2005). La
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concentration en Ni et en Zn est relativement constante pendant toute la durée de I'expérience
(6 jours). Cependant la concentration en Cu et en Cd, augmente légérement avec le temps
d’exposition. Cette augmentation est en général trés faible, sauf pour le cadmium ou elle est
exponentielle chez les coques exposées a F1. Selon Luoma et Rainbow (2005), une faible
variation d’un métal avec le temps d'exposition est en rapport avec une excretion rapide de ce
métal, tandis qu'une augmentation rapide de la concentration de ce dernier dans les tissus est
en rapport avec une excrétion trés lente de ce dernier. Nos résultats suggérent donc que le
phénomeéne d’excrétion est plus efficace pour le Ni et le Zn que pour le Cu et surtout le Cd
chez C. glaucum.
3. L’état physiologique global des coques

Nos résultats montrent que I’exposition a 1’effluent F1 affecte significativement la LT50, ce
qui implique une perturbation métabolique et un statut physiologique général affaibli des
coques exposeées. Ce résultat suggere que les mécanismes de protection et/ou de détoxification
peuvent impliquer des colts énergétiques et donc peuvent réduire la capacité des coques a
résister a un second stress qui dans notre cas consiste en une exposition a I’air libre (Viarengo
et al. 1995). De tels compromis énergétiques ont déja été decrits dans la littérature chez
plusieurs organismes marins (Forbes 2000 ; Handy et al. 1999 ; Van Straalen et Hoffman
2000). Le méme profil de réponse est observé pour 1’effluent F2 mais d’une maniére non
significative. Cette différence peut s'expliquer par la concentration trés importante en métaux
de I’effluent F1 par rapport a F2.

Les mesures de I’indice de condition chez les bivalves sont considérées comme des
indicateurs fiables de I'état physiologique et des réserves énergétiques. Cependant, les
résultats obtenus dans ce travail ne montrent pas de différences significatives entre les
individus contrbles et exposés. Ce résultat peut étre di au fait que ce paramétre est trop
intégratif et que seulement 6 jours d’exposition pourraient ne pas étre suffisants pour produire
des variations sensibles entre les cogques témoins et exposées aux effluents. Ceci se confirme
par les résultats de I’ACP. En effet I’IC est représenté par de petites fleches sur la figure 44 de

I’ACP indiquant que ce dernier est un parametre faiblement structurant.
4. Effet de I’exposition aux effluents sur I’expression des génes

L’expression des sept génes étudiés est significativement plus élevée chez les coques exposeées
(F1 et F2) que chez les témoins. De plus, la présence d’une grande variabilité (larges box

plots) suggére ’existence de différents types de réponses chez les coques dans les mémes
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conditions d’exposition. La projection des individus dans I’ACP confirme ces résultats. En
effet, pour les deux types d’effluents, les individus contréles se trouvent assez groupés alors
que les individus exposés sont plus dispersés (Figure 45-A et B).

L’expression d’ABCB1 présente un profil diffus et indépendant du temps d’exposition que ce
soit pour les individus exposés a F1 ou a F2. En effet, I’expression de ce géne augmente a 12
h et a 24 h, suivi par une diminution et un second pic a 3 jours pour F1 et a 5 jours pour F2.
Par ailleurs, ce biomarqueur est significativement corrélé a la bioaccumulation de métaux
(Cd, Zn, Ni et Cu) pour les coques exposées a F2. La protéine ABCBL est un transporteur
transmembranaire dont D’activité est d’expulser activement les toxines hors de la cellule
(Minier et al 2006 ; Pain et Parant 2003) et notre travail montre que son expression est
modulée par les niveaux d’exposition aux métaux. Ces resultats rejoignent plusieurs travaux
qui ont mis en évidence une forte augmentation de I’expression de ce géne chez plusieurs
organismes marins suite a une exposition au cadmium et a d'autres métaux (Franzelliti
et Fabbri 2006 ; Ivanina et Sokolova 2008 ; Zucchi et al. 2010 ; Della Torre et al. 2014).

Pour les deux effluents, les défenses anti oxydantes sont déclenchées par I’augmentation de
I’expression des génes CAT, CuzZnSOD et MnSOD. Le r6le principal des SODs (CuzZnSOD
et MnSOD étant respectivement les formes cytosoliques et mitochondriales) est de catalyser
la dismutation de I'anion superoxyde en peroxyde d'hydrogéne, qui est a son tour réduit par la
CAT en eau et en oxygéne moléculaire. L'augmentation de 1’expression de ces enzymes anti-
oxydantes, en réponse a l'exposition aux effluents constitue une adaptation pour prévenir et/ou
réparer les dommages induits par le métal (Fernandez et al. 2010). Plusieurs études ont
démontré que les métaux peuvent déclencher le stress oxydatif dans les cellules (Sabatini et
al. 2011; Trevisan 2014; Wang et al. 2010) en particulier les travaux de Kamel et al. 2012 ont
démontré une corrélation positive entre la CAT, la MnSOD et I’accumulation des métaux
chez des palourdes traitées par des effluents municipaux.

Le géne MT est également induit en réponse a l’exposition aux deux effluents. Une
augmentation significative de son expression (+35 fois) est observée au deuxieme jour
d’exposition pour les coques exposées a F2 alors qu’un profil presque lin€aire est observeé
pour les individus exposés a F1 pour lesquels I’expression de MT atteint la valeur maximale
(+20 fois) au 6éme jour d’exposition. La surexpression de ce géne confirme d’autres travaux
réalisés avec différents invertébrés suite a des expositions a différents métaux (Al Kaddissi et
al. 2012 ; Dondero et al. 2005 ; Lecoeur et al. 2004;Navarro et al. 2011 ; Zorita et al. 2007).
Ces resultats reflétent le rdle important des MTs dans la séquestration et la détoxication des
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métaux, ainsi que leur rdle en tant qu’antioxydants réagissant avec les radicaux libres et les
especes reactives de I'oxygene (ROS), ce qui permet de réduire considérablement la toxicité
des ROS et de prévenir des interactions avec les composantes cellulaires telles que les
enzymes, les protéines structurales, I'ADN et les lipides membranaires (Amiard et al. 2006 ;
Andrews, 2000 ; Coyle et al. 2002 ; Ivanina et al. 2009 ; Kamel et al. 2012 ; Tanguy et al.
2001).

L’expression des genes COI et HSP70 est remarquablement plus importante chez les coques
exposées a I’effluent F2 avec une forte corrélation avec la bioaccumulation de métaux pour
les deux effluents. Pour les coques exposées a 1’effluent F1, cette surexpression est surtout
observée dans la deuxiéme partie de 1’expérience c’est-a-dire entre 3 et 6 jours d’exposition.
Le role de la cytochrome ¢ oxydase (dont le géne COI code une sous-unité) est de transférer
les électrons du cytochrome c¢ a I'oxygéne moléculaire dans la chaine respiratoire
mitochondriale et de contribuer a la production d'un gradient électrochimique de protons a
travers la membrane interne mitochondriale ce qui entraine la synthése de I’ATP (Capaldi et
al. 1983; Capaldi 1990). L’augmentation de I’expression de ce géne suite a 1’exposition aux
effluents reflete une activité métabolique trés importante chez les coques exposées. Cela
pourrait étre une stratégie cellulaire (1) pour compenser la diminution du nombre de
mitochondries fonctionnelles en augmentant la production d'ATP de maniere a fournir
suffisamment d'énergie pour les besoins cellulaires, notamment pour tolérer les métaux (Al
Kaddissi et al. 2012) ; ou (2) pour consommer efficacement 1’02 ce qui permet de limiter les
dommages oxydatifs provoqués par le métal dans les cellules (Chen 2003; Wang et al. 2004).
Nos résultats rejoignent donc plusieurs études qui ont mis en évidence une augmentation de
I’expression du géne COI suite a une exposition au Cd et a d’autres métaux (Achard-Joris et
al. 2006 ; Al Kaddissi et al. 2012 ; Navarro et al. 2011). La réponse du gene HSP70 est
presque similaire a celle de COI aprés exposition aux deux effluents F1 et F2. Les protéines
HSP70 sont impliquées dans le repliement des protéines nouvellement synthétisées et
endommagées ainsi que dans la séquestration et la dégradation des protéines qui sont
endommagés sans espoir de réparation (Mayer et Bukau 2005). Les HSP70s sont connues
pour étre synthétisées de facon intensive en réponse a une variété de facteurs de stress
(chaleur, métaux, contaminants organiques...) et plusieurs études ont mis en évidence une
augmentation de I'expression des HSP70s chez les bivalves tel que Dreissena polymorpha et
Crassostrea virginica suite a I’exposition a des métaux tel que le Cu, le Cd, le Pd, le Pt et le
Rt (Ivanina et al. 2008 ; Ivanina et al. 2009 ; Navarro et al. 2011). Ainsi la surexpression du
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géne HSP70 observée dans notre travail (atteignant 15 et 75 fois le niveau d’expression des
contrbles pour F1 et F2 respectivement) confirme les données précédentes et reflete un
mécanisme de protection des cellules contre les dommages induits par le stress.

Enfin, on peut noter que I'exposition a F1 versus F2 semble avoir un impact sur le profil
global de I’expression des génes au cours du temps. En effet, I’expression des différents génes
¢tudiés (exception faite d’ABCB1) est plus importante chez les individus exposés a F2 par
rapport a ceux exposés a F1 bien que F1 soit plus riche en métaux que F2 et provoque une
accumulation plus forte de métaux dans les tissus des coques. Des études similaires récentes
sur les daphnies ont montré également que la régulation de I'expression des genes se produit a
des concentrations en métaux inférieures (méme si I'accumulation était plus grande a des
concentrations plus élevées). Donc, un niveau de stress élevé (cas de F1) peut causer une
inhibition de la transcription et/ou une dégradation de I’ARNm plutdt que des mécanismes de
défense (Klaper et al. 2008 ; Lerebours et al. 2010 ; Poynton et al. 2008).

IVV. Conclusion partielle

La réponse transcriptionelle de 7 genes impliqués dans différents types de stress montre que
pour les deux expositions (F1 et F2), des mécanismes sont rapidement mis en place pour
prévenir les dommages cellulaires par (1) la détoxication et I’expulsion des métaux hors de la
cellule par la régulation de I’expression des génes MT et ABCBI, (2) la réduction de la
toxicit¢é des ROS par la régulation de I’expression des enzymes antioxydantes (CAT,
CuzZnSOD et MnSOD), (3) la protection et/ou la réparation des protéines par la régulation de
I’expression de la HSP70 et (4) 'augmentation de la production d'ATP (a travers la régulation
de I’expression de COI) pour fournir de I'énergie nécessaire aux cellules et leur permettre de
tolérer une exposition au stress. Ces réponses moléculaires impliquent des colts énergétiques
qui pourraient expliquer la diminution de la tolérance de la coque a I'anoxie observée avec le
test de stress-on-stress. Dans la suite de ce travail, nous allons étudier la réponse de la coque a

un contaminant pur (le Cd), en utilisant les mémes marqueurs.
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I. Introduction

Deux sources majeures sont a 1’origine de la présence du cadmium dans le milieu aquatique :
la source naturelle, représentée par les roches phosphatiques et les sols, et la source
anthropique, représentée par les effluents industriels et urbains et les ruissellements agricoles
(Choi et al. 2008). Le cadmium est parmi les métaux les plus toxiques dans 1’environnement.
Il est souvent retrouvé dans les engrais phosphatés (Cupit et al. 2002) et comme sous-produit
du raffinage du zinc (Pinot et al. 2000). Le cadmium peut rentrer dans la chaine alimentaire
aquatique via la consommation de 1’eau. Il peut ensuite étre accumulé a chaque niveau de la
chaine trophique alimentaire et par conséquent I’homme peut accumuler une grande quantité
de Cd via l’alimentation (Zhu et al. 2012). Le Cd peut donc étre considéré comme un
important probleme environnemental. Dans ce sens, plusieurs programmes de bio-
surveillance de la qualité des milieux aquatiques ont été mis en place afin d’étudier les effets
du Cd a plusieurs niveaux de 1’organisation biologique (écosystéme, communauté ou
population) (Al Kaddissi et al. 2012 ; Brooks et al. 2004 ; Issartel et al, 2010 ; Morin et al.
2007). Les réponses a I'exposition au Cd ont été étudiées chez plusieurs bivalves marins, tels
que les coques (Ladhar-Chaabouni et al. 2008 ; Paul-Pont et al. 2012), les moules (Navarro et
al. 2011), les huitres (lvanina et al. 2008a, 2008b ; Sanni et al. 2008), Argopecten irradians
(Wang et al, 2009), Meretrix meretrix (Wang et al. 2010) et certains bivalves d'eau douce
(Bigot et al. 2009). Afin de mettre en évidence ces réponses, différents biomarqueurs ont été
utilisés a différents niveaux de 1’organisation biologique : biochimique (Sanni et al. 2008 ;
Ladhar-Chaabouni et al. 2008), transcriptionnel (lvanina et al. 2008a ; Sanni et al. 2008 ;
Wang et al. 2009, 2010 ; Paul-Pont et al. 2012 ; Navarro et al. 2011 ; Bigot et al. 2009),
protéomique (Ivanina et al. 2008a, 2008b) et histochimique (Bigot et al. 2009). Ces études ont
montré que l'exposition au Cd peut inhiber I'activité de certaines enzymes mitochondriales et
induire I'expression de certains génes de détoxication et de défense, mais leur régulation reste
complexe.

En Tunisie, le golfe de Gabés est connu pour étre contaminé par plusieurs éléments
métalliques, en particulier par le Cd qui provient principalement de 1’activité¢ de la SIAPE
(industrie de transformation des phosphates bruts) (Hamza-Chaffai et al. 2003 ; Smaoui-
Damak et al. 2003). Les concentrations en Cd chez des bivalves collectés dans cette zone

dépassent le niveau fixé par I’OMS (Machreki-Ajmi et Hamza-Chaffai 2006 ; Smaoui-Damak
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et al. 2003). Parmi les bivalves de cette région, la coque C. glaucum a été utilisee
précédemment comme bio-indicatrice de la pollution de cette zone dans quelques études de
terrain ainsi qu’en conditions contrélées (Machreki-Ajmi et al. 2009 ; Szefer et al. 1999). En
effet, cette espéce est capable d’accumuler de fortes concentrations de métaux y compris le
Cd (Machreki-Ajmi et al. 2009 ; Szefer et al. 1999). La réponse de cette espece a une
exposition au Cd a été precédemment étudiée en utilisant des biomarqueurs biochimiques
(Ladhar-Chaabouni et al. 2008 ; 2009). L’originalité de notre travail réside dans 1’étude de la
réponse de C.glaucum a I’exposition au Cd en utilisant des marqueurs moléculaires. En effet,
I’analyse de I’expression des génes par qRT-PCR est devenue I'un des outils les plus robustes
en biologie moléculaire. De plus, les changements dans l'expression des génes sont
susceptibles de jouer un role essentiel dans 1’acclimatation et I’adaptation aux changements
environnementaux puisqu’ils précédent la manifestation de fortes altérations fonctionnelles et
permettent donc la détection précoce de ces altérations (Schulte 2004 ; Mirbahai et Chipman
2013 ; Schulte 2001 ; Steiner et Anderson 2000).

L’objectif de notre travail est donc de mettre en évidence les modifications de 1’expression
des sept genes déja utilisés pour la partie in situ et pour I’exposition aux effluents industriels
(MT, ABCBI1, HSP70, COI, MnSOD, CuZnSOD et CAT) suite a I’exposition des coques au
Cd. Contrairement a la plupart des travaux qui analysent I’expression des geénes sur des pools
d’échantillons (par exemple Ciacci et al. 2012 ; Navarro et al. 2009), notre travail analyse
I’expression des génes par individu afin de mettre en évidence la variabilité inter-individuelle
des coques dans les mémes conditions d’exposition. L'impact du Cd sur la réponse
transcriptionelle de ces génes a été analysé avec une tres forte concentration en Cd (5 mg/L)
et une autre relativement faible (50 pg/L) pendant une période allant de 12 heures a 18 jours.
La capacité des coques a survivre sous anoxie (test de stress-on-stress) a été évaluée ainsi que
I’accumulation du Cd. Finalement, les relations entre le niveau d’expression des genes et le
niveau d’accumulation du Cd ont été examinées afin de mettre en évidence un profil

d’expression chez des coques exposées in vivo au Cd.

IlI. Résultats
1. Taux de mortalité, stress-on-stress et indice de condition

Le taux de mortalité de C.glaucum a été analysé pour chaque condition (T, 50ug/L et 5mg/L)
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et pour chaque temps d’exposition. Les résultats obtenus montrent que ce taux était toujours
inférieur a 10%.

La survie sous anoxie (test de stress-on-stress) est significativement affectée par 1’exposition
au Cd (Figure 46). En effet, une diminution significative des valeurs de la LT50 est observée
avec l’augmentation de la concentration en Cd (p<0.001) et avec le temps d’exposition
(p<0.001, Figure 46). La LT50 des coques controles est de 8 jours et diminue a 2 jours pour
les individus apres 15 jours d’exposition a 50 pg/L de Cd. Pour les coques exposees a 5mg/L,
la LT50 passe de 6 jours (apres 1 jour d’exposition) a 1 jour (aprés 15 jours d’exposition).
Pour I’indice de condition, aucune différence significative n’a été enregistrée entre les
individus contréles (9,14 + 2,42) et exposés (50 pg/L: 7,39 £ 1,75; 5 mg/L : 8,39 + 1,98)

aprés 18 jours d’exposition.
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Figure 46 Protocole et résultats du test de stress-on-stress. A) Les conditions expérimentales: la
longueur de la barre hachurée indique le temps d'exposition au CdCI2. La fléche indique la suite de
survie sous anoxie aprés exposition. B) Résultats: LT50 (en jours) des coques soumises a 1’anoxie
apres exposition a 50ug/L et a 5mg/L de CdCI2 et a chaque temps d'exposition.

2. Accumulation du Cd dans les tissus des coques

La concentration en Cd dans les tissus des individus contrbles reste faible et relativement

constante. Pour les coques exposées a 50ug/L, la concentration en Cd augmente
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significativement jusqu'a 0,5ug/g et ne varie pratiquement plus avec le temps d’exposition.
Par contre, pour les animaux exposés a 5mg/L, la concentration en Cd augmente fortement

avec le temps d’exposition pour atteindre 35,9 + 2,850 pg/g au 18°™ jour d’exposition (Figure
47).
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Figure 47 .Bioaccumulation du Cd [pug/g (PS)] chez les coques témoins et exposées a 50ug/L et a
5mg/L. Les données sont exprimées en moyenne + ET (n = 5); PS: poids sec.

3. Effet de I’exposition au Cd sur D’expression des différents
genes

L’expression relative des 7 génes étudiés est représentée sur les Figures 48 et 49 sous forme
de «box plots ». L’expression de ces geénes est globalement plus élevée chez les coques

exposees (pour les deux concentrations 50pug/L et 5mg/L) que chez les témoins. Cependant,
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des profils différents sont observés pour les 7 genes. L’exposition au Cd entraine une
augmentation de 1’expression des génes CuZnSOD (243 fois plus importante que la moyenne
de I’expression des controles), CAT (x49), MT (x44) et HSP70 (x379) (Figure 48A-D et
Tableau 23). Les changements dans I’expression des génes CAT, MT et HSP70 semblent
dose-dépendants ; en effet, I’influence du traitement par le Cd est plus importante chez les
individus exposés a 5mg/L que chez ceux exposés a 50ug/L (Figure 48B-D et Tableau 23).
L’expression des génes augmente globalement avec le temps d’exposition pour CuZnSOD,
MT et HSP70 pour les coques exposées a 50ug/L et pour CAT et MT chez les coques
exposees a 5bmg/L (Figure 48A-D et Tableau 23).

Globalement, ’expression des genes COl, MnSOD et ABCB1 n’a pas été influencée par
I’exposition au Cd quelque soit sa concentration, en particulier parce qu’il existe une grande
variation inter-individus. Par contre, 1’expression de certains de ces génes semble varier en
fonction du temps d’exposition. C’est le cas de la MnSOD chez les coques exposées a 50ug/L
et de COI chez les coques exposées a 5 mg/L dont I’expression tend a diminuer avec le temps
d’exposition (Figure 49 et Tableau 23).

Tableau 23 Influence du traitement et du temps d'exposition sur I'expression des différents génes par
rapport aux controles

CuzZnSOD CAT MT HSP70 COl1 MnSOD ABCB1

50 Traitement kKD +* +* * / / ]
po/L par le Cd

Temps +** / +** +*** / _K*kk /

d’exposition

S Traitement Ak Rk hk Ak / / /
mg/L par le Cd

Temps / JHRER 4H* / KKk / /

d’exposition

& Effet global: +, effet positif (I’expression augmente); -, effet négative (1’expression
diminue);

b signifiance statistique: *, p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.001; /, pas d’effet significatif
(p>0.05).
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Figure 48 Profils d'expression des génes CuzZnSOD (A), CAT (B), MT (C) et HSP70 (D). Les
différences de niveau d’expression (échelle logarithmique) sont exprimées par rapport aux controles
au temps TO. Les différences significatives par rapport aux contrdles sont représentées par des
astérisques (p <0,05, test de Kolmogorov-Smirnov).
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Figure 49 Profils d'expression des génes COl (A) MnSOD (B) et ABCB1(C). Les différences de
niveau d’expression (échelle logarithmique) sont exprimées par rapport aux contrbles au temps TO.

test de Kolmogorov-Smirnov).

Les différences significatives par rapport aux controles sont représentées par des astérisques (p <0,05,

4. Analyse en composante principale

Pour mettre en évidence les relations entre les niveaux d’expression des 7 geénes, I’IC et la

bioaccumulation des métaux (Cd, Cu, Zn et Ni), deux ACP ont éte realisees : la premiere

considérant les coques contrdles et exposées a 50ug/L et la deuxiéme considérant les

individus contrdles et exposés a 5mg/L (Figure 50). Les paires de corrélations ont été testées

statistiquement et les résultats sont présentés dans les Tableaux 24 et 25.
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Dans I’ACP de 50ug/L, 58,3% de la variance totale est expliquée par les deux axes principaux
représentés sur la figure 50-A. Des corrélations positives sont observées entre la
bioaccumulation du Cd et I’expression des genes MT, HSP70, CuZnSOD, CO1, CAT et
ABCBL (Figure 50-A et Tableau 24). Cependant, aucune corrélation n’a été observée entre ce
groupe et 1’expression de MnSOD ou I’IC. La projection des échantillons sur les deux axes
principaux de I'ACP (Figure 50-C) indique que tous les échantillons contréles sont groupés
sur la droite de la figure avec une faible bioaccumulation de Cd et de bas niveaux
d’expression des genes HSP70, MT, CuZnSOD, CO1, CAT et ABCBL1. Par contre, les coques
exposees a 50ug/L de Cd se trouvent principalement groupées sur la gauche de la figure avec
une forte bioaccumulation de Cd et des niveaux trés hauts des biomarqueurs cités ci-dessus
(Figure 50-C).

Dans I’ACP de 5mg/L (Figure 50-B), 61,4% de la variance totale est expliquée par les deux
axes principaux. Une forte corrélation positive (p<0,05; Tableau 25) est observée entre
I’accumulation du Cd et I’expression des génes CAT, HSP70, MT et CuzZnSOD. Ce groupe
est négativement corrélé a I’IC et a I’expression de la MnSOD mais se trouve non corrélé a
I’expression des genes COIl et ABCB1 (Figure 50-B et Tableau 25). Les expressions des 2
génes COIl et ABCB1 sont par contre fortement corrélées I’une a ’autre (Figure 50-B et
Tableau 25, p<0.05). La projection des individus sur les deux axes principaux de I'APC
(Figure 50-D) indique que tous les animaux contréles sont regroupés a droite de la figure avec
une faible bioaccumulation du Cd et un faible niveau d’expression des génes HSP70, MT,
CuznSOD et CAT, mais avec de forts IC et une forte expression de la MnSOD. Par contre,
les coques exposées a 5 mg/L sont groupées a gauche de la figure avec une forte
bioaccumulation du Cd et de forts niveaux d’expression des biomarqueurs précédemment
cités (Figure50-D). Cependant un animal exposé au Cd (5 mg/L) se méle aux individus
contréles (quart inférieur droit de la figure) et deux individus exposes se retrouvent reliés au
groupe « forte expression des genes ABCB1 et COl » (Figure 50-D). Toutefois, ces deux
derniers se distinguent nettement des individus contrdle et refletent la forte variabilité inter-

individuelle de ces parameétres.
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Tableau 24 Matrice de corrélation entre la bioaccumulation du Cd, les expressions relatives des
différent génes et I’IC des coques exposés a 50 ug/L de Cd et les contrdles.

[Cd] CAT CuznSOD MT HSP70 ABCB1 COlI MnSOD Cl
[Cd] 1 0,558 0,419 0,549 0,595 0,358 0,078 0,123 -0,222
CAT 0,558 1 0,522 0,472 0,463 0,551 0,285 0,440 0,066
CuzZnSOD 0,419 0,522 1 0,361 0,638 0,439 0,292 0,135 -0,091
MT 0,549 0,472 0,361 1 0,571 0,330 0,530 0,142 -0,189
HSP70 0,595 0,463 0,638 0,571 1 0,187 0,259 -0,092  -0,289
ABCB1 0,358 0,551 0,439 0,330 0,187 1 0,604 0,301 -0,100
CoOl 0,078 0,285 0,292 0,530 0,259 0,604 1 0,011 -0,040
MnSOD 0,123 0,440 0,135 0,142 -0,092 0,301 0,011 1 0,240
Cl -0,222 0,066 -0,091 -0,189 -0,289 -0,100 -0,040 0,240 1
Les coefficients de corrélation dont la p-values<0.05 sont indiqués en gras.
Tableau 25 Matrice de corrélation entre la bioaccumulation du Cd, les expressions relatives des
différent génes et I’IC des coques exposés a Smg/L Cd et les contrdles
[Cd] CAT CuZnSOD MT HSP70 ABCB1 COlI MnSOD Cl
[Cd] 1 0,687 0,678 0,710 0,617 -0,053  -0,299 0,038 -0,286
CAT 0,687 1 0,586 0,704 0,719 -0,277 -0,145 -0,141 -0,178
CuzZnSOD 0,678 0,586 1 0,640 0,509 0,014 0,097 -0,041  -0,307
MT 0,710 0,704 0,640 1 0,758  -0,040 0,100 -0,120  -0,300
HSP70 0,617 0,719 0,509 0,758 1 -0,139 0,050 -0,128  -0,232
ABCB1 -0,0563  -0,277 0,014 -0,040  -0,139 1 0,628 0,188 -0,084
COl -0,299  -0,145 0,097 0,100 0,050 0,628 1 -0,194  -0,026
MnSOD 0,038 -0,141 -0,041 -0,120 -0,128 0,188 -0,194 1 0,205
Cl -0,286  -0,178 -0,307 -0,300 -0,232 -0,084 -0,026 0,205 1

Les coefficients de corrélation dont la p-values<0.05 sont indiqués en gras.
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Figure 50 Analyse en composantes principales (ACP) de I'expression des genes, la bioaccumulation
du Cd et I’'IC. (A) ACP effectuée sur les coques contrdles et exposées a S0ug/L; (B) ACP effectuée sur
les individus contrbles et exposés a 5mg/L; (C) Projections des individus selon les données
quantitatives présentées en (B) (exposition a la concentration de 50ug/L) (B) ACP effectuée sur les
individus contrdles et exposés a 5mg/L; (D) Projections des individus selon les données quantitatives
présentées en (B) (exposition a la concentrationde 5 mg/L); IC, indice de condition; [Cd],
bioaccumulation du Cd dans les tissus des coques; @, controles A, exposées a 50 ug/L;-|-,exposées a
5 mg/L.

I1l. Discussion

La pollution métallique est un probleme environnemental depuis des décennies et justifie la
nécessité de comprendre les mécanismes de bioaccumulation et de toxicité des métaux chez
les organismes aquatiques, en particulier les différents mécanismes de cytoprotection pouvant

étre mis en place au cours d’un stress par le Cd. Dans ce sens, 1’objectif de notre travail était
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d'étudier plusieurs niveaux de réponses de la coque C. glaucum exposee au Cd, soit a une
forte concentration (5mg/L) soit a plus une faible concentration (50 pg/L),au travers du suivi :
(1) de I'état physiologique global des organismes, (2) de I'accumulation du Cd dans les tissus
des coques, (3) des réponses au niveau transcriptionnel de plusieurs génes impliqués dans
différents types de stress et (4) des relations entre les réponses transcriptionnelles de ces génes
et le niveaux de bioaccumulation du Cd.

L’état physiologique des coques a été évalué durant I’expérience par (1) le test de stress-on-
stress et par (2) la mesure de I’indice de condition. D’aprés Bayne (1986), le stress correspond
a une altération de parametres biochimiques et physiologiques induite par des facteurs
environnementaux. Il se traduit par une réduction de la capacité des individus a s'adapter aux
changements de leur environnement. Ce concept a été appliqué dans ce travail a travers
I’expérience de stress-On-stress qui consiste a ajouter un second stress (exposition a I’air
libre : facteur de stress naturel) a des animaux déja perturbés par I’exposition au Cd (Viarengo
et al. 1995). Les résultats obtenus (LT50) démontrent que 1’exposition aux deux
concentrations de Cd affecte significativement la capacité des coques a survivre sous anoxie.
Cependant cette derniere peut aussi étre affectée par les conditions expérimentales telles que
la température qui est différente des conditions environnementales naturelles et peut donc
constituer un autre facteur de stress (de Zwaan et Eertman 1996). Ces résultats refletent donc
une perturbation métabolique et une diminution de la tolérance des coques a I’anoxie suite a
I’exposition au Cd. Nos résultats sont en accord avec plusieurs travaux sur les bivalves : C.
glaucum (Ladhar-Chaabouni et al. 2008), R. decussatus (Hamza-Chaffai et al. 1998) et
Mytilus galloprovincialis (Viarengo et al. 1995). Plus généralement, la tendance
physiologique présentée dans ce travail peut suggérer une diminution de 1’état de santé
général des coques mais aussi des compromis énergétiques entre détoxification et survie des
organismes.

Les mesures de 1’indice de condition chez les bivalves sont considérées comme des
indicateurs fiables de 1’état de santé général et des réserves énergétiques. Un faible indice est
généralement associé a une mauvaise alimentation et / ou a des conditions environnementales
séveres et les mollusques avec un faible indice sont souvent sujets a une importante mortalité
(Ruano et al. 2012). En particulier, Lannig et al. (2006) ont démontré des variations
importantes de l'indice de condition chez les huitres (Crassostrea virginica) aprés 20 jours
d’exposition a la concentration de 50ug/L de CdCI2 et a la température de 28°C. Les résultats
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obtenus dans notre travail ne montrent aucune différence de I'indice de condition entre les
animaux contréles et exposés. Ce résultat peut s’expliquer par le fait que seulement 18 jours
d'exposition pourraient ne pas étre suffisants pour produire des variations visibles entre
individus exposés et témoins.

Les résultats de bioaccumulation du Cd indiquent que cette derniére est nettement plus élevée
chez les coques exposées dans les deux conditions de traitement par rapport aux controles.
Ces résultats sont relies au fait que les bivalves sont des organismes filtreurs capables
d’accumuler de fortes concentrations en métaux (Paul-Pont et al. 2012). De plus, nos résultats
démontrent pour les animaux exposés a 5 mg/L, la concentration en Cd augmente fortement
avec le temps d’exposition. Ladhar Chaabouni et al. (2008) ont aussi démontré que la
concentration en Cd chez la coque C. glaucum est dépendante du temps et de la dose pour une
exposition au Cd allant de 50 a 150 pg/L. Cette capacité de bioaccumulation chez les bivalves
exposés a la contamination métallique, que ce soit en milieu naturel ou en conditions
contr6lées a deja été mise en évidence chez plusieurs especes tel que C. edule (Paul-Pont et al.
2012), R. decussatus (Bebianno et Langston 1993; Smaoui-Damak et al. 2004 ; Smaoui-
Damak et al. 2003), Corbicula fluminea (Legeay et al. 2005) et Dreissena polymorpha (Marie
et al. 2006a ; 2006b). Notre travail ajoute le fait que C. glaucum s’avére particuliérement
tolérante a une concentration en Cd trés élevée (5 mg/L) sans présenter d’effets dramatiques
(un faible taux de mortalité a été enregistré dans cette condition, <10% aprés 18 jours
d’exposition). Ce résultat indique une forte résistance des coques ainsi que des stratégies bien
établies pour s’acclimater a I’exposition au Cd.

Les processus de protection et/ou de détoxification établis par les coques exposés au Cd
peuvent étre etudies a différents niveaux dont le niveau transcriptionnel. Ce dernier présente
un certain intérét puisque les changements dans I’expression des genes sont susceptibles de
jouer un rdle critique dans I’adaptation et/ou I’acclimatation des organismes (Schulte 2004).
L’objectif de notre travail était de mettre en évidence les modifications dans I’expression de
plusieurs génes potentiellement impliqués dans la tolérance a I’exposition au Cd, a savoir les
protéines impliquées dans la détoxication des xenobiotiques (MT, ABCBL1), la protection
contre le stress oxydant (MnSOD, CuzZnSOD, CAT), le stress genéral (HSP70) et les
altérations mitochondriales (COI). L’expression de ces génes a été étudiée dans les branchies
des coques puisque cet organe constitue une interface clé pour 1’assimilation, le stockage et
I’excrétion des métaux et a une grande capacité a synthetiser les protéines (Al Kaddissi et al.
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2012 ; Marigomez et al. 2002 ; Navarro et al. 2011 ; Paul-Pont et al. 2010). Le premier point
qui peut étre souligné dans notre travail est la faible variation dans 1’expression des genes
chez les individus contréles, ce qui montre que 1’expression de ces génes n’est pas affectée
par la procédure expérimentale. Cependant, une grande variabilité dans 1’expression des genes
cibles est observée chez les coques exposées (50ug/L et 5 mg/L). La variabilité biologique
reflete des variations naturelles des génotypes et des phénotypes entre individus (Bustin
2010). Par contre, la variabilité beaucoup plus élevée observée chez les individus exposés
suggere 1’existence de différents types de réponses chez les individus exposés au méme
contaminant. Cette hypothése peut étre confirmée par la projection des individus dans les
ACP (Figures 50-C et 50-D). En effet, pour les deux concentrations de Cd, les individus
témoins sont trés regroupés alors que les individus exposés sont plus dispersés, certains
d’entre eux sont méme observés prés des controles (Figures 50-C et50-D).

Dans ce travail, I’exposition a 50ug/L et a 5Smg/L conduit & une importante variation de
I’expression de quatre génes, MT, HSP70, CAT et CuZnSOD, parmi tous les genes étudiés.
Les MTs sont connues jouer des rdles biologiques tres importants tels que I'noméostasie des
métaux essentiels, la détoxication des ions traces métalliques et la protection contre les
radicaux libres et les dommages oxydatifs intracellulaires (Amiard et al. 2006; Andrews 2000
; Tanguy et al. 2001). Dans notre travail, une augmentation de I’expression du géene MT
(dépendante du temps et de la dose) est observée suite a I’exposition aux deux concentrations
de Cd ce qui montre que la transcription de ce gene est fortement corrélée a 1’accumulation du
Cd dans les tissus des coques dans le sens ou les animaux qui accumulant le plus de Cd sont
ceux qui présentent les plus hauts niveaux d’expression du géene MT. L’isoforme étudiée dans
ce travail est la MT1 qui a été décrite comme spécifique de la contamination par le Cd
(Gonzalez et al. 2006). La surexpression de ce géne est en accord avec d’autres études
effectuées sur différents invertébrés suite a leur exposition a différents métaux (Al Kaddissi et
al. 2012 ; Dondero et al. 2005 ; Lecoeur et al, 2004 ; Navarro et al. 2011 ; Zorita et al. 2007).
Elle peut refléter le r6le important de la protéine MT dans la détoxification des métaux ainsi
qu’en tant qu’antioxydant réagissant avec les radicaux libres et les espéces réactives de
I'oxygéne (ROS), réduisant considérablement la toxicité des ROS et permettant la prévention
des interactions avec les composantes cellulaires critiques tels que les enzymes, les protéines
de structure, I'ADN et les lipides membranaires (Andrews 2000 ; Coyle et al. 2002 ; Ivanina et
al. 2009).
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La réponse du géne HSP70 est presque similaire a celle de MT apres 1’exposition au Cd
(dépendante du temps et de la dose) et aussi fortement corrélée a ’accumulation du Cd dans
les tissus. Certaines études ont démontré que les HSP70s sont synthétisées de maniére
intensive dans la cellule en réponse & une variété de stimuli, notamment la température, les
métaux (Pb?*, Cd?*), les contaminants organiques et d’autres facteurs de stress (Singer et al,
2005). Navarro et al. (2011) et Ivanina et al. (2008a) ont également démontré une forte
augmentation de I’expression du géne HSP70 aprés une exposition au Cd chez la moule D.
polymorpha et chez I’huitre Crassostrea virginica. Une surexpression du géne HSP70 (379 et
366 fois plus élevée que le niveau moyen des contréles pour les deux concentrations 50 pg/L
et 5 mg/L respectivement) peut refléter son réle de protection contre les dommages induits par
le stress.

Plusieurs études ont démontré que le Cd peut induire un stress oxydatif dans les cellules (Shi
et al. 2005 ; Wang et al. 2004). Ce métal peut se lier aux antioxydants ou encore a leurs
substrats et, par conséquent, peut conduire a une altération du mécanisme de défense contre
les ROS et donc & une augmentation de leur concentration (Cao et al. 2010). Ceci pourrait
expliquer l'augmentation de 1’expression des geénes qui codent pour les enzymes
antioxydantes (CAT et CuZnSOD) que nous observons apres exposition des coques aux deux
concentrations de Cd. L’augmentation de 1’expression de ces deux enzymes anti-oxydantes
dans les branchies, en réponse a l'exposition au Cd, semble constituer une adaptation
spéecifique pour prévenir et/ou réparer les dommages induits par le métal (Fernandez et al.
2010). Des résultats similaires ont été décrits chez les larves de la palourde Meretrix meretrix
chez lesquelles les activités de la SOD et de la CAT augmentent aprés une exposition a 25
ug/L de Cd (Wang et al. 2010). Par ailleurs, Jo et al. (2008) ont également démontré que les
niveaux d'expression de la SOD et de la CAT ont augmenté significativement aprés 24h
d'exposition a 0,1 ppm de Cd chez I’huitre creuse Crassostrea gigas. Dans notre travail,
I'expression de la MnSOD (la forme mitochondriale de SODs) ne semble pas étre influencée
par I’exposition au Cd quelle que soit sa concentration et la réponse observée peut refléter des
differences physiologiques naturelles entre les coques plutbt qu'une réponse a 1’exposition au
Cd. Ce résultat peut aussi étre expliqué par la présence d'une concentration suffisante
d'enzymes antioxydantes (CAT et CuzZnSOD) pour protéger les coques contre le stress
oxydant. Un dosage des activités enzymatiques SOD et CAT aurait permis de vérifier cette
derniére hypothese.
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Plusieurs études ont demontré que le déséquilibre énergétique est impliqué dans le stress
induit par le Cd. En particulier il est impliqué dans le dysfonctionnement mitochondrial qui
conduit & une production d'ATP altérée, réduit la capacité aérobie et permet 1’augmentation du
stress oxydatif (Cherkasov et al. 2007 ; Sokolova et al. 2005). Nous nous sommes donc
intéressés a I’expression du géne codant pour la sous-unité 1 de la cytochrome-c oxydase
(CQIl) de la chaine respiratoire mitochondriale. Le r6le de la cytochrome-c oxydase (ou
complexe 1V) est de transférer les électrons du cytochrome c¢ a I'oxygene moléculaire et de
contribuer, avec les complexes | et Ill, & la production d'un gradient électrochimique de
protons a travers la membrane interne mitochondriale ce qui entraine la synthése de I’ATP
(Capaldi et al. 1983 ; Capaldi 1990). Dans ce sens I’expression du géne COI peut étre un
biomarqueur intéressant de ’activité métabolique. Les résultats obtenus ici ont montré que
I'expression de COI pourrait étre corrélée a I'accumulation du Cd pour la concentration de 50
Mg/L avec cependant une augmentation de 1’expression qui s’aveére non significative. Pour la
concentration la plus élévée (5mg/L), aucune corrélation entre 1’expression de COI et
I’accumulation du Cd n’est observée. Au niveau de ce géne COI, il est donc difficile de
conclure a un effet du Cd. Lerebours et al. (2010) ont montré que l'intensité de la réponse du
gene peut ne pas étre corrélée positivement avec les concentrations des toxiques et que
différents profils d'expression peuvent étre obtenus pour différentes concentrations
d'exposition. En accord avec ce résultat, une modification du métabolisme énergétique
pourrait se produire en présence de 50 pug/L de Cd et se traduire par une expression de COI
ayant tendance a augmenter, alors que la concentration plus élevée de Cd serait sans effet
visible. Cela pourrait étre une stratégie cellulaire pour (1) compenser la diminution du nombre
de mitochondries fonctionnelles en augmentant la production de I'ATP de maniére a fournir
suffisamment d'énergie pour les besoins cellulaires, notamment pour tolérer les métaux (Al
Kaddissi et al. 2012) ou (2) pour consommer plus d’oxygéne ce qui permettrait de limiter les
dommages oxydatifs induits par le métal dans les cellules (Chen 2003 ; Wang et al. 2004). On
peut noter aussi que le niveau d’expression du géne COI est bien corrélé a celui des deux
enzymes antioxydantes CuZnSOD et CAT. Achard-Joris et al. (2006) ont trouvé le méme
profil de régulation de I’expression de COI chez trois autres mollusques (C. fluminea, D.
polymorpha et C. gigas) aprés une exposition a la concentration de 23ug/L de Cd. Dans notre
travail, ce profil n’est retrouvé que pour la concentration de 50 pg/L de Cd et I'exposition a la
forte concentration de Cd (5 mg/L) semble conduire a une diminution progressive de
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I’expression du géne COI, ce qui reflete une diminution potentielle de I'activité métabolique.
Ce résultat indique une forte perturbation de I'équilibre énergétique cellulaire, avec des
individus qui ne sont plus capables de compenser l'inhibition probable de la fonction des
mitochondries. Des impacts négatifs sur les performances physiologiques et la survie des
organismes sont aussi attendus (Sokolova et Lanning 2008). Ceci se confirme par le taux de
mortalité plus élevé avec la concentration de 5 mg/L (0,9%, 2,7% et 9% de la mortalité
détectée apres 10, 15 et 18 jours d'exposition, respectivement) ainsi que par la LT50 (test de
stress-on-stress) qui est plus faible aussi pour la concentration de 5mg/L. Des cas de
diminution de I’expression et de 1’activité de la COI ont également été enregistrés chez
I'écrevisse Procambarus clarkii et chez C. gigas aprés exposition a des concentrations aigues
et chroniques de Cd (Al Kaddissi et al. 2012 ; Ivanina et al. 2008b).

L’expression du géne ABCBI est significativement corrélée a 1’accumulation du Cd pour la
concentration de 50pg/L mais pas pour la concentration de Smg/L. L’expression de ce géne
présente une grande variation inter-individuelle tout au long de I’expérience. Toutefois, son
expression semble augmenter (mais les différences ne sont pas significatives) avec le temps
en réponse & I’exposition a 50 pg/L de Cd. Une augmentation est également visible au 3™
jour en présence de 5 mg/L de Cd (et cette fois significative) mais elle est suivie par une sous-
expression. La surexpression d’ABCBI1 pourrait représenter une réponse rapide et de premiére
intention (faible dose et/ou temps d’exposition court) mais se trouverait assez vite dépassée
(fortes doses et/ou temps longs) laissant place a d’autres mécanismes. Cette hypothése
permettrait de réconcilier les résultats relativement contradictoires publiés dans la littérature
(Minier et al. 1993 ; Bodin et al. 2004; Franzelliti et Fabbri 2006 ; lvanina et Sokolova 2008 ;
Zucchi et al. 2010; Della Torre et al. 2014 ; Rioult et al. 2014). Dans notre travail, cette
grande variabilité d’expression ne permet pas de tirer de conclusions claires et tend a rejeter

I’utilisation de ce gene comme biomarqueur d’une contamination au Cd chez la coque.

IV. Conclusion partielle

La tendance physiologique détectée dans notre travail chez C. glaucum aprés exposition au
Cd a une forte (5mg/L) et relativement faible (50ug/L) concentrations suggeére une diminution
de I'état de santé genéral tout au long de I'expérience. Un suivi de ’expression de 7 genes
potentiellement impliqués dans la tolérance a I'exposition au Cd a montré que 4 d'entre eux

(MT, HSP70, CuzZnSOD et CAT) semblent étre des biomarqueurs pertinents pour 1’exposition
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au Cd en raison (1) de leur fort niveau d’expression chez les coques exposées et (2) de la
corrélation significative entre leur expression et I'accumulation de Cd. La surexpression de
ces génes indique que la détoxication du Cd est favorisée ainsi que la protection contre les
radicaux libres et les dommages oxydatifs intracellulaires. L’expression des génes COI et
ABCBL1 donne des informations complémentaires sur le statut des coques exposées, en
particulier au niveau de leur activité métabolique. Les meécanismes moléculaires mis en
évidence dans ce travail impliquent des colts énergétiques et pourraient donc expliquer la

diminution de la tolérance de la coque a I'anoxie (stress-on-stress).
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Conclusion genérale et perspectives

|. Récapitulatifs des principaux résultats

Cerastoderma glaucum, espece clé présente dans plusieurs lagunes et estuaires, se caracterise
par une aire de répartition ¢étendue ainsi qu’une grande tolérance aux variations
environnementales. Ces deux caractéristiques font de ce bivalve un modéle biologique de
choix pour des études phylogéographiques et écotoxicologiques. Dans ce travail, la réponse
adaptative de C. glaucum a été étudiée a différents niveaux de 1’organisation biologique :
populationnel (structure génétique), physiologique global (individuel, organe), cellulaire et
moléculaire. Deux approches ont été utilisées (in situ / in vivo). La premiére approche a été
réalisée en milieu naturel et a permis d’étudier la structure genétique de la métapopulation en
méditerranée occidentale afin de vérifier la notion de rupture phylogéographique au nord de la
Tunisie. Deux types de marqueurs (mitochondrial et nucléaire) ont été utilisés. Les résultats
obtenus ont montré une grande diversité genétique inter- et intra-populationnelle qui peut étre
due a leur origine (la Méditerranée occidentale) qui a représenté une zone de refuge pendant
la période glaciaire du Pléistocene. De plus, le marqueur mitochondrial a révélé une
population distincte de toutes les autres (Ellouza, Sud de la Tunisie). Ce résultat nous a amené
a effectuer une étude écotoxicologique sur des populations issues du site Ellouza et d’autres
sites a proximité dans la région du golfe de Gabés. L’objectif étant de comparer les
caractéristiques de plusieurs populations aux histoires de vie différentes et dans des
environnements a priori bien contrastés afin de comprendre comment ces populations
composent avec les stress présents. Une étude préliminaire était donc indispensable et nous a
permis de sélectionner le site Ellouza comme site de référence et les sites Sidi Mansour et
Gargour comme étant des sites respectivement intermédiaire et contaminé. Sur les trois sites
retenus, une étude de la réponse adaptative des populations de la coque C. glaucum en milieu
naturel a été réalisée. Cette réponse a été étudiée a différents niveaux de 1’organisation
biologique (individuel, organe, cellulaire et moléculaire). Les reésultats obtenus ont montré
que les parametres étudiés au niveau individuel permettent de différencier les trois sites
contrairement aux autres niveaux (organe, cellulaire et moléculaire) pour lesquels la présence
de facteurs confondants amenait toujours des réponses diffuses. De plus, nous avons mis en
évidence I’'importance du métabolisme énergétique dans la réponse au stress, a travers la sur-
expression du géne COI chez les coques issues du site le plus contaminé.

La deuxiéme approche a été effectuée en conditions contr6lées, deux expérimentations en
laboratoire ont été réalisees: la premiéere en utilisant un mélange de contaminants (les

effluents industriels) et la deuxieme en utilisant un contaminant pur (le cadmium). Les coques
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utilisees pour les expérimentations ont eté collectées a partir du site de référence Ellouza et
I’étude a portée sur les niveaux individuel et moléculaire de 1’organisation biologique. Pour
étre le plus proche possible du milieu naturel, une premiére contamination par des effluents a
été réalisée dans un premier temps. Ces deniers ont été collectés au niveau de la SIAPE,
I’industrie qui est a ’origine de ’activité industrielle la plus importante dans la région du
golfe de Gabés. Les résultats les plus pertinents ont concerné le niveau moléculaire et ont
montré que des mécanismes sont rapidement mis en place pour prévenir les dommages
cellulaires par (1) la détoxication et I’expulsion des métaux hors de la cellule par la régulation
de I’expression des génes MT et ABCBI, (2) la réduction de la toxicit¢ des ROS par la
régulation de I’expression des enzymes antioxydantes (CAT, CuZnSODet MnSOD), (3) la
protection et/ou la réparation des protéines par la régulation de I’expression de la HSP70 et
(4), peut-étre le plus important, lI'augmentation potentielle de la production d'ATP (a travers la
régulation de I’expression du géne COI) afin de fournir I'énergie nécessaire aux cellules pour
leur permettre de tolérer une exposition au stress. Dans un deuxiéme temps, une
expérimentation utilisant le Cd comme contaminant a été réalisée, car celui-ci est un polluant
majeur dans la région du golfe de Gabes. Pour cela, une forte concnetration (5 mg/L) et une
relativement faible (50 pg/L) concentration en Cd ont été utilisées. Les résultats obtenus
suggérent une diminution de [I'état physiologique global de I’animal tout au long de
I'expérience. Les génes MT, HSP70, CuzZnSOD et CAT semblent étre des biomarqueurs
pertinents pour ’exposition au Cd. L’expression des génes COI et ABCB1 donnent des
informations complémentaires sur le statut des coques exposées, en particulier au niveau de
leur activité métabolique.

En conclusion, les études expérimentales et les explorations sur le terrain sont
complémentaires ; la réalisation couplée de telles approches a permis de mieux comprendre
les mécanismes de défense mis au point par la coque pour s’acclimater aux conditions de
stress, que ce soit en milieu naturel ou en conditions contrdlées. Ces mécanismes impliquent
des colts énergétiques qui peuvent correspondre a des compromis entre reproduction ou
croissance, détoxication ou survie, croissance et métabolisme énergétique ou encore entre
reproduction et métabolisme énergétique. Enfin, nous avons pu mettre en évidence
I’importance du métabolisme énergétique dans la réponse au stress quelque soit 1’approche
utilisee (in situ / expérimentale). Ceci a été confirmé par 1’expression du géne COI qui est
fortement li¢ a la demande d’énergie nécessaire pour compenser le stress. Ainsi le géne COI

peut étre retenu comme étant un marqueur pertinent pour C. glaucum.
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IlI. Perspectives de recherche

Cette ¢tude étant la premicre qui s’est intéressée a la structure génétique de C. glaucum en
Méditerranée occidentale, les résultats obtenus sont tres intéressants particuliérement en ce
qui concerne la divergence du site Ellouza. Cependant, elle doit étre complétée par d’autres
analyses afin de confirmer ou d’infirmer ces résultats par d’autres marqueurs génétiques et
d’autres populations sur le littoral de Méditerranée occidentale. En effet, 1’application de
nouveaux marqueurs génétiques sur C. glaucum serait d’un grand intérét afin de résoudre le
probléme de différences dans la structure génétique entre le génome mitochondrial et
nucléaire. Par exemple, ’analyse avec des marqueurs EPIC (Exon Primed Intron Crossing)
qui sont des marqueurs nucléaires universels (Chenuil et al. 2010) pourrait donner une
information nucléaire précise (séquences) sans 1’homoplasie inhérente des ITS. De plus,
d’autres populations méditerranéennes surtout Algériennes, Marocaines, Italiennes, Frangaises
et Catalanes seront indispensables pour donner une vision plus large sur la dispersion de cette
espece dans toute la Méditerranée occidentale. Des études complémentaires menées par les
biologistes marins en coopération avec les ornithologues peuvent étre aussi envisageables
dans le but d’approfondir la question de la dispersion possible de C. glaucum par les oiseaux
migrateurs.

Au niveau écotoxicologique, les études sur le terrain ont montré qu’il était parfois difficile de
faire la part entre les modulations dues a la présence de polluants et celles liées aux facteurs
confondants. Afin de mieux prendre en compte ces paramétres, il sera nécessaire a 1’ avenir de
mieux caractériser les sites d’études. Pour cela, les conditions hydroclimatiques (température,
salinité, cycle des marrées, disponibilité de la nourriture....) doivent étre définies avec
précision. Des dosages d’autres polluants (HAP, PCB, pesticides....) doivent également étre
réalisés sur les coques et les sédiments des sites échantillonnés. Les expérimentations peuvent
également étre reprises en tenant compte de I’augmentation du temps de contamination pour
I’expérimentation par les effluents afin de mieux comprendre la réponse des coques exposées
aux effluents. De méme, des dosages des métaux présents dans le sédiment et dans 1’eau
doivent étre effectués en paralléle avec le dosage des métaux dans les tissus des coques afin
d’avoir une idée complete sur la répartition des métaux entre sédiment, eau de mer et tissus
des coques tout au long des expériences. Ce travail est le premier a avoir permis, de séquencer
en partie plusieurs génes d’intéréts impliqués dans différentes voies métaboliques ou de
détoxication chez C. glaucum, Ces séquences ont servi a 1’étude par PCR quantitative de leur

expression en milieu naturel et en conditions controlées. Les résultats obtenus ont conduit a
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retenir le géne COIl comme étant un marqueur pertinent pour des études d’écotoxicologie avec
comme modeéle biologique C. glaucum quelque soit I’approche utilisée (in situ /
expérimentale). Nous envisageons donc, comme perspective a ce travail, d’étudier chez la
coque I’expression d’autres génes impliqués dans le métabolisme énergétique tel que celui de
la succinate déshydrogénase, de la fumarate déshydrogénase, de I’isocitrate déshydrogénase,
ou de la sous-unité 6 de 1’ ATP-synthase.

Il serait, de méme, intéressant dans I’avenir de coupler ces analyses de transcriptomique a des
analyses de protéomique puisque les acteurs moléculaires de la cellule sont les protéines et
non pas les ARN messagers, et qu'il n'existe pas toujours une corrélation positive entre
transcription et traduction. De plus, des mesures d'activité enzymatique peuvent également
étre envisagées sur des proteines identifiées a la fois en transcriptomique et en protéomique.
Ainsi, l‘analyse des réponses des organismes a la fois a l‘échelle génétique, protéique et
enzymatique constitue 1‘approche la plus rigoureuse et la plus fiable.

Finalement, les outils développés dans le cadre de cette thése nous ont permis d’apporter des
informations originales concernant les réponses génétiques, physiologiques et moléculaires de
la coque C. glaucum au stress en milieu naturel ainsi qu’en condition contrdlées, ce qui
devrait améliorer les futures stratégies de bio-surveillance ainsi que I'utilisation de la coque C.
glaucum comme espéce sentinelle. Ce travail devra cependant étre couplé au développement
d’analyses de protéomique qui permettront d’approfondir la compréhension des mécanismes

adaptatifs mis en place par la coque pour s’acclimater au stress.
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Abstract This study investigates cadmium effects on key
messenger RNA (mRNA) expression (MT, MnSOD,
CuZnSOD, CAT, ABCBI1, HSP70, and CO1) by qPCR in
the cockle Cerastoderma glaucum after chronic exposure to
two high but environmentally relevant concentrations of
CdCl, (50 pg/L and 5 mg/L) for 12 h to 18 days. Cd accu-
mulation measured in cockles’ tissues is significantly higher
in both treatment conditions compared to controls and in a
dose-dependent manner. Stress on stress tests performed at
different times of the experiment clearly demonstrated that
exposure to both concentrations of Cd significantly affects
cockle survival time in air. Important changes in gene tran-
scription were also highlighted. In particular, MT, HSP70,
CAT, and CuZnSOD seem to be relevant biomarkers of Cd
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exposure because (1) their mRNA levels increase upon expo-
sure and (2) they are highly correlated to Cd accumulation in
tissues. Results may be useful for control strategies and for the
use of cockles as sentinel organisms.

Keywords Cockle - Cadmium - Stress response - Gene
transcription - qPCR - Detoxication - Oxidative stress

Introduction

Cadmium is released in the aquatic environment from both
anthropogenic and natural sources (Choi et al. 2007). It is one
of the most toxic metals principally obtained as a by-product
in zinc refining (Pinot et al. 2000) and found in phosphate
fertilizers (Cupit et al. 2002). Cadmium can enter the aquatic
food chain through direct consumption of water or biota and
has the potential to accumulate at each level of the food chain
so that human may amass large quantity of Cd through diet
(Zhu et al. 2012). Therefore, Cd is considered as a serious
environmental health threat. Major programs of freshwater
safeguard have studied the deleterious impacts of Cd at the
ecosystem, community, or population levels of organization
(Brooks et al. 2004; Al Kaddissi et al. 2012).

Many aquatic organisms are of potential interest as ecolog-
ically sensitive targets of metallic pollution. Among them,
bivalves are regularly used as bioindicators of water metal
pollution because of their high bioaccumulation capacities for
heavy metals (Inza et al. 1997) and because they are well
represented in aquatic ecosystems. Responses to Cd exposure
have been largely investigated in different bivalve species
such as cockles (Ladhar-Chaabouni et al. 2008; Paul-Pont
et al. 2012), zebra mussels (Navarro et al. 2011), oysters
(Ivanina et al. 2008a, b; Sanni et al. 2008), bay scallops (Wang
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etal. 2009), clams (Wang et al. 2010), and freshwater bivalves
(Bigot et al. 2009). To highlight the response to Cd exposure,
authors used different biomarkers at various biological orga-
nization levels, i.e., biochemical, transcriptional, proteomic,
and histochemical. These studies showed that Cd exposure
could inhibit the activity of some mitochondrial enzymes and
usually induces expression of detoxification and other defense
genes, but their regulation remains complex. In Tunisia, the
Gulf of Gabes was shown to be contaminated by trace metals,
especially Cd, which originated from the crude phosphate
treatment from plants (Hamza-Chaffai et al. 2003; Smaoui-
Damak et al. 2003). Cadmium concentrations in bivalves
collected from some localities along this area exceeded the
consumption safety level currently authorized by the World
Health Organization (Smaoui-Damak et al. 2003; Machreki-
Ajmi and Hamza-Chaffai 2000).

The cockle Cerastoderma glaucum is widely distributed
from the Baltic to the Mediterranean Sea in a wide range of
ecological conditions (Derbali et al. 2012) and has been val-
idated as a bioindicator organism reflecting the pollution state
of the coast. This sedentary and filter-feeding species lives in
the superficial sediment and is known to be suitable for
toxicology and risk assessment studies since it tends to accu-
mulate large amounts of pollutants and especially metals such
as Cd (Szefer et al. 1999; Cheggour et al. 2001; Machreki-
Ajmi et al. 2008). Cockles are major preys for diverse animal
groups such as crustaceans, fishes, and wading birds (Paul-
Pont et al. 2010a), and they may also contribute to reduce the
particulate organic load (Derbali et al. 2012). Beyond these
ecological roles, they are also commercially important re-
sources (Paul-Pont et al. 2010a). Some investigators have
recently focused on the biology of Cerastoderma glaucum
and the responses to different biochemical,
immunotoxicological, and endocrine disruptors were studied
using biomarkers that have been employed for the analysis of
pollution impacts in estuaries and toxicity risk assessment of
specific contaminants (Matozzo et al. 2007; Machreki-Ajmi
and Hamza-Chaftfai 2008; Marin et al. 2008). The qRT-PCR
analysis of gene transcription has become one of the most
robust tools of molecular biology. Changes in gene expression
are likely to play a critical role in both acclimation and
adaptation to environmental changes (Schulte 2004). Key
changes in gene expression are also thought to precede the
manifestation of strong functional alterations, giving expres-
sion profiling a great potential for early detection of alterations
(Steiner and Anderson 2000; Schulte 2001; Mirbahai and
Chipman 2014).

The present work aims to unravel the modifications of key
messenger RNA (mRNA) expression underlying physiologi-
cal responses of the cockle Cerastoderma glaucum to Cd
exposure. The mRNA transcripts used for this analysis encode
proteins involved in diverse pathways such as metal and
xenobiotic detoxification (metallothionein, MT; ATP-binding
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cassette xenobiotic transporter, ABCB1), protection against
oxidative stress (superoxide dismutases, MnSOD and
CuZnSOD; catalase, CAT), general stress (heat shock protein,
HSP70), and mitochondrial alterations (cytochrome c oxidase
1, COLl). In this study, gills were chosen for gene transcription
monitoring. This organ constitutes a key interface for the
uptake of dissolved metal ions from water and therefore was
considered as the main target organ in metal exposure studies
(Marigomez et al. 2002; Paul-Pont et al. 2010b).

Two concentrations of cadmium were used during an ex-
perimentation of 18 days: the lowest CdCl, dose employed in
this study (50 pg/L) is a high environmentally relevant con-
centration since it has been found in several contaminated
sites (Blackmore 1998; Serafim and Bebianno 2007; Zhang
et al. 2011; Zhao et al. 2014). The highest CdCl, dose
employed (5 mg/L) is less encountered, but it might be found
in very highly polluted sites and especially during accidental
pollution (Henry et al. 1984; Belabed et al. 1994). Survival
rates of Cerastoderma glaucum and stress on stress tests
(survival to air exposure) were assessed. Cd bioaccumulation
levels were examined in the same individuals, and relation-
ships between gene transcription and Cd levels were further
examined in an attempt to highlight an mRNA expression
pattern in cockles exposed in vivo to Cd.

Materials and methods
Animals and treatments

Cockles (Cerastoderma glaucum) (28-32 mm) were collected
from the “Luza” site (located 45 km in the north of Sfax,
Tunisia; Fig. 1), which is considered as a reference site with a
low pollution level (Barhoumi et al. 2009; Kessabi et al.
2010). After an acclimation period of 24 h, cockles were
assigned to three polyethylene tanks (30x30x%20 cm), each
one containing a layer of autoclaved sediment collected from
the Luza site and 6 L of aerated seawater. The first tank
contained seawater without CdCl, (control), the second tank
contained seawater with 50 pg/L of CdCl, (low concentra-
tion), and the third tank contained seawater with 5 mg/L of
CdCl, (high concentration). Eighty to 90 cockles were held in
each tank (experimental design schematized in Fig. 1), and
exposure time varied between 12 h and 18 days (Fig. 1).
During the experiment, seawater and CdCl, were renewed
twice a week.

Verification of metal content in the sediment used
for the experimentation

A lyophilized sediment (0.5 g) from the Luza site was placed
in glass tubes previously washed with hydrochloric acid
(10 %) and then mineralized using 5 mL of nitric acid
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Fig. 1 Sampling and
experimental exposure of cockles
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(HNO3) and 3 mL of hydrochloric acid (HCI). Ten milliliters
of hydrochloric acid is then added to the dry residue.
Determination of trace concentrations of Cd, Cu, Zn, Ni, Cr,
Mn, and Pb was performed using inductively coupled plasma
atomic emission spectrophotometry (ICP AES, Thermo Sci-
entific iICAP 6000 series) (Geffard et al. 2001).

Stress on stress test

Ten animals of each condition (controls and CdCl, contami-
nations) were sampled after 0, 1, 5, and 15 days of exposure
and submitted to anoxia by air exposure at 15 °C (Fig. 1).
Survival was assessed daily according to the method of
Viarengo et al. (1995). Death symptoms were considered to
be open valves and absence of muscular activity. Lethal time
corresponding to 50 % of dead animals (LTso) was measured.

Condition index of cockles

Condition index (CI) was calculated individually on five
cockles at each sampling time (Fig. 1). Before dissection, all
cockles were weighted (total and soft weight), and the CI was
expressed as a percentage of the ratio of fresh weight of soft
tissues to total weight (Lobel et al. 1991).

Determination of cadmium content in cockles

Measurement of Cd concentration in cockles was carried out
as previously described (Geffard et al. 2010) by electrothermic
atomic absorption spectrophotometry with Zeeman correc-
tion, using a graphite furnace (SpectrAA Zeeman 220). The
measure was done individually on five cockles at each sam-
pling time (Fig. 1) on the remaining animal tissues including
digestive gland, muscle, mantle, and foot.

s 4‘?
Tu

des « Stress on stress test:
M 10 cockles/sampling
samplings: 0, 1, 5 and 15 days
%}
« QPCR analysis, Cl and [Cd]:

5 cockles/sampling
samplings: 0, 0.5, 1, 2, 3, 5, 10, 15 and 18 days

CONTROLS

90 cockles

30 okl

20 cockyes

« Stress on stress test:
10 cockles/sampling

HIGH Cdcl
3 samplings: 1, 5 and 15 days

EXPOSURE

5 mg/L

80 cockles

« QPCR analysis, Cl and [Cd]:
5 cockles/sampling
samplings: 0.5, 1, 2, 3, 5, 10, 15 and 18 days

RNA extraction and cDNA synthesis

Gene transcription analyses were carried out individually on
the same five individuals for which Cd concentration and CI
were measured and at each sampling time (Fig. 1). Gills of
each sample were dissected, conserved in RNA later (Sigma-
Aldrich), and stored at —20 °C. Total RNA was isolated from
100 mg of gills using Tri-Reagent (Invitrogen). RNA concen-
tration and quality were determined using the Experion sys-
tem (Bio-Rad). Three micrograms of total RNA was added to
dTRace primer (5'-GACCACGCGTATCGATGTCGACTT
ITTTTTTTTTTTTTT-3') and nuclease free water in a final
volume of 12.25 uL. A denaturation at 70 °C was carried out
for 5 min and the mixture kept on ice. First-strand cDNAs
were then synthetized using dTRace, RNAsin (Promega), and
MMLYV reverse transcriptase (Promega) in a final volume of
25 pL for 90 min at 42 °C.

Real-time quantitative PCR

Real-time PCR reactions were performed using a
StepOnePlus apparatus (Applied Biosystems) with Fast
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) and specific
primers (Table S1 and S2 in Supplementary data) designed on
the basis of previously characterized sequences as described in
details in Supplementary Data. The best housekeeping gene
was selected among four genes tested using the Bestkeeper
Software (Pfaffl et al. 2004), and the relative expression was
determined by the comparative Ct method (Livak and
Schmittgen 2001) using control cockles at time 0 (7) as
calibrator (cf Supplementary Data).

Statistical analyses
All statistical analyses were performed using the R statistical

Software version 2.14.1. In the stress on stress experiment,
influence of Cd concentration and exposure time on ability to
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survive under anoxia was analyzed using the SURVREG
function (survival package, R; Lumley and Therneau 2003).
To test for significant differences, ¢ tests were used for bioac-
cumulation values and Kolmogorov-Smirnov tests for gene
transcription values. After normalization of the data by log(x+
1) transformation and stabilization of their variances by
square-root transformation, influences of Cd treatment and
exposure time on gene transcription, Cd bioaccumulation,
and CI were assessed by independent ANOVA significance
tests. Principal component analyses (PCAs) were performed
and correlations were tested statistically using Pearson’s meth-
od to highlight correlations between gene transcription, Cd
bioaccumulation, and CI.

Results

Heavy metal content analyzed from the sediment used for the
experimentation showed that all the concentrations (Cd 0.109,
Cu 0.941, Zn 7.082, Ni 0.727, Cr 2.717, Mn 6.301, Pb
1.654 ng/g of dry weight) were considerably below the max-
imum levels authorized by the Tunisian and French norms
(T.N 106.002 and French Ministerial Decree of 22 February
1998).

Survival, stress on stress response, and CI

Survival rates of Cerastoderma glaucum were assessed for
each exposure time, and the Cd-induced mortality remain
below 10 % for each concentration and time point. Survival
under anoxia (i.e., stress on stress assay) is significantly af-
fected by Cd exposure (Fig. 2). Indeed, a significant decrease
of lethal time (LT5) values is observed with the increase of Cd
concentration (p<0.001; SURVREG function, R) and expo-
sure time (p<0.001; Fig. 2). LT, of controls reaches 8 days
while decreasing from 8 days (after 1 day of exposure) to
2 days (after 15 days of exposure) for the concentration of
50 pg/L and from 6 days (at day 1) to 1 day (at day 15) for the
concentration of 5 mg/L.

Neither low nor high exposure to CdCl, affected the con-
dition index (CI) of Cerastoderma glaucum after 18 days. No
significant difference was observed comparing the mean CI
for control (9.14+2.42) and exposed groups (50 pg/L, 7.39+
1.75; 5 mg/L, 8.39+1.98).

Cd bioaccumulation in cockles’ tissues

Cadmium concentration remains low and relatively con-
stant in tissues of control cockles (Fig. 3). Following
exposure to 50 pg/L of CdCl,, the tissue cadmium
concentration was significantly increased to about
0.5 pg/g and displayed no significant variation in time
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(»>0.05). On the contrary, the treatment with 5 mg/L of
CdCl, resulted in a dramatic accumulation of Cd that
increased with exposure time (p<0.001) up to 35.9+
10.850 ug/g at day 18 (Fig. 3).

Effect of Cd on relative gene transcription

Relative expression of the seven stress-regulated genes
is represented as box plots with respect to the calibrator
(controls at time 0) in Figs. 4 and 5. The global com-
parison of the gene transcriptions indicates a lower
variability within sampling points in controls compared
to exposed cockles (either 50 pg/L and 5 mg/L) for all
the target genes studied (Figs. 4 and 5). However,
exposition to CdCl, globally led to an increase in gene
transcription for CuZnSOD, CAT, MT, and HSP70 (up
to +243, +49, +44, and +379 fold the mean expression
level of control samples respectively; Fig. 4a—d, Ta-
ble 1). Gene transcription was dependent of exposure
time in some cases. In particular, gene transcription
globally increased with exposure time for CuZnSOD,
HSP70, and MT in cockles exposed to 50 pg/L of
CdCl, and for CAT and MT in cockles exposed to
5 mg/L of CdCl, (Fig. 4a—d, Table 1). However, vari-
ation was rarely linear: Gene transcriptions of HSP70
and MT at Cd concentration of 50 pug/L and MT at Cd
concentration of 5 mg/L first decreased to a minimum
(=3, —19, and —47 fold the mean expression level of
control samples respectively, after 1 to 3 days of expo-
sure) and then increased (up to +379, +16, and +44 fold
the mean expression level of control samples respective-
ly; Fig. 4c, d). Concerning CO1, MnSOD, and ABCBI,
expression was not influenced by the CdCl, treatment in
itself, but some of them were influenced by exposure
time. Gene transcription globally decreased with time
for MnSOD in cockles exposed to 50 pg/L of CdCl,
and for CO1 in cockles exposed to 5 mg/L of CdCl,
(Table 1). As previously, this decrease was nonlinear;
expression first increased to a maximum, decreased
abruptly, and slightly increased again (Fig. 5a, b).

PCAs

To highlight relationships between mRNA levels (ACt=
Ctsample=Chka), Cl, and Cd bioaccumulation, two different
PCAs were carried out, one considering controls and cockles
exposed to 50 ng/L and the other one considering controls
and cockles exposed to 5 mg/L (Fig. 6). All pair-wise
correlations were tested statistically (Pearson’s correlation
test), and the results are presented in Supplementary data
(Tables S2 and S3).

In the 50 pg/L analyses (Fig. 6a, c), 58.3 % of the total
variance is explained by the two main axes. Positive
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Fig. 2 Protocol and results of the a
stress on stress test. Some cockles Air exposure

were exposed to anoxia after 0, 1, 0 5
5, or 15 days of exposure to either
0, 50 ug/L, or 5 mg/L of CdCl,.
Survival under anoxia was
followed, and the median lethal
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correlations are observed between Cd bioaccumulation and
MT, HSP70, CuZnSOD, COl1, CAT, and ABCB1 mRNA
levels (Fig. 6a, Table S3). No correlation is found between
this cluster and MnSOD and CI (Fig. 6a and Table S3). The
projection of the samples on the two main axes (Fig. 6¢)
indicates that all the control samples are found quite grouped
on the right of the figure with the lowest Cd bioaccumulation
and the lowest mRNA levels of HSP70, MT, CuZnSOD,
COl1, CAT, and ABCBI. On the contrary, the cockles exposed
to 50 pg/L of CdCl, are found mostly on the left of the figure
with the highest Cd bioaccumulation and the highest mRNA
expression of the biomarkers cited above (Fig. 6¢).

In the 5 mg/L analysis (Fig. 6b, d), 61.4 % of the total
variance is explained by the two main axes represented in the
figure. Strong positive correlations (p<0.05, Table S4) are
observed between Cd bioaccumulation, CAT, HSP70, MT,
and CuZnSOD mRNA levels (Fig. 6b). This cluster is nega-
tively correlated to MnSOD and CI while not correlated to
COl1 and ABCBI (Fig. 6b, Table S4). CO1 and ABCBI are

time (days)

however clearly correlated with each other (Fig. 6b, Table S4,
p<0.05). The projection of the samples on the two main axes
(Fig. 6d) indicates that all the control samples are found quite
grouped on the right of the figure with the lowest Cd bioac-
cumulation and the lowest mRNA levels of HSP70, MT,
CuZnSOD, and CAT and the highest CI and mRNA levels
of MnSOD. On the contrary, the cockles exposed to 5 mg/L of
CdCl, are found mostly on the left of the figure with the
highest Cd bioaccumulation and the highest mRNA expres-
sion of the biomarkers cited above (Fig. 6d). Two of the
exposed samples are closely related to the CO1/ABCBI
cluster.

Discussion

The global physiological state of cockles was assessed along
experiments by performing stress on stress tests and
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measuring condition index. According to Bayne (1986), stress
results in a reduced capacity of individuals to adapt to changes
in their environment. This concept was applied in this study
through the surimposition of exposure to air (a natural stress-
or) over the effect of Cd stress (stress on stress tests) (Viarengo
etal. 1995). The LT50 data demonstrates that exposure to both
concentrations of CdCl, significantly affects cockle survival
time in air. Such trend probably reflects metabolic perturba-
tions following CdCl, exposure and a decrease of anoxia
tolerance in accordance with previous data obtained on bi-
valves (Viarengo et al. 1995; Hamza-Chaffai et al. 1998;
Ladhar-Chaabouni et al. 2008). This may suggest a decreased
general health status among cockles exposed to CdCl, and
imply potential “trade-offs”, e.g., physiological allocations
between detoxification and other processes linked to the sur-
vival of the organism, as previously described (Handy et al.
1999; Forbes 2000; Van Straalen and Hoffiman 2000).
Measures of bivalve’s condition based on weight are
thought to be reliable indicators of the energetic health
status and energy reserves in mollusks. Lannig et al.
(2006) found significant variations in condition index in
oysters (Crassotrea virginica) after 20 days of exposure to
both CdCl, (50 pg/L) and temperature (28 °C). The
results obtained in our study do not show any difference
in the condition index between controls and exposed
cockles. This finding probably highlights that this param-
eter is too much integrative and that only 18 days of

exposition might not be enough to perceive or to produce
variations between exposed cockles and control ones.

Because bivalves are filter-feeding organisms able to accu-
mulate high concentrations of metals (Paul-Pont et al. 2012), a
dose-dependent Cd accumulation in treated cockles was an
expected result. Moreover, our study indicates that at a high
level of CdCl, exposure (5 mg/l), Cd accumulation is time-
dependent. Ladhar-Chaabouni et al. (2008) also demonstrated
in Cerastoderma glaucum that Cd accumulation was time-
and dose-dependent for concentrations ranging from 50 to
150 pug/L, giving this species a great potential for long-term
ecotoxicological studies. This bioaccumulation capacity of
bivalves exposed to metallic contaminations was already
highlighted in several species such as Cerastoderma edule
(Paul-Pont et al. 2012), Ruditapes decussatus (Bebianno and
Langston 1993; Smaoui-Damak et al. 2003, 2004), Corbicula
fluminea (Legeay et al. 2005), and Dreissena polymorpha
(Marie et al. 2006a, b). The present study adds the fact that
Cerastoderma glaucum are particularly tolerant to higher
cadmium concentration (5 mg/L) without exhibiting dramatic
effects, indicating a strong resistance and the establishment of
effective acclimation strategies.

The protection and/or detoxification processes probably
settled by cockles may be studied at different levels and
especially at the transcriptional level. Indeed, changes in gene
expression are likely to play critical roles in acclimation of
organisms (Schulte 2004). The aim of our study was to

Fig.3 Cd bioaccumulation [pg/g

(DW)] in cockles unexposed 53 o+
(controls) and exposed to 50 pg/L a8 1
or to 5 mg/L. Data are expressed
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highlight modifications in mRNA expression of several genes
involved in the tolerance to Cd exposure. Defense proteins
involved in xenobiotic detoxification (MT, ABCB1), protec-
tion against oxidative stress (MnSOD, CuZnSOD, CAT),
general stress (HSP70), and mitochondrial alterations (CO1)
were chosen because their functions make them primary can-
didates for cellular protection against stress and because mod-
ifications of their gene expression had already been shown in
invertebrates (Achard-Joris et al. 2006; Ivanina et al. 2008a, b;
Navarro et al. 2011; Al Kaddissi et al. 2012).

A relatively low variation is observed in gene transcription
along the experiment in control cockles indicating that mRNA
expression is not affected by the experimental procedure. A
high variability of gene transcription is observed for all target
genes in exposed cockle biological variability that reflects the
natural genotypic and phenotypic variation among individuals
(Bustin 2010), but the much higher variability observed in

exposed individuals suggests the existence of different types
of response among individuals exposed to the same contam-
inant. Elements confirming this hypothesis may be found with
the projections of individuals into the PCAs (Fig. 6¢, d). For
both concentrations of CdCl,, control individuals are found
quite grouped, while exposed individuals are more scattered,
some even found close to the controls (Fig. 6¢, d).

Exposure to 50 pg/L and 5 mg/L resulted in important
variations in the mRNA expression of four genes (MT,
HSP70, CAT, and CuZnSOD). A time-dependent increase of
MT mRNA abundance is observed after exposure to the two
levels of Cd toxicity. MT gene transcription is highly corre-
lated to Cd accumulation in the cockles’ tissues, meaning that
individuals that accumulate the most Cd are also the ones with
the highest MT mRNA levels. The MT isoform studied here is
the MT1 that has been reported to be specific to Cd contam-
ination (Gonzalez et al. 2006). The upregulation of this gene is
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in accordance with previous experiments performed with
different invertebrates following metal exposure (Lecoeur
et al. 2004; Dondero et al. 2005; Zorita et al. 2007; Navarro
et al. 2011; Al Kaddissi et al. 2012). It may reflect the role of
MTs in uptake and handling of metals, as well as antioxidants

Table1 Influence of treatment and of exposure time on relative gene expres:
significance level

reacting with free radicals and reactive oxygen species (ROS),
preventing interactions with critical cellular components such
as enzymes, structural proteins, DNA, and membrane lipids
(Andrews 2000; Amiard et al. 2006). The response of HSP70
is quite similar to that of MT after CdCl, exposure and also

sion for each Cd treatment versus control samples: sense of the effect and

CuZnSOD CAT MT HSP70 CO1 MnSOD ABCBI
50 pg/L Cd Influence of treatment Ak +* +* +* / / /
Influence of exposure time +H* / +H* A / —HAE /
5 mg/L Cd Influence of treatment EEE Saaa Saaia Saa / / /
Influence of exposure time / Raia +H* / Ak / /

# global effect, + positive effect (increased expression), — negative effect (decreased expression), / no significant effect (p>0.05)

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001
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highly correlated to Cd accumulation in tissues. Some studies
have shown that HSP70s are synthesized intensively in the
cell in response to a variety of harmful stimuli, including heat,
heavy metals (Pb®", Cd*"), organic contaminants, injuries,
diseases, and other stressors (Singer et al. 2005). Navarro
et al. (2011) and Ivanina et al. (2008a) also showed a strong
increase in the response of this gene after Cd exposure in
D. polymorpha and in Crassostrea virginica, respectively.
HSP70 are involved in folding/refolding of newly synthesized
and damaged proteins as well as in sequestering and

different quantitative data presented in a. d Projections of samples
according to the different quantitative data presented in b. CI condition
index, [Cd] Cd bioaccumulation in cockles. Red circles indicate control
samples, green triangles indicate 50 pg/L, and blue cross indicate 5 mg/L

degradation of proteins that are damaged beyond repair
(Mayer and Bukau 2005). A strong upregulation of its gene
(reaching +379 and +366 fold the mean expression level
of controls for 50 pug/L and 5 mg/L of CdCl,, respec-
tively) reflects a mechanism highly settled to protect
cells against stress-induced damage. However, variations
in expression of genes coding for MT and HSP70 were
not completely linear (with a decrease in gene transcrip-
tion following the first increase), reflecting a potential
time-lag between gene and protein regulation. Analyses
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of protein concentrations would be particularly useful to
give complementary data and to disentangle more pre-
cisely the regulation.

Several investigations have shown that Cd can indirectly
promote oxidative stress in cells. This metal can bind to
antioxidants or to their substrates. Consequently, impairment
of the defense mechanism against ROS leads to an increase in
ROS concentration (Wang et al. 2004; Cao et al. 2010). This
fact could explain the increase in gene transcription of the
antioxidant enzymes CAT and CuZnSOD following high and
low CdCl, exposure and their correlation to Cd accumulation
in tissues. CuZnSOD (the cytosolic form of SODs) is known
to catalyze the dismutation of superoxide anion into hydrogen
peroxide, which is in turn reduced by CAT into water and
molecular oxygen. The increase of these antioxidant enzymes
in response to Cd exposure constitutes an adaptation in gills to
prevent and repair metal-induced damage in cellular compo-
nent (Fernandez et al. 2010). Similar results were reported for
the clam larvae Meretrix meretrix; the SOD and CAT activities
increased after exposure to 25 pg/L of Cd (Wang et al. 2010).
Jo et al. (2008) also found that SOD and CAT mRNA expres-
sion levels increased significantly after 24 h of exposure to
0.1 ppm of Cd in the oyster Crassostrea gigas. In our study,
the expression of MnSOD (the mitochondrial form of SODs)
is not influenced by the CdCl, treatment whatever its concen-
tration and reflects natural physiological differences between
cockles rather than a response to Cd. It can also be explained
by the presence of sufficient basal concentration of antioxi-
dant enzymes to protect cockles against oxidative stress.

Earlier studies have shown that energy misbalance is im-
plicated in Cd-induced stress and toxicity in aquatic organ-
isms, especially mitochondrial dysfunctions that lead to im-
paired ATP production, reduced aerobic capacity, and elevated
oxidative stress (Sokolova et al. 2005; Cherkasov et al. 2007).
As part of the mitochondrial respiratory chain, CO1 expres-
sion may be an interesting biomarker of the metabolic activity.
Results showed that the CO1 mRNA expression is correlated
to Cd accumulation at the concentration of 50 pg/L of CdCl,
with however no clear pattern along the 18 days of the
experiment (an increase in expression might be observed but
not significant). At the concentration of 5 mg/L of CdCl,, no
correlation between COl expression and Cd accumulation
was observed, and a downregulation of this gene along the
experiment is even observed. The expression of CO1 thus
appears to be modulated by the level of Cd concentration.
Lerebours et al. (2010) previously stated that the intensity of
gene response may not correlate positively with toxicant con-
centrations and that different gene expression patterns are
expected for different concentrations of exposure. This is in
concordance with our findings and tends to indicate that a
modification in the metabolism might occur. Low concentra-
tion of Cd exposure tends to increase the level of CO1 mRNA
and thus the mitochondrial metabolism. This could be a

@ Springer

cellular strategy (1) to compensate for the decrease in the
number of functional mitochondria by increasing ATP pro-
duction, so as to provide enough energy for cellular needs,
especially to tolerate Cd (Al Kaddissi et al. 2012), and (2) to
efficiently consume O, to limit Cd-induced oxidative damage
in cells (Wang et al. 2004). It has to be noted that the tran-
scription level of COl correlated well with those of
CuZnSOD and CAT. Achard-Joris et al. (2006) found the
same upregulation of the CO1 gene in three mollusk species
following high Cd exposure. In contrast, in our study, expo-
sure to the high concentration of CdCl, (5 mg/L) led to a
progressive decrease of the COl mRNA content, reflecting a
potential decrease in the metabolic activity. This result tends to
indicate a strong disturbance of cellular energy balance, with
individuals no more able to compensate for the probable
inhibition of the mitochondria function. Negative impacts on
physiological performances and survival of organisms are
expected (Sokolova and Lanning 2008). This is partially
observed with the mortality rate higher in the 5 mg/L tank
compared to the others and the LTs (stress on stress) lower in
this condition. Cases of repression/decrease of COl
mRNA/activity were also recorded in the crayfish
Procambarus clarkii and in Crassostrea gigas after acute
and medium-term Cd exposure (Ivanina et al. 2008b; Al
Kaddissi et al. 2012).

The ATP-binding cassette xenobiotic transporter ABCB1
gene transcription is significantly correlated to Cd accumula-
tion at the concentration of 50 ug/L of CdCl, but not at the
concentration of 5 mg/L. However, it does not exhibit a clear
pattern along the experiments. This protein, which acts by
transporting toxic compounds out of the cell (Minier et al.
2006), seems to be an actor of the response to the medium
exposure to CdCl, (50 pg/L), but a strong variability in
expression between individuals reduces the power of this
biomarker.

In conclusion, the physiological trend detected in
Cerastoderma glaucum exposed to low and high concentra-
tion of CdCl, suggests a general decreased health status along
the experiment. Gene transcription monitoring performed on
seven genes potentially involved in the tolerance to Cd expo-
sure showed that MT, HSP70, CuZnSOD, and CAT are rele-
vant biomarkers of Cd exposure because of (1) their relative
gene transcription higher in exposed individuals compared to
controls and (2) their significant correlation to Cd accumula-
tion. The upregulation of these genes indicates that Cd detox-
ification is promoted as well as protection against free radicals
and intracellular oxidative damage. Following the mRNA
expression of CO1 and ABCBI gives complementary infor-
mation on the status of exposed individuals, in particular their
metabolic activity, but these biomarkers do not seem to be
relevant with a chronic exposure. The molecular mechanisms
underlined in this study imply energetic costs and therefore
might explain the reduced tolerance of cockles to anoxia
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(stress on stress). The influence of contaminants other than
metals of the environment from which the cockles were har-
vested as well as the influence of the experiment itself should
however not be discarded. The tools developed may be useful
both for future control strategies and for the use of the cockle
Cerastoderma glaucum as a sentinel species. However, future
investigations should be performed to validate these bio-
markers in field conditions. Moreover, parallel biochemical,
physiological, immunological, and morphological/
pathological data should complement this study to better
assess Cd toxicity and its mechanism of action.
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Abstract This study assessed the responses of molecular bio-
markers and heavy metal levels in Cerastoderma glaucum
exposed for 1 week to two industrial effluents (1 %)
discharged into the Tunisian coastal area, F; and F,, produced
by different units of production of a phosphate treatment plant.
A significant uptake of metals (Cd, Cu, Zn, and Ni) was ob-
served in exposed cockles compared to controls, with an up-
take higher for F; than for F,. A decrease in LT50 (stress on
stress test) was also observed after an exposure to the effluent
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F,. Treatments resulted in different patterns of messenger
RNA (mRNA) expression of the different genes tested in this
report. Gene transcription monitoring performed on seven
genes potentially involved in the tolerance to metal exposure
showed that for both exposures, mechanisms are rapidly and
synchronically settled down to prevent damage to cellular
components, by (1) handling and exporting out metal ions
through the up-regulation of ATP-binding cassette xenobiotic
transporter (ABCB1) and metallothionein (MT), (2) increas-
ing the mRNA expression of antioxidant enzymes (catalase
(CAT), superoxide dismutases, CuZnSOD and MnSOD), (3)
protecting and/or repairing proteins through the expression of
heat shock protein 70 (HSP70) mRNAs, and (4) increasing
ATP production (through the up-regulation of cytochrome c
oxidase 1 (COL1)) to provide energy for cells to tolerate stress
exposure. The tools developed may be useful both for future
control strategies and for the use of the cockle C. glaucum as a
sentinel species.

Keywords Cerastoderma glaucum - Industrial effluent -
Gene expression - qPCR - Heavy metals - Phosphate treatment
plant

Introduction

With the rapid development of modern industry, various con-
taminants have been discharged into marine environments and
have caused instability and disorder of ecosystems (Cong
etal. 2012; Ladhar-Chaabouni et al. 2012). Among these con-
taminants, effluents are continuously discharged from munic-
ipal and industrial treatment plants and have progressively
affected more and more ecosystems (Jadeja and Tewari
2007). Treated or not, these effluents can release many
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pollutants such as polycyclic aromatic hydrocarbons, pharma-
ceuticals, and heavy metals (Sim et al. 2013). The latter are
deemed to be serious pollutants because of their toxicity, per-
sistence, and non-degradability in the environment (Gargouri
et al. 2011). In general, exposure to effluents is known to
cause a variety of stress-related changes in aquatic organism
health such as immunotoxicity (Gagne et al. 2008; Salo et al.
2007), neurotoxicity and oxidative stress (Kamel et al. 2012),
and physiological alterations (Douxfils et al. 2007). The im-
pact of effluents on marine environments is often assessed by
the measurement of pollutant body burdens in marine organ-
isms (Haynes et al. 1997). This assessment can be done by
passive biomonitoring (sampling organisms living in the in-
vestigated area) or by active biomonitoring (transplantation of
organisms or laboratory experiments). However, laboratory
experiences remain an alternative approach to evaluate the
potential toxicity effects of a mixture of pollutants (effluents)
to aquatic organisms. Using this methodology, it is possible to
quantify the effects of contaminant in controlled conditions
with precision. In Tunisia, the gulf of Gabeés (localized on
the southeastern coast) is influenced by an important industrial
activity, especially a phosphate treatment plant (SIAPE:
Société des Industries d’Acide Phosphoriques et d’Engrais),
exposing coastal waters and marine organisms to increasing
contamination (Ladhar-Chaabouni et al. 2009a). The main
activity of this industry is the transformation of the crude
phosphate to fertilizers. This activity generates wastewaters
(effluent) rich in sulfate, fluoride, phosphorus, and heavy
metals that will be discharged in the marine environment.
Consequently, marine ecosystems around the crude phosphate
treatment plant have been completely destroyed, and high
levels of toxic metals were observed in the sediment and in
bivalve species (Javied et al. 2009; Ketata et al. 2007; Mar and
Okazaki 2012; Tayibi et al. 2009). Cerastoderma glaucum is
one of the bivalves widely distributed in the gulf of Gabes, and
this species has been validated as a bioindicator organism
reflecting the pollution state of the Tunisian coast
(Machreki-Ajmi and Hamza-Chaffai 2006; Szefer et al.
1999). This sedentary and filter-feeding organism lives in
the superficial sediment and is known to be suitable for toxi-
cology and risk assessment studies in the field (Ladhar-
Chaabouni et al. 2009a; Machreki-Ajmi and Hamza-Chaffai
2006, 2008) or in laboratory experiments (Ladhar-Chaabouni
et al. 2009b, c). Cockles are major preys for diverse animal
groups such as crustaceans, fishes, and wading birds (Paul-
Pont et al. 2010), and they may also contribute to reduce the
particulate organic load (Derbali et al. 2012). Beyond these
ecological roles, they are also commercially important re-
sources (Paul-Pont et al. 2010). Studies carried out on this
species typically focused on biochemical parameters (metal
bioaccumulation and biomarker measures). In addition, exper-
iments performed were usually conducted using a single con-
taminant (e.g., cadmium) (Ladhar-Chaabouni et al. 2009b, c).
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The originality of the present study consists of using molecu-
lar biomarkers to assess the response of cockles to a natural
mixture of contaminants (effluent) of the gulf of Gabes. Given
that the initial interaction between contaminant and aquatic
organisms occurs at the cellular level, the molecular level is
suitable for the early and sensitive detection of contaminant
exposure and may allow the prediction of biological effects at
higher biological organization levels. Moreover, changes in
gene expression are likely to play critical roles in acclimation
and/or adaptation of organisms (Schulte 2004).

The purpose of this study was therefore to investigate the
responses of cockles’ C. glaucum exposed to two different
effluents originated from the SIAPE of the gulf of Gabes,
through the study of (1) metal bioaccumulation in cockles’
tissues, (2) the global physiological state of organisms, (3)
the responses at the transcriptional level of several key genes,
and (4) the relationships between gene expression and metal
contents. The messenger RNA (mRNA) transcripts used en-
code proteins involved in diverse pathways such as metal and
xenobiotic detoxification (metallothionein, MT; ATP-binding
cassette xenobiotic transporter, ABCB1), protection against
oxidative stress (superoxide dismutases, MnSOD and
CuZnSOD; catalase, CAT), general stress (heat shock protein
70, HSP70), and mitochondrial alterations (cytochrome ¢ ox-
idase 1, CO1). All transcriptional responses were measured in
gills because this organ constitutes a key interface for the
uptake, storage, and excretion of metals and has a high capac-
ity to synthesize proteins (Al Kaddissi et al. 2012; Marigomez
et al. 2002; Navarro et al. 2011; Paul-Pont et al. 2010). In
contrast to most mRNA analyses that are performed on sam-
ple pools (Ciacci et al. 2012; Navarro et al. 2009), the present
report analyzes gene expression at the individual scale to high-
light all the variability between cockles experiencing the same
exposition.

Materials and methods
Animals and treatments

Cockles (C. glaucum) (28-32 mm) were collected in October
from the “Luza” site (located 45 km in the north of Sfax,
Tunisia; Fig. 1), which can be considered as a reference site
with a low pollution level (Barhoumi et al. 2009; Kessabi et al.
2010). After a period of acclimation of 24 h, cockles were
distributed in three polyethylene tanks (30%30%20 c¢cm), each
one containing a layer of autoclaved sediment and 6 1 of aer-
ated seawater. The first tank contained seawater from the ref-
erence site Luza (controls), the second tank contained seawa-
ter with the F; effluent, and the third tank contained seawater
with the effluent F, (F; and F, effluents were collected at the
exit of the SIAPE). Both F; and F, effluents were diluted to a
final concentration of 1 % (sub-lethal concentration
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Fig. 1 Sampling and experimental exposure of cockles

determined following a preliminary set of toxicity experi-
ments, pers. comm.). Seventy to eighty-five cockles were held
in each tank (experimental design schematized in Fig. 1), and
exposure time varied between 12 h and 6 days. During the
experiment, effluents were renewed twice a week.

Stress on stress test

Ten animals of each of the three conditions of the experiment
(controls, F; and F, groups) and at different times of exposure
(after 0, 1, 3, and 6 days of exposure) were sampled and
submitted to anoxia by air exposure at 15 °C (Fig. 1). For each
sample, survival was assessed daily according to the method
of Viarengo et al. (1995). Death symptoms were considered to
be open valves and absence of muscular activity. Lethal time
corresponding to 50 % of dead animals (LTso) was measured
and the results expressed in days for each condition and at the
four different times of exposure (0, 1, 3, and 6 days).

Condition index of cockles

Condition index was calculated individually on five cockles at
each sampling time (Fig. 1). Before dissection, all cockles
were weighted (total and soft weight), and the condition index
(CI) was expressed as a percentage of the ratio of fresh weight
of soft tissues to total weight (Lobel et al. 1991).

Determination of metal contents
Heavy metal analyses (Cd, Cu, Ni, and Zn) were carried out

(1) on effluent waters directly from the effluent sampling site
and (2) individually on five cockles from the laboratory

experiment at each sampling time (Fig. 1) on the remaining
animal tissues (including digestive gland, muscle, mantle, and
foot). The determination of trace element concentration in
effluent waters was performed using an inductively coupled
plasma optical emission spectrometer (ICP-AOS, Thermo
Scientific iCAP 6300 DUO), and measurement of metal con-
centrations in cockles was carried out as previously described
(Dedourge-Geffard et al. 2009; Geffard et al. 2010) by
flameless (Cd, Cu, and Ni) or flame (Zn) atomic absorption
spectrophotometry with Zeeman correction, using a graphite
furnace (SpectrAA Zeeman 220).

RNA extraction and cDNA synthesis

Gene transcription analyses were carried out individually on
the same five individuals for which metal analyses and CI
were measured and at each sampling time (Fig. 1). The gills
of each sample were dissected, conserved in RNA later
(Sigma-Aldrich), and stored at —20 °C. Total RNA was isolat-
ed from 100 mg of gills using Tri-Reagent (Invitrogen) fol-
lowing the manufacturer’s instructions. RNA concentration
was determined spectrophotometrically at 260 nm, and RNA
quality was checked using the Experion system (Bio-Rad).
Three micrograms of total RNA were added to dTRace primer
(5'-GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTT
TTTTT-3") and nuclease free water in a final volume of
12.25 ul. A denaturation at 70 °C was carried out for 5 min
and then the mixture was kept on ice. First strand complemen-
tary DNAs (cDNAs) were then synthesized using dTRace,
dNTPs, MMLYV reverse transcriptase (Promega), RNAsin
(Promega), and nuclease-free water in a final volume of
25 pl for 90 min at 42 °C.
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Real-time quantitative PCR

Real-time PCR reactions were performed using a Step One
plus apparatus (Applied Biosystems) with Fast SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystems) and specific primers de-
signed (Table S1 in Supplementary Data) on the basis of pre-
viously characterized sequences as described in details in
Supplementary Data. The best housekeeping gene was select-
ed among four genes tested using the Bestkeeper Software
(Pfaffl et al. 2004), and the relative expression was determined
by the comparative Ct method (Livak and Schmittgen 2001)
using control cockles at time 0 (7) as a calibrator (cf
Supplementary Data).

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using the R statistical
Software version 2.14.1. In the stress on stress experiment,
influence of metal concentration and exposure time on ability
to survive under anoxia was analyzed using the SURVREG
function (survival package, R). To test for significant differ-
ences between mRNA expression values, Kolmogorov-
Smirnov tests were used (p<0.05). After normalization of
the data by log(x+1) transformation and stabilization of their
variances by square root transformation, influences of effluent
treatment and exposure time on mRNA expression, metal bio-
accumulation, and CI were assessed by independent ANOVA
significance tests. A principal component analysis (PCA) was
performed for each treatment on mRNA expression, metal
bioaccumulation, and CI, and correlations between all these
variables were tested statistically using Pearson’s test.

Results
Effects of effluents on the global physiological state

During the experiment, no mortality was recorded in the three
groups of cockles. Survival under anoxia (i.e., stress on stress
assay) is significantly affected by treatment (»<0.05), with
exposure causing a decrease in survival time in air relative to
controls (significant for F; with p<0.05 but not significant for
F,; Fig. 2). No difference in CI is observed with treatment
(controls 11.7£2.6; F; 12.1£1.9; F, 13.3£2.2) nor with time
of exposure (data not shown).

Metal concentrations in F; and F, effluents and metal
accumulation in cockles’ tissues

As indicated in Table 1, heavy metal concentrations are higher

in F; effluent than in F,: Cu (63-fold), Cd (29-fold), Cr (24-
fold), Mn (13-fold), Ni (10-fold), Zn (6-fold), and Pb (5-fold).

@ Springer

The concentration of Cd, Cu, Zn, and Ni in cockles’ soft
tissues was also investigated during the time of the experiment
(Fig. 3). Cd, Cu, Zn, and Ni concentrations (expressed with
respect to dry weight) remain low and relatively constant in
tissues of control cockles. Accumulation varied among
metals; relative to their respective concentrations in the efflu-
ents, Cd was much less accumulated than the other metals (up
to 100-fold). Their accumulation in treated cockles is depen-
dent of the effluent treatment (p<0.05), i.e., cockles exposed
to F; accumulate more Cd, Cu, Ni, and Zn than those exposed
to F, but only about 1.5-fold, except for Cd (about 24-fold).
For Cu, Ni, and Zn, a similar bioaccumulation pattern is ob-
served between cockles exposed to F; and F,. The bioaccu-
mulation of Ni and Zn is not time dependent. On the contrary,
Cu accumulation is time dependent for both effluent experi-
ments, i.e., treated cockles accumulate Cu between 1 and
3 days (bioaccumulation higher in F; compared to F,). A
similar pattern is also observed for Cd (for F; only), with
low variation during the two first days, followed by an in-
crease in Cd concentration. This increase is quite moderate
for F,, reaching 0.22440.106 pg/g dry weight (DW) after
5 days of exposure, while strong for F;, with a maximum
value of 6.181+1.276 pg/g DW after 6 days of exposure.

Effect of F; and F, effluent on relative gene expression

Relative expression of the seven stress-regulated genes with
respect to the calibrator (controls at time 0) is represented as
box plots in Figs. 4 and 5. In cockles exposed either to F; or to
F,, mRNA expression was globally higher than in controls for
all the studied genes. The variability (represented by quartiles
in boxplots) is also significantly higher in exposed cockles
than controls (p<0.001, Fligner-Killeen test of homogeneity
of variances; Figs. 4 and 5).

For MT, CO1, and HSP70, expression increased with ex-
posure time quite linearly in cockles exposed to F; (Fig. 4;
Table 2). In cockles exposed to F,, exposure time had no
significant influence on mRNA expression for these genes.
Despite fluctuations, the expression of ABCBI is higher in
treated cockles compared to controls, but exposure time has
no significant influence on its expression whatever the efflu-
ent (Table 2). Concerning the enzymes involved in the re-
sponse to oxidative stress (Fig. 5), mRNA expression in-
creased with exposure time for MnSOD and CAT in cockles
exposed to Fy. In particular, the expression of these genes
remained close to that of controls during the first two days
of exposure and then expression increased strongly on the
third day (+9- and +43-fold, the mean expression level of
control samples for MnSOD and CAT, respectively) and
remained high until the sixth day (Fig. 5). Exposure time has
no significant influence on CuZnSOD mRNA expression
(Fig. 5; Table 2). In cockles exposed to F,, on the contrary,
the expression of the genes involved in response to oxidative
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stress (CAT, MnSOD, CuZnSOD) globally decreased with
exposure time (Table 2). In details, the dynamics was the same
for the three genes: expression increased during the first 24 h
(+87-, +71-, and +58-fold, the mean expression level of con-
trol samples for CAT, MnSOD, and CuZnSOD, respectively)
then decreased until the fifth day (—10-, —2-, and —3-fold for
CAT, MnSOD, and CuZnSOD, respectively) (Fig. 5).

Principal component analyses (PCAs)

To highlight relationships between mRNA levels (ACt=
Ctsampte —Crka), CL, and bioaccumulation of metals (Cd, Cu,
Zn, and Ni), two different PCAs were carried out, one consid-
ering controls and cockles exposed to the effluent F; and the

Table 1  Trace metal concentrations in F; and F, effluent collected at
the exit of the SIAPE phosphate treatment plant situated in the gulf of
Gabeés (Sfax, Tunisia)

Cd Cr Cu Mn Zn Ni Pb

F, effluent 0.953 0.994 0381 0.445 2.757 0469 0.174
F, effluent 0.033 0.043 0.006 0.034 0.486 0.045 0.033
Tunisian norms  0.005 2 1.5 1 10 2 0.5
French norms 0.2 0.5 0.5 1 2 0.5 0.5

Tunisian and French norms are indicated. Results are expressed as
milligrams/liter of effluent

other one considering controls and cockles exposed to the
effluent F, (Fig. 6).

In the F; PCA analysis (Fig. 6a), 59.3 % of the total vari-
ance is explained by the two main axes. All parameters appear
on the same side relative to the first axis (i.e., on the left of the
factorial map). Two groups of correlated parameters (p<0.05,
Pearson’s test) appear according to their location relative to
the second axis (in dotted circle on the map, Fig. 6a). The first
one, appearing on the top of the factorial map, is composed of
Zn bioaccumulation, MT, MnSOD, CuZnSOD, CAT, and
ABCB1 mRNA levels. The second one, appearing on the
bottom of the factorial map, contains Ni, Cu, and Cd bioaccu-
mulation, CO1 and HSP70 mRNA levels, and CI (Fig. 6a).
The two groups are in fact overlapping with significant corre-
lations found between some parameters of each group
(Table S2 in Supplementary Data). The projection of the sam-
ples on the two main axes of the PCA (Fig. 7a) indicates that
all the control samples are found quite clustered on the right of
the figure with the lowest metal bioaccumulations (Ni, Zn, Cu,
and Cd) and the lowest mRNA levels of the seven genes
studied. On the contrary, treated cockles are found mostly on
the left of the figure with the highest metal bioaccumulations
and the highest mRNA expression of the biomarkers cited
above (Fig. 7a). A few exposed cockles are however found
clustered with the control group. The projection of the samples
according to the time of exposure (Fig. 7¢) indicates that the
samples corresponding to the three first times of exposure
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cockles unexposed (controls) and exposed to F; and F, effluents. Data are
expressed as means+SD (n=4); DW: dry weight

(12 hours, 1 day, and 2 days) are located on the right near the
control group with low mRNA expression of all genes tested
and low bioaccumulation of heavy metals compared to the
other samples. Samples subjected to 3, 5, and 6 days of F,
effluent are projected on the left of the figure with the highest
mRNA expression for the different biomarkers and the highest
metal bioaccumulations. It can also be noted that cockles at
3 days of exposure are located at the top of Fig. 7c with the
highest expression of oxidative markers (MnSOD,
CuZnSOD, CAT), MT, and ABCB1, whereas cockles at 6 days
of exposure are located in the lower part of the figure with the
highest expression of HSP70 and CO1.

In the F, PCA analysis (Fig. 6b), 62.8 % of the total
variance is explained by the two main axes. A first group
of correlated parameters (p<0.05, Pearson’s test, Table S3
in Supplementary Data) appears on the top of the factorial

@ Springer

8.0+
=& Controls
7.5+

—&— Effluent F1
7.0+ Effluent F2
6.5+
6.0+

5.5+

5.0+
4.5+

40+
// ’

0.8+

Cd bioaccumulation (ug/g DW)

0.6+
04+
02+

/I'/ ¥
4
0.0 +

-0.2

0 1 2 3 4 5 6
Exposure time (days)

Fig. 3 (continued)

map (in dotted circle) and is composed of CAT, MnSOD,
CuZnSOD, and MT mRNA expression (Pearson’s correla-
tion coefficients >0.517, p<0.05). The second one appears
on the bottom of the factorial map (in dotted circle) and
contains bioaccumulation of metals (Cd, Cu, Zn, and Ni)
and HSP70 and ABCB1 mRNA expression (Pearson’s cor-
relation coefficients >0.341, p<0.05, Table S3). The
mRNA expression of CO1, appearing along the first axis,
is highly correlated to the two groups (Table S3). The pro-
jection of the samples on the two main axes of the PCA
(Fig. 7b) indicates that all the control samples are found
quite clustered on the right of the figure with the lowest
metal bioaccumulations, the lowest mRNA levels of the
seven genes, and the lowest CI. On the contrary, treated
cockles are again found mostly on the left of the figure
with the highest metal bioaccumulations and the highest
mRNA expression of the biomarkers cited above
(Fig. 7b). The projection of the samples according to the
time of exposure (Fig. 7d) indicates that most of the sam-
ples corresponding to the three first times of exposure
(12 h, 1 day, and 2 days) are located on the top left of the
factorial map (in dotted circle) with high levels of mRNA
coding for antioxidant enzymes (CAT, MnSOD,
CuZnSOD) and MT. In contrast, most of the samples sub-
jected to 3, 5, and 6 days of F, effluent are projected on the
bottom left of the factorial map (in dotted circle), i.e., with
high accumulation of metals (Cd, Cu, Zn, and Ni) and high
mRNA expression of HSP70 and ABCB1 genes (Fig. 7d).
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Discussion
Metal concentrations in effluents

The effluents (F, and F5) used in this study were discharged
by a phosphate treatment plant localized near Skhira in the
gulf of Gabés. F| was a global effluent produced by the three
different units of production (sulfuric acid, phosphoric acid,
and fertilizers) of the SIAPE factory, while F, was a product of
a single unit (phosphoric acid). Therefore, it was not surpris-
ing to find higher metal concentration in effluent F; compared
to F,. F; and F, effluents appear in the high concentration
range of industrial effluents (Hajem et al. 2007; Petala et al.
2009; Sancey et al. 2011; Santos Yabe and de Oliveira 2003),
especially concerning Cd which concentration exceeds
Tunisian and French norms (T.N. 106.002 and French
Ministerial Decree of 22 February 1998, respectively). At

1 % of dilution (sub-lethal concentration used for the experi-
mentation), the Cd concentration of F, still exceeds the
Tunisian norm.

Metal accumulation in cockles’ tissues

Cockles exposed continuously for 1 week to effluent F; or F,
at a concentration of 1 % accumulated higher concentrations
of all studied heavy metals (Cd, Cu, Zn, and Ni) than control
cockles. The accumulation of metals has often been highlight-
ed in different bivalve species (see Zuykov et al. 2013 for a
review). Accumulation was higher in the cockles exposed to
F, than in the ones exposed to F,, in accordance with the metal
concentration of the two effluents. However, accumulation did
not increase proportionally with concentration, which is prob-
ably due to a saturation of the influx rate at very high concen-
trations (Luoma and Rainbow 2005). Cd was much less
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accumulated than the other metals, relative to their respective
concentrations in the effluents, suggesting a lower uptake rate
of this metal (Luoma and Rainbow 2005). For Ni and Zn,
accumulation in cockles has been relatively constant during
the length of the experiment (6 days). For Cu and Cd,

accumulation increased with time. This increase was slight,
except for Cd in cockles exposed to F; where it was exponen-
tial. According to Luoma and Rainbow (2005), low variation
with exposure time may be due to a rapid rate of metal excre-
tion, while a rapid increase in body metal concentration would

Table 2 Influence of treatment and of exposure time on relative gene expressions for each treatment versus control samples: sense of the effect and
significance level
ABCBI1 CuZnSOD MnSOD Co1 HSP70 CAT MT
F, effluent Influence of treatment Ak +* +* ¥k +*k Rk Ak
Influence of exposure time / / +* R HAE R +xE
F, effluent Influence of treatment Ak HHEE ¥k Rk x HHE* ¥k ok
Influence of exposure time / —HEE —k* / / Ak /

Global effect: +, positive effect (increased expression); —, negative effect (decreased expression)
Statistical significance: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; /, no significant effect (p>0.05)
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be due to the slow rate of excretion relative to the ingestion
rate. Our results therefore suggest that excretion is more effec-
tive for Ni and Zn than for Cu and especially Cd in
C. glaucum.

The global physiological state of cockles

Our data clearly demonstrate that exposure to effluent F; sig-
nificantly affects LT50 data, reflecting metabolic perturbations
and a general lower health status of cockles following effluent
exposure. This result may suggest that protection and/or de-
toxification mechanisms as possible responses to toxicants
could imply energetic costs and therefore could reduce the
capacity to resist to an additional change, i.c., air exposure
in our study (Viarengo et al. 1995). Such trade-offs have al-
ready been described in the literature (Forbes 2000; Handy
et al. 1999; Van Straalen and Hoffman 2000). For effluent
F,, the same trend is detected though not significant. This
difference may be explained by the highest concentrations in
metals found in effluent F; compared to effluent F,.
Measures of bivalve’s condition based on weight are
thought to be reliable indicators of the energetic health status
and energy reserves in mollusks. The results obtained in our
study do not show any difference in the condition index be-
tween controls and exposed cockles. This finding probably
highlights that this parameter is too much integrative and that
only 6 days of exposition might not be enough to produce
perceptible variations between exposed cockles and control
ones. This result is corroborated by the results of the two

controls and cockles exposed to effluent F,; CI condition index; [Ni],
[Zn], [Cu], [Cd], and metal bioaccumulation in cockles

PCA analyses, which indicate that CI is a weak structuring
parameter (small arrows).

Effects of effluent exposure on mRNA expression

In cockles exposed either to F; or F,, mRNA expression is
significantly higher than in controls for all the studied genes
(Table 2; Figs. 4 and 5). Moreover, the much higher variability
observed in exposed individuals (large box plots) suggests the
existence of different types of responses among cockles
experiencing the same exposition. Elements confirming this
hypothesis may be found with the projections of individuals
into the PCAs (Figs. 6 and 7). Indeed, for both effluents,
control individuals are found quite grouped while exposed
individuals are more scattered (Figs. 6 and 7).

The ATP-binding cassette xenobiotic transporter ABCB1
gene transcription seems to follow a wave pattern in the two
effluent exposures. ABCB1 shows a rapid increase in expres-
sion (days 0.5 and 1) followed by a decrease and an additional
peak atday 3 (for F;) or 5 (for F,). This marker is significantly
correlated to Cd, Zn, Ni, and Cu accumulation in tissues fol-
lowing exposure to F, effluent. The ABCB1 transmembrane
protein acts by actively exporting toxic compounds out of the
cell (Pain and Parant 2003; Minier et al. 2006), and our results
show that it is an actor of the response to metal exposure, its
mRNA expression being modulated by the level of metals.
Previous studies already highlighted a strong ABCBI1
mRNA increase in marine organisms following exposure to
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Fig. 7 a Projections of samples according to the different quantitative
data presented in Fig. 5a (F, exposure); b projections of samples
according to the different quantitative data presented in Fig. 5b (F,

Cd and other metal exposure (Della Torre et al. 2014; Zucchi
et al. 2010).

Considering both effluent exposures, antioxidative de-
fenses are triggered through the mRNA expression of gene
coding for CAT, CuZnSOD, and MnSOD. SODs
(CuZnSOD and MnSOD being respectively the cytosolic
and the mitochondrial form) are known to catalyze the
dismutation of superoxide anions into hydrogen peroxides,
which are in turn reduced by CAT into water and molecular
oxygen. The increase of these antioxidant enzymes in re-
sponse to effluent exposure seems to constitute an adaptation
in gills to prevent and/or repair metal-induced damage in cel-
lular component (Fernandez et al. 2010). Several studies have
shown that metals can promote oxidative stress in cells
(Sabatini et al. 2011; Trevisan et al. 2014; Wang et al. 2010),
and in particular, Kamel et al. (2012) found a correlation
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exposure); ¢ projections of samples according to the time of exposure to
Fy; d projections of samples according to the time of exposure to F,

between CAT, MnSOD, and metal accumulations in clams
treated with municipal effluents.

MT was also induced in response to the uptake of metals in
both exposures, with an inverted U shape and a significant
higher expression of +35-fold at day 2 for the F, exposure
while quite linear for the F; exposure, reaching a significant
expression of +20 at day 6. The up-regulation of this gene is in
accordance with previous experiments performed with differ-
ent invertebrates following metal exposure (Al Kaddissi et al.
2012; Dondero et al. 2005; Lecoeur et al. 2004; Navarro et al.
2011; Zorita et al. 2007). It may reflect the role of MTs in the
uptake and handling of metals, as well as their role as antiox-
idants reacting with free radicals and reactive oxygen species
(ROS), reducing significantly the toxicity of ROS and
preventing interactions with critical cellular components such
as enzymes, structural proteins, DNA, and membrane lipids
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(Amiard et al. 2006; Andrews 2000; Coyle et al. 2002; Ivanina
et al. 2009; Kamel et al. 2012; Tanguy et al. 2001).

The biomarkers coding for CO1 and HSP70 showed a re-
markably higher mRNA expression in cockles exposed to F,,
with in addition a high correlation to metal concentrations in
cockles exposed to both effluents. For F exposed cockles, this
up-regulation is more observed in the second part of the ex-
periment (3 to 6 days). The CO1 (cytochrome oxidase 1)
transfers electrons from reduced cytochrome c¢ to molecular
oxygen in the mitochondrial respiratory chain and contributes
to the production of an electrochemical proton gradient across
the mitochondrial inner membrane that drives the synthesis of
ATP (Capaldi 1990; Capaldi et al. 1983). Its increase in
mRNA expression following effluent exposure indicates a
higher metabolic activity in exposed cockles. This could be
a cellular strategy (1) to compensate for the decrease in the
number of functional mitochondria (through inhibition phe-
nomenon or membrane potential decrease) by increasing ATP
production, so as to provide enough energy for cellular needs,
especially to tolerate metals (Al Kaddissi et al. 2012), and/or
(2) to efficiently consume O, to limit metal-induced oxidative
damage in cells (Chen 2003; Wang et al. 2004). It has to be
noted that the gene transcription level of CO1 correlated well
with those of antioxidant enzymes (CuZnSOD, MnSOD, and
CAT) in cockles exposed to F, effluent. Previous studies have
highlighted an up-regulation of the CO1 gene in invertebrates
following Cd and other metals exposure (Achard-Joris et al.
2006; Al Kaddissi et al. 2012; Navarro et al. 2011). The re-
sponse of HSP70 is quite similar to that of CO1 after exposure
to F and F,. HSP70 are involved in folding/refolding of new-
ly synthesized and damaged proteins as well as in sequestering
and degradation of proteins that are damaged beyond repair
(Mayer and Bukau 2005). Studies have already reported an
increase in HSP70 expression in bivalves such as Dreissena
polymorpha and Crassostrea virginica (Gmelin) upon the
presence of metals like Cu, Cd, Pd, Pt, and Rt (Ivanina et al.
2008, 2009; Navarro et al. 2011). Even if HSP70 are known to
be synthesized intensively in response to a variety of harmful
stimuli (heat, metals, organic contaminants, injuries, disease,
...), the strong up-regulation of its gene (reaching +15- and +
75-fold, the mean expression level of controls for F; and F,,
respectively) reflects a mechanism highly settled to protect
cells against stress-induced damage.

Finally, it has to be noted that exposure concentration (F,
versus F,) seems to have an impact on the global gene tran-
scription profile over time. Indeed, mRNA up-regulations for
the different genes studied (excepted ABCB1) are faster and
higher in F, compared to F;, though F; effluent contains
higher concentrations of the different metals than F, and leads
to higher metal accumulation in tissues. Similarly, recent stud-
ies on gene expression in daphnia, zebrafish, and fathead min-
nows following exposure to several metals over a range of
concentrations highlighted that the transcription of several

genes occurred at the lower metal concentrations (even though
the accumulation was greater at higher concentrations). A
high stress level (which is the case for F;) may cause several
transcriptional inhibitions and/or mRNA degradations that
may impede or delay defense mechanisms (Klaper et al.
2008; Lerebours et al. 2010; Poynton et al. 2008). Moreover,
at the end of the F; experiment, RNA copy number seems to
be in an increasing phase for most of the seven genes studied.

Conclusion

Gene transcription monitoring performed on seven genes po-
tentially involved in the tolerance to metal exposure showed
that for both exposures (though different in concentrations),
mechanisms are rapidly and synchronically settled down to
prevent damage to cellular components, by (1) handling and
exporting out metal ions through the up-regulation of ABCB1
and MT, (2) reducing the toxicity of ROS through the expres-
sion of antioxidant enzymes (CAT, CuZnSOD, and MnSOD),
(3) protecting and/or repairing proteins through the expression
of HSP70 mRNAs, and (4) increasing ATP production
(through the up-regulation of CO1) to provide energy for cells
to tolerate stress exposure. These molecular responses imply
energetic costs and therefore might explain the reduced toler-
ance of cockles to anoxia observed with the stress on stress
test. The tools developed may be useful both for future control
strategies and for the use of the cockle C. glaucum as a senti-
nel species. However, future investigations should be per-
formed to validate these biomarkers in field conditions.
Moreover, parallel biochemical, physiological, immunologi-
cal, and/or morphological/pathological data should comple-
ment this study to better assess metal toxicities and their mech-
anism of action.
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Abstract The gametogenic cycle of the Cerastoderma
glaucum was analyzed using both qualitative and semi-
quantitative methods. The condition index and glycogen con-
centrations were determined in order to provide information
on energy storage. The cockles were collected monthly from a
Bayyadha site located 15 km south of Sfax City (Gulf of
Gabes) between January 2007 and January 2008. From histo-
logical point of view, we applied two approaches: (i) the qual-
itative method describing the various stages of gamete devel-
opment for males and females during a cycle of 13 months,
and (i) the semi-quantitative method concerning the estima-
tion of different tissue surfaces. The results showed that there
is evidence of three periods of reproduction in this population.
A comparison between the surfaces occupied by the three
organs showed that the foot and the gonad surfaces are higher
than the surface of the adductor muscle. This could suggest
that these two organs are more involved in the process of
glycogen reserve storage. The results of the glycogen concen-
trations in the different tissues (gonad, adductor muscle, and
“remainders”) show that during the second and third periods
of reproduction, glycogen was stored in the adductor muscle
and in the remainder during sexual rest, and in the gonad
during the gametogenesis phases in order to supply the repro-
ductive effort. On the contrary, in the first period of reproduc-
tion, the low concentrations of glycogen recorded in the gonad
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coincided with its high degree of development. This fact could
be related to environmental conditions (low temperature and
food) recorded during this period.

Keywords Cerastoderma glaucum - Reproductive cycle -
Glycogen - Tissues of reserves

Introduction

The cockle Cerastoderma glaucum is an ecologically impor-
tant bivalve which is highly widespread in the Gulf of Gabés
(Tunisia) (Machreki-Ajmi and Hamza-Chaffai 2006).
Moreover, this species is a sedentary filter-feeding marine
bivalve, living in the superficial sediment; it represents an
excellent bioindicator organism reflecting the polluted state
of the Tunisian coast (Machreki-Ajmi and Hamza-Chaffai
20006).

Many investigators have recently focused on the biology
(including the reproductive cycle) of Cerastoderma glaucum,
its capacities to accumulate toxic metals from the marine en-
vironment, and its possible usefulness in the national monitor-
ing program (Ivell 1979; Zaouali 1974; Machreki-Ajmi and
Hamza-Chaffai 2006; Machreki-Ajmi et al. 2008).
Nevertheless, less attention has been paid to the relationship
between the reproductive cycle and the glycogen reserve man-
agement in this species. However, it is important to understand
the ways in which the cockle manages its reserves in relation
to the reproductive cycle and the environmental conditions in
the studied site. Indeed, energetic reserves, glycogen in par-
ticular, are well known to play a central role in providing
energy for the maintenance and gametogenetic development
of bivalves. Besides, several studies (Mathieu and Lubet
1993; Lemaire et al. 2006; Dridi et al. 2007) showed that
marine bivalves are subject to the annual cycles of
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accumulation and to the use of energy reserves associated with
gametogenesis. These cycles are influenced by environmental
parameters such as temperature, salinity, and food availability.
More recent studies (Berthelin et al. 2000; Perez-Camacho
et al. 2003; Matus de la Perra et al. 2005; Hanquet-Dufour
et al. 2006; Dridi et al. 2007) have focused on the role that
glycogen can play as energy reserve for the gamete formation.
In order to demonstrate the relationship between the reproduc-
tive cycle of the cockle Cerastoderma glaucum and the man-
agement of the glycogen reserves according to the abiotic
factors at the Bayyadha site, we applied two histological ap-
proaches: (i) the qualitative method describing the various
stages of the gamete development for males and females dur-
ing a 13-month cycle, and (ii) the semi-quantitative method
providing precise information about the degree of maturity in
bivalves. In this work, the semi quantitative method concerns
the dynamic of the surface area occupied by the reserve tissue.
We additionally determined and compared changes in the gly-
cogen concentrations for the various tissues (gonad, muscle,
and “remainders” including siphons, mantle, gills, and foot)
according to the reproductive cycle of the cockles and the
environmental conditions in the studied site.

Materials and methods
Study area and sampling

Samplings were conducted monthly from January (J1) 2007 to
January (J2) 2008 in the Bayyadha site (33° 31’ N, 10° 42" E)
located in the gulf of Gabés (Sfax, Tunisia) (Fig. 1). This area
is situated about 15 km in the north of Sfax and is character-
ized by sandy and muddy sediment. It is affected by industrial
activity and effluents carried out by streams that contain a high
concentration of metals (Hamza-Chaffai et al 2003).
Moreover, this site is rich in nutrients and in phosphate pro-
vided by phosphogypsum discharges leading to a massive
phytoplankton production characteristic of this area. This site
is known to be very rich in the two bivalves, Cerastoderma
glacum and Ruditapes deccussatus (Figs. 2, 3, 4 and 5).

Samples (n=35) of Cerastoderma glaucum (size 28-32)
were collected from Bayyadha site (33° 31’ N, 10° 42’ E at
monthly intervals between January (2007) and January (2008)
from a depth of nearly 2 m. Temperature and salinity were
measured at the time of sample collection.

Condition index

For each sampling period, 15 cockles were weighed (total
weight). Then, all the soft tissues separated from the shell were
weighed. Finally, the condition index (CI) was determined
according to the recommendation of the French Association
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for Standardization AFNOR NF V 45056, (September 1985):
CI=(drained mass of soft tissues / total weight)>100.

Histological techniques

Fifteen individuals were assigned to histology and were sub-
ject to both qualitative and quantitative analyses.

Qualitative histology

Fifteen cockles were dissected following a median section
plan, and the soft tissues were fixed for 48 h in the aqueous
Bouin’s fixative for histological determination. Tissues were
then dehydrated through increasing alcohol concentrations
progressively (70°, 80°, 90°, and 95°) and embedded in par-
affin at 56 °C. Sections of 3 wm were cut with a mechanical
microtome (type HM315). Hematoxylin, light green, and eo-
sin were used for staining. The tissue sections were subse-
quently mounted under a coverslip in Pertex. The reproductive
stages were finally identified by a light microscope (Motic
B1-223 SP). After examining all slides, the gametogenic
stages were identified for males and females on the basis of
the morphological characteristics of gonads, and the kinds of
sexual cells contained in the gonadic tubules. The reproduc-
tive stages were determined according to a previous study
scoring system with the four-stage classification adopted from
Machreki-Ajmi (2009) (Table 1).

Sexual maturity index

In order to quantify the reproductive status of cockles, num-
bers from 0 to 5 were given to codify the different stages
(Table 1). Each stage was categorized by a maturity factor
(1, resting; 2, development; 3, gametogenesis; 4, maturity; 5,
spawning; 2, spent); then, a sexual maturity index (SMI) was
calculated according to the equation established by Siah et al.
2003:

SMI = Z (% of each sexual state*maturity factor).

Semi-quantitative histology

Each slide performed for qualitative histology was scanned at
magnification x400. The gonad area (GA), the adductor mus-
cle area (AMA), the foot area (FA), and the total area were
determined by the image analysis software IMAQ vision
builder (National Instrument®). This analysis was based on
the following script: (1) color images were transformed to
gray-level images by means of the “color extraction” function,
(2) the outlines of the histological section were defined by
drawing with the “image mask” function, (3) the area of one
tissue (gonad, adductor muscle, and foot tissue) was
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Fig. 1 Sampling site in the Gulf of Gabes (Bayyadha)

determined by adjusting the gray-level threshold specific for
this tissue, and (4) the area of each tissue (gonad, muscle, and
foot) was determined using this following formula:
(area of each tissue/total area) x 100) (Fabioux et al. 2005).

Glycogen analysis

Twenty cockles were monthly dissected and frozen at —20 °C.
The glycogen concentrations were determined in the gonad,
the adductor muscle, and the remainders. For each individual,
glycogen was first extracted from the tissues and then hydro-
lyzed to glucose. In order to eliminate proteins, the samples
(0.5 g) were homogenized in 2 ml of trichloroacetic acid (TCA
20 %) and then centrifuged (8000g, 5 min) at room tempera-
ture. The resulting supernatants were separated from the pellet
(containing protein), added to 4 ml of absolute ethanol to

e

El Ba
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precipitate glycogen, and subsequently incubated for 5 min
at 80 °C. The resulting pellet (containing glycogen) was used
for hydrolysis. The glycogen in the extracts was dissolved in
2.5 ml of water and then incubated with 0.5 ml 30 N HCL for
60 min at 100 °C. The released glucose was analyzed using
the colorimetric method developed by Sazaki et al. (1972).
This experiment is based on the principle of binding
orthotoluidine reagent to glucose in medium of acetic acid
under boiling water conditions.

Statistical analysis

For the statistical analysis of the current study, we used the
statistical package SPSS program (version 11). To check the
equality of the variances, a Levene test was performed. The
normal distribution was then checked by the P-Plot function.
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Fig. 2 Gonadal development
stages of Cerastoderma glaucum
males. Stage 1, Resting; 2,
Development; 34,
Gametogenesis; 3C, Spawning; 4,
Spent. RT reserve tissue, GT'
gonadic tubules, GC germinal
cells, SG spermatogonia, SC
spermatocytes, S7 spermatids, SZ
spermatozoa, PEL partially empty
lumen

A one-way ANOVA test was performed to examine dif-
ferences between the means. The data were finally sub-
mitted to a Tukey’s HDS test to determine the critical
differences between the groups. Significance was set at
p<0. 05 in all cases.

Results
Water temperature and salinity

The seasonal variations in salinity and water temperature at
the Bayyadha site show that the highest levels of temperature
were recorded in June (35 °C) and September (33 °C), where-
as the lowest were in February (14 °C). The highest rate
(44.1 %) of salinity was recorded in March while the lowest
(38.3 %) was in April which corresponded to a period of
heavy rainfall.

@ Springer

Sex ratio

Among the 195 cockles examined, 63.43 % were male and
36.55 % were female. Figure 6 outlines the percentage of
males and females for each month. In the following 7 months
(February, May, June, August, October, December, and
January (J2) 2008), the predominance was for females where-
as for the remaining months (January (J1) 2007, March, April,
July, September, and November), it was in favor of males. No
hermaphrodites were found during the studied period.

Condition index

The seasonal changes in the condition index (CI) of
Cerastoderma glaucum collected from the Bayyadha site are
illustrated in Fig. 7. During the studied period, no significant
differences were observed between sexes (ANOVA, P<0.05).
Consequently, the results presented in Fig. 7 include those
from both males and females. From January (J1) 2007 to
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Fig. 3 Gonadal development
stages of Cerastoderma glaucum
females. Stage 1, Resting; 2,
Development; 34,
Gametogenesis. R7 reserve tissue,
GT gonadic tubules, GC germinal
cells, OD oocyte in development,
OP pedunculated oocyte, OM
oocyte mature

April, CI significantly increased (P<0.05) to reach 16.26 %
and then significantly decreased (P<0.05) and remained stag-
nant for the others months.

Gametogenesis and reproductive cycle

The reproductive stages of Cerastoderma glaucum observed
during the present study are described in Table 1 and illustrat-
ed in Figs. 2 and 3. Some sexual stages could not be observed
for both males and females during the entire period of study
(Fig. 4). Spawning and spent stages were present in males but
not in females. The maturity stage, observed by Machreki-
Ajmi (2009), was not detected in both sexes in this study.

Seasonal variations of sexual maturity index (SMI)

The seasonal variations in the (SMI) of Cerastoderma
glaucum collected from the Bayyadha site are illustrated in
Fig. 5. The SMI changes are synchrones in both sexes from
January (J1) to November. Nevertheless, they become
asynchrones in December and January (J2). The highest
values of SMI were observed in March, June, and October.
As mentioned above during these months, the majority of
cockles are in gametogenensis stage. However, the lowest
values of SMI were observed in April, August, and
November when the majority of cockles are in spent and rest-
ing stages.

Gametogenic cycle

During this study, the cockle population presented sexes that
were separated and with no hermaphrodite individuals. The
results represented in Fig. 4 show evidence of a three-period
reproduction in this population. These periods were synchron-
ically observed for both sexes. The first period of reproduction
covered 4 months from January (J1) 2007 to April (winter
period). For both sexes, the resting stage occurred in January
(J1) 2007 (100 % for males and 70 % for females) and con-
tinued into February (44.4 % for males and 33.3 % for fe-
males). The gametes reached the development stage in
January (J1) 2007 for females (30 %) and February (60 %)
for males. By March, the majority of males (57.14 %) and
females (75 %) had reached the gametogenesis stage. In
April, females were in sexual rest, while 17.39 % of males
were in the spawning stage.

The second period spread over 3 months, from May to July
(end of spring period). In May, the majority of the population
was sexually inactive (with 11.11 and 77.7 % of individuals
being respectively in spent and resting stages), whereas the
majority of female population was active (with 33.3 and
60 % of individuals being respectively in the development
and gametogenesis stage). In June, the majority of males
(60 %) and the totality of females were in the gametogenesis
stage. In July, the majority of males (76.92 %) were in the
spent stage, 7.96 % already spawned, and 15.38 % reached
the resting stage. At that time, all the females were in the
resting stage.
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Fig. 4 Reproductive stages of males and females of Cerastoderma
glaucum in each monthly sample collected at Bayyadha site, from
January (J1) 2007 to January (J2) 2008. Percentages of cockles corre-
sponding to each stage are identified by different bar patterns. 1, Resting;
2, Development; 34, Gametogenesis; 3C, Spawning; 4, Spent

Fig. 5 Evolution of sexual
maturity index from January (J1)
(2007) to January (J2) 2008 for
cockles from Bayadha site, n=35

Sexual maturity index

Table 1
Cerastoderma glaucum

Description of reproductive stages for male and females of

Reproductive stages

Description of reproductive stages

Males
Stage 1 (Resting)
(Fig. 3, 1)

Stage 2 (Development)
(Fig. 3, 2).

Stage 3 (A) (Gameto-
genesis) (Fig. 3, 34)

Stage 3 (C) (Spawning)
(Fig. 3, 30)

Stage 4 (Spent) (Fig. 3,
9

Females

Stage 1 (Resting)
(Fig. 4, ).

Stage 2 (Development)
(Fig. 4, 2).

Stage 3 (A) (Gameto-
genesis) (Fig. 4, 34)

The gonad was invaded by the reserve
tissue. Gonadic tubules contain only
undifferentiated germinal cells

There is a progressive increase in the volume
of gonadic tubules which are filled by
cells representing various stages of
development (spermatogonia,
spermatocytes, and spermatids)

Gonadic tubules were increased in volume
with numerous spermatogonia,
spermatocytes, and spermatids, whereas
few spermatozoa are observed in the
lumen. The reserve storage tissue was
considerably reduced

The males have a dense band of ripe
spermatozoa surrounding a partially
empty lumen

Degenerated spermatozoa occupied a very
little part of the gonad volume. Germinal
cells appeared in the gonadic tubules

This stage is characterized by an abundance
of the connective tissue of reserve and by
a total lack of gametes.

Gonadic tubules contain immature oocytes
attached to the basal membrane and few
mature oocytes were observed in the
lumen

Gonadal tubules with many free mature
oocytes. Some pedunculated oocytes
were still present within the tubules
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Fig. 6 Percentages of males and 100

females for each month from
Bayyadha site n=35

(%)

J1 F

The third period lasted for 4 months from August to
November (autumn period). This period began with the
resting stage (70 % for males and 60 % for females).
The development stage covered 2 months: August
(20 % for males and 40 % for females) and
September (11.1 % for males and 33.3 % for females).
The gametes reached the gametogenesis stage in
September (88.8 % for males and 66.6 % for females)
and continued until October (100 % for both sexes). In
November, the totality of males and females were inac-
tive. In December and January (J2) 2008, a new game-
togenic cycle started for the whole population with an
important proportion in resting (75 % for males and
66.6 % for females) and in the development stage
(8.33 % for males and 33.33 % for females).

Degree of occupation of tissues

Figure 8 represents the surface area occupied by gonad
(DOG), adductor muscle (DOM), and foot (DOF) tissues
of the Cerastoderma glaucum, from the studied site ac-
cording to the different stages of reproduction. For the
three studied tissues, no significant differences were ob-
served between males and females in the degree of oc-
cupation. For this reason, we analyzed the results based

20
18 | %
16 -
14 -
12
10 -

Condition index

S 1
J F M A M

J

W Females

0O Males

i

on the average values of both sexes. For the different
stages, we have combined males and females and we
have taken into consideration the predominant stage in
each month.

J A S (0} N

Gonad

Through the studied period, the highest and the lowest
values of DOG were respectively observed at the game-
togenesis and spent stages of each period of reproduction.
Statistical differences (p<0. 05) were observed between
the third period of reproduction and respectively the first
and the second periods. During the first period of repro-
duction (January (J1) 2007 to April), the DOG increased
significantly reaching a maximum rate (16.35 %) at the
gametogenesis stage then decreased at the spent stage.
During the second period (May—July), the DOG was at
maximum value (16.8 %) in the gametogenesis stage
and at minimum value at the spent stage (9.45 %). In
the third period of reproduction (August-November), the
DOG increased significantly from the resting to the ga-
metogenesis stage to reach a maximum value (22.8 %)
and then dropped significantly to reach the lowest level
(8.63 %) at the spent stage.

J A S O N D J2

Fig. 7 Mean condition index of Cerastoderma glaucum from Bayyadha site (*statistically significant differences, (P<0.05) between consecutive

months)
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Adductor muscle

The DOM (Fig. 8b) ranged from 8.6 % (spent stage of the first
period of reproduction) to 13.81 % (last development stage).
No significant differences in DOM were found during the
studied period of reproduction, except for the first period dur-
ing which a significant downfall was observed from the ga-
metogenesis to the spent stage.

Foot

The variations of DOF are represented in Fig. 8c. In the
first and third period of reproduction, no significant differ-
ences in DOF were observed between the four reproduc-
tive stages. During the second period, the DOF increased
significantly to reach a maximum value (22.39 %) at the
gametogenesis stage; then, it decreased and kept stable for
the remaining stages.

Glycogen concentrations

Variations in glycogen concentrations in the gonad, the adduc-
tor muscle, and the remainder (foot, siphons, and mantle) dur-
ing the reproductive cycle are reported in Fig. 9a—c, respec-
tively. Glycogen concentrations of males and females, and the
analysis of the results were thus based on the mean values of
both sexes.

Gonad

The highest value of glycogen concentrations (97.74 mg/g
w. w) was recorded in June when the majority of the
population was at the gametogenesis stage of the second
period of reproduction, while the lowest (7.04 mg/g w. w)
was registered in January (J2) 2008 when the majority of
population was at the development stage. During the first
period of reproduction (January (J1) 2007 to April), no
significant differences in glycogen concentrations were cal-
culated between the four reproductive stages. In the sec-
ond and third periods, the highest values (respectively
97.76 mg/g w. m and 83.38 mg/g w. w) were recorded
in June and September when the majority of the popula-
tion was at the gametogenesis stages, whereas the lowest
ones (respectively 51. 81 and 44.10 w. w) were recordrd
in July and November when the majority of the popula-
tion was at the resting stage.

Adductor muscle
During the first period of reproduction, glycogen concen-
trations showed no significant differences between the four

reproductive stages. In the second period, the glycogen
concentrations increased significantly from May (when
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the majority of the population was at the resting stage)
to July (the majority of population was at the spent
stage) to attain a maximum value (53.31 mg/g w. w),
and then decreased significantly to reach a minimum value
(6.79 mg/g w. w) in November (the majority of the pop-
ulation was at the spent stage of the third period of
reproduction).

The remainder

For the remainder, no significant differences in glycogen con-
centrations were observed either in the first or in the second
period of reproduction. For the third period, the maximum
value (30.09 mg/g w. w) was registered in August (the major-
ity of the population was in the resting stage) and the mini-
mum value (4.41 mg/g w. w) was observed in November (the
majority of the population was at the spent stage).

Discussion

The information available regarding the reproductive cycle of
Cerastoderma glaucum in Tunisia remains limited to a small
number of publications ( Zaouali 1974; Machreki-Ajmi 2009).
In this work, we provide a better estimation of the reproduc-
tive cycle of Cerastoderma glaucum from the Gulf of Gabes
using both quantitative and semi-qualitative methods. Based
on qualitative histological data, the present work shows that in
both sexes, there is proof of three synchronic reproductive
periods in the cockle Cerastoderma glaucum in the
Bayyadha site. Each period is initiated by a resting and devel-
opment phase and ended by a period of gonad inactivity (rest-
ing and spent stages). In general, we observed four predomi-
nant stages for males (resting, development, gametogenesis,
and spent) and only three for females (resting, development,
and gametogenesis). Spawning and spent stages were ob-
served in males but not in females. The maturity stage ob-
served in the Cerastoderma glaucum according to
Machreki-Ajmi 2009 was not observed in both sexes in our
study. This finding could be attributed to the fact that the
gametogenesis of our species took place too quickly. So, we
cannot observe some stages such as maturity stage. Besides,
we noticed that for each period of reproduction, the gameto-
genesis happened at varying temperatures over 19 °C in
March in the winter period ((January (J1) 2007 to April), in
June (35 °C) for the end of spring period (May—July), and in
September (33 °C) for the autumn period (August—
November). In agreement with the current study, several au-
thors have asserted that water temperature is the most impor-
tant environmental factor that influences the timing and dura-
tion of the gametogenic cycle for the different bivalves such as
the Cerastoderma glaucum (Zaouali 1974; Guillou et al.
1990). We saw that for each period of reproduction, the
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Fig. 8 Variation in area
occupation of gonad (A),
adductor muscle (B) and foot (C)
according to the development
stages of the cockle Cerastoderma
glaucum from January (J1) 2007
to January (J2) 2008.

(Means + confidence intervals at
95%) (n=15) Stages: R (1):
Resting; D (2): Development G
(3A): Gametogenesis S (4): spent.
(*Statistically significant
differences, (P<0.05) between
consecutive stages)
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Fig. 9 Glycogen concentrations
(means+confidence intervals at
95 %) in the three studied tissues
(gonad, adductor muscle, and
remainder) (n=20) of the cockle
Cerastoderma glaucum from
Bayyadha site according to the
development stages. R(1), resting;
D(2), development; G(3A),
gametogenesis; S(4), spent.
*P<0.05, statistically significant
differences between consecutive
stages
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duration of sexual rest was more important than that of the = sexual rest (gonad inactivity) after the three gametogenesis
gametogenesis, because the gonad exhibited a long period of  phases. In fact, the cockle species uses a lot of energy during
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the gametogenesis phase, which needs a long resting period
before the beginning of a new reproductive cycle. According
to previous studies (Chicaro and Chicaro 2001; Perez-
Camacho et al. 2003), salinity could also affect the growth
and reproductive activity of bivalves in general, and of cockles
in particular. In reality, several authors have asserted that
cockles’ species has a high capacity to tolerate great salinity
variations (Gimazane 1971; Zaouali 1974). In our study, the
Cerastoderma glaucum specimens seem to withstand high
variations of salinity (38-44 %o) and are even able to spawn
under these conditions.

The condition index (CI) is generally considered to reflect
the reproductive activity and changes in the physiological
condition of bivalves in relation to environmental factors
(temperature and nutrient supply) (Fernadez Castro and De
Vido De Mattio 1987; Massapina et al. 1999; Ojea et al.
2004)). In our study, the results show that CI remained stable
during the studied period, and a significant increase was ob-
served only in spring (April). This could consequently be due
to the rising water temperature during this period. It could also
be related to the nutrient supply that seems to be more impor-
tant in April because of the heavy rainfall registered in this
month.

As far as the sex ratio is concerned, the analysis shows a
predominance of males during 6 months (January (J1) 2007,
March, April, July, September, and November). This predom-
inance can be related to an important mortality rate among the
female population (Berthelin et al. 2000; Drummond et al.
2006a, b; Royer et al. 2008). In fact, we noted that the female
population undergoes an intense gonadic activity during this
period (except January (J1) 2007 and November) which needs
to mobilize a lot of energy for the gametes’ maturation. The
important mortality rates are always related to this intense
gonadic activity (Soletchnik et al. 2006a, b; Royer et al. 2008).

The polymodal cycle is a characteristic of the cockle’ spe-
cies in Tunisia and in other countries around the world. In fact,
the gametogenic cycle of Cerastoderma glaucum in the
Bayyadha site (Gulf of Gabes) generally appears similar to
that described by Machreki-Ajmi 2009 for the same species
in Ras Ungha (Gulf of Gabes), except for the discrepancy of
1 month between the spawning periods of this species. These
differences in the spawn timing would probably be linked to
variations in seawater temperature between the two sites
(Drummond et al. 2006a, b). In the case of the
Cerastoderma edule from the north of Bretagne (France),
Guillou et al. (1990) reported that the reproductive cycle of
this species is characterized by a succession of partial
spawnings that start in the spring and continue during the
summer and autumn when thermal conditions are favorable.

The histological quantitative approach by image analysis
has been widely used in studying marine bivalve reproduc-
tion, including mussels (Lowe et al. 1982), clams (Morvan
and Ansell 1988; Heffernan and Walker 1989), scallops

(Sundet and Lee 1984), and oysters (O’Beirn et al. 1996;
Enriquez-Diaz 2004; Royer et al. 2008). The present study is
the first to use the quantitative approach in investigating the
reproductive cycle of the Cerastoderma glaucum cockle in
Tunisia. The data of the image analysis included the percent-
ages of occupation of the adductor muscle (DOM), the gonad
area (DOG), and the foot (DOF) in terms of the different
stages of reproduction. The DOG results showed that during
the three periods of reproduction, this parameter increased
from the resting to gametogenesis stages as gonadic develop-
ment progresses, and then decreased from the gametogenesis
to the spent stage in response to the gametes release. This
observation is in accordance with previous studies dealing
with the Pacific oyster Crassostrea gigas (Fabioux et al.
2005; Royer et al. 2008). When comparing the percentage of
occupation of the three organs, the gonad and foot surface
seem to be higher than that of the adductor muscle which
did not vary during the period of study. Although many au-
thors reported that the adductor muscle tissue is the most used
to withstand energy during gametogenesis in Pectinidae,
Veneridae, and Cardidae (Barber and Blake 1985, Mac
Donald and Thompson 1986; Mathieu and Lubet 1993), our
results on DOM enabled us to suppose that the gonad and foot
were more involved than the adductor muscle in the storage
and mobilization of the glycogen reserves. In order to better
elucidate the involvement of these organs (gonad, adductor
muscle, and foot) in this process, measuring glycogen in these
organs was necessary.

In the second part of this study, we examined the seasonal
changes in the glycogen concentrations of the Cerastoderma
glaucum 1in relation to the gametogenic cycle. Glycogen was
practically chosen because it has a main role in providing
energy for the gametogenesis in bivalves (Ansel 1972; Ansel
et al. 1980; Barber and Blake 1985; Mathieu and Lubet 1993;
Ojea et al. 2004). During the end of spring (May—July) and the
autumn (August-November ) periods, the glycogen concen-
trations increased respectively in the gonad area from May
and August when the majority of population was in resting
stages to June and September when the most of population
was in gametogenesis stages. This result reflects the important
storage of this nutrient in the tissue in order to be used later as
energy source during the end of gametogenesis. Moreover, in
the two later periods (end of spring and autumn periods), a
decrease in glycogen concentrations was observed respective-
ly from June and September when the majority of population
was in gametogenensis stages to August and December when
the most of population was in spent stages. This decrease
could due to the use of stored glycogen during the activity
of gonad as has been described for other species of bivalves
such as mussels, clams, and oysters(Ojea et al. 2004; Lemaire
et al. 2006; Dridi et al. 2007; Serdar and Lok 2009). In the
winter period (January (J1) 2007 to April), we observed low
glycogen concentration in the gonad probably attributed to
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severe environmental conditions recorded in this period (de-
crease in seawater temperature and probably a lack of food).
This result is in accordance with previous studies (Fernadez
Castro and De Vido De Mattio 1987; Perez-Camacho et al.
2003; Soletchnik et al. 2006a, b; Mouneyrac et al. 2008) dem-
onstrating that quantities of energetic reserves stored (practi-
cally glycogen) are strongly correlated to favorable environ-
mental conditions (availability of food and temperature).

In the adductor muscle, although DOM remained constant
through the reproductive cycle, high glycogen concentrations
were observed in July when the majority of population was at
the spent stages. This result could indicate that glycogen was
stored in the muscle during the resting period in order to be
remobilized later during the reproductive activity. The same
observation has been described by Ojea et al. 2004 and Serdar
and Lok 2009 in the clam R. decussatus. Contrary to these
results, studies performed on the oyster’s adductor muscle
(Berthelin et al. 2000; Li et al. 2009) reported that glycogen
concentrations did not vary during the studied period, leading
to the conclusion that in oysters, this organ has a minor tran-
sitory storage role.

In the Cerastoderma glaucum remainder, high glycogen
concentrations were accumulated in August to be used later
during the gametogenesis activity. However, glycogen con-
centrations remained always at low concentrations during
the end of spring and the autumn periods. Similar observations
on the remainder of the clam R. decussates have been reported
by Beninger et al. (2003), Rodriguez-Moscoso and Arniaz
(1998), and Ojea et al. (2004). On the contrary, Ketata et al.
2007 have reported that in R. decussatus, glycogen was pres-
ent in the remainder at low levels at the beginning of the
reproductive cycle and subsequently tended to increase as
gametogenesis progresses.

Based on the relationship between the gonad development
and the accumulation and utilization of glycogen nutrients,
species can be classified as either conservative or opportunist
(Perez-Camacho et al. 2003). In several conservative species
such as the Agropecten purpuratus, R. decussatus (Ojea et al.
2004), and Argopecten irradians concentrator (Barber and
Blake 1981), gametogenesis depends largely on the amount
of glycogen stored. However, in other species, the storage
reserves and the gametogenic cycle exhibited an opportunistic
activity (e.g., Ostrea edulis; Bayne 1976). Indeed, in this
opportunistic species, gametogenesis occurs not only
when there is an abundance of food in the environment
but also when gonadal development occurred at the ex-
pense of accumulation of nutrients. In our study, the
glycogen pattern suggests that the Cerastoderma
glaucum from the Bayyadha site adopts a conservative
strategy since in the end of spring and the autumn pe-
riods, gametogenesis took place at the expense of the
glycogen stored in the three organs (the gonad, the re-
mainder, and the adductor muscle).
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Conclusion

This study is the first to demonstrate the relationship between
the reproductive cycle of the cockle Cerastoderma glaucum
and the management of the glycogen reserves in the Bayyadha
site. In fact, the description of the reproductive cycle of the
Cerastoderma glaucum, in this study, provides a valuable in-
sight for a possible exploitation of this species. This is impor-
tant for the sustainable management of stocks, as well as for
future aquacultural projects for this species whose commercial
value is not yet recognized in Tunisia. In the same way, the
detailed knowledge of the gametogenic and spawning period
and the energy storage, as described in this study, may also
allow us to predict the optimal reproductive time for the intro-
duction of artificial spawning in aquaculture.
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Ecotoxicology and phylogeography studies of the cockle Cerastoderma glaucum from
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Résumé

Cerastoderma glaucum est un modéle biologique de
choix pour des études phylogéographiques et
écotoxicologiques.

Une étude de sa structure génétique en méditerranée
occidentale a été réalisée en utilisant deux types de
marqueurs, mitochondrial et nucléaire. Les résultats
obtenus ont révélé a travers I’ADN mitochondrial une
population tres divergente de toutes les autres
populations (Ellouza, Sud de la Tunisie).

Une étude écotoxicologique sur des populations issues
de ce site Ellouza et deux autres sites a proximité dans
la région du golfe de Gabes a été réalisee dans le but
d’étudier la réponse adaptative des populations de la
coque C. glaucum en milieu naturel a différents
niveaux de 1’organisation biologique allant du niveau
individuel jusqu’au niveau cellulaire et moléculaire. En
parallele & cette étude, deux expérimentations en
laboratoire ont été réalisées afin de préciser les
mécanismes pouvant expliquer le succes ou I’échec du
maintien des populations de C. glaucum. La premiére
expérimentation a été réalisée en utilisant des effluents
industriels et la deuxiéme en utilisant un contaminant
pur le cadmium. Les niveaux de 1 organisation
biologique concernés par cette étude étaient le niveau
individuel et le niveau moléculaire. Différents
biomarqueurs impliqués dans la réponse & différents
types de stress: (MT), (ABCB1), (MnSOD et
CuznSOD), (CAT), (HSP70) et (COI) ont été utilisés
en milieu naturel ainsi qu’en conditions controlées et
les résultats obtenus ont montré I’importance du
métabolisme énergétique dans la réponse au stress
quelque soit ’approche utilisée (in situ/ expérimental) a
travers la régulation de 1’expression du gene COL.

Mots clés : Cerastoderma glaucum,
Ecotoxicologie, Phylogéographie, Golfe de
Gabeés, Méditerranée occidentale,
Biomarqueurs, Milieu naturel, Conditions
controlés.

Abstract

Cerastoderma glaucum is an adequate biological model
for phylogeographic and ecotoxicological studies.

A study of its genetic structure in the Western
Mediterranean sea was conducted using two markers
types: mitochondrial and nuclear. The DNA
mitochondrial marker results show a divergent
population from all the other ones (Ellouza South of
Tunisia).

An ecotoxicological study of populations sampled from
Ellouza site and two other nearby sites in the Gulf of
Gabes region was carried out in order to study the
adaptive response of natural populations of C. glaucum
at different levels of biological organization from the
individual level to the cellular and molecular ones. In
parallel, two laboratory experiments were performed to
clarify the mechanisms that may explain the success or
failure of maintaining populations of C. glaucum. In the
first one, industrial effluents were used and in the
second we have used a pure contaminant, the cadmium.
These studies experiments concerned individual and
molecular levels.

Different biomarkers involved in the response to
different types of stress: (MT), (ABCB1) (MnSOD and
CuzZnSOD) (CAT) (HSP70) and (COI) were used in
natural and exposed cockles.

Results showed the importance of energy metabolism in
response to stress whatever the used approach (in situ /
Experimental) through the regulation of the expression
of the COI gene.

Keywords : Cerastoderma glaucum,
Ecotoxicology, Phylogeography, Golfe of
Gabés, Western Mediterranean sea,
Biomarkers, Natural conditions, Controllerd
conditions.
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