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La prise de conscience actuelle des problemes l&sraissance industrielle et a la
pollution provoquée par le développement économégargendré une demande sociale en
faveur de la préservation et de la restaurationédesystemes. Face a cette situation, les
méthodes d’analyses physico-chimiques, bien qu@uaai plus performantes, atteignent
leurs limites en tant qu’outils d’aide a la gestemvironnementale, car elles ne prennent
généralement pas en compte la notion de spéciatiate biodisponibilité des polluants. Il
est donc apparu nécessaire de compléter ces mepareses données biologiques
permettant d'évaluer l'effet potentiel global desstances présentes dans le milieu vivant.
En cela, les biomarqueurs constituent des outillbbiques supplémentaires, car ils offrent
une réponse précoce et sensible a une large gampaldants, en particulier des métaux
lourds. En revanche l'utilisation d’'un seul biomaegr est insuffisante pour évaluer les
risques encourus par I'écosystéme, il va fallairsgr plusieurs biomarqueurs d’une fagon
simultanée au niveau d'un organisme bioindicatelbes bioindicateurs sont des
organismes bioaccumulateurs qui peuvent nous gamsesuUr les variations spatiales et
temporelles des concentrations de métaux biodibfEmiAinsi, les bivalves sont reconnus
comme bioindicateurs en raison de leur forte ca@arcibioconcentrer les xénobiotiques.
Des travaux antérieurs ont montré que La co@eestoderma glaucuntonstitue un
excellent indicateur de contamination (Machreki-Aand Hamza-Chaffai, 2006). Il s’agit
d'un bivalve filtreur largement distribué sur leStes de I'Europe et de la Tunisie. Le
golfe de Gabes abrite une importante populatiocetie espéce.

Le golfe de Gabeés est situé sur les cotes Sud€k @unisie. De par sa richesse
en ressources halieutiques, il offre de grandesilpiiges pour les activités de péche et
présente donc un intérét économique important. @kpe, la situation de cette région
s'est détériorée en raison de la croissance déptugree et de linstallation de grandes
activités industrielles exercant sur le milieu manne grande pression anthropique. En
effet, des travaux antérieurs ont montré que laorédu golfe de Gabeés est influencée par
des effluents riches en certains métaux et paidi@rhent le cadmium. La compréhension
des différentes modalités d’action de ce métalquaiet dangereux sur les organismes

marins est donc importante.

rale

Cependant les études réalisées@uglaucumoriginaire du golfe de Gabes, bien'=

ene

gue trés peu en nombre, ont mis en évidencstu les effets de la contamination par Ie(c:n
. . N T e . Z: (@]
cadmium de cet écosysteme sur les variations efe=uts en métallothionéines et ens

malonedialdéhyde et sur lactivité de l'acétylchéktérase (Machreki et al. 2008).
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Néanmoins, la répartition spatiale de ce contantir@insi que ses effets au niveau d’'un
site exposé a la pollution font I'originalité gwemier chapitre de cette theseAinsi des
échantillons deC. glaucumont été collectés suivant une grille de prélevanmeagin
d’étudier la répartition spatiale des concentratien cadmiunin toto, métallothionéines,
malonedialdéhyde et I'activité de I'acéticholinéase. Cette étude est considérée comme
la premiere a utiliser un organisme bioindicatgaour établir cette répartition spatiale au
lieu des mesures des concentrations métalliques ltsau de mer ou dans le sédiment qui
ne reflétent pas la fraction biodisponible du métaingston et al. 1998). En se basant sur
les résultats du premier chapitre de ce travagiajoe ceux des travaux antérieurs réalisés
in situ (Hamza-Chaffai et al. 1999 ; Smaoui-Damak et 803; Ketata et al. 2007 ;
Machreki-Ajmi et al. 2008) et qui ont montré la tercontamination métallique de
différents sites du golfe de Gabés, la questionsgupose est la suivante : pour survivre
dans de telles conditions, est ce que les orgasisnagins occupant cet écosystéme ont pu
développer des systemes adaptatifs particuliessque¢ «le systeme métallothionéine » ?
Pour répondre a cette question nous avons donepeistrune étude dont le but est de
cloner ’ADNc codant pour la MT chez les deux eg®les plus abondantes dans le golfe
de Gabes qui soi@. glaucumet Ruditapes decussatadin de pouvoir les utiliser comme
sonde pour étudier I'induction du géne MT au nivdas tissus des animaux contaminés et
témoins. Pour réaliser cette étude, une expérielece&ontamination a été envisagée.
Cependant, lors du choix des concentrations de £al@$i que la durée de contamination
aucune étudén vivo réalisée suf. glaucumn’a été disponible pour pouvoir I'utiliser
comme référence. Ce qui n’était pas le cas paudecussatusAinsi, une étuden vivo
dont le but est de déterminer les conditions ogéma’induction du géne MT che2.
glaucuma été réalisée. Cette étude qui fait I'objedeuxieme chapitre de cette thesest
considérée comme une étude préliminaire pour niatigéme chapitre dont lebut est de
cloner TADNc codant pour la MT che2. glaucumet R. decussatus

Une autre constatation qui a suscité notre intétéit la présence de deux
phénotypes chez la coq@&® glaucum desC. glaucuma pied jaune et d’autres a pied
orangé. Pour répondre a la question si cette diffé&d phénotypique est liée a une
différence génétique ou pas, une étude moléculaste sur la détermination des%
séquences de certains marqueurs génétiques telegjaéquences de 28S, ITS1 et COl ¢
été réalisée et a fait I'objet dyuatrieme chapitre de cette these. Cette étude nous

également permis d’établir une différenciation dgigu& entreC. glaucumet C. eduleau
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lieu de la différenciation basée sur des criteregphologiques qui a été le sujet de
plusieurs débats.
Les principaux objectifs de cette thése se résuntmms les points suivants :
¢ Les objectifs de la premiére partie ayant pour détudier la répartition spatiale de
cadmium et de quelques biomarqueurs cBerastoderma glaucurnollectées dans une
zone polluée, sont :
e Etudier I'impact d’'une contaminatiom situ (au niveau de chaque point de
prélevement) par le cadmium sur un organisme bicateur Cersatoderma
glaucunm) en mesurant les concentrations en cadmiantoto, les teneurs en
métallothionéines, les taux de malonedialdéhyde Bactivité de
I'acétylcholinéstérase.
 Etablir la répartition spatiale du cadmium et ds sffets au niveau d’une zone
exposée a la pollution a travers l'utilisation derganisme bioindicateur.
¢ Les objectifs de la deuxiéeme partie visant a @wudes variationsin vivo des
concentrations en biomarqueurs (métallothionéimaaddnedialdéhyde) avec le temps et la
concentration du cadmium ch€z glaucunsont :
» Déterminer I'effet d’'une contaminatian vivo par différentes concentrations de
CdCk durant un temps d’exposition variable sur les tenen métallothionéines et
malonedialdéhyde chez. glaucum.
» Estimer les conditions optimales d’induction dungémétallothionéine cheZ.
glaucum
¢ Les objectifs de la troisieme partie visant aeloret a caractériser 'ADNc de
métallothioneine chez deux bivalves MéditerranéeRsaditapes decussatust C.
glaucum sont :
* Cloner ’'ADNc codant pour la métallothionéine chirzdecussatustC. glaucum
» Etudier l'induction du gene MT au niveau de diféts tissus des animaux
contaminés
» Etudier linduction du géne MT au niveau des braes des palourdes
contaminés et témoins.
¢ Les objectifs de la quatrieme partie ayant pout #hétablir une différenciation
génétique entre especes et populations du gamastodermasont :
« Etablir une différenciation génétique enteglaucumetC. edule
» Etudier la divergence génétique au niveau ietranterpopulationnel d€.

glaucumetC. edule.
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» Etablir une différenciation génétique entre deunérotypes de la population

tunisienne d€. glaucum
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A. Les métaux lourds

Les métaux lourds sont présents dans l'eau de mes slifférentes formes
chimiques. lls peuvent étre sous forme ionique @soebés sur les particules minérales ou
organiques. Leur disponibilité change tres forteimeavec les parametres
environnementaux tels que la température, la saleti le pH. La spéciation d’un métal

dans le milieu marin représente un probleme fondémhecar sa biodisponibilité et par
conséquent sa toxicité dépend de sa forme chimigusi a une salinité de 33.., la

majeure partie du chlorure de cadmium se transfagmein complexe neutf€dCh]°
(Viarengo, 1989).

1. Mécanismes moléculaires de la toxicité des métawurds

Chez les mollusques, il a été démontré qu’une cain&ion par les métaux lourds
peut affecter la croissance, la consommation @e/giene, la reproduction etc (Viarengo,
1989). Néanmoins, peu de travaux ont été réalisgsl'sffet d’'une contamination

métallique au niveau cellulaire.

a. Effet sur la membrane cytoplasmique

La membrane cytoplasmique représente la premieméet® pour les métaux au
niveau de la cellule. Il a été démontré qu’en astlaux protéines cytoplasmiques et aux
phospholipides, les métaux engendrent une altératoleurs structures ainsi que de leurs
fonctions (Evtushenko et al. 1986). L'un des efféts plus important des cations
métalliques tel que le cadmium (Cd), le cuivre (Qe)mercure (Hg) et l'argent (Ag) est
I'inhibition de l'activité des ATP ases Na-K dépamtes (Bouquegneau et Gilles, 1979).
Les métaux lourds peuvent aussi altérer la straalarla membrane cellulaire en stimulant
par exemple la peroxydation lipidique et en épuidarcontenu cellulaire en glutathion

(GSH) nécessaire pour la protection contre le stoggdatif (Dianzani et Ugazio, 1978).

b. Effet sur le noyau
Une fois dans la cellule, les métaux vont rapidenssccumuler dans le noyau
(Bryan et Hidalgo, 1976). A ce niveau, ils vontraiier la synthése d’ARNm codant pour ,
les métallothionéines (MTSs), inhiber I'activité B&RN polymérase | et Il responsables deéT
la synthése de 'ARNr et ’TARNmM respectivementgedt la structure et le métabolisme de%

I’ADN et causer des anomalies au niveau des chromes (Viarengo et al. 1982).
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c. Effet sur le systeme vacuolaire lysosomal

L’exposition au Cu ou au Cd engendre une déstabidis au niveau des
membranes des lysosomes, organites cellulaires rasmésule catabolisme des
macromolécules, suivi d’'une augmentation du caisia@ protéique (Glaumann et
Ballard, 1987). En effet, il a été démontré qu'weatamination des moules par le cuivre
engendre une activation des enzymes lysosomaléSopytiques (mytilidases) au niveau
de la glande digestive (Viarengo, 1989). Il semdmac qu’'une exposition des invertébrés
a de faibles concentrations de métaux lourds a pouséquence le catabolisme des
macromolécules telles que les protéines. Ce qui @& confirmé par 'augmentation de
I'activité du B-glucuronidase au niveau des cellules de la glatigestive des moules
contaminées par le cuivre. Cependant une contaimmapar des concentrations
importantes de métaux peut amener a une inhibiies protéases lysosomales et par
conséguent une augmentation de la demi-vie degipest peut étre observée (Moore et
Viarengo, 1989).

Les métaux lourds alterent donc la physiologie €& arganites par deux voies :
d’'une part en déstabilisant les membranes desdyses primaires et secondaires et en
augmentant le taux d’activité des lysosomes, déaytart en bloquant l'activité des
enzymes hydrolytiques et en inhibant le processatabolique cellulaire, lorsque les

concentrations en métaux sont élevées (Viarend®9)19

d. Effets sur les mitochondries

La capacité des mitochondries a accumuler les méimurds a été démontrée
(George, 1972). Cette accumulation a pour conséguén perturbation de la fonction
mitochondriale en altérant les membranes mitochaledr par la voie de la peroxydation
lipidigue et en augmentant la perméabilité aux peptides ce qui entraine une
perturbation au niveau du gradient protonique nasgble de la synthése d’ATP
(Viarengo, 1989). Les meétaux peuvent agir également lactivité des enzymes
mitochondriales tel que I'inhibition d’isocitrateeklydrogenase nécessaire pour la synthese
de 'ATP (Viarengo, 1989).

e. Effet sur le réticulum endoplasmique

hique

Il a été démontré que les métaux lourds alteredistaibution des ribosomes entre-

ofap

le cytosol et le réticulum endoplasmique. Au nivedes cellules saines, trés peu d
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polyribosomes ou attachés au réticulum endoplasenfyiarengo, 1989). Une exposition

e Bi

au cadmium provoque une augmentation du nombraleEsomes libres et une diminution
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du nombre des polyribosomes ce qui amene a unendiimn de la synthese protéique.
Les meétaux lourds affectent, également les acsivisnzymatiques du réticulum
endoplasmique. Parmi ces enzymes on peut citgphdaphatase alcaline, les oxygénases

et la benzopyréne hydroxylase (Viarengo, 1989).
2. Exemple de métaux lourds : Le cadmium

Le cadmium est un élément relativement rare etisteeyas naturellement a I'état
natif. Il est présent dans la crolte terrestre @1 fdibles concentrations ou il est souvent
associé au zinc et au plomb. Il est également abtemme sous-produit de raffinage du
plomb et du cuivre.

Le cadmiumest principalement utilisé pour la métallisatiors dmirfaces, dans la
fabrication des accumulateurs électriques, des gigsn des stabilisants pour les matiéres

plastiques et des alliages (Hamza-Chaffai, 1993).

a. Propriétés physiques
Le cadmium est un métal blanc argenté ayant dgwiptés physiques proches de
celle du zinc. Il fond a 320,9°C et bout a 767°©rd_de I'ébullition du cadmium, il se
dégage des vapeurs jaunes toxiques. Sa densité 8660 kg/m Il est ductile (résistant &
I'étirement), malléable et résiste a la corrositmasphérique, ce qui en fait un revétement

de protection pour les métaux ferreux (Adriano,&)98

b. Propriétés chimiques
Les propriétés chimiques du cadmium sont semblablesles du zinc. Il s’oxyde
tres peu a température ambiante et brlle dansdfadonnant I'oxyde anhydre CdO. La
masse molaire atomique du cadmium est de 112 4l gAddano, 1986).

c. Pénétration, accumulation et détoxification du cadrnum
Chez les organismes aquatiques, I'assimilation rdétaux, tel que le cadmium,
associés a des particules non dissoutes, peuirseaféravers le tractus digestif lors des
prises de nourriture (Jennings, 1979). Les métawsotution sont absorbés par les surfaces
directement en contact avec le milieu extérieuqted les branchies. Les formes ioniques
libres entrent par simple diffusion passive a trada membrane cellulaire (Carpené etqj)
George, 1981). Les formes complexées, comme lesokydes ferreux entrent par deséy

phénomenes de pinocytose (George, 1980).

ograp

Pour la forme particulaire, la prise du métal pseitfaire par endocytose. Cette=

b

endocytose peut se produire au niveau de I'épithebranchial mais surtout au niveau deé”
épithéliums des voies digestives (George, 1980).
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La tolérance des organismes marins a des condengatlevées en métaux dans le
milieu, se fait grace a la régulation des tenenisrnes en métaux et a I'accumulation des
meétaux en exces sous des formes non toxiques (\aret Nott, 1993). En effet, grace
aux mécanismes dont le réle est de rétablir I'hstasie telle que la liaison aux
métallothioneines, la compartimentation au niveas tiysosomes et la formation de
précipités insolubles (Fig. 1) (Viarengo et Not§93), les teneurs internes en métaux
essentiels sont maintenues a des niveaux bénéfiQuesd cette capacité de régulation est
dépassée, le métal devient toxique (George, 1Fa)r éviter cette toxicité, les cellules
possedent des systémes d’élimination ou de nesat@in des métaux en exces (Viarengo
et Nott, 1993). Au niveau du cytosol, un des systehes plus importants est la prise en
charge des métaux par des ligands spécifiquegieldes métallothionéines (Viarengo et
Nott, 1993). Une autre possibilité de séquestraties métaux est l'inclusion de ces
éléments dans des lysosomes. L'accumulation desumdteut se faire grace a différents
types de réactions biochimiques telles que l'inocaipon des cations a des granules de
lipofuscines (Viarengo et Nott, 1993). En effet,euexposition prolongée aux métaux
déclenche la réaction de peroxydation lipidiquenaeau des lysosomes, dont le produit
final est un pigment lipoprotéique insoluble : l@ofuscine ; les métaux sont alors
immobilisés sous forme insoluble dans les grandkeslipofuscine (Viarengo et Noitt,
1993). Les lysosomes jouent aussi un role dansatabolisme et I'élimination des
métallothionéines, ce qui amene par conséqueneaccumulation métallique (Viarengo,
1989).
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Figure 1: Représentation schématique des voies d’entrée dtsurchez les
bivalves ( Viarengo et Nott, 1993)
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d. Cd chez les organismes marins

La bioaccumulation du Cd chez les organismes mariét étudiée en laboratoire
et en milieu naturel. Chez les poissons, le foprésente un lieu préférentiel de stockage
de Cd comparé aux muscles et aux gonades (HamZ&iCka al. 1996). Chez les
mollusques bivalves 'accumulation de Cd dépendetups d’exposition et varie selon
I'organe étudié. Barka et ses collaborateurs (2@0it)mis en évidence la toxicité du Cd,
par les tests de CL 50, chez I'espébegriopus brevicornis(crustacé copépode).
Mouneyrac et ses collaborateurs (2001) ont montide de Cd s’accumule
préférentiellement dans I'hépatopancréas des crBaebygrapus marmoratusChez le
bivalve Pyganodon grandi$accumulation du Cd au niveau de la glande digestuit le
gradient de la contamination métallique (Bonneris ab 2005). Bebianno et ses
collaborateurs (2005), ont observé une accumulal®rCd au niveau des branchies de
Bathymodiolus azoricyscette accumulation est plus importante que celilservée au
niveau du manteau. Chez les mowailus edulis les concentrations en Cd augmentaient
proportionnellement a la période d’exposition (Ardidriquet et al. 1986). Chez les
huitres Crassostrea gigasMouneyrac et ses collaborateurs (1998) ont oBsene les
concentrations du meétal dans la glande digestiaergét plus élevées que celles
enregistrées dans les branchies. (Reditapes decussatuss études de contamination en
Cd effectuées au laboratoire (Géret et al. 2002 Uaghar-Chaabouni et al. 2007), ainsi
que les études menéiessitu (Hamza-Chaffai et al. 1999) ont montré d’'une pauie les
concentrations en Cd augmentaient avec sa tenews ldamilieu environnemental et
d’autre part que l'ordre d’accumulation était: rgla digestive > branchies > reste
(Bebianno et Serafim, 2003).

B. Les bioindicateurs de pollution

Le recours a des méthodes basées sur des obsesvajimlitatives et/ou
quantitatives des organismes vivants dans les unrilieaturels est rapidement apparu
comme un moyen potentiel de pallier les insuffigsndes méthodes d’analyses chimiques.
Ainsi, dés le début du XXsiécle, les organismes aquatiques ont été utikieésme

indicateur de la qualité de I'eau des rivieres @dig et al. 1998). D'ou le nom de.

phique

bioindicateur défini comme especes ou groupes d&Espqui, par leur présence et/ ou leurs
(@)
abondance, sont significatifs d’'une ou de plusiguopriétés de I'écosysteme dont ils font2

b

partie (Guelorget et Perthuisot, 1984). D’'innomieatiravaux ont été publiés sur 'emploi®

o . . . o O
de bioindicateurs tels que les especes bioaccuncekatdestinés a évaluer la qualité dess

L
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milieux naturels. En effet, I'accumulation de car$a polluants par les organismes
bioaccumulateurs facilite leur mise en évidencdeet quantification par des méthodes
chimiques et/ou physiques (Amiard et al. 1989).dDes, les especes bioaccumulatrices
retenues comme bioindicateurs sont en général dpeces sessiles, abondantes,
relativement résistantes aux toxiques et d’'unealdeévie suffisante qui leur confére une
capacité d’intégration des variations de la quatité milieu (Amiard et al. 1989). La
palourdeR. decussatust la coqueC. glaucumont été utilisées comme bioindicateurs de
pollution métalligue de leur environnement (Machw&lmi et Hamza-Chaffai, 2006 ;
Smaoui-Damak et al. 2004). En effet, la palourd&éautilisée par le réseau national de
surveillance des zones de production des molluskjwaes/es qui a été mis en place depuis
1995. Quatre principaux réseaux nationaux tunisiengté mis en place :

-REMI : réseau de surveillance microbiologique,

-REPHY : réseau de surveillance du phytoplancton,

-REBI : réseau de surveillance de biotoxines marine

-RECNO : réseau de surveillance chimique (Hamz@3R0
1. Ruditapes decussatus

a. Position systématique
Embranchement : Mollusques
Classe : Lamellibranches
Ordre : Eulamellibranches
Sous Ordre : Hétérodynes
Famille : Veneridae
Genre Ruditapes

Espece decussatus

b. Coquille
La palourde possede une coquille équivalve, inatgrille. Elle est ornée d'un
double jeu de stries rayonnantes, partant du sometetie stries concentriques, bien
marquées a l'arriére. La charniere comprend trerdsdcardinales sur chaque valve (Fig.
2). Il n'y a pas de dents latérales. La forme gdadte la coquille peut varier énormémen%

d'une population a l'autre. La coloration exteradadcoquille est trés variée (Franc, 1960).5.
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charnidre umbo ou crochet ligne de croissance

ligament dents de la

charniére
cicatrices

hauteur

sinus palléal

ligne palléale partie ventrale longueur

Figure 2: Caractéres externes et internes des valves de rdaloCesari et
Pellizzato, 1990) :

c. Anatomie
Le corps mou est couvert par le manteau (Fig. 8), st composé de deux
membranes de tissus fins. Les deux lobes du mastedattachées a la coquille au niveau
de la charniére ventrale et s'étend dans la cpaitéale. lls sont libres sur les bords. Outre
la sécrétion des valves qui constitue la fonctidngpale du manteau, ce dernier assure
d'autres taches. Il a une fonction sensoriellaigeila fermeture des valves en réponse a

des conditions défavorables du milieu environngrdrfc, 1960).

Chez les palourdes, les deux muscles adducteigrs3) sont localisés a proximité
des bords antérieurs et postérieurs des valves deguille. Le muscle ferme les valves et
agit contrairement au ligament et au resilium, gaoirainent l'ouverture des valves au
moment du relachement des muscles. Deux pairesatetbes (Fig. 3), qui assurent la
respiration, sont localisées sur chaque coté dpscdk I'extrémité de la partie antérieure,
se trouvent les siphons. Les siphons sont forméslgananteau qui présente deux
structures palléales ventrales déterminant un cerifinhalant et un orifice exhalant
(Cleveland et al. 1995). A la base de la masserase se trouve le pied. Dans des especes,

telles que les palourdes le pied est un organe ddeeloppé dont l'animal se sert pour

e

s'enfouir dans le substrat et se maintenir dangpasigion donnée (Franc 1960).
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Figure 3 : Anatomie interne du corps mou de la palourde (Ces#&tellizzato, 1990).
d. Alimentation
La palourde se nourrit principalement de phytopiamaet de matieres organiques
particulaires. Ces éléments vitaux sont amenédepapurant d’eau créé par le siphon
inhalant de la palourde a la surface du sédimeefulLainsi filtrée passe a travers les
branchies qui retiennent a la fois I'oxygene disstans 'eau et les substances nutritives.

Le siphon exhalant assure la fonction d'excréti®obfal et Widdows, 2000).

e. Habitat et répartition géographique
La palourdeRuditapes decussatest tres abondante au niveau de la zone Estran du
golfe de Gabes. Elle vit enfouie dans les fondseseh sables et graviers vaseux ou vases
compactes de I'étage infralittoral et des lagur@ges. La palourde, microphage filtreur,
a éte largement utilisée comme espéece bioindieatiécmilieux.
Cette espece a vaste répartition géographique sitemte en Atlantique et en
Méditerranée. En MéditerranéRuditapes decussatest trés répondue le long des cotes

Est et Ouest, et méme autour des iles (Ben Hap)199

f. Croissance
La croissance est fortement ralentie pendant Bosdroide. Elle est maximale au
printemps et a 'automne. De fortes variations eetgs années sont observeées, elles so_lqée
liées a la variabilité des conditions climatiquiea.croissance est également tres variablé—
en fonction de la saison, du site, de la densitieda nourriture disponible (Maitre-Allain,
1983).
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g. Reproduction
La reproduction de la palourde est cyclique etdesx périodes privilégiés de la
ponte se situent respectivement de fin mai & d@hbot et de la mi-octobre a début
novembre (Trigui- EI Menif, 1995). La maturatioexselle et 'émission des gametes se
font sous l'effet d'une hausse progressive de teatpee. L'essentiel de la reproduction
s’effectue pendant le printemps et secondairemeriucomne (Medhioub, 1986), période

coincidant avec une augmentation de la productiongre (Trigui- EI Menif, 1995).
2. Cerastoderma glaucunet Cerastoderma edule

a. Taxonomie
Embranchement : Mollusques
Classe : Bivalves
Sous classe : Pélécypodes
Ordre : Eulamellibranches
Famille : Cardiidae
Genre Cerastoderma

Espéce glaucunt edule

b. Biologie deCerastoderma glaucuiedule
Ce sont des animaux au corps mou (Mollusque) eatdun manteau qui délimite

une cavité palléale dans laquelle baignent 2 paides branchies lamelleuses
(Lamellibranche). La téte est atrophiée et le pigdeloppé "en forme de hache" (=
Pélécypodes). La coquille posséde 2 valves égalies par la charniere du cété dorsal
(Fischier et al. 1987). Il s'agit d’especes benilks sédentaires qui vivent enfouies, a
faible profondeur, dans les vases littorales, #des ou les graviers cotiers (Fischier et al.
1987). A la surface du sable, on distingue diffisient deux trous qui correspondent aux
deux orifices respiratoires qui se prolongent pagsibhons courts, le siphon inhalant est
proche du pied alors que le siphon exhalant estheralu crochet de la coquille. Ces
siphons communiquent avec la cavité palléale qudesc traversée par un courant d'eau
qui baigne les branchies formées de filaments, edes de cils vibratiles. La respiration
est branchiale (Zouari, 1985). Ce sont des consdeursamicrophages suspensivoges

ique

se nourrissent de particules en suspension dans hetamment des algues unicellulaire%
qui sont entrainées par le courant d'eau qui tsaviarcavité palléale; I'eau est filtrée, et ungﬁ
tri des particules est effectué avant l'ingestithrs’agit d’animaux a sexes séparés; a I'issu%
d'une fécondation aquatique externe, les oeufs aetdnmaissance a des larves véligeres

Etud

ciliées qui aprés métamorphose donneront un jurélibchreki-Ajmi, 2002).
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c. Différences morphologiques entreC. glaucumet C. edule

Une différenciation basée sur la morphologie decdquille a été réalisée par

Rasmussen (1973) :

Caractéristiques de la coquille

C. edule

C. glaucum

Forme

Normalement arrondie, parfois
asymétrique, rarement allongég
dans la partie postérieure

Asymétrique, allongée
postérieurement, varie en
fonction des conditions
environnementales,
extrémement asymétrique dans

les eaux stagnantes salées.

Cotes

Cétes denses, plates, arrétes
transversales largement espacé

I'espace entre les Cotes est réd

Cotes aiguisées, I'espace entre

les Cotes est large

Structure interne

Marginale qui s'étend sur une
partie de la coquille

Marginale qui s’étend sur toute

la partie interne de la coquille

Longueur du ligament de la
charniére par rapport a celle

de la coquille

Ligament long, coquille

compressée

Ligament court, coquille gonflée

Periostracum

Epais, développé autour de la

coquille, absent au centre

Epais et mieux développé, il
couvre 75% de la surface de la

coquille

Couleur

Blanchatre, pigment bleu -
marron entourant I'ouverture

des siphons

La pigmentation dépend des

conditions environnementales

Tableau 1.Différences observées au niveau de la coquill€.dglaucumetC. edule

Figure 4.C. glaucum

Figure 5.C. edule
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C. Les biomarqueurs

Un biomarqueur est un changement observable etimesurable au niveau
moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologiqusu comportemental, qui révele
I'exposition présente ou passée d’'un individu anaoins une substance chimique a
caractére polluant (Lagadic et al. 1997). Les erpgmtations en conditions controlées ont
largement démontré que les biomarqueurs peuveatuéitisés pour évaluer I'exposition
des individus a des xénobiotiques et, dans certeaiss les effets de ceux-ci sur les
structures et fonctions vitales de l'organisme (gt et al. 1992). Ces bases
expérimentales ont permis d’envisager ['utilisatides biomarqueurs dans le milieu
naturel, notamment dans le cadre des programmesudeillance de la qualité de
I'environnement (McCarthy et Shugart, 1990 ; Pdlaik&192).

L’analyse du réle fonctionnel des biomarqueurs ps@ge par Depledge (1994) a
montré que les biomarqueurs contribuent essentiel¢ au maintien de '’homéostasie de
'organisme. Lorsque la dose interne et/ou la dut&xposition augmentent, certains
biomarqueurs, comme les métallothionéines, intanéat pour compenser l'action des
contaminants, notamment en limitant leur toxicid&autres biomarqueurs au contraire ne
contribuent en rien a limiter I'action des toxiquels la subissent. C’est par exemple le cas
de la synthese du malonedialdéhyde et l'inhibitlen’acétylcholinestérase (Lagadic et al.
1997).

1. Les métallothionéines

Les métallothionéines (MTs) appartiennent au grodes biomarqueurs qui
contribuent a limiter la toxicité des xénobiotiquekstoriquement, les premieres MTs ont
éte isolées par Margoshes et Vallee (1957) daosrtex rénal des chevaux. Les MTs sont
des protéines stables a la chaleur, de faible paidééculaire (6-7 KD chez les
mammiféres), ne possedent aucun acide aminé amueathi histidine, ni méthionine,
mais elles ont, en revanche, une exceptionnellesse en résidus de cystéine (20 a 30%
de la totalité des acides aminés) et de ce faiimpertante capacité de liaison des métaux
(Kagi et Vallee, 1960).

1.1 Classification et Nomenclature

raphique

Le critere retenu pour classer les différentes M3sl'alignement des séquencesy
Cys-Cys, Cys-X-Cys et Cys-X-Y-Cys, ou X et Y reméent un acide aminé autre que Iag
cystéine. Selon ce critere, trois classes de MTsetindéfinies (Fowler et al. 1987). La%

7 , , . . =)
classe | regroupe I'ensemble des MTs déecouverteg @B vertebrés ainsi que cellesT
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appartenant a d’autre phyla mais qui présenterignement des résidus de cystéines tres
proche des MTs des vertébrés. La classe Il compeagbrotéines qui présentent plusieurs
propriétés communes avec les MTs mais pas d’horeokgec les MTs de mammiferes.
Parmi les MTs de la classe Il figurent les MTs daesdphiles, d’oursins, de nématodes, de
champignons et de cyanobactéries. La classe Itbopg des polypeptides qui sont tres
différents des MTs des deux premieres classesolts organisés en motifs ayant pour

structure (Glu-Cys}Gly ou n varie de deux a dix.
1.2 Propriétés biochimiques

a. Composition en acides aminés

La caractéristique principale des MTs est leurefdgneur en résidus cystéines
présents dans des motifs Cys-X-Cys (Fig. 6) depaur la premiére fois par Kojima et al
(1976). Ce motif s’est réveélé présent dans I'enderdbs MTs qui ont été décrites jusqu’a
présent. La composition en acides aminés des Miis salon les especes, la plupart des
vertébrés présente des MTs contenant entre 60 eis&us d’acides aminés (Palmiter et
al. 1992). Seulement 25 acides aminés composaMTladu champignon filamenteux
Neurospora crass@Munger et al. 1985) alors que chez les mollusdueslves les MTs
présentent de 71 a 75 résidus d’acides aminés @aatkal. 1993).

Figure 6.Mode de distribution des résidus de cystéines ewdsene
métallothionéine de mammiféres (Kagi et Kojima, 198

b. Fixation des ions métalliques
La capacité des MTs a se lier a certains métauXiptermeédiaire des groupements thiol, o
a été étudiée essentiellement chez les mammif@@esun et al. 1992), quelqueséy
invertébrés tels que les crustacés (Zhu et al.)189kes échinodermes (Riek et al, 1999).§
La fixation des métaux s’effectue selon la valedes ions métalliques qui ne possédeng

pas tous la méme affinité pour les sites ligands M&s, ainsi Hg et Ag ont une affinité
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plus grande que celle du Cu, elle-méme 100 fois plavée que celle du Cd, elle-méme

1000 fois plus forte que celle du Zn (Cosson, 1992)

c. Structure primaire et spatiale
Chez les mammiferes, qui constituent le groupdus gtudié, les MTs se présentent sous
I'aspect d’'une monocouche peptidique entourant depaux metalliques (Fig. 7) (Furey
et al. 1987). La disposition des résidus de cysgnans la chaine polypeptidique permet
de distinguer deux domaines au niveau de la maédwe premier domaine, appelé
domainef3, se caractérise par la présence de 9 résidussti@ngs et porte la terminaison
amine. Ce domainp est impliqué dans des liaisons avec 3 ions meted et fixe avec
une plus forte affinité le cuivre et l'argent. Leukieme domaine, appelé domaing
comporte 11 résidus de cystéines dont certainseiormes motifs Cys-Cys et se termine
par la fonction carboxyle. Les deux domaines nerfixpas le méme nombre d’ions (4 pour
le domainea et 3 pour le domain), ne se remplissent pas simultanément et prégenten
des affinités respectives différentes vis-a-vis agtaux. Le zinc et le cadmium se lient
plus fermement au domaimequ’au domaing, alors que le cuivre et I'argent présentent
une affinité inverse. Cependant, bien que fermeriénia I'apoprotéine, ces ions peuvent
étre déplacés de leur site de fixation par d'aui@ss en solution. Ces derniers
faciliteraient le relargage des métaux chélatés agissant au niveau des liaisons
cystéinique des sites de fixation (Otvos et al.3)9€ette propriété expliquerait la facilité
avec laquelle les MTs peuvent échanger leur ziec avautres ligands intracellulaires. En
ce qui concerne la cinétique de cet échange, itéamontré que le domaine était
beaucoup plus réactif, bien qu’il lie plus fermemésm zinc que le domain®. De
nombreux études ont été menées pour mieux comgreadsélectivité du mode de
remplissage des deux domaines ou les échangesnétidliques, en utilisant soit
directement des MTs saturées en ZnAMIT) ou en cuivre (Cwp-MT), soit leurs
analogues respectif${Cd; et***Ag1,-MT). Elles ont mis en évidence que la structure de
deux domaines est parfaitement adaptée a la fixagBonultanée, mais séparée
spatialement, du cuivre et du zinc, et que cekiatibn particuliére du cuivre n’interfere
pas avec la fonction essentielle des MTs, c'esteg@ transfert rapide de zinc aux autres®
ligands intracellulaires (Otvos et al. 1993).

lographiq

Globalement, la métallothionéine mammalienne segmt& sous la forme d’'une haltére. Il

N’y a aucun contact entre les deux domaines siadiaison entre deux lysines (30 et 31).5
o0
L'indépendance des ensembles explique l'indéperelales modes de remplissage des,
©

deux domaines et leur différence d’affinité poiwg heétaux. Labsence des liaisons croiséeUEJ
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multiples entre les deux domaines autorise une glasde souplesse de la molécule lui
permettant la fixation d’'ions de tailles différemtsans grande perturbation stérique
(Lagadic et al. 1998).

Figure 7. Structure tridimensionnelle de métallothionéinezche rat. Les spheéres
représentent les ions métalliques insérés entredsislus de cystéines (modifié
d’aprés Romero-Isart et Vasak, 2002)

1.3 ROle des métallothioneines

a. L’homéostasie du zinc et du cuivre

Kojima et Kagi (1978) ont montré que les MTs de nmafares jouent un réle de
réservoir de métaux intracellulaires capables dduten I'hnoméostasie et de transférer les
éléments essentiels (zinc et cuivre) a partir deees les métalloenzymes. Différentes
études ont montré la capacité des MTs a donnerfixer@le Zn au cours des interactions
avec les Zn-métalloenzymes (Jacob et al. 199&gXkaal. 1998 ; Maret et Vallee, 1998).
Pour avoir une signification physiologique, le cdexe MT-Zn doit avoir la capacité
d’échange avec les autres structures Zn dépenddete8/ITs peuvent avoir le role de
chaperonne pour le Zn (Suhy et al. 1999). Des leslldépourvues d'un apport
extracellulaire de Zn répondent avec un transferZua des MTs vers les autres molécules
(Krezoki et al. 1988), ce qui reflete le role domnele Zn des MT. Deux modéles
d’échange de Zn entre les MT et les autres Zn théta ont été avancés : un échange
direct entre les 2 types de molécules ou un trangte se fait avec la libération des ions
Zn.

b. Détoxication des métaux
Les métallothionéines induites par le cadmium @@c 1964) jouent un réle

bliographique

fondamental dans la défense contre la toxicité elenétal. En effet, les MTs agissent'Cﬂ
[}

comme des agents de séquestration des métaux ésxadim d’empécher leur fixation sur S
el
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les sites actifs d’autres protéines provoquantsdkur dénaturation ou leur inactivation. Le
mécanisme de détoxication résulterait d’échangte & cations toxiques et le zinc sur la
protéine.

Des études ultérieures ont montré que la pertumbati géne MT chez le rat et la
levure élimine I'apparition du phénotype metal-sémnt (Thiele et al. 1986 ; Michalska et
choo, 1993 ; Masters et al. 1994). Une insertiorggne MT humain a la levure dépourvue

de gene MT, confére a cette derniére une résistaontee le cuivre (Thiele et al. 1986).

c. Protection contre le stress oxydant

Il semble que les MTs soient impliquées dans laegton contre le stress oxydant
(Fabisiak et al. 1999). Viarengo et ses collaborat€1999) ont montré que les moullst (
edulig intoxiquées par le cadmium résistent mieux aesstoxydant que celles qui sont
non exposées. Ces auteurs suggérent que les ritalttines sont capables de protéger
les cellules vis-a-vis du stress oxydant. Si dartames conditions I'induction des MTs
permet de séquestrer les radicaux hydroxyles (Qtuperoxydes (O2-) et, de protéger
contre la peroxydation lipidique, I'importance téla des MTs comparée a d’autres
systéemes de défense (glutathion et superoxyde thsejun’est pas élucidée (Andrews,
2000).

1.4 Mécanisme d’'induction des métallothionéines

La synthese des MTs est inductible par différeatdefurs dont les métaux lourds
sont les plus répandus. Cette induction est d'auphms forte que la concentration
intracellulaire en Zf ou en C4" est importante (Amiard et Cosson, 1997). Pour atire
le mécanisme d’induction des MTs par les métauférdintes études sur la localisation des
MTs au niveau de la cellule ont été réalisées (Bamet al. 1982). Ces études ont montré
la présence de MTs non seulement au niveau du lagiop mais aussi au niveau du
noyau. Chez les individus témoins, les MTs sonsgmées au niveau du cytoplasme d’'une
facon exclusive. Aprés une injection de métauxMds se trouvent aussi bien au niveau
du cytoplasme qu’au niveau du noyau. Ce qui suggeecla faible quantité en thionéines
présente dans le cytoplasme des cellules des éhdiiemoins peut inhiber la traduction
des ARNmM en MTs. Aprés injection de métaux loutds,thionéines cytoplasmiques ses

>
g
lient aux métaux et vont étre transportées au nideanoyau ou la transcription en ARNmM s

a

codant pour la MT serait importante. Par conséquem traduction des ARNm et une§j

synthese active des thionéines. Dans les cas ppofaen métaux s’arréte, les thioneine
cytoplasmiques libres vont s’accumuler causantatiivation des ARNm (Cherian et
Nordberg, 1983).
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1.5 Dégradation des métallothionéines

Plusieurs études ont montré que les lysosomes nétampliqués dans la
dégradation des métallothionéines mais le roleytiosol ne peut étre exclu (Steinebach et
Wolterbeek, 1992). Curtis et ses collaborateur®4)1®nt montré une dégradation plus
importante au niveau des lysosomes qu’au niveacythsol, ceci est probablement du au
pH qui est nettement plus faible au niveau desslyswes par rapport a celui du cytoplasme
et au grand nombre d’enzymes tel que les cathepgiresentes dans les lysosomes. En
présence de ces protéases et du pH acide, ledatiétaléines ont tendance a libérer les
ions métalliques qui les protégeaient contre laratfgiion (Curtis et al. 1994). Cette
protection varie en fonction de la nature du masalocié. En effet, la demi-vie biologique
pour la Cd-thionéine et la Hg-thionéine est beapqaus longue que pour la Zn-thionéine.
La Cu-MT résiste a la dégradation lysosomale etatgggats insolubles de Cu-MT se
forment dans les lysosomes (Amiard et Cosson, 19%4 métaux accumulés au niveau
du systéme lysosomal sont stockés sous forme nogui et excrétés par des vésicules
d’exocytose contenant des granules ou sont présipits métaux (Viarengo et al. 1981 ;
1989).

1.6 Mécanismes moléculaires de I'induction

a. Les promoteurs des génes MTs

La régulation de l'activité des génes de métaltmiBines est complexe. Elle est
caractérisée par la présence dans la région sgnéamont du point d’initiation de la
transcription de plusieurs éléments constitutiisatdes d’initier de maniere indépendante
I'activation de la transcription du géne. Les sfmes impliquées dans la régulation des
génes de métallothionéines sous I'effet d’ions tiétees sont appelées MRE pour « Metal
Responsive Element » (Stuart et al. 1984 ; Cattat. 4984) (Fig. 8). Ces séguences sont
souvent localisées dans les 150 premiéres baseamemt du site de transcription
(Fernando et Andrews, 1989). L'alignement des difiés MRE isolés chez plusieurs
organismes a permis de dégager une séquence casselts huit nucléotides.
CTCTGCRCNCGGCCC ou R représente A ou G et N reptés€un des quatre
nucléotides (Stuart et al. 1985 ; Serfling et 883). Les séquences régulatrices des gén%
de métallothionéines contiennent également uneomégle type « TATA Box » 5
(TATAAAA) et une région de type « GC box » (GGGGCGG) responsables de la
fixation de 'ARN polymérase (Breathnach et al. 198

Etude Bibliograph
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En plus des MRE, les promoteurs des génes de M3sedent d’autres sites de fixation de
nombreux autres facteurs de transcription commi2, Norotéine activée par le stress
oxydatif et dont I'interaction avec les ARE «thxydant Responsive Element » assure
I'induction de protéines cytoprotectives comme NAD(P)H: quinone oxidoreductase

(NQOL1) et de protéines anti oxydantes comme lanehexygenase 1 (HO1) (He et al.

2008)

Initiation de la transcription

ﬁ

GRE MRE MRE MRE GC MRE TATA

Figure 8.Représentation schématique de I'organisation dasesies de régulation
localisées en amont des genes responsables dentleesy des métallothionéines
(GRE :Glucocorticoid Responsive Element ; MRE : d&esponsive Element ; GC
: GC box ; TATA: TATA box) (Hardivillier, 2005).

b. Contrdle transcriptionnel
L'existence de protéines capables de se lier awE$MBes genes des MTs a été
décrite. Ces protéines appelées MTF-1 (Metal trgutsmn Factor) sont caractérisées par la
présence de six doigts a zinc et sont indispensablexpression basale et jouent un réle
médiateur dans la réponse au stress meétalliqueniieal 1994). L’activité de MTF-1
pourrait étre régulée par un facteur d’'inhibiti@nsible au Zn appelé Metal Transcription
Inhibitor (MTI). En I'absence de zinc, le facteurT#1 est complexé avec MTI et en
présence de zinc MTI se dissocie de MTF-1 ce gumpea ce dernier d’interagir avec les
séquences MRE du promoteur de MT et d’activer &ndcription (Palmiter, 1994 ;
Roesijadi, 1996). Le zinc intracellulaire est présgans de nombreuses métalloprtéines.
Aprés une exposition a d’autres métaux tels quauiere, le cadmium et le mercure, qui
ont une plus grande affinité pour ces ligands,ihe xa étre remplacé par ces métaux et
libéré pour étre lié a linhibiteur. Le facteur MTFactif permet alors I'expression des
genes de MT (Palmiter, 1994).
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MREs

EXPOSITION

Figure 9. Modéle d'induction de MT faisant intervenir un ligh Le zinc fixé sur ce
ligand est libéré par le cadmium. Le zinc libéréfe® aux MTI ce qui provoque
une dissociation entre les MTF et les MTI. Les Miilifes interagissent avec les
séquences MRE du promoteur de MT et activent festmaption (Roesijadi, 1996).

1.7 Les métallothionéines comme biomarqueur

L’induction de MTs est une réponse biologique a arposition métallique dans
I'environnement, cette caractéristique est typigaebiomarqueurs tels gu’ils sont définis
par Lagadic et ses collaborateurs (1997): un biqueur est une modification d'un
parametre observable et/ou mesurable au niveaucolaié, biochimique, cellulaire,
physiologique ou comportemental, qui révele I'expas présente ou passée d’un individu

a au moins une substance chimique a caractereaptllu

La synthése de MTs suite a une contamination gamitaux (Ag, Cd, Cu, Hg etc) a été

P 2 . N . . . [}
démontrée chez plusieurs especes (annelides, modsscrustacés, les poissons etc), ¢

0@

qui suggere la possibilité d'utiliser les MTs comiviemarqueur d’exposition métallique

Graphi

(Amiard et al. 2006). En effet, cette induction t& énise en évidence chez plusieur

mollusques bivalves exposés a une contaminatioalig@e soit dans leur milieu naturel, :

e Bibl

soit au laboratoire (Tableau 2). L'utilisation deT® comme biomarqueur permet

Elud

I'évaluation de I'état de « santé » des écosysteemepermettant la détection de faco

N
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précoce les modifications biologiques qui pourraigriervenir a long terme (Hamza-
Chaffai et al. 1998).

Groupes -
z00logiques Espece Condition| Inducteur Référence
Cd [Cu | 2Zn |autre

Bivalves Crassostrea gigas
Embryon, Larve Terrain +| + + Geffard et al. (2003)
Tissu mou Lab +1 + Frazier et George (1983)
Tissu mou Lab + Fowler et al. (1986)
Tissu mou Lab + Roesijadi et al. (1989)
Tissu mou Terrain +| + + Mouneyrac et al. (1998)
Digestive gland Terrain +| ++ Imber et al. (1987)
Gills Terrain + | + + Geffard et al. (2001)

Crassostrea glomerata

Tissu mou Terrain Non Nor Nordberqg et al. (1986)

Crassostrea virginica

Ringwood et Brouwer
Embryon Lab + | + 1993; Ringwood et
Brouwer, 1995
Tissu mou Lab . Ridlington et Fowlel
(2977)
Tissu Mo Lab . Ridlington et Fowlet
(1979)
Branchies Lab + Roesijadi et Klerks (198¢
Branchies Lab + Unger et al. (1991)
Branchies Terrain +| + Roesijadi (1992)
Branchies Lab + Roesijadi (1994)
Branchies Terrain +| + Nor Roesijadi (1994)
Dreissena polymorpha
Tissu mou Terrain + Se Lafontaine et al. (2000)
Tissu mou Lab + | Non Lecoeur et al. (2004)
Macoma balthica
Tissu mou Lab + Johansson et al. (1986)
Tissu mou Terrain + + Ag Johansson et al. (1986)
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Tissu Mo Lab a|,e - Bordin et al., 1994
Bordin et al., 1997

Tissu mou Terrain +| + + Bordin et al. (1997)

Tissu mou Lab + Ag, Hg | Mouneyrac et al. (2000)

Tissu mou Terrain + Ag Bray et al. (1983)

Mytilus edulis

Tissu mou Lab + Noél-Lambot (1976)

Tissu mou Lab + George et al. (1979)

Tissu mou Terrain + Frankenne et al. (1980)

Tissu mou Lab + Nolan et Duke (1983)

Tissu mou Lab + Frazier (1986)

Tissu mou Lab + Langston et al. (1989)

Tissu mou Lab . Bebianno et Langstop
(1991)

Tissu mou Lab + Mackay et al. (1993)

Tissu Mo Lab o Bebianno et Langstop
(1999)

Tissu mou Terrain \% Amiard et al. (2004)

Manteau Lab + Carpene et al. (1980)

Branchies Lab . Carpene et  George
(1981)

Branchies Lab Hg Roesijadi et al. (1982a)

Branchies Lab Hg Roesijadi et al. (1982b)

Branchies Lab Hg Roesijadi (1986)

Branchies Lab o s Roesijadi et Fellingharp
(1987)

Branchies Terrain + + + Talbot et Magee (1978)

Branchies Lab + + Non| Hg Roesijadi et al. (1988)

Glande digestive Lab Ag George et al. (1986)

Glande digestive Lab + Harrison et al. (1983)

Glande digestive Lab + Barsyte et al. (1999)

Glande digestive Terrain H o+ Geffard et al. (2001) 03-‘

Viscere Field +1 + + Talbot et Magee (1978) g

Rein Lab + George et Pirie (1979) g

Mytilus galloprovincialis %

Tissu mou Lab + Viarengo et al. (1984) =

Tissu mou Lab + Bebianno et Langsto 1%

L
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(1992)
) ) Bebianno et Machadp
Tissu mou Terrain + + +
(1997)
Tissu mou Terrain + + + Ni Mourgaud et al. (2002)
Branchies Lab + Viarengo et al. (1980)
Branchies Lab + Viarengo et al. (1981)
Branchies Lab + Isani et al. (1997)
Branchies Lab + Viarengo et al. (1997)
) Bebianno et Serafirh
Branchies Lab +
(1998)
Branchies Lab + Serra et al. (1999)
Manteau Lab + Viarengo et al. (1981)
Glande digestive Lab + Viarengo et al. (1981)
Glande digestive Lab + Viarengo et al. (1985)
Glande digestive Terrain Viarengo et al. (1997)
Glande digestive Lab +H o+ Pb Pavicic et al. (1993)
Glande digestive Lab + Langston et al. (1989)
Muscle adducteur Lab + Carpene et al. (1983)
Muscle adducteur Lab + Isani et al. (1997)
Pied Lab + Carpené et al. (1983)
Gonade Lab + Carpené et al. (1979)
Viscere Lab + Isani et al. (1997)
Pavicic et al., 1994a
Embryon-larve Lab + + -
Pavicic et al., 1994b
Embryon-larve Lab &1+ + Geffard et al. (2002)
Ruditapes decussatus
Tissu mou Lab + Bebianno et al. (1993)
Glande digestive Lab + Bebianno et al. (1993)
Branchies Lab + Bebianno et al. (1993)
] ) Hamza-Chaffai et al
Glande digestive Lab +
(1998)
) Roméo et Gnassic —%
Branchies Lab + ] o
Barelli (1995) <
] Bebianno et Serafirh o
Branchies Lab + g
(1998) =
(=Ruditape} Tapes philippinarum @
()
Branchies Terrain + Irato et al. (2003) S
[
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Glande digestive

Lab +

Nor

Ag

Ng et Wang (2004)

Tissu mou

Lab +

Ishiguro et al. (1982)

Tableau 2.Exemples de mollusques au niveau desquels unetiodule MT a été
observée suite a une exposition aux métaux audsdioe ou dans leur milieu naturel
(Terrain) (Amiard et al. 2006).

&=Mélange.

1.8 Les différentes méthodes de dosage des MTs

Pour estimer le taux des MTs contenu dans lesstidss organismes, difféerentes

méthodes peuvent étre proposées :

e La chromatographie :

La chromatographie est une technique analytiqueeumet la séparation des constituants

d’'un mélange en phase homogeéne liquide ou gazeaseméthodes chromatographiques

peuvent étre classées en fonction de la naturaqule/sles phases (mobile et stationnaire).

Parmi ces méthodes, les plus courantes sont lanetiographie en phase gazeuse (CPG) et

la chromatographie liquide haute performance (CLHRpadic et al. 1998).

» La méthode de saturation métallique :

L’affinité d’agglomération des métaux avec les tidmes suit I'ordre suivant : Hg>Cu>

Cd>Zn. Ainsi I'échange avec EY et le Cd® radioactifs peut étre utilisé pour I'estimation

des MTs (Hamer, 1986).

e La polarographie :

La polarographie a impulsion différentielle est utexhnique de voltampérométrie

permettant la quantification des groupements SKHemts dans un électrolyte spécifique

(Olafson et Sim, 1979). La voltampérométrie estébasur la détection d’'une variation

d’intensité du courant électrique qui survient dans électrolyte quand un composeé est

réduit ou oxydé. Lors du dosage des MTs par volaompétrie, c'est le signal

correspondant a la réduction des groupements Sklegaimesurée.

¢ La colorimétrie

Les métallothionéines sont des protéines exceptitement riches en cystéines et paro

conséquent en groupements thiol (SH). En présenceD@NB {5,5-Dithiobis(2-
nitrobenzoic acide)}, 'apparition de la coloratigaune est proportionnelle a la teneur e

groupements SH contenu dans les MTs (Viarenga &88r7).

N
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» Essais immunologiques (ELISA , RIA)

ELISA : enzyme linked immunoassays

RIA: radio immunoassays.
L’utilisation des anticorps est la méthode la aasible pour la quantification des MTs.

L’avantage de ces méthodes est de pouvoir travalec un grand nombre d’échantillons

durant un temps relativement court.

Les inconvénients sont :
= L'acces a de bonnes qualités d’anticorps estdimit

= La spécificité des anticorps (spécificité liéeegpece) (Cosson et Amiard, 1998).

 La détermination des ARNm codant pour la MT :

Il s’agit d’'une méthode de dosage indirecte quisiste a mettre en évidence l'induction
du géne MT. La détermination de la teneur en ARNfiete directement la teneur en MT
qui est le produit de la traduction de ces ARNmurReela, il faut disposer d’'une sonde
nucléique (simple brin marqué) qui puisse se Ishfidation par complémentarité) avec
les ARNm et former un brin double. Cette technigoettement plus sensible que les
précédentes, permet de détecter des réponses eauncellulaire (Cosson et Amiard,
1998)

2. L’acétylcholinestérase

Les acétylcholinestérases sont des enzymes quilysata I'hydrolyse de
I'acétylcholine en choline et acide acétique (Matoet al. 2005).
Dans les jonctions neuromusculaires et internesirdée terminaison nerveuse libére un
médiateur chimique, I'acétylcholine, qui va permeeta transmission de l'influx nerveux
(Fig.10). Lors d'une stimulation nerveuse, l'acéhgline libérée des terminaisons
nerveuses dans l'espace synaptique, active leptedos cholinergiques postsynatiques.
L’interaction de Il'acétylcholine avec le réceptgamovoque une dépolarisation de la
membrane post-synaptique, générant ainsi un peteatiéiction qui assure la transmission
du signal nerveux. L’hydrolyse de l'acétylcholinarpd’acétylcholinestérase, permet au

systéeme de revenir a son état de repos (Bocqueaé¥3197). L’inhibition de I'AChE par

graphique

de nombreux neurotoxiques tels que les métaux $oymdvoque une transmission%
permanente de l'influx nerveux causant de nombreasemalies telles que la paralysie ef2

[}
méme la mort (Matozzo et al. 2005). L’AChE peuteétfonc considérée l'un des S
[
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biomarqueurs de non-compensation qui représentest marques plus ou moins
indélébiles du passage des polluants dont peué=niter des conséquences facheuses
pour le maintien des individus (Lagadic et al. 997

L’inhibition de I'activité de 'AChE par différentsypes de polluants chez les bivalves a été
I'objet de plusieurs études. Cette inhibition a @bservée cheZ. glaucumexposée a la
pollution métallique (surtout Cd) (Machreki-Ajmi at. 2008), R. decussatusxposée au
Cu (Hamza-Chaffai et al. 1998R. philippinarum et Crassostrea gigagxposees aux
composés organochlorés (Bris et al. 1998),galloprovincialis exposée aux pesticides
(Mora et al. 1999)M. trossulusexposée a différents métaux (Cu, Pb, Ni, Zn, Hg)
(Kopecka et al. 2004)

cr R
Choling ~=/CHY
Asbista.

An Fente synapticue

Ay Acétyicholinestérase ri —
R&mhﬁﬁm&dqwj/ »— ore muscidaire

Figure 10. A la jonction neuromusculaire, I'acétylcholine esynthétisée dans le

cytoplasme de la terminaison nerveuse a partitadétlylCoA et de la choline. Plusieurs
milliers de molécules d’'acétylcholine (ACh) sonhsistockée par vésicule synaptique.
Dés leur libération, environ la moitié des molésutéacétylcholine sont hydrolysées par
'enzyme acétylcholinestérase. Mais I'enzyme netpeut dégrader et I'autre moitié

atteint les récepteurs nicotiniques (http://lecatvencgill.ca/).

Figure 11.Structure de I'acétylcholinéstérase
(http://commons.wikimedia.org/wiki/Acetylcholinestse)
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3. Malonedialdéhyde

Le malonedialdéhyde (MDA), produit terminal de Egdadation des lipides et dont
la teneur est en relation étroite avec les dégi@muatie la membrane céllulaire, permet de
montrer l'effet d’'une pénétration d’'un xénobiotig@ans I'organisme. Ce parametre
constitue un indicateur précoce d’'une agressionguexet par conséquent il peut étre
utilisé comme biomarqueur du stress oxydatif (LadBlaaabouni et al. 2007 ; Funes et al.
2005 ; Giguere et al. 2003).

a. Le stress oxydatif

Sous ses formes hyperactives appelées « radidanes b, 'oxygéne peut devenir
un redoutable toxique. Il serait méme I'une deseaumajeures du vieillissement cellulaire
favorisé par un déséquilibre entre la productios dalicaux libres de I'oxygene et la
capacité de défense antioxydante de I'organismep@ie alors de stress oxydatif ou
encore de stress oxydant (Sies, 1991).
Un radical libre est une substance chimique qus@ds un électron non apparié, ce qui lui
confere une grande instabilité et une forte réaéties radicaux libres les plus courants
sont le radical superoxyde (€, le radical hydroxyle (OH°) et le monoxyde d'&o
(NO°). La production des radicaux libres de I'oxggéest physiologique et nécessaire a de
nombreux métabolismes. Seul leur exceés devientst&fdautant que s’y ajoutent les
radicaux libres d’origine exogéne liés a I'enviremrent (rayonnement UV, ozone...)
(Cossu et al. 1997). Les radicaux libres en pditicdes radicaux hydroxyle, sont
susceptibles d’interagir au niveau des doublesdias C=C avec les chaines d’acides gras
polyinsaturés qui constituent le double feuillet oppholipidigue des membranes
(Bonnefont-Rousselot, 1994). Ils entrainent aloas peroxydation des acides gras
polyinsaturés (Gutteridge et Halliwell, 1990) prquant une désorganisation membranaire
(perturbation des propriétés physicochimiques desmibmanes, des communications
intercellulaires et du fonctionnement des enzymesmbranaires) pouvant aboutir a la lyse
cellulaire. Les hydroperoxydes lipidigues formésntsalégradés principalement en
malonedialdéhyde (MDA) (Chaudhary et al. 1996)-bydroxynonénal (4-HNE) (Chen et
Chung, 1996) (Fig. 13). qui réagissent de manoenealente avec les protéines et les®

inactivent.
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Espéces Activées de I'Oxygene
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membranes cellulaire des enzymes et des Cancérisation

transporteurs

Figure 12.Mécanismes des Iésions biochimiques induites pstréss oxydant
(Sergent et al. 2000)
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Figure 13. Mécanisme en chaine de la peroxydation des acices gplyinsaturés et
nature des produits terminaux formés (Favier, 2003)
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Les étudesin vivo consistent en général a évaluer les effets celbglaet
subcellulaires qui témoignent indirectement de plication d’un stress oxydant postulé a
partir de mécanismes élucidiésvitro. Les principales études réalisées sur les molesqu
bivalves soumis expérimentalementiretsitu a des conditions de stress oxydant, se sont
intéressées a la peroxydation lipidique (LadharaDbani et al. 2007 ; Bebianno et al.
2005 ; Giguere et al. 2003) et I'activité des systé antioxydants (Bebianno et al. 2005 ;
Funes et al. 2005).

b. Systémes de défense contre le stress oxydatif
Les systemes de défense contre le stress oxydatifpour role d’inhiber
'oxydation d’'un substrat. Les antioxydants prireair qui sont pour la plupart des
enzymes, vont limiter la production des espécestik@s de I'oxygéne (ROS) et les
antioxydants secondaires, qui peuvent étre destaudes lipo- ou hydrosolubles, vont
pieéger les ROS sous une forme peu réactive (Zlelies Portner, 2000). Parmi les
enzymes antioxydantes on peut citer les superoxydesutases (SOD) dont le role est de
catalyser la dismutation du radical superoxyde emxyde d’hydrogene (Fig. 14). Bien
que ces enzymes soient tres efficaces dans I'ddtibim du radical superoxyde, ils
conduisent a la production de peroxyde d’hydroganesomposé lui aussi toxique pour les
cellules. Les activités des SOD doivent donc éfsoeiees a des activités catalase et
peroxydase pour permettre une détoxication complete catalases ont pour rble de
catalyser la dismutation du peroxyde d’hydrogengOgfen oxygene (@ et eau (HO)
(Fig. 15) (Di Giulio et al. 1995 ; Halliwell et Geridge, 1999).
SOD
20, + 2H" p O + H0,
Catalase
26, » O+ 2H,0

Figure 14.Réactions catalysées par les SOD et les catalases

Les peroxydaseprotégent contre le peroxyde d’hydrogene@k en catalysant la
réaction suivante ou Shest le substrat qui va subir I'oxydation :

SH, + H,0, > S + 2HO o
Les peroxydases les plus étudiées sont les glatafieroxydases qui se divisent en deu>§r
groupes : les glutathion peroxydases sélénium-dpeas (Se-GSH- Px) et les §
phospholipide-hydroperoxyde-glutathion peroxydg#dsOOH-GSH-Px). En présence de%
phospholipase, la glutathion peroxydase séléniupeidante agit comme réductrice de%

hydroperoxydes d’acides gras de la membrane ce#gaivant les réactions suivantes :
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hdépholipase
PLOOH »  Lysophospholipides + LOOH
Se-GSH- Px
LOOH + 2 GSH » LOH + GSSG + H20

PLOOH : hydroperoxyde de phospholipides
LOOH : hydroperoxyde d’acides gras
LOH : alcool d’acides gras
GSSG : glutathion oxydé
La glutathion réductase (GSH réductase) permebdpler la détoxification des peroxydes
au métabolisme rédox intermédiaire utilisant NADPH/
GSH réductase
GSSG + NADPH/H » 2 GSH + NADP
En ce qui concerne les PLOOH-GSH-Px, elles agissdimectement sur les

hydroxyperoxydes de phospholipides sans hydrolesehydroxyperoxydes d’acides gras
et leur libération (Krinsky, 1992).
PLOOH-GSH-Px
PLOOH + 2 GSH » PL-LOH + GSSG +8

Parmi les antioxydants secondaires on peut citeitdanine E, vitamine C, caroténoides,

etc qui sont généralement d’origine alimentairar{gky, 1992).

D. Les marqueurs génétiques

Des outils moléculaires ont été utilisés pour hitigcation et la différenciation des
especes. Ces outils sont représentés par les maléaiies biologiques telles que I'ADN,
I'ARN ou les protéines (Fig. 15). Ces moléculestsdes polymeéres constitués de
I'enchainement de briques moléculaires de baseldmiccession constitue la séquence
primaire. Ainsi, 'ADN peut étre considéré comme terte écrit dans un alphabet a 4
lettres : Adénine (A), Thymine (T), Guanine (G)3ttosine (C) et les protéines comme un
texte écrit dans un alphabet a 20 lettres, lescRies aminés. La parenté des étres vivants

considérés est reflétée par la similarité de cgsesgces primaires.
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Génome
% @Cellule
Chromoso es

Communauté de
cellule

Cellule
vivante

Figure 15.Formation des cellules vivantes
(http://lwww.courscapitole.com/doku.php/niveau: lyiss®)

Parmi les outils moléculaires on peut citer les AdBs genes et des régions
intercalaires ribosomales et les ADN mitochondriaux
Les genes d’ARN ribosomal 28S ont été utilisés cemmarqueurs de I'évolution parce
gu’ils sont ubiquistes et homogénes dans tousyfesstde cellules ainsi qu’en raison de la
constance de leur structure (Woese, 1987). Cesrégs sont efficaces pour établir des
relations phylogénétiques parmi les taxons éloignégu’au niveau d’ordres et/ou de
classes (Beati et &2004 ; Passamaneck et al. 2004 ; Cadoret et &)199
Les cassettes ribosomales (Fig. 16) sont présemgdusieurs centaines de copies par
génome eucaryote. Une cassette ribosomale compgsmenes 18S, 5,8S et 28S qui sont
séparés par les régions intercalaires (Internahsorébed Spacer: ITS-1 et ITS-2). Les
régions bordant les cassettes correspondent augsztranscrites externes (External
Transcribed Spacer : ETS) (Harris et Crandall. 200@s régions ITS-1 et ITS-2 sont
beaucoup moins conservées car la pression sélegtives'exerce sur ces parties non
codantes est moindre. Pour ces raisons, la séqdesdd S est employée plus précisément
pour discriminer les especes et rarement pouriélablliens de parenté qui existent au-

dela du statut des espéces (Imai e2@04 ; Zhang et Simmons, 2006).
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Genes ribosomaux ADN

| ETS | 18S | s | | i11s-2] |

Traitement de précurseur 435 ARNr (ETS, ITS-1,2 dégradés)

| |
- L4 v

[ I I |
18S ARNr 5.85 ARNr 288 ARNr

Ribosome 58 ARNr
‘ synthétisés
ailleurs

Petite i
SOus-unité Grande :
sous-unite

Figure 16. L'ADN codant les ARNr (ARN ribosomiques) est tramiisen un preARNr
(précurseur 45S) dans le nucléole. Le preARNr estige découpé en trois ARNr (18S,
5,8S et 28S). Simultanément dans le nucléoplasmd'A¥N codant les protéines
constitutives des ribosomes est transcrit en ARNsager. L'ARN messager est traduit
en protéines dans le cytoplasme. Les protéinesitesdrentrent dans le noyau et dans le
nucléole, elles s'associent avec les ARN ribosoesquour former des ribosomes. Les
ribosomes néoformés sortent du noyau et migrerg aoytoplasme jouer leur réle. Les
séquences qui portent les génes responsables symtteese d’ARNr sont présentes sur
I'ADN dans le nucléole ; a I'exception de 'ADNr 5§ui est nucléoplasmique (Trang,
2006).

L'’ADN mitochondrial est une molécule d'’ADN circulai contenue dans les
mitochondries des cellules eucaryotes. Certainesct&@istiques de I'’ADN mitochondrial
en font un matériel de choix pour la phylogénies’dgit d'un ADN abondant dans les
cellules, puisque il se retrouve a des milliersxeleplaires par cellule. Il présente une
vitesse de mutation plus importante que dans I@ménnucléaire. Le géne codant la
premiere sous-unité de la Cytochrome Oxydase (CE&M),soumis autant qu’'un gene
codant a une pression sélective importante et pr&se grand niveau de variabilité. Cette
variabilité est en soi une information intéressardar la discrimination, comme dans le
cas des ITS, des especes, des populations voir tedniredividus de la méme population
(Chu et al 1999 ; Harrison et Crespi, 1999 ; Tang et2103). Chez les bivalves la
différenciation des espéces sur des bases morphelgiest désormais insuffisante. Leé
séquences d'ITS et de COI ont permis une meillsageégation entre les especes comméL
le cas poulC. glaucumet C. edule(Nikula et Vainola, 2003 ; Freire et al. 2005 égznt
travail), M. eduliset M. galloprovincialis(Kijewski et al. 2009) e€C. gigaset C. angulata

(Arnaud et George, 2000). Des différences inténted-populationnelles ont été égalemen
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mises en évidence cherz certaines espéeces dedsvialls qudlerna viridis(Wood et al.
2007),M. edulis(Gérard et al. 2008M. galloprovincialis(Gérard et al. 2008%;. glaucum
(Freire et al. 2005 ; présent travat)C. eduldFreire et al. 2005 ; présent travail).
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Répartition spatiale de cadmium et de quelques biomarqueurs déterminés chez
Cerastoderma glaucum collectées dans une zone polluée
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polluted area. Marine biology research, in press.
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Répartition spatiale de cadmium et de quelques biomarqueurs déterminés chez
Cerastoderma glaucum collectées dans une zone polluée

A. Introduction

La région du golfe de Gabés a connu depuis un iceteanps des activités
industrielles et urbaines sans cesse croissardes B une importante activité socio-
economique (urbanisme, agriculture, péche, indysttourisme). Ces activités ont
engendré une multitude de substances synthétiqueétrangéres aux mécanismes
biologiques susceptibles de porter préjudice aobgstéme marin et au cadre de vie des
habitants de la région. C’est ainsi que plusietagaiix ont montré la richesse des rejets en
certains métaux traces toxiques, surtout ceux déebules unités spécialisées dans la
transformation du phosphate brut (SIAPE). Les iéside la production des engrais
phosphatés sont déchargés dans deux énormes déppteosphogypse (Fig. I. 1; I. 2),
dont le premier est haut de 12 m et couvre unerBaigede 40 ha, et I'autre, d'une hauteur
de 30 m s'étend sur une superficie de 60 ha. Las dépdbts sont situés sur la frange
littorale de la zone urbaine et déchargent damsdales particules solides transportées par
le vent, ainsi que les acides et les particulesiyéssCette pollution est a l'origine de la
disparition de plusieurs espéces d'animaux (Hanhzdf&l et al. 1996; Zairi et Rouis
1999; Ketata et al. 2007). En effet, a coté dedegsdts I'écosystéme était complétement
détruit, ce qui nous a amené a aller 8,5 Km vessitepour collecter nos échantillons. Pour
déterminer I'état de contamination du site de metgent (Zarb El Ain), une étude situ a
été réalisée. Cette étude présente I'avantage mieedoine vision réelle et globale de I'état
de santé du site étudié ainsi que la possibilé&tlir des relations de cause a effet entre
la présence des contaminants et les réponses igjoésy

Dans ce travail, le cadmium a été déterminé dasmdiseus mousir{ toto) de C.
glaucum Ce métal a été particulierement choisi d’'une patause de sa toxicité pour la
plupart des organismes marins et sa susceptildi@&e bioaccumulé, d'autre part en
raison de l'abondance de ce métal toxique dans rigets industriels. L'effet
d’accumulation de cadmium au niveau des tissus.agaucuma été déterminé par I'étude
de différents biomarqueurs tels que les métalloiites, le malonedialdéhyde et
I'acétylcholinéstérase. Cette relation de caustch & été déterminée antérieurement chez
la coque collectée sur d’autres sites de préleveragnrevanche aucune étude n’a montré
la répartition spatiale de cadmium et ses effetsiaeau d’'un site de prélevement a travers
I'utilisation d’'un organisme bioindicateur. Noususoproposons ainsi d’établir une grille _

de prélevement afin de pouvoir visualiser la répant spatiale du Cd et de determiner®

It

I'effet de cette contamination au niveau de chgspiet de prélevement.
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Répartition spatiale de cadmium et de quelques biomarqueurs déterminés chez
Cerastoderma glaucum collectées dans une zone polluée

Figure 1.1 Photographie de la SIAPE

Figure 1.2 Photographie du terril de phosphogypse
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Répartition spatiale de cadmium et de quelques biomarqueurs déterminés chez
Cerastoderma glaucum collectées dans une zone polluée

B. Matériels et méthodes
1. Site de prélevement : Zarb el Ain (ZA)

Zarb el Ain est situé le long du littoral sud devike de Sfax, a 15 km du centre
ville (34°38’125"N, 10°39'25"E). Il est localisé 8,5 km au sud de I'effluent provenant de
la station d’épuration de Sfax (SES) et de la SIAZB) est caractérisé par un fond sablo-
vaseux (Fig. I. 4). Les deux espéces de bivalvpllessabondantes dans cette zone sont les
palourdes et les coques. Contrairement a la paolad coque n’a aucune valeur
commerciale et elle n'est pas comestible.

La direction Nord-sud des courants (Fig. |. 3)ofése le déplacement des polluants
vers le sud. De ce fait, (ZA) recoit les effluentbains et industriels provenant du Nord,
principalement ceux de la station d’épuration dex&ft de la SIAPE. Ce site est également
influencé par les rejets d’'une décharge municipaldune fonderie de plomb, installées a
proximité de l'usine de traitement des phosphaB#8RE). Cette fonderie transforme la
matiere premiere composée d’armature de vieillé®tias, de coke et de bicarbonate de
sodium. Le plomb est récupéré sous sa forme npiell{Azri et al. 1999). Les polluants
émanant de ces différentes sources contribuentedomaniére trés significative a
I'enrichissement des aérosols, de I'eau de meu sdiment en métaux traces tels que Cd,
Cu, Ni, Pb, Zn, Hg, Mo (Azri et al. 1999, 2000lpll, 1999 ; Serbaji, 1991, 2000 ; Zairi et
Rouis, 1999). Les effets de ces rejets commencemte\enir perceptibles par les
perturbations observées au niveau des parameétysscpithimiques du milieu récepteur
ainsi que lI'appauvrissement de la faune et deole {{Serbaji, 2000).
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Figure 1.3. Les courants superficiels en Méditerranée (SerBefip)
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Répartition spatiale de cadmium et de quelques biomarqueurs déterminés chez
Cerastoderma glaucum collectées dans une zone polluée

2. Echantillons

a. Choix
Dans cette partie, nous avons choisi de travaslierla coqueC. glaucumpour
plusieurs raisons :

- Il s’agit d'une espéce tres abondante sur les cagliterranéennes en particulier le
golfe de Gabes.

- Elle constitue un excellent indicateur de contamnmaen raison de sa forte
capacité a bioconcentrer les xénobiotiques

- Trés peu d’études sur la réponseGleglaucuma une contamination métallique
sont disponibles.

b. Collection
C. glaucuma été collectée suivant une grille de préléevemeais avant la

détermination des nceuds de cette grille, une éghuélaninaire a été réalisée. Ainsi 17
points de préléevement ont été choisis : vers lgelanous avons fait des prélévements
chaque 20 m puis chaque 40 m, vers le sud nousdairdes préléevements chaque 40 m
puis chaque 200 m (Fig I. 6). Sur les échantillooifectés, un dosage du cadmiimtoto

a été réalisé (15 échantillons/point de préleven@®iapres les résultats de la régression
multiple, les points ne montrant aucune variatiognificative des concentrations en
cadmium, avec ceux qui les précedent, ont été @imiA la lumiére des résultats obtenusg,

par cette étude préliminaire, une grille de préhéset a été établie. Au niveau de chaqu

apit
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Cerastoderma glaucum collectées dans une zone polluée

nceud, 35 échantillons ont été prélevés avec 1séltbas pour le dosage du cadmium et
le reste pour le dosage des MTs, MDA et AChE.

Figure 1.5. Site de collection d’échantillons au niveau du galé Gabes.
(A\) : Zone industrielle
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Cerastoderma glaucum collectées dans une zone polluée
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Figure 1.6. Grille préliminaire et grille finale de prélévemeres 17 points de la grille

préliminaire sont encerclés, les points éliminésat ssoulignés. Les points en gras
représentent les nceuds de la grille finale
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Répartition spatiale de cadmium et de quelques biomarqueurs déterminés chez
Cerastoderma glaucum collectées dans une zone polluée

3. Préparation des échantillons

a. Prétraitement
La taille des coques a été mesurée a l'aide d'ed picoulisse. La taille de chaque

individu est comprise entre 29 et 32 mm. Les coque®té pesées afin de déterminer le
poids total (avec la coquille).

b. Dissection

Avant d’entamer la dissection nous avons pris ®ilgs précautions afin d’éviter
les risques de contamination. Il faut donc avoie uerrerie lavée avec de l'acide nitrique
dilué a 10% et rincée 3 fois avec de I'eau bidéstil et un milieu de travail propre.
Pour déterminer la quantité métallique dans I'eridendes tissus mous, ces derniers sont
mis dans des tubes en verre propres, séchés a JadsSCninéralisés. Par contre, pour
déterminer les concentrations en biomarqueurs, ddsections ont été réalisées (Figure
1.7) et les organes ont été stockés séparémefra -2

Lors de la dissection, nous avons enleve le ligpakéeal. Nous avons egalement

rincé I'ensemble du tissu dans I'eau bidistilléaupéliminer les particules de sédiments
susceptibles de fausser les résultats.

Charniére Coquille

Muscle

Siphon
adducteur

=exhalant  Tissus mou | Dosage du
Cdin toto

Siphan
inhalant

Etudier E -
l'activite de il il
I’AChE

Branchies [ @ \(jlande digestive
B

Dosage des|| Dosage du
MTs MDA

Figure 1.7. Schéma montrant les différents compartiments ésligour les différents
dosages réalisés
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4. Broyage

Les échantillons, destinés aux dosages des MTsiti¢nites glandes digestives),
ont été homogénéisés dans le tampon Tris 50 mM &,pHh raison de 4 ml de Tris par

gramme de tissus frais et en présence de 3-meethptml (4 mM), afin d’éviter les

risques d’oxydation des MTs et leur destructionlpamprotéases.

Pour le dosage du MDA 'homogénéisation de la tur moitié des glandes digestives a

été réalisée dans du KCI (150 mM).

5. Minéralisation

La minéralisation consiste en une destruction cetaptle la matiére organique

sous I'effet combiné de la température et de l'acidrique concentré.

Aux tissus préalablement séchés, nous avons aomiéd’acide nitrique concentré (65%).

L’ensemble est mis a 65°C durant 2h, puis le clagaffa été poursuivi a 90°C jusqu'a ce

gue la solution devienne claire et que les vapeaitreuses rousses disparaissent.
minéralisats sont ensuite récupérés dans des quaeseés.

6. Dosage du cadmium par spectrophotométrie d’absorpbin
atomique

a. Principe

Les

L’échantillon sous forme liquide est porté dans uitemme a une haute

température, de sorte qu’il se forme une vapeunigioe qui sera irradiée avec une lampe

spectrale émettant des raies de transition des estoracherchés. En raison de la

guantification des états énergétiques, seuls lesmex concernés absorbent la radiation

excitatrice.

L’absorption lumineuse que I'on mesure est liéa adncentration des atomes étudiés par

la loi de Beer Lambert.

Log (lo/ ) =K.L.C

lo: Intensité de la radiation incidente.

| : Intensité de la radiation apres absorption.

L : Longueur du chemin optique.

C : Concentration de I'élément a doser dans latisolu
K : constante
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b. Appareillage
Le spectrophotometre utilisé est un Hitachi Z 61D8st constitué des éléments suivants :

» Une source d’émission primaire, a base de la pamghode creuse spécifique au

métal a doser.
» Un dispositif d'atomisation a flamme.
» Un ensemble optique.
» Un dispositif de réaction photoélectrique qui mederflux absorbé.

Ce spectrophotomeétre a effet Zeeman élimine lesbide fond dus aux interactions entre
I'élément & doser et la matrice.

Figure 1.8. Spectrophotomeétre d’absorption atomique a flamme

c. Condition opératoire
Les parametres opératoires du spectrophotometrebsatition
atomique Hitachi Z6100 a effet Zeeman ont été foass le tableau suivant :
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Paramétres opératoires
Métaux Longueur d'onde| Fente (nm) Flamme Intensité de la
A (nm) lampe (mA)
Cadmium 228,8 1,3 Air-C2H2 7,5

Tableau I.1. Conditions opératoires fixées pour le Cd analyséspectrophotométrie
d’absorption atomique (mode flamme).

d. Etalonnage
Une gamme d'étalonnage a été réalisée a partir sbdgtions meres de
concentrations connues (annexe 1). La courbe d¥étalge est représentée par la fonction
DO= f (C) (DO : densité optique, C: concentratide I'élément a doser). La courbe
d’étalonnage est linéaire dans une certaine ganam®idcentration puis apparait un palier
de saturation. Les valeurs de densité optique abtesont retenues uniquement dans le cas

ou elles appartiennent a la zone linéaire sin@olation doit étre diluée.

e. Précision des analyses
En absorption atomique, la précision des analysefoaction de certains criteres tels
que :
- la sensibilité qui est exprimée par le rapportester% d’'absorption et la variation
de la concentration, conventionnellement, la cotraéon de I'élément chimique a
doser correspondant a 1% d’absorption.
- La limite de détection (LD) qui est définie comngedoncentration exprimée en

png/kg donnant, dans le cas pratique, un rapponaBlyuit de fond égal a 2
(Tableau 1.2).

Cd
LD (ug/kg) 0,004

Tableau 1.2. Limite de détection du métal analysé

La qualité des dosages effectués est vérifiee aisaat tout d’abord des « blancs »
(ne contenant que le produit chimique Hi@raités en méme temps et de la méme
maniere que les autres échantillons. Le laboratoirenous avons réalisé nos analyses
participe a des exercices d’intercalibration indionaux (NILU HTU/O- 7729) par
I'analyse des teneurs métalliques (Cd) dans deanéitbhns de bivalve standard (moules)
Les résultats sont représentés dans le tableau 1.3.
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Tissus de moules SRM-2976

Métaux Nos valeurs valeurs certifiéeg Recouvrement (o)
Cd 0,75 (0,12) 0,82 (0,16) 91,14

Tableau 1.3. Résultats de contréles de qualité interne (SRM-R9#% concentrations
moyennes sont présentées en mg/kg de poids seéchds types de nos valeurs et des
valeurs certifiées (National Institute of Standandi Technology) sont présentés entre
parentheses.

7. Dosage des métallothionéines par la méthode coloratique

a. Principe de la méthode

La fixation des molécules de DTNB {5,5'-Dithiobi2-fitrobenzoic acide)} aux
groupements thiol (SH) a comme conséquence I'ajigard’'une coloration jaune dont
I'intensité est proportionnelle a la teneur en gements SH contenus dans les MTs.
La méthode utilisée consiste a évaluer le nombrgrdepements SH en utilisant comme
référence le réactif GSH (Viarengo et al. 1997).
Les concentrations en MTs dans les divers échamsil{n=20), exprimées en ug/g de poids
frais de I'organe, sont déterminées en utilisadguation suivante :

GSH (ug) x 8600

Cowrs) =
307.3 x 21 x pf
Cms) : concentration en MTs
8600 : masse molaire de MTs
307.3 : masse molaire de GSH
pf : poids frais de I'organe (Q)
21 : nombre de groupements SH pagoubé de MTs

b. Dosage des MTs

Apres 'homogénéisation de la moitié des glandggstives (n=20/ point de
prélevement) dans le tampon Tris-HCI (annexe V}rieyat obtenu a subi une premiére
centrifugation (25000 g durant 1 heure a 4°C). umageant obtenu est dénaturé a la
chaleur (80°C) puis centrifugé a 20000 g duranin@®a 4°C. C’est a partir du surnageant
obtenu que le dosage des MTs a éte réalisé empeéda DTNB, a température ambiante
et a I'abri de la lumiére.
L’absorbtion des échantillons est lue a 412 nnestténeurs en MTs sont quantifiées e

utilisant le GSH comme standard (annexe II).
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8. Dosage du malonedialdéhyde (MDA) au niveau de laagide

digestive

a. Principe

Le MDA est dosé par la méthode colorimétrique ems@nce de l'acide
thiobarbiturique. La réaction au TBA (acide thidioaurique) est une méthode tres sensible
qui permet de détecter de faibles quantités dexypdes lipidiques et plus particulierement
le MDA libre. La détection du MDA présent dans é&hantillons biologiques se base sur
la réaction au cours de laquelle, 2 molécules dé& T@&agissent avec une molécule de
MDA ce qui entraine la formation d’'un chromogenege dont I'absorption maximale est
comprise entre 312 et 535 nm (Sunderman et al.)1@8Btensité de la coloration rouge
augmente avec la concentration en MDA. Il faut ngige le complexe MDA-TBA n’est

stable que pendant 3 heures a I'abri de la lunggeetempérature ambiante.

b. Extraction du MDA

L’homogénéisation des moitiés des glandes diges{ive20/ point de prélevement)
a été réalisée a froid dans du KCI 150 mM a raderilg de tissu dans 10 ml de KCI
(chlorure de potassium).
Les broyats des glandes digestives sont immédiatiecomgelés a —20° C afin d’éviter la
dégradation du MDA.
Le MDA étant un composé instable, la gamme d'étzpgie a été établie a partir d'une
solution mere de TEP (1,1,3,3- tétraéthoxypropéaenexe ).

9. Dosage de l'acétylcholinestérase
» Préparation des échantillons

Les branchies sont homogénéisés a l'aide d'un lwoylans un tampon phosphate
(KoHPOW/KH PO, 0.1M, pH 7,4) suivant un rapport poids/volume d& 1es homogénats
sont ensuite centrifugés a 9000 g pendant 30 MitCaLe surnageant sera utilisé pour le

dosage de 'AChE et des protéines.

» Quantification de I'activité cholinestérase

La méthode utilisée est dérivée de celle d’Ellmaln{an et al. 1961), adaptée au lecteur
en microplaque par Bocquené et Galgani (1998). iAiasétylcholinestérase contenue —
dans la fraction des tissus va réagir avec l'attétdholine (ASCh) en libérant I'acide -

Chapitre

acétique et la thiocholine (Sch). Cette derniemggitéa son tour avec le DTNB (5-5'-

51



Répartition spatiale de cadmium et de quelques biomarqueurs déterminés chez
Cerastoderma glaucum collectées dans une zone polluée

Dithio-Bis-nitrobenzoate) en donnant du TNB prodigt couleur jaune qui absorbe a 412
nm et dont la concentration est proportionnell@ &uantité d’enzymes présente dans le

milieu. La réaction peut se schématiser ainsi :

ASCh + HO AChE ,  Sch+ acide acétique

Sch + DTNB Tch-TNB + TNB

v

Le mélange réactionnel est incubé pendant deuxtesrai25°C et I'hydrolyse du substrat
est appréciée a l'aide d'un lecteur de micropla@uee longueur d’'onde de 412 nm et a un
intervalle de temps de 25 mn contre une solutiomtg (sans échantillon). Les résultats

sont exprimés en nmol/min/mg de protéines. L'atdieist donnée par la formule suivante :

Activité (nmol/min/mg de protéines) = DO/ mh000 x Vcyt
eXVxXxP

DO/mn : variation de densité optique par minute
V  :volume de I'échantillon en ml

P :mg de protéines par ml de la fraction sedo
Vceyt : volume de cytosol

e : coefficient d’extinction molaire de I'acétylolinestérase égale a 13.6 m mol/ mn
10.Analyse statistique

Pour déterminer la répartition spatiale de Cd et biemarqueurs utilisés (MT,
MDA, AChE), une interpolation a été établie par ltgiciel MINITAB 15. Cette
interpolation est basée sut la méthode polynomibkkima. Cette derniére est une
méthode d’interpolation cubique basée sur la taéatgpn de Delaunay. Il s’agit de
construire a partir de surfaces élémentaires ioterectées, une surface globale passant par
tous les points de référence (Akima, 1978).

Pour déterminer l'effet des facteurs biotiques das concentrations des
biomarqueurs étudiés, une régression linéaire pielét les coefficients de corrélation ont
éte déterminés par le programme SPSS (versionll).

Le modele de régression linéaire multiple s’éceita facon suivante :

Y=a + bX+ bpXo,....0Xk
Ou Y est la variable dépendante, ¥, ... Xk, sont les variables indépendantes ; é

+

est I'ordonnée a l'origine estimée ; bl,b2,...bk, tsl@s pentes estimées. Chaque pent@-
°
@)
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indique le changement attendu dans Y pour un clmegede une unité dans.XLes
valeurs de p (probabilité) refletent la présence (j0,05) ou I'absence (p 0,05) d’effet

significatif des variables indépendantes sur legmbées dépendantes

C. Reésultats
1. Choix des nceuds de la grille de prélevement

Les résultats de I'étude préliminaire ont montedb$ence de variation significative
des concentrations en Cd chez les organismes &slacl60 m et 200 m par rapport a 140
m vers le sud de Zarb El Ain, & 26m par rapporfizx £t a 86m par rapport a 66m vers le
large. C’est pour cette raison que les points 1&Q B00 m vers le sud et 26m et 86 m vers
le large n'ont pas été retenu sur la grille firdéeprélevement.

2. Répartition spatiale du Cd bioaccumulé et des bionmrgueurs
étudiés

Les figures I. 9; 1. 10 et I. 11 montrent que d¢esicentrations en Cd, MT et MDA
ont tendance a augmenter en se dirigeant versdl@eswarb El Ain et a diminuer en se
dirigeant vers le large. Les teneurs maximales ed @ht été enregistrées
approximativement a partir de 700 m a 1000 m versud. De méme pour les variations
des concentrations en MT et en MDA avec quelquesmions. En effet les teneurs
maximales en MDA ont été enregistrés aux point (#8vers le sud ; 175 m vers le large)
et (600 m vers le sud ; 160 m vers le large). Ediggeant vers le sud de Zarb El Ain, une
diminution de I'activité de 'AChE a été observéme augmentation de cette activité a été
enregistrée en se dirigeant vers le large. Cepénagartir d’a peu prés 800 m vers le sud,
cette augmentation avec le large n’a pas été obsdRig. |. 12).
Une corrélation positive a été établie entre lesceatrations en MT et en MDA et les
teneurs en cadmium, et présentée par la figure3 I(alb). Cette corrélation est plus
significative pour les MTs que pour le MDA. E8vanche, une diminution significative

de l'activité de 'AChE avec I'augmentation desncentrations en Cd a été démontrée
(Fig. I. 13c).
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Figure 1.9. Répartition spatiale du cadmium (ug/g poids sesgdu niveau du tissu mou
deC. glaucum.
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Figure 1.10. Répartition spatiale de MT (mg/g poids frais) daséiveau de la glande
digestive deC. glaucum
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Figure 1.11. Répartition spatiale du MDA (mM/g poids frais) daéniveau de la glande
digestive deC. glaucum
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Figure 1.12. Répartition spatiale de I'activité de '’AChE (nnmlih/mg Prot) déterminée
au niveau des branchies @eglaucum
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Figure 1.13. Variation des concentrations en MTs (a), MDA (byatiation de I'activité
de I'AChE (c) en fonction des concentrations dengiadh in toto chezC. glaucum
(signification de r est a 99%) (n= 561).
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3. Effets des facteurs biotiques (sexe, masse, taillsur les
concentrations des biomarqueurs étudiés
Afin d’établir une comparaison entre I'effet duntaminant (Cd) et I'effet de

certains facteurs biotiques (taille, poids et sestg)les concentrations des bioamarqueurs
étudiés, des modeles linéaires multiples ont digmés.

(I) MTs (DG) = 3.85 + 1.98l — 0.12 taille Rt{=0.27)
(11.62) (-5.14)
(1) MDA =9.967 + 2.55 Gd0.158 taille Rt{=0.14)

(7.64) (-3.51)

(1) AChE = -0.66 — 2.48 @dD.18 taille R{=0.24)

(-8.51) (3.95)

Les modéles (1), (I) et (Ill) ont montré un effeignificatif du Cd et de la taille sur les
concentrations en MT et MDA et sur l'activité dAChE. Cet effet est plus important
pour le Cd que pour la taille. Des corrélationsatiégs entre la taille et les concentrations
en MT et en MDA ont été établies. En revanche,coeglations sont positives dans le cas
de 'AChE. Les facteurs masse et sexe ne sembéaninfluencer les concentrations ou les

activités des biomarqueurs étudiés.

D. Discussion

Le cadmium a été détecté a des fortes concentsatians différents sites du golfe
de Gabes (lllou, 1999 ; Serbeji, 2000). Or, leeit®brés marins, notamment les bivalves
concentrent trés rapidement cet élément (Ray, 19B63t donc nécessaire d’évaluer les
risques que présentent ces apports sur la faurgolfier Pour cela, des individus @&
glaucum ont été prélevés dans un site pollué et ont spour l'étude de la
bioaccumulation du cadmium et de ses effets suivanh gradient de contamination _
métallique. Les résultats ont montré que la coquglaucumest capable d’accumuler au _g

Q.
niveau de ses tissus des concentrations en cadpourant dépasser 1ug/g de poids sec®
@)
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Ces concentrations relativement importantes restéatieures aux normes fixées par la
législation tunisienne, soit 2 ug/g de poids seRB, 2002) et utilisées dans le réseau de
biosurveillance des contaminants nocifs en TurfSleouba et al, 1998). En revanche chez
les palourdes du méme site, les concentrations mmageen Cdif toto) sont supérieures a
2 ug/g de poids sec (les teneurs sont maximale®eembre atteignant 6,6 pg/g de poids
sec) (Ketata et al. 2007). Les fortes teneurs igpiak (Cd) enregistrées aussi bien chez
les coques que chez les palourdes du site Zarb il pAésenteraient des risques
écotoxicologiques et sanitaires potentiels. Chazolaulation d’étude, I'évaluatiom situ

de la bioaccumulation métallique a été basée smalyse de cadmiunin toto. Les
analyses # toto» nous renseignent sur la biodisponibilité des amnét dans
I'environnement et de leur assimilation par lesussy De méme, ces analyses ont été
réalisées sur la palouré®e decussatuissue de différents sites du golfe de Gabeés (Ketht
al. 2007, Machreki-Ajmi et al, 2008 ; Smaoui-Danedlal. 2004) et du Portugal (Bebianno
et al. 1993).

L’étude de laépartition spatiale du cadmium in toto a montré une augmentation
des concentrations en cadmium en se dirigeantlagpartie sud de Zarb El Ain et une
diminution vers le large. Cette diminution peuteégxpliquée par le phénoméne de
dilution, alors que I'augmentation est peut étre dux courants nord-sud qui transportent
a c6té des polluants contenus dans les effluenissiriels, une charge bactériologique
importante liée aux fortes concentrations en palgg vivantes (notamment les bactéries)
au niveau de l'effluent issu de la station d’éporade Sfax (Serbaji, 1991 ; 200Qe qui
pourrait étre un vecteur potentiel de transferCdudans les tissus des coques du site Zarb
El Ain. En effet, des travaux de la littérature anontré que les mouledM( edulig
accumulent plus facilement le Cd fourni par l'imédiaire de souches bactériennes,
préalablement cultivées sur un milieu cadmié, guéd ionique (Flatau et Gauthier, 1983).
Aussi, il ne faut pas oublier la présence du phé@mande lessivage des terrils de
phosphogypse, déposeés sur le littoral a quelquesdursite Zarb EI Ain et qui constitue
également un générateur important de pollution eh(Barmoul, 1979, Darmoul et
Vitiello, 1980 ; lllou, 1999 ; Zairi et Rouis, 1999Serbaji, 2000). Le transport de la
pollution a des distances assez importantes corefaeaceté décrit dans ce travail n'a pas
été observé dans la baie de Port Phillips (Ausrau les concentrations en cadmiles
plus importantes cheM. edulisont été enregistrées a proximité de la sourceotiatipn
(Phillips, 1976).
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Afin dévaluer I'impact écotoxicologique des polhia sur les organismes marins,
I'utilisation des marqueurs biologiques ohiomarqueurs est envisageable. Ces
biomarqueurs ont été largement utilisés dans leeadels programmes de surveillance de la
qualité de I'environnement vu leur capacité a faudes informations sur I'état de santé
des individus. Néanmoins, cet état de santé negieutévelé en utilisant un biomarqueur
unique. L'utilisationin situ de batteries de biomarqueurs permettrait vraissiohainent
une évaluation réaliste et fiable des effets édotbagiques des polluants sur les
écosystemes (Lagadic et al. 1997). Cependant, epipication nécessite la présence
d’organismes bioindicateurs. Les bivalves ont étinswérés comme d’excellents
indicateurs de contamination en raison de leurefardpacité de bioaccumulation de
polluants. Ce qui refléte, contrairement aux aredy®alisées sur le sédiment ou I'eau, la
guantité de polluants biodisponibles dans I'enuiement. De ce fait, les bivalves ont été
utilisés dans leprogrammes de biosurveillancede la qualité de I'environnement. Les
moulesM. edulis et M. galloprovincialisont été utilisés dans les programmes « Mussel
Watch » aux Etats-Unis ou « RNO » en France. De enl@npalourddr. decussatua été
utiisée dans le programme national tunisien deveillance de la qualité de
'environnement. La coqué&. glaucuma été aussi validée comme bioindicateur de
pollution (Machreki-Ajmi et al. 2008). Dans cettetude une approche
multiparamétrique a été mise en place en utilisant plus d'un biomewg pour
I'évaluation diagnostique et prédictive des efféd¢sla pollution sur une population @
glaucum.Les biomarqueurs utilisés sontrt@tallothionéine (MT), le malonedialdéhyde
(MDA) et I'acétylcholinéstérase (AChE).

Il a été admis pendant trés longtemps quéMe€s jouaient un rble protecteur vis-a-vis des
métaux toxiques en immobilisant ceux-ci et en erhp@t leur fixation sur certaines
protéines de haut poids moléculaire et la dénaturade ces dernieres (Lagadic et al.
1997). L'induction de synthese des MTs par les métaxiques tels que le cadmium a été
prouvée par difféerentes études (Amiard et al. 200&dhar-Chaabouni et al. 2007 ;
Machreki-Ajmi et al. 2008). Dans cette étude I'a@gtation de la quantité de cadmium
bioaccumulé est suivie d’'une augmentation de lah&ge des MTs au niveau de la glande
digestive deC. glaucum En effet, une corrélation positive et significata été établie

entre les concentrations en @dtoto et en MTs dans la glande digestive@leglaucum

Ces résultats sont en accord avec des travauxieamsur la méme espece (Machreki-
Ajmi et al. 2008), suR. decussatuéSmaoui-Damak et al. 2004)1. edulis(Geffard et al.

re
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2001) et M. galloprovincialis (Isani et al. 1997). Comparées a la littératues |
concentrations en MTs dans la glande digestivecdegsies (1-5 mg/g poids frais) sont
proches de celles obtenues chez les palourdesgadGaigour (golfe de Gabes) (3,4 mg/g
poids frais) (Hamza-Chaffai et al. 1999) et chearnlaule M. galloprovincialis (3mg/g
poids frais) prélevée de la lagune Pialassa Bgibaige) (Donnini et al. 2007). Les travaux
de Machreki-Ajmi et ses collaborateurs (2008) owoiniré des concentrations en MTs ne
dépassant pas les 1,2 mg/g de poids frais de tagldigestive d€. glaucuncollectée du
site Gargour qui est le site le plus proche de ZrBin vers le sud. Ceci prouve que les
échantillons ont été collectés loin de la cbte erisigeant vers le large. L'induction de
synthese des MTs par les métaux ne peut étre gieegénérale puisque cette réponse n'a
pas été détectée chez certaines espéces telle€rgasostrea glomerataxposée a la
pollution métallique dans son milieu naturel (Nazlglet al. 1986). La résistance de cette
espece a cette contamination est peut étre duepdétence d’autres meécanismes de
détoxication faisant intervenir les lysosomes, piegéines de haut poids moléculaire, des
enzymes, des molécules riches en groupements -fid tpie des acides aminés, des
peptides (GSH) (Viarengo, 1989 ; George, 1990).zCtaitre Crassostrea gigasl a été
montré que la détoxication du Cd (Jeantet et 8@71@t du Pb (Amiard et al. 1989) se
faisait par des lysosomes qui immobilisent ces méw@ans un état chimique stable et
inerte. De plus, cheRuditapes decussatuis a été montré que certaines enzymes
antioxydantes telles que la superoxyde dismutaseatalase ou le glutathion agissent
comme premier mécanisme de défense contre I'exed&3dd(Géret et al. 2002 b ; 2003).
Plus encore, une inhibition de la synthese des pHrsles métaux est plausible. C’est le
cas de la palourde collectée dans un site contamiséi bien par le cadmium que par

I'argent et le cuivre (Smaoui-Damak et al. 2004).

Le second biomarqueur étudié dans ce chapitre eeshdlonedialdéhyde. Les
résultats ont montré une augmentation des condiemsaen MDA avec 'augmentation du
taux de cadmium bioaccumulé. Une corrélation pesita été déterminée entre les
concentrations en Coh toto et en MDA dans la glande digestive @e glaucum Ces
résultats sont en accord avec ceux obtenus parrgkdielymi et ses collaborateurs (2008)
qui ont montré une augmentation des concentragon§IDA dans un site ou les taux en
Cd sont élevés par rapport a un site témoin. G&retes collaborateurs (2002 a) ont
montré une augmentation des concentrations en Midx a mouleM. edulisexposée au
cadmium pendant 21 jours. Cette augmentation agdement mise en évidence chiz
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decussatugxposée au cadmium (Géret et al. 200Pgyanodon grandigBonneris et al.
2005) et Bathymodiolus azoricuexposées a des métaux dans leur milieu naturel
(Bebianno et al. 2005). Cette augmentation des esdrations en MDA chez les
organismes contaminés par le cadmium peut étrdgeréa par le fait que le cadmium
engendre la production de radicaux libres dans eelelle ce qui entraine différentes
conséquences cytotoxiques, dont l'inactivation siegemes enzymatiques et surtout la
détérioration de la membrane cellulaire par attatpiees acides gras constitutifs, ce qui se
traduit par des phénomeénes de peroxydation lipaliqua méthode d'évaluation de ce
phénomene consiste alors a doser un des procugisxfide dégradation des acides gras, le
MDA, dont la teneur est en relation étroite avexcdégradations de la membrane cellulaire

et, d'une maniére générale, avec le stress oxgdanpar les cellules de I'organisme.

Aucune relation n’a été déterminée entre les canatons en MDA et les teneurs
cytosoliques en cuivre et en zinc chieyganodon grandigBonneris et al. 2005). Suite a
une contamination par ces mémes métaux, une dimmdes concentrations en MDA a
été observée ch&zrassostrea angulatat Mytilus galloprovincialis(Funes et al. 2005). Ce
dernier résultat peut étre expliqué par le fait tpgesystémes enzymatiques antioxydants
n’'ont pas été touchés suite a une contaminatioteparivre ou le zinc.

Concernant I'activité de I'acétylcholinestérageChE) qui représente le troisieme
biomarqueur étudié dans ce chapitre, une diminudiote a 'augmentation des teneurs en
Cd a été observée au niveau des branchiés. dgaucum Une corrélation négative été
observée entre les concentrations erirCwto et I'activité en AChE dans les branchies de
C. glaucum L’activité maximale a été détectée dans la zanmadins polluée (partie nord
et est de Zarb El Ain) ce qui est en accord aver résultats obtenus suvl.
galloprovincialis (Mora et al. 1999) collectée sur un site relatieatpropre de la baie
d’Arcachon (France). Cependant une diminution deecactivité avec I'augmentation des
teneurs en cadmium a été observée dans le sitarbeEZ Ain. Ces résultats sont en accord
avec ceux obtenus par Machreki-Ajmi et ses collateors (2008) qui ont montré une
inhibition de l'activité de 'AChE au niveau du tegpied, manteau, muscle adducteur et
siphons) deC. glaucumexposéein situ au cadmium. En plus du cadmium, il a été
démontré que le cuivre joue un réle au niveau idibition de l'activité de I'AChE. En
effet, Najimi et ses collaborateurs (1997) ont m®drque linhibition de Il'activité de
I’AChE est plus importante chez les moules expoaéesuivre qu’au cadmium. A coté desé

métaux, I'effet inhibiteur de I'activité de 'AChR été attribué a d’autres xénobiotique%—
°
O
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tels que les pesticides (Lionetto et al. 2003estdomposés organophosphorés (Ricciardi
et al. 2006). Sous l'effet des pesticides, unectdn de 50% de I'activité de 'AChE a été
notée cheaVl. galloprovincialis(Lionetto et al. 2003). Dans ce chapitre, une dution
jusqu'a 20% de l'activité de 'AChE a été observ&apres I'US EPA (1998), une
réduction au niveau de l'activité de 'AChE de 2@% plus refléte la présence d’effet
toxicologique significatif. Une inhibition de I'twité de 'AChE au niveau des points
(800 m sud, 206 m large) et (1000 m sud, 206 me)argalgré la diminution des
concentrations en Cd a été observée. Ce résultatghee expliqué par la présence de

facteurs inhibiteurs autres que le cadmium.

A c6té du cadmium, les concentrations en biomangupauvent étre influencées
par quelquegacteurs biotiquescomme le sexe, la masse et la taille. Dans caitrina
été demontré que les facteurs masse et sexe nioohaffet sur les concentrations des

biomarqueurs étudiés. Par contre, un effet taideéaobserve.

L’effet sexesur les variations des concentrations en MTs tiiggande digestive
de la palourde dans la période de reproductiantatle juin a septembre a été démontré
par les travaux de Hamza-Chaffai et ses collaborat€1999). Sur cette méme espeéce,
Smaoui-Damak et ses collaborateurs (2004) ont maaqnie les concentrations en MTs
branchiales sur toute une année ne montrent pdgfédieence significative en fonction du
sexe. En revanche, dans la glande digestive uhsffe sur une période de I'année a été
observé. Dans la glande digestive de la palourdigaise, aucune différence significative
des teneurs en MTs n'a pu étre établie entre IrsssESerafim et Bebianno, 2001). De
méme, aucun effet significatif du facteur sexe lggr variations des concentrations en
malondialdéhyde cheZ. glaucumn’a été déterminé dans cette étude. Ce qui esteord
avec les résultats obtenus par Ladhar-Chaaboursegtcollaborateurs (2007) sur la
palourde R. decussatusEn ce qui concerne l'activité de l'acétylcholitédase, nos
résultats sont en accord avec ceux obtenus paettmet ses collaborateurs (2003) sur la

mouleM. galloprovincialis

L’effet massesur les variations des concentrations en MTs tlagknde digestive
de la coqueC. glaucumn’a pas été observé dans cette étude. En revannbeyariation
significative des concentrations en MTs en fonctien la masse a été établie chez la

palourdeR. decussatuéSmaoui-Damak et al. 2004).
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Contrairement aux facteurs sexe et masse, nodatsoht montré un effdtille
significatif sur les variations des teneurs enm@aogueurs étudiés che2. glaucum
L’influence de la taille sur les concentrations MiTs et en MDA a été également
déterminée chez la palour&e decussatussue du golfe de Gabes (Hamza-Chaffai et al.
1999 ; Hamza-Chaffai et al. 2003). Chez la moultugaiseM. galloprovincialis un effet
significatif du facteur taille sur les variationesdteneurs en MTs a été déterminé (Serafim
et al. 2002). Cependant, aucun effet taille n’a @giéervé sur I'activité de 'AChE au
niveau des branchies de la moRlkerna viridis(Lau et Wong, 2003).

La corrélation négative entre le facteur taille et les conceiuingten MTs et en
MDA, et positive dans le cas de 'AChE, peut étxpliguée par la présence d'un effet
taille sur la bioaccumulation des métaux mise ededce chez d’autres especes. En effet,
les concentrations en cadmium chez la mduledulissont corrélées négativement avec la
taille dans plusieurs sites pollués (Pophan et d&u1983). De méme, chez la palouRle
decussatugollectée du site Zarb El Ain (Ketata et al. 200Z¢s résultats montrent une
diminution des concentrations en cadmium dansisssid des organismes étudiés avec
'augmentation de la taille. Toutefois, les phénae® expliquant cette relation inverse
demeurent un sujet de discussion. Pour certairesiesjtla grande capacité d’accumulation
des métaux observée chez les bivalves de petile tast liee a leur forte activité
métaboliqgue en comparaison avec les organismearge faille (Das et Jana, 2003). Pour
d’autres auteurs, cette forte bioaccumulation asibpliée a I'importance relative de la
surface par rapport au volume chez les organisreepetite taille, ce qui entraine une

adsorption d’'une proportion importante des métaleuasurface (Rainbow, 1993).

Dans cette étudan sity, la répartition spatiale de Cd et de certains bi@ueurs
au niveau d'un site exposé a la pollution a étéerdéinée en utilisant un organisme

bioindicateur. Les principaux résultats ont montré

- Une augmentation des teneurs en Cd, MTs et MDAnet diminution de l'activité de

I’AChE en se dirigeant vers le sud.
- Une migration de la pollution par les courantsdasud.
- L’état alarmant de I'écosystéeme étudié.

- La présence d'effet taille sur les teneurs en MMBA et AChE.
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Chapitre I

Variations in vivo des concentrations en biomargadmétallothionéine et

malonedialdéhyde) avec le temps et la concentratiooadmium chez Cerastoderma
glaucum

Article: LADHAR-CHAABOUNI R, SMAOUI-DAMAK W and HAMZA-CHAFFAI A
(2009)

In vivo variation of some biomarkers with time aradimium concentration in the cockle
Cerastoderma glaucum. Marine biology research,resp.
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Variations in vivo des concentrations de biomarqueurs (métallothionéine et
malonedialdéhyde) avec le temps et la concentration du cadmium chez Cerastoderma
glaucum

A. Introduction

Dans ce chapitre nous nous sommes intéressés grétudvivo I'effet d’'une
contamination par différentes concentrations derciné de cadmium durant des temps
variables sur la synthése de MT, MDA et protéictesz la coqu€. glaucumCette étude
présente I'avantage d’étre réaliséevivo. En effet, contrairement aux travaux réalises
situ, cette étude permettra d’estimer les conditiontsmales d’induction de synthese des
MTs chezC. glaucumce qui n'a jamais été réalisé auparavant. Cettenggation a été
réalisée en choisissant la concentration de £dCla durée d’exposition qui provoquent
une induction maximale de synthese des MTs touewtant les fortes perturbations
métaboliques. Ainsi, le suivi de ['état de san&s énimaux contaminés a été réalisé a
travers I'étude des variations des teneurs en radialdéhyde et en proteines a c6té du test
de « stress on stress ».

B. Matériels et Méthodes
1. Site de prélevement

Dans le cadre de cette étude, nous avons choisirdgaltomme site
d’échantillonnage. Mahrés est une ville cotieraésta 30 kilométres au sud de Sfax et a
300 kilometres de Tunis. Cette ville est connue farculture de I'olivier, I'extraction de
I'huile d'olive, la péche. Ainsi, la plus grandeveraie d'Afrique se situe au sein de la
délégation de Mahrés. Le choix de ce site d’étudeeadasé sur quelques critéres a savoir
son éloignement de la zone industrielle, la faititaccés a ce site et sa richesseCen

glaucumqui représente notre matériel biologique.

Figure 11.1. Photographies du site de préléevement (Mahrés)
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2. Prélévement et expérience de contaminatian vivo

1250 individus deC. glaucumont été prélevés et répartis sur cing bacs contena
chacun 71 d’eau de mer et 250 échantillons, Aprésdurée de 24 heures d’acclimatation,
les bivalves ont été exposés a différentes coratemts de CdGl inspirées de la
littérature : 50, 75, 100 et 150 pg/l durant 5, 1® et 20 jours (Fig. Il. 2)Un premier bac

a été utilisé pour les échantillons témoins. Leglbes ont été nourris,

'eau et le
contaminant ont été renouvelés 2 fois par semaine.
Bac contenant les échantillons
v
15 échantillons 20 échantillons 25 échantidlon

(Dosage du Ciah toto) (Dosage MT, Protéines et MDA) (Téststress on stress)

Figure 11.2. Nombre d’échantillons utilisés pour les différedtsages.

3‘ Chapitre I



Variations in vivo des concentrations de biomarqueurs (métallothionéine et
malonedialdéhyde) avec le temps et la concentration du cadmium chez Cerastoderma
glaucum

3. Préparation des échantillons

Charniére Coquille

Muscle Siphan
adducteur

exhalant

T — = Tissus mou

Bouche /AR :K —  » | Dosage du Céh toto

i Siphon

Manteau inhalarlt

Branchies
Pied

Branchies Glande digestive

¥ N

Dosage des § a
MTs et

protéines l l
Dosage des Dosage du
MTs et MDA
protéines

Figure 11.3. Schéma montrant les difféerents compartiments éslgour les différents
dosages réalisés.

4. Dosage du cadmium, des

métallothionéines et du
malonedialdéhyde

On a utilisé les mémes précautions et les mémesqmies vus dans la partie
matériels et méthodes du chapitre I.
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5. Dosage des protéines

Apres I’'homogénéisation des branchies et des gtaddgestives dans le tampon
Tris-HCI (annexe V), les broyats obtenus sont deigies a 25000 g durant lheure a 4° C.
Le dosage des protéines est réalisé sur les frasatigtosoliques (S1).

En présence du réactif de Biorad, nous avons ragpdrition d’une coloration bleue dont
I'intensité est proportionnelle a la teneur en @im¢s. L'absorbtion des échantillons est lue
a 595 nm (Bradford, 1976).

La gamme d’étalonnage a été établie a partir dagicos de BSA (sérum albumine
bovine) (annexe V).

6. Test de « stress on stress »

Le test de «stress on stress» est un indicateur spégifique qui donne une
évaluation globale de I'état de santé des orgarssi@e test est basé sur la capacité des
organismes a supporter les conditions d’anoxieeftat, la méthode consiste a superposer
deux types de stress : le stress causé par lanpeese Cd et celui qui est due a I'anoxie
(exposition des organismes a l'air libre).

Ainsi, 25 individus prélevés dans chaque bac etamturchaque période de
contamination, sont exposés a l'air libre (anox@haque jour, un comptage de nombre
d’individus qui meurent est déterminé afin de ckdcda LT50 (temps létal pour 50%
d’individus).

7. Analyse statistique

Pour suivre l'effet de facteurs temps et des camagaons de CdGlsur les
concentrations des facteurs étudiés, une régresuitiiple a été réalisée.
Un test de Tukey nous a permis de déterminer i#érehces statistiques entre les

moyennes obtenues. Cette étude statistique @altéée avec le programme SPSS version
11.

C. Reésultats
1. Variations de cadmium dans les tissus moug(toto)

Les résultats de la régression multiple ont molatqgrésence d’un effet significatif ,%
o
des facteurs temps et dose de GdsTir la bioaccumulation du cadmium au niveau de8

69



Variations in vivo des concentrations de biomarqueurs (métallothionéine et
malonedialdéhyde) avec le temps et la concentration du cadmium chez Cerastoderma
glaucum

tissus mous d€. glaucum Les variations des teneurs en cadmianoto en fonction du
temps et de la concentration en Cd&int illustrées dans la figure Il. 4. Les résultats
montré une augmentation significative de la bioaugation du cadmium apres 15 jours
d’exposition a 50 ug/l Cdgl10 jours a 75 pg/l Cdekt 5 jours a 100 et 150 ug/l CdCl
Une mortalité totale des coques a été observée d8rgours de contamination par 100
png/l de CdGl. A t=20 jours, une augmentation significative deblioaccumulation du
cadmium a été déterminée chez les individus expasB8, 75 et 150 pg/l CdCpar
rapport a t=15 jours. Cette augmentation est, mtisgenent, de 2, 5 et 3 fois plus

importante

G— T
—0— 50 py/l
—t— 75 g/l

25 - —— 100 g/l
—o— 1580 pg/l
20 -
)
n -_
8 315 -
©
a
o 10 -
~~
o
=
~—~~ 5 1
e,
9)
N—r
0 ¥ <> o
0 5 10 15 20

Temps (jours)

Figure 11.4. Variation des concentrations en cadmintoto (LLg/g poids sec) chez.
glaucumexposée a différentes concentrations de @0l 75, 100 et 150 pg/l) durant
5, 10, 15 et 20 jours ( h= 285)

2. Variation des concentrations en métallothionéines wa niveau

des branchies et de la glande digestive @& glaucum

Les facteurs temps et concentration de Ga@ectent d’une fagon significative les

teneurs en métallothionéines.

a. Variation des MTs en fonction du facteur temps
- Pour une contamination par 50 pg/l Cg4Gha synthese des MTs a été observee
apres 15 jours d'exposition. Cette synthese maxneat suivie d’une diminution 2
significative aprés 20 jours de contamination. E‘
@)

7
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- Pour une contamination avec 75 pg/l Cdda synthése de MTs a été détectée

aprés uniquement 5 jours d’exposition.

- Pour une contamination par 100 et 150 ug/l Gd&3 variations des concentrations

en MTs gardent presque la méme allure. L'inductiommence dés 1e5 jour.

Les valeurs maximales en MTs ont été observées dfr¢ours d’exposition. Une

diminution significative a été déterminée a t=a6r§.

b. Variation des concentrations en MTs en fonction dfiacteur

concentration de CdC)

Lorsque le temps d’exposition est inférieur a 1&5r$0 I'induction de synthése des

MTs a été observée avec 75, 100 et 150 pg/l £dizpendant, Durant le 9% jour de

contamination, I'induction de synthese des MTs é diterminée avec 50 et 75 pg/l de

CdCk. Une perturbation de la synthése des MTs a éer& a t=20 jours d’exposition

(Fig. II. 5 et I1.6).

1,465

(MT) (mg/g poids frais)

0,065 #

Figure 11.5. Variation des concentrations en métallothionéing/¢npoids frais) au
niveau des branchies @ glaucumexposée a différentes concentrations de £(80),

1,265 A

1,065 A

0,865 7

0,665 4

0,465 4

0,265 1

< T
—0— A0 pigdl
—r— 75 g/l
—e— 100 pg A
—o— 1580 pg/l

0 10 20
Temps (jours)

75, 100 et 150 pg/l) durant 5, 10, 15 et 20 jonrs380)
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(MT) (mg/g poids frais)

Figure 11.6. Variation des concentrations en métallothionéing/¢npoids frais) au
niveau des glandes digestivesGlgglaucumexposée a différentes concentrations de
CdCl, (50, 75, 100 et 150 pg/l) durant 5, 10, 15 etd20g (n= 380)

3. Variations des concentrations en protéines au niveades

branchies

2,554

2,054

1.554

1,024

0,554

0,054

glaucum
< T
—0— 50 py/l
—t— 75 pn/l
—e— 100 pg A
—o— 1580 pg/l
10 20

Temps (jours)

Un effet significatif des facteurs doses de Gdé&l temps sur la variation des

concentrations en protéines au niveau des brandbi@sglaucuma été déterminé.

La synthése de protéines a été observée apreseomeéapt 5 jours (Fig Il. 7) chez les

cogues exposées aux

différentes concentrationsCd€L. Concernant les trois

concentrations de Cd£I50, 75 et 100 pg/l, une augmentation progresseseteneurs en

protéines a été enregistrée. Dans le cas des axicmataminés par 150 pg Cdgl les

concentrations en protéines augmentent jusqu’&l°3@ur puis diminuent au 1% jour

d’exposition.
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Figure 11.7. Variation des concentrations en protéines (mg/dpbais) au niveau des
branchies d€. glaucumexposée a différentes concentrations de ¢80, 75, 100 et
150 pg/l) durant 5, 10, 15 et 20 jours (n= 380)

4. Variation des concentrations en protéines au niveaule la

glande digestive

Un effet significatif des facteurs concentration @@ChL et temps sur la variation
des teneurs en protéines au niveau de la glandsstilig deC. glaucuma été mis en
évidence. La figure Il. 8 montre une augmentatioogpessive des concentrations en
protéines avec le temps et les concentrations d€l,CdPar contre une diminution
significative des concentrations en protéines aBg&rvée chez les coques exposées a 150

png CdCHI apres 15 jours de contamination.
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—r— 75 g/l
—e— 100 pg A
40 - —o— 150 pg/l

(Prot) (mg/g poids frais)
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Figure 11.8. Variation des concentrations en protéines (mg/dpbais) au niveau des
glandes digestives d& glaucumexposée a différentes concentrations de £¢80, 75,
100 et 150 pg/l) durant 5, 10, 15 et 20 jours (88)3

5. Variation des concentrations en malonedialdéhyde auniveau
de la glande digestive d€. glaucum

Le stress oxydatif causé par le cadmium a été déengmar le dosage du
malonedialdéhyde (Fig. Il. 9). Les facteurs tempdase de CdGlaffectent d’'une facon

significative les variations des teneurs en mal@iddhyde. En comparant avec les

témoins, les concentrations en MDA augmentent Bagitivement avec les concentrations

de CdC} dés le 5™ jour d’exposition. Cette augmentation varie liméaient avec le

temps de contamination de 0 a 15 jours. A t=10sjoune augmentation significative des

concentrations en MDA a été observée. En effagug de MDA est 3 fois plus important

chez les coques exposeées a 50ug/l ¢d@ rapport aux témoins.
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Figure 11.9. Variation des concentrations en malonedialdéhydd/(poids frais) au
niveau des glandes digestivesGlgglaucumexposée a différentes concentrations de

6. Le test de stress on stress

CdCl, (50, 75, 100 et 150 pg/l) durant 5, 10, 15 etd20g (n= 380)

Le test de stress on stress a été realisé suradees qui ont été préalablement
exposées au cadmium (n=25). Le temps létal pourb@’'individus (LT50) a été

déterminé et présenté dans le tableau II. 1. Uméndtion de la LT50 avec I'augmentation

de la concentration de cadmium et le temps d’ékposa été observée. Ce qui reflete une

diminution de la tolérance au stress chez les animantaminés.

[CdCly] Jours 5 10 15 20
Control 6.65 6.44 6.30 5.50
50ug I 6.58 6.40 6 5
75ug It 6.50 6.23 5.5 4.90
100pg I 6.25 6 2 100% de mortalité aprés
18 jours de contaminatiq
150ug I'* 5.42 5.30 5 3.50

Tableau I1.1. La LT50 aprés 5, 10, 15 et 20 jours de contaminadiec 50, 75, 100

et 150 pg/l de CdGI(n= 475)
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D. Discussion

Pour évaluer la réponse @e glaucuma une contamination par le cadmium et pour
étudier I'impact de cette contamination au niveallutaire,une étudein vivo s’avéere tres
utile. Au cours de cette étude, une augmentatiofadeoaccumulation de Cdavec le
temps et la concentration de Cgd@lété observée chez les coques contamimméegqui
refléte la capacité d€. glaucuma bioaccumuler le cadmium au niveau de ses tigsus.
capacité bioaccumulatrice des bivalves exposéseacontamination métallique soit au
laboratoire soit dans leur milieu naturel a étéenais évidence chez plusieurs especes telles
queR. decussatu@Bebianno et al. 1993 ; Smaoui-Damak et al. 20R304),C. fluminea
(Legeay et al. 2005) &. polymorphaMarie et al. 2006).

Apres 18 jours de contamination avec 100 pg/l d€lCdne mortalité totale des
coques a été observée. Des résultats similairestémtécrits cheR. decussatusxposée a
une concentration de cadmium beaucoup plus impertgg00 ug/l) pendant 96 heures
(Roméo et Gnassia-Barelli, 1995). I semble quepdourde R. decussatugst plus
résistante a une contamination par le cadmiumagedueC. glaucum.

La contamination par le Cd a induit une augmemadiela synthése des MTghez
les organismes exposés. L'inductibilité des MTs legr métaux a été déterminée chez
plusieurs especes de mollusques bivalves telleslayyalourde (Bebianno et Serafim,
1998), la moule (Bebianno et Langston, 1991) efitie (Roesijadi et klerks, 1989; Géret
et al. 2002 a). Ces études ont mis en évidengeattcipation de ces protéines aux
processus de détoxication et d’acquisition d’'urmtagee tolérance/résistance vis-a-vis des
métaux (Kagi et Kojima, 1987). L'observation d’'utedle induction chezC. glaucum
confirme le statut d’espece sentinelle de la cagjuéntérét de ce modele dans le suivi de
contamination environnementale par le cadmium.

Chez C. glaucum la synthese des MTs est temps et dose dépendariiéez certaines
especes, l'induction de synthése des MTs suiteeacantamination métallique s’est avérée
rapide. C'est le cas dereissena polymorphaour laguelle une synthése des MTs a été
observée aprés 24 h d’exposition a 2 et 20 ug Qtldcoeur et al. 2004) et le cas @&
virginica pour laquelle cette induction a été déterminéesagrjours d’exposition a 50 ug

Cd | ' (Roesijadi et Klerks, 1989). Dans d'autres cassyathése des MTs est moins=

Itre

rapide. Elle a été observée aprés 12 jours chealtaurdeR. decussatusxposée a 400 ug .
Cd | (Bebianno et al. 1993). Aprés 21 jours d’exposita200pug Cd T aucune induction
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de MTs n’a été observée dans la glande digestivd.dedulis(In Amiard et al. 2006). Il
est clair que la capacité de synthétiser la MTesalitine contamination par le Cd n’est pas
uniforme chez les mollusques bivalves (Langstaad.et989).

Pour cette raison, il a été nécessaire de déterr@aeconditions optimalesde synthése
des MTs cheZ. glaucum d’'autant plus que tres peu d’études se sontassées a cette
espece. D’apres notre point de vue, identifiemedleures conditions pour la synthése de
MTs est essentiel pour I'étude de l'expression démes codant ces protéines. Pour
I'induction de synthése des MTs chigz edulisBarsyte et ses collaborateurs (1999) ont
utilisé 400ug Cd/l durant 22 jours, si ces mémesditmns ont été utilisées avec.
glaucum une inhibition de la synthése des MTs auraibégervée.

En effet, aprés le £8%jour d’exposition aux différentes concentratiors GdCh,
une diminution significative des concentrationsMiis dans les branchies et la glande
digestive des coques a été observée. Cette dimmpgut étre expliqguée par le fait qu'au
début du traitement, le Cd est associé a des pesté&olubles telles que les MTs, puis il est
déplacé vers d'autres tissus ou vers des granatescellulaires (Roméo et Gnassia-
Barelli, 1995). Une deuxiéme explication qui pesitpsésenter, c’est que le mécanisme de
détoxication a été endommagé par les concentradilenges en Cd (Giguére et al. 2003).
Cette deuxieme hypothese est plutét valable pocadedes branchies au niveau desquelles
une destruction des lamelles a été montrée parétude histologique réalisée sur les
branchies dé.. elliptica exposée a 50 pg/l de cadmium durant 14 jourse@ettruction
n'a pas été observée au niveau de la glande dige&lihoi et al. 2007). De méme, le
facteur demi-vie est a prendre en considératioezCh virginica la difféerence de demi-
vie entre le Cd (70 jours) et les MTs (4 a 20 jpyRoesijadi, 1994) pourrait expliquer la
relation complexe entre la réponse des MTs a whection par le cadmium. En effet, si le
Cd libéré se lie de nouveau aux MTs nouvellementigfisées cela va prolonger le temps
de son renouvellement. Baudrimont et ses collaborat(1999) ont montré que la chute de
synthese des MTs ché&z flumineacontaminés par le Cd et le Zn est rapidement esynar
la mortalité de ces animaux. Dix-sept % de mo#datint été observés chez I'huitre
exposée durant 21 jours a 200 ng/l de Cd (Gérebsson, 2002).

Les MTs ont été identifiées dans ¢gande digestive (Viarengo et al. 1985) et les

branchies (Roesijadi et Klerks, 1989) des bivalves. Ces detganes sont parmi les

tre Il

organes essentiels d’accumulation des métaux. dradgl digestive agit comme un site dé%
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détoxication des métaux en exces et les brancloiesne organe d’excrétion (Rainbow,
1993). Dans cette étude, les concentrations les iptportantes en MTs sont observées
dans la glande digestive et non dans les brandhie®ffet, les branchies sont en contact
direct avec le milieu extérieur et refletent ainse contamination a court terme alors que
la glande digestive représente un organe de steckaantrant ainsi une contamination
métallique a long terme (Bebianno et al, 2004). agations des MTs en fonction du
tissu ont été signalées chez plusieurs especes tplER. decussatuéSmaoui-damak et al.
2004 ; Bebianno et al. 1993(;. gigas (Mouneyrac et al. 1998)M. galloprovincialis
(Mourgaud et al. 2002) etc.

C. glaucum exposée au cadmium montre également une augnuentaies
concentrations en protéinessuivie d’'une diminution significative apres 152 jours de
contamination avec 150 pg/l de CgdDes résultats similaires ont été observées paetGér
et Cosson (2002) qui ont montré une augmentatisrcdecentrations en protéines apres 4
jours d’exposition au cadmium (200 pg/l) au nivel®s branchies, de la glande digestive
et du manteau del. edulissuivie d’une diminution apres 21 jours de contation. Ces
résultats suggérent en premier lieu une augmentat® la synthése protéique pour la
fixation du cadmium tel que les MTs, le glutathieh quelques enzymes (superoxyde
dismutase, catalase etc.) et lintensité des gmations métaboliques causées par le
cadmium en second lielDans le cas de notre étude cette perturbation ets¢ment
détectée chez les animaux exposeés a une concentrdatl 50u g/l de Cdgl

Les ROS, résultant d’une exposition au Cd, altél@estructure membranaire de la
cellule en stimulant Igperoxydation lipidique (Harris, 1992 ; Stohs et al. 2000). Le
malonedialdéhyde est un produit secondaire de pettexydation. Dans cette étude, les
concentrations emMDA ont été déterminées dans la glande digestive eprésente un
organe de stockage métallique a long terme coatm&int aux branchies (Amiard et al.
1989). Dans la glande digestive @e glaucum les concentrations en MDA augmentent
avec la concentration métallique. Des résultatslaimas ont été observés chez d’autres
bivalves tels qudl. edulisexposée durant 21 jours au cadmium (Géret e08R 2) etP.
grandis exposée a une contamination métallique dans sbaurmiaturel (Gigueére et al.
2003). Cette augmentation peut étre expliquée edait qu’en se fixant aux MTs et au B
glutathion le cadmium inhibe leur réle d’antioxyd#&@hristy et Costa, 1984) ou encore en;

se substituant avec les métaux essentiels (Cu, [En)cadmium peut changer Ia'%

<
)
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conformation des enzymes antioxydantes et affdetar activité¢ (Hamilton et Mehrle,
1986). Néanmoins, ce type de réponse ne peut gén@ralisé. Bonneries et ses
collaborateurs (2005) ont observé une diminutios dencentrations en MDA avec
'augmentation des concentrations en Cd et en NCE$te diminution peut étre le résultat
d’'une intensification de production d’antioxydatets que la MT. Ce phénomeéne n'a pas
été observé che2. glaucum

Les fortes perturbations métaboliques causéesepaadmium cheZ. glaucumont été
aussi détectées par la diminution d&T®0 chez les animaux contaminés. En effet, le test
de stress on stress a montré que les coques dfdrsale I'addition de contamination par
le cadmium et 'anoxie. Les mémes résultats orobgerves cheR. decussatufHamza-
Chaffai et al. 1998),M. galloprovincialis (Viarengo et al. 1995) eM. trossulus
(Veldhuisen-Tsoerken et al. 1991). Ces derniessatra ont montré qu’une exposition aux
polluants provoque une diminution de la toléraneg arganismes a I'anoxie. De ce fait, le
test de stress on stress a été utilisé dans ceatrehapmme indicateur d’évaluation de
« I'état de santé » des organismes. En plus, gitsiune méthode simple, rapide et non
couteuse.

Dans cette étude les variations des concentragonSd, MTs, MDA et protéines
suite a une exposition a différentes concentratidasCdC} et durant des périodes
différentes chez la cogu2 glaucunontété déterminés pour la premiere fois
Les résultats ont montré (i) I'induction de la $y#ge de métallothionéines chez les coques
exposées au cadmium, ce qui confirme des trava@xiamrs surR. decussatu@Bebianno
et al. 1993), M. edulis(Bebianno et Langston, 1991)Mt galloprovincialis(Bebianno et
Langston, 1991), (ii) Les concentrations les plapartantes de MTs ont été enregistrées
pour 50 pug CdGIl apres 15 jours suivie par 150 pg CgCapres 10 jours, donc on peut
considérer que ce sont les meilleures conditiong pmduction de la synthése de MTs
chez C. glaucum Cependant, en se basant sur les résultats obfeErue dosage des
protéines et du MDA ainsi que les résultats dedesttress on stress, il s'est avéré que la
concentration 150 pg Cddl cause de fortes perturbations métaboliques tlespece
étudiée. Cette concentration ne sera donc pasuestgour les futures expériences ayant

pour but I'induction de synthése des MTs clieglaucum
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Clonage et caractérisation d’ADNc de métallothioneine chez deux bivalves Méditerranéens:
Ruditapes decussatus et Cerastoderma glaucum

A. Introduction

Certains métaux sont considérés comme toxiquestrd@apar contre sont considérés
comme essentiels. En ce qui concerne les métasixodtiues tels que le cadmium aucune
fonction biologiqgue n'a été démontrée. Ills sont général toxiques lorsque leur
concentration dépasse un seuil physiologique toléfassociation avec des ligands
solubles spécifigues comme les métallothionéinem@eaux invertébrés aquatiques de
réguler leur teneur intracellulaire en métaux etnduellement de neutraliser les métaux
toxiques. Cette propriété des MTs est mise a ppoiilr estimer les effets de pollution par
les métaux lourds. Ainsi, Les MTs ont été proposseme des biomarqueurs potentiels
d’exposition aux métaux. Compte tenu de I'évolutimoissante des techniques permettant
la quantification des métallothionéines, ['utilisat de techniques de la biologie
moléculaire pour la détection et la quantificatdml’expression des genes codant pour les
MTs est en plein développement puisqu’il s’agitrduméthode nettement plus sensible
que celles utilisées pour la quantification de atgine (Cosson et Amiard, 1998). Pour
cela il faut disposer d’une sonde nucléiqgue. Legisices nucléotidiques codant pour les
MTs sont bien connues chez les vertébrés, mammiérpoissons (Bargelloni et al. 1999 ;
Bonham et al. 1987 ; Kille et al. 1991 ; Mbikay &t 1981). En ce qui concerne les
invertébrés et plus précisément les mollusquesiasales séquences d’ADNc des MTs
ont été isolées poumM. edulis (Barsyte et al. 1999)C. gigas(Tanguy et al. 2001)L.
elliptica (Park et al. 2007)B. thermophiluset B. azoricus(Hardivillier, 2005) etc. En
revanche aucune séquence d’ADNc codant pour la MTete isolée pou€. glaucumet
seule une séquence de 176 pb a été déterminédrpa@cussatugruméro d’accession a
GenBank AJ249687 et qui n'‘a pas été publiée. Dans cette étude dmguences
partielles d’ADNc codant pour la MT ont été isoléds de pouvoir les utiliser comme
sonde pour quantifier 'expression des genes MTE ¢heglaucumet R. decussatuette
quantification réalisée au niveau de ces deux @sgaes bioindicateurs et largement
répartis dans le golfe de Gabeés, représente uh adéquat pour estimer I'impact des

meétaux sur cet écosysteme.
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Ruditapes decussatus et Cerastoderma glaucum

B.

Matériels et méthodes
1. L’expérience de contamination

R. decussatust C. glaucumont été collectées dans la station de Mahrés. Les

bivalves ont été exposés a des concentrations @eidGCdCy/I durant 20 jours et 50 pg

CdCh/I durant 15 jours, respectivement.

Le choix des conditions de contaminationRledecussatua été basé sur les résultats des

études faites par Bebianno et Serafim (1998) et.adhar-Chaabouni et ses collaborateurs

(2007). PourC. glaucum,le choix a été basé sur les résultats obtenus 'pardé

préliminaire précédemment réalisées bivalves ont été nourris, I'eau et le contamina

ont été renouvelés 2 fois par semaine.

2. Extraction des ARN totaux

Les ARNs sont extraits a partir de branchies da®updes et des coques

contaminés et témoins et le manteau, le muscle céelaiu et le pied de ces bivalves

contaminés. La méthode d’extraction que nous autiisé, suit le protocole décrit dans le

RNAgents® Total RNA Isolation System kit (Promegéajjui consiste a :

Broyer 250 mg de tissu dans 'azote liquide ensaiit un broyeur de « Potter ».
Ajouter 6 ml de la solution de dénaturation.

Transférer le mélange dans un tube falcon (50 tét)le.

Ajouter 300 pl d’acétate de sodium (2 M, pH 4) etnogénéiser en inversant le
tube 4 ou 5 fois.

Ajouter 3 ml du mélange phénol, chloroforme et alcisoamylique, agiter
vigoureusement pendant 10 secondes et garder 18ansla glace.

Transferer le mélange dans des tubes de 2 mlesté@ilcentrifuger durant 20 min a
10000 g et a 4°C.

Récupérer la phase aqueuse contenant I'ARN, ajoutervolume eéquivalent
d’isopropanol et laisser a -20°C durant 30 min.

Centrifuger durant 10 min a 10000 g et a 4°C.

Laver le culot obtenu avec 2 ml d’éthanol (75%)entrifuger pendant 10 min a
10000 g et a 4°C.

Dissoudre 'ARN dans de I'eau traitée au DEPC eiseover a -80°C.
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- La quantification est réalisée par spectrophotamé®@n estime qu’une unité de DO

(260 nm) correspond & une solution dont la conatatr est égale & 40 pug Ml
d’ARN.

3. Purification des ARN méssagers

Afin d’éliminer les ARN ribosomaux et de concenttes ARN messagers, une
purification des ARN totaux a été réalisée ensdilt le protocole décrit dans Quick
Prep micro mRNA purification Kit (Amersham) :

- Ajouter 370 pul « sample buffer » au 30 ug d’ARN.

- Prendre 1ml de la solution d'oligo dT, centrifugendant 1 min et récupérer le culot
auquel on ajoute 'ARN dissout.

- Agiter durant 3 min et centrifuger pendant 10. sec

- Eliminer le surnageant.

- Ajouter au culot 1 ml de «high salt buffer »,iteg centrifuger durant 1 min et
éliminer le surnageant. Répéter 5 fois.

- Ajouter 1ml de «low salt buffer », agiter, cefuiger durant 1 min et éliminer le
surnagent. Répéter 2 fois.

- Resuspendre le culot dans 0,3 ml de low salebéf le transférer dans une colonne.
- Centrifuger durant 5 sec.

- Laver la colonne avec 0,5 ml de « low salt buffeRépéter 3 fois.

- Eluer 'ARN avec 20 ul d’eau stérile et conseraeB0°C
4. Transcription inverse (RT)

La synthése de 'ADNc a partir de ’TARNm est réééissuivant le protocole décrit

dans M-MLV Reverse Transcriptase Kit (promega) :

- Ajouter 0,5 pg d'oligo dT a 0,2 pg d’ARN et ajustervolume a 13 pul par de I'eau
stérile.

- Dénaturer les ARN a 75°C durant 5 min, puis lestrmammeédiatement dans la
glace.

- Ajouter 5 pl de M-MLV 5 x Reaction Buffer, 1 pul d#iNTP (10 mM), 1 ul de

Recombinant RNasin® Ribonuclease inhibitor, 1 pIMiMLY RT et 4 pl d’eau
stérile.

- Incuber 60 min a 37°C.
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- Arréter la réaction par incubation a 70°C duramib pour dénaturer I'enzyme.

Les ARNm sont utilisés comme matrice par la revaaescriptase pour synthétiser
le premier brin d’ADNc. Cette synthése est amogc@artir de I'extrémité 3’ terminale des

messagers par hybridation entre les séquencesdgolykies et les oligo dT utilisés.
5. PCR (Polymerase Chain Reaction)

La technique de réaction de polymérisation en ehaim PCR que nous avons
utilisé suit le protocole décrit dans Go Tagq DNAlymeerase Kit (Promega). Cette
technique permet d’amplifier une séquence partcali dADN. Des séguences
oligonucléotidigues complémentaires des extrénfité@es deux brins du fragment d’ADN

a amplifier sont utilisées comme amorces pour targse d’ADN en présence de 'ADN
polymérase.

Mélange de réaction :

5 ul de matrice ADNc

10 pl de tampon

1 ul dNTP (10 mM)

2,5 ul de 'amorce 1 (20 pmoles/ul)
2,5 ul de 'amorce 2 (20 pmoles/ul)
0,5 ul de Taq polymérase (Promega)
28,5 ul d’eau stérile

Programme utilisé

Les étapes d’amplification sont constituées d’'udaatiuration de 1 min a 94°C,
d’'une hybridation de 1 min et d’'une élongation denih & 72°C. Cinquante cycles
d’amplification sont effectués par PCR.

Nom de I'amorce Séquence (5’-3) T° d’hybridation
Amorces spécifiques des génes MTs (Hardivilli€0®)
MT1 : CCWTGYAAYTGYRTYGA 47°C
MT2 : Oligo dT
Amorces spécifiques du gene ribosomique 18S (Nygr&undberg, 2003)
18S1: AYCTGGTTGATCCTGCCAGT

60°C
18S2: TASGACGGTATCTGATCGTCTT

Tableau lll.1. Liste des oligonucléotides utilisés lors des réastide PCR.
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6. Extraction de fragments d’ADN de gels d’agarose

Les fragments d’ADN séparés par électrophorese esctraiits du gel d’agarose en
utilisant le Kit d’extraction WIZARD SV Gel and PCékean up system (Promega). Ce Kit
permet de purifier des fragments de tailles consprintre 100 pb et 10 Kpb. L’ADN est

ensuite élué des colonnes par 20 pl d’eau stérdweké a -20°C.

7. Clonage de fragments d’ADN

Les bandes obtenues au terme d'amplification pamR,P@cupérés apres
purification sont clonées dans le vecteur pGEM-$yH#romega) (Fig. Ill. 1). Le volume
réactionnel de ligation est composé de 5 ul de ¢emge réaction (2x), 1 pl du vecteur
PGEM-T easy (25 ng), 1 ul de T4 ligase (1 unité} gtl de fragment d’ADN purifié. Le

milieu réactionnel est incubé une nuit a 16°C.

I e PGEM*-T Easy
Vector
| (3015bp)

Figure 1ll.1. Carte de restriction du plasmide pGEMT

8. Transformation bactérienne

Préparation des cellules compétentes
Inoculer 50 ml de LB par 0,5 ml d’'une préculturetésienne (phase stationnaire).

Incuber & 37° C avec agitation jusqu’a une D.Oatelle de 0,3 a 0,6 a 600 nm.

Eliminer le surnageant et ajouter 15 ml de tampa@ks MOPS froid.

>

>

> Refroidir I'erlen dans la glace puis centrifugerrih a 500 rpm et a 4°C.
>

> Incuber 20 min dans la glace et centrifuger darss ne&mes conditions que =

précédemment.
> Eliminer le surnageant et resuspendre le culot @ankde CaGIMOPS.

Chapitre |
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> Etaler quelques ul sur une boite LBA pour contrééequalité de la préparation
(contamination, clones résistantes, etc).

> Conserver le reste en aliquotes de 200 pl contet@®tde glycérol a — 70° C.

- Transformation

» Ajouter a 200 ul de cellules compétentes, 3 ul élange de la ligation et incuber 20
min dans la glace.

» Effectuer un choc thermique a 42° C pendant 2 min.

» Remettre dans la glace durant 5 min.

» Ajouter 1 ml LB et incuber & 37° C durant 1h.

» Ajouter 2 pl IPTG (inducteur du gene lacZ) et 40Xgal (substrat utilisé par Ig
galactosidase codée par le géne LacZ).

» Etaler sur boite LBA et incuber & 37° C durant ¢dat nuit.

9. Extraction de 'ADN plasmidique

Aprés la transformation H.coli; les colonies de coloration blanche qui
apparaissent ont été récupérées chacune dankRAmt incubées a 37° C durant toute la
nuit. Récupérer 1,5 ml du mélange précédent etiieggr pendant 4 min. Ajouter au culot
obtenu 100 pl de la solution | (annexe V), vortexers ajouter 200 pl de la solution II
(annexe V), agiter et ajouter 150 ul de la solutibfannexe V). Agiter et laisser 5 min a
température ambiante. Centrifuger pendant 10 minrégupére le surnageant auquel on
ajoute 450 ul d’isopropanol. Incuber pendant 5 entlempeérature ambiante et centrifuger
durant 15 min. Le culot est repris dans 500 plhdiabl 70% pour éliminer I'excés de sel.
Aprés centrifugation de 5 min et séchage du ce®tlernier est dissous dans 50 pl d'eau
stérile. Une aliquot (5ul) est analysée sur gelgdiose 1% pour visualiser les ADNs

recombinants.
10.Séquencage automatique

Le séquencage d'un ADN consiste en la déterminatlenla succession des
nucléotides qui le composent. Le séquencage a é#Hbis@ grace a un seéquenceur
automatique (ABI PRISM 3100 AVANT) capable de fdies réactions de séquence et de
lire les résultats. Cette méthode requiert I'udiisn des nucléotides fluorescents marqué§
par 4 fluorochromes différents. Une fois la réactite séquence est terminée, la taille de%_

S,
fragments obtenus est déterminée par une chronagioig: Le séquenceur détecte IaS
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fluorescence sortant des colonnes de chromatogram@mérant ainsi les fragments d’ADN
et leur taille précise. Le résultat est présente lpamachine sous forme de courbes
représentant la fluorescence détectée, a chagupiewarcorrespond une couleur de courbe
(rouge pour T, vert pour A, bleu pour C et noir p&.

Les réactions de séquences sont realisées en magues de 96 puits sur
thermocycleur (Perkin EImer) dans un volume final2® pl contenant le produit de PCR
traité (10 ng), 2 ul du tampon de I'enzyme « BigeDy 4 pl d’'un « mix » (enzyme, dNTP,
ddNTP marqués) et on compléte avec I'eau désionisée

Le programme de la réaction comporte 25 cyclessebOde dénaturation a 96°C, 5
sec d’hybridation a 50°C et 4 min d’élongation 2®0Les produits sont précipités en
présence de 2 ul d’'une solution d’acétate de sodignmM, d’EDTA 250 mM pH 8 et 45
ul d’éthanol 100% froid. Aprés agitation, les pritslitsont gardés pendant 15 min a 4°C
avant d'étre centrifugés, a froid, a 4000g pen@inmin. Le culot récupére est lavé par
I'éthanol 70% avant d’étre resuspendu dans 2 thdgon formamide (Kit Amersham).
La séparation est effectuée sur un polymére (310B € : Performed Optimised Polymer,

Applied Biosystem) placé dans un séquenceur auigonea{ABI PRISM 3100 AVANT)
(Fig I1l. 2 et I11. 3).

T T . T T

TCTTATGANT CHGTC AG AANNAGGAGCTT GGG G GCHA T
180 isa 200 2i0

AARAT

AL ﬂy \ﬁ(\ﬂ/\\ e S

Figure 1ll.2. Séquenceur automatique
Figure 111.3. Séquences obtenues par le séquenceur automatique
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11 Dot Blot

w Transfert de ’ARN sur membrane de nitrocellul@se)

L’ARN (5uQ) est dénaturé pendant 15 min a 58a@s une solution de dénaturation (5

formamide, 7% formaldéhyde, 1x SSC) puis placé idiaiément dans la glac

0%

e.

L’appareil permet le dép6t de ces ARN sur une mamdide nylon N+ (Amersham). Les
puits sont rincés au préalable deux fois avec wh&isn de 10x SSC traitée au DEPC.

Apres le dépot des ARNS, les puits sont soumiseaaspiration sous vide. La membrane

est séchée a température ambiante puis mise soee Vi permet de fixer les ARNSs.
w Préparation de la sonde radioactive
Préparer le mélange réactionnel suivant :

o 5 ul de d’ADN purifié et obtenu par RT-PCR.
o 40l TE.

o Chauffer a 100° C pendant 5 min puis refroidir depnent.

o Mélanger I'ensemble avec le contenu du tube fodams le Kit Rediprimell

(Amersham- Pharmacia) et contenant les nucléotidiss,polymérase et le

tampon puis ajouter 2 [ier**P] dCTP (20 pCi).
a Incuber 1h a 37°C.

o Préparer une colonne de Séphadex G50, centrifigen a 2000 rpm, répéter

cette opération 2 fois jusqu'a entassement, pyissidt le mélange réactionn

el

et centrifuger dans les mémes conditions. Récup&ieN marqué, dénaturer

5 min & 100°C et mettre dans la glace pour lsgiliultérieurement.

w Hybridation

La membrane N+ est mise dans une bouteille d’hghiod contenant 20 ml du tampon de
préhybridation pendant 2h a 42°C dans un four «@ity. Par la suite, la solution de
préhybridation est remplacée par la solution d’'fdditon ayant la méme composition

contenant en plus la sonde préalablement dénabungéie a 100°C. L’hybridation est faite

pendant une nuit a 42°C.
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w Lavage et Exposition

a

Laver 3x pendant 5 min a température ambiante #@réss40 ml de solution de
lavage (2x SSC, 0.1% SDS).

Laver 2x pendant 15 min a 42°C dans le méme tardpdavage.

La membrane N+ est mise au contact d’un film (RX)exposition est faite a —
80°C pendant une durée variable en fonction deelisité de la réponse

recherchée.

Les membranes sont analysées grace a un InstagedrfBIORAD) qui sert a

évaluer par comptage de la radioactivité contenamsdchaque spot
d’hybridation

Les membranes hybridées par la sonde d’ADNc de livitianéine, sont

ensuite déshybridées par une incubation de 30 ams de I'eau bouillante pour
étre réhybridées par la sonde d’ADNc de 18S.

Les valeurs (unité de radioactivité) caractérisestARNm MT sont rapportées
a une unité de radioactivité obtenue pour 18S.td&sapport valeur ARNm

MT / valeur 18S qui sera utilisé comme indicatewr ©iveau ou de la

concentration en transcrits pour la MT.

12 Analyse statistique

Les résultats obtenus par I'lstant Imager ont éésgntés par une moyenne tecart

type. Le test de student a été choisi pour la coampan des moyennes en utilisant le

programme Excel. Les différences sont significatiagp<0,05

13.0Outils d’analyses bioinformatiques

a. Les Banques de séquences nucléiques

La banque de données consultée au cours de caitte é@st GenBank

(http:/www.ncbi.nlm.nih.gov) (Bethesda, Etats-Unis)

b. Les programmes bioinformatiques de traitement des
séquences nucleiques

La recherche de similitudes entre les séquencekeigues dans une banque de

données est réalisée par le biais d’'un Blast (Hastal Alignment Search Tool). Le site

NCBI (www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/) permet I'utiligdon de cette application en acces=

. . , . . e e , [
libre. Les alignements de séquences sont traités am logiciel d’édition de séquences:

comme BioEdit (v5).
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C. Résultats
1. Isolement du 18S cheR. decussatus

Le couple d’amorces 18S1/18S2 a été utilisé poalise¥ une RT-PCR a partir
d’ARN totaux extraits de branchies & decussatudJne séquence d’ADNc ayant une
longueur de 379 pb a été clonée et déposée daasdme génomique (numéro d’accession
a GenBank FJ617209.

2. Amplification de deux séquences partielles d’ADNc adant
pour la MT

En essayant d’'isoler le géne codant pour la MT ¢hedecussatust C. glaucum
contaminés par le cadmium, différentes amorcesétdtutilisées (tableau Ill. 2) mais
aucune sequence d’ADNc MT n’a été amplifiée. Enisatnt les deux oligonucléotides
MT1 et MT2 (tableau Ill. 1), deux séquences pdegeld’ADNc de 480 pb pouR.
decussatugRd MT) (numéro d’accession a GenBarklJ00031(Q et C. glaucum(Cg
MT) (numéro d’accession a GenBankU518714 (Fig. Ill. 4; Ill. 5et Ill. 6) ont été
amplifiées. Le séquencage a réveélé la présenceatié r@-X-C (Fig. lll. 7). Les deux
séquences d’ADNc codant pour la MT nommeées Rd MTCg@tMT contiennent une
séquence codante de 219 pb et une séquence 3tauamte de 261 pb. Dix neuf
difféerences ont été observées dans les séquenadsotmiques dont la plupart sont
localisées au niveau de la région non codante. di#8rences aboutissent a deux
séquences protéiques différentes. Ces protéines ceonposées de 72 acides aminés
comprenant 21 cystéines organisées suivant le moitifant : 9 Cys-X-Cys, 1 Cys-X-X-
Cys et 7 Cys-%Cys. Les deux séquences protéiques differentepamhplacement de Gin
par Pro en position 59 et de Ser par Gly en posii® (Fig. Ill. 7).La comparaison entre
les séquences protéiques de MT déterminées darnsacail avec celles d’autres bivalves
(Fig. lll. 8) disponibles dans les banques de desnaé révelé en plus de la grande
conservation au niveau des positions des résiduystéine, une teneur assez importante
en glycine. En revanche, un grand nombre de lygigg détecté au niveau de la MT de
Meretrix lusoria (9 résidus de lysing)ar rapport aux autres MT (2-6 résidus de lysine)
(Fig 1ll. 8). Le tableau lll. 3 a montré que MT de C. gigas(numeéro d’accession :
CACB82788 possede le pourcentage d’homologie le plus inapbriivec celle deR.
decussatu$97,2% de similarité) et de. galucum(91,9% de similarité).
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«—— 500 pb

Figure lll.4. Analyse des produits de PCR par d'électrophorée#DN MT de

Ruditapes decussatgne 1= marqueur de taille = ADN du phalgeligéré par Hind
[1l, ligne 2 = témoin négatif, ligne 3= Rd MT)

<«—— 500 pb

Figure 111.5. Analyse des produits de PCR par d'électrophoressDN’ MT de

Cerastoderma glaucummplifié par PCR (ligne 1= marqueur de taille =MBu phage\
digéré par Hind I, ligne 4= témoin négatif, lighe= Cg MT).
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Nom de
'amorce

Séquence (5'-3)

Référence

MTF

GTATTGAGACTGGAACATGTGTCTGCTCTT

MTR

GGCCCGGTGCACCCTTTTCCACAACCACAA

Séquences
déterminées a
partir d’'une
séquence
partielle
d’ADNc MT de
R. decussatus
disponible dans
les banques
génomiques
(numéro
d’accession a
GenBank :
AJ249687)

MTS1

CC(AGCT)TG(CT)AA(CT)TG(CT)AT(ACT)GA(AG)AC

MTS2

CA(AGCT)CC(AGCT)(GC)(AT)(CT)TC(AG)CA(CT)TT(AGTA

Sémnces
dégeénérees
déterminées a
partir d’'une
séquence
protéique
partielle de
métallothionéineg
deR. decussatu
(Simes et al.
2003)

[*2)

Tableau IIl.2 . Liste des oligonucléotides qu'on a utilisé lors déactions de PCR et
qui n'ont pas permis une amplification d’ADNc MTe#R. decussatustC. glaucum

88 &8 £2& &2

8 &

ATTCCATGCA ATTGIGITGA
ATTCCTTGCA ATTGIGITGA

khkkkk Kkhkkk khkkkkkkkkk

TACTAGCGAA GGTGGCTGCA
TACTAGCGAA GGTGGCTGCA
GATGCGCTTG TCCCGGTTGT
GATGCGCTTG TCCCGGTTGT
KAk KKK KAk *A*k* kA kkkkk
GCCTGTGGAC AAGACTGCAC
GCCTGTGGAC AAGACTGCAC
KAk Kk KAk KAk hkhk* Ak kkkkkk
TTGCTCATGC AAAAAGTGAT
TTGCTCATGC AAAAAGTGAT

KKK KKK *k* Ak kkk kK

CGCGGACTTG GATCCTAATT

AACTGGAAGC TGCCAGTGCT CTGCTCAATG
AACTGGAAGC TGCCAGTGCT CTGCTCAATG

khkkkkkkkhkk hhkkkkkkkkk

kkkkkhkkkkk

AATGTGGACC AAACTGCAAG TGTGGTGACG
AATGTGGACC AAACTGCAAG TGTGGTGACG

khkkhkkkhkhkhhkkk K*hkhkkhkkkkkk

kkkkkhkkkkk

AAAGTCGTCT GTAACTGTAA TGGTTCATGT
AAAGTCGTCT GTAACTGTAA TGGTTCATGT

KKKk KA hkhk* Ak kkkkkkkkx

TGGACAAAGC ACGTGCAAAT
GGGACCAAGC ACGTGCAAAT
*hkkk khkkk KAk kkkkkkkk
GGGATGATGT CACGTGGTTT
GGCGTGATGT CACGTGGTTT

*XhkKk Kk kkkKk KAk kkkkkkkk

Xk Kk kkkkkk Kk

GIGGTAGTGA
GIGGTGGTGA
*kkkk kkkk
CAACGATTTG
CAACGATTTG

Xk kK kkkkkk

TCATGTAACC ACTTGCCAAG ATTTCCCATA
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&8 &8 828 &8

8 &

P sEQL 2

P s 8L 2B

CGCGGACTTG GATCCTAATT

*kkkkkkkkk

CACCGCTGCA
CACCGCTGCA
*kkkkkkkkk

AATAACATTT
AATAACATTT
*kkkkkkkk kK

GACATATTAA
GACATATTAA

*kkkkkkk kK

AATAAATTTC

*kkkkkkk kK

AATCCTCAGA
AATCCTCAGA
*kkkkkkk kK
CAAAAAGACA
CAAGAAGACA
*k*k *kkkkkk
AATTGITCAA
AATTGITCAA

*kkkkkkkk Kk

ATTATGATCT

TCATGTAACC ACTTGCCAAG ATTTCCCATA

R R R R R S S R R R

TCAGAGATGG
TCAGAGATGG
*kkkkkkk kK

CATGICTTTA
CATGICTTTA
*kkkkkkk kK

A- AACATTTA
ATAACATTTA

* kkkkkkkk

AAAAAAAAAA

TGGTTTCATA
TGGTTCCATA
*kkk*k *kkk

CTTAAATCTC
CTTAAATCTC
*kkkkkkk kK

TTTTCGITAT
TATTC- TGAT

* k% Kk k%

ATTTCCACCA
ATTTCCACCA
*kkkkkkk kK

GAAACCGCGT
GAAACCGCGT
CAGCCTTCGG
CAGCCTTCAG

kkkkkhkkk K

AATAAATATC AATTAGAATC AAAAAAAAAA

Xk kkkk*k **k Kk X * % Xk Kk kkkkkkk

Figure IIl.6. Alignement des séquences nucléotidiques d’ADNc M Ruditapes
decussatugRd) etC. glaucum(Cg). L'amorce sens est soulignée. Le codon ssbee
gras. Le signal de polyadénylation est en italique

1 | PCNCVET GSCQCSAQCT SEGGCKCGPNCKCGDGCACPGCKVVCNCNGSC 50

RN RN RN RN RN RN RN RN RN RN R
1 1 PCNCVETGSCQUSAQCT SEGECKOGPNCKCGDGCACPGCKVVCNCNGSC 50

51 ACGQDCTGQSTCKCGSDCSCKK 72

FEEEEEEE- TR e
51 ACGQDCTGPSTCKCGGEDCSCKK 72

Figure 1Il.7. Alignement des séquences protéiques de métallatimes de Ruditapes
decussatugRd) etC. glaucum(Cg). Le motif caractéristique des mollusqueseesgras (Binz
et Kagi, 1999).

- - | PCNCVETG SCQCSAQ - CTSEGGCKCGPNCKC- GDGCACPGCKVVCNCNGSCACQ 54
- - 1 PCNCVETG- SCQCSAQ- - CTSEGGCKCGPNCKC- GDGCACPGCKVVCNCNGSCACE) 54
MSDPCNCAETG- SCQCSAQ- - CTSEGGCKCGPNCKC- GDGCACPGCKVVCNCNGSCACKQ 56
MSDPCDCAETG SCQCSAQ- - CTSEGGCKCGEPNCKC- GDGCACPGCKVVCNCNGSCACKQ 56
MPAPCNCI ETN- VCI CDTG- - CSGEG- CCCGDACKCSGADCKCSGCKVVCKCSGSCACKK 56
MSDPCDCAQT GGDCKCAAGNCCSSDTPCRCGSGCGC- GSECTCH- - - VKCTCSGSCACGN 56

* k- %k -k * k. * . * k% * k* % * % * Kk k kkkkkk-

DCTGQSTCKOGSDCSCKK 72
DCTGPSTCKOGGDCSCKK 72
DCTGQSTCKOGSDCSCKK 74
DCTGPETCKG - - - - - - - 66

GCTGPSTCKCAPGCSCK- 73
NCTGPANCTCGAGCSCQ- 73

* k k * ok

Figure II1.8. Comparaison des séquences protéiqgues de MTRudiapes decussatyfkd) et C.
glaucum(Cg) avec celles issues d’autres espéces. Les nard&ccession de ces protéines sont les
suivants:C. gigas(crg) (GenBankCAC 82788, R. philippinarum(Rp) (GenBankABP57063, M.
edulis (Me) (GenBankABM30214) et C. edule(Ce) (GenBankABP57066. Les residus Cystéine
sont en gras. La séquence caractéristigue dessqaks est soulignée.
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R. decussatus C. glaucum
(GenBank accession no. (GenBank accession no.

EU000310 EU518719

C. gigas(GenBank accession no. 97. 2% 91.9%
CAC827838
R. philippinarum(GenBank 79.7% 81.1%
accession nGABP5706
M. lusoria(GenBank accession 68.8% 70.1%
no.AAS92877)
D. polymorphaGenBank 54.4% 54.4%
accession ndQ9455

C. edulg(GenBank accession no. 46.8% 48.1%

ABP57069

Tableau 111.3 . Le pourcentage de similarité entre les sequencegéipues des MTs de
R. descussatust C. glaucumet celles des MTs d€. gigas R. philippinarum M.
lusoria, D. polymorphaetC. edule

3. Expression de MT dans différents tissus

Par des expériences de Dot blot en utilisant lalsd®d MT, nous avons comparé
les niveaux relatifs en ARNm dans quatre tissusndhies (Br), manteau (MA), pied (P)
et muscle adducteur (Ma) & decussatust C. glaucumcontaminés par le cadmium. La
radioactivité contenue dans chacun des puits esttifiée a I'aide d’Instant Imager. Le
niveau d’intensité des signaux d’ARNm varie en farc du tissu étudié. L’intensité du

signal observée suit I'ordre décroissant suivddt> MA > P = Ma (Fig. 1ll. 9 ; 111.10).

0,5 - oMA

} mP

0,4 - o er

0,3 | a Mva
MI718S 0.2
0,1 A
o

Figure 111.9. Taux d’ARNmM MT normalisés par les niveaux d’ARN 18®8T/18S) au
niveau des tissus d& decussatusLes données représentent la moyenfeD. avec n=3.
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o MA
045 - mP
0.4
= m Br
0,35 = Ma

Mr7iss 925

Figure 111.10. Taux d’ARNm MT normalisés par les niveaux d’ARN 188T/18S) au
niveau des tissus d& glaucumLes données représentent la moyen®eD. avec n=3.

4. Expression du gene MT chezR. decussatusexposés au

cadmium par rapport aux témoins

L’effet inducteur de cadmium sur la transcripticmmgéne MT a été démontré chez
R. decussatud.’intoxication par le cadmium entraine une augtagon des niveaux en
ARNm MT. Dans les branchies, apres une expos#ircadmium, la comparaison des

niveaux observés avec ceux des témoins montreequigdau des ARNm MT est multiplié
par 4 (Fig. Ill. 11).

05 O Ténoins
| Contaninés
0,45

04
0,35

03

MI718S 0.25
0,2

0,15

01

0,05

Figure 111.11. Taux d’ARNmM MT normalisés par les niveaux d’ARN 18€T/18S) au

niveau des branchies d decussatus Les données représentent la moyefirexart type
avec n=3.

D. Discussion

Depuis 1960, plusieurs études ont montré le roke oeétallothionéinesdans la

détoxication et la régulation intracellulaire deétaux (Roesijadi et al. 1997; Isani et al.
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2000 ; Sato et Kondoh, 2002)e clonage de genes MTsnpliquées dans le mécanisme
adaptatif des cellules dans la protection contre toicité causée par les métaux lourds,
constitue une premiére étape dans le développetdesniarqueurs moléculaires (Tanguy
et al. 2001). Dans ce travail, tdonage de deux séquences partielles d’ADNc codant
pour la MT et la détermination de leurs séquencesrptéiques correspondantes chez
C. glaucumet R. decussatusnt été réalisés pour la premiere foisEn effet, aucune
séquence d’ADNc codant pour la MT chez les deuxeasp étudiées n'a été publiée. En
comparant les séquences protéiques obtenues agted’ séquences MT de mollusques,
on a remarqué la présence d’'une grande similavgé ane richesse en Cys, absence des
acides aminés aromatiques , la présence de méeétifgue de mollusques Cys-X-Cys-X-
X-X-Cys-Thr-Gly-X-X-X-Cys-X-Cys-X(n)-Cys-X-Cys-Lyslécrit par Binz et Kagi (1999)
caractérisant la premiére classe et la deuxieméléaties MTs des mollusques (Fig Ill. 8)
et une teneur assez importante en glycine. En, efesMTs des mollusques sont aussi
caractérisées par la présence d’un nombre impodamglycine £15% chez les moules)
(Dallinger et al. 1993 ; Simes et al. 2003). Néamsole nombre de résidus de lysine
déterminé chez Rd MT et Cg MT (8,33%) est moinpartant que celui des MTs dé.
lusoria (11,84%) (Chang et al. 2007) Ekt elliptica (11%) (Park et al. 2007) et plus
important que celui des MTs des moules (6,8%) (Parkal. 2007). Pan et ses
collaborateurs (1994) ont montré qu’une substitutie 3 résidus de lysine par du
glutamate au niveau du motif CK des MTs a pouiséguence de modifier la capacité des
MTs a se lier aux métaux. Ces résultats montreategirésidus de lysine n’ont pas un réle
crucial au niveau du maintien de la structure dds vhais ils peuvent jouer un réle au

niveau de la stabilité de la liaison entre la MTes métaux.

Au niveau des séquences protéiques de MTRdealecussatugt C. glaucum
I'absence de motif Cys-Cys a été notée. Chez mmmiferes la MT est constituée de 11
résidus de Cys organisés en Cys-X-Cys et Cys-Qyndnt le domainer, alors que le
domainef est constitué par 9 résidus de Cys organisés/sfX&Cys uniqguement (Kagi et
Kojima, 1987). En se basant sur le nombre de inystén peut suggérer que les domaines
a et sont présents chez Rd MT et Cg MT. Cependantséabe de motif Cys-Cys peut
avoir des effets sur la capacité des MTs a détexidqes métaux bivalents dans les

organismes (Tanguy et al. 2001).
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Les séquences 3’ non codantete RAMT et CgMT ont été caractérisées pour la
premiere fois dans cette étude. Elles possédenbugeeur de 261 pb. Ces séquences sont
plus longues que celles observées chez d'autredvbss tels queC. virginica (139 pb)
(Fuentes et al. 1994(,. gigas(118-139 pb) (Tanguy et al. 2001)Mt edulis(104-123 pb)
(Barsyte et al. 1999). Cependant, une séquenc&2@lb a été observée chbreissena
polymorpha(Engelken et Hildebrandt, 1999). Chez les mamm#gtes poissons et les
huitres, la longueur de ces séquences varie ebret1140 pb (Griffith et al. 1983; Karin
et Richards, 1982; Unger et al. 1991). Ces vanaten taille pourraient jouer un réle dans
la régulation des MTs dans la mesure ou la régiono® codante intervient dans la

stabilité des ARNm et dans la polyadénylation (Hads 1994).

La quantification des niveaux des ARNmcodant pour la MT représente une
technique nettement plus sensible que celles édsis pour mettre en évidence
'augmentation de la protéine correspondante piefligupermet de détecter des réponses
au niveau cellulaire. Pour cela il faut disposam@ sonde nucléique (Cosson et Amiard,
1998). Dans cette étude, 'ADNc MT d® decusstaua été utilisé comme sonde pour
réaliser une hybridation des ARN totaux de qualsut (branchies, manteau, pied et
muscle adducteur) d8. decussatust C. glaucumcontaminés. Les résultats ont montré
gue les niveaux d’ARN les plus élevés ont été déseau niveau des branchies suivies par
le manteau. Ces résultats sont en accord avec obtenus par Lemoine et ses
collaborateurs (2000) qui ont montré que les nixediARN sont plus importants au
niveau des branchies par rapport au manteau damale digestive chekl. edulis Des
résultats similaires ont été obtenus par Denig®tsllaborateurs (2002) sur des Mytilidae
hydrothermaux. En effet, les métaux de la phassdis sont plus facilement absorbés par
les surfaces directement en contact avec le mdidarieur telles que les branchies et le
manteau (Roesijadi et al. 1988 ; Roesijadi, 1994isnd’'une maniere geénérale, les
guantités de métaux sont plus élevées dans leshiesnqui représentent I'un des organes
essentiels d’accumulation des métaux (Smaoui-Daghak. 2004). Le manteau impliqué
dans la synthese de la coquille, tient un réle smoamportant dans I'assimilation des
métaux (Mouneyrac et al. 1998).

Chez Crassostrea gigasTanguy et ses collaborateurs (2001) ont montré un
augmentation des niveaux d’ARN MT uniquement aweaiv des branchies des huitres=
contaminées par le cadmium. Cette induction du dg&hera pas été observée au niveaug

Q.
du manteau et de la glande digestive des animantamminés et au niveau des tissus de%
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organismes témoins. Ces résultats montrent qu@rkssion du gene MT dépend aussi
bien de tissus que de la présence des métaux danslieu (Tanguy et al. 2001).
L’induction du géne MT par le Cd a été déterminkezcplusieurs espéces telles duie
galloprovincialis (Dondero et al. 2005)C. virginica (Unger et Roesijadi, 1993R.
decussatugce travail) etc. Chez les modioles hydrotherméieduction de gene MT par
les métaux n’a pas été observée (Hardivillier e2@06).

En conclusion, nous avons déterminé au cours déras&il deux séquences
d’ADNCc codant pour la MT au niveau des branchiefkddecussatust C. glaucumBien
que ces deux séquences soient partielles, leunénmgest suffisante pour qu’elles soient
utilisées comme sonde pour la quantification desNARcodant pour la MT. Cette étude
est considérée comme la premiére a montrer querksgion du gene MT est tissu-
dépendante chez les deux espéces étudiées et queéskence du cadmium induit la
transcription du gene MT cheR. decussatusSi on admet que linduction de la
transcription des genes codant pour les MTs estesdiune augmentation de la synthese
de la protéine, on peut dire que le cadmium inthrtiement la production des MTs qui

peuvent étre utilisées par conséquent comme biararqd’'une contamination par le
cadmium.
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Chapitre IV

Différenciation génétique entre especes et popuas du genre
Cerastoderma

Article : Rim Ladhar-Chaabouni,yann Hardivillier, Benoit chenais, Amel Hamza-Chaff
et Francoise Denis (2009) Pilot study for genetftedentiation between two phenotypes of
the Mediterranean population of C. glaucum and dgendiscrimination between this

population and others of C. glaucum and C. edultsida the Mediterranean. Marine
Ecology. En révision.
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Différenciation génétique entre especes et populations du genre Cerastoderma

A. Introduction

C. edulevit dans les eaux peu profondes de la partie-astdle I'Océan Atlantique
(Hummel et al. 1994) alors gu& glaucumvit dans des écosystemes variés, en général a
faible salinité le long de la mer rouge le long du littoral atlgo®, de la mer baltique, de
la méditerranée, de la mer rouge, de la mer noide éa mer caspienne ainsi que dans les
lagunes adjacentes (Hummel et al. 1994). Cettétead’habitats influence fortement la
morphologie des coqués. glaucum(Brock, 1987). Pour cette raison, l'identificatida
ces deux espeéces sur la base de criteres morptpoésgest tres délicate et il est nécessaire
de déterminer de nouveaux criteres de caracténsaur simplifier I'identification des
especes. Dans ce travail, I'étude comparée dedaimms deC. glaucumet C. eduleest
réalisée par des marqueurs moléculaires tels gueélguences de 28S, d'ITS1 et de COI.
Ces marqueurs moléculaires ont permis de déterri@aariveaux de divergence génétique
entre les deux especes, entre les différentes atigns au sein de chacune des deux
especes et méme a lintérieur de la populatios. polymorphisme nucléotidique des
séquences d'ITS1 et de COI nous a permis d'utilises séquences pour estimer la
différenciation génétique entre deux phénotypesneal’upopulation deC. glaucum
Méditerranéenne. En effet, lors de la dissectios éehantillons collectés en Tunisie nous
avons remarqué la présence de deux phénotype<C. lgucuma pied jaune et d’autres a
pied orangé. Au cours de cette étude nous avonsteha établir la présence ou I'absence de

divergences génétiques entre ces deux phénotypes.

@) (b)

Figure 1IV.1. Photographie d€. glaucuma pied jaune (a) et a pied orangé (b)
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Différenciation génétique entre especes et populations du genre Cerastoderma

B. Matériels et méthodes
1. Collection des échantillons

Les échantillons deC. glaucumont été prélevés sur le littoral méditerranéen
(Tunisie), atlantique (Bretagne) et de la mer dud\N@Hollande). LesC. eduleont été
collectés de I'Atlantique (Bretagne) et de la MarMbrd (Hollande) (Fig IV.2).

Figure IV.2. Sites d'échantillonnage d€. glaucumet C. edule (1: Méditerranée, 2:
Atlantique, 3: Mer du Nord).

2. Dissection des échantillons

Les animaux ont été disséqués pour prélever lads miei ont été utilisés pour
I'extraction de I'ADN. Au cours de cette dissectiome différence de couleur a été
observée au niveau des pieds de la coque méditemaa : 2 phénotypes ont pu étre
distingués C. glaucuma pied jaune et C. glaucum a pied orangé. Cedffiereinciation n'a

pas été observée chez @srastodermarélevées en Atlantique et en Mer du Nord.
3. Extraction de 'ADN génomique

La technique d’extraction utilisée est celle basdéele CTAB (Winnepenninckx et

al. 1993). A 10 mg de tissus broyé dans 600 phdsolution d’extraction (Tris HCI 100

mM pH 8, EDTA 20 mM pH 8, NaCl 1.4 M, CTAB 298mercaptoethanol 0.2%), ajouter
20 pl de protéinase K (10 mg/ml). Laisser 30 min6@C. Ajouter 600 pl de -
chloroforme/alcool isoamylique (24/1), agiter 2 muogentrifuger 10 mn a 15000 g et;
récupérer la phase aqueuse. Ajouter 30 pl d’acéateodium 3M et 1.3 ml d’éthanol "%
°
@)

absolu. Agiter 2min et centrifuger 10 mn a 1500Qayver le culot 2 fois avec I'éthanol
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Différenciation génétique entre especes et populations du genre Cerastoderma

70%, le sécher et le reprendre dans 20 ul d’eaa piire. L’ADN récupéré est purifié et
qguantifié par dosage spectrophotométrique a 26@28& nm. L'intégrité de I'ADN
génomique extrait est controlée sur gel d’électoopse.

4. PCR

Les PCR ont été réalisées suivant le protocol&itlpuReTaq Ready-To-Go PCR

beads (Amersham). 100 ng d’ADN matrice ont étésdtd. Les étapes d’amplification sont

constituées d'une dénaturation de 1 min a 94°Cnal’aybridation de 1 min a une
température variable suivant les amorces utiligdedune élongation de 1 min a 72°C

Quarante cycles d’amplification sont effectuéspar.

Nom de I'amorce Séquence (5'-3) T° d’hydbation
Amorces spécifiques du gene ITS1 (Denis et al. se&)m

ITS1a: cacaccgctcggtacta 52°C
ITS1b: tcgaccaogagagtgat 52°C
Amorces spécifiques du gene COI (Folmer et al. 1994

COla: ggtcaacaaa@agatattgg 50°C
COlb: taaacttcagggicpaaaaatca 50°C
Amorces spécifiques du gene ribosomique 28S (Hirdry 2005)

28Sa: aacatgugagtcatg 57°C
28Shb : ctttcgttadacccaag 57°C

Tableau IV.1. Liste des oligonucléotides et des températuregbditiation utilisés lors
des réactions de PCR.

5. Electrophorese

La quantitt d’ADN obtenue (produits de PCR) est cdée sur un gel

d’électrophorése. Les électrophoreses sont réalmdéreun gel d’agarose (1 %) en présence

d’'un tampon de migration TAE 1X (4,84 g Tris ; 1,44 acide acétique ; 2 ml EDTA
0,5M) et de bromure d’éthidium (BET) qui est unentlant de I'ADN et permet la

visualisation de celui-ci sous rayonnement Ultral®i (UV). L’ADN migre dans le gel

d’agarose de la cathode vers I'anode (les acidetéiques étant chargés négativement

dans la gamme de pH utilisée). Un courant d’envir@@ volts est appliqué aux bornes de2

la cuve. A lissue de la migration, I'’ADN est vidisg& sous U.V et photographié a I'aide =

(&}
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d’'une caméra Polaroid MP4. La taille du fragmestitd&terminée par comparaison avec

le marqueur de taille « phage I/ EcoRI/Hindlll» @Riogen) qui a migré sur le méme gel.
6. Extraction de '’ADN du gel d’agarose(Voir Chapitre Il
7. Séquencage automatiquévoir chapitre 1)

8. Traitement des données

Ces traitements ont été réalisés suivant difféseétapes :
» Alignement multiple des séquences sélectionnéeseplagiciel Clustal W, versionl.8
(Thompson et all994) afin de déterminer les zones de polymorphism
* Alignement multiple des séquences étudiées phgieiel ClustalX (Thompson et al.
1997) afin de générer un arbre consensus par tgagrone PHYLIP (Phylogeny Inference
Package) (Felsenstein, 2001). La méthode de recetien appliquée est la méthode des
proches voisins (Neighbor-Joining). Cette méthoalesiste a regrouper les séquences les
plus similaires entre elles, ce regroupement safdiavec comme contrainte de minimiser
la longueur totale de l'arbre. La méthode Neighjpaoring donnera toujours un seul arbre
phylogénétique pour une matrice de distance do(®aiou et Nei, 1987). Les distances
génétiques sont déterminées par la méthode de Kit980).
» Evaluation statistique de l'arbre : on évalue Upmort des branches par la méthode de
tests de robustesse tel que le test de rééchantife au hasard avec remise (le test de
bootstrap).
» Alignement multiple des séquences amplifiees pdogiciel Fluxus DNA Alignement
1.0.1.0 (Fluxus Technology Ltd. Allemagne) afinadmstruire les réseaux de relation entre
les séquences par le logiciel Median joining Netwb6.0.0 (Bandelt et al. 1999).

9. Analyses statistiques

Ces analyses ont été réalisées avec le programiegui 3.1 (Excoffier, 2005).
Afin de déterminer le nombre de sites nucléotidggugontrant de la variation dans un
échantillon de séquences d’individus de la mémaeiladipn ou de populations différentes,
le nombre moyen de sites polymorphes entre paieesédjuences et la moyenne non
corrigée des differences des séquences prises Pra @té déterminés. La présence ou

I'absence de différence significative entre le noanimoyen de sites polymorphes entre

v

paires de séquences a été établie par le tesuderfiten utilisant le programme Excel. Le

e
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Différenciation génétique entre especes et populations du genre Cerastoderma

degré de dissemblance génétique entre les pomsgaticété également évalué grace aux
distances génétiques.

La structure génétique populationnelle a été déterenpar une analyse de variance
moléculaire (AMOVA). Cette analyse a été effectaédifférents niveaux hiérarchiques :
entre 2 groupes (correspondant aux 2 especesy, @opulations au sein de chacun de ces
2 groupes, et enfin au sein de chacune des popnsati

Un test de Mantel (Mantel, 1967) a été effectuérmtderminer une association possible

entre les matrices de distances génétiques détemapartir des séquences ITS1 et COIl.

C. Reésultats
1. Alignement des séquences 28S

Des séquences de 28S ayant une longueur de 1Q68upkC. glaucum efLl065 pb
pour C. eduleont été amplifiées et déposées dans la banquemigue (Tableau V. 9).
Ces séquences sont identiques a 89,1% et sontsrieheG+C (62,58% et 62,21%
respectivement) (Fig. IV. 3). Au niveau de ces sé&ges 50 sites variables ont été
observés. Les séquences de 28SCeeastodermaspp. et celles isolées chez d’autres
bivalves (disponibles dans les banques de dorméeéotidiques) ont été utilisées dans
une comparaison phylétique. Un arbre a été établitdisant la méthode de Neighbor-
joining. On a obtenu une topologie caractérisée lpaprésence de plusieurs groupes
séparés par des nceuds robustes. Un premier grogje es 28S des ostreidaes, un
second rassemble les 28S des Mytilidaes, un troesigomprend les 28S des cardiidaes et
un quatrieme inclut les 28 S des veneridaes (Fig4)V La distance génétique entre les
différentes espéces étudiées est présentée daiddau V. 2. Cette distance est de 0,033
entre C. glaucumet C. eduleet possede une moyenne de 0, 39 + 0,12 entrene ge
Cerastodermaet les autres genres de la famille des cardiidaes.

Cg AACATGT GCGCGAGT CATGCTAACGAGGAT TTTCCACAAGAAACGGECGAGT GAAGCAGGA
Ce AACATGT GCGCGAGT CATGCTAACGAGGATT- - CCACAAGAAACGGECGAGT GAAGCAGGA

khkhkkkhkhkhhkhhhkhhhhkhhhhhhhkhdhhhhkhk khkkkhkhkhhkhhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhkhkx

Cg AATAGCCCAGCACGGAT CCCCT CTGCGEECT CECGT GAGCGEGAA- - GTGGTGI TAGGAG
Ce AATAGCCCAGCACGGAT CCCCT CTGCGEECT CECGT GAGCGEGAAAAGT GGTGT TAGGAG
Cg GCGEECGECTGGT TCECGGT CCTCGGT GCC- AGGTCCTCGT GATCGT GECC- TTCGCCCCG
Ce GCG- - CGCTGGT TCGECGGT C- TCGGT GCCCAGGT CCTCGT GATCGT GECCCT TCGCCCCG
Cg TCGAGGCTGTAAGGCCCT TCGT GGCACCGCACT CCGACGCCGCCAGAAACTCCCGGAGTC
Ce TCGAGGGT GTAAGGCCCT TCGT GGCACCGCACT CCGACGCCGCCAGAAACTCCCGGAGTC

khkhkkhk Khhhhkhhkhhkhhhkhhhhkhhhkhhhhkhhkhkhkhkhkhdkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhdkhkhkkhk k& *x
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Différenciation génétique entre especes et populations du genre Cerastoderma

GGGT TGCTTGGATCGCAGCCCAAAGT GGGT GGT AAACT CCATCTAAGCCTAAATACCGGA
GGGT TGCTTGGAT CGCAGCCCAAAGT GGGT GGTAAACT CCATCTAAGGCTAAATACCGGA

R EEEREEREEREEEEEEEEEEEEEREEREEEEREREERESREERERERESESEESEIEEESEESRESEESEESE]

CACGAGCAAGT GAAGAAT TCACGAACT CGCGEGT AACGECGGEGAGT A- CTATGACTCTCT
CACGAA- GCGT GAGAACT TCACGAA- TCTCGGGAAACGGCGGEGAGTAACTATGACTCTCG

* ok ok ok ok * ok kK * khkkkhkhkkk *kk *khkhkk *Ahkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk *Ahkhkhkhkhkhkhkkkk

TAAGGTAGCCAAATGCCTCGT CATCTAAT TAGT GACGCGCATGAATGGATTAACGAGATT
TAAGGTAGCCAAATGCCTCGT CATCTAAT TAGT GACGCGCATGAATGGATTAACGAGATT

R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREREREEEEREREEREEEEEEEEEEEEEEESEESESESE]

CCCACTGTCCCTATCTACTATCTAGCGAAACCACAGGCAAGGEGAACGGEECTTGCCATTCA
CCCACTGTCGCTATCTACTATCTAGCGAAACCACAGGCAAGGGAACGGEGECTTGCCATTCA

R EEEEEEEIEEEEEEEEEEEEEEEEEREREREEEEREREEEEEEEEEEEEREERESEESEESSE]

AA- CAGCGGGEGAAAGAAGACCCCT GT TGAGCAAGGGECCCT TCTGECGCTGCGAGECGT GC
ATTCAGCGCCCGAAAGAAGACCG: TATTGAACA- GEECCCT TCTGECGCT GCCGAGECGTGC

* EE R R R R EEEEEEEEEEE] R R R R A R R R R EEEEEEEEEEEEEEEREESEESEES

GGGTGCACTTGCTCCGGT T- - - - CGAGGECCACGACCGGT TCAATTCGCAGGCAGTCTGG
GGGTGCACTTGCTCCGGT TTTGT CGAGEECCACGACCGGT TCC- TTCGCAGGECAGICTGG

EEEEEEEEEEEEEEEEEESES EEEEEEEEEEEEEEEEEESES EE R R R R R EEEEEEEE]

AGT CGGEECAEGT TTGECGT CECTGCCGEGET GCCCGT CCT CGT GACCCGCT CGCGGAGECG
AGTCCGEEECEET TTGECGT CECTGCCEEGET GG - GT'CCTCGT GACCCGCT CGCCGAGECG

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESESESESE] R R R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEESES]

CGCCGCT TCGGT CGGACACT CGT CTGEGEGACCGAGGACGCGT AT GECCGEGT GTGTCGGGA
CGCCGCTTCGGT CGGACACT CGT CTGEEGACCGAGGACGCGT AT GECCGGT GTGT CGGGA

R EEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEREEREEEREEEEREREREEEEEEEEEEEEEESEESEESSE]

CGCGEECGT TCTCGT CCEGAGCTCGT GGT GT TGEEGT CAGCTCTCGT GGTCAECTCCTCG
CGCGEECGT TCTCGT CCEGAGCTCGT GGT GT TGEEGT CAECTCTCGT GGTCAECTCCTCG

R EEEEEEEEEEEEEEREEEEEEREEEEEREEEREEEEREREEEEEEEEEEEEEEEESEESESESE]

CCGTAACAGCGACACT CCGECGAGCT CT TGCCCCGT GCCGECECECCGT CAGAGT GTCGG
CCGTAACAGCGG- ACT CCGECGAGCT CTTGCCCCGT GCCGECECECCGT CAGAGT GTCGG

Ak kK kkkkkk Kk EEEEEEEEEEEEEEEEEEREEREREEREEREEEEEERESEERERESRESESEESESE]

TGGCGGATCAGGT CGGTACT CCACCCCACCCGT CCCGAGAAACACGGACCAAGGGAGT CC
TGGCGGATCAGGT CGGTACT CCACCCGACCCGT CTTTTGAAACACGGACCAAGGGAGT CC

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREESEIEEESEESS] LR R R R R R R R EEEEEEEEEESEE]

AGCATGT GCGCGAGT CGACGGGAT TTCACGAAACCCCACGGCGAAATGAAAGT GAAG- CC
AGCATGT GCGCGAGT CGACGGGAT TTCACGAAACCCCACGGCGAAAT GAAAGT GAAGGECC

R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREREEREEEEEREREEREEREEERESRERESRESESEEIES]

GCCTACGGT TGECCTAGGCAGGAT CCCT T TCCCCGCEEEEGAGEEECECACT GCCGECCC
GCCTACGGT TGECCTAGGCAGGAT CCCT T TCCCCGCGEEEEGAGEEECECACT GCCGECCC

R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREREREEEEREREREEEEEREEEEEEEERESEESESES]

GI'CTCGATCGCT TCT GACGECGAGGECGGAGCAAGAGCGCACACGCT GGGACCCGAACGAT
GI'CTCGATCGCT TCT GACGECGAGGECGGAGCAAGAGCGCACACGCT GGGACCCGAAAGAT

R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREREEREEEEREREEEEREEREERESRERESRESEEINESESE]

GGTGAACTATGCAAT GAGGCAGGACGAAGT CAGGGGA
GGTGAACTATGCC- TGAG- CAGGACGAAGT CAGGGGA

kkkkkhkhkkkkkk khkkhkk khkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkkk

Figure 1V.3. Alignement des séquences de 28%dglaucum(Cg) et deC. edule(Ce)
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Différenciation génétique entre especes et populations du genre Cerastoderma

100 — R decussatus
R. phi i ppi narum

M nercenaria Veneridae

L. stamnea

C disrupta

100 N tantilla

100 Mgal I oprovincialis .
Mytilidae
Medulis

C. rhi zophor ae

100
100 Cvirginica

Ostreidae
C gigas

100 P. mini mim

A tuberculata
100

F.mitica

Cardiidae
100  C.edul e

C glaucum

S.officinalis

Figure IV.4. Arbre phylogénétique basé sur les séquences dés@iges che. glaucumC.
edule et chez d'autres bivalves. Numéros d'accessi@ragsostrea virginica 229549 ;
Crassostrea gigasAB105362;Crassostrea rhizophoraez29547;Mytilus galloprovincialis
AB105357; Mytilus edulis Z29550; Acanthocardia tuberculataAM779696 Parvicardium
minimum DQ279966; Fulvia mutica AB105363 ; Ruditapes philippinarutAM779742;
Ruditapes decussatedDQ184781; Leukoma staminea AM779744; Nutricola tantilla
AM779743; Callista disrupta AM779741; Mercenaria mercenaria AM779740]. Sepia
officinalis (AY557560) est choisi comme groupe externe. Leewa qui caractérisent les
nceuds représentent les résultats des tests derbpafectués sur 100 réplicas.
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Différenciation génétique entre especes et populations du genre Cerastoderma

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
C gl aucum 0, 000
C. edul e 0,033 0,000
A. tubercul ata 0,294 0,247 0,000
P. m ni mum 0,399 0,332 0,188 0,000
F.mutica 0,555 0,509 0,299 0,247 0,000
C.virginica 0,778 0,762 0,535 0,522 0,542 0,000
C. rhizophorae 0,790 0,774 0,539 0,529 0,540 0,007 0,000
M edulis 0,718 0,695 0,487 0,484 0,566 0,285 0,290 0,000
C. gi gas 0,798 0,751 0,512 0,508 0,446 0,092 0,092 0,359 0,000
M gal  oprovincialis 0,731 0,665 0,489 0,459 0,472 0,321 0,321 0,134 0,269 0,000
L. stam nea 0,646 0,535 0,386 0,405 0,440 0,379 0,385 0,326 0,380 0,321 0,000
M nercenari a 0,644 0,534 0,390 0,391 0,452 0,367 0,376 0,318 0,362 0,303 0,034 0,000
R. phi I'i ppi narum 0,624 0,517 0,370 0,385 0,449 0,369 0,378 0,302 0,375 0,289 0,048 0,035 0,000
R decussat us 0,650 0,539 0,374 0,383 0,452 0,369 0,379 0,319 0,373 0,295 0,061 0,045 0,036 0,000
C.disrupta 0,654 0,543 0,392 0,407 0,479 0,395 0,403 0,336 0,416 0,350 0,073 0,056 0,061 0,081 0,000
N.tantilla 0,656 0,566 0,412 0,421 0,532 0,419 0,428 0,352 0,440 0,392 0,136 0,128 0,125 0,148 0,117 0,000
S.officinalis 1,321 0,987 1,048 0,971 1,379 1,623 1,609 1,581 1,277 1,308 0,914 0,928 0,929 0,973 0,916 0,986 0,000

Tableau 1V.2. Distances génétiques (Kimura 2P) déterminées padguences de 28S entre les especes étudiéastetslespeces dont les séquences de 28S sont
disponibles dans les banques génomiques.
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Différenciation génétique entre especes et populations du genre Cerastoderma

2. Alignement des séquences ITS1

Les séquences d'ITS1 de 47 individus @9 glaucumet 18 C. edul@ ont été

amplifiées par PCR, séquencées et déposées déasdae génomique (Tableau 1V.9).

L’alignement des séquences ITS1 est présenté darfigure IV. 5. Ces séquences

possédent une longueur comprise entre 347 pb epB%bnt la composition en G+C est

de 57,65% pour le€. glaucumet une longueur qui varie de 344 pb a 349 pb ¢thont

composition en G+C est de 54,95% pour &sedule Les séquences d'ITS1 de.

glaucumont permis de décrire 18 haplotypes avec 128 saesbles contenant 93 sites

informatifs. Celles d€. edule ont permis de décrire 9 haplotypes avec 102 gddables

contenant 82 sites informatifs. Les substitutionsléotidiques comprennent 38 transitions

et 81 transversions po@. glaucumet 29 transitions et 71 transversions pouedule

CH1(2) AAGTCCTAACACGGTGTCCG- - TAGGT GAAACCT GCCGAT GGGATCATTACCGAAAAACG
CH2(1) AAGTCCTAACACGGTGTCCG - TAGGT GAAACCT GCCGAT GGGATCAT TACCGAAAAACG
CH3(2) AAGTCCTAACACGGTGTCCG - TGGEGT GAAAACT GCCGAT GGGCTCAT TACCGAAAAACG
CH4(2) AAGTCCTAACACGGTGTCCG- - TAGGT GAAA- CTGACGAT CGGATCATTACCGAAAAAGG
J1 (1) AAGTCCTAACACGGTGTCCG- - TGGEGT GAAACCT GCGGAT GGGATCATTACCGCAAAACG
J2 (1) AAGTCCTAACACGGTGTCCG- - TGGEGT GAAACCT GCGGAT GGGATCATTACCGCAAAACG
oL (1) AAGTCCTAACACGGTGTCCG - TAGGT GAAACCT GCGGAT GGGATCAT TACCGCAAAACG
2 (1) AAGTCCTAACACGGTGTCCG - TAGGT GAAACCT GCGGAT GGGATCAT TACCGCAAAACG
J3 (3) AAGTCCTAACACGGTGTCCG- - TGGEGT GAAACCT GCGGAT GGGATCATTACCGCAAAACG
J4 (2) AAGTCCTAACACGGTGTCCG- - TGGEGT GAGACAT GCGGAT GGGATCATTACCGCAATACG
J5 (1) AAGTCCTAACACGGTGTCCG - TGGEGT GAGACAT GCGGAT GGGATCATTACCGCAATACG
@ (3) AAGTCCTAACACGGTGTCCG - TAGGT GAAACCT GCGGAAGGGATCATTACCGCAATACG
A (2) AAGTCCTAACACGGTGTCCG: - TAGGT GAAACCT GCGGAAGGGATCATTACCGCAATACG
J6 (1) AAGTCCTAACACGGTGTCCG- - TGGEGT GAGATGT GCGGAT GGGATCATTACCGCAATACG
EB1(1) AAGTCCTAACACGGTGTCCG - TAGGT GAAACCT GCGGATGGGATCATTACCGE- - ATTG
EB2( 2) AAGTCCTAACACGGTGTCCG - TAGGT GAAACCT GCGGATGGGATCATTACCGE- - ATTG
EB3(1) AAGTCCTAACACGGTGTCCG- - TAGGT GAAACCT GCGGATGGGATCATTATCCG: - ATTG
EH1(2) AAGTCCTAACACGGTGTCCG- - TAGGT GTGACCT GCGGATGGGATCATTACCGCCAATTG
EH2(1) AAGTCCTAACACGGTGTCCG - TAGGT GTGACCT GCGGAT GGGATCATTACGGGCAATTG
EH3(2) AAGTCCTAACACGGTGTCCG - TAGGT GTGACCT GCGGATGGGATCATTACCG: CAATTG
EH4A(2) AAGTCCTAACACGGTGTCCG- - TAGGT GTGACCT GCGGATGGGATCATTACCGE- - ATCG
EH5( 2) AAGTCCTAACACGGTGTCCG- - TAGGT GTGACCT GCGGATGGGATCATTACCGE- - ATCG
EH6( 1) AAGTCCTAACACGGTGTCCG - TAGGT GTGACCT GCGGATGGGATCATTACCGC- - ATCG
CH5(3) AAGTCCTAACACGGTGTCCG - TAGGT GAAA- CTGCGGATGGGATCAT TCCCGGCTAACG
CH6( 2) AAGTCCTAACACGGTGTCCG: - TAGGT GAAA- CTGCGGATGGGATCATTCCCGGCTAACG
CB1(3) AAGT CCTAACACGGT GTCCGCGTAGGT GAAA- - TGCGGAT GGGATCATTACCGCAAAACG
CB2(2) AAGTCCTAACACGGTGTCCG - TAGGT GTGAAAT GCGGAT GGGATCAT TACCGCAAAACG
CHL AGTGGAATGCTCG - - CCATACTTACTGCCGCTCATCTATTCTCGTACTAACCTCGACGT
CH2 AGTGGAATGCTCG - - CCATACTTACTGCCGCTCATCTATTCTCGTACTAACCTCGACGT
CH3 GGGCGAATGGTCG - - CCATACTTACTGCCCCTCATCTATTCTCGT AATAACCT CGACGT
CH4 AGTGTAATGCTCG - - TCATACTTACTGCCGCTCATCTATTCTCGTACTAACCT CGACGG
Ji AGTGTAATGCTCG - - CCATACTTACTGCCGCTCATCTATTCTCGTACTAACCTCTACGT
J2 AGTGAAATGCTCG - - CCATACTTACTGCCGCTCATCTATTCTCGTACTAACCTCTACGT
oL AGTGTAATGCTCG - - CCATACTTACTGCCGCTCATCTATTCTCGTACTAACCTCTCCGT
2 AGTGTAATGCTCG - - CCATACTTACTGCCGCTCATCTATTCTCGTACTAACCT CGACGT
J3 AGTGTAATGCTCG - - CCATACTTACTGCCGCTCATCTATTCTCGTACTAACCTCGACGT
J4 AGTGTAATGCTCG - - CCATACTTACTGCCCCTCATCTATTCTCATACTAACCTCGACGT
J5 AGTGTAATGCTCG - - CCATACTTACTGCCCCTCATCTATTCTCATACTAACCT CGACGT
¢} AGTGTAATGCTCG - - CCATACTTACTGCCGCTCATCTATTCTCATACTAACCTCGACGT
(073 AGTGTAATGCTCG - - CCATACTTACTGCCGCTCATCTATTCTCATACTAACCTCGACGT
J6 AGTGTAATGCTCG - - CCATACTTACTGCCCCTCATCTATTCTCATACTAACCTCGACGT
EB1 AGAGTAA- ACTTAAAACTTTACTTACTGCCGCTCATTTATACCTATACCAACCT CGACGT
EB2 AGAGTAA- ACTTAAAACTTTACTTACTGCCGCTCATTTATACCTATACCAACCT CGACGT
EB3 AGAGTAA- ACTAAAAACTTTACTTACTCCCGCTCATTTATACCTATACCAACCT CGACGT
EH1 AG - TAA- AATTAATACTTTACTTACTGCCGCTCATTTATACCTATACCAACCT CGACGT
EH2 AG - TAA- AATTAATACTTTACTTACTGCCGCTCATTTATACCTATACCAACCT CGACGT
EH3 AG - TAA- AATTAATACTTTACTTACTGCCGCTCATTTATACCTATACCAACCT CGACGT
EH4 AGAGTAA- ACTTAAAACTTTACTTACTGCCGCTCATTTATACCTATACCTACCTCGACGT
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AGAGTAA- ACTTAAAACTTTACTTACTGCCGCTCATTTATACCTATACCTACCTCGACGT
AGAGTAA- ACTTAAAACTTTACTTACTGCCGCTCATTTATACCTATACCAACCT CGACGT
AGTGTAATGCTCG - - CCATACTTACTGCCGCTCATCTATTCTCGTACTAACCT CGACGT
AGTGTAATGCTCG - - CCATACTTACTGCCGCTCATCTATTCTCGTACTAACCT CGACGT
AGTGI- - - GCTCGAAACCATACTTACTGCCGCTCATCTATTCTCGTACT- - - CTCGACGT
AGTGT---GCTCGAAACCATACCTACTGCCGCTCATCTATTCTCGTACT---CTCGACGT

kkk Khhkkk kk kkhkkkk Khkk K * kK * %

CCGCGCGEEET GGCCAACGCGCGEEECGAT TACCCT GACCCGGT TCGGT CGTCCCCGTGI TT
CCGCGCGEEET GGCCAACGCGCGEEECGAT TACCCT GACCCGGT TCGGT CGTCCCCGTGI TT
CCGCGCGEEET GGCCAACGCGCGEECGAT TACCCT GACCCGGT TCGGT CGTCCCCGTGI TT
CGGCECAEEGT GEGCCAACGCGCGEEECGAT TACCCT GACCGEGT TCGGT CGTCCCCGTGT TT
CCGCECAEEGT GECCEECCCECEEECEAT TCCCCCCACCCGGT TEGEGT CGBCECCGTGT TT
CCGCGCGEEGET GECCGEECCCECGEEECEAT TCCCCCCACCCGGT TEEGT CGECECCGTGI TT
CCGCCCGEEGET GEECEECCCECEEECEAT TCCCCCCACCCGGT TEEGT CGECCCCCTGI TT
CCGCECGEEGT GEGCCAACGCCGCGEEECEAT TACCCCGACCCGGT TEGEGT CGTCCCCGTGT TT
CCGCCCGEEGT GEGCCAACGCGCGEEECGAT TACCCT GACCCGGT TCGGT CGTCCCCGTGT TT
CCGCGCGEEET GGCCAACGCGCGEECGAT TACCCCGACCCGGT TGEGT CGTCGCCGTGI TT
CCGCGCGEEET GGCCAACGCGCGEECGAT TACCCCGACCCGGT TEEGT CGTCGECCGTGI TT
CCGCECGEEGT GEGCCAACGCGCGEEECEAT TACCCT GECCCGGT TEGEGT CGTCCCCGTGT TT
CCGCGCGEGT GECCAACGCCGCGEEECEAT TACCCT GECCCGGT TEGEGT CGTCCCCGTGT TT
CCGCGCGEEET GGCCAACGCGCGEEECGAT TACCCCGACCCGGT TGEGT CGTCECCGTGI TT
CCGCGCGEGET GGCCAACGCGT GGACGATAACCCT GACCCGGTGTGT GCGTCTAG- CGACA
CCGCGCGEGT GEGCCAACGCCGT GGACGATAACCCT GACCCGGTGTGT GCGTCTAG- CGACA
CCGCGCGEGT GEGCCAACGCGT GGACGA- AACCCT GACCCGGTGTGT GCGTCTAG- CGACA
CCGCGCGG TGECCAACGCGT GGACGAAAACCCT GACCCGGT GTGT GCGT CTAGGCGACA
CCGCGCGG TGECCAACGCGT GGACGAAAACCCT GACCCGGT GTGT GCGT CTAGGCGACA
CCGCGECAG- TEGECCAACGCGT GGACGAAAACCCT GACCCGGT GTGT GCGTCTAGGCGACA
CCGCGECAG- TEGECCAACGCGT GGACGAAAACCCT GACCCGGT GTGT GCGTCTAGGCGACA
CCGCGCGEG TGECCAACGCGT GGACGAAAACCCT GACCCGGT GTGT GCGT CTAGGCGACA
CCGCGCGG- TGECCAACGCGT GGACGAAAACCCT GACCCGGT GTGT GCGT CTAGGCGACA
CCGCCCGEGT GEGCCAACGCGCGEEECGAT TACCCT GACCCGGT TCGGT CGTCCCCGTGT TT
CCGCCCAEEGT GEGCCAACGCGCGEECGAT TACCCT GACCCGGT TCGGT CGTCCCCGTGT TT
CCGCCCGEGT GEGCCAACGCGCGEEECGATAACCCT GACCCGGT TCGGT CGTCECCGTGT TT
CCGCGCGXBTGBCOAACGCGCGXBCGATAACCCTGACCCGBTTCGBTCGTCGCCGTGTTT

* k*k kkk kkk X * k% *k*k k% * **x *x % * * % %x

TTACCACG- - - GGEGECGACCT GCGACAAAACACACCGT TGCCATCGCCTGCGT GCGECGA
TTACCACG - - GGEECGACCT GCCGACAAAACACACCGT TGECAT CGCCT GCGT GCGECGA
TTACCACG - - GGEECAACCT GCCGACAAAACACACCGT TGCCAT CGCCT GCGT GCGECGA
CCACCACG- - - GGEECAACCT GCGACAATTCACACCGT TGCC- TCGCCTGCGT GCGGECGA
T- ATTACG - - GGGGCGACCT GAGATAAAACATACCGT TGCCATCGCCCT CGT GCGGECGA
T- ATTACG - - GGGECGACCT GAGATAAAACATACCGT TGCCAT CGCCCT CGT GCGECGA
T- ATTATT- - - TGGECGECGT GCCATAAAACACACT GCTGCCAT CTCCCTCGT GEEECEC
T- ACCATT- - - GGGGCGACCT GCCAAAAAACACCCCGT TTCCATCTCCT TCGT GGGGECGA
T- ATCACG- - - GGEGCGACCT GCGACAAAACACACCGT TGCCATCGCCTGCGT GCGGECGA
T- ATCACG - - GGEECGACCT GCGACAAAACACACCGT TGCCAT CGCCT GCGT GCGGCAA
T- ATCACG - - GGEECGACCT GCCGACAAAACACACCGT TGCCAT CGCCT GCGT GCGGCAA
T- ATCACG- - - GGGGCGACCT GCAACAAAACACACCGT TGCCATCGCCTGCGT GCGGCAA
T- ATCACG- - - GGGGCGACCT GCAACAAAACACACCGT TGCCATCGCCTGCGT GCGGCAA
CCATCACG - - GGEECGACCT GCGACAAAACACACCGT TGCCAT CGCCTGCGT GCGGCAA
AA- - CACT- - TGGAA- GACCTGA- - AAAACGAAACGGCTTCTAGC- - - TGCTTGCGGCGA
AA- - CACAAATGGAA- GACCTGA- - CAAACGAAACGGCTTCCATCGCCTGCT TGCGGECGA
AA- - CACT- - TGGACCGACCT GACAAAAACGAAACGGECT TCCATCGCCTGCT TGCGGECGA
AAACCACT- - TGGAA- CACAT GCGAAAAACGAAACGGECT TCCATCGCCT GCTTGCGECGA
AAACCACT- - TGGAA- CTCATGCGAAAAACGAAACGGECT TCCAT CGCCAGCT TGCGGCGA
AAACCACT- - TGGAA- CACATGCGAAAAACGAAACGGECT TCCATCGCCTGCT TGCGGECGA
AAACCACT- - TGGAA- CACATGCGAAAAACGAAGCGGECT TCCAGCGCCTGCT TGCGGECGA
AAACCACT- - TGGAA- CACATGCGAAAAACGAAGCGGECT TCCAGCGCCTGCT TGCGGECGA
AAACCACT- - TGGAA- CACAT GCGAAAAACGAAACGGECT TCCATCGCCT GCTTGCGECGA
TTACCACG - - GGEECGACCT GCCGACAAAACACACCGT TGCCAT CGCCT GCGT GCGECGA
TTACCACG- - - GGEGECGACCT GCGACAAAACACACCGT TGCCATCGCCTGCGT GCGECGA
TTACCCGG- - - GGEGECGACCT GCGACAAAACACACCGT TGCCATCGCCTGCGT GCGGECGA
TTACCCGG - GGGGCGACCT GCGACAAAACACACCGT TGCCATCGCCT GCGTGCGGECGA

* k% * % * * *x % * k*x kk %k

GGCTCCGGEECEGEAT TGGAGGT CCT TCCCCAGAGT GGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
GGCTCCGCGECGEGAT TGGAGGT CCTTCCCCAGAGT GGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
GGCTCCGEEECEGEAT TGGAGGT CCTTCCCCAGAGT GGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
GGCTCCGAGGCGGAT TGGAGGT CCT TCCCCAGAGAGGCAACCAGAAAAACGEG: - GGAAC
GGCTACGGT GCGGAGT GGAGGT CCTTCCCCT CAGCGGAAACCAAAAAAACAAA- - GGAAC
GGCTACGGT GCGGAGT GGAGGT CCTTCCCCTCAGCGGAAACCAAAAAAACAAA- - GGAAC
GGECTCCGEECCAEEET TAEGAGGECAT TCCCCTCCCCGGAAACCAAACAAAAAAA- - GGAAC
GGGT TCCGEEEGEGEAT TGGEGEGEGET CCTTCCCCTAACCGGAAACCAAAAAAACAAA- - GGAAC
GGCTCCGEEECEGEAT TGGAGGT CCT TCCCCAGAGT GGAAACCAAAAAAACAAA- - GGAAC
GGCTCCGEEECGEGEAT TGGAGGT CCTTCCCCAAAGT GGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
GGCTCCGEEECGEGEAT TGGAGGT CCTTCCCCAAAGT GGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
GGCTCCGEEECEGEAT TGGAGGT CCTTCCCCAAAGT GGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
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(o7} GGCTCCGGEGEECEEAT TGGAGGT CCTTCCCCAAAGT GGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
J6 GGCTCCGGEGEECEEAT TGGAGGT CCTTCCCCAAAGT GGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
EB1 GGCTCCGGEEECEGAT TAGACGT TTCCCCCCAGAGT TGAAACCAGAAAAACAAACAGGAAC
EB2 GGCTCCGGEEECEGAT TAGACGT TTCCCCCCAGAGT TGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
EB3 GGCTCCGGEGEECGEAT TAGACGT TTCCCCCCAGAGT TGAAACCAGAAACCCAAA- - GGAAC
EH1 GGCTCCGGEGEECGEAT TAGACGT TTCCCCCCAGAGT TGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
EH2 GGCTCCCGGEECCGAT TAGACGT TTCCCCCCAGAGT TGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
EH3 GGCTCCGGEGEECCGAT TAGACGT TTCCCCCCAGAGT TGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
EH4 GGCTCCGGEGEECGEATGATACGT TACCCCCCAGAGT TGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
EH5 GGCTCCGGEGEECGGATGATACGT TACCCCCCAGAGT TGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
EH6 GGCTCCGGEGEECGEATTAGT CGT TTCCCCCCAGAGT TGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
CH5 GGCTCCGGEGEECCGEAT TGGAGGT CCT TCCCCAGAGT GGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
CHo GGCTCCGGEGEECEGAT TGGAGGT CCT TCCCCAGAGT GGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
cBl GGCTCCGGEGEECEEAT TGGAGGT CCTTCCCCAGAGT GGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
CcB2 GGCTCCGGEGEECGGATCCT - GGTCCTTCCCCAGACT GGAAACCAGAAAAACAAA- - GGAAC
CHL ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
CH2 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGGEGATGACTAGGT TATGGT
CH3 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGGGEGATGACTAGGT TATGGT
CH4 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
Ji ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
J2 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
oL ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
(07 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
J3 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGGEGATGACTAGGT TATGGT
J4 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
J5 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
(¢} ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
(o7} ACCCTGAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
J6 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
EB1 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
EB2 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
EB3 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
EH1 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
EH2 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
EH3 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
EH4 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GTGT GGGGEGEGATGACTAGGT TATGGA
EH5 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEEGATGACTAGGT TATGGA
EH6 ACCCTCAACAAACACACACACGAATTCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
CH5 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGEGEGEGATGACTAGGT TATGGT
CHo ACCCTGAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
CcB1 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT
cB2 ACCCTCAACAAACACACACACGAAATCGTACTGT GT GTGGGEGEGATGACTAGGT TATGGT

khkhkkkhk Khhkhkhhkhhhhkhhhhhhhhd Fhhhhhhhhhhhhhh ko kb dhhkhhhkh bk dkhkhk

Figure 1V.5. Alignement des séquences d’ITS1. Les fréquenceségsences sont entre
parenthéses. OC. glaucumméditerranéenne (Tunisie) a pied orangé,CJ :glaucum
méditerranéenne (Tunisie) a pied jaune B :glaucumatlantique (Bretagne), CHC.
glaucumde la Mer du Nord (Hollande), EHC. edulede la Mer du Nord (Hollande) et EB :
C. eduleatlantique (Bretagne).

Afin détudier I'homogénéité ou la diversité gémge au niveau
intrapopulationnel, cing populations ont été dé&BnC. glaucummeéditerranéenneC.
glaucumatlanatiqueC. glaucumde la Mer du NordC. eduleatlantique eC. edulede la
Mer du Nord) et le nombre moyen de sites polymesptles séquences prises 2 a 2 a été
déterminé. Les valeurs obtenues varient de 6,603 389,52 + 3,46 (tableau IV. 3).
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Population CH T CB EH EB

le nombre moyen de sites  9,52+3,46 9,28+3,59 6,60+3,75 9,49+4,76 8,16+3,13
polymorphes des séquence:
prises 2 a 2

Tableau 1V.3. Nombre moyen de sites polymorphes des séquencESHdrises 2 & 2 des
différentes populations étudiées : TC. glaucum méditerranéenne (Tunisie), CBC.
glaucumatlantique (Bretagne), CHC. glaucumde la Mer du Nord (Hollande), EHC.
edulede la Mer du Nord (Hollande) et ERC: eduleatlantique (Bretagne).

Au niveau interpopulationnel, la moyenne non ca@&eigdes différences des
séquences prises 2 a 2 a été déterminée. Cessvaldune moyenne de 34,80 +4,88 en
intraspécifique chef. glaucumet est de 57,60 che2. edule En interspécifique cette
moyenne est de 82,43+ 11,47 (Tableau V. 4). Ledférdnces génétiques
interpopulationnelles ont été également détermip@ese calcul des distances génétiques.
Ces distances déterminées en intraspécifigue oamtnuoyenne de 0,43+0,096 poGr
glaucumet est de 0,53 po@. edule En interspécifique, ces distances ont une moydene
0,67+ 0,066 (Tableau IV. 5).

T CB EH EB
CH 29,55 35,67 72,51 94,17
T 39,20 73,06 91,37
CB 70,50 93,00
EH 57,60

Tableau 1V.4. La moyenne non corrigée des différences des séqgedmS1 prises 2 a 2
des différentes populations : TC. glaucumméditerranéenne (Tunisie), CEC. glaucum
atlantique (Bretagne), CHC. glaucumde la Mer du Nord (Hollande), EHC. edulede la
Mer du Nord (Hollande) et EBC. eduleatlantique (Bretagne).

CH T CB EH EB
CH 0
T 0,33 0
CB 0,50 0,47 0
EH 0,70 0,67 0,78 0
EB 0,63 0,60 0,64 0,53 0

Tableau IV.5. Distance génétique déterminée par la méthode deutdin@P entre les
différentes populations étudiées : TC. glaucum méditerranéenne (Tunisie), CBC.
glaucumatlantique (Bretagne), CHC. glaucumde la Mer du Nord (Hollande), EHC.
edulede la Mer du Nord (Hollande) et ERC: eduleatlantique (Bretagne).

Afin de déterminer l'origine de la variabilité géiggie, un test ’AMOVA a été

v

réalisé en regroupant les populations selon lepam@nance spécifique. Il a permis de

e

confirmer que la variabilité interpopulationnellexplique pour 50,85% par la variabilité
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interspécifique. Le reste de la variabilité estliex@ de facon quasi équivalente par des
variabilités interpopulationnelles (25,07%) etapopulationnelles (24,09%).

Pour répondre a la question posée par la préseac2 ghénotypes dans la
population méditerranéenne, nous avons analyssebpsgences obtenues par ces 2 groupes
en les considérant comme génétiquement indépendBntscomparant les nombres
moyens de sites polymorphes déterminés pour la lgihigu méditerranéenne deE.
glaucum(9,28+ 3,59) et ceux déterminés pour les 2 phgrasty4,12 +2,2&. glaucuma
pied jaune; 4,60+2,6&. glaucuma pied orange), une différence significative a été
observée (p < 0,05). Le regroupement des séqueniesnt le phénotype semble étre
supporté génétiguement. Ce résultat est confirmél'paude AMOVA qui explique
36,09% de variation est associée a la variabititeapopulationnelle et ce en divisant les
populations deC. glaucumen 2 groupes : premier groupe contenantdesglaucum
méditerranéennes et un second groupe contenadt gaucumatlantiques et de la Mer du
Nord. Cette ségrégation des séquences obtenuatralpa échantillons méditerranéennes
n'a pas été revélée par le réseau de relation éedreséquences construit a partir du
programme Median Joining Network (Fig IV. 6).

.'3‘ Chapitre IV
N



Différenciation génétique entre especes et populations du genre Cerastoderma

5 mutation L

Haplotypes de&€. edulede la Mer du Nofd

2 mutation

Haplotypes de&€. edulede I'Atlantique

O C. glaucunméditerranéenne a pied jaune
'. C. glaucumméditerranéenne a pied orangé

(_» C. glaucunde la Mer du Nord

@ C. glaucunde I'Atlantique

Figure 1V.6. Réseau de relation entre les séquences d’ITS1 amnés relations entre les
différents haplotypes dé. glaucumet deC. edule(les valeurs numériques correspndents
aux numéros d’haplotypes présentés dans le tableay
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3. Alignement des séquences de COI

Afin de confirmer ou infirmer les résultats obtergaupartir de l'information d’ITS1,
une deuxieme analyse a été effectuée en étudiafdrthation obtenue a partir du gene
COl. L'alignement des séquences COI est présenté afigure IV. 7. Ces séquences,
déposées dans la banque génomique (Tableau I\hio8%edent une longueur comprise
entre 525 pb et 615 pb avec 273 sites variables I8#hsont informatifs pouC. glaucum
et une longueur de 501 pb avec 95 sites varialdes @8 sont informatifs pout. edule
La composition en G+C des séquences CQCdglaucumet deC. edule est 43,54% et
45,16%, respectivement. Les 43 séquences de COIl dlaucumont permis de décrire
17 haplotypes contenant 190 transitions et 14&wensions. Les 9 séquences de COIl de

C. eduleont permis de décrire 4 haplotypes contenanté@isitions et 64 transversions.

OL(4) - - - GGECCTTGITTA- - GAAATTAT- AGGGCGGACTG- AG- - - CTTTCCCGCCCTTCTTC
2(1) - - - GGACCATGICTG - GAAATTAT- TGGECGAACGG AG - - CTATCGCGGCCATCATC
B(3) - - - GGECCATGICTG - GAAATTAT- AGGACGAACGG AG - - CTGTCACGACCATCATC
(1) - - - GGECCGTGICTG - GAAATTAT- TGGGCGAACAG- AG- - - CTATCGCGACCGTCATC
B6(1) - - - GGACCATGTICTA- - GAAATTAT- AGGACGGACTG- AG- - - CTGTCACGGECCTTCGTC
EHL(3) = e CGTATTAT- AGTACGTACCG- AG- - - CTCTCACGCECC- TCTCC
EH2(2) oo CGAATTAT- AGTGCGGACTG AG - - CTTTCCCGCCC- TCTTC
EH3(3) = eeeeeeeeeeoa---- CGGATTAT- AGTCCGCACAG AG - - CTATCGCGTCC- GCTAC
EH4(1) e CGCATTAT- AGTTCGAACGG AG- - - CTGTCTCGACC- CCTGC
J1(5) - - - GGAGCACATCTATCAGAGCTAT- TTTGTGGACAGCAGT CACTAGTACGACT- ACTAG
J2(2) - - - GGEGECGCATCTATCGGAACTAT- TTTGTGGACAACAGT CGCTAGT CCGACT- ACTAG
J3(1) - - - GGEGECACATCTTTCAGAATTAT- TTTGCGGACAGCAGICTCTCGTCCGICT- TCTTG
CB1(3) - GAGGGACCTCTTTTAGAATTATTAGIGCGGACT G AG- - - CTTTCCCGCCCCTCTTC
CB2( 3) GAGGGACCACT TCTA- - - GAACTGCTAGITCGAACTGAA- - - - CTATTACGGCCCCCGTC
CB3(2) GAGGGEGECCACTCECTT- - GAACTGCTAGTGCGAACAG-AA—--CTGTCACGBCCCCTATC
CB4(4) GAGGGEGECCGECTACTG - - GAACTTCTTGTACGGACAG: AA- - - CTGTTGCGACCCCCTTC
CB5( 3) GAGGGACCACTCCTG - - GAACTACTGGTACGTACGG- AA- - - CTATCCCGACCCCTATC
CH1(2) - GGAGCCCATTTTTCGTATCTAT- TTTGEGGACAGAAGCCGCCAGCTCGACT- CTTTG
CH2(3) - - - GGTGCTCATTTTTCTTATCTGT- TTTGEEGT CAGAAGCCACCGGECACG CCTATTTG
CH3(2) - - - GECGCGCATTTTTCCTATCTGT- TTTGEEECCAGAAGCCCCCTGCGCAEECT- GITTG
CH4( 3) --- GGGGCACATTTTTCATATTTAT TTTGGGGGCAGAA(I)CT CCCCI)CCGT CT-TTTTG

*k Kk

o1 ATCATTGCATAATCATGGCCTATATAATCTTATCATCACAAGGCATGCTTTAATTATAAA
(024 GI'CACTGCATAATCATGGGCTATATAATCTAATCATCACACGGCATGCACTAATTATAAA
(0¢] ATCGCTACATAATCATGGGCTATATAATCTTATCATCACGCGACATGCGCTGATTATAAA
A GTCGCTACATAATCATGGACTATATAATCTGATCATCACACGACATGCACTAATTATAAA
(09 ATCACTGCATAATCATGGACT GTATAATCTAATCATCACACGGCATGCACTGATTATAAA
EH1 ATC- - TCCATAATCATGGTCTTTATAATCTGATCATCACGCGACATGCTCTAATTATAA-
EH2 ATC- - TGCATAATCATGGGCTATATAATCTTATCATCACACGGCATGCTCTAATTATAA-
EH3 ACC- - TACATAATCATGGACTGTATAACCTAAT CATCACCCGCCATGCTCTCATTATAA-
EHA ATC- - TTCATAATCATGGCCTCTACAATCTCATCATCACT CGGCACGCTCTGATTATAA-
J1 ATT- - TTCATAATCATGGGCTATATAATCTAATTATTACACGACATGCACTGATCATAAT
J2 ATT- - TTCATAATCATGGACTATATAATCTGATTATTACGCGACAT GCACTAATCATAAT
J3 ACT- - TTCATAATCATGGGCTATACAATCTTATTATTACAAGACACCCTTTGATCATAAT
CB1 ATCATTGCATAATCATGGGCTATATAATCTTATCATCACAAGGCATGCTTTAATTATAA-

CB2 AACACTTCACAATCACGGGCTATATAATCTAATCATCACACGACATGCCCTAATTATAAT
CB3 AATCCTCCATAATCACGGACTGTATAATCTAAT CATCACCCGACATGCACTAATTATAA-
CB4 GACACTACATAATCATGGACTATATAATCTGATCATCACGCGGCATGCCCTGATTATAAT
CB5 GATGCTGCATAATCATGGCCTGTATAATCTGATCATCACT CGGCATGCACTGATTATAA-
CH1 ATT- - TTCTGAATCATGGACAATCGAACCTAATTATTCCTCGACCT CCACTCATCATAA-
CH2 ACT- - TTCTAAACCACGGT CAATCCAATCTCATTATTCCGCGGECCACCCCTAATCATAAT
CH3 ATT- - TTCTGAATCACGGCCAATCTAATCTGATTATTCCCCGGCCGCCGCTTATCATAAT
CcH ACT- - TTTTAAACCATGGGCAATCAAACCT TATTATTCCAAGACCCCCT TTGATCATAAT

**x *k*x *k*k X * **x k% *k*k k% * * * kk kk kK
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TTTTCTTTTATGGT CATGCCGGGT TATGATAGGAGEGT TTGGTAACTGGT TGGTACCTTT
TTTTCTACTGTGGT CATGCCGGEGT TATGATAGGAGGGT TTGGTAACTGGT TGGTACCTTT
TTTTCTGCTGTGGT CGTGT CGGGTAAT GATAGGGGGAT TTGGGAAT TGECTGGT GCCGCT
TTTTCTGCTATGGT CGTGT CGAGT GATGATAGGGGGAT TTGGAAACT GGCTAGT GCCACT
TTTTCTACTGTGGT CATGCCGAGT TATGATAGGAGGEGT TTGGAAACT GGCTAGTACCGCT
TTTTTT- TCATAGT TATGCCT- GTTATGATAGGT GGATTTGGAAACTGGCTTGT TCCCCT
TTTTCT- TTATAGTGATGCCG GTTATGATAGGAGGGT TTGGTAATTGGCTGGTGCCTCT
TTTTCT- TTATAGTAATGCCA- GTTATGATAGGGGGECTTTGGCAAT TGGCTCGT CCCACT
TTTTCT- TTATAGTCATGCCG- GTTATGATAGGCGGT TTTGGGAACT GGCTAGT GCCGCT
TTTTTT- - TATGGTGATGCCA- GTGATTATGGGAGGEGT TTGGAAAT TGGGT GAGACCGCT
TTTTTT- - TATGGTAATGCCA- GTGATTATGGGAGGATTTGGGAAT TGEGTGAGACCGCT
TTTTTT- - TATGGTGATGCCA- GTGATAATGGGTGGT TTTGGTAATTGEGTGAGT CCGTT
TTTTCT- TTATAGTGATGCCG- GTTATGATAGGAGGGT TTGGTAACTGGT TGGTACCTTT
ATTTTT- - TATAGTAATGCCA- GTAATGATAGGAGGATTTGGAAATTGGCTAGTACCACT
TATTCT- TTATAGTGATGCCA- GTGATGATAGGGGEGEGT TTGGAAACTGECTTGTACCTCT
TTTTTT- - TATAGTGATGCCA- GTTATGATAGGGGGATTTGGGAAT TGECTGGT GCCGCT
TATTCT- TTATAGTAATGCCG- GTAATGATAGGAGGEGT TTGGGAACTGECTTGTGCCACT
TTTTCT- TCATGGGTATCCCT- GTAATAAAGGGCGGATTTGGAAAT TGGGTAAGCCCACT
TTTTTT- - TATGGGAATCCCA- GTGATAAAGGGAGGT TTCGGGAACT GGGTTAGACCTCT
TTTTTT- - CATGGGCATCCCC- GTTATAAAGGGT GGCT TCGGCAAT TGEGT CAGECCCCT
TTTTTT- - TATGGGGATCCCC- GTCATAAAGGEEEEGT TTGGTAATTGGGTGAGT CCGT T

* *

**x % * % * **x k% % X%k *k*k *k*k *k*k *k*k Kkk*k X * %

AATACTAATAGT- CCCTGACATACATTTTCCCCGTTTAAATAATATAAGATTTTGGITGG
AATACTAATAGT- CCCTGACATACATTTTCCCCGT TTAAATAATATAAGATTTTGGT TGS
GATACTGATAGT- CCCAGACATACATTTTCCCCGTCTAAATAATATACGGT TTTGGECTAG
GATACTGATAGT- CCCTGATATACATTTTCCCCGACTAAATAATATACGGT TTTGECTGG
AATACTAATAGT- CCCTGACATACATTTTCCCCGTCTAAATAATATACGATTTTGGECTAG
TATACTCATAGT- ACCCGATATACACT TTCCACGECTAAACAACATACGATTCTGGTTTG
AATACTAATAGT- CCCTGATATACATTTTCCCCGACTAAATAATATACGATTTTGGITTG
GATACTGATAGT- TCCAGACATACATTTTCCTCGACTCAATAATATACGGTTCTGGTTTG
AATACTTATAGT - GCCGGATATACATTTTCCGCGGECTGAATAACATACGGTITTTGGITTG
AATACTGATGGTACCACGAAAAACATTTTCATCA- CTGAATAATATACGATTTTGGITTG
AATACTAATGGTACCCCGAAAAACGT TTTCATCA- CTGAATAATATACGGTTTTGGITTG
AATATTGATGGTACCCCGAAAAACATTTTCCTC- CTTGAACAATATAAGATTTTGGITTG
AATACTAATAGT- CCCTGACATACATTTTCCCCGTTTAAATAATATAAGATTTTGGITCG
AATACTTATAGT- ACCAGATATACATTTTCCCCGACTGAATAATATACGATTTTGGITTG
GATACTAATAGT- TCCTGACATACATTTTCCACGCCTAAATAATATACGATTTTGGITTG
AATACTTATAGT- GCCAGATATACATTTTCCTCGTCTGAATAATATACGGTTTTGGITTG
GATACTGATAGT- CCCGGACATACATTTTCCGCGECTGAATAATATACGGT TTTGGTTCG
AATACT CATGGEGECCGECGGAAAAC- TTTTCCTTCACTAAACAATATACGGITCTGTITTTG
GATACTAATGGEGECCCACGTAAAACGT TCCCATC- TCTTAATAATATACGTTTTTGCTTTG
GATACTTATGGGTCCTCGCAAAACCTTTCCGTC- CCTCAATAATATACGCTTTTGITTTG
AATATTGATGGGACCCCGAAAAACATTTCCCTCG TTGAACAATATAAGATTTTGITTTG

*kkk Kk Kkk K * ok k k*k Kk % * kk kk kkk Kk k*k k% * K

TTCCAAATGCTCTTATTTTACTAGCGT TTTCCGGECT TTGT GGAAGGEEEEGTATGECCCT
TTCCAAATGCTCTTATTTTACTAGCGT TTTCCGCECTTTGT GGAAGGEEEGEGTATGECCCT
TACCGAATGCACTAATTCTGCTGGECGT TTTCCGECTTTGT GGAAGGAGEGEGT GTGECCCT
TGCCAAATGCACTGATTCTACTAGCATTTTCCGGECT TTGTAGAAGGAGGEGTATGECCCT
TTCCAAATGCACTAATTCTACTGGCATTTTCCGGECT TTGTAGAAGGEEEEGTATGECCCT
TGCCGAACGCTCTTATTCTGCTAGCCTTTTCTGGT TTCGT CGAAGGGGEGEGEGET A- GGCGCA
TACCAAATGCACTAATTCTACTAGCGT TTTCGGCECT TTGT CGAAGGGEGEGEGET A- GGCGCA
TTCCAAATGCGCTCATTCTTCTAGCATTCTCAGGGT TTGT CGAAGGAGECGT C- GGAGCA
TCCCGAATGCCCTGATTCTTCTAGCGT TCTCCGGAT TTGT CGAAGGCGGAGT G- GEEGECT
TTCCAAATGCACTAATCCTGCTAGCATTTTCAGGAT TTGT AGAAGGGGEGEGEGT ATGGEGEGEAT
TTCCGAATGCACTAATCCTACTAGCATTTTCAGGGT TTGT AGAAGGEEGEGEGTATGEEEGET
TTCCAAATGCTCTAATCCTGI TAGCATTTTCTGGATTCGTAGAAGGT GGTGI TTGGEGEGECT
TTCCAAATGCTCTTATTTTACTAGCGT TTTCCGGECT TTGT GGAAGGEEEEGTA- GECGCT
TACCAAATGCACTAATTCTGCTGGCATTTTCCGGATTTGTAGAAGGAGGAGT A- GGAGCA
TCCCTAATGCGCTCATTCTACTAGCCT TTTCAGGATTTGT CGAAGGAGGAGT T- GGTGCT
TGCCGAATGCGCTGATTCTCCTTGCTTTTTCTGECTTTGT GGAAGGCGGTGTG- GEEGECC
TTCCGAATGCGCTTATTCTTCTCGCGT TTTCGEEGET TTGTAGAAGCEEECGT G- GGAGCG
TACCTAATGCGCTGATCCTACTGECGT TTTCAGGT TTCGT TGAAGGCGGAGT CTGGGGAT
TCCCCAACGCACTAATCCTCCTAGCCT TCTCGEEGT TTGT GGAAGGAGGECGTATGEGEGT T
TGCCGAACGCGCT GATCCTGCTGGECGT TCTCGEEGT TCGT CGAAGEEEEGEGET GTGEGEGEGET
TTCCAAATGCTCTAATCCTGT TAGCATTTTCTGGATTCGTAGAAGGT GGTGT TTGEEECT

* k% *k*k *k*k **k k% * * k*k kk kk kk kk *kk kkkkk **k k% * %

GGTTGAACCATTTACCCCCCCCTCACTTCAAT- GAATTTTTGGGT GACCCGT CCATGGAT
GGTTGAACCATTTACCCCCCCCTCACTTCAAT- GAATTTTTGGGT GACCCGT CCATGGAT
GGCTAAATCATCTGCCGCCGCCACACT TCAAT- GAATTTCTGGGEGEGATCCATCGATGGAT
GGCTGAACCATCTGCCCCCACCGCATTTTAAT- GAATTTCTGGGAGATCCATCAATGGAT
GGCTGAATCATCTACCACCCCCTCATTTTAAT- GAATTTCTAGGAGACCCGT CAATGGAT
GG - - TACTATTTATCCCCCACTCACCTCTATTGAATTCCTCGGAGACCCATCCATGGAT
GG - - AACCATTTACCCACCACTCACATCAATTGAATTTCTGGGT GACCCGT CAATGGAT
GG - - GACGATTTATCCACCATTAACATCCATTGAATTTCTAGGAGATCCATCGATGGAT
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GGC- - - ACAATTTACCCGCCGCTGACGT CGATTGAAT TCCTTGGECGATCCTTCAATGGAT
GGCTGAATTATCTACCACCACTACATTTTGAT- GCATTTCTGGGGGATCCGT CAATAGAT
GGCTGAATTATCTACCACCGCTACATTTTGAT- GCATTTCTGGGGGATCCATCAATAGAT
GGTTGAACTATTTACCCCCCCTTCACTTCGAT- GCATTCT TGGGGGACCCTTCAATAGAC
GGTTCAACCATTTACCCCCCCCTCACTTCAATTGAATTTTTGGGT GACCCGT CCATGGAT
GGGTCTACTATTTATCCTCCGCTTACATCAATTGAATTTCTCGGT GACCCGT CGATGGAT
GGCTCGACTATTTATCCACCACTAACATCAATTGAATTTCTAGGCGATCCATCAATGGAT
GGATCCACAATTTATCCCCCGCTCACGT CGATTGAATTTCT GGGAGACCCATCAATGGAC
GGATCAACGATTTACCCGCCACTGACGT CGATTGAAT TTCTAGGGGATCCATCAATGGAT
GGCTCAACTACCTGTCGCCACTACATTTYGAT- GAATTCCTAGGCGGACCTTCGATAGAT
GGCTAAATTATCTTTCACCTCTTCACTTYGAT- GAATTTCTTGGT GGECCGTCCATAGAC
GGCTAAATTATCTCTCACCGCTGCATTTYGAT- GAATTTCTCGGAGGACCGT CTATAGAT
GGTTGAACTATTTATCCCCCCTTCACTTCGAT- GAATTCT TGGGGEECCCTTCAATAGAC
* % * * *

* * * * **x *x kk%k * k*x %x **x *k*k *k*k k%

TTGECTATTTTTGCCTTACATTTAGGGGGAATTTCTTTTATTGCGECCAGGCTAAACTTT
TTGECTATTTTTGCCTTACATTTAGGGGGAATTTCTTTTATTGCGECCAGGCTAAACTTT
CTAGCTATTTTTGCACTGCATCTGGGAGGAATTTCGT TTATTGCAGCACGACTGAATTTT
CTAGCAATTTTTGCGCTACATCTAGGAGGAATTTCATTTATTGCGGCACGACTAAATTTT
CTGGCGATTTTTGCACTGCATCTGGGAGCGATTTCATTTATTGCAGCCCGECTAAATTTT
CTGGCGATTTTTGCACTTCACCT TGEGGEECATTTCCTCGATTGCAGCTCGACTTAACTTT
CTGGCAATTTTTGCCCTACATCTAGGAGGTATTTCATCAATTGCGGECCCGGECTAAATTTT
CTAGCTATTTTCGCTCTGCATCTGGEGECGGAAT TTCGTCGATTGCTGCACGCCTGAATTTT
CTAGCCATTTTCGCGCTCCATCTCGGTGEGATTTCTTCAATTGCCGCGCGECTCAATTTT
CTGGCAATTTTTGCGCTACATCTAGGGEGAATCTCGT TTATTGCAGCAAGACTGAATTTT
CTGGCAATTTTTGCGCTACAT CTGEGEGEGEGAATCTCGT TTATTGCAGCAAGACTGAATTTT
TTGECTATTTTTGCGCTACACCTAGCCCGAATCTCTTTTATTGCAGCAAGTCTGAATTTC
TTGECTATTTTTGCCTTACATTTAGGCGGAATTTCTTTTATTGCGECCAGGCTAAACTTT
CTAGCTATTTTTGCGCTACATCTAGGGEEGATTTCATTTATTGCAGCACGECTAAACTTT
CTAGCGATTTTTGCTCTCCATCT TGGGGEGEGATTTCGT TTATTGCAGCCCGTCTTAATTTT
CTGGCAATTTTTGCCCTGCATCTGEGEGEGEGTATTTCATTTAT TGCGGECGCGACTGAACTTT
CTGGCCATTTTTGCACTGCATCTCGGEEEGAATTTCGT TTATTGCGECTCGCCTGAATTTT
CTTGCAATTTTTGCTCTGCACCTAGGEEGTATCTCATTCATTGCTGCTAGCCTAAACTTT
CTAGCCATTTTCGCACTACAT CTGGGAGGAATCTCCTTTATTGCGGCCAGACTGAATTTC
CTCGCGATTTTTGCCCTGCATCTAGGAGGCATCTCGT TTATTGCCGCGAGGECTAAATTTT
TTGECTATTTTTGCGCTACACCTAGCEEEGATCTCTTTTATTGCAGCAAGTCTGAATTTC

* kk kkhkkkk k% * kK * kk kk kk Kkk K kkkkk kK * kk kk Kk*k

TTTTCAACCGCTATCAACAT ACGCCAAAGGCAGCGGAGGEGT TCACAAAAACCCTATACTA
TTTTCAACCGCTATCAACAT ACGCCAAAGGCAGCGGAGEGT TCACAAAAACCCTATACTA
TTTTCGACAGCGAT CAACAT ACGCCAACGACAGCGACGGEGT TCACAAAAACCCTATACTA
TTTTCGACAGCAAT CAATAT ACGCCAACGGECAGCGACGAGT TCACAAAAACCCTATACTA
TTTTCAACCGCAAT CAATATACGCCAACGACAGCGECGAGT TCACAAAAACCCTATACTA
TGTTCGACT GCCATCAATATACGCCAACGECAGCGGT GGGT TCATAAAATACCTATACTA
TGTTCAACCGCAAT CAATAT ACGCCAACGGECAGCGGT GEGT TCATAAAATACCTATACTA
TGCTCGACTGCGATCAATAT ACGCCAACGGECAGCGGT GEGT TCATAAAATACCTATACTA
TGCTCAACCGCTATCAATATACGCCAACGECAGCGGT GGGT TCATAAAATACCTATACTA
TGTTCGACGGCAATTAATAT GCCGACAGCGACAACGACGGEGT GCATAAAATTCCAATACTA
TGTTCGACGGCAAT TAATAT GCGACAGCGACAACGACGGEGTGCATAAAATTCCAATACTA
TGTTCGACTGCTATTAATAT GCGACAGAGACAACGAAGGGTGCACAAAATTCCAATATTA
TGTTCAACT GCTATCAACAT ACGCCAAAGGCAGCGGAGEGT TCACAAAATCCCTATACTA
TGTTCAACT GCTATCAACAT ACGCCAAAGGCAGCGGAGEGT TCACAAAATCCCTATACTA
TGTTCAACTGCTATCAACAT ACGCCAAAGGCAGCGGAGEGT TCACAAAATCCCTATACTA
TGTTCAACTGCTATCAACAT ACGCCAAAGGCAGCGGAGEGT TCACAAAATCCCTATACTA
TGTTCAACT GCTATCAACAT ACGCCAAAGGCAGCGGAGEGT TCACAAAATCCCTATACTA
TGTTCGACTGCTATTAATAT GCCGACAGAGACAAAGAAGGGT GCACAAAAATCCCATATTA
TGTTCGACTGCTAT TAATAT GCGACAGAGACAAAGAAGGGT GCACAAAAATCCCATATTA
TGTTCGACTGCTAT TAATAT GCGACAGAGACAAAGAAGGGT GCACAAAAATCCCATATTA
TGTTCGACTGCTATTAATAT GCGACAGAGACAAAGAAGGEGT GCACAAAAATCCCATATTA

* X%k k*k *kk *kk *k*k **k **k k% * k% * * k% *k*k kkk*k **k kk*k Kkk

CCTATTTCTTTAGCTATTACAGCCCTACTATTGATTATCGCGATGCCGGTGCTGECTGGT
CCTATTTCTTTAGCTATTACAGCCCTACTATTGATTATCGCGATGCCGGTGCTGECTGGT
CCTATTTCTTTAGCTATTACAGCCCTACTATTGATTATCGCGATGCCGGTGCTGGECTGGET
CCTATTTCTTTAGCTATTACAGCCCTACTATTGATTATCGCGATGCCGGTGCTGECTGGET
CCTATTTCTTTAGCTATTACAGCCCTACTATTGATTATCGCGATGCCGGTGCTGECTGET
CCAATTTCACTAGCAATTACAGCCCTACTACTGATTATCGCAATGCCGGTCCTG - - - - -
CCAATTTCACTAGCAATTACAGCCCTACTACTGATTATCGCAATGCCGGTECTG: - - - - -
CCAATTTCACTAGCAATTACAGCCCTACTACTGATTATCGCAATGCCGGTECTG: - - - - -
CCAATTTCACTAGCAATTACAGCCCTACTACTGATTATCGCAATGCCGGTCCTG - - - - -
CCAATTTCACTAGCGATTACAGCACTACTACTGATTATTGCAATGCCGGTGCTGEE- - - -
CCAATTTCACTAGCGATTACAGCACTACTACTGATTATTGCAATGCCGGTGCTGGEE- - - -
CCAATTTCCCTAGCGATTACAGCTCTTTTATTGATTATTGCTATGCCGGTTCTGGEE- - - -
CCTATTTCTTTAGCTATTACAGCCCTACTATTGATTATCGCGATGCCGGTGCTGECTGET
CCTATTTCTTTAGCTATTACAGCCCTACTATTGATTATCGCGATGCCGGTGCTGECTGGET
CCTATTTCTTTAGCTATTACAGCCCTACTATTGATTATCGCGATGCCGGTGCTGECTGGET
CCTATTTCTTTAGCTATTACAGCCCTACTATTGATTATCGCGATGCCGGTGCTGECTGGET
CCTATTTCTTTAGCTATTACAGCCCTACTATTGATTATCGCGATGCCGGTGCTGECTGET
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CCAATTTCCCTAGCGATTACAGCTCTTTTATTGATTATTGCTATGCCGGT TCTGECG: - -
CCAATTTCCCTAGCGATTACAGCTCTTTTATTGATTATTGCTATGCCGGT TCTGECG: - -
CCAATTTCCCTAGCGATTACAGCTCTTTTATTGATTATTGCTATGCCGGTTCTGECG: - -
CCAATTTCCCTAGCGATTACAGCTCTTTTATTGATTATTGCTATGCCGGT TCTGECG: - -

**k kkkkk *kkk khkkkkkkk Kkk Xk Kk kkkkKk *kk kkkkkkkk kkk

T

GOGCTTACTATACTCCTTTTAGATCGTAATTTTGCTACAAGATTCTTT- - - - - - - - - - - -
GOGCTTACTATACTCCTTTTAGATCGTAATTTTGCTACAAGATTCTTT- - - - - - - - - - - -
GOGCTTACTATACTCCTTTTAGATCGTAATTTTGCTACAAGATTCTTT---- - - - - - - - -
GOGCTTACTATACTCCTTTTAGATCGTAATTTTGCTACAAGATTCTTT---- - - - - - - - -
GOGCTTACTATACTCCTTTTAGATCGTAATTTTGCTACAAGATTCTTT---- - - - - - - - -

GCGCTTACTATACTCCTTTTAGATCGTAATTTTGCTACAAGATTCTTTGATCCCGTTGGT
GCGCTTACTATACTCCTTTTAGATCGTAATTTTGCTACAAGATTCTTTGATCCCGTTGGT
GCGCTTACTATACTCCTTTTAGATCGTAATTTTGCTACAAGATTCTTTGATCCCGTTGGT
GCGCTTACTATACTCCTTTTAGATCGTAATTTTGCTACAAGATTCTTTGATCCCGTTGGT
GCGCTTACTATACTCCTTTTAGATCGTAATTTTGCTACAAGATTCTTTGATCCCGT TGGT

9929888885552322028R0

GIAGACCCCATCCCATTCACATTTTCC
GTAGACCCCATCCCATTCACATTTTCC
GTAGACCCCATCCCATTCACATTTTCC
GIAGACCCCATCCCATTCACATTTTCC
GIAGACCCCATCCCATTCACATTTTCC

9992898885552322028R8

Figure IV.7. Alignement des séquences de COIl. Les fréquencesgigences sont entre
parentheses. OC. glaucumméditerranéenne (Tunisie) a pied orange,CJ :glaucum
méditerranéenne (Tunisie) a pied jaune QB :glaucumatlantique (Bretagne), CHC.
glaucumde la Mer du Nord (Hollande), EHC. edulede la Mer du Nord (Hollande).

Afin d’établir une différenciation génétique au @au intrapopulationnel, Quatre
populations ont été définie€( glaucum méditerranéenneC. glaucum atlantique, C.
glaucumde la Mer du Nord e€. edulede la Mer du Nord) et le nombre moyen de sites
polymorphes des séquences prises 2 a 2 a été dete@ette valeur varie de 6 £ 3,12 a
15,34+ 6,37 (tableau IV. 6).
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Population T CB CH EH

le nombre moyen de sites polymorphes 15,34+6,37 9,42+4,61 9,87+3,81 6+3,12
des séquences prises 2 a 2

Tableau 1V.6. Nombre moyen de sites polymorphes des séquend&®Hprises 2 a 2 des
différentes populations étudiées. TC. glaucum méditerranéenne (Tunisie), CBC.
glaucumatlantique (Bretagne), CHC. glaucumde la Mer du Nord (Hollande), EHC.
edulede la Mer du Nord (Hollande).

Au niveau interpopulationnel, la moyenne non caeigdes différences des
séquences prises 2 a 2 a été déterminée (tabledl). lUne moyenne de 108,59 +18,08
en intraspécifique et de 115,76+ 17,11 en inteifipée a été observée. Les distances
géneétiques déterminées en intraspécifique ont ungemme de 0,57+ 0,12 polC.
glaucum En interspécifique, ces distances ont une moyder®68 + 0,14 (tableau IV. 8)
Afin d’établir I'origine des variations génétiquesn test dAMOVA a été realisé en
regroupant les populations selon leur appartenspéeifique. Il a permis de confirmer que

la variabilité interpopulationnelle s’explique pda0,23% par la variabilité interspécifique.

T CH EH
CB 112,53 124,24 132,97
T 88,17 115,57
CH 98,75
Tableau IV.7. Moyenne non corrigée des différences des séquélOéprises 2 a 2 des
différentes populations : T €. glaucum méditerranéenne (Tunisie), CBC. glaucum
atlantique (Bretagne), CHC. glaucumde la Mer du Nord (Hollande), EHC. edulede la
Mer du Nord (Hollande).
CB T CH EH
CB 0
T 0,63 0
CH 0,67 0,44 0
EH 0,84 0,64 0,56 0

Tableau IV.8. Distance génétique déterminée par la méthode Ki@Rrantre les
populations étudiées. TC. glaucunméditerranéenne (Tunisie), CE: glaucum
atlantique (Bretagne), CHC. glaucunde la Mer du Nord (Hollande), EHC. edulede
la Mer du Nord (Hollande).

e IV

En ce qui concerne les 2 phénotypes dans la populméditerranéenne, nous =

pi

avons analysé les séquences obtenues par ces pegrem les considérant comme®

C
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génétiquement indépendants. En comparant les msmbpyens de sites polymorphes
déterminés pour la population entiere@eglaucunméditerranéenne (15,34+6,37) et ceux
déterminés pour les 2 phénotypes (4,49 +2,41 pesrCl glaucuma pied orangé ;
4,18+2,77 pour le€. glaucuma pied jaune), une différence significative adiéervée (p

< 0.05). Ce qui reflete une ségrégation genéticese dkux phénotypes de la population
méditerranéenne de. glaucum Ce résultat est confirmé par I'étude AMOVA qupbgue
40,36% de variation est associée a la variabititéapopulationnelle et ce en divisant les
populations deC. glaucumen 2 groupes : premier groupe contenantdesglaucum
méditerranéennes et un second groupe renferma@t lguucumatlantiques et de la Mer
du Nord et par le réseau de relation entre leses@ps (Fig. IV. 8) qui montre une
séparation entre les haplotypes déterminés a pmhetirséquences COIl @ glaucuma
pied jaune et a pied orangé.

.'3‘ Chapitre IV
O



Différenciation génétique entre especes et populations du genre Cerastoderma

Haplotypes de&. glaucumMViéditerranéenne a pied orange
Haplotypes de&€. edulede la Mer du Nord

\ Haplotypes deC. glal?r;de la Mer du Nord /
\

Haplotypes de&€. glaucumde I'Atlantique
Haplotypes de&. glaucumMéditerranéenne a pied jaune

Figure 1V.8. Réseau de relation entre les séquences de COlanbidgs relations entre les

différents haplotypes dé. glaucumet deC. edule(les valeurs numériques correspndents

aux numéros d’haplotypes présentés dans le tabled)

Afin de comparer les distances géenétiques obteparekes 2 marqueurs étudiés, un
test de Mantel entre les matrices de distancestigéeé déterminées a partir des
séquences ITS1 et COIl a été réalisé. Le coeffidencorrélation obtenu est faible (r =
0,38, p = 0,07) ce qui traduit 'absence d’une trefa significative entre les variations
génétiques observeées par ITS1 et celles obserag&q.
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Espece

C. glaucum

C. edule

Localisation

Méditerrannée

(pied jaune)

(pied orangé)

Atlantique

La mer du nord

Atlantique

La mer du nord

Numéro d’accession a GenBank

ITS1
(1)FJ179512
(2FJ179513
(3)FJ179514
#FJ179515
(5)FJ179516
(6)FJ179517

(1)FJ179518
(2FJ179519
(3)FJ179520
(4)FJ179521

(1)FJ179522
(2)FJ179523

(1)FJ179524
(2FJ179525
(3)FJ179526
(4)FJ179527
(5)FJ179528
(6)FJ179529

(1)FJ179530
(2)FJ179531
(3)FJ179532

(1)FJ179533
(2)FJ179534
(3)FJ179535
(4)FJ179509
(5)FJ179510
(5)FJ179511

Col
(1)FJ179502
(2)FJ179503
(3)FJ179504

(1)FJ179505
(2)FJ179506
(3)FJ179507
(4)FJ179508
(5)FJ179488

(1)FJ179489
(2)FJ179490
(3)FJ179491
(4)FJ179492
(5)FJ179493

(1)FJ179494
(2)FJ179495
(3)FJ179496
(4)FJ179497

(1)FJ179498
(2)FJ179499
(3)FJ179500
(4)FJ179501

28S
FJ179537

FJ179536

D.

Tableau 1V.9. Liste des numéros d'accession a GenBank des séepidrc28S, COI et
ITS1 amplifiées, entre parenthése les numéros algstypes.

Discussion

La differenciation entreC. glaucumet C.edule a longtemps été le sujet de>

discussions en raison de leur proximité morphojogi En 1978, Brock a utilisé le rapport &
entre la longueur du ligament et la largeur deolgudle comme critére de ségrégation de

Ch&p
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deux espéces. Ce méme auteur s’est aussi baséssgritgres biochimiques déterminés
par I'électrophorese des malate déhydrogenaseassdettazolium oxydases (Brock, 1987).
Bien que le polymorphisme enzymatique ait été Iy utilisé pour fournir des
marqueurs permettant l'identification des espéaas,neutralité face a certains effets
environnementaux (notamment la température) a Bigeprs fois contestée (Somero,
1995 ; Jollivet et al. 1995). L'hétérogénéité dmbitat a aussi été reconnue comme ayant
des effets diversifiants sur certains polymorphismezymatiques (Mitton et Grant, 1984 ;
Hilbish et Koehn, 1985). De plus, son faible taugvdlution fait que ce marqueur ne
permet donc pas de quantifier finement les divésséxistantes entre les populations. De
ce fait, 'analyse moléculaire devrait étre uneeid’étude intéressante pour résoudre la
problématique de ségrégation en@e glaucumet C. edule Dans ce travail, des outils
moléculaires ont été utilisés. Ces outils molécatacorrespondant aux séquences de 28S,
ITS1 et COI nous ont permis d’établir les varidbgi génétiques aussi bien entre les deux
especes qu'entre les différentes populations vdiméérieur de chaque population. La
distance génétique ent glaucumet C. eduledéterminée par les séquences de 28S est
faible (0,033). Cette distance est du méme ordrgrdadeur que celles obtenues pour
d’autres especes appartenant au méme genre tabefRgdecussatust R. philipinarum
(0,036) et plus faible que celles entf virginica et C. rhizophorag(0,077) et entré/.
eduliset M. galloprovincialis(0,134). En se basant sur les séquences ribosoh@gune
distance génétique de 0,089 a été établie pare®tdmet Foighil (1999) enti€. glaucum
et C. edule Cette distance est plus importante que cellenoletpar les séquences de 28S
(0,033). De méme, une diversité génétique plus itapte a été déterminée par les
séquences 16S (pourcentage de divergence des ségyises 2 a 2: 36,9 %) par rapport
aux séquences 28S (pourcentage de divergence giesnsés prises 2 a 2: 14,1 %) au
niveau du genr&ammarugHou et al. 2007). Ce résultat peut étre expliqa€le fait que

la vitesse d’évolution de 'ADN mitochondrial esup rapide (5 a 10 fois) que celle de
I’ADN nucléaire (Wilson et al1985).

Au dela de lI'espéce les genes ribosomaux 28S pemmiat’'établir des relations
génétiques au niveau générique et méme suprageedrark et Foighil, 2000) puisqu’ils
sont ubiquistes et homogénes dans tous les typeseltides ainsi qu’en raison de la
constance de leur structure (Woese, 1987). Dansagail, une moyenne de distances
genétiques de 0,391 0,12 a été établie entre lee@arastodermat d'autres genres de la >

famille des cardiidaes. Cette moyenne est plus itapte que celle obtenue entre le genrep

+

Ruditapeset d’autres genres de la famille des venerida@3 @t 0,039) (Tableau 1V.2).
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Les séquences d'ITS1 amplifiées, ont une tenew7ge5% en G+C cheZ. glaucumet

de 54,95% che€. edule Cette teneur est plus importante que celle aéchez les moules
(35%) par Insua et ses collaborateurs (2003guWéaduit la grande variabilité au niveau
de la composition nucléotidique des séquences IP&d exemple chez certaines especes
de crustacésPelliccia et al. 1998¢t de poissons (Sajdak et al. 1998; Sola et @3)20es
séquences d'ITS1 sont riches en A#B% et >57%, respectivemégrmiar contre chez les
mammiféres(Suzuki et al. 1994)ces régions sont riches en G+£5(%). La teneur en
G+C des séquences de COlGleglaucumet C. eduledéterminée dans ce travail (43,54%
et 45,16 %, respectivement) est plus importante aplie obtenue chez les moules
edulis (37.40%) (Riginos et Henzler, 2008) Mt galloprovincialis(35.50%) (Zardi et al.
2007).

Les résultats obtenus par l'étude des séquencésSH’lont montré que la
variabilité génétique au niveau intrapopulatiofmale C. glaucum(la moyenne de
nombre moyen de sites polymorphes des séquenses @ia 2 : 8,47 + 1,62) est similaire
a celle obtenue pout. edule(la moyenne de nombre moyen de sites polymorphss de
séquences prises 2 a 2: 8,82 + 0,94). Cependardgéquences de COIl ont montré que
cette variabilité est plus importante chez les patmns deC. glaucum(la moyenne de
nombre moyen de sites polymorphes des séquenees @@ia 2 : 11,54 + 3,29 que celle
obtenue pour la population dé. edule (nombre moyen de sites polymorphes des
séquences prises 2 a 2: 6 = 3,12). Ce dernieltaé®st en accord avec celui obtenu par
Freire et ses collaborateurs (2005) qui ont molatngrésence d’une variabilité génétique
intrapopulationnelle che€. glaucumqui est plus importante que celle observée ez
edule Cette variabilité a été déterminée grace a baigent des séquences de 'ADN
ribosomique 5S. Néanmoins, les résultats obtenud'éactrophorese d’isoenzymes ont
montré une variabilité géenétique intrapopulatiof@lus importante che€. eduleque
chez C. glaucum (Hummel et al. 1994). La présence de cette difiggeaccentue
I'importance de l'utilisation de TADN comme marquegénétique en raison de sa grande
stabilité par rapport aux protéines (Freire e2@05).

Au niveau interpopulationnel, les séquences d'I'Td1 montré une variabilité
entre les populations dé. eduleplus importante que celle entre les populationsCde
glaucum Ces résultats, comme c’est le cas en intrapdpuotal, ne rejoignent pas ceux
obtenus par Hummel et ses collaborateurs (1994dwmiumontré une variabilité génétiqueZ
plus intense entre les populations@leglaucumgu’entre celles d€. edule Hualkasin et g

ses collaborateurs (2003) ont utilisé I'intron deng amylase afin d’étudier la divergencecc%

C
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généetique entre différentes populationsPdmaeus merguiensiss résultats ont montreé la
présence de différence entre les populations dfe gi¢ Thailande alors que cette
différence n’a pas été détectée au niveau des giqnsg de la mer d’andamaPour cette
raison, Wanna et ses collaborateurs (2006) ontioreré qu’il est préférable d’utiliser un
marqueur plus variable tel que I'I'TS1 pour détemnita variabilité génétique entre les
populations dePenaeus merguiensi€e qui traduit I'importance de I'utilisation des c
marqueur au niveau interpopulationnel.

Compte tenu de la variabilité génétique observéz ¢ population d€. glaucum
méditerranéenne, une seégrégation des séquenceS1d’EBt de COIl sur la base
phénotypique a été réalisée. Les résultats obtemusiontré qu’il s’agit de deux groupes
génétiquement indépendants. Ce résultat pertinemiernis de définir deux sous
populations d&. glaucummeéditerranéenne en se basant sur des donnéegyghgues et
génotypiques. Aucune étude n’a été realisée afallir une différenciation génétique
entre des individus de bivalves phénotypiquemefféréints et qui appartiennent a la
méme population. Cette étude apporte une nouvdibennation concernant la population

de C. glaucum méditerranéenne dont il faut tenir compte pour fdeires eétudes.
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La surveillance de la qualité des écosystémes eepms grande partie sur
I'évaluation de I'impact écotoxicologique des palfits grace a des méthodes simples et
fiables, spécifiguement adaptées a I'étude dessefies xénobiotiques sur les organismes
vivants. Dans ce contexte, les biomarqueurs amsmai comme des outils modernes
permettant d’évaluer les effets d’expositions aurdes xénobiotiques sur les populations
dans leurs habitats. Cette étude est considéréeneola premiére qui vise a la fois a
étudier les effets d’'une expositiom situ de C. glaucumau cadmium et a déterminer la
répartition spatiale de ce métal et de ses effdens le site Zarb El Ain exposé aux
différents rejets anthropiques et industriels. Aidgs échantillons d€. glaucumont été
collectés suivant une grille de prélevement afirpdevoir visualiser la répartition spatiale
de cadmium et d’évaluer I'impact écotoxicologique aktte exposition. Cette évaluation
est réalisée a travers les mesures des conceng&iocadmium dans la totalité des tissus
mous (n toto), les teneurs en métallothionéines et en malof&higde dans la glande
digestive ainsi que les mesures de l'activité decdtylcholinéstérase au niveau des
branchies d€. glaucumLes principaux résultats obtenus montrent quetéeZarb El Ain
est largement contaminé par le cadmium et que cettéamination n’est pas stagnante
mais elle migre principalement vers le sud pardesrants de direction nord-sud. Les
variations des teneurs en biomarqueurs étudiésteatl I'état alarmant de cet écosystéeme.
Pour survivre dans de telles conditions, on a puatérer que les palourd& decussatus
et les coque<. glaucumont développé un systéme adaptatif particulier egti «le
systeme meétallothionéine » et ce en clonant 'ADdddant pour la MT chez les deux
especes étudiées. Cependant, avant d’entamegétadie moléculaire il a été nécessaire de
déterminer les conditions optimales d’induction dane MT chezC. glaucum qui
représente contrairemenRadecussatugne espece trés peu étudiée. Pour cette raisan on
exposeé les animaux a des concentrations difféeretge€dC} (50, 75, 100 et 150 ug/l) §
durant 5, 10, 15 et 20 jours. Durant cette expégam suivi des variations des teneurs er&i
MTs, MDA et protéines ainsi que le test de stresstoess ont été réalisés. Les resulta%
ont montré que les concentrations maximales en Miis été observées aprés une%

exposition a 150 ug Cdgll durant 10 jours et a 50 pg CdCldurant 15 jours. En se

Arale e

basant sur les variations des teneurs en MDA g@rretgéines ainsi que les résultats du tesg
stress on stress, il s’est avéré que la contaromatar 150 pg Cd@l durant 10 jours a
causé des perturbations métaboliques assez impestahez la coqu€. glaucum Par

contre I'exposition a 50 pg Cddldurant 15 jours a montré une induction maxindde
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synthese des MTs sans pour autant trop stressgmba Ces résultats nous ont servi pour
réaliser notre troisieme chapitre dont le but étkst cloner les ADNc codant pour la
métallothionéine chef. glaucumet R. decussatugafin de pouvoir les utiliser comme
sonde pour étudier I'induction du géne MT au nivdas tissus des animaux contaminés et
témoins Deux séquences d’ADNc MT ont été clonées. Elledifierent que par quelques
bases qui conduisent a des substitutions au ssisétpiences protéiques. La position des
résidus de cystéines qui sont impliqués dans latifin des ions métalliques dans les
protéines traduites est conservée entre ces dqueces Afin d’estimer le niveau de
transcription des génes MT dans les branchies, eaanimuscle adducteur et pied, une
sonde dérivée de 'ADNc MT dR. decussatua été utilisée. Une sonde d’ADNc de géne
dont le niveau d’expression est considéré commblestat dont la réponse est non
dépendante aux expositions métalliques (18S), aitdi®ce pour normaliser I'expression
des génes de MT. Les résultats ont prouvé l'indactles genes MT par le cadmium au
niveau des branchies @& glaucumet R. decussatust ont montré que le niveau d’ARNm
de MT le plus important a été noté au niveau dardiries des animaux contaminés.

Lors de la dissection de nos échantillons nous @avemarqué la présence de deux
phénotypes cheZ. glaucunt desC. glaucuma pied jaune et d’autres a pied orangé. Cette
difféerence morphologique a été évoquée pour la gmemfois dans cette étude. Pour
répondre a la question : est ce que cette différ@hénotypique est due a une divergence
génétique ou pas ? et pour soulever la probléematiguségrégation entre glaucumetC.
edule qui a été largement provoquée, une étude génetgéee realisée. Pour cela des
outils moléculaires tels que les séquences de 88851 et de COIl ont été utilisés.
L’analyse des séquences de 283Cdglaucumet deC. edulea montré la présence d’'une
divergence génétigue ce qui justifie leurs appariea a deux espéces différentes.
Cependant cette divergence est relativement faiblea comparant a celle observée entre
d’autres espéeces appartenant au méme genre tedds. @duliset M. galloprovincialisce é
qui montre qu'il s’agit bien de deux especes diifdes mais qui sont génétiquementg
proches. L'analyse des séquences d'ITS1 et de C@Hrmis d’étudier les divergences%

génétiques intra et interpopulationnelles@leglaucumet C. eduleet a surtout montré la

etP

présence de deux groupes génétiqguement difféeranggia de la population tunisienne deg

énérale

C. glaucum

7
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Les principaux apports originaux de cette thesaésapitulent dans les points

suivants :

+ L’étude de la répartition spatiale du cadmium dang zone exposée a la
pollution et I'évaluation de I'impact écotoxicolagie de cette contamination sur
un organisme bioindicateur.

+ L’éstimation des conditions optimales d’inductione dsynthése des
métallothionéines.

+ Le Clonage et la caractérisation de deux séquepadilles d’ADNc codant
pour la métallothionéine ch&z glaucumetR. decussatus

+ L'utilisation d'un ADNc comme sonde pour quantifiezxpression du géene MT
au niveau de différents tissus des animaux con&sniet au niveau des
branchies des palourdes contaminées et témoins.

+ La différenciation génétique entre deux phénotyjss. glaucum.

+ La segrégation génétique inter et intrapopulatidere C. glaucumetC. edule

En perspectives, nous envisageons de :
+ Approfondir notre étude génétique en utilisant tfesioutils moléculaires.
+ Etablir une différenciation génétique entre diffées populations deR.
decussatustR. philippinarum
+ Nous intéresser a la contamination environnemeptiel’autres métaux

présents dans les effluents industriels.
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ANNEXE |

Courbe standard des étalons de cadmium portantbscisae les concentrations des

standards de cadmium exprimées en g/l et en oédsrias densités optiques.

DO

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

y=0

,2002x + 0,0022
R?=0,9994

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
(Cd) pg/l
ANNEXE Il

Courbe standard des étalons de GSH portant ensabdeis concentrations des standards
de (GSH) exprimées en pg et en ordonnées les dsmgitiques.

DO
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y=0,0102x-0,0244
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ANNEXE Il

Courbe standard des étalons de TEP (1,1,3,3-Titragiropane) portant en abscisse les
concentrations des standards de (TEP) expriméanMnet en ordonnées les densités

optiques.
0,35 -
0,3 - y=0,0313x+0,0014 *
’ R?=0,9873
0,25
0,2
@]
(]
0,15
0,1
0,05
0 | |
0 2 4 6 g 10 12
(TEP) mM
ANNEXE IV

Courbe standard des étalons de BSA portant enssleslgs concentrations des standards
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ANNEXE V
1. Milieux de culture

-LB liquide : 0,5 extrait de levure ; 1% bacto-ttgpe ; 1% NaCl.
-LB solide : LB liquide + 2% agar-agar.

-LBA : LB + 100pg/ml d’ampicilline.

2. Solutions et tampons
-Solution | : 25mM Tris-HCI ; 50mM glucose ; 10mMDEA.
-Solution I : 0,2 M NaOH ; 2% SDS.
-Solution 11l : 3 M Acétate de sodium, pH5,2.
-T.E : 10 mM Tris-HCI, pH 7,4 ; 1mM EDTA, pH 8.
-TBE 10X : 0,89 M Tris-HCI ; 0,89 M acide boriqueéQ mM EDTA.
-BET : 10mg/ml
-Tampon de dépot d’ADN : 0,5% bleu de bromophérpRs % xylene cyanol FF ; 30%
glycérol.
- 20XSSC : 3M NacCl ; 0,3M citrate trisodique.
-Tampon de préhybridation : 6XSSC ; 1X Denhardfl285DS et 100pg/ml ADN de
sperme de saumon dénaturé (10 min a 100° C).
-SDS 10% : 10g de SDS (sodium dodécyl sulfate) d@fsnl d’eau.

-Tampon Tris (50mM, pH 8,6) : 6,057 g de Tris +37,3nl de} mercaptoéthanol,

compléter a 1l avec de I'eau bidistillée et ajutegrH a 8,6.
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ORIGINAL ARTICLE

Spatial distribution of cadmium and some biomarkers in
Cerastoderma glaucum living in a polluted area

RIM LADHAR-CHAABOUNI, MONIA MACHREKI-AJMI & AMEL HAMZA-CHAFFAI

IPEIS, Sfax, Tunisia

Abstract

Elevated cadmium concentrations were observed at the southern part of Sfax which received direct contarnination via water
discharge from the crude phosphate treatment plant and indirect contamination by the stock of phosphogypsum. In this
area the ecosystem is completely destroved that is why it was necessary, for sample collection, to move toward the south. In
order to determine a spatial distribution of pollution in this area and the consequences of this contamination on the cockles
Cerastoderma glaucum, contour maps of cadmium (Cd), metallothionein like protein (MTLP), malondialdehyde (MDA)
concentrations and acetylcholinesterase (AChE) activity were established. Contour mapping techniques showed elevated
concentrations of Cd, MTLP and MDA in samples from Zarb El Ain toward the south and decreasing concentrations from
the coast toward the east. The distribution pattern of AChE activity was opposite to the Cd concentrations, Our results
showed that the area studied suffered from severe problems caused by the pollution transported from the phosphate
treatment plant by the north-south streams.

Key words: Biomarkers, cadmium, Cerastoderma glaucum, interpolation, spatial distribution, pollution

Introduction That is why the use of living organisms called
biomonitors is preferable for measuring pollutants
(Serafim & Bebianno 2001). In fact, these organisms
usually accumulate contaminants from water and
food, a fact reflecting only the bioavailable fraction
that is of potential ecotoxicological significance. The
cockle Cerastoderma glaucum is widely distributed
along the Tunisian coast. This species is a sedentary,
filter-feeding marine bivalve, thus satisfying criteria
for a good bicindicator of pollution (Machreki-Ajmi
& Hamza-Chaffai, 2006). Recently, biomarkers
measured at the cellular level in the cockle C.
glawcton have been proposed as sensitive ‘early
warning’ tools for biclogical cffect measurement in
environmental quality assessment along the gulf of
Gabés area (Machreki-Ajmi et al. 2007).

The little information about the usefulness of
bicmarkers in C. glaucum as powerful tools to detect

The Gulf of Gabés is situated in the south-eastern
coast of Tunisia. This ecosystem is known to be rich
in aquatic resources and contributes to about 65% of
the national production in Tunisia (Hamza-Chaffai
et al. 2003). Unfortunately, important industrial
activity, most especially a phosphate treatment plant,
is now being developed along the coasts, exposing
coastal waters and marine organisms to increasing
contamination (Zairi & Rouis 1999; Hamza-Chaffai
et al. 2000). In facr, the marine ecosystem was
completely destroyed around the crude phosphate
treatment plant. This ability to act as a sink for
metals at distance from sources demonstrates the
need for monitoring in this sensitive environment.
Biomonitoring based on measures of contaminants
in seawater presents some disadvantages, such as the
low concentrations and the random spatial and

temporal variations. The sediment is a long-term the exposure and biological effect of marine pollution
integrator of pollution where concentrations are justifies the importance of this study. Among others,
higher than in seawater, but contaminants are not the following biomarkers received special attention:
always bioavailable for organisms owing to their metallothioneins (MT's) or metallothionein like pro-
physico-chemical forms (Hamza-Chaffai 2004). tein (MTLP) induction, malondialdehyde (MDA)

Correspondence; Rim Ladhar-Chaabouni, IPEIS, BP 805-3018 Sfax, Tunisia (Ecotoxicologic Maring, UR 09-03). E-mail:
rladhar@yahoo.fr or chaabouni.skander@tunet.tn
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synthesis and acetylcholinesterase (AChE) inhibi-
tion.

MTs are a class of heat-stable metal binding
proteins of non-enzymatic nature, characterized by
a unique amino acid composition with a very high
cystein content. These low molecular weight pro-
teins have been identified in various tissues of
vertebrates and invertebrates (Amiard & Cosson
1997). Given their molecular properties and their
role in metal uptake, transport, storage and excre-
tion, MTs offer considerable potential as a contami-
nant-specific biochemical indicator of metal
exposure {Roesijadi 1992). This biomarker has
been widely used for assessing metal contamination
in the marine environment (Carpené 1993; Amiard
& Cosson, 1997; Hamza-Chaffai et al. 2000, 2003).
Malondialdehyde was also measured as reflecting
metal effect on the state of lipid peroxidation
of the membrane (Hamilton & Merle 1986;
Hamza-Chaffai et al. 2003) and it was proposed to
appraise the health status of exposed species (Di
Giulio et al. 1993; Thomas & Wofford 1993; Solé et
al. 1996). AChE is responsible for the degradation of
the neural transmitter acetylcholine to choline in
cholinergic synapses and neuromuscular junctions.
Its inhibition is directly linked with the mechanisms
of toxic action of organophosphorus and carbamate
insecticides {Ceron et al. 1996; Hernandez et al.
1998). In addition to anticholinesterase insecticides,
other classes of envirommental contaminants like
heavy metals (Gill et al. 1990) have the potential
to decrease AChE in exposed organisms. For this
aim, the measurement of AChE activity is consid-
ered of great interest in evaluating the effects of
exposure to neuro-toxic compounds like metals
(Hamza-Chaffai et al. 1998) in aquatic inverte-
brates, especially since few studies have been made
on AChE in these organisms (Lionectto et al. 2003)
and particularly the cockle C. glaucunz.

The main objectives of the present study are: (i)
to determine the spatial distribution of cadmium in a
site affected by a poliuted stream; and (i) to
determine the relationships between Cd bioaccumu-
lation and some biomarkers in cockles exposed to
metals in their natural habitat. The distribution
maps of cadmium and some biomarkers
reflect the toxicological status of C. glaucion in a
metal-contaminated environment.

Materials and methods
Samples collection

Cerastoderma glawcum were collected from Zarb El
Ain, which is situated 17 km south of Sfax {Tunisia)
and 8.5 km south of a ‘hot spot’ of pollution

Tuesday, 30th December 2008 17:31:39

originating from crude phosphate treatment plant
(Figure 1). It was the nearest site where the cockles
were found. A preliminary study was carried out in
order to determine a grid for sample collection. In
fact, 17 sampling stations were selected and the in
toto cadmium was measured. The sampling points
of the final grid were selected on the basis of this
preliminary study (Figure 2) and a random sampling
was realized. The limits of the gird were fixed
according to the following points:

e no cockles were available after 200 m to the
east;

o the distance 1000 m to the south was sufficient
to show how the pollution migrated in the
studied area.

Tissue preparation

After dissection, the digestive glands (20 samples/
sampling point) were divided in order to determine
the metallothionein like protein, and malondialde-
hyde concentrations in the same organ. Then, they
were homogenized (only organs intend for the
MTLP dosage) with Tris-HCI buffer (Tris20 mM,
NaCl 150 mM and B mercaptoethancl 10 mM,
pH =8.6). The homogenates were ultracentrifuged
(25,000g, 1 h, 4°C). The supernatants (soluble
fraction S,) were separated from the pellet (P1).
Then, they were heat-denatured (80°C/15 min) and
subsequently centrifuged (20,000g, 30 min, 4°C) for
the MTLP quantification as described by Hamza-
Chaffai et al. (2000). The sex was determined by the
identification of the gonads using optical micro-

SCOPY.

Metal analysis

For metal analysis, the soft tissues (15 samples/
sampling point) from each individual were dried,
and then digested with suprapure nitric acid until the
solution was clear. Cadmium was then analysed by
atomic absorption spectrophotometry (flame) using
the Zeeman correction (Hitachi Z 6100). This
methodology has been validated through interna-
tiona! intercalibration exercises (NILU HTU/O-
7729). Internal quality controls were based on the
analysis of Cd in standard reference materials
(mussel tissues, SRM-2976) from the National
Institute of Standard and Technology. Data obtained
were 0.75+0.12 pg/g compared with a certified
value of 0.824+0.16 pg/s.

Metallothionein-like protein analysis

The heat-stable fractions (the supernatant of the
second centrifugation) were added 1o 4.2 ml of (1.43
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Figure 1. Location of the sampling station in the gulf of Gabés. {): crude phosphate treatunent plant.

mM DTNB in 0.2M phosphate buffer. The con-
centration of reduced sulthydryls was evaluated by
reading the absorbance at 412 nm, by using glu-
tathione (GSH) as a reference standard (Viarengo
et al. 1997).

Malondialdehyde analysis

A cold KCI solution (150 mM) was used for the
extraction of malondialdehyde (MDA) in the half
part of the digestive glands. 1,1,3,3-Tetraethoxypro-
pane was used for the standard and the reaction was
developed with the addition of 2-thiobarbituric acid
{Sunderman et al. 1985).

Acetylcholinesterase analysis

For acetylcholinesterase measurements, gills (20
samples/sampling point) were homogenized in phos-
phate buffer (0.1 M, pH =7.4) at a ratio of 3 ml of
buffer for 1 g of tissues. The homogenate obtained
was then centrifuged at 9000g for 20 min at 4°C. An
aliquot of the supernatant was used for measuring

ACHhE according to the method of Ellman et al.
(1961), modified for microplate reading by Boc-
quené & Galgani (1998). The extracts were incu-
bated in the presence of acetylthiocholine iodide as
substrate and 5.5'-dithiobis-2-dinitrobenzoic acid
(DTNB). The reaction was carried out at 25°C
and the absorption was measured by a spectro-
photometer at 412 nm. The enzymatic reaction
rate was quantified against a blank without substrate
for each activity measurement. A second blank was
performed without sample to subtract the sponta-
neous hydrolysis of the substrate. AChE activity is
expressed as nmol of the product developed per
minute and per mg of proteins. The quantity of
protein present in the homogenate was determined
according to the methods of Bradford (1976) at 595
nm, using bovine serum albumin (BSA) as a
reference standard.

Statistical analysis

To determine the spatial distribution of Cd and the
biomarkers (MTLP, MDA, AChE), an interpolation
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Figure 2. The preliminary and the final grid of the sampling coliection: the 17 points of the preliminary grid were encircled and the
eliminated points of the sampling collection were underlined. The peints in bold represent the nedes of the final grid.

method was used. It was a reliable interpolation
method which based on an intermediate contour
map generation using the MINITAB 15 statistical
software based on the Akima interpolation {(Akima
1970). Multiple regression and correlation coeffi-
cients were determined using the program SPSS
software.

Results
The choice of the final grid nodes

Based on the results of in toto cadmium concentra-
tions, sampling points which showed no significant
variation were not presented in the final grid (Figure
2). In fact, toward the south, no significant variation
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was observed between the points 120 and 160 m,
120 and 200 m, or 600 and 800 m. Toward the east,
no significant variation was determined between the
points 26 and 46 m, or 46 and 66 m. This is why the
points 160 m, 200 m and 600 m toward the south
and 26 m and 86 m toward the east were not
presented in the final grid (Figure 2).

Sparial distribution of Cd and the studied biomarkers

A contour mapping technique was used to deter-
mine the spatial distribution of cadmium bicaccu-
mulation, MTLP and MDA concentrations and
ACHE activity in Cerastoderma glaucum.

A gradient of increasing and decreasing of cad-
mium concentrations was established toward the
south and toward the east, respectively. The highest
Cd concentrations were registered at approximately
700-1000 m toward the south (Figure 3). Similarly,
the general pattern of the variation of the MTLP and
MDA concentrations showed an increase toward the
south and a decrease toward the east with some
exceptions. In fact, the highest MDA concentrations
were observed at points approximately 480 m to the
south, 175 m to the east and approximately 600 m to
the south and 160 m to the east (Figures 4 and 5). In
the case of the AChE activity, the distribution
pattern is opposite that of the cadmium concentra-
tions (Figure 6). From approximately 800 m to the
south of Zarb El Ain, no increase of the AChE
activity toward the east was observed.

The relationships between MTLP, MDA, AChE
and cadmium concentrations are presented in Figure
7. The MTLP and MDA concentrations increased
along the metal gradient and this increase was
positively correlated with cadmium concentration.
The correlation was more significant for the MTLP
than for the MDA. However, the acetylcholinester-
ase activity showed a significant decrease with
increasing in cadmium concentration.

som Fem  100m LS ISP PSm Im
. : L n ) s
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E0m
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Figure 3. Distribution map of Cd concentrations (ug/g dry wt) in
the whole soft tissue of Cerasinderma glaucum.
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Figure 4. Distribution map of MTLP concentrations (mg/g wet
weight) in digestive gland of Cerastoderma glavcum.

Effect of some biotic factors on the studied biomarkers
CONCENTrations

In order to compare the relative importance of the
biotic factors (size, body mass and sex) and con-
taminant soutrces (cadmium), multiple regression
analyses were performed to express biomarkers
(MTLP, MDA and ACHE) levels as a function of
cadmium levels and biotic factors. Independent
variables were standardized, the sex was introduced
as a dummy variable. Concentrations of each
biomarker can be expressed as a linear model: Y =
Xo+x,Cd+x, size +%, mass+x4 sex. Values of (X,
X1, Xz, X3, Xa), the significance of each coefficient (-
test) and R* are presented by the following models
(I), (IT) and (III), z-values are between brackets.

Model () MTLP {(DG)=3.85+1.98 Cd — 0.12 size

(R2=027)(t=1162) (t=—5.14)

Model (I1) MDA=9.97+2.25 Cd — 0.158 size
(R*=0.14) (t = 7.64) (t = —3.51)

Model (111) AChE = —0.66 —2.48 Cd + 0.18 size
(R?=0.24) (t = —8.51) (t=—3.95)

Models (I),(II) and (III} showed that the MTLP,

MDA levels and AChE acrivity were affected by

cadmium and total length (size) in the following
order Cd >size. For all studied biomarkers, coeffi-

506 m TG4 1B m 125m  180m I"Sm 266m
. . : n R . N

South

o m

Figure 5. distribution map of MDA concenurations (mM/g wet
weight) in digestive gland of Cerastoderma glaucum.
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Figure 6. Distribution map of AChE activity (nmol/min/mg Prot}
in gills of Cerastoderma glaucum.

cients relative to mass and sex were not significant.
These observations suggest the importance of size as
endogenous factors affecting MTLP, MDA and
ACHE levels in the cockles Cerastoderma glancum.

Discussion

The marine environment is exposed to different
kinds of pollutants capable of affecting the life of
marine organisms. In order to optimize without
constraints the exploitation of marine resources,
one of the major preoccupations of governments
and researchers is determining the impact of pollu-
tion on the health status of the polluted ecosystems.
For this aim, several studies have been interested in
the spatial distribution patterns of heavy metals in
seawater and marine sediments {Illou 1999; Serbaji
2000).

The originality of the present study consists in
using cockles, Cerastoderma glaucum, to monitor the
bioavailability of cadmium in the southern part of
Sfax, which receives direct contamination via water
discharge from the crude phosphate treatment plant
and indirect contamination from the stock of phos-
phogypsum. The results showed a decrease in
cadmium concentrations toward the east and an
increase southwards from the pollution source.
These phenomena could be explained by the rela-
tively low water exchange with the adjacent coastal
area due to a limited tidal range (tidal amplitude <
50 cm) (Illou 1999) and the presence of littoral
currents which transported the industrial wastes in a
north-south direction. Consequently and from a
human health point of view, cadmium concentra-
tions in the whole soft tissues (in toto) of C. glaucum
collected from Zarb El Ain were relatively high
{more than 1 ug/g dry mass). Similarly, in the clam
Ruditapes decussarus, collected from the same site, in
toto cadmium exceeded the level of 2 pg/g dry mass
(Ketata et al. 2007). Moreover, a trace metal
enrichment of surface sediments of this area has
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been documented previously (Illou 1999; Serbaji
2000). In order to determine the effects of the
cadmium bicaccumulation at the cellular level, the
evaluation of biochemical biomarkers may be useful.
For this aim, a multi biomarker approach was used:
MTLP in digestive gland, MDA in digestive gland
and AChE activity in gills. A high, positive and
significant correlation appeared between MTLP and
cadmium concentrations. These results suggest that
this protein plays an important role in the transport
and storage of the heavy metal and also provides a
protective role against the toxic effect of cadmium by
sequestering it and reducing the concentration of
this metal as free metal ions (Hamilton & Merle
1086). Similarly, in other bivalve species like the
clam R. decussatus (Serafim & Bebianno 2001;
Ladhar-Chaabouni et al. 2007), the mussel Myrilus
galloprovincialis (Sten et al. 1998), the clam M.
balthica (Bordin et al. 1996), the oyster Crassostrea
virginica (Roesijadi 1992} and the oyster C. gigas
(Mouneyrac et al. 1998}, MT levels increased with
the increase of the cadmium concentration present
in the environment. Thus, MTLP could be used as
an early-warning marker for assessing the toxicolo-
gical status of C. glaucum in metal-contaminated
environments.

A general pattern of increase of the malondialde-
hyde (MDA) concentrations along the metal gradi-
ent was observed. This increase was positively
correlated with the in toto Cd concentrations.
Increased levels of MDA following Cd exposure
have been reported in some other bivalve studies
{Couillard et al. 1995; Cossu et al. 2000; Géret et al.
2002; Ladhar-Chaabount et al. 2007). These results
could be explained by the insufficient response of the
antioxidant systems which impaired their ability to
neutralize the reactive oxygen species (ROS) and to
prevent oxidative damage to biomolecules of the
contaminated bivalves (Funes et al. 2006). In the
case of the AChE activity, it increased toward the
east, except for the points (800 m south, 206 m east)
and (1000 m south, 206 m east), and decreased
toward the south. A negative and significant correla-
tion was observed between acetylcholinesterase ac-
tivity and the in toto cadmium concentrations. The
AChE activity inhibition by cadmium was previously
determined in the cockle C. glawcum (Machreki-
Ajmi et al. 2006) and in the mussel M. galloprovin-
cialis (Najimi et al. 1997). In spite the fact that the
cadmium concentrations decrease, an increase of the
AChHE activity in points (800 m south, 206 m east)
and (1000 m south, 206 m east) was not detected. In
this case we can suggest that the AChE activity could
be influenced by other pollutants present in the
studied environment. In fact, Najimi et al. (1997)
reported that inhibition of AChE activity was higher
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Figurc 7. MTLP (a), MDA (b) and AChE {c) concentrations versus in toto cadmium concentrations in the cockle Cerastodermia glaucum
(R significant at 99%).

in mussels exposed to copper or iron compared to unlike MTLP, these two biomarkers of damage are
cadmium. For both MDA and AChE a ‘hot spots’ of not specific to metal contamination, but would
high concentration or activity were observed. This represent an integrative response to the impact of

phenomenon could be explained by the fact that multiple toxic effects caused by the presence of a
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mixture of pollutants other than cadmium in the
studied area.

Beside cadmium contamination, biomarker levels
could be influenced by some biotic factors (sex,
mass, size) related to the characteristics of the
individual. These factors are able to influence
protein metabolism and metal uptake and accumu-
lation {Amiard et al. 2005). Consequently, the
influence of such factors on MTLP, MDA and
AChE concentrations in response to exposure to
cadmium was taken into account in the present
study. Unlike the factor size, mass and sex did not
affect the biomarkers (MTLP, MDA and AChE)
concentrations in C. glaucum. Models (I), (IT) and
(ITT) showed a decrease of MTLP and MDA levels
and an increase of AChE activity with increasing
body size. This fact reflects the phenomenon of
‘biological dilution’ of Cd, which is widely docu-
mented in other bivalves (Amiard & Berthet 1996;
Swaileh 1996; Geffard et al. 2002; Raspor et al.
2004; Smaoui-Damak et al. 2006), and less known
for the cockle C. glaucum.

In this research, exposed bivalves were collected
from their natural habitat along 2 metal contamina-
tion gradient. The distribution maps for cadmium
and some biomarkers (MTLP, MDA and AChE)
were produced and showed a decrease of Cd, MTLP
and MDA concentrations toward the large and an
increase south ward from the phosphate treatment
plant. An increase of MTLP and MDA levels and a
decrease of AChE activity with increasing cadmium
concentration were also determined. These results
revealed the sever impact of anthropogenic inputs
for many metals such as cadmium, which play an
important toxicological role showed by the variation
of the biomarker levels in the cockles C. glaucum.
‘The deleterious effects of the industrial effluents
were accentuated by the north—south streams which
dispersed the pellutants at long distances from the
saurce of pollution. A monitoring of the studied area
was necessary before deleterious effects occur.
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In vivo variation of some biomarkers with time and cadmium
concentration in the cockle Cerastoderma glaucum

LADHAR-CHAABOUNI RIM*, SMAOUI-DAMAK WAFA & HAMZA-CHAFFAI AMEL

IPEIS, BP 805-3018 Sfax, Tunisia

Abstract

The aim of this work was to detect in vivo effects of cadmium on marine organisms Cerastoderma glaucum and to determine
the optimal conditions for the metallothionein-like protein (MTLP) induction in this species under laboratory conditions.
The cockles Cerastoderma glaucum were exposed in vivo to different cadmium concentrations (50, 75, 100 and 150 pg L™ ).
Stress on stress test, cadmium, metallothionein-like protein (MTLP), malondialdehyde (MDA) and protein levels were
measured after 5, 10, 15 and 20 days of metal exposure. The results showed that the CdCl, concentrations of 50 pg L™ ! for
15 days as well as 150 pg L™ for 10 days provoked the highest MTLP induction, Nevertheless, the results obtained by the
MDA, protein quantification and the stress on stress test showed that animals exposed to 50 pg L™ ! for 15 days were in a
better health status than those exposed to 150 ug 1™ CdCl, for 10 days.

Key words: Cerastoderma glaucum, cadmiwm, malondialdehyde, metallothionein-like protein, proteins, SIress on siress

Introduction

The cockle Cerastoderma glaucum is a sedentary filter
feeding marine bivalve (Howson & Picton 1997)
living in the superficial sediment and widely dis-
tributed in the Gulf of Gabés. Like many other
marine organisms, this species is able to assimilate
and concentrate the cadmium present in the water
{Machreki-Ajmi & Hamza-Chaffai 2006). The ex-
posure of bivalves to cadmium has been shown to
induce oxidative stress (Viarengo et al. 1990; Geret
et al. 2002) and stimulate the synthesis of the Cd-~
binding proteins, metallothioneins {(MTs)
{(Bebianno & Serafim 1998; Geret & Cosson
2002). MTs are a class of heat-stable metal binding
proteins of non-enzymatic nature, characterized by a
unique amino acid composition with very high
cysteine content and the absence of aromatic amino
acids or disulfide bonds that bind between 5 and 7 g
atoms of group IIB heavy metals (such as Ag, Cd,
Cu, Hg and Zn) per mole of protein. These low
molecular weight proteins are inducible by metals
and are believed 1o participate in functions asso-
ciated with the metabolism and detoxification of

metals (Kagi & Kojima 1987). Metallothioneins also
seem to have other roles, including protection
against ionizing radiation (Cai et al. 1999) and a
more general antioxidant defence (Viarengo et al.
2000; Cavaletto et al. 2002). Indeed, Cd-induced
oxidative stress has been associated with production
of reactive oxygen species comprising mainly of
superoxide radical anion ((; ), hydrogen peroxide
(H,0,) and the hydroxy! radical (OH). Reactions of
these reactive oxygen species with cellular biomole-
cules have been shown to lead to lipid peroxidation
(O lkediobi et al. 2004). The malondialdehyde,
which is a secondary product of lipid peroxidation,
is usually used as an indicater for membrane lesions
caused by oxidative cell injury (Viarengo et al
1991), and it was proposcd to appraise the health
status of exposed species (Di Giulio et al. 1993;
Thomas & Wofford, 1993; Solé et al. 1996). The
health starus of the contaminated clams can also be
reflected by the stress on stress response represent-
ing survival in air; the stress that oxygen depletion
exerts was added to the cadmium contamination.
In the present work, the effect of CdCl; contam-
ination on the MTLP, MDA, Cd bicaccumulation
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and protein concentrations was determined under the
laboratory conditions. Indeed the most published
data on metals in Cerastoderma concerned in situ
studies (Baudrimont et al. 2003; Machreki-Ajmi &
Hamza-Chaffai 2006). However, in polluted envir-
onments, animals are generally exposed to a mixture
of different metals. In order to understand the effect
of cadmium on some biomarkers, in vivo experiments
using animals collected from a relatively clean site are
needed.

No studies about in vivo biomarker inductions on
the cockles Cerastoderma glaucum are available. For
this reason, the aim of this work was (i) to demonstrate
the effect of the contamination with different Cd
concentrations for 5, 10, 15 and 20 days on the
MTLP, MDA, protein concentrations and Cd accu-
mulation in Cerastoderma glaucum; (i) to determine
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the effect of the Cd exposure added to the oxygen
depletion on the health status of Cerastoderma
glaucum; and (iil) to estimate the best conditions for
the MTLP inf:luction.

Materials and methods
Contamination experiment and fraction preparation

Cerastoderma glaucum were collected from Mahras
(site located 40 km to the south of Sfax) (Figure 1).
Sixty cockles were directly conserved at —20°C and
were used to determine the concentrations of the
studied parameters at t =0, Then, 1250 cockles were
distributed in 5 tanks, each one containing 250
samples. Animals were held in 7 L of sea water and
exposed to a CdCl; concentration of 50, 75, 100 and

s
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Figure 1. Location of the sampling site in the Gulf of Gabeés (Tunisia).
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150 pg L.~ ! for 5, 10, 15 and 20 days. During the
experiment, the seawater and the metal were
renewed twice a week and the bivalves were fed
{suspension of algae). Control animals were held in
the same conditions.

Tissue preparation

After dissection, the digestive glands (380 samples)
were divided in order to determine the metallothio-
nein, protein and malondialdehyde concentrations
in the same organ. Then, gills and the half part of
digestive glands were homogenized with Tris-HCI
buffer (Tris 20 mM, NaCl 150 mM and P mercap-
toethanol 10mM, pH=8.6). The homogenates
were centrifuged (25,000¢, 1 h, 4°C). The super-
natants (soluble fraction §,) were separated from the
pellet (?;) and used for protein quantification,
Then, they were heat denatured (80°C/15 min)
and subsequently centrifuged (20,000g, 30 min,
4°C) for the MTLP quantification as described by
Hamza-Chaffai et al. (2000).

Meral analysis

For metal analysis, the soft tissues (285 samples)
from each individual were dried, and then digested
with suprapure nitric acid until the solution was
clear. Cadmium was then analysed by atomic
absorption spectrophotometry (flame) using the
Zeeman correction (Hitachi Z 6100). This metho-
dology has been validated through international
intercalibration exercises (NILU HTU/O-7729).
Internal quality controls were based on the analysis
of Cd in standard reference materials (mussel
tissues, SRM-2976) from the National Institute of
Standard and Technology. Data obtained were
0.75+0.12 ng g~ ' compared with a certified value
0of 0.82+0.16 pgg™ .

Metallothionein-like protein analysis

The heat-stable fractions (the supernatant of the
second centrifugation) of gills and digestive glands
were added to 4.2 ml of 0.43 mM DTNB in 0.2M
phosphate buffer. The concentration of reduced
sulfhydryls was evaluated by reading the absorbance
at 412 nm, by using glutathione (GSH) as a
reference standard (Viarengo et al. 1997).

Prorein analysis

Determination of the protein content in the gills and
digestive gland was carried out colorimetrically by
using commercial Blue from BIORAD based on the
method of Bradford (1976).

Malondialdehyde analysis

A cold KCI solution (150 mM) was used for the
extraction of malondialdehyde (MDA) in the half
part of the digestive glands. 1,1,3,3-Tetraethoxypro-
pane was used for the standard and the reaction was
developed with the addition of 2-thiobarbituric acid
(Sunderman et al. 1985).

Stress on stress test

After contaminant exposure, 475 animals were
exposed to anoxia by air exposure at 15°C. Survival
was assessed daily. Death symproms were considered
to be open valves and absence of muscular activity.
Lethal time corresponding to 50% of dead animals
(LTsq) in each group was calculated.

Statistical analysts

The significant contribution of tme and CdCl,
concentration factors for each criterion, the Cd,
MTLP, MDA and protein concentrations were
checked using stepwise multiple regression analysis
(software: SPSS).

A post-hoc test (Tukey test) was performed in
order to determine statistical differences among
means using the program SPSS software.

25 - o
—-C i
—8— S0pgiL |
~—a— 75pg/L
205 —— 100pg/L |
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Figure 2. Variation of Cd in toto (ug g~ * dry wr) concentrations
in Cerastoderma glowcum (n =285) expoesed to different CdCl
concentrations (50, 75, 100 and 150 ug L™ "y for 5, 10, 15 and 20
days.
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Results

In toto cadmium concenrration

Cd bioaccumulation in the whole soft tissue of
Cerastoderma glawcum varies according to CdCl,
concentrations and time of exposure as shown in
Figure 2. A significant increase of the Cd bioaccu-
mulation was observed for the following conditions
of exposure: after 15 days of exposure to 50 pg |
CdCl,, 10 days of exposure to 75 ug 1.7 ' CdCl, and
5 days of exposure to 100 and 150 ug L™ ' CdCl,.
Cockles exposed to 100 pg L™! of CdCl, showed a
total mortality after 18 days of exposure. At t =20
days, a highly significant increase of the Cd bioac-
cumulation was observed in cockles exposed to 50,
75 and 150 pg CdCl> compared to t =15 days. This
increase was, respectively, 2-, 5- and 3-fold meore
important.

Protein determination in gills of Cerastoderma glaucum

Idem results were shown in Figure 3. The protein
induction in gills of Cerastoderma glaucum was time-
and CdCl, concentration-dependent. A significant
increase of the protein synthesis was observed after

35
—— C
—il— 50pg/L
—h— 75pg/L
—>¢— 100pg/L
30 - —O— 150pg/L
i
® 25
E
o
o
E
=
D 20
2
a
15—
C
10 . .
0 10 20
Time (days)

Figure 3. Variation of protein concentrations {mg g~ ' wet wt) in
gills of Cerastoderma glaucum (n =380} exposed to different CdClLy
concentrations (30, 75, 100 and 150 pg I.™ 1y for 5, 10, 15 and 20
days.
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only 5 days in cockles exposed to the different CdCl,
concentrations. For the three CdCl; concentrations:
50, 75 and 100 pg L.~ ', the protein evolution under-
goes the same attitude with the progressive increase.
The highest protein concentrations were registered
for 100 ugL™" followed by 75pgL ™' and by
50 ug L™ '. However, in the case of animals con-
taminated by 150 pg ™' CdCl,, protein content
increased until the 10th day and then decreased after
15 days of exposure.

Protein determinations in digestive gland of
Cerastoderma glaucum

Idem results were shown in Figure 4. The protein
inductdon in the digestive gland of Cerastoderma
glaucum was time- and CdCl; concentration-depen-
dent. Compared to the gills, the significant increase
of the protein synthesis in the digestive gland was
observed after 10 days in cockles exposed to
50 ug L™ ! CdCl; instead of 5 days.

Mezallothionein-like protein determinations in gills and
digestive gland

The variations of MTLP levels in gills and the
digestive gland of Cerastoderma glaucum were time-
and CdCl, concenrtration-dependent.

MTLP variation with the time factor. For a contam-
ination with 50 pg L~ ' CdCl,, the induction was
observed after 15 days of exposure, After 20 days of
exposure, the MTLP levels decreased significantly
(Tukey test, p <0.05). For an exposure 10 75 pug L!

0

| ——s0pgiL

- —A—75ugiL
35 -3—100pg/L
i+ —8—150ugiL

[Protein] (ma/g wet wt)
I3

20
15
1
Lo — e e e -
0 5 10 15 20
Time (days)

Figure 4. Variation of protein concentrations (mg g~ ! wet wi) in
digestive gland of Cerastoderma glawcum (n=380) exposed to
different CdCl, concentrations (50, 75, 100 and 150 ug L™ ') for
5, 0, 15 and 20 days.
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CdCl,, the induction of MTLP was observed after
only 3 days. Levels remained nearly the same until
the 20th day. For a contamination with 100 and
150 pg L.7' CdCl,, the MTLP induction occurred
on the 5th day and the maximal value of MTLP was
observed after 10 days of exposure followed by a
significant decrease at t = 15days (Figures 5 and 6).

MTLP variation with CdCl; concenrrarion.. When the
time of exposure was inferior to 15 days, the MTLP
induction was observed with 75, 100 and
150 pg L~ ! €dCl,. Nevertheless, on the 15th day
of exposure, the MTLP induction was determined
with 50 and 75 ug L™! of CdCl, concentration. A
perturbation of the MTLP synthesis was detected at
t =20 days of exposure (Figures 5 and 6).

Malondialdehyde determinations in digestive glands

As shown in Figure 7, the effect of Cd on MDA
concentration of Cerastoderma glaucum was time-
and CdCl, concentration-dependent. Compared to
controls, MDA concentration increased significantly
whatever the CdCl, concentration since the 5th day
of exposure. This increase varied proportionally with
the time of exposure, which given a shape nearly

1.265 ——C
—a— 50pg/L

—a— 75pg/L
—x— 100pg/L

1.065
—e— 150119/”!;

[MTLP] (mg/g wet wt)

0 5 10 15 20
Time {days)
Figure 5. Variation of MTLP concentrations (mg g wetw) in
gills of Gerastaderma glaucum (n =380} exposcd to different CdCl,

concentrations (50, 75, 100 and 150 pg L™ ') for 5, 10, 15 and 20
days.

3.054
—+—C —®—50pgiL

—h—75pg/L —X—100pgiL

2.554 4 | —e—150ug1L

2.054 4

1.554

[MTLP] (mg/g wet wt)

1.054 1

Time (days)

0.554 1

A S S S —
0.054 w
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Figure 6. Variation of MTLP concentrations (mg g~} wet wt) in
digestive gland of Cerastoderma glaucum (n =380} exposed 10
different CdCl,; concentrations (50, 75, 100 and 150 pg L™ 1) for
5, 10, 15 and 20 days.

linear from Q¢ to 15 days. At t=10 days, a highly
significant increase of the MDA levels was observed
(Tukey test, p <0.05). Indeed, the MDA concentra-
tion was threefold more important in cockles ex-
posed to 50 pg .~ ' CdCl, compared to controls
(Figure 7).

Stress on stress response

The stress on stress experiment was performed on
animals previously exposed to cadmium. Lethal time
for 50% of individuals (I.T5,) was determined and
the effect of contaminant exposure on anoxic survi-
val time in cockles was shown in Table 1. A decrease
of the LTs, with the increase of cadmium concen-
tration and the time of exposure was observed. Such
phenomena reflect a decrease of the telerance to
stress of the exposed cockles.

Discussion

In metal-exposed animals, we observed an increas-
ing concentration of Cd with time and CdCl;
concentrations, which reflects the ability of Cerasto-
derma glaucion to bioaccumulate the cadmium in
their tissues. This species appeared to be a suitable
organism for long-term ecotoxicity with Cd concen-
trations ranged from 50 to 150 pg L~!. Neverthe-
less, after 18 days of contamination with 100 pg L
of CdCl,, a 100% mortality of cockles was observed.
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Figure 7. Variation of MDA concentrations (mM g~ wet w1) in

digestive gland of Cerastoderma glaucum (n=380) exposed to
different CACl, concentrations (50, 75, 100 and 150 pg L™ for
5, 10, 15 and 20 days.

However, a contamination of Ruditapes decussarus
with 400 pg L™ of cadmium for 30 days showed the
ability of these clams to accumulate a high amount
of Cd in their soft tissues without exhibiting marked
visible physiological effects (Bebianno et al. 1993). It
seems that R. decussatus are more resistant to a
cadmium contamination than C. glaucum. The
bioaccumulation of cadmium leads to the increase
of the total protein concentration in the gills and
digestive gland of C. glaucum followed by a signifi-
cant decrease after 15 and 20 days of contamination
with 150 ug L™ ! of CdCl,. The same results were
observed by Geret & Cosson (2002), who showed an
increase of the total protein concentration after 4
days of cadmium exposure (200 pug L™Y in gills,
digestive gland and mantle of Myvrilus edulis followed
by a decrease after 21 days of exposure. We assume
that cadmium caused strong metabolical perturba-
tions in C. glaucum. In the case of our experiment,
the dose of 150 pg L™ ! CdCl, caused a real disrup-

Table 1. The LTy, of Cerasroderma glavcum (n =475) after 5, 10,
15 and 20 davs of contaminauon with 50, 75, 100 and
150 ug L™ "of CdCla.

Days
CdCl, concentration 5 10 15 20
(ng L™
Control 6.65 6.44 6.30 5.30
50 6.58 6.40 6.00 5.00
75 6.50 6.23 5.50 4.90
100 6.25 6.00 2.00 100% of
mortality
after 18
days of
contamination
150 5.42 530 5.00 3.50
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tion of the protein metabolism of C. glaucum.
Moreover, Cd is known to induce MT synthesis in
R. decussatus (Bebianno & Serafim 1998), mussels
(Bebianno & Langstone 1991) and oysters (Roesi-
jadi & Klerks 1989; Geret et al. 2002). In our study a
significant increase of MTLP synthesis in gills and
digestive gland of C. glaucum was observed after 5
days of contamination with 75, 100 and 150 pg L™'
of CdCl; and after 15 days with 50 pg L~ ! CdCL.
In several species, MT or MTLP induction has been
shown to be rapid in specimen exposed to different
metals. For instance, MT induction was observed
after 24 h in the whole soft body of Dreissena
polymorpha exposed to 2 and 20ugL™" of Cd
(Lecoeur et al. 2004) and after 4 days in the gills
of oysters Crassostrea virginica exposed to 50 pg L~!
of Cd (Roesijadi & Klerks 1989). Nevertheless, in
the bivalve R. decussatus, the induction of MT was
observed after 12 days of exposure to 400 pg L. ™! of
Cd (Bebianno et al. 1993). After 21 days of exposure
to 200 ug ™! of Cd, no induction of MT was
observed in the digestive gland of M. edulis (Amiard
et al. 2005). The ability to synthesize MT in
response to Cd is clearly not uniform among marine
molluscs (Langston et al. 1989). The MTLP in-
crease, observed in the present study, was followed
by a significant decrease in gills and the digestive
gland of cockles exposed to 50, 100 and 150 pg L™
of CdCl,. Cd is an effective inducer of MT, which in
turn protects tissues from cadmium damage (Roesi-
jadi 1994). Thus the resistance of C. glaucum to the
Cd toxicity may be due to a more efficient induction
of MTLP. However, the decrease of MTLP in gills
and the digestive gland of the cockles indicate that at
the beginning of the treatment, Cd might be
associated with the soluble proteins such as MT;
subsequently Cd was displaced to other tissues or to
the particulate fraction in intracellular granules as
suggested by Romeo & Gnassia-Barelli (1995). The
decrease of MTLP concentration can also be ex-
plained by the possibility that the MTLP biosynth-
esis capacity in C. glaucion was overwhelmed by the
Cd influx (Giguére et al. 2003). Baudrimont et al.
(1999) demonstrated a shut down of MT synthesis
in individuals contaminated by Cd and Zn. This
shut down was rapidly followed by the death of the
contaminated molluscs. Seventeen percent of mor-
tality was observed in oysters exposed for 21 days to
200ng L™ of Cd (Geret & Cosson 2002).
Similarly, at high concentrations of Cd, Roesijadi
et al. (1997) observed a concomitant decrease in
MT mRNA inducibility and suppression of ROS
production. MTs have been identified in the diges-
tive gland (Viarengo et al. 1985} and gills (Roesijadi
& Klerks 1989) of bivalves. The highest MT con-
centrations are generally found in the digestive gland
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when compared with the gills and other tissues
(Bebianno et al. 1993; Géret et al. 1998). The
same results were shown with C. glaucum. The
expression of MTLP is tissue-specific.

Our results provide (i) evidence for the induction of
metallothionein like protein in the cockles exposed to
cadmium, confirming previous work on Rudirapes
decussatus (Bebianno et al. 1993), on Myelus edulis
(Bebianno & Langston 1991) and M. galloprovincialis
(Bebianno & Langston 1991). (ii) The highest MTLP
concentration was registered for 50 ug CdCl, L™
after 15 days followed by 150 pg CdCl, L™ ! after 10
days: these concentrations could be adequate for the
MTLP induction. Beside their role in the metal
detoxification, MTs acts as a component of the
antioxidant system in protecting cells against the
cytotoxic effects of the reactive oxygen species
(ROS) (Viarengo et al. 2000}. The ROS, which
results from the Cd exposure, alter the structure of
the cell membranes by stimulating the lipid peroxida-
tion process (Harris 1992; Stohs et al. 2000). A
radical attack on lipids leads to the formation of lipid-
hydroperoxides (lipid-OOH) (Leibovitz & Siegel
1980; Storey 1996), which can decompose to yield
alkanes, alkenes, ketones and aldehydes (Zielinski &
Pormer 2000). The most important aldehyde pro-
duced is malonedialdehyde (MDA). In the present
study, the MDA levels were elevated only in the
digestive glands, indicating a bioaccumulation of
contaminants. Indeed, the gills have been noticed as
a short time storage organ, whereas absorption
through the digestive gland leads to an accumulation
of toxic metals for a longer time (Amiard et al. 1989).
In the digestive gland of C, glaucum, the concentration
of MDA increased along the metal gradient. In-
creased levels of MDA following Cd exposure have
been reported in some other bivalves like Pyganodon
grandis {Giguére et al. 2003; Couillard et al. 1995),
Barhymodiolus azoricus (Bebianno et al. 2005), Unio
tumidus {Cossu et al. 2000). Bonneris et al. (2005)
showed a decrease of MIDA concentrations, in gills
and digestive gland of Pyganodon grandis, associated
with the increased Cd and MT concentrations. The
decrease of MDA may result from an intensification of
production by the antioxidant systems including MT.
This decrease was not observed in giils and digestive
gland of C. glaucum. The continuous increase of the
MDA levels with ttime and CdCl, concentrations
revealed the strong metabolic perturbations, caused
by cadmium in C. glaucum. The metabaolic perturba-
tions were also detected by the decrease of the LT 54 of
the exposed cockles. Thus, the stress on stress
experiment showed that the studied cokles have
suffered from joint stress effects caused by both
cadmium contamination and oxygen deficiency. The
same result was observed with R. decussatus (Hamza-

Chaffai et al. 1998), M. galloprovincialis (Viarengo et
al. 1995) and M. rrossulus (Veldhuisen-Tsoerken et al.
1991). However, our results showed that cockles
exposed to 150 ugL™! for 15 days were more
resistant to those exposed to 100pgL~' One
possible scenario to explain these results is that at
the presence of high cadmium concentration, the
adductor muscle rhythm was shortened and thus
caused valve closure as seen for mussels exposed to
elevated levels of Cd, Hg, Zn and Al (Doherty et al.
1987; Kadar et al. 2002; Loayza-Muro & Elias-Letts
2007). In consequence, this physiological adjustment
for avoiding temporal exposure to contaminants
{Pynncnen & Huebner 1995) would have contributed
to reduce the filtration rate of C. glaucum. This
hypothesis could also explain the decrease of the
protein concentrations determined in gills and diges-
tive glands of C. glaucum exposed to 150 pg L™! for
15 days.

The present research appears to be the first
attempt to quantify changes in Cd bioaccumulation,
MTLP, MDA and protein concentrations in C.
glaucum following the exposure to different Cd
concentrations during different periods. The optimal
conditions (CdCl, concentration and the duration of
exposure) for the MTLP induction in gills and
digestive gland of C. glaucum were also determined.
In fact the results of MTLP concentratdons showed
that the maximum induction of this protein was
observed after 15 days of contamination with
50 ug I.~ ! CdCl, and after 10 days of contamina-
tion with 150 pg I.~ ' CdCl,. Based on the results
obtained by the proteins and MDA concentrations
and the stress on stress test, a strong metabolic
perturbations were observed after a contamination
with 150 g L.~ ! CdCl,. In the light of these results,
it seems that the best conditions for the MTLP
induction in C. glaucum are 50 pg L™ ' CdCl, for 15
days. These data are helpful for future studies such
as those using the cockle C. glaucum as a bioindicator
of metal pellution, using the MTLP and MDA as a
biomarker of Cd exposure in this species and cloning
the MT gene of C. glaucum.
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Abstract ¢DNA probes have been developed for sub-
sequent use in monitoring the cadmium exposure of the
clam Ruditapes decussatus and the cockle Cerastoderma
glaucum using metallothionein (MT) gene expression in
different tissues of these species. Two partial MT cDNAs
were isolated from Ruditapes decussatus and Cerastoder-
ma glaucum. The identification of the nucleotide sequences
showed that the cDNAs consist of 480 bp coding 72 amino
acid proteins containing 21 cysteine residues organized in
Cys—X—Cys motifs as classically described for MTs. The
induction of MT gene expression in CdCl; treated bivalves
was confirmed by dot blot analysis and suggests a potential
specific tissue expression rate,
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Introduction

The gulf of Gabés, situated on the southeastern coast of
Tunisia, is exposed since decades to pollution from anthro-
pogenic and industrial activities. Therefore, this area was
shown to be contaminated by trace metals, especially cad-
mium [1, 2]. This toxic metal has been investigated in same
bivalve molluscs widely distributed in this area, particularly
the clam Ruditapes decussatus and the cockle Cerastoderma
glaucum [3-5]. These species are filter feeders and they are
incapable of rapidly escaping from a polluted environment.
Therefore, they have been used as bioindicators of Cd pol-
lution in Tunisian coasts {5, 6]. Furthermore, it was shown
that Cd exposure induced metallothionein synthesis in
R. decussatus and C. glaucum (3, 5, 7, 8). Metallothioneins
are constitutive, low-molecular weight, cysteine-rich, and
heat-stable proteins of non enzymatic nature, Several studies
aiming to use MT as a biochemical indicator of cadmium
contamination have been performed in R. decussatus [3, 9,
10]. However, the lack of information about the MT
induaction in C. glaucum, cspecially under laboratory con-
ditions, justifics the importance of the contamination
experiment realized in the present study.

Due to the fact that MT gene expression is induced as a
consequence of cadmium exposure, this property may be
useful in environmental studies in terms of, first, using MT
gene expression as a bioindicator of exposure to cadmium
and, second, as a parameter for measuring the efficiency of
the detoxification mechanisms in an orgamsm [11, 2], To
investigate MT gene expression in different tissues of
R. decussatus and C. glaucum, two partial MT cDNAs
were amplified from the gills of the treated animals and one
of them was used as homologous probe. MT cDNAs have
been determined in many marine invertebrate bivalve
species including Crussostrea gigas [13, 14], Laternula
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elliptica [15], Meretrix lusoria [ 6] etc. However very little
information is available concerning the MT cDNA of R.
decussatus and C. glaucum. Therefore, the availability of
these cDNA scquences provides a good opportunity to
investigate MT gene expression in the studied species.

The overall purpose of the present study is to analyse the
expression of the MT gene in R. decussatus and C. glau-
cum exposed to cadmium using MT ¢cDNA probe. In this
paper, we report the isolation and characterization of
cDNA probes that will facilitate the future analysis of gene
expression for MT in the studied specics.

Materials and methods
First contamination experiment

C. glaucum were collected from Mahras site (located
40 km to the south of Sfax). Bivalves were held in 7 | of
sea water and exposed to a cadmium concentration of 50,
75, 100 and 150 pg/l CdCl, for 3, 10, 15 and 20 days.
During experiment, seawater and metal were renewed
twice a week and bivalves were fed. Control animals were
held in the same conditions without metal.

Tissue preparation and metallothionein-like protein
(MTLP) quantification

After dissection, gills (20 samples from each group) were
homogenized with Tris-HCl buffer (Tris 20 mM, NaCl
150 mM and j mercaptoethanol 10 mM, pH = 8.6). The
homogenates were ultra-centrifuged (25,000 g, 1 h, 4°C).
The supernatants (soluble fraction S,;) were separated from
the pellet (P1), heat denatured (80°C/15 min) and then
centrifuged (20,000 g, 30 min, and 4°C) for the MTLP
quantification. MTLP concentrations were measured by
spectrophotometric determination of S-H groups using
Ellman’s reagent, according to the procedure of Viarengo
et al. [17}. The heat stable fractions (the supernatant of the
second centrifugation) of gills were added to 4.2 ml of
0.43 mM DTNB in 0.2 M phosphate buffer. The concen-
tration of reduced sulfhydryls was evaluated by reading the
absorbance at 412 nm by using glutathione (GSH) as a
reference standard. The results were expressed as coneen-
tration of MTLP (mg/g of fresh tissue).

Second contamination experiment

R. decussatus and C. glaucum were collected from Mahras.
Bivalves were held in 71 of sca water and exposed
respectively to a cadmium concentration of 100 g/l during
20 days and 50 pg/l for 15 days. During experiment, sca-
water and metal were renewed twice a week and bivalves
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were fed. Control animals were held in the same conditions
without metal.

RNA extraction

At the end of the Cd treatments, gills, foot, adductor
muscle and mantle of treated were quickly removed and
then frozen at —80°C. Frozen tissues were grounded in
liquid nitrogen in a mortar and the resulting powder was
suspended in 3 ml of denaturing sotution (Total RNA
isolation system, Promega). Total RNA was isolated
according to the manufacturer’s specifications and purified
(only for the RNA extracted from gills) using the Quick
Prep micro mRNA purification kit (Amersham pharmacia
biotech). The concentration of RNA samples was analysed
spectrophotometrically.

c¢DNA synthesis

Complementary DNA was synthesized using approxi-
mately 2 pg of mRNA. Oligo dT (15 bp) primer were
added and the final volume was adjusted to 20 pl with a
nuclease free water. This mixture was denatured at 70°C
during 5 min, and put on ice. Samples were reverse-tran-
scribed for 60 min at 37°C with Moloney Murine
eukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RTR-
Promega), RNAse inhibiter (RNAsin, Promega) and
dNTPs in a reaction volume of 25 pl. The reaction was
stopped by incubating for 5 min at 94°C.

Polymerase chain reaction

The reverse transcribed products were used for polymerase
chain reaction (PCR) amplification performed with a sense
and anti sense primers T and II (ATTCCWTGYAAYT
GYRTYGA and oligo dT respectively). Primer I corre-
sponds to a conserved region of the coding sequence based
on an alignment of MT sequences from some species of
Mytilidae [ 18]. Polymerase chain reactions were conducted
using buffer, Tag polymerase® (Promega), primers, dNTPs
and nuclease-frec water. All reactions were performed in a
fina) volume of 50 pl. The thermal cycling program used to
amplify the MT fragments was performed on a thermocy-
cler (Applied biosysicms) and was configured as follows:
50 cycles of 1 min at 94°C (denaturing phase), 1 min at
47°C (annealing phasc), and 1 min at 72°C (elongation
phase) followed by a single cycle at 72°C for 10 min.
The quantification of metallothioncin gene cxpression
has to be standardised by comparing its level with that of
other gene considered as stable and non-interfering with
the metal detoxification processes. The chosen one was 185
gene. The reverse transcribed products (obtained from foot)
were used for PCR amplification performed with a sense
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and anti sense primers A and B (AYCTGGTTGATCCTGC
CAGT and TASGACGGTATCTGATCGTCTT respec-
tively) [19]. The thermal cycling program was set as
follows: 40 cycles of 1 min at 94°C (denaturing phase),
1 min at 60°C and 1 min at 72°C (clongation phase) fol-
lowed by a single cycle at 72°C for 10 min.

Cloning of MT ¢DNA and sequencing analysis

Purified PCR products were ligated into the pGEM-T easy
vector system (Promega) with T4 DNA ligase. Escherichia
coli were transformed with 3 pl of the ligation mixture and
plated on ampicillin plates containing Xgal and IPTG.
pGEM-T plasmids containing the correct size insert werc
sequenced on a fluorescent automated sequencer from both
the 5 and 3 ends with the Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems). Characterization
searching was performed using Blast program, using the
nucleotide acid and predicted amino acids sequences to
compare the MT sequences to others deposited in multiple
databases. Sequences were aligned with a multiple
sequence alignment tool ClustalW software.

Dot blot hybridization

Dot blot analysis was used to determine MT mRNA levels
in the tissues. Ten micrograms of each RNA sample were
mixed with 20 pl 100% formamide, 7 pl 37% formalde-
hyde and 2 ul 20 x SSC, heated at 55°C for 15 min and
immediately cooled on ice. RNA samples were transferred
to positively charged nylon blotting membranes (Amer-
sham) using a dot-blot apparatus. Membranes were then
UV- cross linked and rinsed in 2 x SSC before being used
for hybridization. Prehybridization was done at 42°C for
2 h in 50% formamide, 0.1% SDS, 6 x S8C, 1 x Den-
hardt and 100 pg ml™' denatured salmon sperm DNA.
Hybridizations were carried out with 1 ul of the MT DNA
ligated to the pGEM-T vector. The Probe was radiolabeled
with [132 P| dCTP using standard procedurcs (Megaprime
DNA labelling. Pharmacia). Unincorporated nucleotides
were removed using Sephadex G-50 columns. Hybridiza-
tion with the labelled probe was done overnight (1216 h}
at 42°C in the buffer mentioned above. All hybridizations
were carricd out under the same conditions. Membranes
were washed with 2 x S§C, 0.1% SDS one fold at room
wermnperature and one fold at 42°C during 15 min. Blots
were then exposed to an lnstant Imager (BIORAD) for
quantification of gene cxpressions, RNA inlegrity was
checked by hybridizing the filters with a specific [** P]
dCTP labelled 18 S ribosomal DNA probe. Dot blot results
are presented as the mean = SD. Data were analyzed by
paired t-test using Excel software. Statistical significance
was accepted at a level of P < 0.05.

——C
2.565 - —m— 50 g7
—ik— 75 pg/
—X-—=100 pgA
2.065 | —&— 150 pg/l
o 1365 -
-
=
1.065
0.565 -
0.085 1 {days)
¢ 5 10 15 20

Fig. 1 Varation of MTLP (mg/g Wt wt) concentrations with time
and CdCl, concentrations in gills of C. glaucum (n = 20)

Results
MTLP levels in gills of C. glaucum

MTLP levels in gills of C. glaucum are reported in Fig. L.
From 0 to 10 days of exposure to the different CdCl;
concentrations, the general profiles of MTLP concentra-
tions showed approximately the same variations with a
tendency to increase.

At t = 15 days, a significant decrease of MTLP con-
centrations was observed in cockles exposed to 100 and
150 pg/l CdCl,. Nevertheless, MTLP appeared to peak on
the 15th day of treatment with 50 pg/l of CdCl,, and then it
showed a sudden decrease after 20 days of exposure. It
seems that the contamination of C. glawcum with 50 pg
CdCl,/1 during 15 days represents the best experimental
condition for the MTLP induction.

MT-cDINASs isolation

Two partial MT cDNAs of C. glaucum and R. decussatus
were amplified using primers (I and II). Isolated products
corresponded to partial ¢cDNAs of 480 bp fragment for
R. decussatus (GenBank accession no. EU0003I0) and
C. glaucwm {(GenBank accession no. EUSI8714) (Fig. 2).
Each fragment was sequenced on both strands and manual
verification of the chromatograms corroborated the differ-
ences in the sequences. The two MT fragments called Rd
MT for R. decussatus metallothionein and Cg MT for
C. glaucum metallothionein, contained coding sequences
of 219 bp and 3’ untranslated regions of 261 bp. These
sequences encoded two different protein sequences. The

@ Springer
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Fig. 2 The nucleotide
sequences of Ruditapes
decussatus (Rd) and
Cerastoderma glaucum (Cg)
MT ¢DNAs, The sense primer is
undertined. The stop codon is in
bold. The italic characters
indicate the putative
polyadenylation signal
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M1 MSDPCRCIETG-TCKESE--DCSSTTGCREGAGCKCG DACKECPGCKYVCKCAENNGECKE 57

Dp MSDPCNCVETG-DCREADG-SCS DCSNCKCGDSCKCSKPNCC-GENVTCKC -~ ~GENCQC 54

Ce MSDPCDCAQTGGDCKCAAGNCCSSDT PCRCGSGCGCGSECTC- - ~HYKCTC-~~3G5CAC 54
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Fig. 3 Comparison of Ruditapes decussatus (Rd) and Cerastoderma ABPS57063), Meretrix lusoria (M1} (GenBank accession no.

glaucum (Cg) MT amino acid sequences with class I MT sequences
from other species. The GenBank accession of the proteins are as
follows: Crassostrea gigas (crg) (GenBank accession no. CAC
82788), Ruditapes philippinarum (Rp)} (GenBank accession no.

peptide MT sequences deduced from the nucleotide
sequences contained 72 amino acid residues including 21
cystein residues, organized in 9 Cys—X-Cys, 1 Cys—X-X-
Cys and 7 Cys—X5—Cys. The two protein sequences dif-
fered by replacement of Gln for Pro in position 59 and by
Ser for Gly in position 66 (Fig. 3).

The comparison between the MT amino acid sequences
determined in the present study and known MTs of other
bivalves: Crassostrea gigas (GenBank accession no. CAC
82788), Ruditapes philippinarum (GenBank accession no.
ABP57063), Meretrix Ilusoria {GenBank accession no.
AAS92877), Dreissena polymorpha (GenBank accession
no. 094550) and Cerastoderma edule (GenBank accession
no. ABP57066); revealed highly conserved cysteine posi-
tions. Moreover, all the sequences present a high glycine
content. Nevertheless, an elevated number of lysinc resi-
dues was detected in MT of Mererrix lusoria (9 lysine
residues) compared to the other sequences (2-6 lysine
residues) (Fig. 3). Table { showed that Crassostrea gigas
MT (GenBank accession no. CACS2788) prescnts the
highest percentage of homology with Rd MT {97.2%) and
Cg MT (91.9%).

AAS92877), Dreissena polymorpha (Dp) (GenBank accession no.
094550y and Cerastoderma edule (Ce) (GenBank accession no.
ABP57066). Asterisks mark identity and Cys residues are in bold. The
specific pattern of molluscs is underlined [20]

Tissue specific expression

R. decussatus MT cDNA was used as a dot blot probe to
assess the level of hybridizing mRNA expression in four
tissues: gills (), mantle (Mn), foot (F) and adductor
muscle (Am) of R. decussatus and C. glaucum treated with
cadmium. The induction of MT gene expression was
observed in all the studied tissues following this decreasing
order: gills > mantle > adductor muscle = foot (Figs. 4
and 5).

Discussion

Gills are exposed to the external medium as a consequence
of their respiratory function, and arc affected by any
change in the environment {temperature, salinity, contam-
inant exposure). These organs function both as a site of
metal uptake and as an important reservoir for metal stor-
age [3]. In the present study, the variation of MTLP
concentrations in gills of C. glaucum with factors ime and
CdCl, concentrations showed a significant increase of

Table 1 Ruditapes decussatus and Cerastoderma glaucum MT amino acid similarity with Crassostrea gigas, Ruditapes phitippinarim, Mereirix

{usoria, Dreissena polymorpha and Cerastoderma edule MT

Ruditapes decussatus {(GenBank
accession no. EUO00310) (%)

Cerastoderma glawcum (GenBank
accession no. EUSI&ET7[2) (%)

Crassostrea gigas (GenBank accession no. CACE2788)
Ruditapes philippinarum (GenBank accession no. ABP57063)
Meretrix lusaria {GenBank accession no. AAS92877)
Dreissena polymorpha (GenBank accession no. 094550)
Cerastoderma edule (GenBank accession no. ABP5S7066)

97.2
797
68.8
54.4
46.8

91.9
81.1
70,1
544
48.1

@ Springer



Mol Bio! Rep

05 4 O Am
04 | ] mF
G

Qo3 0
= 2 Mn
[ ]
£ o2

o - i

0

Fig. 4 Normalised levels of MT mRNA (MT/185} in R. decussarus
(exposed to 100 pg/l CdCl, during 20 days) tissues (Am = Adductor
muscle, F = Foot, G = Gills and Mn = Mantle}. The amounts of
MT mRNA and 18 S rRNA were estimated by the phosphoimager.
Each bar is the average of measurements carried out in three distinct
blots
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Fig. 5 Normalised levels of MT mRNA (MT/18S) in C. glaucum
(exposed to 50 pg/l CACl, during 15 days) tissues (Am = Adductor
muscle, F = Foot, G = Gills and Mn = Mantle). The amounts of
MT mRNA and 18 S rRNA were estimated by the phosphoimager.
Each bar is the average of measurements carried out in three distinct
blots

MTIL.P synthesis after 5 days of contamination with 75, 100
and 150 pg/l of CdCl; and after 15 days with 50 pg/l
CdCl,. The increase of MTLP levels after Cd exposure
provides evidence for the induction of this protein in the
cockles exposed to this non-essential metal, confirming its
capacity to modify the MT gene expression previously
observed in R. decussatus [9], on Myrilus edulis [21] and
on M. galloprovincialis [22]. In several species, MT or
MTLP induction has been shown to be rapid in specimen
exposed to different metals [23, 24]. On the other hand, in
the bivalve Ruditapes decussarus, MT induction was
observed after 12 days of exposure to 400 ng Cd 17 91
After 21 days of exposure to 200 ug Cd I.”" no induction
of MT was observed in the digestive gland of Myrilus ed-
wlis [Geffard et al. 2000 m 25]. The ability to synthesize
MT in response to Cd exposure clearly varies among
marine molluscs [26]. In the case of C. glaucum the highest
MTLP synthesis appeared at 15 days of treatment with
50 pg/l CdCls followed by a significant decrease at 20 days
of cxposure. One possible scenario to explain these results
is that the gill transferred metals to other tissues while
executing its barricr functions, all in order to maintain its
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normal multiple functions [16]. Moreover, the MTLP
biosynthesis capacity in C. glaucum could be overwhelmed
by the Cd influx {27].

In this work, the cloning of two partial MT ¢DNAs of
the cockle C. glaucum and the clam R. decussatus was
realized. The deduced amino acid sequences showed all the
features characteristic for MTs; especially the 21 cysteines
arranged in the MT typical motifs. Moreover, the absence
of aromatic amino acid residues and the presence of the
specific mollusc sequence pattern Cys—X—Cys—X-X-X-
Cys—Thr-Gly-X-X-X-Cys-X-Cys—X(n)-Cys-X—Cys-
Lys described by Binz and Kagi {20] in class 1 and family 2
mollusc MTs, were noted (Fig. 4). As observed in other
molluscs MTs [28, 29], the Rd MT and the Cg MT pre-
sented a high glycine content (15.27% and 16.66%
respectively) randomly distributed throughout the sequen-
ces. The lysine residues number in Rd MT and Cg MT
(8.33%) was lower than that in M. lusoria (11.84%) {16]
and L. elliptica MTs (11%) [13] and higher than that in
mussels MTs (6.8%) [13]. Pan et al. [30] suggested that the
lysine residues of MTs are not critical for maintaining
protein structure, but that they play a role in regulating the
microenvironment and stability of both metal-binding
clusters.

The amino acid sequences of R. decussarus and C.
glaucum MTs showed a lack of Cys—Cys pairs as observed
in C. gigas [13]. Based on the cysteine number, we can
hypothesize that an «-domain and a f-domain [31] are
present in Rd MT and Cg MT. Nevertheless, the lack of
Cys—Cys pairs could have implications on the efficiency of
the detoxification process of the different bivalent metals in
organisms [13]. The differences in the 3’ untranslated
region observed in the nucleotide sequences of Rd MT and
Cg MT could account for differential regulation of these
proteins transcripts. 3 UTR influence translation effi-
ciency, mRNA localization, mRNA stability and
degradation rate [32]. In the studied species 3’ untranslated
regions of 261 bp were determined. These sequences are
longer than those found in some MTs of other bivalves like
Crussostrea virginica (139 bp) [33], Crussestrea gigas
(118-139 bp) [13] and Myrilus edulis (104=123 bp) [34].
Nevertheless, a 572 bp 3" UTR was observed in Dreissena
polymorpha [35].

The dot blot analysis using total RNA from Cd-treated
animals showed a tissuc-specific inducible expressien of
R. decussarus and C. glauciwm MT gene. In fact, the MT
gene expression was observed following this decreasing
order: gills > mantle > adductor muscle = foot. Gills and
mantle are the tissues directly in contact with sea-water
containing cadmium. However, the mantle is responsible
for the synthesis of the shell of the bivalve molluscs and
has a lesser importance than gills in the uptake and storage
of metals. The same results werc observed with M. edulis
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[36]). In Crassostrea gigas, Tanguy et al. [13] showed
mRNA-probed cxpression only in gills from Cd*" exposed
oysters. This expression was not cbserved in the mantle
and the digestive gland of the treated animals and in the
tissuc samples taken from untreated oysters. These results
indicate induction responsiveness of the probed mRNA to
heavy metals and its specific tissue expression [13].

Conclusions

The best conditions for the MTLP synthesis in gills of C.
glaucum were determined and showed that the highest
MTLP concentrations were observed after a contamination
by 50 pg/l CdCl; for 15 days. Then, we have established
two partial cDNAs sequences of metallothionein from the
gills of R. decussatus and C. glaucum and one of them was
used as a tool for studying the expression of MT gene. The
dot blot analysis confirmed the induction of MT gene
expression in gills of new species of bivalves. Moreover,
this technique appeared as a useful tool to follow the
chronic contamination of metal pollution. Future studies
are required to strengthen this hypothesis.
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1 Introduction

Mollusc bivalves are known to accumulate high concentrations of heavy metals in their
tissues, and so they have been proposed as biomonitors reflecting the pollution state of
one site. Ruditapes decussatus is the biomonitor organism used in Tunisian monitoring
programmes (Hamza-ChafFai et al., 2000). This bivalve is able to accumulate cadmium to
a high degree without any apparent detrimental effect (Gnassia-Barelli et al., 1995).
At the cellular level, heavy metals such as cadmium stimulate the synthesis of some
biomarkers such as metallothionein and malondialdehyde (Viarengo et al, 1990;
Hamza-Chaffai et al., 2000).

Cadmium is known to enhance the intracellular formation of Reactive Oxygen
Species (ROS) and to promote cellular oxidative stress (Stohs et al., 2000). ROS alter the
structure of the cell membranes by stimulating the lipid peroxidation process through
oxidation of polyunsaturated fatty acids (Harris, 1992; Stohs et al., 2000). A radical
attack on lipids leads to the formation of lipid-hydroperoxides (lipid-OOH) {Leibovitz
and Siegel, 1980; Storey, 1996), which can decompose to yield alkanes, alkenes, ketones
and aldehydes (Zielinski and Portner, 2000). The most important aldchyde produced is
malondialdehyde (MDA), which forms Schiff bases with amines of proteins,
phospholipids and nucleic acids (Zielinski and Portner, 2000). MDA is usually used as an
indicator for membrane lesions caused by oxidative cell injury (Viarengo et al., 1991)
and it was proposed to appraise the health status of exposed species (Di Giulio et al,,
1993: Thomas and Wofford, 1993; Solé et al., 1996).

Metallothineins (MTs), which are low molecular weight and cystein-rich proteins, are
induced following cadmium exposure in several molluscs such as oysters (Roesijadi and
Klerks, 1989), mussels (Bebianno and Langston, 1991) and clams (Bebianno and
Serafim, 1998; Hamza-Chaffai et al., 2000; Smaoui-Damak et al., 2004). These proteins
have been identified in various tissues of vertebrates and invertebrates (Amiard and
Cosson, 1997; Cosson and Amiard, 1998) and play a leading role in metal uptake,
transport, storage and excretion (Roesijadi, 1992). MTs also seem to have other roles,
including protection against ionizing radiation (Cai et al., 1999) and a more general
antioxidant defence {Viarengo et al., 2000b; Cavaletto et al., 2002}, MTs could protect
cells from oxidative stress by acting as oxyradical scavengers and through metal
binding/release dynamic mechanisms (Langston et al., 1998). The determination of MTs
together with MDA could provide a clarification of this phenomenon.

In order to use MTs in biomonitoring, we need a simple, cheap and repeatable method
of quantification. For this purpase, the polarographic and the colorimetric methods were
the most successful. These two techniques present differences both in sample extraction
and metallothionein analysis. Viarengo et al. (1999) used the colorimetric method after
solvent precipitation. Thompson and Cosson (1984) used the polarographic method after
heat denaturation. When comparing the two technical approaches, Géret et al. (1998)
showed that MTs’® amounts were significantly lower using solvents in comparison with
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heat denaturation in gills of M. edufis. In order to minimise the loss of proteins during
extraction, the heat denaturation seems to be more suitable than the solvent precipitation.
For quantification we can either use polarography or colorimetry. Moreover, if used for
monitoring purposes, MTs’ variation is more important than absolute values; that is why
it is more suitable to use the simplest method, which is the colorimetric one after the heat
denaturation.

The objectives of this work were to study in vivo

o the effect of Cd contamination on the accumulation of this metal, MTs and MDA

e MTs quantification based on the colorimetric method combined to the heat
denaturation of the cytosolic fraction

e the comparison between the MTs’ results determined by the colorimetric and the
polarographic methods.

2 Materials and methods

2.1 Choice of the site

Ruditapes decussatus were collected from Borj Younga, which is situated at 44 km
south of Sfax (Tunisia). It is far from any industrial activity. Compared with other
sites of the Gulf of Gabés, Borj Younga was the least contaminated one (Smaoui-Damak
et al., 2003).

This choice was made in order to have clams presenting a good health status and able
to support the in vivo cadmivm contamination.

2.2 Contamination experiment

Ruditapes decussatus of standardised shell size (3541 mm) were collected in December,
then acclimated in acrated seawater for five days. In each tank, 52 clams were held in 7L
and exposed to a cadmium concentration of 100 pg/l and 200 pg/l for up to 21 days.
During exposure, the seawater and the metal were renewed twice a week and the bivalves
were fed {organ planer see). Control animals were held in the same conditions.

After sex determination, gills, digestive glands and remaining tissues were dissected,
except for 15 samples of control and contaminated animals, which were used for
cadmium analysis in the whole soft tissues,

The choice of the time of exposure and the Cd concentrations was guided by the
literature. 1t was demonstrated that the contamination for a long period (Bebianno and
Serafim, 1998) or with a high Cd concentration {Bebianno et al., 1993) contributes to the
perturbation of the MT synthesis.

2.3 Fraction preparation

The gills and the digestive glands were homogenised with Tris-HCl buffer {Tris 20 mM,
NaCl 150 mM and # mercaptoethanol 10 mM, pH =8.6). The homogenates were
ultra-centrifuged (25,000 g, | h, 4°C). The supernatants (soluble fraction &) were
separated from the pellet (1), heat denatured (80°C/15 min) and subsequently
centrifuged (20,000 g, 30 min, 4°C).
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2.4 Metal analysis

Cadmium determination was carried out on whole soft tissues, after mineralisation at
100°C with suprapur nitric acid. The pellets {P1) of dissected and homogenised organs
(gills and digestive glands), were mineralisated at 80°C with suprapur nitric acid.
Cadmium was analysed by flameless atomic absorption spectrophotometry using the
Zeeman correction (Hitachi Z 6100). This methodology has been validated through
international inter-calibration exercises (NILU HTU/O-7729). Internal quality controls
were based on the analysis of Cd in standard reference materials (mussel tissues,
SRM-2976) from the National Institute of Standard and Technology. Data obtained were
0.75 £ 0.12 pg/g compared with a certified value of 0.82 + 0.16 ug/g.

2.5 Malondialdehyde analysis

A cold KCI solution (150 mM) was used for the extraction of malondialdehyde {(MDA)
from the digestive glands of R. decussatus. 1,1,3,3-Tetracthoxypropane was used as
standard and the reaction was developed with the addition of 2-thiobarbituric acid
{Sunderman et al., 1985).

2.6 MT analysis

e Colorimetric method. The heat stable fractions {the supernatant of the second
centrifugation) of gills and digestive glands were added to 4.2 ml of 0.43 mM DTNB
in 0.2 M phosphate buffer. The concentration of reduced sulfhydryls was evaluated
by reading the absorbance at 412 nm, by using glutathione (GSH} as a reference
standard (Viarengo et al., 1997).

o Polarographic method. The heat stable fractions (52) of gills were used for MTs’
quantification.

A differential pulse polarographic assay for MTs was accomplished using a Parc Model
pAutolab II analyser and Methrom 646 static mercury drop electrode (SMDE; Bebianno
and Langston, 1989). Protein standards were of rabbit liver metallothionein. MT
concentrations in the clam gills were calculated using the standard addition method.

2.7 Comparison between two technigues of metallothionein quantification: the
colorimetric method and the polarographic one

To compare the two techniques of metallothionein quantification, metallothionein
analysis using colorimetric and polarographic methods after heat denaturation of
cytosolic fraction was realised on gills of R decussatus (n=20) collected from Borj

Younga in June—August.
In our study, the colorimetric method results were compared with those obtained

using pelarographic method with heat denaturation during the fraction preparation.
2.8 Statistical treatments

tn order to study the variations of Cd, MTs and MDA concentrations with the sex and the
CdCl, concentrations, a two-way ANOVA was used.
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3  Results

3.1 Variations of MTs, MDA and Cd levels with the cadmium concentration

After 21 days of metal exposure, the cadmium concentrations (ug/g dry weight} in whole
soft part, in gills and digestive glands of Ruditapes decussatus, were significantly taken
up compared with control animals. Cadmium was accumulated at decreasing levels:
gills > digestive glands after a contamination with 100pg Cd/l and digestive
glands > gills after a contamination with 200 pg Cd/l (Table 1).

Table 1 Metallothionein, malonedialdehyde and cadmium concentrations data in parenthesis
are standard deviation (SD)

Cadmium concentration (ug/l)

0 100 200
MTs (ug/g wet mass)  Gills 353.65(39.10) 390.90 (66.70) 45322 (70.59)
(n=20) Digestive gland  444.63 (57.55) 542.32(78.78)  547.54 (78.78)
MDA (mM/g) Digestive gland 650(231)  1921(5.75) 42.40 (9.01)
(n=15)=(mM/g)
Cadmium (pg/g d.w.} Intoto (#=15) 0.42 (0.33) 8.52 (1.66) 20.81 (4.46})
(n=20) Gills 030 (0.10)  31.66 (4.50) 33.28 (12.21)

Digestive gland 0.60 (0.30) 29.58 (12.00) 37.88(11.29)

A significant increase in MDA (mM/g) concentrations was observed in digestive glands
of clams exposed to 100 ug/l of CdCl, (3 times of controls) and to 200 pg/l of CdCl,
(6.5 times of controls). (Table 1)

In gills, the contamination with 100 pg/l and 200 pg/l of CdCl; showed, respectively,
an increase of 10.5% and 28% of MT concentrations (ug/g wet mass). In digestive
glands, the increase is about 22% (contamination with 100 pg CdCly/l) and 23.14%
{contamination with 200 ug CdCly/1) of MT concentrations.

Our results showed that; metallothionein was accumulated at decreasing levels:

digestive glands > gills. (Table 1}

3.2 Variation of MTs, MDA and Cd concentrations with the sex and the CdCl;
concenlralion

The two-way ANOVA showed no significant variation of MTs, MDA and Cd
concenirations with the sex (calculated F < theoretical £ for a 3% of risk) but the
variation with the CAdCl, concentration was highly significant (calculated F > theoretical

F for a 5% of risk) (Tables 2-4).
The result of interaction dose/sex showed that the male and female have the same

reaction against a metal contamination (Tables 2-4).
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Table 2 The results of two-ways ANOV A (factors are : sex and CdCl; concentrations} for Cd
in the gills, digestive glands and in foto

Cd{pg/pd-w.)
Gills Digestive glands In toto
Freedom Calculated Theoretical Freedom Calculated Theoretical Freedom Calculated Theoretical
degree F F degree F F degree F F

Sex effect 1 1.79 4.04 1 014 4.25 1 031 425
Dose 2 70.09 319 2 73.73 340 2 112 3.40
effect

[nteraction 0.89 3.19 2 1.07 3.40 2 0047 340
dose/sex

Table 3 The results of two-ways ANOVA (factors are: sex and CdCl, concentrations) for
MDA in the digestive glands

MDA en mM/g in digestive glands

Freedom degree Calculated F Theoretical F
Sex effect 1 3.40 4.01
Dose effect 2 169.96 3.16
Interaction dosersex 2 0.46 3.16

Table 4 The results of two-ways ANOVA (factors are: sex and CdCl; concentrations) for MTs
in the gills and digestive glands

MTs (ug/g)
Gills Digestive glands
Freedom Calculated Theoretical Freedom Caleulated  Theoretical
degree F F degree F F
Sex effect 1 1.99 4.11 1 0.14 417
Dose effect 2 9.48 3.25 2 6.95 3.31
Imieraction 2 0.07 0.93 2 131 331

dose/sex

3.3 Comparison between two techniques of metallothionein guantification: the
colorimetric method and the polarographic one

Figure 1 shows that MT concentrations (pg/g wet mass) obtained by the polarographic
method are higher than those obtained by the colorimetric one. The MT concentrations
determined by the polarographic method are three-fold higher than those obtained by the
colorimetric method in June. In July, they are 4.4-fold higher but in August they arc
2.4-fold greater.

Also, the variation of MT concentrations with months was detected by the
polarographic method and masked by the colorimetric one.
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Fipure 1 Means of MTs (ug/g wet mass) affected with confidence intervals (95% level) in gills
of Ruditapes decussatus determined by colorimetric and polarographic methods,
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4 Discussion

The ability of Ruditapes decussatus to accumulate cadmium without any apparent
detrimental effect was confirmed. Our results are in agreement with those obtained by
Bebianno et al. (1993), who reported a linear uptake of cadmium by whole soft parts of
Ruditapes decussatus at 400 pg/] during 30 days. Nevertheless, a contamination with a
high concentration of cadmium (500 pg/l) during 96 hours caused the mortality of treated
animals (Roméo and Gnassia-Barelli, 1995).

As a consequence of cadmium exposure, the concentration of this metal increases in
the gills and digestive glands of Ruditapes decussatus. The highest concentrations occur
in the gills followed by the digestive glands after a contamination with 100 pug Cd/l
(gills > DG). Nevertheless, the order was inversed after a contamination with 200 pg Cd/l
(DG > gills). The relatively high levels of Cd accumulated by the gills of Ruditapes
decussatus reflect the fact that this tissue is a major site for Cd uptake, the same function
has been established for the gills of Mytifus edulis (Viarengo et al., 1985; Roesijadi,
1986). 1t seems likely that much of the Cd taken up by the gills is subsequently
transported to the digestive glands. Similarly, after Cd exposure of clams (Ruditapes
decussatus) for 14 days, Bebianno et al. (1994) observed a transport of Cd from gills to
digestive glands for storage.

Gills are exposed to the external medium as a consequence of their respiratory
function, and are affected by any change in the environment (temperature, salinity,
contaminant exposure) (Smaocui-Damak et al, 2004). Digestive gland, the organ
where the main part of the absorption occurs, undergoes continuous weight changes
owing to the existence of cycles of accumulation or loss of food or reserve substances
(Ibarrola et al., 19938).

Smaoui-Damak et al. (2004) showed that the detoxication of Cd in the insoluble
forms {such as metai-rich granules) represents the most important mechanism in
accumulation and detoxication of Cd in gills of Ruditapes decussatus. Some molluscs
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appear to predominantly accumulate the metal in insoluble fractions (Viarengo and
Nott, 1993). In the present work, Cd is quantified in the insoluble fraction because the
distribution of metals among cytosolic fractions may be modified after the heat
denaturation (Bradigand and Berthet, 2003).

In studied clams, the MDA levels were only elevated in the digestive glands,
indicating a bioaccumulation of contaminants. Indeed, the gills have been noticed as a
short-time storage organ, whereas absorption through the digestive gland leads to an
accumulation of toxic metals for a longer time (Amiard et al., 1989).

Interestingly, the digestive gland plays an important role in heavy metal metabolism,
in particular the digestive cells have a developed lysosomal vacuol system, which seems
to be involved not only in the digestive process but also in the accumulation of lipofuscin
granules, which may trap heavy metal cations, thus contributing to their detoxication
{Viarengo, 1989).

The results presented in this work demonstrate the exposure to cadmium stimulate
lipid peroxidation in digestive glands of Ruditapes decussatus, as shown by the increased
MDA concentration in this organ of the metal-exposed animals. Increased levels
of MDA following Cd exposure have been reported in some other bivalve studies
(Couillard et al., 1995; Cossu et al., 2000; Géret et al., 2002) but this type of response
cannot be generalised, since other researchers have failed to detect such increases
(Viarengo et al,, 1990; Thomas and Wofford, 1993; Venugopal et al., 1997; Reddy,
1999). Cadmium could provoke the degradation of cellular membranes through two
pathways. First, we know that MT is an antioxidant that can be bound by Cd after
exposure and that the binding of Cd to this antioxidant would interfere with its capacity
to protect against oxidative stress (Christie and Costa, 1984). Second, Cd readily
interacts with the ubiquitous sulphydryl groups of amino acids, proteins and enzymes.
The replacement of essential metals such as Cu and Zn by non-essential metals such as
Cd would tend to change the conformation of antioxidant enzymes and affect their
activity (Hamilton and Mehrle, 1986). That is why the increasing of MT detected
in the gills and digestive glands of metal exposed clams (Ruditapes decussatus)
was not followed by a decreasing of MDA levels. The same results were observed by
Bebianno et al. (2005).

The increase of metallothionein levels after Cd exposure provides evidence for the
induction of this protein in the clams exposed to this non-essential metal, confirming the
work on this species (Bebianno et al., 1993), on Mytilus edulis (Bebianno and Langston,
1991} and on M galloprovincialis (Bebianno and Langston, 1991). These results suggest
that metallothioneins are involved in the accumulation and in the elimination of cadmium
from the gills and digestive gland.

Metallothioneins have been identified in the digestive gland {Viarengo et al., 1985)
and gills (Roesijadi and Klerks, 1989) of the bivalves. In all, the studied species, MT
concentrations were higher in the digestive gland than in the gills (Amiard et al., 2005),
including Ruditapes decussarus.

Different methods have been developed for MT evaluation like the polarographic
{Dabrio et al., 2002) and the colorimetric methods (Viarengo et al., 1997). For the MT
analysis, some authors used the polarographic method afier heat denaturation of the
cytosolic fraction (Bebianno et al., 1994 Smacui-Damak et al., 2004}, Others used
the colorimetric method after solvent precipitation during the fraction preparation
(Viarengo et al., 1999).
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Géret et al. (1998) showed that MT amounts were significantly lower using solvents
in comparison with heat denaturation in gills of M. edulis. This observed difference could
result from the coprecipitation of MTs with hydrophobic compounds during the first
addition of solvents. Alternatively, MTs could have remained in the last supernatant
after the second ethanol addition together with highly hydrophilic compounds.
The chromatographic profiles showed the presence of MT-I1 and MT-II (which can be
analysed by the colorimetric method) in the heat-stable fractions.

So, to compare the polarographic and the colorimetric method, the second method
was combined 1o the heat denaturation for MT quantification in the gills of R. decussatus.
The results were compared with those obtained using the polarographic method with heat
denaturation during the fraction preparation.

The results showed that MT concentrations obtained by the polarographic method are
higher than those obtained by the colorimetric method. And that MTs’ variation over
months was detected by the polarographic method and was masked with the colorimetric
method.

It seems that the polarographic method is more sensitive than the colorimetric one.
And in order to determine the MT variations over months, it is better to use the
polarographic method. Nevertheless

o the variation of MTs levels was also detected by the colorimetric method

e after the cadmium exposure, the increase of MT concentrations was showed using
the colorimetric method

» which can be used as a tool for MT quantification in biomonitoring programmes
(Viarengo et al., 1997, 2000a). .

So, if the purpose is the detection of the MT variability, it is more suitable to use the
colorimetric method combined with the heat denaturation in order to avoid the loss of the
MTs,

The present study showed that the Cd, MTs and MDA levels are highly affected by
the metal concentration factor but not affected by the sex factor.

Hamza-Chaffai et al. (1999) showed that the sex factor did not affect metal
concentrations in the digestive gland of R. decussatus. Nevertheless, important
differences in metallothionein levels linked to sex were observed during July (spawning
period in females). For the other months, the reproductive state for male and female
was nearly the same, leading to less variability in MT levels according to the sex.
Smaoui-Damak et al. (2004) showed that the MTs” concentrations are not affected by the
sex factor.

In this work, sample collection was carried out in December; so we can explain the
absence of variation of MTs, Cd and MDA levels with sex (sexual rest).

5 Conclusion

In Tunisia, Ruditapes decussatus constitute an interesting bioindicator of metal
contamination and an adequate material for biomonitoring based on biomarkers. In order
to validate the use of some biomarkers, we need to combine both in situ and in vivo
experiments. In situ studies have the advantage of reflecting the reality of field, but in
vivo experiments are necessary to understand some induction mechanisms. Moreover, in
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order to make molecular studies and gene expression of metallothionein in field condition
levels that are generally low is why contamination experiments allow induction.
The present work evidenced the effect of two doses of cadmium contamination on MTs
and MDA levels with respect to the organ distribution and variations linked to dose
and sex.

For metallothionein quantification, the colorimetric method was combined to the heat
denaturation in order to avoid the loss of MTs and the results were compared to those
obtained by the polarographic method. It seems that the polarographic method is more
sensitive than the colorimetric one. Nevertheless, the use of the colorimetric method
could be also recommended for biomonitoring purposes owing to repeatability and
low cost.
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Abstract The present study was designed to detect in situ
effects of cadmium on marine organisms Cerastoderma
glaucum from the gulf of Gabés (Tunisia). Six sampling
stations were chosen: one site, relatively far from known
local source of pollution, was considered as uncontami-
nated site and five sites clearly exposed to anthropogenic
impact. Metallothionein like protein (MTLP) and sub-cel-
lular metal partitioning were measured in cockles
(C. glaucum) gills and digestive gland. Various biomarkers
were also measured, including malondialdehyde (MDA) in
the digestive gland and acetylcholinesterase activity
(ACHE) in the remainder. The health status of the cockles
was assessed by using the condition index (CI}. Significant
differences between sites were noted for Cd concentrations,
(CD) and also for the three studied biomarkers. Significant
higher biomarkers response was measured in cockles from
stations located in the northern part of the gulf, which are
exposed directly to industrial and urban effluents, whereas
the response of most biomarkers was minimal at the ref-
erence station. Positive and significant correlations were
observed between MTLP and Cd concentrations in the
digestive gland and in the gills. However, it must be noted
that these correlations were more significant in the diges-
tive gland, suggesting that compared to the gills, the
digestive gland of C. glaucum is more suitable for moni-
toring metal pollution, The subcellular distribution of Cd
showed that the soluble fraction was the major compart-
ment for Cd storage, a pattern which is due to the role of
MTLP in Cd detoxication. But at the most contaminated
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site (EH), cadmium in the digestive gland was preferen-
tially accumulated in the insoluble fraction (P1) suggesting
that the MTLP capacity in binding metals was not suffi-
cient to avoid the binding of Cd to the insoluble fraction.
Furthermore, the MTLP concentrations in the cockles from
this site are lower than expected. So in highly polluted
sites, MTLP in C. glaucum should not be used as a useful
biomarker for metal pollution. The lipid peroxidation as
presented by malondialdehyde levels, and MT-like protein
concentrations increased in cockles exposed to cadmium
contamination. We can, therefore, hypothesize that Cd
could induce MTLP synthesis and MDA increase. While
ACHE had distinct and specific pattern showing that cad-
mium is not the only factor of the inhibition of
cholinesterase activity. There are other polluting inputs
engendering this inhibition.

Keywords Acetylcholinesterase - Cadmium -
C. glaucum - Condition index - Malondialdehyde -
Metallothionein like protein - Subcellular distribution

Introduction

The gull of Gabés area (South eastern part of Tunisia) is
known Lo be very rich in aquatic resources and it represents
an important economic interest. This area is also influenced
by anthropogenic inputs associated with a considerable
demographic growth. Many industrial activities such as
crude phosphate treatment, chemical industry, tannery,
etc...release in the marine environment their effluents
containing pollutanis such as toxic metals {Illou 1999; Zairi
and Rouis 1999; Serbaji 2000; Hamza-Chaffai et al. 2000,
2003). Moreover, cadmium is discharged from crude
phosphate treatment plants located in the studied area
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(Sfax, Skhira and Gabés) (Fig. 1). Monitoring studies in
our laboratory showed that cadmium is one of the most
important contaminant (Hamza-Chaffai et al. 1995; 2000,
2003: Smaoui-Damak et al. 2003).

The major fraction of trace metals introduced into the
environment is found to be associated with the bottom
sediments (Illou 1999) constituting a potential danger for
both autotrophic and hetetrophic benthic organisms,
Among benthic species, bivalves are characterised by their
very high bioaccumulation capacities of heavy metals
present in the water or sediment and thus are considered as
polhition bioindicators (Phillips 1990}.

Several monitoring studies of environmental metal
pollution in the gulf of Gabes are based on measuring the
level of selected metal in the whole organism or in
respective organs (El Menif-Trigui 1995; Chouba et al.
1998; Smaoui-Damak et al. 2003; Machreki-Ajmi and
Hamza-Chaffai 2006). However, measuring only the metal
content does not give information about its effect at the
subcellular level. Therefore, the evaluation of the bio-
chemicai biomarkers in marine organisms may be useful in
assessing chemical exposure and in predicting the potential
detrimental effect induced by different contaminants in this
area. Some studies about pollution and biomarkers were
devoted to some bivalves such as the clam Ruditapes
decussatus (Hamza-Chaffai et al. 2000, 2003; Smaoui-
Damak et al. 2003, 2004). However there are no studies

Fig. 1 Geographical location of
the sampling stations in the gulf
of Gabés. SM = Sidi Mansour;

EH = EL Hofra; GS = Gargour
Souissi; RU = Ras Ungha;

SK = Skhira; Kr = Kerkennah;

{A): crude phosphate treatment

plant

_@_ Springer

about the cockle C. glaucum. This species was validated in
previous studies as a biomonitor organism showing corre-
lation between site contamination and metal accumulation
(Szefer and Szefer 1985; Szefer and Wolowicz 1993;
Arjonilla et al. 1994; Szefer et al. 1999, Machreki-Ajmi
and Hamza-Chaffai 2006). Moreover, C. glaucum lives in
the superficial sediment, and together with R, decussatus
could provide a couple of bivalves for pollution biomoni-
toring along Tunisian coasts. The lack of information about
the usefulness of biomarkers in C. glaucum as powerful
tools to detect the exposure and biological effect of marine
pollution justifies the importance of this study.

The present work aims to characterize the biochemical
response of C. glaucum to in situ cadmium contamination.
A multi biomarker approach was used: MT-like protein
(MTLP) in digestive gland and in the gills, malondialde-
hyde (MDA) in the digestive gland and acetylcholinesterase
{AChE) activity in the remainder. Determining metatlothi-
onein like protein concentrations can be a suitable
monitoring procedure for assessing metal contamination in
the marine environment (Carpené 1993; Amiard and
Cosson 1997; Cosson and Amiard 1998; Langston et al.
1998; Cosson 2000; Hamza-Chaffai et al. 2000, 2003).
Malondialdehyde was also measured as reflecting metal
effect on the state of lipid peroxidation of the membrane
(Hamilton and Mehrle 1986; Hamza-chaffai et al.

2003). Acetylcholinesterase activity which is known to be
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inhibited by the presence of organophosphorus compounds
and carbamates is considered an exposure biomarker for
these substances (Galgani and Bocquené 1989). Some
others studies demonstrated that acetylcholinesterase is also
inhibited by heavy metals in various organisms (Bocquené
et al. 1997), in mussels (Najimi et al. 1997) and in clams
(Hamza-Chaffai et al. 1998). In addition to these data on
chemical bioaccumulation and biochemical effect, the
impact on organisms was also assessed using a general
index, the condition index, which reflects the physiological
status of the studied animals.

As far as we know, no previous in situ study dealing
with biomarkers in C. glaucum has been reported, It seems
important to test if the spatial variability in biomarkers
responses would reflect any significant trend of contami-
nation impact and to validate the usefulness of biomarkers
in the C. glauwcum to in situ contamination monitoring.

Materials and methods
Studied area

Cockles C. glaucum were collected at six sites along the
gulf of Gabés. Sampling sites were not necessarily
selected on the basis of specific source of pollution, but
rather represent an exploratory investigation of the large-
scale variability in the level of contaminants along the
studied littoral, Stations of Sidi Mansour (SM), EL Hofra
(EH) and Gargour Souissi (GS) were located in the
northern part of the gulf (Fig. 1). (SM) and (EH) stations
are urban and industrialized areas with variable degrees of
organic and metallic pollution in their marine ecosystems
(Illou 1999; Serbaji 2000). Station (EH) is considered as
one of the most metal contaminated sites in the gulf of
Gabés (Machreki-Ajmi 2002; Smaoui Dammak et al.
2003) due to the intense industrial activity in this area,
and the presence of the stock of phosphogypsum which
represents the main source of cadmium contamination.
The site of (GS) is not directly associated with punctual
sources of pollution but is located at 7 km to the south of
(EH) station. It could then receive contamination by the
marine streams carrying pollution from the north to the
south. Stations of Skhira (SK) and Ras Ungha (RU) are
located in the southern sector of the gulf of Gabes. (SK)
station is adjacent to the industrial complex of Skhira.
However (RU), which was chosen as a reference site, 1s
relatively far from known local source of industrial and
urban pollution. The sixth site in Kerkannah islands (Kr)
is located 20 km of the coast of Sfax (Fig. 1). This area
supports an intense fishing activity and an important
petroleum plant.

Bivalve collection and disseclion

In each site, C. glaucum 29-32 mm (n = 15) were col-
lected near the low water level during ebb tide in February
2001. At the time of sampling, water temperature varied
between 15.7 and 17.7°C; the salinity ranged between 39
and 41.5%o. The cockles’ samples were immediately placed
in coolers chilled with ice (T = —4°C) for transport to our
laboratory. There, each animal was measured (Shell length
in mm) and weighed [total mass (g) and wet weight soft
tissue (g)] to determine its condition index (CI = {wet
weight soft tissues/total mass) *100). Cockles were then
rapidly dissected; gills and the digestive gland were dis-
sected and weighed. The digestive gland of each animal
was divided in two parts. One part was used for malondi-
aldehyde quantification. The other part along with the gills
were analyzed for metallothioneins and sub-cellular parti-
tioning. Acetylcholinesterase activity was determined
using the remainder (foot, mantle, adductor muscles and
siphons).

Metal and metallothioneins analysis
Fraction preparation

The digestive gland and gills of each specimens were sepa-
rately analysed (n = 15). The tissues were homogenized in
ice-cold 50 mMTris with 4.4 mM f-mercaptoethanol buffer
adjusted to pH 8.6. The ratio of Tris solution to the fresh
tissue mass was 4 mt/g. The homogenates were submitted to
a 10-min sonication in order to break the cell membrane and
release the remaining metals, and they were centrifuged
(25,000g, 60 min, at 4°C). The supernatants (S1) were sep-
arated from the pellet (P1), heat denatured (80°C for 15 min)
to precipitate the heat sensitive compounds, and subse-
quently centrifuged (20,000g, 30 min, at 4°C).

Metallothionein like protein analysis

MT-like protein (MTLP) concentrations were measured by
spectrophotometric determination of S-H groups using
Ellman's reagent, according 1o the procedure of Viarengo
et al. (1997). The heat stable fractions (the supernatant of
the second centrifugation) of gills and of digestive gland
were added to 4.2 ml of 0.43 mM DTNB in 0.2 M phos-
phate buffer. The concentration of reduced sulfhydryls
was evaluated by reading the absorbance at 412 nm by
using glutathione (GSH) as a reference standard. The
results were expressed as concentration of MTLP {mg/g of
fresh tissue).
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Metal analysis

The soluble (S1) and insoluble fraction (P1) were digested
with suprapure nitric acid at 80°C for 7-8 h (1 ml nitric acid
per 0.5 ml cytosol and 1 ml nitric acid per 0.5 g pellet). The
volume was then adjusted to 3 ml with deionised water. The
cadmium level was then analyzed in the acid solution by
flameless atomic absorption spectrophotometry using the
Zeeman correction. Internal quality controls were based on
the analysis of Cd in standard reference materials (mussel
tissue, SRM-2976) from the National Institute of standard and
technology. Data obtained were 0.75 £ 0.12 ug g~ com-
pared with a certified value of 0.82 4 0.16 pg g

Malondialdehyde analysis

Malondialdehyde determination was carried out in the
digestive gland using the colorimetric method (Sunderman
et al. 1985) which is based on the reaction of thiobarbituric
acid with MDA, Malondialdehyde levels were estimated at
532 nm using 1,1,3,3-tetraethoxypropane as a standard. The
concentration of lipid peroxidation in the digestive gland is
expressed as pM of MDA per gram of fresh tissues.

Acetylcholinesterase analysis

For acetylcholinesterase measurements, the tissues (foot,
mantle, adductor muscles and siphons) were homogenized
in phosphate buffer (0.1 M, pH = 7.4) at a ratio of 3 ml of
buffer for 1 g of tissues. The homogenate obtained was
then centrifuged at 9000 g for 20 min at —4°C. An aliquot
of the supernatant was used for measuring AChE according
to Ellman method (Ellman et al. 1961) modified for mi-
croplate reading by Bocquené and Galgani (1998). The
extracts were incubated in the presence of acetylthiocho-
line iodide as substrate and 5,5 -dithiobis-2-dinitrobenzoic
actd (DTNB). The reaction was carried out at 23°C and the
absorption was measured by a spectrophotometer at
412 nm. The enzymatic reaction rate was quantified against
a blank without substrate for each activity measurement. A
second blank was performed withoul sample Lo substract
the spontaneous hydrolysis of the substrate. AChE activity
is expressed as nmol of the product developed per minute
and per mg of proteins. The quantity of protein present in
the homogenate was determined according to the methods
of Bradford (1976) at 595 nm, using bovine serum albumin
(BSA) as a reference standard.

Statistical analysis

Differences in condition index (Cl), cadmium and bio-
markers concentrations between cockles originating from
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the six sites were evaluated by an analysis of variance {one-
way ANOVA) with significance level of 0.05 using the
program SPSS software. Normality and homogeneity of
variances were verified and a parametric one-way analysis
(ANOVA) was performed on data. A Tukey test for a
normal distribution was used.

Results
Metal in digestive gland and gills

Cadmium concentrations analyzed in the digestive gland
and in gills at different sites are presented in Fig. 2. The
cadmium (S1 + P1) distribution in the digestive gland and
in the gills followed the same spatial variation and were
area-dependant (ANOVA, p < 0.05). The cockles from El
Hofra (EH) presented the highest cadmium concentrations
with a significant difference with the other sites (Tukey
test, p < 0.05). Relatively high Cd concentrations were
observed at Sidi Mansour (SM) site. Intermediate levels
were recorded at the stations of Gargour Soussi (GS) and
Skhira (SK). However the significant lowest concentrations
were observed at Ras Ungha (RU) and Kerkennah (Kr)
(Tukey test, p < 0.05).

In the contaminated sites (EH, SM, GS and SK} the
digestive gland accumulated more cadmivm than the gills.
The ratio digestive gland/gills was higher in the most
contaminated site (EH) than the other sites.

Distribution of cadmium concentration between soluble
(S1) and inscluble (P1) fractions

Metal concentrations were compared in two {ractions:
the insoluble fraction (P1} and the soluble fraction (S1)

29 Cadmium (S1+ P1)
1.8 A

16 | 4

W OCd (DG)
1,4 4 s .

; 0OCd (Gills)
1,2

1]
08| B
0,6 -
04 1 |
0’2 |

0

Cd (S1 + I’1) pg/g wet wt

SM  EH

Fig. 2 Spatial variation of the Cd concentrations (51 + PL) (ng/
g wet wt) (confidence intervals at 95% level) in the digestive gland
(DG) and in gills of cockle (C. glaucum) collected at differcnt sites
(7 = 15). Sites with the same superseript indicate that they did not
differ significantly at 5% level (Tukey test)
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containing MT-like protein (Fig. 3A). In the two studied
organs (digestive gland and gills) The soluble fraction was
the major compartment for the cadmium storage, except in
cockles from (EH) in which the insoluble fractions of the
digestive gland accumulates 60% of total cadmium. The
relationship between cadmium concentrations in the solu-
ble (S1) or insoluble (P1) fractions and total cadmium
concentrations (S1 + P1) is shown in Fig. 3B. Positive
correlations between cadmium concentrations in (S1) or
(P1) fraction versus Cd (S1 + P1) were present. In the gills
the highest correlation coefficient s obtained for the sol-
uble fraction. In the digestive gland equivalent correlation
coefficients were obtained for the two fractions. But the
highest slope is observed for the insoluble fraction. In fact,
when the cadmium contaminations in the digestive gland
increase, the metal was incorporated into both (S1) and
(P1) fractions. But, when the total cadmium concentrations
became higher than 1 pg g~! wet weight, the cadmium
will be preferentially accumulated in the insoluble fraction
(P1).

Metallothionein like protein variation in the two organs

MT-like protein concentrations (mg g™ " wet weight) in the
digestive gland and in the gills of C. glaucum collected in
different sites are presented in Fig. 4A. Compared to the
gills, the digestive gland of cockles collected from different
sites presented higher MTLP concentrations, except for

Fig. 3 (A) Percentages of Cd in A
the soluble (§1) and insoluble
(P1) of digestive gland (DG)
and gills of cockles

(C. glaucum) collected from
different sites {confidence
intervals at 95% level). (B) The
relationship between
concentrations of S1 or P1 Cd
and total Cd (Si + P1) in the
digestive gland (DG} and in the
gills of the studicd species

Cd (%) (DG)

cockles from (EH) in which no significant differences were
observed between MTLP concentrations in the two organs.

The MT-like protein concentrations in the digestive
gland and in the gills followed the same spatial variation.
Significant differences among sites (ANOVA, p < 0.05)
were proved. The minimum value was found in the refer-
ence site (RU), significantly lower than the other sites
(Tukey test, p < 0.05) followed by station (5K). The sig-
nificant high concentrations were observed in station (SM),
(EH), (GS), and (Kr) {Tukey test, p < 0.05) without any
significant difference. In these urban and industrialized
sites, MTLP concentrations were 2-fold higher than those
in cockles from the reference site (RU).

MTLP were correlated to metal concentrations in the
soluble fraction (S1). Correlation results and significance
are presented in Fig. 4B. Significant relationships were
found between cadmium and MTLP in the digestive gland
and in gills. The correlation was more significant in
the digestive gland (r significant at 99%) than in the gills
(r significant at 95%).

Variation of MDA concentration in the digestive gland
according to sites

The malondialdehyde (MDA) concentrations in the diges-
tive gland of cockles C. glaucum from different sites are
presented in Fig. 5A. The analysis of variance revealed
a spatial variation of MDA concentrations (ANOVA,
p < 0.05). Cockles from (EH) and (Kr) have the highest

(C. glawcum) (r significant at EN Gs

99%, n = 88)
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Fig. 4 (A) Spatial variation of
MTLP (mg/g wet wt) and Cd
(S1) (ng/g wet wt (confidence
at 95% level) in the digestive
gland (DG) and in the gills of
cockle (€. glaucum) collected
from different sites {n = 15).
Sites with the same superscript
indicate that they did not differ
significantly at 95% level
(Tukey test). (B) MTLP
concentrations versus Cd
concentrations in the soluble

(MTLP) mg/g and Cd (S1) pg/g wetwt  I»

SM EH

GS RU SK

fraction in the digestive gland

[MTLP(DG) EMTLP (Gills) BIS1(GD) 05 1(Gills) |

and in the gills of C. glaucum (r
significant at 99% for digestive
gland and significant at 95% for
the gills, n = 84)
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levels of lipid peroxidation in their digestive gland (Tukey
test, p <0,05) with MDA concentrations reaching,
respectively, 204 and 226 pmol ¢! wet weight compared
with 112 pumol g~' wet weight in the digestive gland of
cockles from the control site. Except (Kr) site, the MDA
distribution in the studied sites followed the same spatial
variation of Cd concentrations.

The relationship between MDA and total Cd concen-
trations in the digestive gland (51 + P1) (Fig. 5B) is
described by the equation: [MDA] = 26.91x + 134.91.
Significant relationships were found between MDA and Cd
concentrations in the digestive gland, (r significant at
95%).

Variation of AChE activity in the remainder according
to the different sites

The acetylcholinesterase activities in the remainder of
cockles C. glaucum collected from different sites are pre-
sented in Fig. 6. Spatial variation of AChE activity was
shown (ANOVA, p < 0.05). Compared to the other sites,
the significant higher inhibition of cholinesterase activity
was observed in both (SM) and (GS) sites, followed by
(EH} (the highest cadmium contaminated site) (Tukey test,
p < 0.05). It seems that cadmium is not the only factor of
the cholinesterase activity inhibition. There are other pol-
luting inputs causing this inhibition.

Fig. 5 (A} Spatial variation of A 3 a aT 0 B 350 ¥ = 26.91x + 134.91
MDA concentration (confidence JJ:— r=0.26
at Y5% level) in the digestive 254 XL . = 300 ‘: .
gland of cockles (C. glaicum) ® 22 1504 ¢
collected from different sites FRE F F . g *e *
b be B B a0 .

(1 = 15). (B) MDA % s F M

" 3 L5+ [ = E * S
concensrations versus total Cd = Sz 150 *
concentrations in the digestive S o1 é: g 100 | )‘
gland of C. glancum (r = £ = et Yoo
significant at 95%, n = 87). T 0,5 50 *
Sites with the same superscript = f
indicate that they did not differ 0 e 0 o 0 05 1 L5 2 26
significantly at 95% level $M EM G5 RU SK Kr -

) . Cd (81 + P1) pp/yr wetl wt
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Fig. 6 Spatial variation of AChE (nmol/min/mg Prot) in the
remainder of cockles (C. glaucum) collected at different sites

(n = 15). Sites with the same superscript indicate that they did not
differ significantly at 95% level (Tukey test)

Variation of condition index according to sites

Condition index (CI) values are shown in Fig. 7. Cockles
from (RU), (Kr) and (SM) generally had the highest (CI). A
decrease in the (CI) values in the other sites was observed.
This decrease being greater in the cockles from (EH) and
(GS) sites (Tukey test, p < 0.05). There was a trend of
highly contaminated cockles (EH) showing the lowest
condition index.

Discussion

The present work resulting from a field study is based on
C. glaucum as a bioindicator and MT-like protein, mal-
ondialdehyde and acetylcholinesterase activities as
biomarkers of metal contamination. MT-like protein and
cadmium concentrations were analyzed in the digestive
gland and in gills. Significant and similar pattern of
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Fig. 7 Spatial variation of condition index (CI) (confidence at 95%
level) in cockle (C. glaucum) collected from different sites. Sites with
the same superscript indicate that they did not differ significantly at
95% level {Tukey test)

variation between sites were observed for the two studied
organs. When compared to the control site, the cockles
from (SM), (EH), (GS) and (SK) stations were under a
severe anthropic influence, showing high Cd concentra-
tions. The cadmium concentrations in the digestive gland
of cockles collected from the corresponding polluted sites
displayed approximately twice to eight times the content of
those from the reference site (RU). The cadmium content
of the cockles from (EH) exceeds the maximum permitted
levels according to the FDA regulation (FDA 1993). The
highest levels of Cd in this site could reflect a more
important source of Cd input in this area. In fact, EH site
received anthropogenic contaminants from several sources,
especially the stock of phosphogypsum which represents
the main source of metal contamination especially cad-
mium. Furthermore, it has been shown that the surface
sediment of this area was highly contaminated with toxic
metals (Illou 1999; Abdellaoui and Jaballi 2005). In SM
station, the diversity of the industrial activities mainly
painting, plastic plant as well as the agricultural activities
¢ould be a major source of cadmium. However, GS station
which is located at 7 km to the south of EH station receive
Cd contamination by the marine streams carrying pollution
from the northern (SM and EH) to the southern part of the
gulf. The relatively high Cd concentrations observed in SK
is mainly explained by an important plant transforming
crude phosphate and discharging cadmium in its effluent.

When comparing the two organs, the digestive gland
seems to accumulate more cadmium than the gills and
shows higher MT-like protein concentrations. This could
be due to the different physiological roles of the organs.
The gills have been noticed to be a storage organ for a short
time, whereas absorption through the digestive gland has
led to an accumulation of toxic metals for a longer time
(Amiard et al. 1989). In the digestive gland, correlations
between MTLP and Cd were positive and significant at
99%. In gills the significant and positive correlations
between MTLP and Cd were at 95%. These findings sug-
gest that compared to the gills, the digestive gland of
C. glaucwm is more suitable for monitoring metal
pollution.

Concerning metal distribution, metal quantities associ-
ated with the soluble fraction containing MT-like protein
were higher than the insoluble fraction. However, at the
most contaminated site (EH), the insoluble fraction of the
digestive gland bound much more cadmium than the sol-
uble fraction {containing MT-like protein). Moreover,
when concentration of total Cd (S1 + P1) in the digestive
gland rose above 1 pg/g wet weight, they coincide with the
predominance of the Cd in the insoluble fraction compared
to soluble fraction (Fig. 2A). This means that MTLP can
bind only a limited fraction of metal and that the rela-
tionship between MTLP and metal levels is relevant only
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up to a certain degree of metal contamination. In fact, the
significance of the insoluble fraction is mot well estab-
lished. However, according to Sokolova et al. (2005) the
association of cadmium with the insoluble fraction (con-
taining organelles) could be accompanied by high
organelle specific Cd concentration that can be sufficient to
cause dysfunction of such metal-sensitive organelle as
mitochondria and lysosomes.

Compared to SK station (Fig. 4A) the significant
increase in Cd concentrations in the soluble fraction of the
digestive gland of cockles from SM was accompanied by a
significant increase in MTLP concentrations. It is not the
case for cockles from EH in which MTLP concentrations
are lower than expected. In fact, the soluble fraction
include both low molecular weight (metallothioneins) and
high molecular weight compounds (containing enzyme}, so
cadmium could probably bind to the high molecular pro-
teins in digestive gland of cockles from the more
contaminated site. The “spillover” of metals onto high
molecular proteins is observed in a number of marine
organisms as metallothioneins proteins become saturated
(Langston and Zhou 1986; Hamza-Chaffai et al. 1997).

Despite the limited capacity of the detoxication function
of MT-like protein in the most contaminated site (EH),
result obtained for the other sites indicated the normal
cytosolic distribution of Cd which is found in the soluble
fraction containing MTLP suggesting the important role of
these proteins in metal regulation. Moreover, the relation-
ship between Cd and MTLP was relevant for both digestive
gland and gills. Relationship between metallothioneins
levels and cadmium concentrations was also proved in a
natural population of Anrdonta grandis (Couillard et al.
1993), Crassostrea gigas (Mouneyrac et al. 1998) and for
the clams Ruditapes decussatus collected from the same
area (Hamza-Chaffai et al. 2000, 2003). Roesijadi (1992,
1996) has reviewed and suggested that the use of metal-
lothioneins in assessing the status of exposed aquatic
invertebrates may be the most suitable with cadmium due
to the specificity in the response, the non essential role of
cadmium in biological process, and the normally low
concentration of Cd in tissues. Bebianno and Machado
(1997) have proposed that measurement of metallothione-
ins concentrations in biomonitors can provide an accurate
indication of sublethal environment increases in metal
contamination. Moreover, metallothioneins may be useful
in predicting metal toxicity in aquatic organisms because
cellular toxicity may result after metal binding capacity of
metallothioneins is exceeded and associated with the stress
response in aquatic organisms (Cattani et al. 1996; Tort
et al. 1996).

The two biomarkers of damage malondialdehyde
{MDA) and acetylcholinesterase activity (AChE) are not
specific to metal contamination as it was mentioned for
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MT-like protein, but they would represent an integrative
response to the impact of multiple toxic effects.

The concentrations of malondialdehyde (MDA), a break
down product of the oxidative degradation of cell mem-
brane lipids, increased along the metal gradient and this
increase was positively correlated with digestive Cd con-
cenirations. Increased levels of MDA following Cd
exposure have been reported in other species of bivalves
(Cossu et al. 2000; Giguére et al, 2003).

The comparison of all studied sites, except Kerkannah
station, showed that the lipid peroxidation as presented by
malondialdehyde levels and MT-like protein concentra-
tions increase in cockles exposed to cadmium
contamination. We can, so, hypothesize that cadmium
could induce MTLP synthesis and MDA increase. These
results are in agreement with previous studies (Bebianno
and Serafim 1998; Geret et al. 2002, 2003).

Metallothioneins have a known role in metal uptake,
transport, storage and excretion (Roesijadi 1992). These
proteins seem also to have a protective role against oxi-
dative stress (Viarengo et al. 2000; Cavaletto et al. 2002)
by acting as oxy-radical scavengers and through metal
binding/release dynamic mechanisms (Langston et al.
1998). In the present work increasing of MT-like protein
detected in digestive gland of metal exposed cockles was
not followed by a decreasing of MDA levels. This is could
be explained by the fact that cadmium could interact with
the ubiquitous sulphydryl group of amino acids, proteins
and enzymes. The replacement of an essential metal such
as copper (Cu) and zinc (Zn) by non-essential metal such as
cadmium would tend to change the conformation of anti-
oxidant enzymes and affect their activity (Hamilion and
Mehle 1986).

The high level of MDA and MTLP in cockles from
Kerkannah seemed to be unusual because this site had the
lowest concentration of cadmivm. In addition, the cholin-
esterase activity measured in the remainder tissues of
cockles collected from this site seems to be inhibited
compared to these from the reference site (RU). We could
then hypothesize that cockles from Kerkannah which
appeared not contaminated by cadmium could have been
exposed to some other toxic chemicals.

Acetylcholinesterase (AChE) is an enzyme invelved in
the synaptic transmission of nerve impulses and is inhibited
by neurotoxine compounds like orgonophosphate and car-
bamate. The responsiveness of AChE inhibition to other
chemicals such as heavy metals has also been acknowl-
edged (Bocquené et al. 1997; Najimi et al. 1997; Hamza-
Chaffai et al. 1998; Guilhermino et al. 1998). According to
our study, AChE activity was significantly inhibited in the
sites located at the northern part of the gull (EH, SM and
GS) which is often under urban and industrial effluents
(inputs include municipal waste water treatment plant
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discharge, industrial discharges including those of phos-
phogypsum treatment, inputs of untreated surface runoff).
These inputs bring a vast array of pollutants and among
them more trace metals than organophosphorus com-
pounds. Moreover, the frequency and severity of metal
contamination in water, sediment and biota in this part of
the gulf is well documented (Zairi and Rouis 1999; Illou
1999; Serbaji 2000; Hamza-Chaffai et al. 2000, 2003;
Abdellaoui and Jaballi 2005). The inhibiting effect of
metals on AChE activities has been widely investigated in
clams (Hamza-Chaffai et al. 1998), mussels (Najimi et al.
1997) and in other marine organisms such as fish (Flam-
marion et al. 1996; Bocquené et al. 1997). Heavy metals
and particularly copper have a pronounced preference for
sulfur group and may therefore inhibit enzyme by binding
to the SH residues of proteins (Viarengo 1989).

As we have chosen calibrated cockles, comparing the
condition index can provide information about the health
status of cockles and the trophic state of the studied sites.
The condition index (CI} also declined significantly in
response to increased cadmium exposure. The heavily
contaminated cockles EH showed the lowest condition
index, supporting the fact that the toxic effect of cadmium
may affect the condition index. It is well known that the
condition index may vary with food availability and diet
quality (Mougraud et al. 2002). CI variations were clearly
indicative of changes in tissues mass. Therefore, the rela-
tively high CI values of the cockle from SM and Kr (high
contaminated sites) were probably related to the abundant
organic matter in water. According to Widdows et al.
(1997) the detrimental effects of toxicants on the growth of
mussels living in the more polluted inner sites may be
partially offset by the positive effects of eutrophication and
the higher food/ration levels at sampling site,

From the present study it is apparent that C. glaucum
can yield a significant level of variation in the different
biomarkers presumably as a result of variable levels of
contamination and posses the requisites to be used as a
bioindicator for metal pollution monitoring programs in the
gulf of Gabés. MT-like protein in the digestive gland and in
gills of C. glaucum can be used as useful biomarkers for
metal contamination only if its binding capacity is not
exceeded. Nevertheless, in these conditions, the soluble
fraction (containing MT-like protein) and the insoluble
fraction (containing organelles) should be deeply
investigated.

Despite the important implication of this work in the
development of biomarkers for heavy metal pollution,
research work is still required to understand the mechanisms
of toxic effect of metals, and the implication of these bio-
markers in contamination and decontamination processes.
Further studies, focused on transplanting and caging these
organisms at several sites of interest, will prove to be crucial

in determining whether cockles C. glaucum are capable of
being a genuine bicindicator of environmental risk.
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RESUME

Ce travail consiste a étudier dans une premiérepar répartition spatiale du cadmium dans uneszon
exposée a la pollution ainsi que I'évaluation dmact écotoxicologique de cette contamination par
I'étude de quelgues biomarqueurs tels que les ho@tminéines (MTs), le malonedialdéhyde (MDA) et
I'acétylcholinéstérase (AChE) au niveau d'un orgareé bioindicateur Gerastoderma glaucum). Les
principaux résultats obtenus montrent que le sfark EI Ain » est largement contaminé par le cadm

et que cette contamination n’est pas stagnante ellaisnigre principalement vers le sud par les aotg

de direction nord-sud. Les variations des tenenrbiemarqueurs étudiés reflétent I'état alarmantete
écosystéme. Une biosurveillance est désormaispedsable. Pour survivre dans de telles conditions,
pouvait se demander si les organismes ont déveldpp systémes adaptatifs particuliers tels que «le
systeme métallothionéine ». Nous avons donc engrape étude dont le but est de cloner TADNc cadan
pour la MT chez deux espéces largement réparties ldagolfe de Gabés qui s@@rastoderma glaucum

et Ruditapes decussatus. Contrairement &. decussatus, aucune étudm vivo n'a été réalisée sur la coque
C. glaucum et par conséquent aucune information n'a été dibp®concernant les conditions d’'induction
du géne métallothionéine chez cette espéce. tiddac nécessaire de déterminer les conditionsnafdis
d’'induction du géne MT chegZ. glaucum avant d’entamer notre étude moléculaire. Dans oititde
préliminaire, les animaux ont été exposés a dasertrations différentes de Cd¢b0, 75, 100 et 150
pg/l) durant 5, 10, 15 et 20 jours. Les résultatsldsage des MTs, des protéines, du MDA ainsi gue |
test de stress on stress, ont montré qu'une eigosia 50 pg CdGHI durant 15 jours entraine une
induction maximale de synthése des MTs sans tress&r I'animal. Ces résultats nous ont servis pour
réaliser notre étude moléculaire dont le but étaitloner les ADNc codant pour la métallothioné&hez

C. glaucum etR. decussatus afin de pouvoir les utiliser comme sonde pour @utiinduction du géne MT

au niveau des tissus des animaux contaminés eirt@nleux séquences d’ADNc MT ont été clonées.
L’ADNc MT de R. decussatus a été utilisee comme sonde a fin d'estimer leauvee transcription des
génes MT dans les branchies, manteau, muscle addwettpied. Les résultats ont prouvé l'inducties d
génes MT par le cadmium au niveau des branchigd dkaucum et R. decussatus et ont montré que le
niveau d’ARNm de MT le plus important a été notéhaueau des branchies des animaux contaminés.

Lors de la dissection de nos échantillons nous vemarqué la présence de deux phénotypes@hez
glaucum: desC. glaucum a pied jaune et d’autres a pied orangé. Pour d¥padn la question : est ce que
cette différence phénotypique est due a une dimemegénétique ou pas ? et pour soulever la
problématique de ségrégation entreglaucum et C. edule qui a été largement provoquée, une étude
génétique a été réalisée. Pour cette raison dés matiéculaires tels que les séquences de 2883ii’ket

de COI ont été utilisés. L'analyse des séquenc&88edeC. glaucum et deC. edule a montré la présence
d'une divergence génétique ce qui justifie leurpaaienance a deux espéeces différentes. L'analyse de
séquences d'ITS1 et de COI ont permis d'étudiediesrgences génétiques intra et interpopulatidesel
de C. glaucum et C. edule et ont surtout montré la présence de deux grog@eétiquement différents au
niveau de la population tunisienne@eglaucum.

Mots clés: Cadmium, Cerastoderma glaucum, Répartition spatiale, Interpolation, Métallothéames,
Malonedialdéhyde, Acétylcholinéstérase, Stress tmes$§ Ruditapes decussatus, cDNA, Niveau de
transcription, Divergence génétique, ITS1, COI,.28S





