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Bio-accumulation des métaux lourds et induction des métalloprotéines au niveau de la glande
digestive de Mytilus galloprovincialis

L’induction des métalloprotéines et I'accumulation du Cuivre, Zinc et Cadmium ont été étudiées, durant une
année, au niveau de la glande digestive de la moule Mytilus galloprovincialis. Les animaux proviennent soit d'un
milieu naturel pollué, situé a proximité des rejets industriels de la région de Jorf Lasfar (Maroc), soit de ’élevage
au laboratoire aprés traitement par le chlorure de cadmium. Les concentrations du Cu, Zn et Cd présentent des
variations qui semblent dépendre de la saison et du site de prélévement. Les plus fortes teneurs sont enregistrées
au printemps et en automne, préférentiellement chez les animaux des stations avoisinant les rejets. Chez les
moules traitées au laboratoire, la concentration du Cd présente une augmentation significative au dela de 48
heures d’exposition, alors que celle du Cu et du Zn reste faible. Le dosage des métalloprotéines, chez les animaux
prélevés dans les différents sites, révele une variation spatio-temporelle. Leur concentration se fait
préférentiellement dans les glandes des moules de la station la plus polluée. Concernant les animaux d’élevage,
la concentration de ces protéines montre une nette évolution en fonction de la durée d’exposition au chlorure de
cadmium.

Mots clés : Métalloprotéines - Métaux lourds - Glande digestive Mytilus galloprovincialis - Jorf Lasfar (Maroc)

Bio-accumulation of the heavy metals and the metalloproteins induction on the level of the digestive
gland of Mytilus galloprovincialis

The induction of the metalloproteins and the accumulation of Copper, Zinc and Cadmium were studied, during
a year, on the level of the digestive gland of the mussel Mytilus galloprovincialis. The animals proceed either of
a natural polluted middle, situated near the industrial dismissals in the region of Jorf Lasfar (Morocco), either
of the rearing in the laboratory after treatment by the chloride of cadmium. The concentrations of Cu, Zn and
Cd present some variations who seems depend of the season and of the site of taking. The strongest contents are
registered in the spring and in autumn preferential at the animals some neighbouring stations the dismissals.
As for the mussels treated in the laboratory, the concentration of Cd present a significant increase to the beyond
of 48 hours of exhibition. Then that the one of Cu and Zn remains weak. The measuring of the metalloproteins,
at the animals collected in the different sites, reveals a spatio - temporal variation, their concentration makes
preferably in the glands of mussels in the polluted station. Regarding the animals of rearing, the concentration
of these proteins shows a neat evolution in function the length of exhibition to the chloride of cadmium.

Keys words : Metalloproteins - Heavy Metals - Digestive Gland - Mytilus galloprovincialis - Jorf Lasfar
(Morocco)
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INTRODUCTION

Les mollusques, notamment les moules, peuvent
accumuler dans leurs tissus de grandes quantités
de métaux (Zn, Cu, Cd, Hg, etc.) (Phillips, 1976 ;
Viarengo et al., 1987 ; Riberat al., 1989 ; Pavicic
etal.,1992)bien que la prise des formes solubles de
ces métaux semble étre un processus passif
(Carpéne & George, 1980 ; Simkiss, 1983). Par
contre, 1'élimination de ces métaux est un
mécanisme actif qui permet leur accumulation au
niveau des lysosomes sous forme de corps résiduels
riches en métaux (George & Viarengo, 1985). Ces
mémes auteurs montrent que, dans les lysosomes,
les métaux sont en liaison avec la production soit
de la peroxydation lipidique (George, 1983), soit de
la polymérisation des métallothionéines (Viarengo
et al., 1985). Ces derniéres jouent un roéle
important dans la réduction des effets
cytotoxiques des métaux (Viarengoet al., 1987). Ce
sont des “metal-binding- proteins” thermostables
a poids moléculaire faible (Berger et al., 1995),
isolées aussi bien chez les vertébrés que les
invertébrés marins (Overnell, 1982). Elles sont
synthétisées par de nombreux groupes
d’organismes a la suite d’une intoxication
métallique et peuvent intervenir dans le stockage,
la bio-accumulation, le transport et la
détoxification des métaux (Langston & Mingjing,
1986 ; Cossoret al., 1989 ; Bergeet al., 1995).

L’effet de la pollution métallique sur le
métabolisme de la moule Mytilus galloprovincialis
a retenu notre attention. Pour cela, on a tenté
d’étudier la variation de I’activité enzymatique au
niveau de la glande digestive de ce bivalve
(Essedaoui et al., 1999 ; 2000 a, b). Dans le but
d’évaluer l'influence de ’excés du cuivre, du zinc et
du cadmium sur le métabolisme de la moule, on
s'est proposés, dans ce travail, de doser la
concentration de ces métaux et de mesurer le taux
des métalloprotéines au niveau de la glande
digestive de la moule.

MATERIELS ET METHODES
1. Description du site d’étude

La région de Jorf Lasfar est située a 25 km au sud
de la ville d’El Jadida (Maroc) et contient un
complexe d’industrie chimique nommé Maroc-
phosphore III et IV dont les rejets sont déversés
directement et continuellement dans ’eau de mer
a laide de deux collecteurs :

- Rejet de refroidissement (Rr) : effluent liquide,

constitué de l'eau de mer utilisée pour la
réfrigération aux niveaux des ateliers
sulfuriques, pour maintenir le vide dans les
bouilleurs et pour le lavage des filtres, etc.

- Rejet principal (Rp) : effluent liquide-solide,
riche en résidus phospho-gypsiféres. Ces derniers
sont récupérés a la sortie de I’étape de la
filtration.

1.1. Stations de préléevement

Le prélevement des moules a été effectué au niveau
de quatre stations (Figure 1) dont le choix est basé
sur leur emplacement par rapport au rejet
principal, source de pollution métallique
(Kaimoussi, 1996) :

- Station 1(S;) :stationtémoin, sise a 1 km aunord
dela ville I’El Jadida et a 28 km au nord du rejet
principal.

- Station 2 (S,) :localisée a 500 m au sud du rejet
principal.

- Station 3 (S3) : située a 1,5 km au sud du rejet
principal.

- Station 4 (S,) : située a 2 km au sud du rejet
principal.

1.2. Echantillons

Les échantillons de moules Mytilus
galloprovincialis ont été prélevés a marée basse au
niveau du médiolittoral supérieur de maniére
mensuelle durant 'année 96 - 97. Ils sont mis dans
des flacons en plastique remplis d’eau de mer puis
transportés au laboratoire dans des glaciéres.

Les moules traitées au laboratoire proviennent de
la station de référence (S;). Elles sont mises dans
des bacs contenant deux litres d’eau de mer (a
raison de 12 individus par bac) continuellement
oxygénée. La température est comprise entre 21 et
23°C. Les animaux sont soumis a une
acclimatation de 24 heures. Ils sont ensuite traités
parle chlorure de cadmium (CdCl,) pendant 24, 48,
72 et 96 heures. Les concentrations retenues sont
2 et 4 mg.l'l. Le groupe témoin ne recoit aucun
traitement particulier.

2. Dosage des métaux (Cd, Cu et Zn)

Une période de jeline (environ 36 heures) a été
imposée aux animaux prélevés du milieu naturel
pollué et ceux qui sont contaminés au laboratoire
par le chlorure de cadmium, afin que les teneurs en
métaux du contenu digestif ne viennent pas
interférer avec les métaux présents dans les tissus
de 'animal (Amiard-Triquet et al., 1984).
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Figure 1. Localisation des stations d’étude et des émissaires dans la région de Jorf Lasfar (El Jadida)

Quarante a soixante glandes digestives par station
ont été isolées, puis séchées a l'étuve a 70°C
pendant 48 heures. Des fractions de 0,5 g sont
soumises a une attaque acide (mélange HNOg,
H,S0,) et d’eau oxygénée (Thibaud, 1983). Les
fioles contenant les échantillons sont ensuite
mises dans un bain de sable pendant 15 heures (la
température est de l'ordre de 100 a 140°C). Les
minéralisats ainsi obtenus sont filtrés, dilués a
I'eaubidistillée, puis stockés dans des flacons a4°C
jusqu’au  moment de [D'analyse par
spectrophotométrie d’absorption atomique a four
graphite pour le Cd et a flamme pour le Cu et le Zn
(ce dosage a été effectué au laboratoire d’analyses
vétérinaires de Casablanca). Les résultats sont
exprimés en mg.kg ' de poids sec (ppm).

3. Dosage des métalloprotéines

Aprés la période de purge, les moules issues du
milieu naturel pollué et celles qui sont

contaminées au laboratoire par le chlorure de
cadmium sont disséquées ; leurs glandes
digestives sont prélevées, lavées al’eau distillée et
pesées. Deux grammes de ces glandes sont
homogénéisées dans 6 ml de tampon de formiate
d’ammonium 0,01 M, pH 7,4. Cet homogénat subit
d’abord une premiére centrifugation a 10000 g a
4°C pendant 1 h 30 mn. Le surnageant récupéré est
traité thermiquement (10 mn a 60°C) puis
recentrifugé une 2°™° fois dans les mémes
conditions. Ce traitement thermique est
indispensable pour l'isolement des protéines
fixatrices de métaux (Overnell & Trewhella, 1979 ;
Dhainaut-Courtois et al., 1991).

L’absorbance du deuxiéme surnageant est
mesurée a deux longueurs d’'ondes :254 et 280 nm
au moyen d’un spectrophotomeétre UV-Visible, vu
que ces protéines sont riches en résidus “cystéines”
tout en étant pauvres en acide aminés aromatiques
(Kégi & Vallée, 1961 ; Nordbergt al., 1974).
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RESULTATS
1. Cadmium, Cuivre et Zinc
1.1. Moules issues du milieu naturel pollué

La variation des concentrations du Cd (Figure 2a),
Cu (Figure 2b) et Zn (Figure 2c) est étudiée au
niveau de la glande digestive des moules prélevées
dans les différentes stations prospectées pendant
Pannée 1996-97.

Comparées a la station de référence (S;), les
glandes digestives des moules de la station S,
présentent les concentrations les plus élevées en
Cd durant presque tous les mois (a I'exception de
novembre et février). La valeur maximale est
enregistrée au cours du mois d’avril (53,30 £ 1,04
mg.kg! de poids sec). La plus faible valeur est
notée au mois de janvier 1996 (9,25 + 0,96
mg.kg! de poids sec).

Au niveau des stations S; et Sy, les concentrations
en Cd s’averent plus faibles par rapport aux autres
stations (valeur maximale 26,92 + 1,57 mg.kg™! de
poids sec en mai). Cependant, elles restent
significativement plus élevées que dans les
glandes des animaux de la S; pendant le mois
d’avril, juin, juillet, aotit, décembre et janvier.

La teneur en Cu au niveau de la glande digestive
montre également une variation saisonniére
importante dans les différentes stations. Au
niveau de la Sy, seul le mois de novembre présente
une concentration trés élevée (684 + 13 mg kg de
poids sec). Cependant,auniveaudelaSsetdelaS,,
l’accumulation du Cu reste significative
uniquement pendant les mois de janvier 1996,
février, mars et novembre.

Les concentrations en Zn au niveau de cette méme
glande montrent également des fluctuations en
fonction des saisons. Les teneurs les plus élevées
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Figure 2. Variation annuelle des concentrationsdes métaux lourds dans la glande digestive des moules
des stations étudiées a: Cadmium ;b : Cuivre ; ¢ : Zinc
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sont enregistrées en automne, hiver et printemps
surtout dans les stations S; et S, (170,37 + 9,80
mg.kg! de poids sec).

Cependant, elles restent comparables a la station
de référence S; en été. Au niveau de la station S,,
les glandes digestives des animaux présentent des
concentrations élevées uniquement pendant les
mois de mars (102,31 + 6,53 mg.kg™! de poids sec) et
novembre (170,35 + 9,80 mg.kg™! de poids sec).

1.2.Moules contaminées au laboratoire parle
CdCl,

La variation des concentrations du Cd (Figure 3a),
Cu (Figure 3b) et Zn (Figure 3c) est étudiée au
niveau de la glande digestive des moules
contaminées au laboratoire par le chlorure de
cadmium (CdCly) pendant 24, 48, 72 et 96 heures.
Aucune différence significative dans la mesure de
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Figure 3. Variation des concentrations des
métaux lourds dans la glande digestive
des moules contaminées au laboratoire
par le chlorure de cadmium
a : Cadmium ; b : Cuivre ; ¢ : Zinc

ces métaux n’est enregistrée au niveau des glandes
digestives des différents groupes témoins.

Les deux groupes expérimentaux (2 et 4 mg.1'!) ne
présentent pas de différence de concentration de
Cd. L’accumulation de ce métal n’est significative
qu’au dela de 48 heures de traitement (6,54 + 0,06
mg.kg! de poids sec). Une légére diminution est
cependant notée apres 72 et 96 heures
d’exposition.

Par ailleurs, la glande digestive des moules
traitées a 2 mg.l''de CdCl, présente une
accumulation du Cu, trés significative
essentiellement pendant 24 heures (26,62 + 1,49
mg.kg! de poids sec).

Une légére diminution est remarquée en fonction
du délai du traitement (48, 72 et 96 heures).
Lorsque la concentration de CdCl, est plus élevée
(4 mg.1"!), Paccumulation du Cu reste cependant
faible pendant la premiére journée de traitement
alors que celle qui se fait pendant 48, 72 et 96
heures est comparable & la premiére
concentration.

La concentration de Zn au niveau des glandes
digestives des moules n’est significative que
pendant les premiéres 24 heures d’exposition a 2
mg.1" de CdCl, (132,63 + 1,59 mg.kg™! de poids sec).

2. Métalloprotéines (MP)

Les valeurs du rapport d’absorbance a 254 nm et a
280nm, qui traduisent 1’existence des
métalloprotéines (MP) au niveau des glandes
digestives des animaux issus du milieu naturel
pollué (Figure 4), montrent une variation spatio-
temporelle bien nette.

Les moules de la station S, présentent les plus
fortes teneurs pendant toute ’année d’étude, le
rapport le plus élevée étant enregistrée pendant le
mois d’avril (3,091 £ 0,109). Les animaux de la
station S; présentent également des teneurs en
MP significativement élevées par rapport a celles
de la station de référence S; (1,480 = 0,030), mais
beaucoup plus faibles, comparées a la station S,.
D'autre part, les moules de la station S, présentent
des taux en MP comparables a ceux de la station
témoin S;.

Concernant les animaux traités au laboratoire par
le chlorure de cadmium, le taux de MP montre une
évolution trés nette en fonction de la durée
d’exposition (Figure 5).
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Figure 5. Variation du rapport D.0.254/D.0.280
au niveau de la glande digestive des
moules traitées au laboratoire par le
chlorure de cadmium

En effet, les moules exposées pendant 96 heures au
Cd présentent les plus fortes teneurs de MP dans
leurs glandes digestives. Aucune différence
significative n’est notée entre les deux groupes
traités par 2 et 4 mg.I'! de CdCl,.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Les concentrations de Cd, Cu et Zn déterminées
mensuellement sur une année d’étude au niveau
de la glande digestive de la moule Mytilus
galloprovincialis du littoral de Jorf Lasfar
montrent des variations spatio-temporelles. Les
plus fortes valeurs sont enregistrées
essentiellement en automne et au printemps aussi
bien pour le Cd, le Cu que pour le Zn dans la
majorité des stations prospectées. Les teneurs en

Cd sont particulierement plus élevées, notamment
dans les stations les plus proches des rejets.

Les glandes digestives des moules traitées au
laboratoire par le chlorure de cadmium, pendant
24,48,72 et 96 heures, montrent une accumulation
du Cd. Par contre, la variation du Cu et du Zn est
notée surtout durant les premiéres 24 heures de
traitement & 2 mg.1"! de Cd Cl,.

La variation saisonniére de la concentration des
métaux lourds a été mentionnée a plusieurs
reprises (Goldberg et al., 1983 ; Cain & Luoma,
1990). Bryan (1973) a étudié la saisonalité des
métaux traces chez la scallope et a trouvé que les
concentrations les plus élevées sont enregistrées
pendant 'automne et suggéra qu’elle est
inversement proportionnelle a la productivité
phytoplanctonique. D’aprés Fowler & Oregioni
(1976), les valeurs maximales des métaux traces
sont enregistrées au printemps chez Mytilus
galloprovincialis, tandis que, chez Mytilus edulis,
elles sont identifiées a la fin d’hiver, les valeurs
minimales étant notées en automne (Borchardt et
al., 1988). Cette variation saisonniére est affectée
par un grand nombre de facteurs accompagnant la
variation du poids (Amiard et al., 1986 ;
Cajavarille et al., 1992).

D’autres études (Phillips, 1976 ; Denton &
Burdon-Jones, 1981) ont montré que la salinité et
la température sont les principaux agents de la
variation saisonniére de la concentration des
métaux. Chez I'huitre Crassostria gigas,
Iaccumulation du Cd, du Zn et du Cu décroit a la
fin du printemps et en début d’été avec une
élévation simultanée du poids des tissus mous, due
au développement gonadique et a la période de
ponte (Boyden & Phillips, 1981 ; Amiard &
Berthet, 1996).

Dans cette étude, deux phénomenes peuvent étre a

Porigine de la faible bio-accumulation du Cu et du

Zm chez Mytilus galloprovincialis de la région de

Jorf Lasfar

- Une biodisponibilité limitée de ces deux métaux
dans l'environnement vu leur spéciation et leur
forte association au sédiment.

- Une régulation des concentrations tissulaires du
Cu et du Zn vu leur rdle respectif d’éléments
essentiels, intervenant dans de nombreuses
réactions métaboliques (Cosson & Amiard-
Triquet, 1989 ; Cossoret al., 1989).

Concernant les métalloprotéines (MP), le taux le
plus élevé est enregistré au niveau des glandes
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digestives des moules de la station la plus proche
du rejet principal, source de pollution métallique
surtout le Cd. Le traitement expérimental de ces
animaux par le chlorure de cadmium montre une
présence croissante de MP en fonction du temps
d’exposition. Ces résultats laissent supposer
Pexistence d’une corrélation positive entre le taux
des MP sécrétées et la concentration des métaux
dans l'environnement (Bebianno & Langston,
1992 ; Raspor & Pavicic, 1991).

D’aprés plusieurs auteurs (Langston, 1985
Nejmeddine et al., 1988), les métaux lourds
induisent la synthése des MP dont la chélation
avec le métal entraine I’élévation de ’'absorbance a
254 nm. La forte concentration du Cd est
probablement la cause de 'importante absorbance
a cette longueur d’onde des extraits testés.
Wilostowski (1992) a montré qu’une courte période
d’exposition a de faibles concentrations du Cu et du
Cd cause des changements significatifs des taux
d’accumulations du Cu, du Zn et du Cd et de la
concentration de ces protéines au niveau des tissus
des organismes marins.

Chezlesinvertébrés marins,les MP sont présentes
au niveau de plusieurs tissus et notamment la
glande digestive (Kégi, 1993). Chez le crabe
australien Scylla serrata, les protéines fixatrices
de métaux ont été isolées a partir de la glande
digestive par chromatographie sur gel (Olafson e¢
al., 1979). En cas de pollution modérée (Roesijadi
& Fellingham, 1987) ou de faible bio-accumulation
de Cu et de Zn (Cosson et al., 1989), les
concentrations en MP dans les glandes digestives
des bivalves présentent une stabilité relative.

Selon Piscator (1964), la syntheése des MP est
considérée comme une réponse cellulaire pour
réduire l’effet cytotoxique dG a la grande
accumulation des métaux. Elles permettent la
régulation des concentrations des métaux lourds
au niveau des cellules des animaux marins
(Viarengo et al., 1993). Les résultats obtenus par
Viarengo et al. (1987) confirment le réle important
des MP dans 'accumulation du Cd et démontrent
qu'au niveau de la glande digestive des moules
exposées pendant 9 jours au Cd, seulement 30 a
40 % de la quantité de Cd accumulé est retrouvée
au niveau du lien cytosol-thionéines.

Chez certains organismes, les MP peuvent étre
utilisées pour évaluer I'impact des métaux lourds
au niveau cellulaire (George & Langston, 1994), le
mollusque Mytilus sp. est le plus utilisé comme
indicateur test.
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