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Résume

Labiosurveillance de la qualité des écosystemes aquatiques a travers des indicateurs biologiques
(Biomarqueurs) est largement utilisée dans les différents programmes internationaux de
surveillance environnementale. En complément de I’approche chimique, la mesure de
biomarqueurs permet de disposer d’information sur la nature et le niveau de la contamination
chimique mais aussi sur la santé des organismes vivants et des populations des écosystémes
aquatiques. Dans ce travail nous avons utilisé le Tilapia (Oreochromis niloticus), poisson d’eau
douce, comme mode¢le d’étude afin de mettre en évidence les réponses a un stress induit par le
cuivre Cu?* dissous dans le milieu d’élevage. Parmi les biomarqueurs, la mesure de marqueurs
biochimiques tels que I’activité catalase (CAT) et ’activité protéase (Pase) chez les poissons
parait particulierement intéressante en termes de sensibilité, spécificité et précocite. Les résultats
ont montré que I’exposition du modele choisi au cuivre a fait augmenter I’induction
enzymatique CAT au niveau du foie (~ 70 U/mg Protéines apres 42 jours d’exposition) et des
branchies (~120 U/mg Protéines 42 jours d’exposition) et ceci en comparaison avec le test
témoin (~40 et 30 U/mg Protéines dans le foie et dans les branchies, respectivement). En
parallele, La diminution de I’activité protéase chez les Tilapias stressés par le cuivre, mesurée
au niveau de D’intestin, refléte éventuellement le résultat d’une perturbation physiologique de
I’enzyme digestive des espéces testées. Ces deux réponses biochimiques (CAT et Pase),
pourraient étre intégrées utilement comme des biomarqueurs de stress non spécifique, dans un
réseau pérenne de mesure en routine de la qualité et de la santé des écosystemes aquatiques.

Mots-clés : Biosurveillance, Biomarqueurs, Oreochromis niloticus, Cu?*, Catalase, Protéase.

Abstract

Biomonitoring of the quality of aquatic ecosystems through biological indicators (Biomarkers)
is widely used in various international environmental monitoring programs. In addition to the
chemical approach, the measurement of biomarkers provides information on the nature and
level of chemical contamination but also on the health of living organisms and populations of
aquatic ecosystems. In this work we used Tilapia (Oreochromis niloticus), a freshwater fish, as
a study model in order to highlight the responses to stress induced by copper Cu?* dissolved in
the farming environment. Among the biomarkers, the measurement of biochemical markers
such as catalase activity (CAT) and protease activity (Pase) in fish seems particularly interesting
in terms of sensitivity, specificity and precocity. The results showed that exposure of the
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selected model to copper increased CAT enzyme induction in the liver (~70 U/mg Protein after
42 days of exposure) and gills (~120 U/mg Protein 42 days of exposure) and this in comparison
with the control test (~40 and 30 U/mg Protein in the liver and in the gills, respectively). In
parallel, the decrease in protease activity in Tilapias stressed by copper, measured at the level
of the intestine, possibly reflects the result of a physiological disturbance of the digestive
enzyme of the species tested. These two biochemical responses (CAT and Pase), in the process
of being fully validated, could be usefully integrated as biomarkers of non-specific stress, in a
permanent network for routine measurement of the quality and health of aquatic ecosystems.

Keywords: Biomonitoring, Biomarkers, Oreochromis niloticus, Cu?*, Catalase, Protease.

1. Introduction

L’analyse chimique des polluants présents
dans les différents compartiments des
¢cosysteémes aquatiques n’est pas toujours
possible du fait de la multiplicité des
molécules présentes, et ceci souvent a des
concentrations inférieures aux limites de
détection analytique. Par ailleurs, une telle
approche ne renseigne pas sur les risques
encourus par les populations animales ou
végétales exposées aux polluants, et ne
peut, a elle seule, prédire les effets
biologiques des mélanges de
contaminants (synergies...) ni quantifier
simplement la biodisponibilité des polluants
pour les organismes vivants. De ce fait, le
gestionnaire manque d’informations sur
I’'urgence des mesures a prendre pour
améliorer 1’état de santé de ces
écosystémes, ou protéger la biodiversité et
I’intégrité des écosystemes (Abdellah,
Mustapha, & Abdelmalek; Flammarion,
2000; Lagadic & Caquet, 1997; Lagadic,
Caquet, Amiard, & Ramade, 1998).

Le suivi de la perturbation de cibles
biologiques peut pallier cette difficulté.
Par exemple, la spécificit¢t d’un
biomarqueur pour certaines familles de
molécules  chimiques  (hydrocarbures
aromatiques polycycliques,

polychlorobiphényles,  métaux  traces,
produits phytosanitaires...) permet d’une
part de révéler la présence de ces polluants,
et d’autre part de renseigner sur la
biodisponibilité de ces polluants ainsi que
sur les effets biologiques précoces sur les
organismes (Abdel-Khalek, Kadry, Badran,
& Marie, 2015; Aslan et al., 2018;
Flammarion, Devaux, & Garric, 2001,
Forbes, Palmqvist, & Bach, 2006).

Une gestion adaptée et pertinente des
milieux aquatiques doit reposer sur des
outils d’évaluation de [I’intégrit¢ des
écosystemes mise a mal par le transfert et
I’accumulation dans 1’environnement des
produits de Iactivité humaine.
Parallelement aux mesures chimiques,
désormais utilisées dans les programmes de
surveillance, la mesure de variables
biologiques est susceptible d’apporter une
information intégrée sur ’état de
I’écosystéme aquatique ainsi que sur les
phénoménes de bioaccumulation et de
bioamplification. De ce fait, les variables
biologiques sont un  complément
indispensable au sein d’un programme de
surveillance et d’alerte (Flammarion, 2000).

C’est dans ce souci que les chercheurs se
sont intéressés au développement de
biomarqueurs que représentent les «
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indicateurs biochimiques, physiologiques
ou histologiques d’exposition, ou d’effet,
d’un organisme a des contaminants »
(Flammarion, 2000; Flammarion et al.,
2001; Lagadic & Caquet, 1997; Lagadic et
al., 1998).

Cependant, la question de la signification
écotoxicologique de la réponse biologique
mesurée par un biomarqueur reste a ce jour
un débat scientifique et un champ de
recherche tres ouvert.

Dans ce cadre nous avons réalisé nos
recherches portantes sur le modeéle
biologique : le poisson Tilapia du Nil
« Oreochromis niloticus » largement utilisé
comme espece bioindicatrice de la
pollution aquatique (Abdel-Khalek et al.,
2015) . Cette espece a été employée afin de
mieux cerner les thématiques de recherches
de I’écotoxicologie moderne, dont I’objectif
principal est la contribution a la recherche
de biomarqueurs comme réponse précoce
susceptible d’apporter une information
intégrée sur [’état de 1’écosysteme
aquatique ainsi que sur les phénomenes de
bioaccumulation.

2. Matériels et méthodes

2.1. Procédure des tests écotoxicologiques
(contamination/décontamination)

Les Tilapias « Oreochromis niloticus » au
nombre de 60 individus males de poids
moyen initial (21.1+£3.1 g) et de taille
moyenne initiale (10.85+£0.65cm), obtenus
du service aquaculture  (CNDPA,
Boulsmail), ont été répartis dans des
aquariums rectangulaires «70 x 35 x
40cm ». L’emploie des pompes a air et des
thermostats assure la saturation de 1’eau des
aquariums par I’oxygene dissout et le
maintien d’une température moyenne de
25°C.

MEKNACHI Abdellah®. Al

Une période de deux semaines d’adaptation
des poissons avec les conditions
expérimentales précéde le test de
contamination par le polluant métallique
Cu?*. Par la suite, et contre une moitié des
poissons maintenus comme témoins (Omg/I
de Cu?*), une exposition chronique (01mg/I
de Cu?* pendant 42 jours) suivie d’une
période de détoxification (Omg/l Cu®
pendant 21 jours) ont étés réalisées sur
I’autre moitié des poissons. L’eau des
aquariums est renouvelée deux fois par
semaine pour minimiser  les pertes en
polluant et les effets toxiques des composés
azotés sur les Tilapias. La mesure de poids
des poissons par une balance analytique et
leurs tailles par un Ichtyomeétre , durant le
cycle expérimental, servent a calculer la
ration alimentaire a donner aux poissons et
a ¢tudier I’évolution de la croissance de ces
derniers.

2.2. Méthodes et mesures analytiques
2.2.1. Mesure biométrigque
Le taux de croissance speécifique (TCS)
correspond & la croissance pondérale
moyenne quotidienne du poisson, exprime
en % par jour et est donné par la relation
suivante:

P2
TCS = %2 4100 (1)

(t2—t1)

Avec P, et P1 poids moyens a t; et t1, (t1 et
t> correspond aux jours de mesure du poids
et de la taille de chaque poisson).

2.2.2. Parametres physico-chimiques

La température (T), la conductivité (Cond),
I’oxygene dissout (DO), le potentiel
d’hydrogéne (pH), les solides totaux
dissous (TDS) et la salinité (Sal) ont été
mesurés tous les jours avant et apres chaque
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nutrition des individus et cela a 1’aide d’un
multiparameétre de type YSI model 556.
2.2.3. Mesures biochimiques

2.2.3.1. Preéparation des échantillons
tissulaires en vue des analyses
biochimiques

Aprés chaque 21 jour et a la fin du cycle
experimental, des individus de chaque
groupe sont enleves et anesthésiés par le
Phénoxy-ethanol. Par la suite la taille et le
poids sont mesurés avant de procéder a la
dissection et la séparation des différents
organes, a savoir le foie, les branchies et
I’intestin qui seront conserves a -30°C.

Les dosages biochimiques relatifs aux
suivis de biomarqueurs Catalase (enzyme
de défense antioxydante) et Protéase
(enzyme digestive), ainsi que le dosage des
protéines totales nécessitent que les tissus
biologiques (foie, branchies et intestin)
fassent I’objet préalable d’une
homogénéisation et d’un fractionnement
subcellulaire.  L’ensemble  de  ces
procédures se déroulent dans des tampons
adaptés.

Le foie et les branchies sont homogénéisés
a raison de (1/10 P/V) dans le tampon tris
(tris(hydroxylméthyl)aminométhane)
(20mM ; pH7,8) en utilisant un mixeur
déchiqueteur.

La centrifugation de I’homogénat est faite a
10000g pendant 10min a 10°C. Le
surnageant ainsi obtenu (Fraction S9) est
utilise pour doser les protéines et comme
source d’enzyme pour le dosage de la
catalase.

L’intestin est homogénéisé a raison de 40%
avec de I’eau physiologique (NaCl a 0.9%
P/V). L’homogénat est centrifugé a 10 000g
a 10°C pendant 20min. Le surnageant ainsi
obtenu (Fraction S9) servira au dosage des
protéines et de source d’enzyme pour le
dosage de la protéase.

MEKNACHI Abdellah®. Al

2.2.3.2. Détermination des protéines totales
Les protéines totales extraites ont été dosés
selon la méthode développée par Lowry,
Rosebrough, Farr, and Randall (1951).
Cette méthode combine deux réaction
principales 1’'une avec le réactif Folin-
ciocalteu et 1’autre est celle de Biuret,
respectivement. Dans des tubes a essais, les
prises d’échantillons de la fraction S9
(surnageant) sont diluées au 1/5-1/8-1/10 et
complétées a 1 ml. Le tube de blanc contient
01ml d’eau distillée. 05ml de réactif Lowry
sont ajoutés a chaque tube (il faut
homogénéiser et attendre 10min). Par la
suite, 0,5ml de réactif Folin-Ciocalteue
dilué extemporanément au %2 est additionné
au mélange (il est important d’agiter juste
aprés 1’addition de ce dernier). L’ensemble
est mis au repos a 1’obscurité au moins
30min. Ainsi, la lecture de I’absorbance est
faite @ 660nm. La gamme d’étalonnage est
réalisée a partir de la solution de sérum
albumine bovine (SAB) étalon mere.

2.2.3.3. Mesure de [’activité catalase (CAT
par mode cinétique)

L’activité enzymatique catalase (CAT) a été
mesurée selon la méthode de Lartillot et al,
décrite par Atli, Alptekin, Tukel, and Canli
(2006). Dans notre pratique, 2.5ml du
substrat (100ul solution de H202 a 30% ;
2.4ml tampon phosphate 75mM a pH7) sont
placés dans une cuvette du
spectrophotometre déja reglée sur le mode
cinétique. 50ul de la fraction S9 (source
d’enzyme) sont ajoutés au mélange, ainsi la
décomposition de peroxyde d’hydrogene
est suivi a 240nm dans un intervalle de
temps de 60s. Les résultats obtenus de
’activité enzymatique sont exprimés en tant
que micromoles de H202 consommeées par
minute par milligramme de protéines (U/mg
Protéines).
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2.2.3.4. Mesure de [’activité protéase (Pase
a temps fixe)

Le dosage de I’activité protéase au niveau
de [Dintestin est déterminé selon la
méthode décrite par Bezerra et al. (2005).
02ml de la solution de caséine (01% P/V
dans le Tris-HCI pH7.2) utilisée comme
substrat est incubée avec 02ml de
surnageant  (source  d’enzyme  S9),
préalablement dilué a différentes rations, a
une température de 50°C pendant O1heure.
La réaction est stoppée en ajoutant 01ml du
TCA a 10% (Acide trichloroacétique). Une

MEKNACHI Abdellah®. Al

deuxieme centrifugation a 6000g pendant
15min, est effectuée aprés un quart d’heure
de repos. La lecture de I’absorbance est faite
a280nm. Dans le blanc 1’eau physiologique
remplace les 02ml du S9.

3. Résultats et discussion

3.1. Variation moyenne des parametres
physicochimiques (eau d’élevage)

Les résultats expérimentaux relevés
quotidiennement sont regroupés dans le
tableau 1 récapitulatif ci-dessous.

Tableau 1. Variation journaliére moyenne des parametres physicochimigues

Parametres T Cond TDS (g/l)  Sal (%) DO pH
(°C) (ms/cm) (mg/l)

Agquariums contamination 25+1 2.284#0.18 1.26%x0.29 1.115+0.1 5.02+1.95 7.64+0.22

Agquariums témoin 25+1  2.24+0.14 1.25+#0.28 1.11+0.1 5.26%2.13 7.67+0.25

La croissance, I’activité métabolique, le
stress oxydatif, les mécanismes de la
bioaccumulation et de détoxification des
polluants chez le Tilapia « Oréochromis
niloticus » sont directement influencés par
la température, le pH, I’oxygene dissout et
d’autres (Atli et al., 2006; Baykan, Atli, &
Canli, 2007; Bezerra et al., 2005; Birnie-
Gauvin, Costantini, Cooke, & Willmore,
2017; Bocci, 1999; Gewurtz et al., 2006) .
De ce fait et dans le but de minimiser au
maximum  ces  facteurs  stressants
I’assurance des conditions
environnementales optimales (Tableau 1)
pour 1’élevage des individus Tilapia était
I’étape primaire avant de commencer les
tests d’écotoxicité. En effet, et dans le
méme contexte un contrble de qualité
physico-chimique et bactériologique de
I’aliment et de I’eau d’¢élevage était une
étape cruciale.

D’apres le modele de Bocci (Bocci, 1999),
la croissance des tilapias entre 20 et 25°C

est une fonction exponentielle. En dehors de
ce gradient préférentiel la croissance est
ralentie. A une température voisinant 25°C
I’ingestion d’aliment est meilleure avec un
optimum des performances biologiques des
poissons tilapias (El-Sayed & Kawanna,
2008; Mohamed Saad El-Sherif & Amal
Mohamed Ibraim El-Feky, 2009; Mengistu,
Mulder, Benzie, & Komen, 2020).

Pour ces raisons, la température de 25°C est
choisie pour optimiser la croissance du
poisson en créant un environnement
adéquat afin que ce dernier puisse exercer
ces activités métaboliques d’une facon
optimale. A telle tempeérature les
mécanismes de défense cellulaire sont a
I’état extréme et 1’agressivité des individus
entre eux est minime. Donc, dans notre
étude la température n’est pas un facteur
stressant.

L’évolution journaliere des valeurs du pH
mesurés (Tab 1) reste toujours dans
I’intervalle de tolérance des spécimens
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entre 7,4 et 7,8 (I’optimum de pH se situe
entre 6.5 et 8.5 (Mohamed Saad EI-Sherif &
Amal Mohamed Ibrahim El-Feky, 2009;
Herawati, Hutabarat, & Radjasa, 2015;
Makori, Abuom, Kapiyo, Anyona, & Dida,
2017)) durant tout le cycle expérimental.
Ainsi le pH de I’eau d’¢levage ne présentant
aucun effet stressant pouvant perturber
1’¢tat de santé des individus.

Du point de vue concentration en oxygene
dissous, le tilapia nilotica exige une
concentration de 4 a5 mg/l (Mengistu et al.,
2020; Mulyani & Fitrani, 2014; Nariswari,
Yustiati, Rostini, & Suryadi, 2020). Les
valeurs journalieres de l’oxygéne dissout
mesurées (Tab 1) durant le cycle
experimental (entre 4 et 6mg/l) répondaient
aux exigences des spécimens.

Cependant et durant le cycle de
contamination (0 a 42 jours) la mesure de la
différence entre le taux d’oxygeéne dissous
avant et apres chaque repas chez les deux
groupes de tests a mis en évidence une nette
différence. L’¢écart mesuré chez les
spécimens témoins (2,13mg/l) était toujours
supérieur a celui enregistré chez les
individus exposés au polluant Cu?
(1,95mgl/l).

Le long du cycle de contamination et juste
apres un apport d’aliment les poissons
témoins viennent rapidement s’alimenter et
I’ingestion sera compléte en quelque
minutes ce qui traduit la forte
consommation d’oxygene
comparativement aux individus soumis au
polluant dont I’activité dynamique est faible
et ’ingestion de I’aliment est incompléte (la
consommation de I’oxygene est
proportionnelle a I’ingér¢).
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Tout étre vivant peut étre considéré comme
un systeme énergétique ouvert, c'est-a-dire
qu’il échange de la matiere et de 1’énergie
avec son environnement. Au cours de
processus biochimiques propres a chaque
espece, I’énergie absorbée est
progressivement transformée en énergie
utile qui est dissipée sous forme de chaleur
ou de travail chimique, osmotique et
mécanique. Au sens large, la respiration est
I’ensemble des meécanismes physico-
chimiques et biochimiques qui fournissent a
I’étre vivant 1’énergie nécessaire a son
métabolisme. De maniere classique, on
distingue la fraction de 1’énergie totale
allouée a la croissance somatique et au
métabolisme général, de celle allouée a la
croissance gonadique et a la reproduction
(Jourdan, 2006).

L’environnement, a travers ses effets sur la
physiologie notamment, fixe les conditions
et les limites des processus énergétiques
(Leung, Chu, & Wu, 1999). Dans certaines
conditions environnementales stressantes,
I’approvisionnement maximal de tous les
organes ne peut étre assure. Conséquences :
mauvaise croissance, mauvais état de santé
(Gewurtz et al., 2006; Lagadic et al., 1998),
ce qui est le cas dans notre étude ou on a
enregistré un retard de croissance chez les
poissons contamineés.

Par ailleurs et durant le cycle de
décontamination, les spécimens
antérieurement  exposés au  polluant
métalliqgue ont montré une bonne activité
dynamique traduite par une consommation
de Pl’aliment et de 1’oxygene de facon
identique a celle des individus témoins, ce
qui traduit la curabilité de I’état de santé des
poissons contaminés précédemment (les
effets sont donc réversibles).
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3.2. Evolution de Dactivité catalase (CAT)
Les résultats issus du suivi de 1’évolution de
I’activité enzymatique catalase (CAT) au
niveau du foie et des branchies des poissons
sont représentés dans les Figures 1 et 2,
respectivement.

ﬂ
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Figure 1. Etude de I’effet du cuivre sur I’activité de la
catalase dans le foie des poissons tilapias Oreochromis
niloticus.

En géneral, une augmentation significative
(p<0,05) de l’activité CAT est observée
chez les individus exposés au cuivre Cu?*.
Comparativement aux individus témoins,
ces derniers n’ont montré aucun
changement significatif (p>0,05) de leur
activitt CAT et cela le long du cycle
expérimental. (fig 1). Par ailleurs, une
corrélation positive est constatée entre la
concentration du polluant accumulé par les
poissons (Tab 2) et le niveau d’induction de

’activité enzymatique CAT.

Tableau 2 Concentration du cuivre
accumulé par les spécimens Oreochromis
niloticus.

Temps

(jours) 21j 42] 63j

[Cu]
bioaccumulée 3,781388 4,116084 3,235568
(H9/9)

L’étude de ’activité CAT, dans le foie des
poisons (fig 1), montre que cette derniére
est accélérée par le xénobiotique (Cu?*)
présent dans le milieu, et cela en fonction du
temps d’exposition et de la concentration
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bioaccumulée du polluant (Tab 2). Ainsi les
activités mesurées aux 21°™ et 42°™ jours
atteignirent (76,18+22,09U/mg Prot) et
(84,92+22,46 U/mg Prot) respectivement.
Dans les systemes biologiques, les especes
réactives de [D'oxygéne (ROS) sont
produites en permanence par divers
mécanismes impliquant des composés
endogénes ou exogénes comme des
xénobiotiques (Amiard & Amiard-Triquet,
2008; Birnie-Gauvin et al.,, 2017; A
Figueiredo-Fernandes, Fontainhas-
Fernandes, Peixoto, Rocha, & Reis-
Henriques, 2006; Jean-Claude & Claude,
2008; Peixoto, Alves-Fernandes, Santos, &
Fontainhas-Fernandes, 2006; Roche, Buet,
& Ramade, 2003). De plus, les polluants
chimiques sont d’importants producteurs de
ROS (Abdel-Gawad et al., 2020; Atli et al.,
2006; Kourdali et al., 2022; Meknachi,
Djellali, & Badis, 2021; Sidali, Nabila,
Abdellah, Bilal, & Ahmed, 2020). En effet
les xénobiotiques connus pour leurs
propriétés redox, comme les métaux de
transition (Cu?"), induisent la formation de
peroxyde d’hydrogene, précurseur d’autres
radicaux libres (Gopi et al., 2019). Le cuivre
induit la formation de ROS via la réaction
de Fenton. L'ion Cu?" positif peut
également agir directement en se liant a des
groupes protéiques SH chargés
négativement et en dénaturant les enzymes,
ou indirectement via la génération de ROS
entrainant un stress oxydatif (Abdel-Khalek
etal., 2015). Les catalases (CAT) (enzymes
anti-oxydantes) sont des hémoprotéines
présentes au niveau des peroxysomes qui
participent a la défense contre les dérivés de
I’oxygene. La CAT catalyse la dismutation
du peroxyde d’hydrogéne en dioxygene et
en eau selon la réaction (1) suivante
(Amiard & Amiard-Triquet, 2008; Atli et
al., 2006; Meknachi et al., 2021):
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2H>02 + CAT—2H-20 + O>
(1)

Donc I’induction de [Dactivité catalase
(CAT) est le signe de I’exposition des
poissons au stress oxydatif causé par le
cuivre Cu?",

Chez le tilapia Oreochromis niloticus, (Atli
& Canli, 2007), dans leur étude, observérent
une stimulation de [Dactivit¢é CAT sous
leffet du cadmium (Cd?*") a différentes
concentrations. Par ailleurs, (Peixoto et al.,
2006), constatéerent  également  une
augmentation de I’induction de la catalase
en fonction du temps et sous I’effet du
polluant oxyfluorfen. Ainsi, I’intérét majeur
de la catalase en tant que biomarqueur
réside dans le caractere aspécifique de sa
réponse, ce qui constitue un avantage dans
le contexte de la contamination multiple des
écosystemes aquatiques (Abdel-Moneim,
El-Saad, Hussein, & Dekinesh, 2012;
Abdellah et al.; Gopi et al., 2019; Matos,
Fontai, Peixoto, Carrola, & Rocha, 2007
Meknachi et al., 2021).

Une baisse d’induction de 1’activité catalase
(CAT) est mesurée a la fin du cycle de
décontamination (Fig. 1). L activité relevée
est de 51.16U/mg Protéines ce qui traduit la
curabilité¢ de I’état de santé des poissons et
la réversibilité du mécanisme physiologique
dont on mesura également une diminution
de la bioaccumulation (Tab 2) suite a
I’action des différents processus d’excrétion
et de décontamination des polluants. Selon
plusieurs auteurs, les biomarqueurs de
défense comme 1’activité catalase (CAT)
contribuent au maintien de I’homéostasie de
I’organisme. Cette derniere dépend de la
relation dose, durée/effet (Atli et al., 2006;
Atli & Canli, 2007; Durmaz, Sevgiler, &
Uner, 2006).
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Figure 2. Effet du cuivre (Cu2+) sur Iactivité catalase
(CAT) dans les branchies des poissons tilapias
Oreochromis niloticus.

La plus importante induction de 1’activité
catalase (CAT) est mesurée au niveau des
branchies des poissons contaminés (Fig. 2)
apres 42 jours d’exposition. Guluzar et al
[71], dans leur études de 1’effet des métaux
traces Ag®, Cd?*, Cr®, Cu®" et Zn®' sur
I’activité CAT au niveau des branchies des
tilapias ont relevé également de fortes
inductions de 1’enzyme antioxydante sous
I’effet du cuivre a 0,5 ; 01 et 1,5mg/I.

Les branchies des poissons sont considérées
comme les organes critiques lors
d’exposition au cuivre. En effet elles
constituent la plus grande partie de la
surface de contacte totale des poissons et
sont, ainsi, le lieu principal d’échange d’eau
et d’ions entre le sang et 1’environnement
(Atli et al., 2006; S. Monteiro, Rocha,
Fontainhas-Fernandes, & Sousa, 2008;
Sandra M Monteiro, Mancera, Fontainhas-
Fernandes, & Sousa, 2005). La fixation du
cuivre (Cu?") présents dans les eaux au
niveau des branchies des poissons est la
cause de dysfonctionnement des fonctions
métaboliques, respiratoires et
ionorégulatrices (Dang, Lock, Flik, &
Wendelaar Bonga, 2000; Sandra M
Monteiro et al., 2005). Le cuivre est de plus
connu pour provoquer de graves dommages
au niveau de la structure lamellaire des
branchies (Alkobaby & Abd EI-Wahed,
2017; Basirun et al., 2019; Antonio
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Figueiredo-Fernandes et al., 2007; Sandra
Mariza Monteiro, dos Santos, Calejo,
Fontainhas-Fernandes, & Sousa, 2009).
Selon (Di Giulio, Habig, & Gallagher,
1993), la catalase nous renseigne sur le
degré d’altération de la cellule. Shaw and
Handy (2006), dans leur étude histologique
de branchies des individus tilapias
exposés au cuivre via la nourriture,
n’observeérent aucune altération de ces
dernieres. Or dans notre étude les poissons
sont exposés au cuivre via I’eau. Monteiro et
al (Sandra M Monteiro et al., 2005), dans
leur étude, indique, qu’en association avec
’accumulation du cuivre (Cu?*) au niveau
des branchies des poissons tilapias
Oreochromis niloticus, plusieurs
changements histopathologiques se
produisaient au niveau de [1’épithélium
branchial avec des changement
systématiques des parametres
physiologiques (Na*/K*-ATPase...). Des
altérations des cellules a chlorure, chargées
de I’osmorégulation, ainsi que des cellules
pavimenteuses, des hyperplasies et des
fusions lamellaires des lamelles secondaires
ont été observées par Arellano et al
(Arellano, Storch, & Sarasquete, 1999) sur
une espéce marine. (Mazon, Cerqueira, &
Fernandes, 2002) ont obtenus des résultats
similaires en exposant une espéce de poisson
tropical vivant dans les eaux douces aux
différentes  concentrations du  cuivre
toujours.

Une légere diminution de I’induction de
I’activité catalase (CAT) (73,41+0,71 U/mg
Protéines) est mesurée a la fin du cycle de
décontamination. Ainsi le degré d’activation
de I’enzyme peut étre considéré comme
signe d’exposition des poissons a une
contamination passée par le cuivre Cu?*. De
fait, I’étude de D’atteinte des différentes
cibles par les xénobiotiques s’avere tres
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importante dans un diagnostic complet de
1’¢état de santé des espéces bioindicatrices, ce
qui est souvent 1’objectif des recherches en
écotoxicologie afin d’éviter les fausses
réponses d’un biomarqueur donné (Almeida
etal., 2002; Atli et al., 2006; Barillet, Adam,
Palluel, & Devaux, 2007; Durmaz et al.,
2006).

Vu les caractéristiques, la sensibilité de
I’enzyme et la facilité du dosage de cette
derniere plusieurs auteurs qualifient la
catalase comme un biomarqueur sensible
dans le biomonitoring des écosystemes
aquatiques (Abdellah et al.; Atli et al., 2006;
Atli & Canli, 2007; Meknachi et al., 2021,
Peixoto et al., 2006; Sanchez et al., 2005;
Sun et al., 2006).

3.3. Evolution de [’activité protéase (Pase)
Le dosage de I’activité protéase au niveau
de Dl’intestin des poissons (Fig.3), mit en
évidence une diminution significative
(p<0,05) d’activité de 1’enzyme digestive
chez les individus exposés au xénobiotique
(Cu?") atteignant des activités inférieurs a
10U/ml le long de cycle de contamination.
Par  ailleurs, une reprise d’activité
protéase (significative au seuil de p<0,05)
est mesurée apres la période de
décontamination, cependant D’activité
atteinte (20,331£6,59 U/ml) était toujours
inférieur & celles mesurée chez les
individus témoins (35,56+09,03 U/ml).

50 -

40 A

30 A

20 A

10 A

Activité Protease (U/ml)

0

Témoins 21 au 63 Contaminés 21 Contaminés 42 Décontaminés
jours jours jours 63jours

Figure 3. Effet du cuivre (Cu2+ ) sur ’activité protéase
(Pase) dans I’intestin des poissons tilapias Oreochromis
niloticus.
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(Bezerraetal., 2005), dans leur étude sur les
tilapias nilotica ont observé une inhibition
de I’activité protéase sous I’effet des ions
Cd?*, AP*, Hg%, Zn?* et Co*, cependant
leurs expériences ont étés menées in vitro.
L’ensemble des processus biochimiques et
physiologiques impliqués dans le cycle vital
des organismes dépend étroitement du
métabolisme énergétique. Le foie et le
pancréas des vertébrés ainsi que la glande
digestive ou hépatopancréas des crustaces et
des mollusques jouent un réle tres important
dans la digestion des aliments, en
synthétisant et en sécrétant les enzymes
digestives (Cui, Du, Zhang, Liu, & Chen,
2007; A Figueiredo-Fernandes et al., 2006;
Jean-Claude & Claude, 2008). Cependant,
ces organes sont aussi la cible des
contaminants chimiques qui y sont
transportés pour leur détoxication. De ce
fait, ils constituent les principaux sites
d’accumulation des contaminants, et en
particulier des contaminants métalliques,
chez les animaux aquatiques (Atli & Canli,
2007; A Figueiredo-Fernandes et al., 2006;
Jean-Claude & Claude, 2008). Selon
(Lagadic & Caquet, 1997) et (Van der Oost,
Beyer, & Vermeulen, 2003), les variations
d’activités enzymatiques sont souvent une
des premiéres réponses au stress, elles
représentent donc des points utiles dans la
confirmation des effets toxiques avant
que ces derniers ne soient perceptibles a
des niveaux d’organisation  biologique
supérieurs (cellulaire,  tissulaire,
physiologique...).

Des inhibitions d’activités protéase, amylase
ou lipase ont été observées chez différentes
especes de poissons exposées a des agents
métalliques. De plus des effets négatifs des
contaminants métalliques et organiques sont
aussi observés chez différents organismes
aquatiques (Amiard & Amiard-Triquet,
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2008). Selon (Essedaoui, Masse, & Sif,
1998), les activités d’enzymes digestives
chez des moules (Mytilus galloprovincialis)
prélevées le long d’un gradient de
contamination montrent des activités plus
faibles de I’a-amylase chez les individus
présentant les teneurs en cadmium les plus
élevées.

Dans notre étude et durant le cycle de
contamination, 1’ingestion de la nourriture
par les poissons stressés etait souvent
incomplete ou 1’aliment reste en surface
puis sedimente au fond des aquariums
(refus alimentaire). Selon (Amiard &
Amiard-Triquet, 2008), 1’acquisition de la
nourriture nécessite la mise en ceuvre de
comportements complexes qui peuvent étre
affectés par les anomalies engendrées par
les polluants au niveau du systéme nerveux
et des organes de locomotions. La
diminution de la prise alimentaire peut
également résulter soit d’une perturbation
physiologique, soit d’un comportement
d’évitement, I’organisme étant
chémosensible a la présence des
contaminants dans sa nourriture. D’apres
(Wilding & Maltby, 2006), lorsque
I’exposition cesse, le taux d’alimentation
redevient immédiatement normal chez les
individus  précédemment  contaminés,
montrant qu’il s’agissait uniquement d’un
phénoméne  d’évitement alors  que
I’inhibition persiste dans le cas d’une
perturbation physiologique. Dans notre cas
Iactivité atteinte a la fin du cycle de
décontamination (fig. 3) est probablement
le résultat d’une perturbation physiologique
et ne semble pas étre liée au comportement
d’évitement.

Le suivi de [I'impact potentiel des
contaminants sur I’activit¢ des enzymes
digestives est un parametre intéressant
présentant une pertinence écologique forte,

p. 26



Hippocampus 2022 revue N° 7

Réponse a un stress environnemental induit par le cuivre (Cu?*) chez le poisson d’eau douce Tilapia « Oreochromis niloticus ».)

car elles jouent un réle crucial sur les
processus d’assimilation de la nourriture.
Une diminution de la digestion pourra
résulter en une diminution de la croissance
et de la reproduction avec un impact
possible sur le maintien de la population. La
mesure de ces variations d’activités
enzymatiques a ainsi €été proposee par
plusieurs auteurs comme biomarqueurs trés
utiles (Amiard & Amiard-Triquet, 2008).

3.4. Mesures biométriques

Des mesures biométriques peuvent étre
utilisées pour déterminer des indices de
conditions chez divers organismes tels que
les poissons. Les résultats sont illustrés dans
les Figures 4 et 5.
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Figure 4. Effet du cuivre Cu2+ sur le taux de croissance
spécifique TCS durant la période d’étude (A : poissons
témoins ; B : poissons contamings).
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Figure 5. Effet du cuivre (Cu2+) sur I’évolution des poids
moyens (Pm) des tilapias durant la période d’étude.

Les valeurs des taux de croissance (TCS),
exploitées dans la Figure 4 (A; B),
montrent que les gains en poids chez les
poissons témoins sont supérieurs a ceux
mesurés chez les spécimens exposés au
cuivre (Cu?), dont on a relevé un retard de
croissance de ces derniers (Fig. 5). D’aprés
Gopi, et al (Gopi et al., 2019), I’effet
stressant du cuivre est a l’origine de la
diminution de la croissance des poissons
Tilapia. Ceci est probablement dd au
déséquilibre de la balance énergétique
associée a I’exposition au xénobiotique
(Cu?"), sachant que, chez tous les
organismes  vivants, I’ensemble des
processus biochimiques et physiologiques
est étroitement dépendant de la quantité
d’énergie disponible au niveau cellulaire.
Selon (Amiard & Amiard-Triquet, 2008),
une hausse des dépenses énergétiques
pour le métabolisme de base afin de faire
face aux stress endurés peut conduire a une
réduction de I’investissement énergétique
envers la croissance et/ou la reproduction.
Par ailleurs, sous I’effet d’un stress, y
compris d’origine chimique, la  réaction
de I’organisme se traduit par un
accroissement de la dépense énergétique
liee a la mise en place de mécanisme de
compensation physiologique (Lagadic &
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Caquet, 1997). Les contaminants chimiques
peuvent aussi intervenir lors de digestion de
I’aliment en altérant 1’activité des enzymes
digestives ce qui limite la capacité d’une
espece a maximiser sa prise énergétique.
(Shaw & Handy, 2006), ont constaté aussi
des retards de croissance chez des Tilapias
exposés au cuivre via la nourriture. Par
ailleurs, (Marchand, Quiniou, Riso,
Thebaut, & Laroche, 2004), dans leurs
études ont révélés une diminution générale
des facteurs de conditions chez des poissons
plats Platichthys flesus préleves dans des
estuaires impactés en comparaison a ceux
d’un estuaire de référence. Cependant
ce types d’indices n’est pas considérés
comme un biomarqueur au sens strict de
la définition, mais ils sont mesurés en
premiere intention car ils sont simples a
réaliser, de faible codt et ils peuvent fournir
des informations sur 1I’impact potentiel des
polluants (A Figueiredo-Fernandes et al.,
2006; Kosmala, 1998; Roche et al., 2003;
Van Gestel & Van Brummelen, 1996).

4. Conclusion

Dans une perspective de synthése des
résultats des mesures biochimiques des
biomarqueurs catalase et protéase, on peut
dire que D’augmentation des dépenses
énergétiques allouées a la défense traduite
par I’induction de I’enzyme antioxydante
CAT ainsi que la perturbation de I’enzyme
digestive protéase ainsi discutée sont a
I’origine de I’atteinte de la biométrie suite a
I’exposition au xénobiotique (Cu?*). De fait,
une forte pertinence est accordee a ces deux
biomarqueurs comme un signal précoce de
la dégradation de 1’état de santé des
organismes indicateurs ce qui donne aux
gestionnaires de [’environnement une
information sur 1’urgence des mesures a
prendre pour améliorer la qualité des
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écosystemes, ou protéger la biodiversite et
I’intégrité des milieux avant que les effets
soient  perceptibles & des niveaux
supérieurs aboutissant en phase finale a une
dégradation de la qualité écologique d’un
écosystémes dans sa totalité. De ce fait, les
variables biologiques sont un complément
indispensable au sein d’un programme de
surveillance et d’alerte.
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