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CARACTERISTIQUES ECOPHYSIOLOGIQUES\D’UNE POPULATION
D’ANGUILLES DE CAMARGUE EXPOSEE A UNE POLLUTION
CLANDESTINE PAR DES POLLUANTS ORGANIQUES PERSISTANTS

Hélene ROCHE!, Astrid BUET' et Frangois RAMADE!

SUMMARY

The assessment of the impact of an environmental disturbance on biological parameters
in aquatic organisms involves the measure and calibration of the control values. In the fishes,
the definition of ecophysiological standard values is difficult due to the diversity of origin and
the variability of the sampled organisms. The scope of this study is to appraise the influence
of ecophysiological parameters which could be considered as potential biomarkers of
chemical contamination in eels of Camargue. These parameters stand as both morphometric
and functional data: enzymatical activities involved in the energetic metabolism and the
osmoregulation (gill and muscle ATPases); detoxification activities as the hepatic
multienzymatic  cytochrome P450-dependant system [ethoxyresorufine-O-deethylase
(EROD), uridine diphospho-glucuronyl transferase (UDPGT) and glutathion S-transferases
GST)]; antioxidant enzymes [superoxide dismutases (SOD), selenium dependant gluthation
peroxidase (SeGPx) and catalase], as well as neuronal activity (acetylcholinesterase, AChE).
All over the 2 years (1999-2000) of our study , the size-weight relationship (on the basis of
the condition index) proved well balanced in the sampled eel population without noticeable
variations in three Vaccares sites and in spite of chronic parasitism due to the nematode
Anguillicola crassus (about 40% of the population). The major hepatic and muscular
components (proteins, lipids and glycogen) showed a seasonal variability associated to the
environmental factors and the energetic requirement of eels. The basal level of detoxification
activities — EROD, GST and UDPGT — has proven hard to define due to a number of
temporal variations of these enzymes probably linked to the thermal fluctuation occurring in
the habitat and/or to ignored history of the exposure of the individuals of the sampled fishes to
toxic xenobiotics. The sampling season stands as the major factor which acts on antioxydant
system in liver and red blood cells. Nevertheless the nutritional status and maturity of the
fishes exert as well a modulating effect on hepatic peroxydases. By contrast, the presence of
the nematode Anguillicola crassus in swimbladder does not modify neither hepatic
biotransformation activities nor oxydative metabolism. Despite a given data variability the
gill ATPases does not seem influenced by the studied biotic and abiotic factors. At the
opposite the muscular ATPase shows seasonal variations indicating an adaptive process to
physical factors (temperature and salinity). Intensity of feeding promotes significant
variations of the total ATPases activities relative to the need of ATP, but sexual maturity and
parasitism have no influence. The muscle and brain AChE are obviously partly under the
control of the nutritional status and, in a lesser extent, of the season one’s but unrelated to
maturity and parasitism. Finally, these studies carried out on the European eel stress the
necessity to assess the natural range of variation of the ecophysiological parameters
thereupon considered prior to their use as contamination biomarkers.

1 Ecologie et zoologie, CNRS UPRESA 8079, Ecologie, Systématique et Evolution, Bat. 442, Univer-
sité Paris-sud XI, F 91405 Orsay cedex - E-mail : helene.roche@ibaic.u-psud.fr

Rev. Ecol. (Terre Vie), vol. 58, 2003.

— 103 —


https://core.ac.uk/display/33520978?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

RESUME

L’évaluation de I’impact d’une perturbation environnementale sur les principaux
parametres biologiques d’une population ou d’un peuplement implique la connaissance
préalable des valeurs normales pour la ou les espeéces considérées. Chez les poissons, par
exemple, I’établissement de normes écophysiologiques de référence est complexe en raison de
la diversité des causes de variations. Les travaux exposés ici ont eu pour objet de déterminer
I’influence d’un certain nombre de facteurs écologiques (biotope de prélevement et saison de
capture, état nutritionnel, maturité sexuelle, parasitisme) sur des parametres
écophysiologiques susceptibles d’étre considérés comme biomarqueurs sur les populations
d’anguilles de Camargue. Il s’agit de données morphométriques et constitutives, d’activités
enzymatiques impliquées dans des processus métaboliques énergétiques et I’osmorégulation
(ATPases branchiales et musculaires), d’activités de détoxication comme le systéme
multienzymatique cytochrome P450 dépendant hépatique ([éthoxyrésorufine-O-dééthylase
(EROD), uridine diphospho-glucuronyl transférase (UDPGT) et glutathion S-transférases
(GST)] et les activités antioxydantes hépatiques et érythrocytaires [superoxide dismutases
(SOD), gluthation peroxidase-sélénium dependante (SeGPx) et catalase], ainsi que d’une
activité neuronale (acetylcholinestérase, AChE). La population d’anguilles échantillonnée sur
2 ans (1999-2000) présente une relation taille-poids (indice de condition) équilibrée, sans
différence notable due a 1’origine des individus au sein du Vaccares et malgré un parasitisme
chronique par le nématode Anguillicola crassus (prés de 40 % de la population). Les
principaux constituants du foie et du muscle (protéines, lipides et glycogéne) manifestent une
variabilité saisonniére et annuelle, liée aux facteurs environnementaux et aux besoins
énergétiques des anguilles. Le niveau basal des activités de détoxication EROD, GST et
UDPGT est difficile a estimer par suite des nombreuses variations temporelles de ces
enzymes. Celles-ci sont potentiellement attribuables aux fluctuations thermiques du milieu et/
ou a I’histoire de 1’exposition a des xénobiotiques des individus étudiés. De méme, la saison
s’avere étre le facteur le plus influent sur les activités enzymatiques antioxydantes hépatiques
et érythrocytaires. L’état nutritionnel et 1’age des individus présentent également un effet
modulateur des activités peroxydasiques hépatiques. En revanche, la présence du nématode
Anguillicola crassus dans la vessie gazeuse ne perturbe ni les activités de biotransformation
hépatiques ni le métabolisme oxydatif. En dépit de la variabilité des données, ’activité
ATPasique branchiale ne semble pas influencée par les différents facteurs biotiques et
abiotiques pris en compte, a l'inverse les activités ATPasiques musculaires. Celles-ci
montrent des variations saisonnieres témoignant d’un phénomeéne d’adaptation aux facteurs
physiques du milieu (température et salinité). L’intensité de la prise alimentaire engendre des
variations significatives de 1’activité ATPasique totale, liée aux besoins énergétiques en ATP,
alors que ni la maturité sexuelle ni le parasitisme n’ont d’influence. L’état nutritionnel, et
dans une moindre mesure la saison, modulent 1’AChE cérébrale et musculaire, contrairement
a la maturité sexuelle et au parasitisme. En conclusion, ces travaux réalisés chez 1’ Anguille
confirment que la variabilité des réponses biologiques aux facteurs naturels implique une
estimation des domaines de variations des biomarqueurs potentiels préalablement a
I’évaluation de leur réponse a une exposition a des polluants.

INTRODUCTION

L’évaluation des conséquences physiotoxicologiques résultant de 1’exposition

d’un organisme vivant a un stress environnemental implique une évaluation aussi
précise que possible des causes et des modalités de la perturbation. En outre, elle
nécessite la connaissance des domaines de variations des valeurs normales des
parametres écophysiologiques dans la ou les populations exposées de 1’espece
considérée. L’idéal serait de disposer d’un index pour une espece donnée, mais les
bilans sont souvent difficiles a interpréter et I’ambition d’établir un répertoire de
valeurs écophysiologiques de référence est généralement pondérée par la multitude
de facteurs externes dont elles dépendent. Les causes naturelles de variations sont
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communes a la totalité des especes propres a un habitat donné : elles sont liées a des
facteurs écologiques majeurs, extrinséques ou intrinseques comme la saison, les
caractéristiques physico-chimiques propres au biotope, le sexe, la maturité, etc.
(Ramade, 1992). Néanmoins, leur importance relative dépend de 1’espece
considérée. Elles tiennent également au fait que les données biologiques sont
susceptibles de fluctuer selon la provenance des animaux, leurs conditions de vie
(habitat, nutrition, etc.) sans omettre le fait qu’un biais lié au stress plus ou moins
important que peut générer leur mode de capture peut apparaitre. Ces quelques
remarques illustrent la difficulté que représente 1’élaboration de normes
écophysiologiques de référence lorsque I’on se propose d’étudier les conséquences
écotoxicologiques d’une pollution des eaux pour une population de poissons.
L’impérieuse nécessité d’identifier des organismes-tests et des biomarqueurs
permettant d’évaluer de facon aussi précoce que possible I’impact potentiel d’une
pollution des eaux, s’est accompagnée d’un développement croissant des
recherches au cours de la dernicre décennie par suite de la fréquence, en
augmentation continue, de certaines situations d’urgence. Parmi les especes
proposées, 1’anguille figure au premier rang des especes de référence pour la
surveillance de la qualité des eaux continentales et littorales. En effet, ce poisson
euryhalin, doté d’une grande valence écologique, constitue une excellente espece
« sentinelle » des zones humides en raison de son aptitude a bioconcentrer les
polluants persistants, qu’ils soient minéraux ou organiques (Nuifiez-Delgado, 1996 ;
Buet, 2002). En outre, elle possede une caractéristique importante pour étre utilisée
comme espece animale bioindicatrice : aprés une période de divagation de breve
durée, généralement de I’ordre d’une année, le comportement des jeunes anguilles
devient sédentaire. Elles s’installent sur un territoire d’une quinzaine d’ares en
moyenne sur lequel elles vont séjourner. Ainsi, la contamination des individus
provoquée par un polluant est localisée de facon précise car elle ne provient que de
I’exposition in situ. En préalable aux recherches écotoxicologiques exposées par
ailleurs dans le présent fascicule, nous faisons état dans cet article des résultats des
études écophysiologiques que nous avons conduites dans une population
d’anguilles du Vaccares.

L’objet de nos investigations a été de préciser la nature et 1’intensité de
plusieurs processus métaboliques par 1I’analyse de parametres biométriques (indices
de condition), métaboliques (constitution tissulaire, réserve énergétique, activités
ATPasiques), d’activités enzymatiques hépatiques de détoxication (systeéme
multienzymatique cytochrome P450 dépendant), de [I’activité d’enzymes
impliquées dans le métabolisme de 1’oxygene au niveau hépatique et sanguin et de
I’activité de 1’acétylcholinestérase (AChE) cérébrale et musculaire.

Les parametres métaboliques ont été choisis par suite de leur implication dans
les réponses a un stress chimique (Buet ef al., 1998). Les substrats énergétiques
subissent de forts remaniements en fonction de la saison et du cycle de
reproduction ; parmi eux, le glycogéne constitue une forme rapidement
mobilisable. Son taux musculaire et hépatique reflete 1’état des réserves
énergétiques d’un organisme et traduit 1’altération éventuelle des processus de
glycolyse ou de néoglucogénese (Gimeno et al., 1995 ; Teh et al., 1997). Les lipides
neutres représentent une forme de réserve a plus long terme et les lipides polaires
sont les composants principaux des membranes cellulaires. Ainsi, au-dela du simple
aspect énergétique, la teneur lipidique du muscle et du foie conditionne largement
la bioaccumulation des polluants lipophiles. Le muscle, par son imprégnation, est
un élément déterminant du phénomene de bioamplification (transmission de la
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contamination au long de la chaine alimentaire) et le tissu hépatique est impliqué
dans la plupart des processus métaboliques, notamment dans les mécanismes de
détoxication. Les taux de protéines, de glycogene et de lipides ont donc été évalués
dans les tissus hépatique et musculaire.

La biotransformation des xénobiotiques organiques lipophiles au sein des
différents organes consiste en la production de métabolites plus hydrosolubles que
la molécule initiale (phase I) et en dérivés conjugués (phase II) afin de faciliter leur
élimination. La mesure des activités enzymatiques associées a ces transformations,
en particulier les activités cytochrome P450 dépendantes, a été développée comme
biomarqueur. L inductibilité de ces enzymes par les xénobiotiques a fait 1’objet de
nombreuses recherches. Chez les poissons, 1’utilisation de [D’activité
éthoxyrésorufine-O-dééthylase (EROD) hépatique, et dans une moindre mesure des
activités glutathion S-tranférase (GST) et uridine diphosphoglucuronyl transférase
(UDPGT), en tant que biomarqueurs de pollution sont désormais classiques
(Stegeman et Lech, 1991 ; Flammarion et al., 2000). L usage de ces biomarqueurs
implique la connaissance précise des conditions écologiques auxquelles les
individus sont exposés car il est bien établi qu’un grand nombre de facteurs comme
la température du milieu (Pacheco & Santos, 2001), 1’age et le sexe des individus
(Forlin & Haux, 1990) ou I’alimentation (Grasman et al., 2000) influe sur ces
activités.

Lors des processus métaboliques endogenes ou exogenes, des dérivés de
I’oxygene extrémement réactifs, les radicaux libres, sont libérés. Cette formation
d’oxyradicaux est contrélée par des systemes antioxydants. Les organismes
aérobies possedent des mécanismes de défense de nature enzymatique qui leur
permet de réguler la concentration en radicaux libres ; ce sont essentiellement deux
grandes catégories d’enzymes : les superoxydes dismutases (SOD) et les
peroxydases dont les glutathion peroxydases (GPx et Se-GPx) et les catalases. Chez
les poissons, de nombreux travaux ont validé la mesure de leur activité, tant au
niveau sanguin qu’au niveau hépatique en tant que biomarqueurs aspécifiques
(Roche & Bogé, 1996,2000). La mesure des activités hépatiques et érythrocytaires
antioxydantes, qui sont également largement modulées par les facteurs abiotiques,
fait partie de nos investigations.

L’énergie métabolique nécessaire au transport actif des petites molécules est
fournie par 1’hydrolyse de I’ATP (adénosine-triphosphate). Ceci justifie 1’intérét
des ATPases qui, outre leur réle dans I’osmorégulation, constituent des cibles
énergétiques pour un toxique. Précédemment nous avons montré que leurs activités
branchiale et musculaire étaient largement influencées par les taux d’incorporation
des xénobiotiques dans les compartiments lipidiques tissulaires (Buet ez al., 2001 ;
Roche et al., 2001, 2002). En complément, nous avions observé que 1’activité
acétylcholinestérase (AChE) musculaire et cérébrale, cible privilégiée des
organophosphorés et des carbamates, et potentiellement altérée par des HAP et des
métaux, était appropriée a I’étude des effets membranaires.

La présentation de I’ensemble de nos résultats collectés durant les années 1999

et 2000 a pour objectif de participer a I’établissement d’un référentiel des données
chez les anguilles de la RNNC.
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MATERIEL ET METHODES

LES ANGUILLES

L’anguille est une espece de grande importance halieutique qui figure parmi
celles de tout premier rang au plan économique. Cependant, tous les indices
montrent actuellement une régression générale de ses populations dans toute
I’Europe, voire sa compléte disparition dans certaines régions. En conséquence, on
note depuis une dizaine d’années une chute générale des prises ainsi qu’une
décroissance des tailles des individus capturés. Ceci est di principalement a des
modifications naturelles ou anthropiques des facteurs environnementaux mais aussi
a un phénomene nouveau, le parasitisme chronique dont cette espece est atteinte.

Trois sites de prélevements ont été choisis dans I’Etang de Vaccares: — a
I’embouchure du Canal de Fumemorte drainant les eaux d’irrigation des rizicres
captées dans le Rhone, — a la pointe de Mornes extrémité de la presqu’ile du méme
nom, zone centrale éloignée des apports d’eau douce et — au niveau du site dit de
La Capeliere a 200 m au nord de Fumemorte. L’étude présentée ici porte sur
68 individus dont les caractéristiques biométriques sont présentées dans le tableau I.

L’anguille européenne adulte a une taille comprise entre 30 cm et 1 m
(rarement 1,50 m) pour un poids variant de 300g a 5kg. Dans notre
échantillonnage 85 % des individus pesent entre 22 g et 250 g et 86 % mesurent
entre 34,8 et 52,4 cm (Fig. 1). Elle a une longévité pouvant excéder 12 ans pour les
femelles et entre 3 a 8 ans pour les males.

Ce poisson se nourrit essentiellement d’organismes vivant sur le fond : larves
d’insectes, vers, crustacés, mollusques mais aussi ceufs et poissons ; ceci la conduit
a avoir des relations étroites avec les sédiments. Cette espece sédentaire est
essentiellement active la nuit, elle occupe des milieux aquatiques treés différents :
depuis les étangs littoraux jusqu’aux rivieres de pré-montagne. La différenciation
sexuelle apparait a partir d’une taille proche de 25 cm. Les males dominent dans les
zones cotieres et les femelles dans les zones amont. La phase de croissance s’acheve
par une deuxiéme métamorphose transformant les anguilles jaunes en anguilles
argentées, prétes a regagner les profondeurs océaniques. L’étude présentée ici
concerne essentiellement des anguilles immatures.
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Figure 1. — Histogramme de fréquence des poids et tailles des anguilles analysées.
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Présentation des anguilles qui ont fait I’objet de I’ étude. Parametres biométriques,
dates, et sites de capture. N = nombre d’individus, Moyenne géométrique [valeur
minimum-valeur maximum]. RHS = rapport hépatosomatique ; RGS = rapport

TABLEAU I

gonadosomatique ; RVS = rapport viscérosomatique

Date Site

d N Poids g Taille cm RHS RGS RVS
c capture

1099 Fumemorte 11 1339 03 128 0,15 241
J emorte [74,7-1959] [350-480] [097-157] [008-040]  [1,68-3.72]

La A 84,1 33,8 121 0,16 2,78
Capeliere [220-391,7] [230-620] [107-152] [<005-050] [2,01-406]

Mornds g 113.6 414 1,14 022 2,88
[51,5-2259] [31,0-510] [0.83-154] [<005-022] [1,54-401]

nov. 99 Fumemorte 9 150,1 44 1,33 0.39 4,62
: [494-381.8] [320-610] [103-1,71] [0,15-080]  [3.51-5,68]

La 0 1752 458 1,77 1,52 32
Capeliere [90.0 - 465.8] [37,0-630] [130-221] [<005-152] [144-498]

Mormbs g 3158 535 1,53 041 231
[131,8-760,0] [41,0-700] [125-232] [004-1,62]  [123-440]

00 F . 7 86,4 37,1 1,42 0,14 498
mat umemorte [550-1363] [319-429] [098-190] [007-020]  [346-717]

La ; 107.6 39 1,56 0,16 445
Capeliere [512-1762] [32,1-454] [1,13-202] [001-0,65] [296-6,11]

Mornds A 1652 438 1,65 043 5,04
[1012-436,5] [37,5-540] [104-502] [0,09-099]  [3,89-6,89]

oct. 00 Fumemorte 6 217,7 494 1.3 0.87 1,14
: [92,7-5600] [385-630] [099-159] [0,73-105]  [0,54-2,16]

La 1194 409 1,14 022 1,63
Capelicre [76,8 -206,5] [37,5-480] [0.84-143] [0,19-027]  [0,68 -4,00]

Mormbs p 1393 06 0,89 028 1,05
[803-52655] [350-610] [031-125] [0,12-130]  [0,62-1,58]

LES PARAMETRES ECOPHYSIOLOGIQUES

ANALYSES MACROSCOPIQUES ET PARAMETRES BIOMETRIQUES

Des informations significatives de la « condition » des poissons sont données
par des mesures biométriques : poids, taille, coefficient relatif de condition (K)
évalué en référence a la population d’origine (n > 6000), indices hépatosomatique
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(RHS), viscérosomatique (RVS), gonadosomatique (RGS) correspondant au
rapport du poids des organes sur la masse corporelle. Des données ordinales ou
qualitatives sont également collectées : coefficient de vacuité, parasitisme,
nécroses, mycoses, etc.

LES BIOMARQUEURS D’EFFETS ECOTOXICOLOGIQUES

Biomarqueurs métaboliques

La constitution tissulaire du foie et du muscle est déterminée selon la technique
précédemment décrite (Roche et al.,2000). Brievement, apres extraction des lipides
par la méthode de Folch et al. (1957), une digestion sodique du tissu sec est réalisée.
La teneur en protéines est alors estimée par la technique de Lowry et al. (1951).
Puis le glycogene précipité par de I’éthanol est traité par une glucamylase et le
glucose libéré est dosé par une méthode enzymatique a la glucose-oxydase. Les
teneurs en lipides totaux, protéines totales et glycogéne renseignent sur 1’état des
réserves énergétiques et sur les potentialités de bioaccumulation des contaminants
lipophiles. Les concentrations en phospholipides ont été déterminées sur des
aliquotes de lipides totaux par la méthode de Fiske & Subbarow (1925).

Enzymes de biotransformation

L’activit¢ EROD (phase I) est mesurée sur une fraction microsomale hépatique
d’aprés la méthode de Burke & Mayer (1974). Les GST sont des enzymes
participant a la phase II des processus de biotransformation des polluants
cytotoxiques mutageénes qu’elles combinent avec le groupement - SH du glutathion
réduit. Leur activité est mesurée selon la méthode de Habig et al. (1974). L’'UDPGT
est ancrée dans la membrane du réticulum endoplasmique et conjugue les
xénobiotiques nucléophiles et certains composés endogenes avec 1’UDP-acide
glucuronique (UDPGA) (phase II). Son dosage est réalisé sur les fractions
microsomales hépatiques d’apres la méthode de Castren & Oikari (1983).

Les systéemes enzymatiques antioxydants

Les GPx catalysent la réduction conjointe d’un hydroperoxyde et d’un
peroxyde organique, le glutathion. On distingue 1’activité totale et sélénium-
dépendante (Se-GPx), localisée dans le cytosol et dans la matrice mitochondriale.
La mesure de ces activités est basée sur le suivi de la cinétique d’oxydation du
NADPH, donneur d’électron, lors de la réduction du GSSG (glutathion oxydé) en
GSH (réduit) (Tappel, 1978). Les SOD sont des métalloenzymes capables de
dismuter 1’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene. Leur activité totale est
évaluée par la mesure de l’inhibition de la transformation de 1’adrénaline en
adrénochrome par 1’anion superoxyde fourni par le syst¢eme hypoxanthine/xanthine
oxydase (méthode adaptée de Misra & Fridovich, 1972). Localisée au niveau des
peroxysomes, la catalase est une enzyme qui catalyse la réduction du peroxyde
d’hydrogene en eau et en oxygene moléculaire. Son activité est estimée par la
cinétique de disparition du peroxyde d’hydrogéne (H,O,) (Beers & Sizer, 1952).
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Les activités de ce systtme multienzymatique cytosolique sont mesurées dans le
foie et dans les érythrocytes.

Les enzymes membranaires

Les ATPases sont considérées comme des indicateurs sensibles de toxicité
(Sancho eral., 1997). Leur activité est estimée dans les branchies et les muscles par
dosage colorimétrique du phosphore inorganique libéré apres hydrolyse de I’ATP
en ADP (Schmitz et al., 1973). L’activité ouabaine résistante est déduite de
I’activité totale pour la mesure des Nat, K*-ATPases. Le principal role biologique
de I’AChE est le contrdle de la transmission de 1’influx nerveux au niveau des
jonctions synaptiques cholinergiques. La mesure de son activité est réalisée sur des
homogénats clarifiés de muscle et de cerveau selon la méthode d’Ellman et al.
(1961).

ANALYSES STATISTIQUES

L’analyse statistique des données est effectuée avec le logiciel Statview 4.02
(Abacus concepts Inc., California) équipant un micro-ordinateur Macintosh. La
répartition des mesures biologiques (biométrie, constitution biochimique tissulaire
ou activité enzymatique) répond le plus souvent a une loi normale. Lorsque les
valeurs sont distribuées selon une loi de Gauss (distribution normale) et que
I’homogénéité de la variance est démontrée (ANOVA), elles sont exprimées par
leur moyenne et leur erreur standard a la moyenne (SEM) pour une population
d’effectif n. La démonstration statistique des effets recherchés est réalisée a 1’aide
de tests paramétriques. Notre étude reposant sur une comparaison entre deux séries
non appariées, c’est le test # de Student par rapport a la moyenne qui est utilisé : les
variations sont considérées comme significatives lorsqu’a I'issue de ce test la
significativité présente une probabilité supérieure a 95 % (p < 0,05).

RESULTATS ET DISCUSSION

PARAMETRES MORPHOMETRIQUES

Le poids des 68 anguilles analysées est compris entre 22 g et 760 g (Fig. 1).
Cet échantillonnage est constitué de 48,4 % d’anguilles jaunes (« adultes ») et
51,6 % de juvéniles chez lesquels le rapport gonadosomatique (RGS) est inférieur
a 0,05. Les indices biométriques offrent un grand intérét pour évaluer les effets
chroniques des pollutions. Les plus usuels sont les relations taille-poids (condition)
et les indices RHS, RGS et RVS (Tableau I). Le RHS est souvent corrélé avec le
degré de pollution. Tant que les poissons sont capables de s’alimenter, cet indice
augmente en méme temps que ’activité des systemes de détoxication. Le RVS est
le reflet de I’état nutritionnel des animaux au moment de leur capture (Fig. 3). Cet
indice diminue chez des poissons soumis a un jeline naturel ou provoqué par les
conditions du milieu dans lequel ils se trouvent.
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Chez de nombreuses especes aquatiques, il existe une relation mathématique
entre le poids et la taille des animaux qui caractérise leur embonpoint. Elle
s’exprime mathématiquement par le coefficient relatif de condition (K) calculé a
partir de plus de 6 000 individus de la population d’anguilles camarguaises. Voisin
de 1, il dénote une bon équilibre pondéral ; dans le cas contraire il peut témoigner
d’un effet d’une perturbation chronique.

100% 100%
80% 80%
60% 9056
40%

40%
20%

20%
0%

0% Fumemorte  La Capeliere Mornés

jan 99 mar 99 jui 99 nov 99 mai 00 oct 00
0O 0,85<k<1,15 MWk<0,85 Mk>1,15

Figure 2. — Evolution saisonniere et inter-site du coefficient relatif de condition.

Une prépondérance numérique des anguilles montrant une relation taille/poids
déséquilibrée est mise en évidence en hiver 1999. Il s’agit de poissons présentant
un certain embonpoint (Fig. 2). A ’exception d’un déficit pondéral chez quelques
individus en juin 99, 1’équilibre est maintenu dans les échantillonnages effectués
entre juin 1999 et octobre 2000. En outre, il n’apparait aucune différence notable
entre les divers sites de prélevement.

L’analyse de I’état nutritionnel des anguilles est basée sur deux parameétres : le
coefficient de vacuité déterminé par I’évaluation des proies en cours ou non de
digestion dans I’appareil digestif et le RVS (Fig. 3).

L’analyse des contenus viscéraux montre que plus de 75 % des individus sont
a jeun lors de leur capture en janvier et juin 1999 et en octobre 2000. Ceci est
confirmé par le RVS pour les séries de janvier 1999 et d’octobre 2000. A 1’opposé,
les poissons péchés en mars et novembre 1999 et en mai 2000 ont une activité
alimentaire plus efficace comme en témoigne le RVS, notamment dans le cas de ces
2 dernieres séries. Le coefficient de vacuité tend a montrer que les anguilles
provenant du site de Morneés sont mieux nourries, mais ce constat n’est pas
confirmé par I’analyse du RVS. Ces observations révelent les difficultés
d’interprétation de telles données qui, bien qu’elles soient facilement collectées et
peu sujettes a I’erreur expérimentale, sont biaisées par d’autres facteurs inhérents
au type méme d’expérimentation. En effet il est probable qu’entre la capture dans
les filets statiques et la releve de ceux-ci, les anguilles aient pu se nourrir des proies
prisonnieres des filets notamment des athérines et des invertébrés benthiques et
pélagiques.
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Figure 3. — Etat nutritionnel des anguilles estimé a) par le coefficient de vacuité et b) par le rapport
viscérosomatique (RVS). Evolution saisonniere et variations inter-sites.

PARASITISME

L’anguille européenne est une espece catadrome et poikilohaline traditionnelle
des milieux littoraux méditerranéens ol elle représente une ressource halieutique
essentielle. Cependant, on note depuis une dizaine d’années une chute de la
production  piscicole. Les modifications anthropiques des facteurs
environnementaux sont les causes les plus souvent incriminées. Cependant le
parasitisme chronique engendré par les nématodes du genre Anguillicola sp., espece
introduite du Japon, est un élément non négligeable de la régression des
peuplements d’anguille. Dans cette étude, le pourcentage d’anguilles infestées est
légerement supérieur a la moyenne francaise, voisin de 30 %.

En effet, environ 40 % des individus sont parasités au niveau de la vessie
gazeuse par Anguillicola crassus. Ce parasitisme présente une certaine stabilité au
cours des deux années expérimentales bien qu’il accuse une légere baisse en
octobre 2000 et semble moins prononcé chez les individus capturés a proximité de
La Capeliere (Fig. 4). Nous avons dénombré jusqu’a 18 nématodes chez certains
individus lesquels présentaient une hémorragie au niveau de la vessie natatoire.

La présence du nématode Anguillicola crassus provoque chez 1’anguille une
élévation du cortisol plasmatique, effet qui s’apparente a un effet—stress (Sures et
al., 2001). Les anguilles infestées présenteraient également une altération de leur
activité natatoire (Nimeth et al., 2000) en particulier en milieu marin. Ce
parasitisme est endémique dans de nombreuses rivieres européennes, mais sa
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Figure 4. — Parasitisme des anguilles de Camargue par Anguillicola crassus. Evolution saisonniére et
inter-sites.

transmission est aussi possible en eau saumatre — lagunes et estuaires — par des
hoétes intermédiaires ; en revanche, en mer, elle est plus rare (Kirk ez al., 2000).

CONSTITUANTS TISSULAIRES

Chez les anguilles du Vaccares capturées au cours des 4 campagnes
d’échantillonnage de 1999 et 2000, les teneurs tissulaires en protéines totales
exprimées par rapport a la matiere séche accusent une grande variabilité saisonniere
et annuelle ainsi que le montrent les graphiques de la figure 5. Une faible
concentration protéinique, aussi bien dans le foie que dans le muscle, est relevée
chez les poissons prélevés au mois de juin 1999, alors que les 2 séries suivantes
(novembre 1999 et mai 2000) ont des charges protéiques €levées. Cette apparente
« carence » est partiellement compensée par le glycogene dont 1’évolution est
inverse, il présente notamment une teneur particulicrement basse en mai 2000.

Les teneurs en lipides tissulaires relativement stables lors des trois premieres
campagnes de prélevement sont significativement augmentées en octobre 2000
(Fig. 6). Cette période correspond a la fin d’une période particulierement chaude
pendant laquelle les poissons se sont vraisemblablement abondamment alimentés.
Les teneurs en phospholipides, trés stables dans les muscles, sont tres élevées dans
le foie des anguilles analysées en mai 2000 ou ils représentent plus de 50 % des
lipides totaux, cette proportion ne dépassant pas 30 % dans les autres séries.

Le niveau des réserves métaboliques chez les poissons est lié a 1’état
nutritionnel et procure d’excellents marqueurs des activités consommatrices
d’énergie. L’activité de reproduction est contemporaine de remaniements
métaboliques profonds. Pendant toute la période qui précede la reproduction, les
poissons accumulent des réserves sous forme essentiellement glucidique et
lipidique. Elles seront utilisées lors de la maturation des gonades. La vitellogénese
mobilise toutes les réserves et exige une importante consommation d’énergie. Le
métabolisme des lipides subit alors de notables changements. Lors de la maturation
sexuelle, ces graisses sont utilisées a la fois pour 1’élaboration des gonades mais
aussi comme source d’énergie lorsque les poissons réduisent leur alimentation. Au
moment de la reproduction, les réserves glycogéniques décroissent dans le foie et
les muscles. Mais il arrive que cette source soit insuffisante pour répondre aux
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besoins et une néoglycogéneése, a partir des acides aminés ou des lipides, restaure
les stocks de glycogene en cours d’épuisement. Chez des poissons exposés a des
contaminants organiques, il a été constaté in situ que les niveaux de glycogene et
de lipides hépatiques étaient bien plus faibles que ceux des animaux de référence.
Lorsque les poissons sont stressés, leur stratégie adaptative consiste a « sacrifier »
la production des oeufs au profit du maintien des fonctions somatiques.

ACTIVITES ENZYMATIQUES
LES ENZYMES DE BIOTRANSFORMATION

A la suite de leur pénétration dans 1’organisme, les xénobiotiques subissent des
transformations métaboliques hépatiques ou extrahépatiques au cours desquelles un
grand nombre d’enzymes est impliqué. Ces processus biochimiques de détoxication
ont pour role de rendre hydrosolubles les composés organiques lipophiles afin de
faciliter leur excrétion par voie biliaire, rénale ou branchiale. Le plus étudié d’entre
eux est catalysé par les cytochromes P450 ; D’activité de trois enzymes de
biotransformation, I’EROD, la GST et I’"'UDPGT, est déterminée dans le foie des
anguilles afin d’évaluer 1’impact des variations « normales » de facteurs biotiques
et abiotiques.

Ces trois enzymes présentent des variations annuelles de grande amplitude et
des fluctuations saisonnieres particulierement sensibles pour ’EROD (Tableau II).
En effet elles sont plus actives chez les poissons analysés en 2000, qu’ils soient
capturés a la fin du printemps ou en automne, et ’EROD est particulierement
stimulée en octobre 2000. A 1’inverse, 1’état nutritionnel, la maturité sexuelle et le
parasitisme ne semblent pas étre des facteurs influant sur le niveau d’activité de ces
enzymes hépatiques.

Les processus enzymatiques de biotransformation, qui consistent a rendre plus
hydrosolubles certaines molécules exogenes, en particulier les HAP et les PCB,
constituent la phase I ou phase de fonctionnalisation. Celle-ci est essentiellement
assurée par des monooxygénases a cytochrome P450 (MFO) et permet d’introduire
dans la molécule un groupe polaire (EROD). La phase II, ou phase de conjugaison,
assure la liaison d’une substance hydrophile endogeéne, comme le glutathion, avec
ce groupe polaire et en permet ainsi I’élimination (UDPGT) et (GST). Ces enzymes
sont inductibles et certaines comme I’EROD sont déja utilisées dans les
programmes de biosurveillance. Cependant I’induction des isoenzymes cytochrome
P450 est particuliecrement sensible aux fluctuations normales des facteurs
abiotiques et sa validation en tant que biomarqueurs fait 1’objet de controverses
(Kirby et al., 1999 ; Rotchell et al., 1999), notamment en cas de contamination
chronique du milieu (Blanchard et al., 1999). Nos résultats montrent que I’activité
« basale » de ces enzymes est difficile a déterminer in situ ; comme toutes les
enzymes inductibles elles présentent une grande amplitude de réponses associées a
une variabilité élevée. Nous avons relevé des variations « temporelles »
significatives probablement liées a un ensemble d’éléments parmi lesquels le
facteur température et le passé « toxicologique » récent des individus pourraient
étre prépondérants. Dans une étude similaire Rotchell e al. (1999) ont relevé un
maximum d’activité de ’EROD hépatique en été et une activité 6 a 8 fois réduite
en hiver. A I’opposé, Wilhelm ez al. (2001) n’ont pas mis en évidence de variation
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saisonniere de ’EROD hépatique chez le poisson Geophagus brasiliensis mais ont
observé une hyperactivité GST au printemps par rapport a I’automne.

TABLEAU II

Variations des activités des enzymes hépatiques de biotransformation chez les
anguilles du Vaccareés en fonction de paramétres abiotiques et biotiques

EROD GST UDPGT
pM.mg'1 de protéines }4M.mg'1 de protéines nM.mg'l de protéines

Variations temporelles

juin 99 21-24 268103 1290 + 13,2° 0,50 + 0,09
nov. 99 14-20 603+153 745+50 0,77 0,16
mai 00 24-26 1559 + 28,8 4776 £71,5° 130+2,1°
oct. 00 20 4239 + 8022 3582 + 423 7,03 +4,10

Influence de I’ état nutritionnel

a jeun 61-65 1698 £33.,6 2570+347 52+16
nourries 21-25 151,2+39,6 2984 +£51.6 74+20

Influence de la maturité sexuelle

juvéniles 46-48 120,1 £243 290.1 £37,1 TA+£22
adultes 37-42 2170 +49,1 2438 +449 38+1,1

Influence du parasitisme (Anguillicola crassus)

saines 47-51 184,6 + 36,1 2782+419 6,35 +2,05
infestées 37-39 139,7+£390 2558 + 38,1 5,13 147

Indice placé a coté de la valeur la + élevée ; a : variation saisonniere significative dans la méme année,
b : variation annuelle significative a la méme saison. Test # de Student p < 0,005.

ENZYMES IMPLIQUEES DANS LE METABOLISME OXYDATIF

La métabolisation des composés organiques lipophiles est susceptible
d’entrainer une « détoxication » mais également la formation d’intermédiaires
réactifs, qui peuvent manifester une toxicité surajoutée (Winston & Di Giulio,
1991). La plupart des mécanismes de biotransformation impliquent la réduction de
I’oxygeéne moléculaire conduisant a la formation d’especes hautement réactives
telles que 1’anion superoxyde, le radical hydroxyle, le peroxyde d’hydrogene ou le
singulet d’oxygene. La production de ces radicaux extrémement actifs se révele étre
une conséquence de 1’existence aérobie. Paradoxalement, ces especes, essentielles
a la vie en aérobiose, sont trés nocives (destruction de 1I’ADN, désactivation
enzymatique, oxydation d’hormones, sénescence, altérations membranaires comme
la lipoperoxydation, dommages oxydatifs des protéines, etc). L’organisme est
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protégé par des systemes enzymatiques associés, dont celui comprenant les
superoxydes dismutases (SODs) et les peroxydases (Roche & Bogé, 1996). Une
étude spécifique du métabolisme oxydatif au travers de sa régulation enzymatique
dans le foie et les érythrocytes a été entreprise chez les anguilles du Vaccares.

Réponses hépatiques

Les variations saisonnieres des activités enzymatiques hépatiques sont
nombreuses et anarchiques, elles sont liées d’une part aux facteurs physiques du
milieu et d’autre part aux activités métaboliques des organismes. Elles se
manifestent en 1999 par des valeurs élevées de toutes les activités impliquées dans
le métabolisme des radicaux libres mesurées au mois de juin, et par une
hyperactivité des enzymes liées au glutathion en octobre 2000 (Tableau III). En

TABLEAU III

Variations des activités des enzymes hépatiques impliquées dans le stress oxydatif
chez les anguilles du Vaccareés en fonction de parametres abiotiques et biotiques

n GPx ;tM.mg'1 Se-GPx 14M.mg'1 Catalase mM.mg'1 SODs U.mg'1
de protéines de protéines de protéines de protéines
Variations temporelles
juin99  23-24 425£29° 320+ 60 7245 +54 3% 24.6+23%®
nov. 99 20 208 +2,5 139+13 1766 £ 12,5 105+16
mai 00 22-26 385+48 288 +6,7 1320+ 13,1 88+1,0
oct. 00 20 2239 + 52,00 1270 + 16 3% 3476 +30,5% 13428

Influence de I’état nutritionnel

a jeun 63-65 930+ 193* 56,9 £ 8.4% 3935 £ 354%* 15715
nourries 23-25 369+89 278 4,1 2280+523 109+18

Influence de la maturité sexuelle

juvéniles  46-48 638+13)7 598+98 406,6 + 49 0* 159+1,7
adultes 40-42 923 +£263 36,778 280,5+303 12,7+1,6

Influence du parasitisme (Anguillicola crassus)

saines 49-51 782+159 550+96 346,6 £42.1 132+15
infestées ~ 37-39 76,0 £262 412+78 3494 £4377 160+19

Test t de Student, indice placé a coté de la valeur la + élevée ; variation significative a : saisonniére dans
la méme année, b : annuelle a la mé&me saison. p < 0,005 ; différence significative a jeun vs nourris
*p =0,045, **p = 0,014 ; différence significative juvéniles vs adultes # p = 0,037.

outre d’importants écarts de variation de la catalase sont mis en évidence entre
chacun des lots expérimentaux. Le jeline stimule les peroxydases hépatiques,
notamment la Se-GPx et la catalase. En effet, ces activités sont augmentées de 50 %
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et 42 % respectivement chez les anguilles présentant un coefficient de vacuité
proche de 0. Le niveau d’activité de la catalase est variable en fonction de 1’age des
individus, elle est sensiblement plus élevée chez les jeunes anguilles (+ 31 % en
moyenne) ; en revanche la présence du nématode Anguillicola crassus dans la
vessie gazeuse ne perturbe pas le métabolisme oxydatif.

Réponses érythrocytaires

Un des réles fondamentaux de 1’érythrocyte est le transport de 1’oxygene et
d’une partie du gaz carbonique par le biais de la molécule d’hémoglobine, cette
derniere étant sollicitée par tout métabolisme aérobie. L auto-oxydation de 1’heme
libére des radicaux superoxydes qui peuvent réagir avec I’hémoglobine par un
processus d’oxydation (oxyhémoglobine en méthémoglobine) ou de réduction
(méthémoglobine en oxyhémoglobine) (Winterbourn, 1986). Nous avons montré
précédemment chez Dicentrarchus labrax (Roche & Bogé, 1996) comme chez
I’invertébré Chironomus riparius (Choi et al., 2000) que les enzymes du stress
oxydant jouent un r6le compensatoire palliant la diminution du taux
d’hémoglobine, en maintenant une « désintoxication » anti-radicaux libres lors de
stress chimiques et lorsque la pression d’oxygene est réduite. En effet, I’hypoxie est
considérée comme une des sources principales de radicaux superoxydes et, dans une
mesure moindre, de peroxyde d’hydrogene (Abele-Oeschger & Oeschger, 1995).

Les enzymes antioxydantes érythrocytaires présentent une aussi grande
variabilité saisonnieére que les enzymes hépatiques (Tableau IV). Elles sont
globalement plus faibles chez les anguilles prélevées en juin 1999 a I’exception des
SODs et généralement plus actives en 2000. Le point le plus significatif concerne
la Se-GPx particulierement stimulée en octobre 2000. L’état nutritionnel influe
également sur I’activité catalasique, mais, contrairement a son activité hépatique, il
induit une diminution chez les poissons a jeun. L’4ge et le parasitisme n’influent
pas sur les niveaux d’activité érythrocytaires. Le processus enzymatique
antioxydant est naturellement autorégulé. Cependant un déreglement ou une
saturation des systémes enzymatiques peuvent étre occasionnés lors de chocs
physiques ou chimiques et conduire a la peroxydation des lipides membranaires
(Bridges, 1990) puis, a terme, a la mort cellulaire. Les membranes cellulaires des
poissons marins et euryhalins sont d’autant plus sensibles qu’elles sont riches en
acides gras polyinsaturés. Une éventuelle modification des activités enzymatiques
impliquées dans ces phénomenes pourrait étre la conséquence d’une production
anormale de radicaux libres toxiques (Roche & Bogé, 1993).

Le facteur le plus influent sur les activités antioxydantes chez 1’anguille,
qu’elles soient hépatiques ou érythrocytaires, s’avere étre la saison. Nous avons
précédemment montré chez le loup (Dicentrarchus labrax), manifestant une
activation estivale, que cette modulation était en grande partie liée au facteur
température (Péres & Roche, 1988). Plus récemment, les travaux de Wilhelm et al.
(2001) chez Geophagus brasiliensis confirmaient que la stimulation des défenses
enzymatiques antioxydantes révélées a la fin du printemps étaient en relation
directe avec 1’élévation de température du milieu chez ces especes poikilothermes.
L’état nutritionnel se révele étre un autre facteur agissant sur I’activité du systeme
enzymatique antioxydant ; chez I’anguille, le jefine a un effet stimulant tant au
niveau hépatique que dans les globules rouges. A ce jour, la plupart des travaux
relatifs aux effets de la nutrition sur 1’activité de ces enzymes concerne la nature du
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TABLEAU IV

Variations des activités enzymatiques érythrocytaires impliquées dans le métabo-
lisme oxydatif chez les anguilles du Vaccares en fonction de facteurs abiotiques et

biotiques
GPx Se-GPx Catalase SODs
n ]AM.mg’1 ;AM.rng’1 MM.mg’l U.mg’1
d’hémoglobine d’hémoglobine d’hémoglobine d’hémoglobine

Variations temporelles
juin 99 26 395,6 £42,0 749+38 35329 204+031°
nov. 99 20 8454 +175,8* 108,5 + 20,6 540+ 12,6 123+0,.25
mai 00 26 6239+424° 648.9 + 634° 75.6+33% 0,88 +0.,08
oct. 00 20 840,8 + 854 1384.0 + 196, 562+3,6 0,96 +0,15
Influence de ’état nutritionnel
a jeun 66 6103 +£422 5544 +91,5 494 +2,7* 1,38 +0,15
nourries 26 7675+ 1355 4644 +894 702 +9,6 1,10 0,18
Influence de la maturité sexuelle
juvéniles 48 670,8 80,3 568,7 +108,1 595+59 1,37+0,20
adultes 44 637,1 £53,7 485,7+883 50,7 + 3,1 1,22+0,13
Influence du parasitisme (Anguillicola crassus)
saines 52 652,6 51,3 593,7+101,1 536+3,1 1,14+0,13
infestées 40 6574+914 4449 +93,6 575+68 1,51+0.22

Test ¢ de Student, indice placé a coté de la valeur la + élevée ; variation significative a : saisonniere dans
la méme année, b : annuelle a la méme saison. p < 0,005 différence significative a jeun vs nourris * :
p =0,006.

régime alimentaire. Ainsi, les rations supplémentées en sélénium (Jovanovic et al.,
1997) ou en acides gras polyinsaturés (Venugopal et al., 2000) stimulent les
activités antioxydantes, mais les effets de la privation de nourriture ont été peu
étudiés chez les poissons. Par ailleurs, des variations circadiennes de la catalase
synchrones des fluctuations du peroxyde d’hydrogene du milieu ont été décrites
chez des bivalves (Angel et al., 1999).

ATPASES ET ACHE

Activités branchiales

Chez la plupart des vertébrés marins et lagunaires, a 1’exception des
élasmobranches, la concentration en ions monovalents et la pression osmotique de
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leur liquide extracellulaire sont souvent inférieures a celles du milieu ambiant. Ils
ont développé plusieurs stratégies adaptatives pour compenser les pertes
corporelles en eau d’origine osmotique. L’une, peu onéreuse d’un point de vue
énergétique, consiste a réduire les perméabilités membranaires. L’autre consiste a
réduire les flux urinaires et a accroitre les entrées d’eau de boisson. Les ions
monovalents sont absorbés en méme temps, ce qui oblige ces organismes a en
éliminer 1’excédent. Cette extrusion s’effectue généralement au niveau des
branchies grace aux cellules a chlorures. Ce processus est treés cofiteux d’un point
de vue énergétique, car il met en jeu de nombreux transports actifs, en particulier
au niveau branchial pour I’extrusion du sodium. La fonction osmorégulatrice des
animaux aquatiques est trés sensibles aux contaminants. Les ATPases y jouent un
role—clef par leur participation dans le transport ionique et dans 1’équilibre acido-
basique. L’altération de ces processus peut résulter d’effets spécifiques portant sur
I’activité des ATPases branchiales. Ils peuvent &tre intenses chez les especes
marines ou lagunaires, car 1’activité de ces enzymes y est élevée.

Globalement I’activité des ATPases branchiales n’est pas influencée par les
différents facteurs pris en compte (Tableau V) ; notons simplement une grande
variabilité des données en novembre 1999. L’état nutritionnel, la maturité sexuelle
et le parasitisme tels qu’ils ont été définis n’ont visiblement pas d’effets non plus ;
cela pourrait s’expliquer par 1’hétérogénéité de la distribution masquant des
modifications trop ténues. Il est pourtant admis que, chez les téléostéens, les

TABLEAU V

Variations des activités des ATPasiques branchiales chez les anguilles du Vacca-
res en fonction de parametres abiotiques et biotiques

N ATPases totales NaK-ATPases
],tM.mg'1 protéines ],tM.mg'1 protéines

Variations temporelles
juin 99 23 83,6+209 148+57
nov. 99 21 1915+ 818 322+182
mai 00 27 714+£59 11,8+45
oct. 00 19 53,1110 90+3.1
Influence de ’état nutritionnel
a jeun 63 92,0209 150+£53
nourries 27 1142 +480 20,7+99
Influence de la maturité sexuelle
juvéniles 45 1153 +29,7 170+6,1
adultes 45 82,0+282 164+73
Influence du parasitisme (Anguillicola crassus)
saines 52 658+65 128+33
infestées 38 143,7+469 22,1 +£103
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ATPases sont largement hormono-dépendantes, du fait, entre autres, du contréle
endocrinien de 1’osmorégulation (Leena & Oommen, 2000). Aussi des variations
saisonnieres liées a la migration et/ou plus généralement aux variations de salinité
sont classiques chez les espéces migratrices euryhalines. Par exemple chez le
saumon, a la période de la smoltification, qui a lieu I’été en eau de mer, Handeland
& Stefansson (2001) ont observé une augmentation de la tolérance hyperosmotique
due 2 une augmentation de 1’activité Na*, K™-ATPase.

En revanche, en hiver le passage expérimental en eau de mer n’altére pas
I’activité de ces enzymes branchiales (Handeland et al., 2000). En effet, I’activité
de la Na*, K*-ATPase branchiale est le reflet de ’activité de la pompe a sodium,
soumise elle-méme a des régulations endocriniennes : elle est notamment stimulée
par les hormones thyroidiennes T3 et T4 (Peter er al., 2000), par 1’hormone de
croissance (GH) et par le cortisol (Wong & Chan, 2001). Ce dernier induit non
seulement I’activité Na*, K*-ATPase mais également I’activité Mg>*-ATPase,
suggérant une stimulation des pompes ioniques et de ses activités métaboliques
associées. Ces enzymes sont également sollicitées lors de 1’adaptation en eau de
mer diluée.

Activités enzymatiques musculaires et cérébrales

En ce qui concerne les ATPases musculaires, le constat est différent
(Tableau VI). Elles sont significativement stimulées en octobre 2000, témoignant
ainsi de 1’existence d’une modulation du métabolisme énergétique ; celle-ci est
potentiellement induite par les fluctuations de « facteurs climatiques »
(température, salinité). Ces résultats rendent compte d’un phénomene adaptatif a la
fin de la période estivale, du type de celui décrit par Wakeling et al., en 2000. Ces
auteurs ont, en effet, mis en évidence chez Cyprinus carpio les modalités de
I’adaptation thermique des activités Mg2+- et Ca’*-ATPase myofibrillaires. Par
ailleurs, une diminution de la prise alimentaire engendre une élévation de I’activité
totale en relation a une demande énergétique en ATP. En revanche, ni la maturité
sexuelle ni le parasitisme n’entrainent ici d’effet significatif.

L’inhibition de I’AChE bloque la transmission de I’influx nerveux au niveau
des divers types de synapses cholinergiques. Sa mesure au niveau cérébral est
depuis longtemps proposée chez les invertébrés pour évaluer les conséquences de
I’exposition a certains insecticides (Ramade, 1964). Elle a été ensuite préconisée
comme indicateur spécifique de la présence d’insecticides organophosphorés et de
carbamates dans des biotopes terrestres provoquant une exposition des populations
d’oiseaux (Ludke et al., 1975 ; Zinkl et al., 1977 ; Grue et al., 1982 ; Mineau &
Peakall, 1987). De méme, cette activité a été utilisée chez les poissons pour évaluer
I’exposition de peuplements lagunaires consécutive a des campagnes de traitements
contre des gites larvaires de moustiques par des insecticides organophosphorés
(Thirugnanam & Forgash, 1975). Plus récemment, Fulton & Key (2001) ont réalisé
une mise au point sur I’utilisation de la mesure de 1’inhibition de I’AChE cérébrale
pour apprécier 1’impact de 1’exposition de populations de poissons a ce type de
pesticide. De plus, la mesure de cette activité a été utilisée comme biomarqueur
d’autres xénobiotiques tels que les pyréthrinoides (Balint et al, 1997) et
accessoirement les métaux lourds (Liao & Lin, 2001). Chez les anguilles du
Vaccares, une activité AChE cérébrale deux fois plus élevée dans les lots capturés
en 1999 a été relevée alors qu’au niveau musculaire I’AChE est particulierement
peu active (Tableau VI). Exceptée 1I’éventualité d’une contamination du milieu par
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TABLEAU VI

Variations d’activités enzymatiques membranaires — ATPasiques et acétylcho-
linestérasiques — dans le muscle et/ou le cerveau des anguilles du Vaccares en
fonction de parameétres abiotiques et biotiques

* Réponses musculaires * Réponse cérébrale
. ATPases f(l)tales NaK—ATﬁases AChE AChE cérébrale
" Mmg de # Mmg (‘je nM me de nM,mg'1 de protéines
protéines protéines protéines

Variations temporelles
juin 99 25-27 12,75 £2 81 1,96 + 045 224+23 1090 + 15.0°
nov. 99 20-21 8,97 +147 1,67+0.85 40,6 +2,1* 1160 +2,6°
mai 00 27 11,66 + 1,61 0,72+0,12 99.4 +3 3% 500 + 4.2
oct. 00 20 32,25 +744% 8,15 +497° 590+£90 280+18

Influence de I’état nutritionnel

ajeun 67 1841 £2,75% 3,62+153 50,64 + 4,40 750+76
nourries 25 8,98 +0,88 0,88 £0,20 71,80 +7,28%* 80077

Influence de la maturité sexuelle

juvéniles  48-49 155+2.1 1.8+x04 55,152 780+100
adultes 44-46 162+37 40+£23 582+59 750+£56

Influence du parasitisme (Anguillicola crassus)

saines 52-53 16,7+3.1 3920 583+55 670£59
infestées 40 147+25 1,6+03 543+£54 900+11,0

Test ¢ de Student, indice placé a coté de la valeur la + élevée ; variation significative a : saisonniére dans
la méme année, b : annuelle a la méme saison. p< 0,005 ; différence significative a jeun vs nourris
*p=0,041, **p =0,013.

des substances inhibitrices (organophosphorés ou carbamates) en 2000, la
variabilité des réponses et I’inadéquation de celles-ci entre le tissu cérébral et le
tissu musculaire peuvent étre mises sur le compte de variations naturelles. El Alfy
et al. (2001) ont récemment évoqué 1’existence d’une modulation de la réponse au
stress chimique de I’AChE en fonction de facteurs environnementaux, comme la
salinité, 1’age et la maturité sexuelle des individus. Cependant, nous n’avons pas
relevé de variation de ces activités AChE entre les adultes et les juvéniles. En
revanche, les anguilles a jeun ou en phase de réduction alimentaire présentent un
affaiblissement de ’activité AChE musculaire. Cette diminution dans le muscle des
poissons moins alimentés est potentiellement une réponse physiologique qui
découle probablement d’une réponse biochimique structurale. Si I’effet du jeline
sur ces activités n’a pas fait ’objet de recherches, de nombreuses études portent sur
la nature de I’alimentation et en particulier sur la saturation des acides gras de la
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ration. Il est admis que les lipides alimentaires influent sur les structures
membranaires. Les conséquences au niveau des activités fonctionnelles —
notamment du cerveau — ne sont pas encore clairement démontrées. Néanmoins
Salvati et al. (1996) ont montré chez le rat, que les modifications du régime
alimentaire induisaient des modifications du systeme cholinergique. Chez le
poisson, ces effets membranaires sont déterminants, car leurs lipides sont riches en
acides gras polyinsaturés. Enfin le parasitisme, dans notre étude, n’induit aucune
variation significative de 1’activité des AChE cérébrales et musculaires.

CONCLUSION

Les principes méthodologiques sur lesquels se fonde 1’'usage de biomarqueurs
in situ, reposent sur la mise en évidence de déséquilibres biochimiques ou
physiologiques susceptibles de révéler précocement 1’exposition d’une population
d’une espece donnée a de faibles concentrations de polluants (Van der Oost et al.,
1997). Cependant le choix de ces indicateurs biologiques, basé sur leur sensibilité
au stress chimique, nécessite aussi la prise en compte des fluctuations naturelles —
annuelles, saisonnieres, circadiennes —; de celles liées au milieu aquatique —
température, salinité, pression — ; de celles inhérentes au stade de développement
et de celles, intrinseques, propres aux individus — Aage, maturité, sexe, état
nutritionnel- voire méme de celles associées a des processus adaptatifs comme le
parasitisme (Jgrgensen et al., 1999 ; Kelly et al., 2000). Dans la population
d’anguilles du Vaccares, un certain nombre de ces facteurs coexiste et nous avons
tenté d’en estimer les effets. Les évolutions temporelles et 1’état nutritionnel
s’averent &tre les facteurs prépondérants dans la modulation des réponses
enzymatiques. Bien que la liste des parametres biochimiques présentés dans cette
étude ne soit pas exhaustive, 1’évaluation du domaine dans lequel fluctuent les
valeurs propres aux €carts naturels de variation représente une démarche
indispensable. En effet, celle-ci a permis d’établir un référentiel en préalable aux
recherches écotoxicologiques de terrain, les données acquises au cours de ces
dernieres devant nécessairement €tre comparées a ces références pour évaluer la
nature et I’ampleur des perturbations générées par 1’exposition chronique aux
polluants présents dans les biotopes aquatiques.
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