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Écotoxicologie

APPROCHE MULTIMARQUEUR 
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DES EFFETS DES POLLUANTS 
CHEZ LA MOULE MYTILUS GALLOPROVINCIALIS

AU NIVEAU DU GRAND CASABLANCA 
(CÔTE ATLANTIQUE MAROCAINE)
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La variation des niveaux de deux biomarqueurs – stabilité de la membrane lyso-
somale (SML), et activité Acétylcholinestérase (AChE) – a été évaluée, durant un cycle
annuel, au niveau de deux sites, le site de Mohammedia, considéré comme un site conta-
miné, et le site de Dar Bouazza, considéré a priori comme un site témoin. Les deux sites
sont situés au niveau de la région du grand Casablanca (côte Atlantique Marocaine). En
complément aux biomarqueurs étudiés chez les moules desdits sites, trois autres biomar-
queurs, induction des métallothionéines (MTs), activité Glutathion S-transférase (GST)
et variation de l’indice de condition (IC), ont été étudiés uniquement sur les moules de
Mohammedia.

Les résultats ont montré que les membranes lysosomales des hémocytes des
moules de Dar Bouazza sont significativement plus stables que celles des moules de
Mohammedia durant la saison du printemps. Aussi, l’activité Acétylcholinestérase est
davantage inhibée chez les moules de Mohammedia en automne et en hiver. Par ailleurs,
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une variation saisonnière des deux biomarqueurs (SML et AChE) a été observée au
niveau des deux sites étudiés. 

Les résultats du dosage des MTs ont montré une différence significative entre
Dar Bouazza et Mohammedia durant le printemps. Toutefois, aucune variation saison-
nière significative des MTs n’a été observée chez les moules de Mohammedia. 
De même, la variation de l’activité des GSTs des moules de Mohammedia n’a montré
aucune différence entre les saisons. L’évolution de l’indice de condition a montré que le
cycle de la moule au niveau de Mohammedia est marqué par deux chutes pouvant être
assimilées à des périodes de ponte, et par une période de mise en réserve d’énergie carac-
térisée par une augmentation de l’IC (de mai à septembre). 

L’application de l’indice de réponse biologique (IBR : Integrated Biological
Response) pour une interprétation intégrée des biomarqueurs a permis de classer le site
de Mohammedia comme site plus impacté par l’activité anthropique que le site de Dar
Bouazza. La variation saisonnière de l’indice IBR au niveau de Mohammedia durant un
cycle annuel a montré que le stress environnemental semble être plus fort en automne et
plus faible en été.
Mots-clés : approche mutimarqueur, variation saisonnière, Integrated Biomarker
Response, Mytilus galloprovincialis, côte Atlantique Marocaine. 

Multimarker approach to assess seasonal variation 
of pollutant effects in Mytilus galloprovincialis

in the Casablanca region (Moroccan Atlantic coast) 

The change in the levels of two biomarkers – lysosomal membrane stability
(SML) and Acetylcholinesterase (AChE) activity – was evaluated during an annual cycle
at two sites, Mohammedia, considered a contaminated site, and Dar Bouazza, conside-
red as a control site, both located in the Casablanca region (Moroccan Atlantic coast). In
addition to the biomarkers studied in mussels from these sites, three other biomarkers –
induction of metallothioneins (MTs), Glutathione S-transferase activity (GST), and
condition index (IC) variation – were only studied in mussels from Mohammedia.

The results showed that the lysosomal membranes of the haemocytes of Dar
Bouazza mussels were significantly more stable than those of the Mohammedia mussels
during spring. Acetylcholinesterase activity was further inhibited in Mohammedia mus-
sels in autumn and winter. Moreover, a seasonal variation of the two biomarkers (SML
and AChE) was observed at the two studied sites.

The results of the metallothionein assay showed a significant difference in MTs
between Dar Bouazza and Mohammedia during the spring season. No significant seaso-
nal variation of MTs was observed in Mohammedia mussels. Similarly, the variation in
Glutathione S-transferase activity in Mohammedia mussels showed no difference 
between seasons. Changes in the condition index showed that the cycle of the mussel at
Mohammedia was marked by two decreases that might be considered as spawning 
periods and a period of energy reserve storage, characterized by an increase in IC.

The application of the Integrated Biological Response (IBR) for a combined
interpretation of the biomarkers made it possible to classify the Mohammedia site as a
site more impacted by anthropogenic activity. The seasonal variation of the IBR index
at Mohammedia during an annual cycle showed that environmental stress appeared to be
higher in autumn and lower in summer.
Keywords: multi-marker approach, seasonal variation, Integrated Biomarker Response,
Mytilus galloprovincialis, Moroccan Atlantic coast. 
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Introduction

Les polluants chimiques ont des origines très diverses résultant d’activités
anthropiques présentes ou passées qui ne sont pas sans conséquence sur l’environne-
ment marin et sur l’équilibre des milieux naturels. Au cours des dernières décennies,
plusieurs biomarqueurs ont été utilisés comme indicateurs de l’état de santé environ-
nemental (MOORE et al., 2006 ; DAILIANIS et al., 2003 ; VIARENGO et al.,
1997). 

L’utilisation d’une batterie de biomarqueurs est plus pertinente que l’utilisa-
tion d’un seul biomarqueur et constitue un système d’alarme précoce dans la biosur-
veillance de l’environnement aquatique (DAILIANIS et al., 2003) ; ils permettent
l’évaluation des effets biologiques des contaminants chimiques, à différents niveaux
de l’organisation des organismes marins (BOLOGNESI et al., 2004 ; AMIARD et
al., 2006 ; MOORE et al., 2006 ; RANK et al., 2007 ; VIARENGO et al., 2007). Les
biomarqueurs constituent des réponses précoces et permettent la détection des pré-
pathologies avant la mortalité ou l’apparition de certaines perturbations telles que le
changement de l’état d’une population donnée (ADAMS, 1990 ; BRESLER et al.,
1999 ; FISHELSON et al., 1999).

Le suivi de la contamination côtière, à travers les biomarqueurs mesurés chez
des bivalves du genre Mytilus, est très largement utilisé dans de nombreux program-
mes de surveillance à l’échelle mondiale tels que le Mussel Watch (FARRINGTON,
1991), le RNO en France (BAYNE, 1989 ; CLAISSE, 1990) ou BIOMAR, pour la
Mer Baltique. L’utilisation des moules comme espèce sentinelle dans de tels pro-
grammes est basée sur des caractéristiques spécifiques, à savoir la possibilité de les
transplanter le long des côtes et de les mettre en culture (VIARENGO et al., 2007),
leur mode de vie sessile et euryhalin, et leur pouvoir accumulateur des polluants 
présents dans l’environnement comme les métaux lourds et les hydrocarbures 
aromatiques polycycliques (VIARENGO et al., 1987 ; BESADA et al., 2002 ;
MOURGAUD et al., 2002 ; BOUTIBA et al., 2003 ; ROMÉO et al., 2005 ; TALEB
et al., 2009).

Dans la présente étude, nous avons étudié, durant un cycle annuel, la variation
des niveaux de deux biomarqueurs, la stabilité de la membrane lysosomale (SML) et
l’activité Acétylcholinestérase (AChE). En complément, trois autres biomarqueurs –
l’induction des Métallothionéines (MTs), l’activité Glutathion S-transférase (GST) et
la variation de l’indice de condition (IC) – ont été étudiés uniquement sur les moules
de Mohammedia. L'étude a été réalisée au niveau de deux sites, Mohammedia et Dar
Bouazza, situés dans la région du grand Casablanca (côte atlantique marocaine)
(Figure 1). Le site de Mohammedia est un site qui reçoit les eaux du rejet d’une socié-
té d’électrochimie et de pétrochimie utilisant des métaux lors des procédés de produc-
tion. Ces eaux sont connues par leur toxicité vis-à-vis des organismes marins qui
vivent dans le milieu récepteur, tandis que le site de Dar Bouazza est un site éloigné
des activités industrielles implantées le long du littoral casablancais et connu pour sa
bonne qualité (BOUHALLAOUI et al., 2003, 2011 ; EL HAIMEUR et al., 2012). 
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La SML est un biomarqueur cellulaire de stress recommandé par des organi-
sations internationales telles que WHO-FAO (GESAMP, 1980) et UNEP/RAMOGE
(1999) comme outil de biosurveillance de l’environnement marin côtier. En effet, ce
biomarqueur est précoce et très sensible pour la détection des perturbations environ-
nementales (VIARENGO, 1985 ; MOORE, 1988). L’AChE est une enzyme impli-
quée dans la transmission synaptique de l’influx nerveux chez plusieurs organismes
tels que les moules et les poissons et elle est inhibée par des composés neurotoxiques
comme les pesticides organophosphatés et les carbamates (BOCQUENE & 
GALGANI, 1998). Le niveau des métallothionéines (MTs), protéines de faible poids
moléculaire induites dans les cellules de la moule par les métaux lourds tels que le
Cu, Zn, Hg, et Cd, constitue un biomarqueur connu pour l’évaluation de la contami-
nation du milieu par ces composés chimiques inorganiques (VIARENGO & NOTT,
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Figure 1
Carte de localisation des sites de prélèvement au niveau du grand Casablanca 

(côte Atlantique Marocaine).
Map of sampling sites at great Casablanca (Moroccan Atlantic coast).



1993). Les Glutathion S- transférases (GSTs) font partie des mécanismes de défense
des cellules contre différents contaminants chimiques produisant un stress ; les GSTs
correspondent à une famille d’enzymes qui oxydent les xénobiotiques les rendant
parfois plus actifs biologiquement (e.g. HAPs). Une grande variété de composés chi-
miques induit les GSTs, parmi lesquels les HAPs et les PCBs (KAMEL, 2014).
L’efficacité des GSTs est due au fait qu’un grand nombre de composés exogènes et
endogènes ont les caractéristiques requises pour constituer un substrat approprié. Ces
enzymes sont généralement solubles (cytosoliques) et présentes sous plusieurs iso-
formes, dont certaines sont inductibles par les contaminants qu’elles rendent moins
toxiques. Cette particularité en a fait une activité intéressante en tant que marqueur
biochimique. Les indices de condition (IC) sont également utilisés pour évaluer le
cycle reproducteur des bivalves marins, généralement l’IC augmente au fur et à
mesure que la gamétogénèse se déroule, et on assiste à une baisse brutale de l’IC au
moment de la ponte puis cet indice reste faible pendant le repos sexuel. Les IC sont
aussi utilisés pour évaluer la qualité des tissus, mais aussi pour suivre les effets des
contaminants sur les organismes (CROSBY & GALE, 1990).

Les réponses des différents biomarqueurs chez les moules des deux sites étu-
diés ont été combinées en un seul indice qui est l’IBR (Réponse Intégrée des
Biomarqueurs) (BELIAEFF & BURGEOT, 2002). L’IBR a été calculé pour évaluer
le syndrome de stress induit par les polluants chez les organismes de ces deux sites.

Matériel et méthodes

Sites de prélèvement
La moule Mytilus galloprovincialis a été échantillonnée durant l’année 2014

à une fréquence trimestrielle (avril, août, novembre et janvier 2015) pour le suivi des
biomarqueurs, et mensuelle pour la variation de l’IC, au niveau de deux sites du lit-
toral atlantique marocain, Mohammedia (N°3343.00W07°24.00) situé à proximité
d’un rejet d’une société de pétrochimie et d’électrochimie utilisant des métaux (prin-
cipalement le mercure) lors des procédés de production et Dar Bouazza
(N33°31.788W07°49.947) qui est un site loin des sources de pollution et éloigné des
implantations industrielles situées sur la frange littorale (Figure 1). 

Prélèvement des animaux
Durant l’année 2014, des moules (70 individus au niveau de Mohammedia et

30 individus au niveau de Dar Bouazza), d’une taille de 4 à 5 cm, sont prélevées
manuellement au niveau de chaque site et la température de l’eau de mer est mesurée.
Après ramassage, les moules sont placées dans une glacière et transportées au labora-
toire dans un délai de deux heures au maximum. Pour les analyses biochimiques, 
l’hémolymphe est prélevée pour servir à l’analyse de la stabilité de la membrane lyso-
somale, et les glandes digestives des autres individus sont prélevées et conservées à 
-80°C jusqu’au moment de l’analyse des autres biomarqueurs (MTs, AChE et GSTs).
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Analyses biochimiques
Évaluation de la stabilité de la membrane lysosomale

La procédure d’évaluation de la SML suit le protocole de LOWE & PIPE
(1994). De l’hémolymphe (0,5 ml) est soutirée à l’aide d’une seringue remplie de
0,2 ml d’eau de mer filtrée (EMF) du site d’échantillonnage, au niveau du muscle
adducteur postérieur de la moule. Il est nécessaire d’écarter partiellement les valves
de la moule à l’aide d’un scalpel pour pouvoir insérer la seringue de prélèvement.
Les hémocytes d’un seul individu sont distribués (40 µl/réplicat) sur les lames à rai-
son de trois réplicats. Les lames sont déposées dans une chambre humide et laissées
pendant 30 minutes pour assurer la fixation des cellules. L’excès de la suspension est
éliminé et 40 µl d’une solution du rouge neutre [20 mg de RN dans 1 ml de DMSO
(diméthylsulfoxide), dilué à 5 pour mille avec l’EMF du site] est distribuée. Au bout
de 15 minutes, l’excès de colorant est éliminé et 40 µl d’EMF sont déposés sur les
cellules. Le degré de stabilité de la membrane des lysosomes est évalué après une
heure, les lames étant examinées sous un microscope photonique muni d’une caméra.
L’évaluation de ce paramètre est basée sur un dosage cytochimique et la valeur est
quantifiée par analyse d’images, à l’aide d’un logiciel (Scion Image) en termes de
densité optique (DO). La valeur de la DO est calculée par rapport au témoin (témoin
Dar Bouazza pour la comparaison des sites et le printemps pour la comparaison des
saisons). Une diminution de pourcentage de DO signifie que les moules sont stres-
sées, ce qui témoigne d’une contamination du milieu.

Dosage des Métallothionéines
Le protocole est décrit par VIARENGO et al. (1997). Les glandes digestives

d’un pool de 10 individus sont homogénéisées dans un tampon Tris-HCl 20 mM, pH
8,6 (1 g de tissu dans 3 volumes de tampon contenant du ß-mercaptoéthanol, du
PMSF et de la leupeptine) avec un homogénéisateur Ultra-Turrax. L’homogénat est
centrifugé à 30 000 xg pendant 20 min à 0-4°C. À 1 ml de surnageant sont ajoutés
1,05 ml d’éthanol absolu froid (-20°C) et 80 µl de chloroforme. Les échantillons sont
ensuite centrifugés à 6 000 xg pendant 10 minutes à 0-4°C. Le surnageant est mesu-
ré à l’aide d’une pipette, trois volumes d’éthanol froid et 40 µl de HCl 37 % sont
ajoutés, le mélange est maintenu à -20°C pendant une heure puis centrifugé à 6 000 xg
pendant 10 minutes. Le surnageant est éliminé et le culot est rincé avec une solution
(87 :1 : 12, v/v/v) d’éthanol/chloroforme/tampon d’homogénéisation (refroidie à 
-20°C) sans addition de ß-mercaptoéthanol, PMSF et leupeptine, la solution est cen-
trifugée pendant 10 minutes à 6 000 xg (rotor libre). Les culots sont séchés sous un
flux d’azote pendant environ 10 minutes. Les culots sont ensuite remis en suspension
dans 150 µl de solution de NaCl 0,25 M et 150 µl d’une solution de HCl 1N conte-
nant 4 mM d’EDTA (la solution est agitée à l’aide d’un agitateur en verre et un vor-
tex). Juste avant l’analyse, 4,2 ml d’une solution de DTNB (0,43 mM de DTNB dis-
sous dans un tampon phosphate 0,2 M pH 8 contenant du NaCl 2 M) sont ajoutés au
blanc, aux standards (au moins trois concentrations de 20 à 200 nmole/ml) et aux
échantillons. Ensuite, les échantillons sont centrifugés à 3 000 xg pendant 5 minutes
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à température ambiante et l’absorbance est mesurée à 412 nm. Les concentrations des
MTs sont calculées en utilisant le glutathion réduit (GSH) comme standard de réfé-
rence et sont exprimées en µg de MTs/g de poids frais, comme suit :

[MTs] = [(ABSMT
412/εGSH/21)*8600]*4,5*4

où :
ABSMT

412 : valeur de DO lue pour l’échantillon de MTs
εGSH : constante représentant le coefficient d’extinction de GSH
21 : le nombre de résidus cystéine de la molécule de la MT de moule 
8600 : poids moléculaire de la MT de moule
4,5 ml : volume final de la réaction avec le DTNB
4 ml : facteur de dilution de l’homogénat.

Activité acétylcholinestérase
L’activité AChE a été mesurée en utilisant la fraction S9 de la glande digestive

d’un pool de 6 individus de moule (en trois réplicats), selon la méthode d’ELLMAN
et al. (1961), en utilisant l’acétylthiocholine (ATCh) 0,075 M comme substrat, le
thionitrobenzoate (TNB), au cours de la réaction enzymatique est lue pendant
60 secondes à 412 nm à 25°C. La méthode est basée sur l’apparition de la couleur
jaune due à la réaction de la thiocholine avec le TNB 0.01 M durant l’hydrolyse de
l’ATCh par l’AChE. L’activité est exprimée en nmol/min/mg de protéines.

Activité glutathion S transférase
Le dosage des GSTs a été réalisé en utilisant la méthode de HABIG et al.

(1974) en utilisant le dichloronitrobenzène (DCNB) comme substrat. L’activité est
mesurée sur la fraction post-mitochondriale (S9) de la glande digestive d’un pool de
6 individus de moules (en trois réplicats). La variation de la densité optique est lue à
340 nm pendant 30 secondes, la réaction a eu lieu à 25°C. L’activité est exprimée en
nmol/min/mg de protéines.

Pour les deux techniques (AChE et GST), le dosage des protéines est réalisé
selon la méthode de BRADFORD (1976) en utilisant la SAB (Sérum Albumine
Bovine) comme protéine standard. La méthode est basée sur le changement de la
couleur du bleu de Coomassie après liaison avec les acides aminés présents dans les
protéines, se manifestant par le changement d’absorbance qui est mesuré à 595 nm.

Indice de condition
L’indice de condition (IC) est relevé sur 15 individus ayant une taille compri-

se entre 4 et 5 cm. Après la mesure du poids total de la moule, la chaire est séparée
de la coquille, cette dernière est égouttée sur du papier absorbant puis pesée. Le cal-
cul de l’indice est basé sur la formule exprimée par l’équation ci-dessous [AFNOR
(NF V 45056, Septembre 1985)] : 

IC= (PTSEP/Poids total)*100
PTSEP : poids des tissus sans l’eau palléale.
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Traitement des données
Calculs de l’indice IBR

Pour combiner tous les biomarqueurs en une seule réponse générale nous
avons calculé l’indice IBR (réponse intégrée des biomarqueurs) utilisé par
BELIAEFF & BURGEOT (2002). La méthode de calcul est décrite ci-dessous :
– calcul, pour chaque biomarqueur, de la moyenne et de l’écart type de chaque site ;
– normalisation des données pour chaque station, Xi’ = (Xi-X) / S :
Xi’ est la valeur normalisée du biomarqueur, Xi est la valeur moyenne d’un biomar-
queur de chaque station, X est la moyenne du biomarqueur calculée pour toutes les
stations, et S est l’écart type calculé pour les valeurs spécifiques à la station de
chaque biomarqueur ;
– calcul de B pour chaque biomarqueur, B = Z+ | min Xi | où Z correspond à la valeur
+Xi’ dans le cas d’une activation et -Xi’ dans le cas d’une inhibition, min est une
valeur minimale pour toutes les stations pour chaque biomarqueur ;
– IBR = {[(B1xB2) / 2] + [B2xB3) / 2] + ...... [(Bn-1xBn) / 2] + [BnxB1) / 2]}.

Traitement statistique
Tout d’abord, la normalité de la distribution des données est testée et les don-

nées de tous les biomarqueurs, à l’exception de celles relatives à l’IC, suivent une loi
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Figure 2
Variation de la température de l’eau de mer des deux sites 
(Mohammedia et Dar Bouazza) durant un cycle annuel. 

Variation in sea water temperature at the two sites (Mohammedia, moh, 
and Dar Bouazza, DB) during an annual cycle.



normale. La comparaison des moyennes des biomarqueurs est effectuée par le test
ANOVA et la comparaison multiple par paire, en cas de significativité, est réalisée à
l’aide du test Tukey HSD. La comparaison des moyennes (p<0,05) est effectuée pour
les valeurs enregistrées durant les quatre saisons, pour les biomarqueurs (SML,
AChE, GSTs et MTs) étudiés chez les moules de Mohammedia, et pour les biomar-
queurs (SML et AChE) étudiés chez les moules de Dar Bouazza. Aussi la comparai-
son des moyennes a été faite pour les données enregistrées au niveau des deux sites,
pour les biomarqueurs (SML, AChE et MTs) analysés durant la saison du printemps.
La non normalité des données des IC a exigé l’utilisation d’un test non paramétrique
(Kruskal-Wallis) pour la comparaison des moyennes, et la comparaison multiple par
paire a été réalisée selon la procédure Conover-Iman.

Le test de normalité de distribution des données, le test d’ANOVA et les com-
paraisons multiples par paire ont été effectués à l’aide du logiciel XLSTAT Version
2014.4.06. 

Résultats

Les données de variation de la température durant l’année de suivi (année
2014) montrent que les valeurs suivent un cycle saisonnier. Les valeurs minimales
ont été enregistrées en décembre 2014 (15°C). Les valeurs maximales ont été attein-
tes en septembre pour le site de Mohammedia (24°C) et en octobre (23°C) pour le
site de Dar Bouazza (Figure 2).

Stabilité de la membrane lysosomale
La variation de la stabilité de la membrane lysosomale des hémocytes chez les

moules prélevées au niveau des sites de Dar Bouazza et de Mohammedia est illustrée
dans la figure 3. Tout au long de la période d’étude, une nette variabilité caractérise
ce marqueur. En effet, au niveau de Mohammedia, le pourcentage de DO augmente
du printemps à l’hiver avec une différence significative entre ces deux saisons 
(p-value=0,011). 

Au niveau de Dar Bouazza, le degré de stabilité de la membrane lysosomale
est statistiquement différent entre le printemps et l’été (p-value=0,043), il atteint son
maximum au printemps. En comparant les deux sites il apparaît que les membranes
lysosomales des moules de Dar Bouazza sont plus stables que celles de
Mohammedia, durant le printemps, avec une différence significative (p-value=
0,019).

Activité acétylcholinestérase
Les résultats de suivi saisonnier de l’activité AChE, dans la glande digestive

de la moule prélevée au niveau des deux sites, montrent qu’à l’exception du prin-
temps, l’activité est davantage inhibée chez les moules de Mohammedia par rapport
à celles de Dar Bouazza. Les valeurs au niveau des deux sites décrivent des tendan-
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Figure 3
Pourcentage de la variation de la densité optique dans l’hémolymphe de la moule 

Mytilus galloprovincialis prélevée au niveau des sites de Mohammedia et Dar Bouazza, localisés 
au niveau de la côte du grand Casablanca (les barres avec des lettres différentes sont significativement

différentes p<0.05, et l’astérisque (*) signifie une différence significative entre les deux sites).  
Percentage of optical density variation in the haemolymph of Mytilus galloprovincialis sampled 

at the Mohammedia and Dar Bouazza sites on the coast of Casablanca (bars with different letters 
are significantly different p <0.05, asterix * indicates significant difference between sites).

Figure 4
Concentrations moyennes de l’activité Acétylcholinestérase dans la glande digestive de la moule 
Mytilus galloprovincialis prélevée au niveau des sites de Mohammedia et Dar Bouazza localisés 

au niveau de la côte du grand Casablanca (les barres avec des lettres différentes sont significativement
différentes p<0.05, et l’astérisque (*) signifie une différence significative entre les deux sites.  

Mean concentrations of Acetylcholinesterase activity in the digestive gland of the mussel 
Mytilus galloprovincialis sampled at the Mohammedia and Dar Bouazza sites on the Casablanca coast 

(the bars with different letters are significantly different p <0.05, asterix (*) 
indicates significant difference between sites).



ces différentes (Figure 4). En effet, chez les moules du site de Mohammedia, l’acti-
vité AChE par mg de protéine diminue en allant du printemps vers l’hiver avec une
différence significative entre printemps et hiver (p-value=0,003) et aussi entre prin-
temps et automne (p-value=0,002). 

Au niveau de Dar Bouazza, l’activité est plus élevée en hiver qu’au printemps
et automne avec une différence significative entre hiver et automne (p-value=0,011)
et entre hiver et printemps (p-value=0,006). La comparaison des moyennes d’activi-
té enregistrées au niveau des deux sites a montré que les deux sites sont statistique-
ment différents durant le printemps (p-value=0,0043) et l’hiver (p-value<0,0001).

Dosage des Métallothionéines
L’évolution de la concentration des MTs dans la glande digestive des moules

de Mohammedia montre que le contenu des moules en MTs ne varie que très peu avec
la variation de la saison, le taux moyen enregistré est de 94 µg/g pf ; le traitement sta-
tistique des données a confirmé l’absence d’une différence significative entre les
valeurs des quatre saisons. 

Au niveau de Dar Bouazza, le dosage des MTs chez les moules prélevées durant
le printemps révèle un taux de 77,11 µg/g pf (Figure 5). La comparaison des concen-
trations en MTs enregistrées chez les moules prélevées durant le printemps au niveau
des deux sites montre une différence significative inter-sites avec une p-value de 0,004.
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Figure 5
Concentration moyenne du contenu en MTs de la glande digestive de la moule Mytilus galloprovincialis

prélevée au niveau des sites de Mohammedia et Dar Bouazza, localisés au niveau de la côte du grand
Casablanca (les barres avec des lettres différentes sont significativement différentes p<0.05), et l’asté-

risque (*) signifie une différence significative entre les deux sites.  
Medium concentration of MT content in digestive gland of Mytilus galloprovincialis sampled at the
Mohammedia and Dar Bouazza sites on the coast of Casablanca (the bars with different letters are

significantly different p <0.05), asterix (*) indicates significant difference between sites).
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Figure 6
Pourcentage moyen de l’activité GST chez la moule Mytilus galloprovincialis prélevée au niveau 

du site de Mohammedia (la lettre a correspond à la non significativité statistique à p<0.05).
Mean percentage of GST activity in Mytilus galloprovincialis sampled at the Mohammedia site 

(the letter ‘a’ corresponds to non-statistical significance at p <0.05).

Figure 7
Évolution de l’indice de condition des moules (n=30 individus) 

prélevées au niveau de Mohammedia entre février 2014 et janvier 2015. 
Changes in the condition index of mussels (n = 30 individuals) 

sampled at Mohammedia between February 2014 and January 2015.



Activité glutathion S-transférase 
La variation de l’activité glutathion S-transférase, mesurée dans la glande

digestive de la moule Mytilus galloprovincialis en provenance du site de
Mohammedia, est présentée dans la figure 6. L’évolution de l’activité de ce biomar-
queur a montré une diminution durant la saison d’été par rapport aux autres saisons.
L’analyse statistique des données n’a toutefois montré aucune différence significati-
ve entre les saisons.

Indice de condition
La variation de l’indice de condition, tout au long du cycle annuel (entre

février 2014 et janvier 2015), est illustrée dans la figure 7. L’évolution de l’indice est
marquée par deux chutes, une au mois d’avril (IC=9.93) suivie d’une élévation entre
le mois de mai et le mois de septembre, et une deuxième chute moins intense (IC=13)
est enregistrée au mois d’octobre. L’analyse statistique des données a montré des dif-
férences significatives entre les mois (Tableau 1).

Analyse de l’IBR
L’application de l’IBR dans la présente étude nous a permis d’évaluer, d’une

manière globale, la variation saisonnière de l’ensemble des biomarqueurs mesurés
chez M. galloprovincialis au niveau de Mohammedia, et de classer les deux sites étu-
diés en se basant sur les résultats du printemps. En effet, le calcul de l’IBR pour les
quatre saisons au niveau du site de Mohammedia montre que la valeur la plus élevée
est notée en automne et la plus faible est enregistrée en été (Figure 8). En comparant
les deux sites durant la saison du printemps, la valeur d’IBR enregistrée au niveau de
Mohammedia est plus élevée que celle de Dar Bouazza (Figure 9).
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Tableau 1
p-values obtenues suite aux tests de Conover-Iman effectués 

pour comparer les valeurs d’indice de condition enregistrées aux différents mois de l’étude. 
p-value of the comparisons between the values of condition index 

recorded in the various months of the study.

fév mars avr mai aout sep oct dec janv
fév 1 0,458 < 0,0001 0,762 0,002 0,000 0,494 0,374 0,060
mars 0,458 1 0,000 0,350 0,000 < 0,0001 0,967 0,890 0,268
avr < 0,0001 0,000 1 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0,000 0,000 0,004
mai 0,762 0,350 < 0,0001 1 0,019 0,003 0,377 0,289 0,057
aout 0,002 0,000 < 0,0001 0,019 1 0,493 0,000 0,000 < 0,0001
sep 0,000 < 0,0001 < 0,0001 0,003 0,493 1 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
oct 0,494 0,967 0,000 0,377 0,000 < 0,0001 1 0,860 0,260
dec 0,374 0,890 0,000 0,289 0,000 < 0,0001 0,860 1 0,328
janv 0,060 0,268 0,004 0,057 < 0,0001 < 0,0001 0,260 0,328 1
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Figure 8
Variation saisonnière de l’indice IBR (calculé pour les biomarqueurs SML, MTs, GSTs, AChE et IC)

chez la moule Mytilus galloprovincialis prélevée au niveau du site de Mohammedia 
(côte Atlantique Marocaine).

Seasonal variation of IBR index (calculated with SML, MTs, GSTs, AChE and IC biomarkers) 
in the mussel Mytilus galloprovincialis sampled at the Mohammedia site (Moroccan Atlantic coast).

Figure 9
Réponse intégrée des biomarqueurs (IBR) (calculée pour les biomarqueurs SML, AChE et MTs) 
chez Mytilus galloprovincialis prélevée, durant la saison du printemps, au niveau des deux sites,

Mohammedia et Dar Bouazza (côte Atlantique Marocaine).
Integrated biomarkers response (IBR) (calculated with LMS, AChE and MTs biomarkers) 

for Mytilus galloprovincialis collected during spring at the Mohammedia 
and Dar Bouazza sites (Moroccan Atlantic coast).



Discussion et conclusion

Le biomarqueur SML est un marqueur spécifique de la physiologie générale
de la cellule et de sa capacité de défense immunitaire. Il est très utilisé dans la bio-
surveillance côtière marine et il est généralement considéré comme système d’alar-
me précoce (VIARENGO et al., 1995, VIARENGO et al., 2007). Différentes études
ont montré que ce paramètre est affecté par les contaminants organiques et inorga-
niques. 

L’activité AChE est inhibée par les composés organophosphorés et les carba-
mates (DEVI et al., 1995 ; GALGANI et al., 1988 ; HOLLAND et al., 1967), ainsi
que par les métaux lourds (NAJIMI et al., 1997), et plusieurs études ont démontré
l’importance de la mesure de l’activité AChE chez les invertébrés comme biomar-
queur d’exposition dans les eaux côtières et celles des rivières (MOULTON et al.,
1996 ; STIEN et al., 1998). 

Les résultats de notre étude ont montré que les membranes lysosomales des
hémocytes des moules de Dar Bouazza sont généralement plus stables que celles des
moules de Mohammedia. Aussi, l’activité Acétylcholinestérase est davantage inhibée
chez les moules de Mohammedia, indiquant ainsi de forts effets neurotoxiques chez
les moules de ce site. Ceux-ci pourraient être liés à l’éloignement de Dar Bouazza
des activités industrielles implantées le long du littoral casablancais, et la proximité
du site de Mohammedia d’un rejet d’une société d’électrochimie. Ce résultat est
confirmé par des études précédentes portant sur l’évaluation de la qualité du milieu
de ces deux sites à travers l’étude du développement embryo-larvaire chez la moule
(BOUHALLAOUI et al., 2011) et chez l’oursin (EL HAIMEUR et al., 2013). 
Ces études ont montré que le site de Dar Bouazza est classé de bonne qualité, tandis
que le site de Mohammedia est de mauvaise qualité du fait que ce dernier reçoit les
eaux du rejet d’électrochimie très toxiques. L’utilisation des métaux (principalement
le mercure) lors des procédés de production de la société qui rejette ces déchets dans
le site de Mohammedia, ainsi que le caractère très basique (pH = 11) de ce rejet expli-
quent sa grande toxicité (BOUHALLAOUI et al., 2003). La comparaison entre les
deux sites, durant la saison du printemps, a montré que l’activité AChE était plus éle-
vée chez les moules de Mohammedia. En effet, cette élévation pourrait être expliquée
par l’effet des métaux lourds détectés au niveau de ce site. Selon EICHHORN et al.
(1969), les métaux, en plus de leur effet inhibiteur de l’activité AChE, peuvent dans
certains cas stimuler la fonction catalytique de l’enzyme.

L’évaluation des niveaux de deux biomarqueurs SML et AChE durant les qua-
tre saisons a montré une variation saisonnière de ces deux indicateurs au niveau de
Mohammedia et Dar Bouazza. Selon DAILIANIS et al. (2003) et DELLALI et al.
(2001), la température de l’eau peut influencer l’activité AChE. La variation saison-
nière de ce paramètre au niveau des deux sites étudiés pourrait expliquer la variation
de la SML et l’activité AChE. HAUTON et al. (1998) ont montré que le degré de la
stabilité lysosomale est élevé durant la saison où la température est intermédiaire ; ce
résultat est en accord avec le résultat enregistré chez les moules de Dar Bouazza.

217

Variation saisonnière des effets des polluants chez la moule



En effet, la baisse de la température en hiver au niveau de Dar Bouazza (T=15°C)
pourrait être responsable de l’induction de l’activité AChE au maximum durant cette
saison. Cependant, d’autres facteurs, notamment le stade de reproduction et l’état
physiologique de la moule, peuvent influencer la variation saisonnière des deux bio-
marqueurs étudiés. 

L’évaluation de la concentration des MTs dans les tissus des mollusques est
très utilisée pour détecter la réponse biologique à la contamination des eaux côtières
par les métaux traces (VIARENGO et al., 1997, 1999 ; PETROVIC et al., 2001). Les
résultats de la présente étude ont montré une différence significative entre des
concentrations en MTs, des moules prélevées durant le printemps, au niveau des sites
de Dar Bouazza et Mohammedia. Ceci est expliqué par la proximité du site de
Mohammedia du rejet d’une société de pétrochimie utilisant des métaux (principale-
ment le mercure) lors des procédés de production. La charge métallique (Cd, Pb, Hg
et Cu) des moules prélevées aux abords de ce rejet révèle en effet une contamination
importante en mercure dépassant parfois les normes admises (allant jusqu’à 7,7 µg/g
ps) avec 20 % de méthylmercure qui est la forme la plus toxique (CHAFIK et al.,
2001 ; INRH, 2002), une autre étude a montré que ce site présente une forte accumu-
lation en Hg avec une concentration de 0,79 mg/kg ps (BENBRAHIM et al., 2006).

Le suivi de la variation des MTs au niveau du site de Mohammedia suggère
que la variation des facteurs environnementaux, tels que la température suivie durant
le présent travail, ne modifieraient pas les concentrations des MTs dans les moules.
En effet, l’analyse statistique a montré qu’il n’y a pas de différence significative entre
les saisons. 

Les GSTs font partie des mécanismes de défense des cellules contre différents
contaminants chimiques produisant un stress. L’efficacité des GSTs est due au fait
qu’un grand nombre de composés exogènes et endogènes ont les caractéristiques
requises pour constituer un substrat approprié. La mesure de l’activité GST chez les
moules de Mohammedia a montré la réponse de ces dernières au stress généré par les
contaminants présents dans le milieu. L’étude de la variation saisonnière des GSTs a
montré l’absence d’une différence significative entre les quatre saisons. Le même
résultat est rapporté par KOPECKA et al. (2006), chez les moules bleues de la mer
du Nord allemande, et par BENALI (2015) chez Mytilus galloprovincialis prélevé au
niveau d’un site de référence du littoral algérien. Cependant, une forte variabilité sai-
sonnière a été démontrée chez les moules de la mer Adriatique (BORKOVIC et al.,
2005) avec un minimum au printemps et un maximum en hiver. Selon TIM TIM et
al. (2009), l’activité GST chez trois espèces de mollusques (Mytilus galloprovincia-
lis, Nucella lapillus et Monodonta lineata) prélevées au niveau des côtes portugaises
est influencée par le facteur environnemental salinité et par des facteurs biotiques liés
à l’état physiologique et aux réserves énergétiques des mollusques.

L’évolution de l’indice de condition a montré deux chutes, une au mois d’avril
(printemps) et une autre moins intense au mois d’octobre (automne), la diminution
de la valeur de l’indice marque une diminution du poids de la chair de la moule. Ces
chutes pourraient être attribuées à un amaigrissement des moules en lien avec des
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changements de disponibilité de la nourriture ou au cycle de gamétogenèse et en par-
ticulier à la ponte (HUMMEL et al., 1996 ; PAMPANIN et al., 2005). Nos résultats
concordent avec ceux de BHABY (2013) qui stipule que le cycle de la moule Mytilus
galloprovincialis prélevée sur le littoral atlantique marocain, comprend deux pontes,
une au printemps et l’autre en automne. Selon SEED (1975), la période du cycle
de reproduction de M. galloprovincialis varie de la fin du printemps jusqu’à la fin
d’automne et elle est liée à plusieurs facteurs dont la température qui est la plus
influente. Les chutes de l’IC pourraient aussi être associées à des épisodes de stress
chimiques, durant lesquelles les organismes utilisent les réserves énergétiques pour
leur détoxication (BAYNE, 1985 ; MODASSIR & ANSARI, 2000). Par ailleurs, la
valeur de l’indice atteint son maximum au mois de septembre (été), ce qui pourrait
coïncider avec la période de maturité sexuelle. Ainsi, deux périodes marquent le
cycle de la moule au niveau de Mohammedia, une période d’utilisation maximale de
l’énergie pour la ponte (IC faible) et une période de mise en réserve d’énergie durant
la période de maturité sexuelle (IC élevé).

La variation de l’IBR chez les moules de Mohammedia et Dar Bouazza durant
la saison du printemps a montré que le stress environnemental semble être plus fort
au niveau de Mohammedia ; ceci pourrait être lié, comme précédemment expliqué, à
la qualité du milieu des deux sites. La variation saisonnière de l’indice IBR au niveau
de Mohammedia durant un cycle annuel a montré que le stress environnemental sem-
ble être plus fort en automne, et il est faible en été ; ce constat pourrait être expliqué
par la contamination du milieu, principalement par les métaux (Hg). Une étude sur
la variation saisonnière de l’accumulation des métaux (Hg et Pb) au niveau de ce site
a montré que les teneurs minimales apparaissent pendant la saison estivale et les
teneurs maximales sont enregistrées pendant la saison printanière ou parfois en hiver.
Aussi, de nombreux travaux ont mis en évidence l’influence des saisons sur l’accu-
mulation des métaux par la moule qui induisent un maximum de bioconcentration en
hiver et au début du printemps et un minimum en été (AMIARD et al., 1980 ;
BRYAN et al., 1980 ; COSSA, 1985 ; LANGSTON, 1995, in BENBRAHIM et al.,
(2006). 

Conclusion générale

L’utilisation de l’approche multi marqueur dans la présente étude nous a per-
mis d’évaluer les effets biologiques des contaminants chimiques et les variations sai-
sonnières des biomarqueurs chez la moule Mytilus galloprovincialis du site de
Mohammedia. L’intégration des résultats des différentes réponses à travers le calcul
de l’IBR, à différentes saisons, a montré que le stress environnemental est plus pro-
noncé en automne et qu’il est faible en été. La comparaison des effets enregistrés
chez les moules du site de Mohammedia (connu par sa mauvaise qualité) avec ceux
enregistrés chez les moules de Dar Bouazza (site éloigné des sources de pollution) a
indiqué un niveau élevé de stress au niveau de Mohammedia et qui pourrait être lié
au niveau de contamination de ce site. 
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