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Avant-propos 
 
Des études récentes suggèrent que la sixième extinction de masse est en cours. Cette dernière est 
caractérisée par la perte et le déclin des populations de vertébrés (Barnosky et al, 2011). En effet, 
une étude de juillet 2017 (Ceballos et al, 2017) tire la sonnette d’alarme en montrant que la biodi-
versité recule partout dans le monde, avec des réactions en chaine sur l’ensemble des écosys-
tèmes.  Ainsi 32 % des vertébrés déclinent en termes de population et d’étendue et les am-
phibiens n’échappent pas à ce phénomène. Les causes sont multiples, en interrelations et claire-
ment établies : dégradation et fragmentation de l’habitat sous l’effet de l’urbanisation et de l’exploi-
tation agricole, surexploitation des espèces, pollution au sens large, espèces invasives et maladies 
(Hayes et al, 2010). 
 
Cette étude réalisée au Laboratoire d’ECologie Alpine, sur les grenouilles vertes mâles d’Europe 
s’inscrit dans la continuité d’une étude réalisée sur les femelles (Reynaud, et al., 2012). L’étude de 
2012 a montré la forte capacité de ces animaux à métaboliser des xénobiotiques, couplée à une 
faible induction des enzymes de détoxication. La présente étude s’inscrit également dans un projet 
plus global étudiant l’impact des polluants seuls ou en mélange sur le déclin des populations 
d’amphibiens, en interagissant tout particulièrement avec un travail de thèse mettant en évidence 
des désordres métaboliques et les conséquences multigénérationnelles liés à l’exposition aux per-
turbateurs endocriniens chez : Xenopus tropicalis (Regnault, 2016). 
 
Notre double compétence espèce modèle et espèce de terrain permet de faire le lien entre le 
laboratoire et l’environnement. En effet, les conditions rigoureuses de l’élevage en laboratoire et le 
génome séquencé et annoté de l’espèce Xenopus tropicalis ont permis d’identifier précisément des 
gènes et ainsi des voies métaboliques impactés par les différentes cinétiques d’expositions 
(Regnault, et al., 2014). La grenouille verte représente une espèce ou un ensemble d’espèces plus 
réaliste d’un point de vue environnemental et permet ainsi de valider les différents résultats obtenus 
sur Xenopus tropicalis (Regnault et al, 2014; Regnault et al, 2016; Regnault et al, 2017, in prep). Identifier 
clairement les mécanismes moléculaires, biochimiques reste parfois difficile, mais les réponses 
globales mises en évidence par des méthodes utilisées couramment sur mammifères (ipGTT, 
ipPTT et de test de sensibilité à l’insuline) se sont révélées très intéressantes et ont mis en évidence 
des désordres métaboliques observées sur l’espèce modèle Xenopus tropicalis.  
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I. Introduction générale 

1. Les Amphibiens 

Les amphibiens Linnaeus 1758, (du grec amphi : double et bios : vie), autrefois appelés Batraciens 
(du grec batrakhos : la grenouille qui s’emploie pour désigner également les crapauds et les sala-
mandres) forment une classe de vertébrés tétrapodes, anamniotes et poïkilothermes. Il y a environ 
400 millions d’années, les amphibiens sont les premiers vertébrés à avoir colonisé le milieu terrestre.  

Bien diversifiés autrefois, les amphibiens ne comptent plus qu’une seule sous-classe encore repré-
sentée, les Lissamphibiens (Haeckel, 1866). Malgré leur grande variété de formes, cette dernière 
partage plusieurs caractères spécialisés que nous ne retrouvons chez aucun autre groupe de verté-
brés et qui témoignent de leur ascendance commune : les dents pédicellées et bicuspides (munis de 
2 pointes), le mode d’accommodation visuelle, les glandes pluricellulaires de la peau (séreuses et 
muqueuses) et quelques spécialisations de l’oreille interne avec présence d’un deuxième osselet 
(l’opercule). 
 
La sous-classe des Lissamphibiens regroupe 7454 espèces (AMPHIBIAWEB, 2015; Haeckel, 1866) 
et se divise en trois ordres : 

 
 

Les anoures Fisher Von Waldheim 1843 (du grec a : sans et uros : queue), 
ordre représentant le plus grand nombre d’espèces (6569 
(AMPHIBIAWEB, 2015) ont une queue qui régresse après la métamor-
phose jusqu’à sa disparition complète. Ce groupe est composé notamment 
des grenouilles, des crapauds et des rainettes.  

 
 

Les urodèles Latreille 1825 (du grec uros : queue et deilos : visible) gardent 
leur queue une fois le stade larvaire terminé, tels les salamandres et les tri-
tons. Cet ordre regroupe 680 espèces (AMPHIBIAWEB, 2015). 
 

 
 

 

Les gymnophiones Müller, 1832 (du grec gymnos : nu et ophis: serpent), ou 
apodes (du latin an- : sans  et du grec poda : pattes), regroupant les cécilies 
aux pattes atrophiées, ne représentent que 205 espèces (AMPHIBIAWEB, 
2015). 
 

 
 
Dans cette étude, nous nous intéressons particulièrement aux grenouilles vertes d’Europe qui 
représentent pour notre étude un modèle d’amphibien de terrain. 
 
En Europe et tout autour du bassin méditerranéen la classe des amphibiens est représentée uni-
quement par deux ordres : les anoures et les urodèles comptant 106 espèces, dont 42 appartenant 
à l’ordre des urodèles et 64 à l’ordre des anoures. La plus grande diversité d’espèces est observée 
au niveau de l’Europe et des Balkans (Cox et al, 2006). 
 

Figure 1 : Pelophylax kl. esculentus 

Figure 3 : Caecilia-orientalis 

Figure 2 : Salamandra 
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2. Les anoures (Fisher Von Waldheim 1843) : caractéristiques communes 

Les grenouilles et les crapauds montrent des caracté-
ristiques morphologiques bien distinctes par rapport 
aux autres vertébrés dont les plus importantes sont : 
un corps court (entre 5 et 9 vertèbres suivant les es-
pèces), les vertèbres post-sacrées se transforment en 
une baguette rigide pour former l’urostyle, des 
grandes pattes postérieures adaptées aux sauts (les 
deux os du tarse s’allongent et forment un segment 
supplémentaire dans la patte postérieure) et une tête 
avec des yeux saillants.  Les dents sont pédicellées et 
absentes de la mandibule (Figure 4). 
 

Les anoures représentent une classe très diversifiée morphologiquement et occupent une grande 
variété d’habitats. En effet, ils occupent aussi bien des étangs que des cours d’eau (plus ouverts), 
sont présents aussi bien au niveau de prairies que de forêts tropicales, en altitude ou également au 
niveau des déserts chauds. Les anoures peuvent être aquatiques et/ou terrestres ou spécialisés dans 
la vie exclusivement terrestre ou arboricole (Wells, 1992). 

Au sein de cet ordre, la famille des ranidés (Rafinesque, 1814), appelée la famille des grenouilles 
vraies, représente 380 espèces réparties en 23 genres dans le monde (AMPHIBIAWEB, 2015). 
Notre attention portera particulièrement sur le genre Pelophylax (Fitzingzer, 1843) qui regroupe les 
grenouilles vertes. 
 
 

3. Les « grenouilles vertes » du genre Pelophylax (Fitzingzer, 1843) 

 Les caractéristiques générales communes des grenouilles vertes 

 
 

La tête des grenouilles vertes est allongée avec des yeux rappro-
chés. Leurs tailles varient de 9 à 15 cm environ et leur couleur 
n’est pas obligatoirement verte. La zone tympanique est de 
même couleur que la tête. Le dos varie entre les tons clairs ou 
vifs de vert, exceptionnellement bleu ainsi que brunâtre tacheté 
de noir. Il est marqué d'une ligne vertébrale claire. Le ventre et 
la gorge sont blanc crème unis ou tachetés de brun sombre. Il 
existe un dimorphisme sexuel : les mâles sont plus petits que 
les femelles, avec des membres plus longs et plus robustes. Ils 

possèdent de grands sacs vocaux situés de part et d’autre des commissures labiales. Des callosités 
nuptiales se développent à la base du pouce. Au niveau de la reproduction, l’accouplement est 
axillaire. La femelle pond de 2000 à 10 000 œufs (ovocytes II) marqués d’un pôle brun (pôle animal) 
et d’un pôle blanc (pôle végétal) (Arnold et Ovenden, 2014). Moins de 1 % de ces œufs fécondés 
arriveront au stade adulte car tout au long du développement, les larves sont sujettes à des maladies, 
des parasites et possèdent de multiples prédateurs. 
 
 
 

Figure 5 : Grenouille verte 

Figure 4 : Squelette d’anoure 
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 Cycle de vie des grenouilles vertes 

Le cycle de vie des anoures et plus précisément des « grenouilles vertes » comporte deux phases 
bien distinctes : une phase larvaire aquatique et une phase adulte terrestre (Figure 6). En effet mal-
gré la sortie de l’eau au stade adulte, la reproduction reste exclusivement aquatique. Cela signifie 
que le développement complet de l’animal implique un changement radical d’habitat et une méta-
morphose à l’issue de laquelle toutes les fonctions de l’organisme sont profondément modifiées 
pour permettre l’adaptation au nouvel environnement. 

Une fois la maturité sexuelle atteinte (3 à 4 ans), les mâles attirent les femelles matures par leur 
chant, après l’hivernation, dès que les conditions environnementales sont favorables (vers avril). 
L’amplexus est axillaire. Le mâle fertilise les ovocytes au fur et à mesure que la femelle les expulse. 
Le développement embryonnaire dure environ une semaine et le développement des têtards est 
plus ou moins long suivant la saison d’éclosion. Ils peuvent hiverner également et poursuivre leur 
métamorphose au printemps suivant. 

 

Figure 6 : Cycle de vie de la Grenouille verte. Stades décrits selon Gösner (Gösner, 1960) 

 Régime alimentaire 

 Larves 
Elles se nourrissent très rapidement après l’éclosion (2- 3 jours) de détritus végétaux et d’algues 
vertes mais aussi de zooplancton, notamment de protozoaires. 

 Adultes 
Les grenouilles vertes adultes sont carnivores. Elles chassent à l’affût, à la surface de l’eau ou à 
terre. Les invertébrés terrestres ou aquatiques constituent leur alimentation principale. Les analyses 
de contenus stomacaux montrent une forte présence de coléoptères divers, gastéropodes, diptères, 
araignées et hyménoptères, des chenilles de lépidoptères, des libellules et des criquets ont été trou-
vés en moindre abondance (Günther, 1997 ; Paunovic, 2010). Divers auteurs citent fréquemment 
des proies aquatiques, telles que les notonectes, nèpes, têtards et même des carpes de 3 à 7 cm. 
Cette consommation de poissons est confirmée par Guyétant (Guyétant, 1986), qui précise toute-
fois qu’elle reste marginale par rapport aux autres proies. A terre, la grenouille verte peut consom-
mer de grandes quantités de grenouilles rousses justes métamorphosées. 
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 Les grenouilles du genre Pelophylax du paléarctique occidental 

Le premier inventaire du vivant a été réalisé au XVIIIème siècle par Carl Von Linnaeus qui ne 
reconnait à cette époque qu’une seule espèce de grenouille verte dans toute l’Europe 
(Pelophylax (Rana) esculenta Linnaeus 1758). Puis au XXème siècle, Schreiber distingue selon des 
critères morphologiques deux espèces de grenouilles vertes : la grenouille rieuse Pelophylax (Rana) 
ridibunda (Pallas, 1771) et la grenouille verte Pelophylax (Rana) esculenta (Linnaeus, 1758). Par la suite, 
les critères caractérisant l’espèce se précisent et les travaux de croisement sur les grenouilles vertes 
(Berger L. , 1968) permettent de conclure à l’existence d’une troisième espèce qui est la grenouille 
de Lessona (Pelophylax (Rana) lessonae Camerano, 1882). Puis, les différents travaux de Dubois  
(Dubois & Ohler, 1997 ; Dubois, 1998) distinguent neuf espèces de grenouilles vertes et trois 
hybrides en Europe de l’Ouest. 
D’après Cox et al (Cox et al, 2006), 27 espèces de ranidés sont retrouvées sur le bassin méditerranéen 
dont environ 15 espèces de « grenouilles vertes » du genre Pelophylax (Tableau 1). 
 

 Les différentes espèces parentes 
Dans le Tableau 1 sont regroupées les différentes espèces de grenouilles vertes du paléarctiques 
occidental (12 espèces parentes), leur classement et l’état de leur population selon l’union interna-
tionale pour la conservation de la nature (IUCN), ainsi que leur caractère endémique à ce bassin. 
Sur les douze espèces mentionnées, trois populations : P. cretensis, P. shqipericus et P. cerigensis sont 
classées en danger (EN) par l’IUCN. Ce sont des populations endémiques, occupant une zone 
géographique limitée et restreinte souvent associée à une île. P.epeiroticus est classée en vulnérable 
(VU), son aire de répartition est limitée à la Grèce occidentale et le sud de l'Albanie. Il semble 
probable que les populations de cette espèce soient fragmentées car il y a de vastes zones d'habitats 
impropres à son installation. Il n’existe qu’un seul hybride P. kl grafi classé en quasi menacé (NT) 
car son aire de répartition est limitée au Nord de l’Espagne et au Sud de la France ce qui pourrait 
refléter le simple fait de l’absence de l’espèce parente P. ridibundus en Espagne (quelques cas d’in-
troductions anthropiques existent cependant) (Araño et al, 1995). Les autres espèces sont classées 
en préoccupation mineure (LC). Cependant, pour la majorité des espèces il a été observé une dé-
croissance des populations. Trois espèces : P. hispanicus, P. saharicus et l’hybride P. kl perezi présen-
tent des populations stables. Par contre, P. ridibundus est caractérisé par une population croissante, 
ce qui est expliqué par ses introductions nombreuses et également par ses fortes capacités d’adap-
tation et d’invasion (Pagano et al, 2003 ; Zeisset et Beebee, 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



5 

 

Tableau 1 : Liste des grenouilles du genre Pelophylax présentes sur le bassin méditerranéen et états 
de menace des populations selon IUCN 

 
*The IUCN Red List of threatened SpeciesTM 2015-3 
 

 Leur phylogénie simplifiée  
La Figure 7 représente la phylogénie simplifiée du genre Pelophylax du paléarctique occidental. Le 
groupe des grenouilles du paléarctique occidental provient de trois lignées majeures. Leur diver-
gence date du Miocène supérieur (environ -12 à -7 millions d’années) (Figure 7). En effet, les mou-
vements des plaques tectoniques africaines et eurasiatiques (environ -10 millions d’années), la crise 
messinienne (asséchement de la mer méditerranée au miocène), l’apparition des iles méditerra-
néennes (environ -6 à -5 millions d’années) et les différentes glaciations ont abouti à un processus 

Espèces 
IUCN Red list caté-

gories 
Endémique au bassin méditer-

ranéen 

Etat de la popula-
tion  

Selon IUCN Red 
list * 

Bedriagae 
Camerano  

1882 

Préoccupation mi-
neure 
 (LC) 

Oui  décroissance 

Bergeri 
Günther in Engelmann, Fritzsche, 

Günther and Obst, 1986 

Préoccupation mi-
neure 
 (LC) 

Oui  décroissance 

Caralitanus 
Arikan,  

1988 

Quasi menacée 
 (NT) 

Oui décroissance 

Cerigensis 
Beerli, Hotz, Tunner, Heppich and 

Uzzell 
1994 

En danger 
 (EN) 

Oui  
 

décroissance 

Cretensis 
Beerli, Hotz, Tunner, Heppich and 

Uzzell, 
1994 

En danger 
 (EN) 

Oui 
 

décroissance 

Epeiroticus 
Schneider, Sofianidou and Kyria-

kopoulou-Sklavounou, 1984 
Vulnérable (VU) Oui  décroissance 

Kurtmuelleri 
Gayda 
 1940 

Préoccupation mi-
neure 
 (LC) 

Oui  décroissance 

Lessonae 
Camerano 

1882 

Préoccupation mi-
neure 
 (LC) 

Non  décroissance 

Perezi  
López-Seoane 

1885 

Préoccupation mi-
neure 
 (LC) 

Oui  stable 

Ridibundus 
Pallas 
1771 

Préoccupation mi-
neure 
 (LC) 

Non  croissance 

Saharicus 
Boulenger in Hartert 

1913 

Préoccupation mi-
neure 
 (LC) 

Non  stable 

Shqipericus 
Hotz, Uzzell, Guenther, Tunner & 

Heppich 
1987 

En danger 
 (EN) 

Oui  décroissance 

https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=H%C3%BCseyin_Arikan&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/1988
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de spéciation. Le genre Pelophylax compte plus d’une vingtaine d’espèces dont une douzaine (Ta-
bleau 1) distribuée au niveau du paléarctique occidental avec un nombre important entre les Bal-
kans, les îles Grecques et le Proche-Orient (Grimal, 2014). 
 La lignée Perezi où P. perezi et P. saharicus forment un groupe sœur au sein de l’arbre phylogé-
nique, clairement séparé des autres espèces européennes. La diversification de cette lignée s’est 
produite autour du miocène supérieur (-8 millions d’années).  
Les autres espèces de grenouilles du paléarctique occidental se retrouvent regroupées au sein de 
deux lignées :  
 La lignée de Lessonae : Il apparait que P. lessonae a eu un refuge adriatico-méditerranéen lors 
de période glaciaire (Günther, 1997) et que des individus de cette espèce ont migré marginalement 
vers les Balkans pour donner une espèce distincte : P. shqipericus. Elle regroupe également les es-
pèces P. lessonae et P.bergeri qui est considérée actuellement comme une sous espèce de P.lessonae. 
 La lignée Bedriagae-Ridibundus qui rassemble les espèces P. cretensis, P. epeiroticus, P. bedriagae, 
P. cerigensis, P. kurtmuelleri et P. ridibundus. A l’intérieur de cette lignée, P. ridibundus et P. kurtmuelleri 
sont des espèces sœurs et forment un groupe sœur avec P. bedriagae et P. cerigensis (Lymberakis et al, 
2007). Cette lignée s’est diversifiée à la fin du miocène et début du pliocène coïncidant avec la fin 
de la crise de salinité messinienne et un changement du climat qui devient plus froid et aride en 
méditerranée. Cette lignée présente de nombreuses diversifications et sa phylogénie est en cons-
tante évolution du fait d’un grand nombre d’études scientifiques pour comprendre son origine. 
Les données moléculaires semblent montrer que les grenouilles vertes de Turquie au sens large et 
de Chypre ne sont pas conspécifiques avec les P. ridibundus d’Europe (Akın et al, 2010) bien que 
très proche génétiquement. 
 
 

 
 
Figure 7 : Phylogénie schématisée des espèces du genre Pelophylax dans le paléarctique occidental 
(les distances ne sont pas respectées) d'après (Lymberakis et al, 2007 ; Akın et al, 2010). 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Crise_de_salinit%C3%A9_messinienne
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 Leur répartition géographique  
La lignée Perezi représentée par l’espèce P. perezi (en violet sur la carte : Figure 8) est présente dans 
toute la péninsule ibérique (Espagne et Portugal), en France vers le nord-ouest, dans une bande 
longeant l'Atlantique jusqu'en Vendée et vers le sud-est le long de la Méditerranée jusque dans le 
Gard (introduite aux Açores, à Madères, aux Baléares, aux Canaries et en Grande-Bretagne). L’autre 
espèce de cette lignée, P. saharicus (en rouge sur la carte Figure 8), est présente en Afrique du Nord 
(Sahara occidental, Maroc, Tunisie, Algérie, le Nord de la Libye et le Nord-Ouest de l’Egypte). Elle 
a également été introduite aux îles Canaries. 
La lignée Lessonae représentée majoritairement par l’espèce P. lessonae (en bleu sur la carte Figure 8) 
est présente en Europe de la France (moitié Nord) au bassin de la Volga en Russie. P. bergeri est 
présente dans la péninsule italienne, en Sicile et sur l'Île d'Elbe, elle a été introduite en Sardaigne et 
en France (continent et Corse). P. shqipericus occupe une zone restreinte qui s’étend de l’Ouest de 
l’Albanie au Sud du Montenegro. 
La lignée Ridibundus/Bedriagae représente la lignée la plus diversifiée. L’espèce P. ridibundus (en rose 
sur la carte Figure 8) est largement distribuée en Europe occidentale, centrale et orientale. De nom-
breux individus ont été introduits dans le Sud du Royaume Uni, Suisse, Belgique (Wallonie), en 
Espagne, en Sibérie et Nord-Ouest du Xinjiang en Chine. Cette espèce est présente en Turquie, 
Syrie, dans une grande partie de l’Iran, l’Iraq et l’Afghanistan. En Arabie Saoudite, il existe plusieurs 
populations isolées. De nombreuses introductions ont élargi l’aire de répartition en Sibérie. En Asie 
centrale, il est souvent difficile de faire la distinction entre la périphérie de l'aire naturelle et les 
zones occupées après les introductions et leurs dispersions. Son aire de répartition en Europe che-
vauche largement l’aire de répartition de l’espèce P. lessonae. Pour les autres espèces de cette lignée, 
les aires de répartition se situent à l’Est du pourtour du bassin méditerranéen : en Grèce, Turquie, 
Syrie et Egypte. Certaines espèces sont très endémiques et se situent sur des zones restreintes 
comme P. shqipericus présente que sur un petit territoire de l’Albanie et notamment sur des îles de 
la mer méditerranée comme par exemple P. cerigensis qui n’est présente que sur l’ile Karpathos et P. 
cretensis présente sur l’île de Crête. 
 

 
Figure 8 : Aire de répartition (non exhaustive) des grenouilles genre Pelophylax du Paléarctique 
occidental d’après les données de l’IUCN Red List 2015-3 (P. cerengensis n’est pas représentée 
zone trop petite limité à l’île Karpathos). 

https://fr.wikipedia.org/wiki/France
https://fr.wikipedia.org/wiki/Atlantique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vend%C3%A9e_%28d%C3%A9partement%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9diterran%C3%A9e
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gard
https://fr.wikipedia.org/wiki/Europe
https://fr.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9ninsule_italienne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sicile
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%8Ele_d%27Elbe
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sardaigne
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 Les complexes de grenouilles vertes 
Les hybrides décrits sont issues du croisement de Pelophylax ridibundus (Pallas 1771) avec certaines 
espèces de grenouille verte du genre Pelophylax avec qui elles cohabitent et qui présentent un 
chevauchement partiel ou total de la période de reproduction. Cette « première » hybridation entre 
les espèces donnent trois hybrides référencés dans le Tableau 2. 

Tableau 2 : Liste des hybrides du genre Pelophylax présents sur le bassin méditerranéen et états 
de menace des populations selon IUCN 

*The IUCN Red List of threatened SpeciesTM 2015-3 
 

 L’hybridation : définition 
L’hybridation dans le règne aussi bien animal que végétal a un rôle majeur dans l’apparition 
instantanée d’individus possédant un matériel génétique nouveau leur conférant un avantage en 
terme d’évolution. L’hybridation aboutit fréquemment à la polyploïdie car la combinaison de deux 
génomes différents perturbe la méïose et engendre des gamètes diploïdes (Christiansen, 2009). 
L’apparition d’hyperploïdie associée à la multiplication du génome est considérée comme un 
mécanisme important dans la diversité génotypique et phénotypique qui aboutit à la sélection 
naturelle (Hoffmann et al, 2015). Les animaux hybrides échappent souvent à la stérilité par la 
reproduction clonale (Christiansen et Reyer, 2009). 

 L’ hybridogenèse et les hybrides 
L'hybridogenèse est un phénomène complexe de mélange de génomes entre des êtres vivants d'un 
même groupe d'espèces. Les espèces hybrides issues de ces mélanges d'espèces « pures » présentent 
la particularité de ne transmettre les gènes que d'une seule espèce parente et dépendent donc de 
l'autre espèce parente. C'est pourquoi leur nom latin comporte le mot klepton (kl.), qui signifie voler 
ou dérober en grec.  
Il existe toutefois une exception à cette règle : les hybrides dits triploïdes, qui possèdent trois gé-
nomes, dont deux d'une seule des espèces parentes. Ce triple génome leur permet de se reproduire 
entre eux en l'absence d'espèces « pures ». 
Les hybrides issus de l’hybridogenèse transmettent de façon clonale le génome complet d’une es-
pèce parente à leur progéniture. Le génome de l’autre espèce parente est perdu dans les lignées 
germinales lors de la première phase de multiplication des gonies. On parle alors de reproduction 
hémi-clonale. Ce moyen de reproduction a été observé au sein de différentes espèces dans le règne 
animal (Schmeller, 2004). En effet, cette hybridogenèse a été mise en évidence initialement chez 
des poissons actinoptérygiens du groupe des Poeciliopsis (Schultz, 1969), puis chez d’autres familles 
de poissons tels que les Cyprinidés (Carmona et al, 1997), et également chez des phasmes (Bacilius 

Croisement 
P. ridibundus 

× 

Espèces hy-
brides 
klepton 

IUCN Red list caté-
gories 

Endémique au bassin 
méditerranéen 

Etat de la popula-
tion  

Selon IUCN Red 
list * 

Pelophylax lessonae 
Camerano 1882 

esculentus  
Linnaeus  

1758 

Préoccupation mi-
neure 
 (LC) 

Non  décroissance 

perezi  
López-Seoane 

1885 

grafi  
Crochet, Du-

bois, Ohler & 
Tunner 

1995 

Quasi menacée 
 (NT) 

Oui  Pas de données 

bergeri 
Günther in Engelmann, 
Fritzsche, Günther and 

Obst, 1986 

hispanicus 
Bonaparte  

1839 

Préoccupation mi-
neure 
 (LC) 

Oui  stable 

https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pierre_Andr%C3%A9_Crochet&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alain_Dubois
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alain_Dubois
https://fr.wikipedia.org/wiki/Annemarie_Ohler
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Heinz_G._Tunner&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/1995
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rossius-grandii) (Mantovani et Scali, 1992), et bien évidemment chez les grenouilles du genre Pelophy-
lax (Rana) (Berger, 1973). 

L’hybridogenèse impliquant les grenouilles vertes repose sur plusieurs caractéristiques : les hybrides 
sont viables, fertiles et des deux sexes (Graf et Polls Pelaz, 1989).  

 La répartition des espèces hybrides et les espèces parentes associées 
L’aire de répartition de l’hybride P. kl. esculentus (en violet clair sur la carte : Figure 9) se situe surtout 
au niveau de l’Europe occidentale, centrale et orientale. Ces populations suivent les aires de répar-
tition des espèces parentes puisqu’elles vivent en sympatrie. Cet hybride est également présent au 
Danemark et au sud de la Suède. L’origine de ces populations suédoises est mal connue. En effet 
ces populations sont soit des reliques de populations soit des introductions plus récentes. 
En Italie, il n’est présent avec certitude que dans la plaine du Pô. Il a été introduit en Grande-
Bretagne et en Espagne. 
L’hybride P. kl. hispanicus (en vert sur la carte : Figure 9) est présent sur l'île de la Sicile (Italie) et sur 
le continent italien et au sud d'une ligne de Gênes à Rimini. Il est également présent sur les îles 
italiennes d’Elbe et de Giglio. Ces populations suivent la population parente P. perezi à l’exception 
de la Corse où l’hybride n’est pas retrouvé. 
L’hybride P. kl. grafi est situé au Nord de l’Espagne et au Sud de la France. 
 
 

Figure 9 : Aire de répartition (non exhaustive) des espèces hybrides de l'Europe occidentale et des 
espèces parentes données IUCN Red List 2015-3.  

 

 Le complexe Pelophylax esculentus 
Le complexe Pelophylax kl. esculentus est le plus répandu en Europe (Berger L. , 1988 ; Graf et Polls 
Pelaz, 1989 ; Pagano et al, 2001; Frost et al., 2006). Ce complexe implique les deux espèces parentes 
P. ridibundus de génotype RR et P. lessonae de génotype LL, ainsi que l’hybride P.kl. esculentus de 
génotypes RL, qui est issu du croisement des deux espèces parentes (Berger, 1973 ; Heppich, 1978) 
et les hybrides de génomes LLR et RRL. Les hybrides de ce complexe ont un mode de reproduction 
particulier nommé l’hybridogenèse (Schultz, 1969). De nombreuses études ont observé ce 
mécanisme de reproduction chez P. kl. esculentus et l’ont mis en évidence grâce à des élevages 
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expérimentaux (Berger, 1973 ; Uzzell et Hotz, 1979), des caryotypages ainsi que par des analyses 
allozymiques (Uzzell et al, 1980). 

Ce complexe montre des particularités en fonction des zones géographiques étudiées. 
Le système d’hybridogenèse peut être classé en trois catégories majeures (Graf et Polls Pelaz, 1989) 
(Holsbeek et Jooris, 2010) : 

- le système L-E ( croisement entre P. lessonae et P. kl. esculentus) 
- le système R-E (croisement P. ridibundus et P.kl. esculentus) 
- le système E pur ou E-E ( croisement des hybrides P.kl. esculentus entre eux) 

Ces systèmes présentent tous des caractéristiques particulières. 
 

 Le système L-E 
Le système L-E est le système le plus répandu. Il est observé surtout en Europe de l’Ouest et est 
celui qui a été le plus étudié et le plus représenté. Dans ce système, l’hybride de génome RL, issu 
d’une hybridation primaire entre P. ridibundus de génome RR et P. lessonae de génome LL, vit en 
sympatrie avec une ou les deux espèces parentales. C’est le génome de l’espèce P.lessonae qui est 
exclu des cellules germinales au cours de la gamétogenèse pendant la phase de prolifération des 
ovogonies. Le génome ridibundus ainsi conservé subit une endoréplication, processus par lequel le 
matériel génétique est dupliqué mais non divisé, avant la méiose. Ensuite, le déroulement de la 
méiose est classique, ce qui aboutit à la formation de gamètes haploïdes qui contiennent unique-
ment le génome ridibundus clonal non recombiné (Tunner et Heppich, 1981; Holsbeek et Jooris, 
2010). Cette exclusion du génome P. lessonae pourrait être la conséquence soit de l’inactivation de 
ce dernier par celui de ridibundus (Uzzell et al, 1980) qui semble être graduelle au cours des mitoses 
successives, (Holsbeek et Jooris, 2010) soit celle d’une dégradation enzymatique de la chromatine 
qui serait rejetée hors du noyau sous forme de « nucleus-like-bodies » (Vinogradov et Chubinishvili, 
1999 ; Holsbeek et Jooris, 2010). Cette transmission clonale du génome ridibundus nécessite un 
croisement avec l’espèce parente P. lessonae. En effet la descendance issue du croisement des P.kl 
esculentus de génome RL issu du système L-E n’est pas viable à 97 % (Graf et Polls Pelaz, 1989) du 
fait de l’accumulation de mutations récessives délétères stochastiques (processus appelé « Muller’s 
Rachet »). Cependant des individus P. ridibundus néoformés viables peuvent exister car les génomes 
R portés par les deux hybrides n’ont pas forcement la même origine parentale, et ainsi ne portent 
pas les mêmes mutations délétères (Guex et al, 2002 ; Vorburger et Reyer, 2003). 
 

 Le système R-E (Europe de l’Est) 
Le système R-E est l’inverse du système L-E. Certains hybrides réalisent une hybridogenèse 
imparfaite et produisent une minorité de gamètes R (élimination de trois gamètes R pour un gamète 
L) (Holsbeek et Jooris, 2010) et une majorité de gamètes L. La distribution des descendants est 
composée à la fois des P. ridibundus néoformés en minorité et des hybrides P.kl. esculentus majoritaire 
(Holsbeek et Jooris, 2010 ; Patrelle, 2010). Lorsque les hybrides P.kl. esculentus transmettent le 
génome ridibundus dans leurs gamètes, les descendants sont toutes des femelles P. ridibundus, 
néanmoins si le génome lessonae est transmis alors la descendance est constituée de mâles P. kl. 
esculentus. Ce phénomène est exclusivement retrouvé dans ce système R-E et porte le nom « hybrid 
amphispermy » (Vinogradov et al, 1991). 
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Tableau 3 : Hybridogenèse schématisée des systèmes L-E et R-E 

 Système Lessonae-Esculentus Système Ridibundus-Esculentus 

   
   

G
am

èt
es

 

   G
am

èt
es

 
 

Gamètes 

 

Gamètes 

R L 
Exclusion 

R 
Elimination  

L 
Partielle 

L 
 

 R  
 

L 
 

 R  
 

 100% RL 
Exclusion du génome lessonae de l’hybride P. kl. escu-
lentus.  
 

 

  Mortalité à 97% 

 

75% RL 
25% RR 

Elimination partielle de 3 gamètes R pour 1 ga-

mète L : « Hybrid amphispermy » 

 

 

 Le système E pur ou E-E (Graf & Polls Pelaz, 1989)  
Le système E pur ou E-E correspond au croisement des hybrides P. kl. esculentus entre eux avec 
comme particularité la coexistence d’individus esculentus des deux sexes qui peuvent être diploïdes 
(génome RL) ou triploïdes (génomes : RRL, LLR). Ce système représente la seconde stratégie la 
plus rencontrée. 
Dans la population pure de P. kl.  esculentus, la coexistence d’individus diploïdes et triploïdes est 
stable puisque le succès de reproduction dépend du croisement d’individus de ploïdies différentes. 
Ces populations hémiclonales possèdent la même diversité génétique que des espèces sexuées si-
milaires en raison d’un taux constant et élevé de recombinaison dans un des génomes parentaux et 
un taux de mutations réduit dans l’autre. Ainsi la population de P. kl. esculentus diploïde et triploïde 
est devenue une unité autonome dans l’évolution ayant un potentiel pour la formation de nouvelles 
espèces (Som et Reyer, 2006). 
En général, les individus triploïdes sont issus d’individus et notamment de femelles capables  de 
donner des œufs diploïdes (non reduits au niveau du génome) fertilisés par des gamètes mâles 
haploïdes. Ceci a été observé en condition naturelle et lors de croisements artificiels (Uzzell et al, 
1975a ; Christiansen et Reyer, 2009 ; Christiansen, 2009 ; Hoffmann et al, 2015). Le mécanisme 
capable de donner des gamétes diploïdes, principalement des gamètes femelles, pendant la 
gamétogenèse n’est pas connu (Hoffmann et al, 2015).  
Cette production de gamètes diploïdes varie selon les espèces, le sexe, les populations et les 
individus. Ce mécanisme peut être contrôlé par des facteurs génétiques (observé uniquement chez 
des espèces hybrides) mais aussi par des facteurs environnementaux. Ces facteurs tels que les 
températures extrêmes, les substances toxiques, les deficits en nutriments, les parasites et de 
nombreux autres stress (Beukeboom et Vrijenhoeck, 1998 ; Otto et Whitton, 2000) sont capables 
de perturber la ségregation des chromosomes lors de la méïose, ce qui aboutit à la formation de 
gamètes diploïdes. Il apparait possible que la première apparition de gamète diploïde se soit faite 
durant les périodes glacières ou post glacières et offre une explication plausible quant à 
l’observation d’une forte proportion d’organismes polyploïdes à des latitudes et altitudes élevées 
(Mason et Pires, 2015 ; Hoffmann et al, 2015).  
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Une étude en Slovaquie de l’Ouest (Mikulicek et al, 2014) montre que des populations mâles 
triploïdes RLL de P.kl. esculentus  possédent deux génomes différents de lessonae et qu’ils produisent 
(sans méiose) uniquement des gamètes diploïdes de même génome que les cellules somatiques LL 
(Mikulicek et al, 2014).  
Ceci contraste avec les individus hybrides mâles et femelles de génome RLL  de l’Europe du Nord 
qui ne produisent que des gamètes haploïdes de génome L (Günther et al, 1979 ; Christiansen, 2009 
; Mikulicek et al, 2014). Les lignées triploïdes RLL du Nord de l’Europe et du Centre ont une origine 
monophylétique alors on peut penser que des processus alternatifs d’hybridogenèse ont engendré 
des gamètes mâles haploïdes et diploïdes, ce qui serait à l’origine de la diversification des lignées 
(Mikulicek et al, 2014). Cette population de mâles triploïdes a également été observée dans le Nord-
Est de la Hongrie. Elle vit en sympatrie avec des individus hybrides diploïdes et des individus P. 
ridibundus (Tunner et Heppich-Tunner, 1992). 
 
En général, les individus triploïdes engendrent des gamètes haploïdes contenant la recombinaison 
du génome qu’ils possèdent en double (Christiansen et Reyer, 2009 ; Christiansen, 2009 ; Pruvost 
et al, 2013). Par exemple, les individus hybrides LLR produisent des gamètes haploïdes de génome 
L recombiné entre les deux allèles L présents. De même, les individus hybrides RRL engendrent 
des gamètes haploïdes de génome R recombiné. 
 
Les populations mixtes en ploïdie dominent le Nord-Est de l’Europe et semblent décroitre en allant 
vers le Centre de l’Europe, sans investir le Sud de l’Europe car les Carpates jouent un rôle de 
barrière naturelle. 
 
Tableau 4 : Hybridogenèse schématisée du système E pur 

Systèmes Esculentus  

G
am

èt
es

 

 

Gamètes 

 

Gamètes 

R 
Exclusion 

L R L 
Exclusion 

R   

R 
Elimination par-

tielle    

RL  
 

RL 
  

L 
Exclusion   

L 
Elimination par-

tielle  
  

Exclusion du génome ridibundus chez l’individu esculentus 
triploïde et du genome lessonae chez l’individu P. kl. 
esculentus diploïde 

Exclusion du génome lessonae chez l’individu P. kl. 
esculentus triploïde. 

Elimination partielle de 3 gamètes R pour 1 ga-

mète L 
 

 

 
Figure 10 : Hybridogenèse schématique du complexe P.kl. esculentus 



13 

 

Ce complexe esculentus regroupe donc des systèmes très variés et il n’est pas réparti uniformément 
sur le territoire européen. En effet, la diversité génomique des hybrides et des espèces parentes se 
fait selon des critères géographiques comme la latitude et la longitude et des caractères plus biolo-
giques comme la présence ou l’absence d’espèces parentes (et non des hybrides). La plus grande 
diversité génétique a été observée dans le Centre et l’Est de l’Europe. Tandis qu’au Nord de l’Eu-
rope, se trouve la plus faible diversité génétique (Hoffmann et al, 2015). De plus, la coexistence et 
la stabilité des populations des grenouilles vertes sont variables. En effet, il apparait que la compo-
sition génétique ainsi que le ratio en taxons changent dans le temps au sein de mêmes localités sans 
pour autant qu’on ait observé des modifications d’habitats (Mikulicek et al, 2014). 
De plus, les individus P. ridibundus contribuent à la dynamique de population dans le système escu-
lentus-ridibundus-lessonae. En théorie, la première hybridation entre les espèces parentes permet de 
produire des lignées d’hybridogenèse nouvelles en accroissant la diversité des hémiclones de la 
population hybride P. kl. esculentus et aussi la persistance de ces populations en remplaçant les vieilles 
lignées par les nouvelles (Mikulicek et al, 2014). 

 Identification des différentes espèces 

L’identification des différents taxons de grenouilles vertes existants reposent sur une grande variété 
de critères issus d’observations morphologiques et de paramètres morphométriques ou acoustiques 
réalisés tout au long de leur cycle de vie. 
 

 Clés de Détermination  
Il existe des clés de détermination décrivant précisément les différents stades de vie spécifiques de 
chaque espèce. Ces clés sont basées sur l’observation in natura des caractéristiques de pontes (ponte 
dans ou hors de l’eau, œufs isolés ou en amas gélatineux…) (Miaud et Muratet, 2004), de traits 
morphologiques pour les larves et les têtards (Miaud et Muratet, 2004) mais également pour les 
individus jeunes et adultes (Thirion et Grillet, 2008). Par exemple, les critères observés pour ces 
derniers sont entre autres la coloration de l’intérieur des cuisses, la taille et le profil du tubercule 
métatarsal, la coloration des sacs vocaux, la coloration des callosités, la taille de l’animal adulte du 
museau au cloaque, la forme et la taille des dents vomériennes, la coloration de l’iris, la palmure des 
pattes postérieures et la coloration du corps (Figure 11)… 
 

 
 

 
 
 

Figure 11 : Exemple de paramètres d’observation des clés de détermination des espèces de gre-
nouilles. 

L’utilisation de ces clés nécessite une longue observation et une connaissance importante des mi-
lieux de vie. 
 
Une étude (Blain et al, 2015) faite sur l’ilion (en orange dans la Figure 12A), particulièrement adaptée 
aux études fossiles, a permis de faire la distinction entre les deux espèces parentes P. ridibundus, P. 
lessonae et leur hybride P. kl. esculentus. Cette étude a montré que deux critères (mesures : 2 et 8 
Figure 12B) sont significativement indépendants de la taille des individus et peuvent être utilisés 
pour distinguer la population étudiée appartenant plutôt au système Ridibundus-Esculentus R-E ou 
au système Lessonae-Esculentus L-E. 
 

Dents vo-
mériennes Ponte 
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Figure 12 : Etude de l’ilion A : ilium B : les 

différentes mesures (Blain et al, 2015) (1 : 
longueur de l’ilium, 2 : angle entre les axes d’orien-
tations du tubercule et de l’ilium, 3 : hauteur de la 
crête dorsale, 4 : diamètre du cotyle, 5 : épaisseur 
du corps au centre de la cavité cotyloïde, 6 : cou 
iliaque, 7 : largeur maximale de la jonction ilium-
ischium, 8 : largeur de la partie ascendante) 

 

 Les chants vocaux  
L’écoute classique in natura ou par enregistrement permet de différencier certaines espèces (Tableau 
5). Les « accents régionaux » peuvent être des indicateurs phylogéographiques afin de comprendre 
l’historique de la distribution des différents individus (Wycherley et al, 2002). 

 
Tableau 5 : Oscillogrammes de chants de grenouille verte 

 
 
En effet, les chants sont caractéristiques d’espèces et peuvent aider à l’identification, notamment 
en utilisant la Transformée de Fourier qui permet de caractériser un signal (sous unité de chant) 
non périodique par son spectre de fréquence. Cette fonction permet de mettre en évidence des 
variations nettes entre les chants de différentes espèces (Figure 13) (Wycherley et al, 2002). 

 

 
Figure 13 : Transformée de Fourier 
des chants vocaux de Pelophylax 
(Rana) lessonae et de Pelophylax 
(Rana) ridibundus (Wycherley et al, 
2002) 

 
 
 
 

Cette détermination est abordée au niveau des complexes d’hybridation et notamment dans le cadre 
de différenciation du complexe esculentus mais ce paramètre aide également à la différenciation des 
grenouilles vertes dans le groupe ridibundus (P. ridibundus versus P. kurtmuelleri) (Lukanov et al, 2013) 

 

 Habitats 
Les grenouilles vertes sont des espèces très aquatiques. Elles sont retrouvées dans une grande va-
riété de points d’eau permanents ensoleillés : petits et grands étangs, mares, gravières, fossés, ca-
naux, rivières et bras morts. Les différentes espèces de grenouilles vertes occupent les milieux les 
plus adaptés à leur mode de vie et en fonction également de leur capacité d’adaptation (Pagano et 
al, 2001). En effet, il apparait que P. kl. esculentus occupe probablement des habitats intermédiaires 

A B 
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à ceux utilisés par les espèces parentales (P. lessonae et P. ridibundus). L’adaptabilité au milieu de vie 
de cette espèce est très forte (Pagano et al, 2001). 
La comparaison des peuplements de grenouilles vertes entre l’habitat prairial et l’habitat forestier 
montre des différences significatives à l’echelle globale. En effet, les prairies sont plus peuplées en 
P. ridibundus, moins en hybride et en P. lessonae que les forêts (Patrelle, 2010).  
De plus, P. ridibundus préfère les habitats en relation avec une rivière (rivière, bras morts d’une 
rivière et gravières) alors que Pelophylax lessonae est rarement présente, voir absente de ce type d’ha-
bitat. L’hybride Pelophylax. kl. esculentus se retrouve plutôt au sein du même habitat que l’espèce 
parente Pelophylax lessonae, c’est-à-dire dans les marais. Pelophylax. kl. grafi, et plus particulièrement 
Pelophylax perezi, sont souvent retrouvées au niveau des rivières et des bras morts. Pour Pelophylax. 
kl. grafi, sa distribution au niveau habitat est un peu plus large puisqu’ elle occupe des rivières, des 
bras morts et également des marais (Pagano et al, 2001). 
Il apparait certain que l’habitat occupé par les espèces informe ou oriente sur la détermination des 
différents taxons. 
 
Établir des cartes d’identification d’espèces de grenouilles vertes reste assez complexe. La grande 
diversité de paramètres morphologiques, morphométriques, acoustiques et d’habitat (Pagano et al, 
2001) pris en compte ne suffisent parfois pas à différencier les espèces entre elles. En effet, leur 
grande ressemblance au sein des différents taxons, ainsi que les multiples variations observables au 
sein d’un même taxon et de leur grande capacité à s’hybrider (Wycherley et al, 2002) montrent qu’il 
est parfois difficile voire impossible de distinguer deux espèces entre elles qui se révèlent extrême-
ment proches comme par exemple P. ridibundus et P. bedriagae (Holsbeek et al, 2009). C’est pourquoi, 
ces méthodes ont été fortement remises en question (Pagano et Joly, 1999 ; Lodé et Pagano, 2000 
; Plötner et Ohst, 2001). En outre, dans l’Ouest de l’Europe, ces méthodes d’identification sont 
d’autant plus inefficaces que l’existence d’hybridations importantes entre grenouilles autochtones 
et allochtones a été notée conduisant à toute une mosaïque de caractères (Pagano et al, 2003 ; 
Vorburger et Reyer, 2003 ; Holsbeek et al, 2008 ; Pagano et al, 2008; Plötner et al, 2008). 
 

 Les Marqueurs Moléculaires  
Depuis les années 1980, des méthodes génétiques plus fiables ont été développées afin d’améliorer 
l’affiliation taxonomique des individus des populations de « grenouilles vertes » du genre Pelophylax 
du paléarctique occidental. 

 Marqueurs protéiques : allozymes 
Les allozymes ou alloenzymes sont des variants d’une même enzyme qui sont codés par différents 
allèles d’un même locus. 
Les enzymes utilisées sont très conservées au sein des différents organismes, elles sont utilisées par 
les phylogénéticiens comme marqueurs moléculaires pour appréhender l’histoire évolutives et les 
relations entre les différentes espèces car elles mettent en évidence le polymorphisme allélique. En 
effet, les modifications de séquence en acides aminés (modification du poids moléculaire et de 
charges révélés par électrophorèse) reflètent le changement dans la séquence ADN du locus. 
Les enzymes utilisées pour les « grenouilles vertes » du genre Pelophylax sont des enzymes du méta-
bolisme. Ce sont des enzymes Type I (coding) c’est-à-dire qui sont associées à des gènes dont on 
connait la fonction. Les différences entre absence/présence et la fréquence relative des allèles sont 
utilisées pour quantifier les variations génétiques et distinguer ainsi l’unité génétique caractéristique 
des populations ou des espèces étudiées. 
Cette méthode d’affiliation très utilisée est invasive car elle requiert une quantité et qualité impor-
tante de tissus. Il faut noter également que certains changements dans la séquence nucléotidique 
n’engendrent pas de changement au niveau de la séquence en acides aminés (substitutions silen-
cieuses), et certaines modifications de séquence en acides aminés n’engendrent pas de variation 
dans la mobilité électrophorétique. 
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Les enzymes les plus utilisées afin de déterminer les différentes espèces de Pelophylax sont : l’ As-
partate Aminotransferase (sAAT et  mAAT, EC 2.6.1.1), l’ACOnitate hydratase (sACO and 
mACO, EC 4.2.1.3), l’Adenosine DeAminase (ADA, EC 3.5.4.4), l’Adenylate Kinase (AK-2, EC 
2.7.4.3), l’Albumin (ALB), Créatine Kinase (CK-A, EC 2.7.3.2), le Fructose-1,6-BiPhosphatase 
(FBP-1 et FBP-2, EC 3.1.3.11), le GlycerAldehyde-3-Phosphate DesHydrogénase (GAPDH, EC 
1.2.1.12), l’ α-Glycerophosphate DesHydrogenase (αGDH, EC 1.1.1.8), le Glucose-6-Phosphate 
Isomerase (GPI, EC 5.3.1.9), l’Isocitrate DesHydrogenase (mIDH and sIDH, EC 1.1.1.42), l-Lac-
tate DesHydrogenase (LDH-A and LDH-B, EC 1.1.1.27),  le Malate DesHydrogénase (mMDH 
and sMDH, EC 1.1.1.37), le Mannose-6-Phosphate Isomerase (MPI, EC 5.3.1.8), le 6-Phosphog-
Gluconate DesHydrogenase (PGDH, EC 1.1.1.44), le PhosphoGlucoMutase (PGM-2, EC 5.4.2.2, 
formerly 2.7.5.1),  le SuperOxide Dismutase (sSOD, EC 1.15.1.1) (Uzzell et Berger, 1975b; Lodé 
et Pagano, 2000; Hotz et al, 2014). 

 Marqueurs ADN 

 Mitochondrial 
L’ADN mitochondrial animal contient trente-six ou trente-sept gènes (Figure 14) ; deux pour les 
ARN ribosomaux (un pour la petite sous-unité 12S rDNA et un pour la large sous-unité 16S 
rDNA), vingt-deux pour les ARN de transfert et douze ou treize sous unités de protéines multi-
mériques propres à la membrane mitochondriale. Il existe également une région non codante de 
contrôle variable (CR) qui joue un rôle dans la réplication et la transcription des gènes mitochon-
driaux. Les exons dans l’ADN mitochondrial circulaire sont compactés, sans introns et sans his-
tones.  

Gènes codants les protéines mitochondriales : 
Cyt b: cytochrome b; 
CO I, CO II, CO III: sous unités I, II, III du cytochrome 
oxydase; 
ND 1-6 : sous unités de 1 à 6 du NADH déshydrogénase ou 
cytochrome c réductase.  
Les ARN de transfert (tRNA) sont représentés par les trois 
premières lettres de leur acide aminé correspondant.  
Certains d’entre eux sont regroupés au niveau de trois régions 
(IQM : isoleucine (I), glutamate (Q) et méthionine (M) ; 
WANCY : tryptophane (W), alanine (A), acide aspartique 
(N), cystéine (C) et tyrosine (Y) ; HSL : histidine (H), sérine 
(S) et leucine (L)), les autres sont répartis de façon isolée sur 
l’ADN mitochondrial. 

 
Figure 14 : Représentation schématique de la molécule d’ADN du génome mitochondrial « con-
servé » des vertébrés (Peirera, 2000). 

Les gènes codant pour les protéines mitochondriales évoluent plus rapidement et sont des mar-
queurs puissants dans l’histoire évolutive des familles, des genres et des espèces (Wan et al, 2004). 
Comme la plupart des vertébrés, l’ADN mitochondrial chez les grenouilles est transmis unique-
ment par la mère (Plötner et al, 2008). Ce mode de transmission non mendélien permet d’assimiler 
cette molécule d’ADN mitochondrial à un seul locus. 
Plusieurs gènes sont cités dans la littérature pour mesurer la variabilité interspécifique des gre-
nouilles vertes : Le cytochrome b, décrit par Moritz en 1992 (Moritz et al, 1992), a été utilisé afin de 
déterminer notamment la phylogéographie de Pelophylax lessonae en Italie (Canaestrelli et Nascetti, 
2008), ainsi qu’en Suisse afin de déterminer les multiples origines des grenouilles dans ce pays 
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(Dubey et al, 2014), les sous unités de la NADH déshydrogénase, particulièrement ND2 et ND3 
sont utilisées également (Plötner et al, 2008 ; Akın et al, 2010 ; Dubey et al, 2014 ; Mikulicek et al, 
2014; Hotz et al, 2014). 
 

 Nucléaire 

 Marqueurs Microsatellites ou STR (Short tandem Repeats) 
L’ADN nucléaire est constitué d’environ 95% de régions non codantes : les introns et les régions 
inter-géniques. Au niveau de ces parties non codantes, les segments d'ADN sont caractérisés par-
fois par la répétition en tandem d'unités de base adjacentes composées de deux ou plusieurs 
nucléotides. La taille de ces fragments, ou allèles, est variable en nombre de répétitions.  
 
L’intérêt principal des microsatellites est leur capacité à être de bons marqueurs génétiques. En 
effet, ils sont abondants dans le génome, neutres, co-dominants et surtout hypervariables en taille. 
Le polymorphisme ainsi détecté est un polymorphisme de longueur (un allèle donné correspondra 
le plus souvent à un nombre de répétition (en théorie) déduit de la taille de l’amplification (en 
pratique). Ils sont facilement mis en évidence par PCR par des amorces spécifiques situées dans les 
séquences uniques flanquant la séquence du microsatellite. 
L’étude des microsatellites est surtout utilisée dans le complexe esculentus afin de mesurer la diversité 
génétique des différents taxons (ridibundus, lessonae et hybride esculentus et leur origine (Hoffmann et 
al, 2015) et de mesurer l’invasion du génome P. ridibundus dans les populations hybrides esculentus 
natives (Leuenberger et al, 2014). Les analyses de diversité génétique s’effectuent sur plusieurs di-
zaines de microsatellites. Le Tableau 6 expose un éventaire non exhaustif des microsatellites déve-
loppés dans la littérature. 
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Tableau 6 : Exemple de microsatellites développés dans le complexe Esculentus (Hoffmann et al, 
2015) au niveau de l’Europe Centrale. 

Marqueurs Motif répété Références 
 GenBank 

ID 

Génome 
spécificité 

RICA 1b6 (TG)n 
(Arioli et al, 
2010) 

 
EF121548 

Lessonae et 
Ridibundus 

RICA 1b5 (CA)n 
(Garner et al, 
2000) 

 
AF286388 

Lessonae et 
Ridibundus 

Gala19 
redesigned 

(CT)n 
 

(Christiansen, 
2009) (Arioli et 
al, 2010) 

 
EF121547 

Lessonae et 
Ridibundus 

Res16 (CA)n 
(Zeisset et al, 
2000) 

 
AF195843 

Lessonae et 
Ridibundus 

Rrid064A (GT)n…(TA)n(GT)n 
(Christiansen 
et Reyer, 2009) 

 
EU445524 Ridibundus 

Re2Caga3 (CAGA)6TTA(GATA)1(GACA)1(GATA)20(GACA)1 
(Arioli et al, 
2010) 

 
EF121550 Ridibundus 

Res22 (CA)n 
(Zeisset et al, 
2000) 

 
AF195846 Ridibundus 

Rrid013A (ACT)n 
(Hotz et al., 
2001) 

 
FJ024047 Ridibundus 

Rrid059A 
redesigned 

(CA)n 

(Hotz et al., 
2001; 
Christiansen et 
Reyer, 2009) 

 

FJ024048 Ridibundus 

Rrid135A (CA)n(TA)n 
(Christiansen 
et Reyer, 2009) 

 
EU445526 Ridibundus 

RICA2a34 (GT)n 
(Christiansen 
et Reyer, 2009) 

 
EU445521 Lessonae 

Gala23 (GA)n 
(Christiansen 
et Reyer, 2009) 

 
EU445523 Lessonae 

Ca1A27 (CA)n 
(Christiansen 
et Reyer, 2009) 

 
EU445522 Lessonae 

RICA18 (CA)n 
(Garner et al, 
2000) 

 
AF86386 Lessonae 

RICA5 (CA)n 
(Garner et al, 
2000) 

 
AF286385 Lessonae 

 

 Espaceur interne transcrit 2 de l’ADN ribosomique : ITS2  
L’ADN ribosomique chez les eucaryotes possède des répétitions de séquence en tandem (Figure 
15 : NTS : espaceur non transcrit et TU : unité de transcription). Ces unités de transcription con-
tiennent les séquences conservées des gènes ribosomiques (18S, 5.8S et 28S) et des séquences pos-
sédant une variabilité élevée inter et intra-spécifique (Schultz et al, 2005 ; Müller et al, 2007) que 
sont les espaceurs internes ITS (Internal Transcribed Spacer : ITS1 et ITS2) et les espaceurs trans-
crits externes ETS (External Transcribed Spacer : 5’ETS et 3’ ETS) (Figure 15) (Patrelle, 2010). 
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Figure 15 : Représentation schéma-
tique de l’ADN ribosomique : 
ITS : espaceurs internes transcrits 1 et 2 
ETS : espaceurs externes transcrits 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

L’espaceur interne transcrit 2 (ITS 2) est utilisé comme marqueur phylogénétique depuis les années 
1990. Il est intéressant pour expliquer les relations entre espèces ayant récemment divergées, ainsi 
que pour l’identification d’espèces morphologiquement similaires (Joseph et al, 1999) et notamment 
dans le cas de complexes d’hybridation (Auvray et al, 2009). ITS 2 est présent en de nombreuses 
copies dans l’ADN et est porté par plusieurs chromosomes (autosomes et sexuels). La séquence 
ITS 2 montre des variations de longueurs importantes parmi les vertébrés, mais sa taille reste rela-
tivement homogène au sein de chaque groupe d’espèces (Joseph et al, 1999). C’est pourquoi cette 
région est utilisée pour identifier les différentes espèces de « grenouilles vertes » de l’Europe Occi-
dentale. 
La méthode d’analyse utilisant le polymorphisme de longueur de fragments de restriction (RFLP) 
a été développée par Patrelle (Patrelle et al, 2011). La région ITS 2 a été amplifiée par les amorces 
développées par Ohst en 2008 sur une série d’individu. Elle a sélectionné une région du domaine 
plus restrictive d’ITS2 conservée (271 bp) et après amplification par PCR, une digestion enzyma-
tique a été réalisée sur chaque amplifiat. Ainsi la longueur des différentes séquences ITS2 varient 
de 233 à 244 bases. Ces différences sont le résultat de délétions et/ou d’insertions de nucléotides 
au cours de l’histoire évolutive des populations. Cette méthode permet de faire le distingo entre les 
P. ridibundus, les P. lessonae et les hybrides P. kl. esculentus, par contre cette méthode ne permet pas 
de faire de différence entre les P. rididbundus et les autres espèces du groupe ridibundus (Patrelle, 
2010). 
 

 Intron 1 du gène de l’albumine sérique (SAI-1) 
 

 
Figure 16 : Représentation schématique de l'intron-1 de l'albumine sérique des Grenouilles du pa-
léarctique occidental (Plötner et al, 2009) 

L’intron 1 du gène de l’albumine sérique (SAI-1) a été décrit et comparé chez les grenouilles du 
paléarctique occidental (Plötner, et al., 2009). Cet intron montre un polymorphisme de longueur 
important suivant les espèces du genre Pelophylax. Cette variabilité de longueur est due à la présence 
d’un élément transposable de type rétrotransposon non LTR (Long Terminal Repeat). Ce rétro-
transposon Rana CR1 appartient à la famille des « Chicken Repeat » (CR) et à la sous classe des 
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« LINEs » (long INterspersed Elements) qui possèdent tout le matériel génétique nécessaire à la 
synthèse de leurs enzymes de rétrotranscription. Il est présent chez toutes les grenouilles vertes du 
paléarctique occidental. La particularité de ce Rana CR1 est que la région 3’ UTR (UnTranslated 
Region) contient un microsatellite (répétition en tandem (CA)) en amont d’une séquence octamé-
rique répétitive (Figure 16) (Plötner et al, 2008). 
Le polymorphisme de cet intron 1 du génome de l’albumine sérique a été utilisé également afin de 
déterminer par une PCR classique les espèces de grenouilles du complexe esculentus (P. lessonae, ridi-
bundus et kl. esculentus) mais aussi déterminer la ploïdie des individus et le type des hybrides : RL, 
LLR ou RRL (Hauswaldt et al, 2012) . 
 

4. Déclin des amphibiens et pollution  

 La sixième extinction massive 

En paléontologie, l’extinction de masse est caractérisée par la perte des trois-quarts des espèces 
terrestres animales ou végétales existantes lors d’évènements brefs à l’échelle géologique. Il est ad-
mis que la Terre a traversé cinq grandes extinctions appelées aussi crises biologiques (Barnosky, et 
al., 2011). 

 A l’échelle du vivant 
La première période d’extinction massive s’est produite entre l’Ordovicien et le Silurien (-440 Mil-
lions d’années) où 85 % de la vie marine s’est éteinte à la suite de grandes fluctuations des niveaux 
des océans dues à des périodes de glaciations suivies de réchauffement planétaire (Wake et 
Vredenburg, 2008). La deuxième extinction, au Dévonien supérieur (-360 Millions d’années), 
marque la disparition de 70 % des espèces animales. Au cours de cette période, de multiples glacia-
tions associées à une anoxie des océans en seraient responsables. A noter que les amphibiens, pre-
miers vertébrés terrestres, apparaissent à cette période et ont survécu à cet évènement (Wake et 
Vredenburg, 2008). La troisième période, au Permien-Trias (-251 Millions d’années), est la plus 
importante, marquée par la disparition de plus de 90 % des espèces terrestres et aquatiques. Les 
causes sont multiples et discutées mais la plus retenue est l’activité volcanique intense qui a engen-
dré des modifications climatiques importantes. Il faut retenir que les anoures, les urodèles et les 
apodes font partie des rares vertébrées à avoir survécu. 
La quatrième extinction, durant le Trias (-200 Millions d’années), a vu disparaitre 20 % des espèces 
marines, la plupart des reptiles et des oiseaux et les derniers grands amphibiens (au total, la moitié 
de la diversité biologique sur terre a disparu). En revanche, des représentants des trois ordres d’am-
phibiens actuels ont survécu. La forte activité volcanique avec un déversement massif de lave dans 
les océans et un réchauffement climatique global sont les causes les plus évoquées. La cinquième 
et dernière crise achevée (-65 Millions d’années) est la crise du Crétacé-Tertiaire, la plus connue car 
elle marque la fin des dinosaures où six à huit espèces sur dix disparurent (75 % des espèces). Les 
causes sont encore discutées à ce jour. Il pourrait s’agir d’une association entre une importante 
activité volcanique et l’impact d’une météorite qui auraient eu pour conséquence une chute rapide 
des températures atmosphériques et une augmentation des températures des eaux profondes. La 
grande majorité des familles d’amphibiens de l’époque ont survécu à cela (Wake et Vredenburg, 
2008). 
Au total, sur les 4 milliards d’espèces estimées comme ayant évolué sur la Terre durant les 3,5 
milliards d’années derniers, environ 99 % auraient disparu (Barnosky et al, 2011). La liste des es-
pèces disparues est toujours en augmentation puisque de nombreuses études récentes confirment 
que la Terre vit sa sixième extinction de masse, l’extinction de l’Holocène amorcée depuis une 
dizaine de milliers d’années (Wake et Vredenburg, 2008 ;  Ceballos et al, 2010 ; Barnosky et al, 2011; 
Pievani, 2014). Actuellement, nous assistons à des changements environnementaux et à une perte 
de biodiversité qui sont plus rapides qu’à aucune autre période de l’histoire. Certaines populations 
animales et végétales sont en déclin. En effet, l’activité humaine a accéléré le rythme d’extinction 
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d’au moins 100 fois comparé au rythme naturel d’extinction. L’extinction actuelle provoquée par 
l’activité humaine est comparable à une crise biologique majeure puisque d’ici 2050, 25 à 50 % des 
espèces auront disparu. En effet, presque partout où les sociétés humaines se sont installées et ont 
prospéré, les grands animaux ont été massacrés, les écosystèmes durablement pollués et les habitats 
des autres espèces détruits. C’est pourquoi certains scientifiques désignent notre époque géologique 
comme la période de l’Anthropocène.  
Or, plusieurs millions d’années sont nécessaires pour recouvrir une diversité biologique suite à une 
extinction massive. (Wake et Vredenburg, 2008 ; Ceballos et al, 2010 ; Pievani, 2014) 
(https://youtube/WfGMYdalClU : MAN – Steeve Cutts). 
 
 

 
 

 
Figure 17 : D’après IUCN red list 
2007, le pourcentage des espèces sui-
vant la classification suivante : En 
danger critique, en danger et vulné-
rable dans différents groupes d’ani-
maux. 

 
 

 
 
 

Cette sixième extinction touche tous les organismes mais les amphibiens occupent la première place 
en termes d’espèces menacées (Figure 17).  
 

 A l’échelle des amphibiens 
Depuis le début des années 1950, il a été observé une diminution des populations d’amphibiens en 
Amérique Centrale, du Sud et en Australie. Lors du premier congrès d’herpétologie en 1989, la 
communauté scientifique internationale a pris conscience de ce déclin massif des populations d’am-
phibiens. En effet, l’extinction de masse est particulièrement visible chez les amphibiens car le 
rythme d’extinction est 200 fois plus élevé que son rythme naturel (Roelants et al, 2007). Il apparait 
que 32 % des amphibiens sont menacés d’extinction, 43 % sont en déclin et 22 % pour lesquels les 
données sont insuffisantes ou manquantes (Stuart et al, 2004 ; Chanson et al, 2008 ; Hayes et al , 
2010). De plus, la modélisation prédictive du déclin des amphibiens faite en 1997 (Pounds et al, 
1997) s’avère aujourd’hui erronée car trop optimiste par rapport à ce que nous pouvons mesurer 
sur la disparition d’espèces. 
Les différentes causes évoquées sont générées soit directement soit indirectement par les activités 
humaines. Elles incluent les modifications de l’habitat (destruction et/ou fragmentation), l’intro-
duction d’espèces invasives, l’augmentation des radiations UV, l’acidification des milieux, l’émer-
gence de maladies infectieuses et bien évidemment la multipollution reconnue de leurs habitats 
(Alfords et Richards, 1999) (Figure 18) car les zones humides sont des zones tampons qui accumu-
lent une grande variété de polluants. D’après l’IUCN, la pollution chez les amphibiens est le deu-
xième facteur le plus important après la dégradation ou la perte d’habitat (Figure 18). 
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Figure 18 : Comparaison des pourcentages d’espèces affectées suivant les différents paramètres 
chez les mammifères, les amphibiens et les oiseaux d’après (Baillie et al, 2004) 

 
Leur sensibilité et leur dépendance à deux habitats (terrestre et aquatique) font que les amphibiens 
sont considérés comme des indicateurs pour la santé environnementale (Bishop et al, 2012). 
La peau des amphibiens est caractérisée par une forte perméabilité car elle joue un rôle physiolo-
gique dans la respiration (échange d’O2 : environ 50 % peau/poumon, CO2 : 75 %/25 % 
peau/poumon chez Rana pipiens à 15°C) et dans la régulation interne des concentrations en eau et 
en ions (sodium, chlore et potassium). La diffusion des xénobiotiques à travers la peau des amphi-
biens est jusqu’à deux fois plus importante que chez les mammifères. Cette perméabilité dépend 
de l’épaisseur de l’épithélium de la peau et notamment de la couche la plus extérieure (couche 
cornée). Celle des amphibiens est 10 fois plus fine que celle des mammifères ce qui constitue une 
barrière moins efficace (Hayes et al, 2006 ; Quaranta et al, 2009).  
La peau semble être la voie majeure d’exposition aux contaminants (Tableau 7) mais les différentes 
autres voies semblent être importantes durant les différents stades de vie. Cependant, peu d’études 
s’intéressent à la compréhension de ces mécanismes (Smith et al, 2007). 
 
Tableau 7 : Les voies d’exposition impliquées dans l’exposition aux contaminants chez les amphi-
biens et leur contribution relative et le degré de connaissance d’après (Smith et al, 2007). 

Voie d’exposition 
Classe d’âge/stades 

de vie 
Contribution de l’ex-

position 
Connaissance de la 
voie d’exposition 

Ingestion Toute Elevée Faible/moyen 

Cutanée Toute Elevée Faible 

Pulmonaire Larves Elevée Faible/moyen 

Pulmonaire Juvénile/Adulte Faible Faible 

 
 

 Les Polluants Organiques Persistants (POP) 

Les POP sont devenus des produits chimiques préoccupants au cours des dernières décennies en 
raison de : (a) leurs effets toxiques sur le système nerveux, endocrinien et immunitaire, leur can-
cérogénicité, et leur mutagénicité (Hayes et al, 2011 ; Nadal et al, 2015),  (b) leur potentiel à être 
bioaccumulés et bioamplifiés dans les réseaux trophiques aquatiques et terrestres à des niveaux 
qui peuvent engendrer des effets néfastes (Van Ael et al, 2012 ; Hung et al, 2013 ; Sun et al, 2014), 
(c) leur considérable résistance à la dégradation et (d) leur capacité à être transportés sur de 
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longue distance par les courants atmosphériques (Long Range Atmospheric Transport (LRAT)) et 
les courants marins. Ainsi, ces molécules peuvent se déposer loin des lieux d'émission, typiquement 
des milieux chauds (à forte activité humaine) vers les milieux froids (en particulier les pôles) 
(Bizzotto et al, 2009 ; Jakobi et al, 2015). 
 

 Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) 

 Caractéristiques générales 
Les HAP sont des composés organiques neutres et apolaires constitués d’au moins deux cycles 
aromatiques condensés contenant exclusivement des atomes de carbone et d’hydrogène, à l’inté-
rieur desquels les électrons sont délocalisés. Ces cycles sont fusionnés par des arrangements li-
néaires (les moins stables) ou angulaires (les plus stables). 
Les HAP ont une faible solubilité dans l’eau de l’ordre de 30 mg.l-1 à 1 mg.l-1 pour les composés 

légers (< 4 cycles) et de quelques mg.l-1 à moins de 1 µg.l-1  pour les composés lourds (≥ 4 cycles). 
Ils montrent une volatilité variable dépendante de leur nombre de cycles aromatiques. Plus le 
nombre de cycles aromatiques est grand, moins les HAP sont volatiles, ce qui est caractérisé par 
une constante de Henry inférieure à 1 Pa.m3.mol-1. 
La demi-vie des HAP est dépendante du nombre de cycles qui les compose. En général, plus ils 
ont de cycles aromatiques, plus ils sont stables et persistants (Mackay et al, 2006 ),  
(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/). 
Les HAP de faible poids moléculaire non substitués, comportant 2 à 3 cycles, montrent une toxicité 
aiguë et de multiples effets sur les organismes mais ne sont pas carcinogènes. En outre, les HAP 
de hauts poids moléculaires comportant de 4 à 7 cycles se révèlent moins toxiques mais ils sont en 
revanche carcinogènes, mutagènes et tératogènes pour une grande variété d’organismes comme les 
poissons, les amphibiens, les oiseaux et les mammifères (Eisler, 1987).  
 

 
 
Figure 19 : Liste des 16 HAP prioritaires pour l’agence de protection de l’environnement Améri-
caine US-EPA 

Une liste de 16 HAP (Figure 19) est particulièrement considérée pour leurs impacts environnemen-
taux et humains du fait de leur toxicité. Ce sont les polluants qui ont été retenus comme prioritaires 
par l’agence de protection environnementale américaine (US-EPA : Environment Protection 
Agency) dès 1976 (Wilson et Jones, 1993). Désormais, ils font également partie des listes de l’orga-
nisation mondiale de la santé (OMS) et de la communauté européenne relative à la qualité des eaux 
(JOCE 1998). Les HAP sont également inscrits sur la liste des substances dangereuses prioritaires 
de la Directive Cadre sur l’Eau (Directive 2000/60/CE). 
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En France, selon l’Arrêté du 2 février 1998 relatif aux prélèvements et à la consommation d'eau 
ainsi qu'aux émissions de toute nature des installations classées pour la protection de l'environne-
ment soumises à autorisation, les HAP mesurés au niveau de l’air et de l’eau sont au nombre de 
huit dont la structure chimique est représentée en bleu dans la Figure 19. 
 

 Origine des HAP 
Selon leur origine, les HAP sont regroupés en trois catégories : 

 Les Pétrogéniques 
Les pétrogéniques correspondent aux hydrocarbures présents dans les bruts pétroliers (les HAP 
représentent 20 à 40 % en poids des pétroles bruts) d’origine naturelle ou des dérivés des produits 
pétroliers. Ils proviennent des matières fossiles des sous-sols tels que le gaz, le pétrole et le charbon. 
Ils sont formés à basse température (< 200°C) et à haute pression. Cette source est responsable 
d'émissions plus localisées chroniques (activité portuaire, raffinerie, lessivage des infrastructures 
routières) ou accidentelle (marée noire). 
Les HAP pétrogéniques sont principalement composés d’HAP légers et de dérivés alkylés. Ils sont 
généralement plus hydrophobes et biodisponibles dans le milieu que les HAP pyrogéniques, car ils 
s'adsorbent moins sur les matières en suspension. 

 Les Pyrogéniques ou pyrolytiques : 
Les pyrogéniques ou pyrolytiques sont formés par la combustion incomplète de matière organique 
à haute température (> 500°C) d'origine naturelle (feux ou volcanisme) ou anthropique (activité 
domestique ou industrielle). 
Ils sont émis lors de la combustion de bois, de tourbe, de charbon (feux naturels, chauffage do-
mestique, procédés industriels), de carburant diesel ou essence, lors de la production et d’utilisation 
de goudron (distillation de houille), de bitume (distillation de pétrole brut), de créosote (distillation 
de goudron), de coke (combustion en haut fourneau de houille) et lors d’incinération de déchets. 
Cette source est responsable de la majorité des émissions de HAP dans l'atmosphère. 
Ils entrent dans le milieu aquatique en s'adsorbant sur des particules et la matière en suspension, ce 
qui réduit leur biodisponibilité. Ils sont généralement constitués de molécules à forts poids molé-
culaires et présentent peu de dérivés alkylés. 

 Les Biogéniques  
Les HAP biogéniques sont produits par les organismes (Hylland, 2006). Certaines plantes comme 
les conifères peuvent créer, par exemple, du phénanthrène ou du chrysène présent dans la résine. 
 
Les origines pyrogéniques et pétrogéniques constituent les deux sources majeures d'émis-
sion de HAP dans l'environnement.  
 

 Emission des HAP 

 Du point de vue mondial 
L’émission des HAP est un phénomène global (Figure 20). L’émission des 16 HAP en 2004 est de 
520 000 T/an dont 55 % sont émis par l’Inde et la Chine alors que l’Europe contribue à 9,5 % 
(Zhang et Tao, 2009).  
Les HAP sont majoritairement issus d’émissions anthropiques représentant 90 % des émissions 
totales en HAP (Ravindra et al, 2008).  
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Figure 20 : Distribution spatiale des émissions globales en HAP en 2007 et proportion des diffé-
rentes sources majeures d’après (Shen et al, 2013). 

A l’échelle mondiale, près des deux tiers (63,4 %) des émissions totales de HAP sont produits par 
les secteurs résidentiel et commercial. Cela est particulièrement vrai pour les pays en développe-
ment de l’Afrique et l’Asie, principalement en raison de l'utilisation intensive de biocombustibles 
pour la cuisson et le chauffage. L’ensemble des pays asiatiques ont contribué à 53,5 % (270 000 T) 
des émissions en HAP total au niveau mondial ces dernières années. Dans ce contexte, la Chine et 
l’Inde ont émis respectivement 106 000 T et 67 000 T de HAP en 2007. L’Amérique du Sud (no-
tamment le Brésil) a contribué à 50,8 % des émissions de HAP dont la source principale était les 
feux de forêt (déforestation). Les émissions de HAP provenant du transport ont contribué seule-
ment à 12,8 % du total mondial, mais elles étaient relativement importantes en Asie occidentale et 
centrale (50,3 %), en Amérique du Nord (24,6 %) et en Europe (23,8 %). Bien que les sources 
industrielles aient contribué à 6,7 % des émissions totales de HAP mondiaux, elles étaient impor-
tantes en Asie de l'Est (20,4 %) et en Europe (15,1 %). Les principales sources industrielles étaient 
respectivement la production de coke (13,3 %), de fer et d'acier (2,6 %) et les chaudières indus-
trielles (2,3 %) en Asie de l'Est. La production de coke (6,2 %), d'aluminium primaire (4,5 %) et de 
fer et l'industrie sidérurgique (2,9 %) étaient les sources majoritaires en Europe (Shen et al, 2013). 

 Du point de vue Français 
Les émissions des 8 HAP de la réglementation française s'élèvent à 76 T en 2013 contre 154 T en 
1990 (CITEPA, 2016). On remarque une nette réduction des émissions de l’ordre de 50 % en 23 
ans. Malgré ces efforts consentis, les HAP sont des substances ubiquistes dans les milieux aqua-
tiques. En effet, les rapports annuels de l’agence de l’eau sur les bilans de la qualité des eaux de 
surface ou le travail de bilan national 2007-2009 du commissariat général au développement durable 
mettent en évidence la présence des HAP dans ces milieux de façon importante (Dubois et 
Lacouture, 2011; Agence de l'eau Rhône Méditerranée Corse, 2013). 

En France, cinq sources majoritaires d’émissions de HAP sont identifiées par le CITEPA (Centre 
Interprofessionnel Techniques d'Etudes sur la Pollution Atmosphérique) qui sont : le transport 
routier, l’agriculture/sylviculture, le résidentiel/tertiaire, l’industrie manufacturière et la transfor-
mation d’énergie. La source d’HAP prépondérante correspond aux émissions résidentielles qui re-
présentaient 52,4 % des émissions totales en 2011 et 61,1 % en 2013. Il s’agit principalement des 
émissions issues du chauffage. Le secteur des transports routiers représente 36,8 % des émissions 
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en 2011 et 24,3 % en 2013 (un apport important dû aux véhicules diesel). Les autres secteurs con-
tribuent plus faiblement aux émissions tels que l’industrie qui représente seulement 4,9 % des émis-
sions et l’agriculture représentant 3,4 %.  
 

 Transfert des HAP dans les zones humides 
Les HAP au niveau des zones humides proviennent de dépôts atmosphériques humides (précipi-
tations) et sec (particules en suspension) (Figure 21) (Bodnar et al, 2004). Les sols peuvent égale-
ment désorber les HAP dans l’eau souterraine, l’eau de surface et l’air par des phénomènes d’éro-
sion, de lessivage des particules du sol et de dispersion par le vent (Joner et al, 2002). Dans le milieu 
aquatique, la plupart des HAP se trouvent adsorbés sur les sédiments et la phase particulaire de la 
colonne d’eau (Figure 21). En effet, les HAP en phase dissoute sont en général en plus faible 
concentration qu’en phase particulaire (Fernandez et al, 1997). Le transport des HAP dans la 
colonne d’eau est influencé par les liaisons possibles entre le carbone organique et les HAP et 
déterminent ainsi le devenir de ces derniers (Bouloubassi et al, 2006).  
Les sédiments jouent un rôle majeur dans la biodisponibilité des HAP dans l’environnement 
aquatique. En effet, les zones humides, par l’intermédiaire des sédiments, agissent comme 
des zones puits mais aussi comme des sources permanentes de contamination aux HAP à 
cause des phénomènes de resuspension et de bioturbation (Le Dû Lacoste, 2008). 

 
Figure 21 : Transport des HAP ou cycle géochimique des HAP 

 Biotransformation des HAP 
A l’inverse de certains polluants organiques persistants (POP) comme les polychlorobiphényles 
(PCB) ou les polybromodiphénylethers (PBDE), les HAP sont généralement peu bioaccumulés 
dans les tissus des vertébrés malgré des logarithmes de coefficients de partage eau-octanol (logKow) 
pouvant être élevés (log Kow compris entre 3,3 pour le naphtalène (2 cycles) et 6,58 pour l’indé-
nol[1,2,3,c,d]pyrène (6 cycles)). Une fois absorbés par les organismes, ils sont biotransformés par 

différentes réactions métaboliques impliquant l’action d’enzymes visant à rendre ces molécules 
plus hydrophiles afin de pouvoir être excrétées ensuite par les voies fécale et urinaire (Van der Oost 
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et al, 2003). Parfois ces molécules sont biotransformées en métabolites très réactifs sous l’action 
des enzymes de détoxication (composés électrophiles) et peuvent interagir avec l’ADN (carcino-
gène) (Gelboin, 1980; Shimada, 2006). 
Ce processus de détoxication se déroule en trois phases qui font intervenir différentes enzymes de 
biotransformation : les enzymes de phase I comme les cytochromes à P450 pour lesquels les HAP 
à haut poids moléculaire ont une affinité plus importante que les HAP à faible poids moléculaire 
(Martins et al, 2015), les époxydes hydrolases (EH), les enzymes de phase II  telles que la glutha-
trion-S-transférase (GST), l’UDP-glucoronyltransférase (UGT), la sulfotransférase (SULT), la 
NAD(P)H quinone oxidoréductase 1, et l’aldo-keto réductase (AKR) (Shimada, 2006) et des en-
zymes impliquées dans l’élimination (phase III) (Amiard et Amiard-Triquet, 2008). 
 

 Enzymes de phase I : fonctionnalisation 
Les enzymes de phase I permettent la libération ou l’introduction d’une fonction chimique polaire 
par des réactions d’oxydation (les plus fréquentes), de réduction ou d’hydrolyse. 
Ces réactions d’oxydation sont les premières à intervenir dans le système de détoxication. L’activité 
de ces réactions de mono-oxygénation est plus faible chez les amphibiens que chez les mammifères 
(Ertl et Winston, 1998),  

 Les cytochromes P450  

  Caractéristiques générales  
Le terme général de cytochrome P450 regroupe une super famille multigénique de protéines enzy-
matiques dite « hémo-thiolate » à propriété redox. La grande diversité des réactions catalysées par 
les P450 est basée exclusivement sur deux propriétés : 1) la possibilité du fer à exister sous diffé-
rents états d’oxydation avec des réactivités intrinsèques et 2) l’accessibilité du site catalytique à une 
grande variété de substrats aussi bien endogènes comme les stéroïdes, les acides gras, les acides 
biliaires qu’exogènes afin de les éliminer (Mansuy, 1998). 
Les cytochromes P450 ont été mis en évidence en 1958 par Klingenberg (Klingenberg, 1958) dans 
une fraction microsomale de foie de rat grâce à leur pigmentation jaune-orange. Leur dénomination 
de P450 donné en 1962 par Omura et Sato (Omura et Sato, 1964) est donc issue de leur première 
caractérisation en Pigment (P) et 450 du fait de leur spectre d’absorption maximal à 450 nm à l’état 
réduit et complexé au monoxyde de carbone. Ils sont constitués d’une chaîne polypeptidique simple 
et d’un groupement prosthétique constitué d’un noyau tétrapyrolique (protoporphyrine IX) associé 
à un atome de fer constituant un noyau héminique. Cet atome de fer est capable de subir des 
réactions d’oxydation et de réduction. Le fer, lié aux quatre atomes d’azote de l’hème, possède une 
cinquième liaison thiolate avec une cystéine très conservée dans la partie C terminale. En l’absence 
de substrat, l’atome de fer est à l’état ferrique Fe3+. 
Les cytochromes P450 ont la capacité d’activer les molécules de dioxygène (O2) en des entités 
réactives de l’oxygène et d’insérer ensuite l’oxygène moléculaire sur un nombre important et varié 
de substrat X-H tant au niveau d’un atome de carbone, que d’azote ou de soufre (X : -C, -N, -S). 
De façon concomitante, la réduction de l’autre atome d’oxygène conduit à la formation d’une mo-
lécule d’eau (Mansuy, 1998; Werck-Reichhart et Feyereisen, 2000 ; Hannemann et al, 2007).  

 Nomenclature 
Il existe depuis 1989 une nomenclature spécifique pour les P450 (Nelson et al, 1993) (Nelson et al, 
1996). Cette appellation utilise le symbole CYP comme abréviation pour le terme de cytochrome 
P450 aussi bien pour les ADNc, les ARNm que les protéines. Le même symbole est utilisé pour le 
gène mais noté en italique (CYP). Les CYP sont classés en fonction de leur degré de similitude dans 
leur séquence primaire en acides aminés. Il existe des exceptions notamment sur les CYP interve-
nant dans le métabolisme des stéroïdes où l’ancienne nomenclature persiste. Le nombre juste après 
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le CYP correspond alors au numéro de l’atome du substrat où s’effectue la réaction de monooxy-
génation (exemple CYP 19). 
Les familles des CYP sont désignées par un chiffre arabe écrit juste derrière CYP. Les CYP appar-
tenant à la même famille montrent un degré de similitude supérieur à 40 % dans leur séquence 
protéique (exemple : CYP1, CYP2…) 
Ces familles sont divisées en sous familles qui sont notées par une lettre majuscule. Ils appartien-
nent à la même sous famille si le degré de similitude de la séquence protéique est supérieur à 55 % 
(exemple CYP1A, CYP1B…). 
Dans ces sous familles, il existe différentes isoformes notées par un chiffre arabe après la lettre de 
la sous famille (exemple : CYP1A1, CYP1A2…). 
 
Dans le cadre du métabolisme des xénobiotiques et spécifiquement des HAP, il a été montré que 
ce sont les CYP appartenant à la famille 1 qui interviennent chez les mammifères et d’autres verté-
brés comme les poissons (Reynaud et al, 2008), les reptiles et les amphibiens (Ertl et Winston, 1998) 
(Venturino et Pechen de D'Angelo, 2005)  et qui sont induits via le récepteur aux hydrocarbures 
aromatiques AhR (Figure 23) (Whitlock, 1999), (Jönsson et al, 2011). En revanche, il existe des 
différences d’affinité entre le récepteur AhR des amphibiens et les différents HAP existants. Ceci 
influence la capacité de résilience des amphibiens à l’exposition des HAP (Ball et Truskewycz, 
2013). 
 

 P450/NADPH-cytochrome P450 réductase 
La biotransformation des nombreux composés endogènes ou exogènes nécessite des processus 
oxydatifs. Le système enzymatique principal catalysant ces réactions chez les Eucaryotes est le sys-
tème cytochrome P450/NADPH-cytochrome P450 réductase catalysant la réaction décrite en Fi-
gure 23 (Hannemann et al, 2007).  
Ils sont impliqués dans des réactions aussi diverses que par exemple des hydroxylations, des N-, 
O-, S- désalkylations, des sulfoxydations, des époxydations, des désaminations, des désulfurations, 
des déshalogénations (Bernhardt, 2006). 
 
Les mono-oxygénases liées au cytochrome P450 chez les eucaryotes sont composées d’une pro-
téine ancrée dans la membrane du réticulum endoplasmique par une courte séquence hydrophobe 
transmembranaire constituée de 20 à 30 acides aminés en N-terminale (Cytochrome P450) et de la 
NADPH P450 réductase contenant deux groupes prosthétiques FAD (Flavine Adénine Dinucléo-
tide) et FMN (Flavine MonoNucléotide). Ces deux groupements sont des coenzymes qui permet-
tent le transfert d’électrons. 
Chez les vertébrés, il existe plusieurs gènes CYP1 qui engendre différentes sous classes : CYP1A, 
CYP1B, CYP1C et CYP1D. Chez les mammifères, le gène CYP1C est perdu et il existe deux gènes 
CYP1A paralogues (duplication du gène commun) : CYP1A1, CYP1A2. Chez le poulet, il existe 
deux gènes CYP1A qui sont CYP1A4 et CYP1A5 et qui sont orthologues (divergence due à la 
spéciation) de ceux des mammifères. 
Chez les amphibiens, particulièrement chez le xenope laevis, on retrouve deux gènes CYP1A qui 
sont CYP1A6 et CYP1A7 (Fujita et al, 1999) ainsi qu’un gène CYP 1B et 1C (Iwamoto et al, 2012) 
alors que chez le xenope tropicalis, Jönsson et al (Jönsson et al, 2011) ont identifié quatre gènes 
CYP1A, CYP1B1, CYP1C1 et CYP1D1. Ces quatre gènes se retrouvent chez les poissons égale-
ment et sont inductibles de la même façon. En effet, CYP1A est plus inductible que CYP1B1 et 
que CYP1C1 par des agonistes du récepteur aux hydrocarbures aromatiques (PCB126, indigo et 
Beta naphtoflavone), mais le CYP1D1 n’est pas induit chez les têtards. Des études faites sur diffé-
rentes espèces de grenouilles appartenant à l’ordre des anoures au Japon montrent des identités de 
fragments du CYP1A de l’ordre de 91-94 %. Néanmoins, entre ces anoures et le xénope laevis, 
l’homologie est faible, ainsi qu’entre l’ordre des anoures et des urodèles (Nakayama et al, 2009). 
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 Les Epoxyde Hydrolases (Microsomale EC 3.3.2.9 ; soluble EC 3.3.2.10) 
Les Epoxyde hydrolases sont une classe d’enzymes importante intervenant aussi bien dans les pro-
cessus de détoxication des composés génotoxiques que dans le contrôle physiologique. Ce sont des 
enzymes qui convertissent les époxydes en trans-dihydrodiols qui peuvent être conjugués et excré-
tés de l’organisme. Elles sont à l’interface des phases I et des phases II de détoxication. On peut 
effectivement considérer que l’hydrolyse des époxydes correspond à une conjugaison avec l’eau 
sans fractionner la molécule époxyde. Elles peuvent être microsomiales ou cytosoliques (Arand et 
al, 2005 ; Iyanagi, 2007).  
 

 Enzymes de phase II : conjugaison 
Les réactions de conjugaison possibles, soit directement sur la molécule parente si celle-ci possède 
les motifs structuraux appropriés, soit sur les métabolites issus de la phase I d’oxydation ayant libéré 
ou introduit des groupes fonctionnels, augmentent la masse molaire du substrat et sa solubilité dans 
l’eau en ajoutant une charge négative. Ces changements des propriétés physico-chimiques confè-
rent à ces conjugués une faible perméabilité membranaire et donc la nécessité d’être pris en charge 
par des systèmes de transport spécifiques les amenant soit vers l’excrétion biliaire soit vers l’excré-
tion urinaire via le sang (Zamek-Gliszczynski et al , 2006). 

 Les Sulfotransférases (SULT : EC 2.8.2) 
La sulfatation hépatique des xénobiotiques est une réaction importante de la phase II de détoxica-
tion. Elle se fait dans le cytoplasme et nécessite la présence d’un cofacteur l’adénosine 3’-phos-
phate-5’sulphatophosphate (PAPS) issu de la conjugaison de l’adénosine monophosphate avec le 
sulfate inorganique et de la phosphorylation de ce composé (Figure 23). Cette réaction de sulfata-
tion peut se résumer par la réaction suivante (encadré gris : Figure 22). Elles ont comme substrat 
des phénols ou des diols. 
 

 
Figure 22 : Processus généraux dans la for-
mation, activation et la conjugaison des 
sulfates chez les mammifères d’après 
(Markovitch, 2001). 1, ATP-sulfurylase; 2, APS 
kinase; 3, sulfotransferases; 4, sulfatases. APS, ade-
nosine 5′-phosphosulfate ; PAPS, adenosine 3′-phos-
phate 5′-sulfatophosphate 

 
 

 
La synthèse du PAPS est rapide mais limitée par la concentration hépatique en sulfate. Cette con-
centration hépatique est directement liée à l’apport fait via le sang au niveau du foie. Dans la majo-
rité des cas, c’est le cofacteur qui limite la réaction de sulfatation. Cette réaction prédomine lorsque 
le substrat est en faible concentration. Dès lors que le substrat est en forte concentration, la sulfa-
tation est saturée et les UDP-glucuronyltransférases sont activées (Zamek-Gliszczynski et al, 2006). 

Il existe plusieurs familles (1 à 4) et celle plus impliquée dans la détoxication des HAP correspond 
à SULT 1 correspondant à la famille des phénol-sulfotransférases (PST). Cette famille est également 
subdivisée en sous famille (A-B-C-D-E) avec SULT1A spécifique des xénobiotiques type phénol 
chez les mammifères (Zamek-Gliszczynski et al , 2006). 
L’étude de (Ueda et al, 2011) montre que les amphibiens conjuguent principalement les métabolites 
du pyrène (HAP à 4 cycles) avec un sulfate, ce qui n’est pas décrit pour les autres vertébrés (conju-
gaison avec l’acide glucuronique).  Au sein de cette classe, les anoures (grenouilles) et les urodèles 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Nomenclature_EC
http://www.expasy.org/enzyme/3.3.2.9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nomenclature_EC
http://www.expasy.org/enzyme/3.3.2.10
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Cat%C3%A9gorie:EC_2.8.2&action=edit&redlink=1
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(tritons et salamandres) montrent des profils de conjugaison des métabolites du pyrène différents. 
Chez les grenouilles, il est retrouvé une forte proportion de sulfoconjugués et une faible proportion 
de conjugaison avec l’acide glucuronique et une absence de conjugaison au glucose, alors que chez 
les urodèles, il est observé une conjugaison avec le glucose. 

 L’UDP-glucoronyltransférase (UGT : Ec2.4.1.17) 
La glucuronidation est la forme la plus répandue de « conjugaison » dans le métabolisme des mam-
mifères. Cette réaction de glucurono-conjugaison est catalysée par la famille multigénique des Uri-
dine DiPhosphate (UDP) glucuronosyl transférases (UGT). Ces enzymes membranaires (ancrées 
dans la membrane par la partie C-terminale) sont localisées au niveau du réticulum endoplasmique 
des cellules de la grande majorité des tissus de l’organisme. Elles catalysent le transfert d’un grou-

pement glucuronide provenant du cofacteur : l’acide Uridine-5’-DiPhospho--D-glucuronique 
(UDP-GA) sur différentes molécules endogènes ou exogènes possédant un groupement hydroxyle, 
carboxyle, amine ou thiol (Figure 23). La molécule issue de cette réaction est généralement inactive, 
hydrosoluble, moins toxique. Cette réaction se fait dans le lumen du réticulum endoplasmique (Fi-
gure 23).  
Le cofacteur est synthétisé dans le cytoplasme à partir du Glucose-1-Phosphate (G1P) en subissant 
dans un premier temps une conjugaison à l’Uridine DiPhosphate (UDP) pour donner l’UDP-Glu-
cose qui est dans un second temps oxydé en UDP-GA.  
Il existe deux familles d’UGT notées UGT1 et UGT2 qui contiennent une région C-terminale bien 
conservée qui est responsable de la fixation de l’UDPGA et également de l’attachement à la mem-
brane du réticulum endoplasmique. Il existe également des sous familles qui montrent des spécifi-
cités à certains substrats. Par exemple, UGT1A intervient dans la détoxication du foie notamment 
pour la dégradation de la bilirubine dans le foie (UGT1A1) et leur induction a été observée lors 
d’exposition aux HAP (Zamek-Gliszczynski et al , 2006). 
Il a été également observé une conjugaison avec le glucose par l‘intermédiaire de l’Uridine-5’-Di-

Phospho--D-Glucose (UDP-Glucose) (Figure 23) chez les amphibiens urodèles (Ueda et al, 
2011). Chez les anoures, la conjugaison à l’acide glucuronique ou le glucose est peu rencontrée 
(Ueda et al, 2011). 

 Les Glutathion-S-transférases (GST : EC 2.5.1.18) 
Les Glutathion-S-transférases sont des enzymes appartenant à une super famille de protéines di-
mériques qui interviennent dans les processus de détoxication en catalysant la conjugaison du glu-
tathion GSH avec une grande variété de substrats électrophiles. 
Ces enzymes ainsi que le glutathion sont présents en forte concentration dans de nombreux organes 
et notamment dans le foie. Le glutathion a une concentration de 10 mM dans le foie (mammifère) 
et cette concentration intracellulaire ne s’épuise quasiment jamais (sauf pathologie). Le glutathion 
est le cofacteur stable formé par trois acides aminés (Acide Glutamique- Cystéine-Glycine). 
Les Glutathion-S-transférases sont situés à plus de 95 % dans le cytoplasme (Parkinson, 2001) et il 
existe de faibles activités dans le réticulum endoplasmique (Zamek-Gliszczynski et al, 2006).  
La conjugaison du glutathion peut se réaliser spontanément mais cette conjugaison est plus efficace 
lorsque les réactions sont activées par les GST. Ces réactions de conjugaison utilisent comme subs-
trat des composés fortement électrophiles, où le glutathion sous sa forme réduite (GSH) va se fixer 
en formant un pont thioéther (Figure 23) 
La structure et les fonctions des GST de mammifères ont été largement étudiées. Elles ont été 
regroupées en 12 classes différentes nommées par des lettres grecques : Alpha, Beta, Delta, Kappa, 
Mu, Omega, Phi, Pi, Sigma, Tau, Thêta and Zeta en fonction de leur homologie et de leurs pro-
priétés. Chez les amphibiens peu d’études ont été menées. Certains auteurs montrent l’existence de 
GST Pi chez le crapaud commun Bufo Bufo (Amicarelli et al, 2001; Bucciarelli et al, 2002) avec une 
expression différente des isoenzymes trouvées chez les embryons et dans le foie des individus 
adultes. De plus, chez le xenope laevis, il a été mis en évidence trois isoformes : alpha, mu et sigma 
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présentes aussi bien chez l’embryon que dans le foie des individus adultes mais dans des propor-
tions différentes (Angelucci et al, 2002). L’évolution des vertébrés permettant la transition du milieu 
aquatique au milieu terrestre caractérisée par une concentration élevée en oxygène et accompagnée 
par une expression des gènes GST spécifiques, ceci étant montré par des études comparées entre 
le stade embryonnaire aquatique et le stade adulte terrestre du crapaud (Carletti et al, 2003). 
 

 
Figure 23 : Vue d’ensemble non exhaustive schématisée des réactions intervenant dans la biotrans-
formation des xénobiotiques type HAP : topologie des cytochromes P450 chez les eucaryotes 
(Hannemann et al, 2007), des UGT (représenté sous forme de dimère) d’après (Iyanagi, 2007).  
Phase I : 
Cytochrome P450 représenté par la NAPH P450 réductase (en vert) et le cytochrome P450 (en rouge). 
Phase II : 
PAPS/SULT : adenosine 3′-phosphate 5′-sulfatophosphate/Sulfotransférase 

UDP-Glc : Uridine DiPhosphate-Glucose précurseur de l’UDP-GA : L’Acide Uridine-5’-DiPhospho--D-glu-
curonique. UGT : L’UDP-glucoronyltransférase. 
GSH/GST : Glutathion/ Glutathion-S-transférase 

 Induction Enzymatique via le récepteur AhR 
La présence des HAP dans le cytoplasme entraine une induction spécifique de certaines enzymes 
de détoxication métabolisant les xénobiotiques comme les Cytochromes P450, les UGT et les GST. 
En effet, un récepteur aux hydrocarbures aromatiques cytoplasmique très spécifique des HAP, 
l’Aryl hydrocarbon Receptor (AhR), est lié à divers facteurs cytoplasmiques tels que les heat shoch 
protein 90 (hsp90) et les AhR Interacting Protein (AIP). L’association entre l’AhR, les 2 hsp90 et 
l’AIP confère au récepteur cytoplasmique une spécificité optimale vis-à-vis des HAP. Dès sa péné-
tration dans la cellule, le HAP se lie spécifiquement à l’AhR. Cette liaison récepteur / ligand induit 
un changement de conformation du récepteur se traduisant par la dissociation de l’AhR avec les 
autres facteurs (les hsp90 et l’AIP). Cette dissociation entraine la translocation de l’AhR couplé au 
HAP dans le noyau. Ce complexe (AhR-HAP) se lie spécifiquement à une protéine nucléaire l’Ah 
receptor nuclear translocator (Arnt) pour constituer un hétérodimère considéré comme un facteur 
de transcription crucial dans l’induction de l’expression de plusieurs gènes. Ce dernier va se fixer 
sur l’élément de réponse aux xénobiotiques XRE situé au niveau du promoteur du gène à transcrire 
(Figure 24). Ainsi les HAP sont capables d’induire l’expression génique du CYP 1A et des GST 
alpha. En revanche, l’induction par les HAP via le récepteur AhR a été faiblement observée pour 
les SULT et les UGT (augmentation du taux d’enzymes de 2 à 3 fois seulement) (Zamek-
Gliszczynski et al, 2006). L’impact des HAP sur les amphibiens tend à être différent suivant l’espèce 
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et le stade de vie. En effet, plusieurs espèces d’amphibiens, comme les têtards de Xenopus laevis, 
montrent une plus forte tolérance aux HAP due à une plus faible affinité entre le récepteur à AhR 
et les HAP. Cette résilience aux effets toxiques du 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) et 
du BaP a été montré par des études faites sur des souris dont le gène du récepteur Ah a été inactivé 
ou des poissons dont le gène CYP1A était peu inductible (Fernandez-Salguero, Hilbert, Rudikoff, 
Ward, & Gonzales, 1996) (Bello et al, 2001; Shimizu et al, 2000). Cela semble suggérer que la dimi-
nution de la fonction du AhR protège des effets délétères des HAP (Elskus, 2005) en limitant leur 
bioactivation. 
 
 

Figure 24 : Représentation 
schématique de l’induction 
des cytochromes P450 via le 
récepteur AhR 
HAP : Hydrocarbures Aromatiques 
Polycycliques ; AhR : l’Aryl hydro-
carbon Receptor : récepteur aux hy-
drocarbures aromatiques ; hsp 90 : 
heat shoch protein 90 (protéine du 
choc thermique) ; AIP : AhR Inte-
racting Protein (protéine interagissant 
avec le récepteur aux hydrocarbures 
aromatiques) ; Arnt : l’Ah receptor 
nuclear translocator (Arnt) ; XRE : 
xenobiotic response element (élément 
de réponse aux xénobiotiques  qui est 
une séquence spécifique dans le pro-
moteur des gènes à transcrire) 
(Whitlock, 1999) (Whyte et al, 
2000) 

 

 

 
 
 

 Enzymes de phase III : élimination 
En général, les métabolites ainsi créés lors des différentes étapes de biotransformation sont très 
hydrophiles. Ils ne peuvent donc pas diffuser à travers la membrane, notamment de manière pas-
sive, au niveau des canaux biliaires et du sang sinusoïdal (excrétion basolatérale). Il existe donc des 
transporteurs membranaires spécifiques qui se situent soit au pôle apical soit au pôle basolatéral de 
la cellule afin d’éliminer les métabolites au niveau de la bile ou du sang.  
Ces transporteurs de phase III sont des systèmes de transport actif utilisant l’énergie produite par 
l’hydrolyse de l’ATP pour transporter les substrats à travers les membranes biologiques. C’est pour-
quoi on les appelle les ABC-transporteurs, pour ATP-Binding Cassette. Il s’agit d’une grande su-
perfamille de protéines transmembranaires dont font partie les Multidrug resistance-associated pro-
teins (MRP) (Omiecinski et al, 2011). 
 

 Biotransformation du BaP 
La métabolisation du BaP (Figure 25) met en jeu des enzymes de phase 1, notamment les cyto-
chromes P450 et les époxydes hydrolases (EH). Les cytochromes P450 jouent un rôle important 
dans son activation (Figure 25-P450). En effet, à la suite de cette phase, certains métabolites seront 
conjugués mais d’autres particulièrement réactifs, notamment les époxydes en région baie (dihy-
drodiol époxyde) peuvent réagir avec l’ADN pour donner des adduits. Il existe deux autres voies 
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d’activation du BaP que sont la voie du radical cation et la voie des quinones (Zhang et al, 2012 ; 
Ball et Truskewycz, 2013 ; Ifegwu et Anyakora, 2015) 
 

 
 
Figure 25 : Métabolisation du BaP : P450 : cytochrome P450 ; EH : époxyde hydrolase ; GST : glu-
tathion transférase ; UGT : UDP-glucuronyltransférase ; SULT : sulfotransférase ; NAD(P)H qui-
none oxydoréductase 1 ; AKR : aldo-kéto réductase d’après (Shimada, 2006) et les différentes voies 
d’activation du BaP d’après (Ifegwu et Anyakora, 2015) 

 
 

 HAP de l’étude : Benzo[a]pyrène et Benzo[b]fluoranthène 

 Caractéristiques générales 
Le Benzo[a]pyrène (BaP) ainsi que le Benzo[b]fluoranthène (BbF) sont d’origines pyrolitiques, le 
volcanisme et les feux de forêt constituant les sources naturelles de production de ces deux molé-
cules. Mais les principales sources de contamination dans l’environnement sont liées aux activités 
humaines, tels que les gaz d’échappements des moteurs thermiques, le chauffage industriel (com-
bustion de fioul, charbon, bois et gaz) (INERIS, 2005 ; INERIS, 2006 ; Srogi, 2007), 
(https://monographs.iarc.fr/ENG/Monographs/vol100F/mono100F-14.pdf). Ils sont ainsi émis 
en grande quantité dans l’atmosphère (Figure 20) où ils sont majoritairement liés à la phase parti-
culaire de l’air. Le BaP et le BbF peuvent ainsi être transportés sur de longues distances et conta-
miner les sols et l’eau de surface via les dépôts atmosphériques secs ou humides (Figure 21). Dans 
les milieux aquatiques, le BaP est stable avec une demi-vie allant de 57 jours à 1,5 an (INERIS, 
2006), ainsi que le BbF, avec une demi-vie allant de 360 jours à 1,7 an (INERIS, 2005). 
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Tableau 8 : Caractéristiques physico-chimiques du Benzo[a]pyrène et Benzo[b]fluoranthène 

Caractéristiques physico-chimiques   

Nom IUCPA Benzo[a]pyrène 
Benzo[b]fluo-

ranthène 
Numéro CAS 50-32-8 205-99-2  

Formule Brute C20H12 
C20H12 

 

Formule topologique 

 
 

Masse molaire (g.mol-1) 252,31 252,31 

Solubilité dans l’eau à 25°C (mg.l-1) 3,8.10-3 1,2.10-3 
Coefficient de partage octanol/eau (log Kow) 6,06 6.45  
Coefficient de partage carbone organique/eau (Koc) 5,07.106 6,3.105 
Pression de vapeur à 25°C (Pa) 7,3.10-7 6,67.10-5 
Constante de henry (Pa.m3.mol-1) 0,04 0,051 

https://monographs.iarc.fr/ENG/Monographs/vol100F/mono100F-14.pdf, 
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/, 
(Mackay et al, 2006; INERIS, 2005; INERIS, 2006) 

 
 
Le BaP est classé cancérogène groupe 1 par le Centre International de Recherche sur le Cancer 
(CIRC). Il est également classé par l’union européenne CMR de catégorie 1B (Substance à effet 
supposé pour l’Homme) pour toutes les catégories cancérogènes, mutagène et reprotoxique. De 
même, le BbF est classé par l’union européenne CMR de catégorie 1B et est classé 2B cancérogène 
probable par le CIRC. Ce classement est effectué en rapport avec les effets observables et/ou 
observés sur l’Homme mais des impacts génotoxiques, reprotoxiques, immunotoxiques et méta-
boliques ont également été observés chez des vertébrés aquatiques (Reynaud et Dechaux, 2006 ; 
Reynaud et al, 2008 ; Corrales et al, 2014 ; Regnault et al, 2014 ; Regnault et al, 2016). 
 

 BaP et BbF dans l’environnement 
Le BaP et le BbF sont faiblement sujets à la mobilité dans les sols car ils ont une grande affinité 
pour la matière organique comme le suggère leur coefficient d’adsorption élevé (Koc=5,07.106 pour 
le BaP et Koc=1,5.106 à 6,3.105 pour le BbF) (INERIS, 2005; INERIS, 2006). Leur faible pression 
de vapeur ainsi que leur constante de Henry inférieure à un indiquent qu’ils sont peu volatilisables 
depuis les sols secs ou humides. 
La contamination des eaux de surface par le BaP et BbF survient principalement par les dépôts 
atmosphériques, les eaux de ruissellement urbaines, les effluents industriels, municipaux ou encore 
les déversements accidentels ou non de pétrole. 
Le BaP est une molécule hydrophobe (LogKow = 6,06) peu soluble dans l’eau (3,8.10-3 mg. l-1), tout 
comme le BbF (LogKow = 6,45 ; solubilité dans l’eau= 1,2.10-3  mg.l-1) qui présente les mêmes ca-
ractéristiques que le BaP.  
Leur comportement dans les milieux aquatiques se caractérise par une adsorption forte sur les ma-
tières organiques et les sédiments. Ainsi, les matières organiques et les sédiments sont des compar-
timents d’accumulation de ces molécules qui peuvent sous certaines conditions hydrodynamiques 
ou en présence de bioturbation devenir à nouveau biodisponibles par dissolution et/ou resuspen-
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sion (Figure 21) (Le Dû Lacoste, 2008 ; Katayama et al, 2010). L’évaluation globale de la concen-
tration de ces molécules dans les eaux de surface reste problématique car elle présente une forte 
variabilité géographique et temporelle (Patrolecco et al, 2010). 
 
Tableau 9 : Concentrations en BaP, BbF et plusieurs HaP dans les eaux douces naturelles 

Site étudié 
Type d’échan-

tillon 

Concentrations max mesurées en 
ng.l-1 N* Référence 

BbF BaP HAP 

Rivière Mithi, Inde Eau de surface 15 910 12 020 257 330 17 (Singare, 2016) 

Rivière Cauca, Co-
lombie 

Eau de surface 16,4 ND 2 378 12 
(Sarria-Villa et al , 

2016) 

Tibre, Italie Eau de surface 13,5 25,4 72 6 
(Patrolecco et al, 

2010) 

Seine, paris Eau de surface 240 270 5 440 16 (Gasperi et al, 2009) 

Mississipi, USA Eau de surface 11,3 20.5 144,7 16 (Zhang et al, 2007) 

Rivière des Perles, 
Chine 

Eau de surface 0,12 0.02 2579,5 16 (Luo et al, 2004) 

Baie De Daya, 
Chine 

Eau de surface 680 4 799 29 325 16 
(Zhou et Maskaoui, 

2003) 

Macédoine, Grèce Eau de surface 3,1 1,7 856 16 (Manoli et al, 2000) 

Elbe, Allemagne Eau de surface 28 16 - - 
(Götz, Bauer et al, 

1998) 

Alsace, France Eau de pluie 9,2 205,9 3 259,9 17 
(Delhomme et al, 

2008) 

Macédoine, Grèce Eau de pluie 7,2 4,4 672 16 (Manoli et al , 2000) 

*/N : représente le nombre de HAP dont les concentrations sont mesurées dans l’étude 

 
Les études de contamination des milieux aquatiques d’eau douce se concentrent pour la plupart sur 
les concentrations individuelles en HAP adsorbés dans les sédiments ou sur le dosage des HAP 
totaux dans les eaux de surface (souvent les 16 HAP prioritaires dont le BaP et BbF font partis, 
(Figure 19) (Yunker et al, 2002 ; Tobiszewski et Namiesnik, 2012 ; Liu et al, 2016 ; Feng et al, 2016). 
Peu d’études ont mesuré les concentrations de BaP et de BbF dans l’eau car les pollutions aux HAP 
sont des contaminations contenant des cocktails de molécules. Néanmoins, les concentrations en 
BaP et BbF dans les eaux de surface atteignent respectivement 270 et 240 ng.l-1 en Europe (Gasperi  
et al, 2009) et peuvent atteindre plus de 10 µg.l-1 en Inde au niveau de la mégapole Mumbai (Singare, 
2016). 
 

 Ecotoxicité sur les amphibiens 
Le caractère lipophile du BaP (log Kow = 6,06) et du BbF (log Kow = 6,45) pourrait engendrer une 
bioconcentration dans les organismes vivants à partir d’ingestion d’eau, de sédiments ou de nour-
riture mais également de pénétration transcutanée ou d’inhalation (Srogi, 2007 ; Smith et al, 2007). 
La bioconcentration liée au BaP et au BbF a été évaluée chez plusieurs espèces d’amphibiens 
comme chez les grenouilles vertes (Vojinovic-Miloradov et al, 1996 ; Reynaud et al, 2012). Cette 
bioconcentration semble être transitoire, le BaP semble être métabolisé rapidement. Le caractère 
génotoxique, reprotoxique et immunotoxique lié aux HAP ainsi que les voies de détoxication sont 
assez peu étudiées chez les amphibiens. De plus, la majorité de ces travaux concernent les effets 
du BaP seul et sont résumés dans le Tableau 10. L’évaluation de l’écotoxicité du BbF chez les 
amphibiens est quasi inéxistante, seule une étude porte sur la mesure de la concentration du ben-
zofluoranthène (Tableau 10 : ligne écrite en bleu) dans le foie de grenouilles vertes (P. ridibundus) 
sans spécifier si cette mesure prend en compte un seul isomère ou la totalité des isomères existants 
du Benzofluoranthène (Vojinovic-Miloradov et al, 1996). Les études portent particulièrement sur 
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la détection de cet HAP dans les aliments (Gutiérrez-Valencia et de Llasera, 2017) et dans les sédi-
ments car il est l’un des 16 HAP classés prioritaires. Peu d’études sont concernées par de l’exposi-
tion contrôlée au BbF afin d’évaluer ses effets directs (Vondráček et al, 2017 ; Kim, et al, 2011).  
En ce qui concerne l’exposition au mélange des HAP, les données actuelles montrent des effets 
variés dépendant du matériel biologique, des paramètres mesurés et des concentrations testées. Ils 
peuvent être additifs lorsque l’effet combiné est égal à la somme des effets de chaque polluant, 
synergiques lorsque l’effet observé est plus grand que la somme des effets attendus s’ils avaient 
opéré indépendamment, ou antagonistes si l’effet combiné est moins important que les effets ob-
servés pour chaque autre polluant. Pour les mélanges en concentration égale de BaP et de BbF, des 
études faites sur cultures de cellules de foie humain (HepG2) montrent des effets additifs pour 
l’expression de gènes, en particulier pour CYP1A1, de l’apoptose (Staal et al, 2007) et des effets 
synergiques pour la formation d’adduits à l’ADN (Staal et al, 2007 ; Tarantini et al, 2011). D’autres 
études faites sur des coupes de foie de rat montrent également des effets antagonistes sur l’activité 
EROD qui permet de mesurer l’induction du cytochrome P450 1A et sur la transcription des gènes 
CYP1A et CYP1B1 (Pushparajah et al, 2016) et démontrent un potentiel de carcinogenèse diminué 
(Staal et al, 2008). 
 
Les études concernant les amphibiens et les HAP se concentrent particulièrement sur un HAP 
modèle, le BaP, et l’espèce modèle, le Xenopus laevis (Höhn-Bentz et al, 1983 ; Fort et al, 1989; 
Sadinski et al, 1995 ; Morse et al, 1996 ; Propst et al, 1997 ; Camatini et al, 1998; Colombo et al, 2003 
; Saka, 2004 ; Mouchet et al, 2005 ; Martini et al, 2012). De plus, la plupart des études sur les amphi-
biens sont focalisées sur le stade têtard plutôt qu’adulte (Tableau 10) et sur les effets génotoxiques. 
La génotoxicité du BaP provient de sa biotransformation en métabolites électrophiles sous l’action 
de différentes enzymes de détoxication (voir le paragraphe I.4.B.3) capables de se lier aux sites 
nucléophiles de l’ADN (adduits à l’ADN). Son effet clastogène a été largement montré par le test 
des micronoyaux effectué sur têtards ou larves d’urodèles à des concentrations de BaP inférieures 
à la dizaine de microgramme par litre (Fernandez et L'Haridon, 1994 ; Djomo et al, 1995 ; Sadinski 
et al, 1995 ; Mouchet et al, 2005 ; Marquis et al, 2009). 
Néanmoins, des études récentes sur le modèle Xenopus tropicalis montrent des perturbations sur le 
métabolisme hépatique notamment sur les voies de la glycolyse/néoglucogenèse, de la synthèse du 
cholestérol, ainsi que sur la mise en évidence d’une stéatose hépatique à une dose d’exposition de 
dix microgrammes par litre sur des temps d’exposition courts (Regnault et al, 2014 ; Regnault et al, 
2016). 
Outre les effets bien connus de génotoxicité, reprotoxicité et immunotoxicité des HAP et particu-
lièrement du BaP, des perturbations du métabolisme glucidique et lipidique sont mis aujourd’hui 
en évidence. Ceci ouvre de nouvelles perspectives d’études et peut-être de nouvelles réponses per-
mettant de comprendre quel(s) rôle(s) les HAP jouent dans le déclin des amphibiens. 
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Tableau 10 : Effets écotoxicologiques du BaP et BbF sur les amphibiens 

Référence Espèce Ordre Stade 
Concentration 

BaP 
Durée  Organe CONCLUSION 

(Anderson et al , 
1982) 

Salamandre : Am-
bystoma tigrinum 

Urodela Adulte - - - 
Microsome de 

foie 

Test de Ames 

 Résistance carcinogénèse 
Peu d’efficacité des monooxygénations p/r 
aux mammifères 

(Höhn-Bentz et al, 
1983) 

Xenopus laevis Anura Jeune grenouille 10-125 µg.g-1 
1h 

8 et 14 jours 
Injection intra-

péritonéale 
Foie 

Induction des monooxygénases (MFO)  

Dommage à l’ADN dès 8 jours. 

(Jaylet et al, 1986) 
Axolotl : Am-
bystoma mexica-

num 
Urodela Têtard 0.025 ppm-0.1 ppm 8 et 14 jours Milieu Sang  Micronoyaux 

(Marty et al, 
1989) 

Triton : Pleuro-
dèles Waltl 

Urodela Têtard, Adulte 

0,2 µg.ml-1 et 0,5 
mg.l-1  

100 µg/têtard 
100 mg.kg-1 

48 h 
Milieu et injec-
tion intrapérito-

néale 

Milieu et micro-
some de foie 

 Métabolites hydroxylés du BaP = mammi-
fères et espèces aquatiques., Conjugaison.  

 Effets clastogènes. 

(Fort et al, 1989) Xenopus laevis Anura FETAX 
>2,5 µg ml-1 
>7,5 µg ml-1 

96 h Milieu Embryon Malformations intestin et bouche 

(Fernandez et 
L'Haridon, 1992) 

Triton : pleurodèle 
de Waltl 

Anura Têtard 50 µg.l-1 5 jours  Embryon Mortalité 

(Fernandez & 
L'Haridon, 1994) 

Triton : pleurodèle 
de Waltl 

Urodela 
Têtard (2 mois 
après la ponte) 

12,5-25- 50 -500 
µg.l-1 

8 jours Milieu Sang  
Composés toxiques dans les têtards et non 
dans le milieu.  

 Micronoyaux érythrocytaires 

(Sadinski et al, 
1995) 

Xenopus laevis Anura Têtard 
0-31-62-124-248-

496 nM 
16 jours Milieu 

Embryon, sang 
et foie 

 Durée avant métamorphose 

Micronoyaux érythrocytaires 

 Adduits à l’ADN 
(Djomo et al, 

1995) 
Triton : Pleurodèle 

de Waltl 
Urodela Têtard - 12 jours Milieu Sang  Micronoyaux érythrocytaires 

(Morse et al, 
1996) 

Xenopus laevis Anura Larve-Têtard 
0,01- 0,05 - 0,1 

mg.l-1 
1 jour Milieu 

Embryon et té-
tard  Adduits à l’ADN 

(Vojinovic-
Miloradov et al, 

1996) 

Rana ridibunda, 
Rana dalmatica, 
Bombina variega  

Anura Adulte sauvage Pollution aquatique - Milieu 
Graisse dans le 

Foie 

[BaP]= 1,62 à 20,23.10-3µg/g de foie 
[Benzofluoranthène]= 4,16 à 52.5.10-3µg/g 
de foie 

(Propst et al, 
1997) 

Xenopus laevis Anura FETAX   96 h Milieu Embryon 
 Induction CYP1A 

 Epoxyde Hydrolase 

GST 
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(Camatini et al, 
1998) 

Xenopus laevis fe-
melle 

Anura 
Adulte 

Embryon 

 100 mg.kg-1 
BaP tritié      
32 µg.kg-1 
10µg.l-1  

24-48-72 h 
2 injections 
1 injection 

Milieu 

Microsome foie 
Poumons, 
Organes 
Embryon 

Protéines P450 

 [BaP] vésicule biliiare, foie et corps jaunes 
et poumons 

 Adduits à l’ADN foie, poumons, ovaires 
et embryon 

(Colombo et al, 
2003) 

Xenopus laevis fe-
melle 

Anura Adulte  100 mg.kg-1                      72-120-168 h 
Injection dans 

les sacs lympha-
tiques 

Foie et Intestin 
 Protéine P450 dans le foie 

 Protéine MDR (Pgp) intestin 

(Saka, 2004) Xenopus laevis Anura FETAX  13,2 µM 4 jours Milieu Embryons    inhibition de croissance 

(Rankouri et al, 
2005) 

Rana esculenta 
mâle et femelle 

Anura Adulte sauvage 0,1-1000 nM 2 jours Milieu Culture primaire 
hépatocytes  Activité EROD  

(Mouchet et al, 
2005) 

Xenopus laevis Anura Têtard 0,05 % 
1 jour à 12 

jours 
Milieu Embryon  Micronoyaux  

(Marquis et al, 
2009) 

Rana Temporaria Anura Têtard 50 -250-500 µg.l-1 6 jours Milieu Sang  Micronoyaux érythrocytaires 

(Reynaud et al, 
2012) 

Grenouille verte fe-
melle 

Anura Adulte sauvage 10 µg.l-1 
7-14C-BaP 

 1 jour à 8 
jours                           

 
Milieu 

Microsome Foie 
Organes 

Activité ECOD et GST 
Métabolisation +++ 

(Martini et al, 
2012) 

Xenopus laevis Anura Têtard 
8,36 -14,64 -89,06-

309,47 µg.l-1 
9 jours Milieu Embryon  Transcription HSP70 et IL-1 

(Regnault et al, 
2014) 

Xenopus tropicalis 
femelle 

Anura Adulte BaP 10 µg.l-1 
 1 jour à 8 

jours 
Milieu Foie 

Biosynthèse des stéroïdes, des voies de 
l'insuline, des adipocytokines et des MAPki-
nases, de la glycolyse/gluconéogenèse.  

Biosynthèse du cholestérol, des jonctions 
serrées. 

(Regnault et al, 
2016) 

Xenopus tropicalis 
mâle 

Anura Adulte BaP 10 µg.l-1 12 -18-24 h Milieu 
Foie,Sang,Vési-

cule biliaire 

Métabolisation+++ 

Stéatose hépatique, ALAT, voies de la gly-
colyse/néoglucogenèse, capacité phagocy-
taire 

Jonctions serrées 
 

FETAX (Frog Embryo Teratogenesis Assay - Xenopus) ; ECOD:Ethoxy Coumarin O-Dééthylase ; GST : glutathion S-Transférase ; ALAT : ALAnine Transférase. 
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 Métabolisme et homéostasie glucidique 

 Généralités 
Le métabolisme du glucose permet de produire l’énergie nécessaire aux réactions métaboliques 
sous forme d’ATP (adénosine triphosphate : molécule libérant de l’énergie lorsqu’elle est hydroly-
sée) permettant ainsi aux cellules de l’organisme d’assurer leur survie et leur(s) fonction(s). Le glu-
cose est la molécule énergétique la plus utilisée chez les organismes car sa disponibilité est immé-
diate. 
 
Dans les périodes postprandiales, c'est-à-dire au cours de l’élévation de la glycémie suivant une 
prise alimentaire, des processus biochimiques permettent le stockage du glucose sous diverses 
formes en vue de son utilisation ultérieure (glycogène, lipides). Enfin, dans le cas d’un jeûne, l’en-
semble des stocks auparavant créés vont être mobilisés et utilisés. Si ce jeûne se poursuit, l’orga-
nisme est alors capable de mettre en jeu des mécanismes permettant d’utiliser d’autres substrats 
afin de produire de novo du glucose et ainsi palier aux carences (néoglucogénèse). 
 
Le foie joue un rôle central dans ces processus. En effet, il est le premier organe rencontré par le 
glucose issu de la digestion (de l’intestin via le système porte sanguin). Il est capable de mettre en 
réserve le glucose sous forme de glycogène (effet tampon) sous l’action de la glycogène synthase 
(glycogénosynthèse). Il permet aussi le processus inverse qui consiste à dégrader le glycogène pour 
donner du glucose phosphorylé (Glucose-1P puis Glucose-6P) afin de répondre aux besoins cellu-
laires (glycogénolyse). Seul le foie possède cette enzyme, la glucose-6 phosphatase, capable de don-
ner du glucose pouvant repasser dans la circulation sanguine et ainsi fournir du glucose aux tissus 
périphériques. Il est également capable de faire de la néoglucogenèse c’est-à-dire de produire du 
glucose à partir de précurseurs non glucidiques. A noter que le foie des amphibiens des milieux 
tempérés stocke plus de glycogène et de lipides à l’automne, afin de garantir des réserves énergé-
tiques pendant l’hivernation. 
 
L’homéostasie du glucose chez les amphibiens est influencée par le même système endocrinien que 
les mammifères. Des études montrent des changements du taux de glucose dans le sang et de teneur 
en glycogène dans le foie et le muscle après injection d’hormones hypoglycémiantes ou hypergly-
cémiantes. Il y a principalement trois systèmes de régulation du métabolisme du glucose chez les 
amphibiens : les hormones pancréatiques (insuline et glucagon), l’ACTH (Hormone AdrenoCorti-
coTrophine), les corticoïdes (cortisol), le TSH (Hormone ThyréoStimuline) et les hormones du 
système thyroïdien (Hanke et Neumann, 1972), les moins documentées. Comme chez les mammi-
fères, il existe une seule hormone hypoglycémiante chez les amphibiens, l’insuline, hormone sécré-
tée par le pancréas. 
A l’inverse des mammifères, les amphibiens ne sont pas sensibles à l’hypoglycémie. En effet, il a 
été observé des concentrations de glucose dans le sang pratiquement indétectables (< 5mg.dl-1). Ils 
sont également insensibles à l’hyperglycémie. Il a été mesuré des concentrations de glucose dans le 
sang pouvant atteindre 9000 mg.dl-1 (Dziewulska-Szwajkowska et al, 1997). Certains auteurs expli-
quent ces insensibilités (hypoglycémie et hyperglycémie) par le fait que les amphibiens possèdent 
des acides gras non estérifiés et que le système nerveux central peut utiliser comme source d’énergie 
les corps cétoniques issus de l’oxydation des acides gras (Dziewulska-Szwajkowska et al, 1997). 
Malgré cette forte tolérance aux fluctuations extrêmes des concentrations de glucose dans le sang, 
les mesures du taux de glucose effectuées dans le sang sont pour la plupart constantes. En effet, 
chez l’espèce modèle Xenopus laevis, il a été observé une concentration constante en glucose dans le 
sang durant les quatre premiers mois lors de période de jeûne et une baisse de la concentration de 
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glucose dans le sang a été observée après une période de jeûne de dix mois chez une espèce de 
grenouilles vertes P. kl. esculentus, (Dziewulska-Szwajkowska et Dżugaj, 1999).  
Le métabolisme des glucides (stockage, transformation) chez les amphibiens (ranidés) n’est pas 
influencé par les saisons mais par le changement de température (Petersen et Gleeson, 2011). Il 
existe également des espèces d’amphibiens notamment des grenouilles du continent Nord-Améri-
cain (Rana sylvatica) vivant au nord du cercle polaire qui ont développé une stratégie de survie per-
mettant de résister à la congélation des fluides de l’organisme pendant l’hibernation. En effet, ces 
grenouilles montrent une accumulation de glucose dans le sang (3500 à 9000 mg.dl-1) provenant 
des réserves de glycogène du foie (Conlon et al, 1998). En revanche, chez les grenouilles vertes (P. 
ridibundus), il n’est pas observé de système de cryopréservation. Elles sont donc sensibles aux tem-
pératures inférieures à zéro (Voituron et al, 2003 ; Voituron et al, 2005). 
 
 

 Les voies de production d’énergie sous forme d’ATP via le glucose  

 La glycolyse : voie de d’Emben-Meyeroff-Parnas 
Le but de la glycolyse est de transférer et de produire de l’énergie pour la cellule.  
Elle consiste en l’oxydation progressive d’une molécule de glucose (6 carbones) en deux molécules 
de pyruvate à trois carbones avec transfert et production d’énergie sous forme ATP et de métabo-
lites intermédiaires qui peuvent intervenir dans d’autres voies métaboliques. Elle se déroule entiè-
rement dans le cytosol.  
La glycolyse aérobie conduit in fine à la formation de deux molécules d’ATP, deux molécules de 
NADH, H+ (Nicotinamide Adénine Dinucléotide : cofacteur intervenant dans le transport d’hy-
drogène lors des réactions d’oxydo-réductions) et deux molécules de pyruvate (substrat du cycle de 
Krebs). 
La glycolyse est une voie préparatoire au catabolisme aérobie des glucides. Elle est principalement 
régulée par trois enzymes : la glucokinase (EC 2.7.1.2), la phosphofructokinase 1 (EC 2.7.1.11) et 
la pyruvate kinase (EC 2.7.1.40) marquées en orange dans la Figure 26. 
Chez les amphibiens, la glycolyse anaérobie est une adaptation métabolique importante pour pou-
voir survivre à des conditions extrêmes naturelles comme la sécheresse pour les grenouilles afri-
caines (Xenopus laevis) qui induit un stress hypoxique (Brooks et al, 2005) et comme l’hypothermie 
et l’hypoxie/anoxie rencontrées lors de l’hivernation chez les grenouilles de la famille des ranidés 
(Rana pipiens) (Federow et al, 1998). 
Cette glycolyse anaérobie permet de produire de l’énergie très rapidement en transformant le py-
ruvate en lactate grâce à la lactate déshydrogénase (réaction réversible). 
 

 Le cycle de Krebs ou cycle de l’acide citrique 
Le cycle de Krebs est une plateforme commune au catabolisme des substrats énergétiques (glucide, 
acides gras et protéines). Il se déroule dans les mitochondries car il comporte sept enzymes solubles 
et une fixée dans la membrane interne de la mitochondrie. A l’issu des huit réactions, le bilan éner-
gétique aboutit à la formation de 12 ATP.  
 
Les amphibiens ont un plus faible métabolisme au repos et de plus faibles besoins énergétiques que 
tous les autres vertébrés terrestres. Ces faibles besoins énergétiques sont décrits comme représen-
tant un handicap pour la colonisation de niches écologiques terrestres. Plusieurs amphibiens font 
appel au métabolisme anaérobie pour répondre à des activités intenses et courtes comme fuir de-
vant un prédateur ou attraper une proie. Le métabolisme anaérobie est moins impacté par les tem-
pératures environnementales que le métabolisme aérobie. De plus, le métabolisme anaérobie four-
nit plus rapidement de l’énergie utilisable sous forme d’ATP mais peut conduire à une utilisation 
inefficace des substrats énergétiques. Le métabolisme énergétique des anoures est très variable 

http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?enzyme+2.7.1.40
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d’une espèce à l’autre. En effet, le comportement reproducteur (saison, chant…) induit des besoins 
énergétiques spécifiques. Les espèces qui ont une grande période d’activité soutenue présentent en 
général une production d’énergie en aérobiose et dépendent ainsi moins du métabolisme anaérobie 
(Wells, 1992). 
 

 La néoglucogenèse 
La néoglucogenèse est la formation de glucose à partir de précurseurs non glucidiques tels 
que le pyruvate, le lactate, le glycérol et la plupart des acides aminés. Chez les animaux supérieurs, 
elle se produit essentiellement dans le foie et à un moindre degré au niveau des reins. La néogluco-
genèse hépatique est la voie la plus importante pour maintenir un taux de glucose « normal » circu-
lant durant une longue période de jeûne. La voie centrale de la néoglucogenèse permet à partir du 
pyruvate de générer du glucose en utilisant les réactions réversibles de la glycolyse (au nombre de 
sept). Cependant, les trois réactions irréversibles de la glycolyse (Figure 26 flèches rouges) doivent 
être remplacées dans la néoglucogenèse afin que la synthèse du glucose soit thermodynamiquement 
favorable. En effet, le contournement de ses trois réactions irréversibles de la glycolyse nécessite 
quatre autres enzymes (Figure 26) : la pyruvate carboxylase EC 6.4.1.1 qui permet de transformer 
le pyruvate en oxaloacétate (substrat du cycle de Krebs), la PhosphoEnolPyruvate CarboxyKi-
nase PEPCK EC 4.1.1.32 qui permet de convertir l’oxaloacétate en phosphoénolpyruvate dans le 
cytosol, la Fructose-1.6 biPhosphatase EC 3.1.3.11 donnant le fructose 6 phosphate et enfin la 
Glucose-6 Phosphatase EC 3.1.3.9 permettant d’obtenir le glucose qui lui va pouvoir être distri-
buer aux organes périphériques via la circulation sanguine au niveau du foie (Jitrapakdee, 2012).  

 

 

http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/Metabo/neoglu.html
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nomenclature_EC
http://www.expasy.org/enzyme/4.1.1.32
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Figure 26 : Représentation schématique (simplifiée) de la Glycolyse, du cycle de Krebs et de néoglucogenèse et son induction via FOXO1
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La régulation de ces enzymes spécifiques de la néoglucogenèse (Figure 26 : flèches vertes) peut se 
faire à plusieurs niveaux d’intégration : modification de l’expression du gène, modification post 
traductionnelle de l’enzyme ou par un effecteur moléculaire de l’enzyme. La phosphoénol pyruvate 
carboxyKinase (PEPCK) et la glucose-6 phosphatase (G6Pase) sont des enzymes régulées par des 
modifications de l’expression de leur gène. La fructo-1,6 biphosphatase n’est pas régulée seulement 
par l’expression génique mais aussi par des effecteurs moléculaires comme le fructo 2,6- diphos-
phate (produit par l’enzyme : phosphofructokinase 2) qui l’inhibe allostériquement (Dziewulska-
Szwajkowska et al, 1997 ; Jitrapakdee, 2012). La Pyruvate Carboxylase n’intervient pas uniquement 
dans la néoglucogenèse. Par exemple, chez le rat, l’activation de son promoteur est observée lors 
de conditions de néoglucogenèse et de lipogenèse rencontrées respectivement dans le foie et les 
adipocytes (Jitrapakdee, 2012). 
 
 

 La PhosphoEnolPyruvate CarboxyKinase PEPCK 
 
La réaction enzymatique liée à la PEPCK est généralement considérée comme la première étape de 
la néoglucogenèse. En effet, PEPCK catalyse la conversion GTP dépendante de l’oxaloacétate en 
phosphoénolpyruvate. L’oxaloacétate généré dans la mitochondrie par la pyruvate carboxylase peut 
être converti en phophoénolpyruvate via la PEPCK mitochondriale (PEPCK-M). Alternativement, 
l’oxaloacétate est converti en malate dans la mitochondrie, puis est transporté dans le cytosol pour 
être oxydé par la malate déshydrogénase NAD dépendante en oxaloacétate qui pourra être converti 
en phosphoénolpyruvate par la PEPCK cytosolique (Figure 26). Les deux isoformes de la PEPCK 
sont codées par des gènes différents. Elles ont des propriétés cinétiques similaires et approximati-
vement le même poids moléculaire (Hanson et Reshef, 1997 ; Jitrapakdee, 2012). Contrairement 
aux enzymes du métabolisme, PEPCK ne dépend pas d’une régulation allostérique ou de modifi-
cations post-traductionnelles. Son activité est dépendante du niveau d’expression de l’enzyme donc 
des niveaux de transcription du gène de PEPCK. Cette régulation du gène dépend de la présence 
sur son promoteur de différents éléments de réponse : à l’insuline, à l’AMPcyclique (second mes-
sager dans l’action des hormones), du récepteur aux hormones corticoïdes et des hormones thy-
roïdiennes. Les systèmes de régulation de la transcription de PEPCK mitochondriale sont mal con-
nus (Jitrapakdee, 2012). Il est proposé que PEPCK mitochondriale serait impliquée dans la néo-
glucogenèse provenant de la dégradation du lactate alors que PEPCK cytosolique serait impliqué 
dans la néoglucogenèse issus de la dégradation des acides aminés et ainsi des protéines (Hanson et 
Reshef, 1997). 
 

 PPARGC1a ou PGC-1α un régulateur clé du métabolisme énergétique 

 Généralités 
PPARGC1a (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha ) ou PGC-1α 
est un co-activateur de transcription qui interagit avec un grand nombre de facteurs de transcription 
qui interviennent dans des réponses biologiques variées comme l’adaptation à la température, la 
biogenèse mitochondriale, le métabolisme glucidique et lipidique, la conversion des fibres muscu-
laires de type II rapides glycolytiques en fibres de type I lentes oxydatives dans le muscle squelet-
tique et dans le développement du cœur. Un co-activateur est défini comme une protéine ou un 
complexe de protéine qui augmente la probabilité qu’un gène soit transcrit en interagissant avec 
des facteurs de transcription sans se lier lui-même à une séquence spécifique de l’ADN (Puigserver 
et Spiegelman, 2003). PCG-1α est localisé dans le noyau. Il est exprimé à de fort niveau dans les 
tissus riches en mitochondries et où le métabolisme oxydatif est important comme le cœur et le 
muscle squelettique. Néanmoins, les niveaux d’expression de PGC-1α sont faibles dans le foie 
(Puigserver et al, 1998). 
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 PGC-1α et métabolisme glucidique 
Dans des conditions normales d’alimentation, PGC-1α est exprimé à des niveaux faibles dans les 
cellules du foie. En revanche, lors de jeûne ou de développement de diabète, l’expression de PGC-
1α augmente fortement stimulant la néoglucogenèse hépatique et le métabolisme oxydatif des 
acides gras (Yoon et al, 2001 ; Herzig et al, 2001). Pendant le jeûne, l’expression de PCG-1α est 
activée par le glucagon et les catécholamines (adrénaline) via la stimulation de la voie de l’AMP 
cyclique et du facteur de transcription CREB (C-AMP Response Element-binding protein). PGC-
1α co-active alors des facteurs de transcription dont FOXO1 (Forkhead box, facteurs de class O). 
Ces facteurs de transcription se lient au promoteur des gènes codant pour des enzymes clés de la 
néoglucogenèse telles que la PEPCK et la G6Pase (glucose-6 Phosphatase) (Liang et Ward, 2006) 
(Figure 26). 
De plus, il a été montré que le niveau d’expression de PGC-1α dans le foie est augmenté chez des 
animaux modèles présentant une déficience en insuline (Yoon et al, 2001). L’activation de la voie 
de l’insuline conduit à la phosphorylation du facteur de transcription FOXO1 qui inhibe sa tran-
slocation dans le noyau et favorise sa dégradation (Liang et Ward, 2006). Ainsi la voie de la néo-
glucogenèse est inhibée. 
 

 PEPCK, PGC-1α et amphibiens 
Deux études récentes (Regnault et al, 2014 ; Regnault et al, 2016) montrent des modifications de 
transcription du gène PEPCKc au niveau du foie chez un amphibien modèle Xenopus tropicalis, après 
avoir été exposés au BaP. En effet, il a été mis en évidence des perturbations du métabolisme 
glucidique après une exposition à 10 µg.l-1 de BaP suivant une cinétique de 6, 12, 18 et 24 heures. 
Une sur-transcription du gène PEPCKc a notamment été montrée dès 6 heures d’exposition chez 
des individus femelles et dès 24 h chez les individus mâles. Ceci traduit une activation de la voie de 
la néoglucogenèse lors d’exposition à des xénobiotiques en l’occurrence du BaP.  
En revanche, l’expression de PGC-1α était diminuée chez ces amphibiens (Xenopus tropicalis) expo-
sés au BaP à 10 µg.l-1 à partir de 12 heures d’exposition. Cette diminution d’expression de ce co-
facteur est reliée à une augmentation de la lipogenèse dans le foie et à l’apparition d’une stéatose 
hépatique (Regnault et al, 2016). Ceci est également montré dans des études reliant le polymor-
phisme de ce gène PGC-1α rencontré dans la population humaine et la susceptibilité à développer 
une stéato-hépatite non alcoolique NAFLD (Non Alcoholic Fatty Liver Desease). Une faible ex-
pression des ARN messager de PGC-1α est un facteur important dans le développement de cette 
maladie (Yoneda et al, 2008). 
 
 
La normalisation du taux de glucose dans le sang dépend d’une réponse métabolique complexe 
impliquant la sécrétion d’insuline par le pancréas (stimulée par le glucose), la production de glucose 
par le foie (glycogénolyse, néoglucogenèse) et la captation périphérique après stimulation par l’in-
suline (sensibilité à l’insuline). 
L’homéostasie du glucose chez les amphibiens, et notamment chez les grenouilles, est un phéno-
mène particulier (Dziewulska-Szwajkowska et al, 1997) car il existe une régulation pour maintenir 
un taux constant, mais sont a priori insensibles à l’hypoglycémie et l’hyperglycémie. Il semble certain 
que des modifications du métabolisme glucidique soient observées dans des conditions particulières 
d’exposition à des polluants. 
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 Objectifs 

Les HAP sont des polluants ubiquistes retrouvés dans les zones humides de tous les continents. 
Dans ces milieux aquatiques, les populations d’amphibiens sont de ce fait continuellement exposées 
à ces polluants à tous les stades de leur vie. Ce travail d’EPHE fait suite à une étude portant sur la 
métabolisation du BaP par les grenouilles vertes femelles qui montrait leur forte capacité de méta-
bolisation et d’excrétion de ce composé avec une induction des enzymes de détoxication après une 
exposition de 1 à 2 jours (P450 et GST) (Reynaud et al, 2012). En parallèle de ce travail, une autre 
étude du laboratoire portant sur une espèce modèle d’amphibien (Xenopus tropicalis) exposée au BaP 
à 10 µg.l-1, a mis en évidence des désordres métaboliques hépatiques caractérisés par l’apparition 
d’une stéatose hépatique, d’une modification de la glycémie et par des modifications de transcrip-
tion de gènes impliqués dans le métabolisme glucidique (Regnault et al, 2014). Ces travaux ont 
permis de démontrer que malgré la forte capacité des amphibiens à métaboliser les HAP comme 
le BaP, ces derniers peuvent entrainer des effets délétères sur les organismes exposés.  
Les HAP ayant la particularité d’être émis sous forme de mélange complexe puisque issus de la 
combustion incomplète de la matière organique, ce travail d’EPHE a été orienté sur l’impact d’un 
autre HAP, le benzo[b]fluoranthène (BbF) sur la métabolisation et les effets métaboliques du BaP 
chez les grenouilles vertes males.  
 
Les objectifs de ce travail ont donc été : 
 

- D’évaluer la toxico-cinétique du BaP chez les grenouilles vertes mâles en exposition aiguë 
et de déterminer si cette toxicocinétique est modifiée par la présence d’un autre HAP en 
l’occurrence le BbF.  

- De savoir si le BaP induit les enzymes spécifiques des voies de détoxication et si cette 
induction est modifiée en présence de BbF.  

- De déterminer quels sont les effets métaboliques de l’exposition au BaP, au BbF et au 
mélange sur les grenouilles vertes ?  

  
Afin de répondre à ces différentes questions, notre approche a été divisée en trois parties : 
 

 
Figure 27 : Résumé des différentes manipulations mises en place : Bioconcentration – métabolisa-
tion, Glycémie et Génotypage. 
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- Dans la première partie de l’étude, nous nous sommes intéressés à l’absorption, la métabo-
lisation, la bioconcentration et/ou l’excrétion du BaP par les grenouilles vertes sauvages 
mâles. Les individus ont été exposés au BaP seul ou en mélange avec le BbF à une dose 
environnementale forte (10 µg.l-1) durant de 3, 6, 12, 24, 48 et 96 heures. La toxicocinétique 
du BaP a été réalisée en suivant le 7-14C BaP radiomarquée. (Figure 27 : Accumulation et 
Biotransformation en orange). De plus nous avons suivi l’impact de ces expositions sur les 
enzymes de biotransformation notamment sur les cytochromes P450 CYP1A dans le foie. 
 

- Dans la seconde partie, nous avons mesuré l’impact de l’exposition au BaP, BbF et au 
mélange pendant 18 heures à la même concentration sur le métabolisme hépatique. Plus 
particulièrement le métabolisme glucidique a été étudié par des tests de tolérance au glu-
cose, puis par des expérimentations qui permettent de mettre en évidence des perturbations 
de la voie de la néoglucogenèse (test au pyruvate) et de la sensibilité à l’insuline (test à 
l’insuline) (Figure 27 : glycémie : violet). Les modifications de la voie de la néoglucogenèse 
ont également été étudiées en mesurant les niveaux de transcription de gènes clés de ce 
processus (PEPCK et le coactivateur PCG-1α). De plus, s’intéressant au métabolisme hépa-
tique, il nous est apparu important de contrôler le niveau nutritionnel de nos populations 
de grenouilles vertes. De ce fait, nous nous sommes intéressés à l’existence d’élevage de 
grenouilles vertes en France et nous nous sommes ainsi focalisés sur l’élevage développé 
par l’INRA de Rennes. Ces grenouilles vertes Rivan92 ont la capacité d’accepter comme 
alimentation des granules inertes, ce qui permet un apport nutritionnel plus contrôlé. De 
plus la traçabilité de ces grenouilles est donc facilitée et les animaux ont connus les mêmes 
conditions d’élevage. 

 
- Du fait d’une grande variabilité des réponses observées sur les grenouilles vertes sauvages 

expédiées sous le nom de Pelophylax kl. esculentus et des grenouilles d’élevage, nous nous 
sommes également intéressés à leurs caractéristiques génétiques. Dans la troisième partie, 
nous avons essayé de caractériser nos populations de grenouilles sauvages et nos popula-
tions de grenouilles d’élevage Rivan92 par séquençage de l’intron 1 du gène de l’albumine 
sérique.  
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II. Matériel et méthodes 

1. Les grenouilles vertes 

 Les grenouilles sauvages 

Il existe sur le territoire Français trois espèces de « grenouilles vertes » autochtones : P. ridibundus, 
P. lessonae et P. perezi et deux hybrides : P. kl. esculentus et P. kl. grafi. Elles sont toutes protégées 
sur le territoire français. 

Cette protection des grenouilles vertes en France est en lien direct avec la liste rouge des espèces 
menacées publiée par l’IUCN. Quatre espèces de grenouilles vertes sur cinq sont classées en quasi 
menacée (NT) et les populations de grenouilles vertes sont en décroissances, excepté l’espèce lar-
gement importée : P. ridibundus (Tableau 11). 

La convention de Berne 1982 (convention relative à la conservation de la vie sauvage et du milieu 
naturel de l’Europe) permet d’avoir un outil juridique protégeant la faune (Annexe III).  
La directive habitat de 1992 classe trois espèces (P. ridibundus, P. perezi et P. kl. esculentus) en annexe 
V (espèces animales ou végétales dont l’exploitation doit faire l’objet de mesures de gestion) et une 
P. lessonae en annexe IV (espèces animales et végétales à protéger strictement). 

L’arrêté du 19 Novembre 2007classe P. kl. esculentus dans l’article 5 le moins restrictif qui stipule 
l’interdiction de mutiler, ainsi que de détenir, transporter, de naturaliser, de colporter de vendre et 
d’acheter ces animaux. Les trois espèces de grenouilles vertes (P. ridibundus, P. perezi et P. kl. grafi 
sont régies par l’article 3 qui ajoute l’interdiction de détruire ou d’enlever (les adultes, les œufs et 
les nids), de capturer et de perturber  intentionnelle les animaux dans le milieu naturel. 

P. lessonae est protégée par l’article 2, le plus restrictif, qui interdit en plus de perturber intentionnel-
lement les animaux, de détruire, d’altérer ou dégrader les sites de reproduction et les aires de repos. 

Tableau 11 : Statuts législatifs et degré de menace chez les cinq espèces de grenouilles vertes en 
France 

  Listes et textes législatifs 

 
Taxons 

Liste rouge des 
vertébrés de 
France 2015 

Convention 
de Berne 
(1982) 

Directive ha-
bitat 1992 

Arrêté du 19 
nov 2007 

Espèces 
parentes 

Pelophylax 
ridibundus 

LC 
Tendance de la pop. 
inconnue 

Annexe III Annexe V Article 3 

Pelophylax 
lessonae 

NT 
Tendance de la popu-
lation : diminution 

Annexe III Annexe IV Article 2 

Pelophylax 
perezi 

NT 
Tendance de la popu-
lation : diminution 

Annexe III Annexe V Article 3 

Espèces 
hybrides 

Pelophylax  
kl. esculentus 

NT 
Tendance de la popu-
lation : diminution 

Annexe III Annexe V Article 5 

Pelophylax  
kl. grafi 

NT 
Tendance de la popu-
lation : diminution 

Annexe III Pas de données Article 3 

Inventaire national du patrimoine naturel INPN http://inpn.mnhn.fr 
(MNHN et SHF, 2015) 
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NT : Quasi menacée (espèce proche du seuil des espèces menacées ou qui pourrait être menacée si des mesures de 
conservation spécifiques n’étaient pas prises). 
LC : Préoccupation mineure (espèce pour laquelle le risque de disparition de France métropolitaine est faible). 

 
Compte tenu du statut de protection en France, leur capture est interdite. Il faut une autorisation 
préfectorale pour pouvoir les manipuler. 
 
Pour notre étude, nous n’avons pas utilisé des grenouilles autochtones. Mais nous voulions garder 
une espèce présente sur notre territoire. Nous avons choisi de travailler sur le modèle Pelophylax kl. 
esculentus et nos individus sont des mâles. 
 
Les animaux proviennent du Centre d’Ardenay (http://www.elevagedardenay.com/), ce sont des 
grenouilles sauvages qui ont été pêchées dans leurs pays d’origine : la Grèce, la Turquie et l’Afrique 
du Nord puis importées en France. Elles appartiennent vraisemblablement à la lignée ridibundus-
bedriagae vendues sous le nom de Pelophylax esculentus. 
Dans notre laboratoire, nous les maintenons en eau courante dans des conteneurs (densité 100 
grenouilles/m2) à une température ambiante de 22°C. Elles sont soumises à une photopériode 12 
h de jour et 12 h de nuit. Elles sont nourries avec des larves de diptères à une fréquence d’une fois 
par jour ad libidum. 
Lors de l’arrivage, les grenouilles sont traitées au bleu de méthylène de 12 h à 24 h (2 mg par litre 
(Clément, 2005)). Les expérimentations sont réalisées après une période de stabulation/épuration 
d’au moins 3 semaines dans notre laboratoire. 

 

 Les Grenouilles d’élevage RIVAN 92 

Afin d’éviter les problématiques liées aux importations d’animaux vivants telles que le stress, l’ab-
sence de traçabilité de ces animaux tant sur l’origine que sur leur état sanitaire, et pour garantir une 
alimentation équilibrée nous avons cherché à obtenir des animaux issus d’élevage.  
 
Se posait alors la question de l’existence d’un élevage de « grenouilles vertes » en France. 
  
Notre attention s’est portée sur les travaux d’André Neveu qui a développé au sein de l’INRA de 
Rennes un élevage de « grenouilles vertes » à des fins commerciales et alimentaires. En effet au 
regard d’une consommation croissante induisant une augmentation de l’importation de ces gre-
nouilles depuis les années 1960 et de la diminution des populations sur notre territoire depuis la 
Seconde Guerre mondiale, A. Neveu a travaillé sur la possibilité de sélectionner, élever des gre-
nouilles dans des conditions d’hygiène et de rentabilité acceptables pour obtenir un élevage viable 
commercialement. 
Les premiers essais d’élevage ont été réalisés en 1980 en prélevant des « grenouilles vertes » dans la 
nature autour de Rennes (Bretagne). Ces « grenouilles vertes » prélevées dans l’environnement ap-
partenaient au complexe esculentus et après 10 ans, A. Neveu a sélectionné des grenouilles capables 
d’avoir de l’appétence pour de la nourriture inerte type granules à poisson. D’après lui, les gre-
nouilles ainsi échantillonnées appartiennent à l’espèce P. ridibundus (Neveu, 2009; Neveu, 2011). En 
2006, une licence sur savoir-faire (J.O du 11 Août 2006) a été déposée pour l’élevage de ces animaux 
sélectionnés en partenariat avec l’unité expérimentale d’écologie et d’écotoxicologie aquatique de 
l’INRA U3E. La première souche de grenouille domestique sélectionnée est née : RIVAN 92. 
En 2013, nous avons eu l’autorisation par l’INRA transfert d’acheter des grenouilles RIVAN 92 
vivantes au seul éleveur de « grenouilles vertes » en France la SARL François Production (Pierre-
latte Drôme). 
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2. Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques 

 Le benzo[a]pyrène BaP 

Une solution mère de BaP (pureté ≥ 96 %, Sigma-Aldrich) a été préparée à 
une concentration de 500 mg.l-1dans de l’éthanol absolu HPLC grade et a 
été conservée à l’abri de la lumière à 4 °C.  
 
N°CAS 50-32-8 

 
 
 
 
 
 
 
 

http://monographs.iarc.fr/ENG/Monographs/vol100F/mono100F-14.pdf (IARC, Certain polycyclic aromatic 
hydrocarbons and heterocyclic compounds, 1973) (IARC, 1983) (IARC, 2010) 
 
 

 Le benzo[a]pyrene marqué au carbone 14 

La solution mère (source) de 7-C14 BaP contenant 50 µCi (Sigma Aldrich, 
France) a été préparée en ajoutant 500 µl d’éthanol absolu HPLC grade. Ensuite 
le nombre de dpm par microlitre a été vérifié en réalisant un comptage de ra-
dioactivité en milieu liquide à l’aide d’un compteur à scintillation 1414 Wallac 
counter (Winspectral EG & G® Wallac). 

 
 
 

 Le Benzo[b]fluoranthène BbF 

Une solution mère de BbF (pureté à 98 %, Sigma-Aldrich) a été préparée à une 
concentration de 500 mg.l-1dans éthanol absolu HPLC grade et a été conservée 
à l’abri de la lumière à 4 °C. 
 
N°CAS 205-99-2  
 

 

 
 
Avant toute utilisation, les solutions mères (excepté le 7-C14 BaP) sont vortexées et passées au bain 
à ultra-sons pendant 2 min.
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3. Facteurs de BioConcentration (BCF) 

 Expositions 

Les animaux ont été exposés individuellement dans des aquariums contenant 200 ml d’eau du ro-
binet à laquelle ont été ajoutés les polluants à une concentration de 10 µg.l -1 chacun et enrichi au 
BaP radiomarqué (106 dpm soit 85 mBq.ml-1). Les aquariums ont été maintenus à une température 
de 22 °C. L’exposition a été faite suivant un rythme jour/nuit de 12 h/12 h, exactement comme 
leur acclimatation et leur maintien. Les animaux n’ont pas été nourris pendant la durée de l’expo-
sition afin de mesurer l’impact des polluants via la voie transcutanée uniquement. 
Les durées d’exposition ont été faites suivant une cinétique de 3, 6, 12, 24, 48 et 96 heures (Figure 
28). Afin de limiter les effets du rythme circadien, les mêmes temps d’exposition ont été réalisés 
ensemble le même jour et débutés à la même heure. 
A 

 
 
B 

 
 
Figure 28 : A : Exposition des grenouilles vertes au BaP (BaP + 7-14C BaP) et B : au mélange BaP-
BbF (BaP + BbF +7-14C BaP) 

 Extraction du BaP et des métabolites lipophiles 

 La solution d’exposition et évaluation du pourcentage de BaP 
 Extraction 

50 ml de la solution d’exposition ont été placés dans une ampoule à décanter. Le tube de stockage 
de la solution a été vortexé pendant 1 min avec 30 ml de n-hexane afin de récupérer la totalité du 
BaP et de ses métabolites. Les 30 ml de n-hexane avec 5 ml d’acétone (améliore la miscibilité de 
l’eau et du n-hexane) ont été ajouté à la solution d’exposition. L’ampoule à décanter a été retournée, 
agitée et dégazée. La phase de n-hexane a été récupérée, conservée dans un erlenmeyer et la phase 
aqueuse a été récupérée pour être à nouveau extraite de la même façon (cette opération a été répétée 
au total 3 fois pour permettre l’extraction totale du BaP et des métabolites lipophiles). 2,5 g de 
sulfite de sodium Na2SO3 (Sigma Aldrich, France) ont été ajoutés à la phase de n-hexane totale (3 
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x 30 ml) afin de piéger l’eau résiduelle, puis elle a été filtrée sur papier filtre et verre fritté sous vide 
pour être concentrée à l’évaporateur rotatif à une température de 40°C. 150 µl d’éthanol absolu 
HPLC grade ont été ajoutés aux extraits secs. Puis les extraits ont été vortexés et passés au bain à 
ultra-sons pendant 2 min avant le dosage. Les solutions aqueuses ont été conservées pour le dosage 
des métabolites polaires.  

 Chromatographie sur couche mince (CCM) 
Le principe de la CCM est de séparer les différents composants d’un échantillon par affinité diffé-
rentielle entre une phase stationnaire (couche mince de matériel absorbant) et une phase mobile 
(mélange de solvant).  
 
Un dépôt de 50 à 100 µl de chaque extrait a été réalisé à 2 cm du bas de la plaque de gel de silice 
(Macherey-Nagel G-25) qui représente la phase stationnaire et l’éluant utilisé était un mélange de 
solvant toluène-isopropanol (4 : 1, v/v). Les composés radiomarqués au 14C séparés sur la plaque 
de silice ont été révélés par exposition pendant 24 heures sur un écran au phosphore (radiolumi-
nescent) et par leur lecture à l’aide du phosphoimager-cyclone (PerkinElmer, France). Puis les 
images ainsi obtenues ont été analysées avec le logiciel OptiQuantTM Image Analysis (PerkinElmer, 
France) afin de déterminer les facteurs de rétention (Rf) des différents produits et le pourcentage 
de représentativité des composés par rapport à la totalité des produits. 
 

 Le sang 
Le sérum a été récupéré après avoir laissé coaguler le sang 30 à 60 min à température ambiante et 
l’avoir centrifugé à 1000g pendant 15 min. 100 µl de sérum ont été dosés. 
 

 Les organes 
La vésicule biliaire est percée et 1ml d’éthanol 95° a été ajouté à la bile. 
La carcasse a été broyée dans un broyeur à couteau avec 5 ml d’acétone et 17,5 ml d’éthanol 95° 
pendant 5 min (5 x 1 min). Le broyat a été récupéré, le broyeur a été rincé avec 10 ml d’éthanol 95° 
(volume total d’extraction a été de 32,5 ml d’éthanol). Le tout a été centrifugé à 3 000 rpm pendant 
5 min à 4 °C.  
Les organes ont été congelés à l’azote liquide et broyés dans un mortier. Un ml d’acétone a été 
ajouté aux échantillons réduits en poudre, ainsi qu’un volume d’éthanol (Tableau 12). Après ho-
mogénéisation au pilon, les mélanges ont été centrifugés à 3 000 rpm pendant 5 min à 4 °C.  
Les différents surnageants ont été stockés à -20 °C. 
 
Tableau 12 : Volume final d'éthanol ajouté pour l’extraction pour chaque organe 

Organes 
Volume final d’éthanol 

95° 

Foie 5 ml 

Intestin 4 ml 

Estomac 4 ml 

Cœur 1 ml 

Poumons 1 ml 

Rate 1 ml 

Corps jaunes 1 ml 

Muscle 4 ml 

Peau 4 ml 

 
L’absence de résidus radioactifs dans le culot a été systématiquement vérifiée en réalisant une deu-
xième extraction. 
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 Mesure du BaP et ses métabolites radiomarqués au 14C 

Le principe de ce comptage de radioactivité en milieu liquide consiste à quantifier le nombre de 
photons émis par les composants fluorescents du liquide à scintillation excités par les radiations 

ionisantes (particule à émission  : composés radiomarqués au 14C). Ce nombre de photons est 
proportionnel au nombre de désintégrations. Il est exprimé en désintégration par minute (dpm) 
 
5 ml d’extraits d’échantillon ont été ajoutés à 10 ml de liquide scintillant universel (Rotiszint® eco 
plus ; Carl Roth, France). Un blanc a été réalisé en remplaçant l’extrait par le solvant d’extraction. 
Une double lecture des échantillons a été réalisée à l’aide du compteur 1414 Wallac counter (Wins-
pectral EG & G® Wallac). La valeur retenue de dpm a été la moyenne des 2 lectures. 
 
Les comptages effectués sur les différents organes et sur la solution de trempage permettent de 
calculer le facteur de bioconcentration du BaP et de ses métabolites en calculant le ratio de la 
quantité de dpm dans l’organe sur la quantité de dpm dans la solution de trempage. 
 

4. Mesure de l’induction des Cytochromes P450 (activité EROD) 

 Expositions des grenouilles 

Les animaux ont été exposés individuellement dans des aquariums contenant 200 ml d’eau du ro-
binet à laquelle ont été ajoutés les polluants à une concentration de 10 µg.l-1 chacun. Pour les té-
moins, à l’eau a été ajouté un volume d’éthanol absolu HPLC grade correspondant au volume de 
solvant apporté avec les polluants soit 0,002 %. Les aquariums ont été maintenus à une température 
de 22 °C. L’exposition a été faite suivant un rythme jour/nuit de 12 h/12 h, exactement comme 
leur acclimatation et leur maintien. Les animaux n’ont pas été nourris pendant la durée de l’expo-
sition afin de mesurer l’impact des polluants via la voie transcutanée. 
Les durées d’exposition ont été faites suivant une cinétique de 6, 12, 24 heures et 48 heures.  

 Préparation des échantillons 

A l’issu de chaque exposition, les animaux ont été sacrifiés par commotion cérébrale afin d’éviter 
l’utilisation d’anesthésiant chimique pouvant impacter les réponses physiologiques de l’animal.  
Le foie a été récupéré immédiatement, les différents lobes ont été identifiés. La vésicule biliaire, les 
reins, les testicules ont également été prélevés. Les différents organes ont été congelés immédiate-
ment dans l’azote liquide et conservés à -80 °C. 

 Extraction des microsomes de foie 

De 0,2 g à 0,4 g de foie ont été rincés dans une solution de chlorure de potassium à +4°C (KCl, 
0,15M) puis broyés dans un tampon d’homogénéisation (sucrose, 250 mM ; HEPES, 10 mM ; 
EDTA, 1 mM ; PMSF; DTT, 1 mM ; pH 7,4) à l’aide d’un homogénéiseur Ultra Turax (IKA 
LaborTechnik) dans la glace. Les microsomes ont été obtenus après différentes centrifugation ré-
alisées sur ultracentrifugeuse Beckman L8-70M-rotor 50.4Ti. Les homogénats ont été centrifugés 
à 12 000 rpm pendant 20 minutes à 4 °C afin d’éliminer les noyaux, les mitochondries, les lyso-
somes et les débris cellulaires. Les surnageants (fractions S9) ont été transférés et ultracentrifugés 
à 25 000 rpm pendant 1 heure à 4 °C. Les culots contenant les microsomes ont été re suspendus 
dans le tampon d’homogénéisation additionné de 20 % de glycérol (v/v) sur glace. 
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 Dosage protéique des microsomes 

Le dosage protéique se fait selon la méthode de Bradford (Bradford, 1976) dont le principe repose 
sur la formation d’un complexe entre le bleu de coomassie (Blue Brillant G250) et les protéines en 
solution particulièrement avec les acides aminés basiques (arginine, histidine et lysine) et les résidus 
hydrophobes des acides aminés présents. Ce complexe entraine un déplacement du pic d’absorp-
tion du bleu de coomassie d’une longueur d’onde de 465 nm (dans le rouge) à 595 nm (dans le 
bleu). Le changement d’absorbance est proportionnel à la quantité de colorant lié, indiquant ainsi 
la quantité de protéine. L’albumine sérique bovine a été choisie pour réaliser la gamme étalon (de 
0 à 1,4 mg.ml-1). Le dosage des différents échantillons, ainsi que les différents points de la gamme 
ont été réalisés en dupliquas dans une plaque de 96 puits (NUNC fond transparent). Chaque puit 
contient 5 µl d’échantillon et 250 µl de réactif de Bradford prêt à l’emploi (Sigma-Aldrich) selon les 
recommandations du fournisseur. Le mélange a été incubé pendant 20 min à température ambiante 
à l’abri de la lumière. La mesure de l’absorption a été faite par un lecteur de plaque VarioskanFlash 
(Thermo Scientific) à la longueur d’onde de 595 nm. 

 Activité EROD (7-EthoxyRésorufine-O-Dééthylase) 

L’activité 7-éthoxyrésorufine-O-dééthylase ou activité EROD permet de mesurer l’induction du 
cytochrome P450 1A. Cette réponse est fortement étudiée pour son potentiel en tant que biomar-
queur de l’environnement notamment vis-à-vis des HAP. De plus l’activité EROD apparait forte-
ment inductible chez de nombreux vertébrés incluant les poissons, les amphibiens, les reptiles et 
les mammifères (Burke et Mayer, 1974; Ertl et Winston, 1998; Reynaud et al, 2002; Reynaud et al, 
2008). 

Le principe consiste à mesurer la vitesse de dééthylation médiée par le CYP1A du substrat 7-
éthoxyrésorufine pour former le produit résorufine excitable à une longueur d’onde de 537 nm, 
pour réémettre à la longueur d’onde de 583 nm (Figure 29). 

 
Figure 29 : Schéma de la conversion de la 7-Ethoxyrésorufine en Résorufine par le cytochrome P450 
CYP1A 

 
A 50 µg de microsomes de foie ont été ajoutés 150 µl de 7-éthoxyrésorufine à 3,5 µM, 10 µl de 
Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH, Sigma Aldrich, France) à 0,25 mM, 7,8 
µl de Glucose 6 Phosphate (G6P, Sigma Aldrich, France) à 100 mM, 0,5 µl de Glucose-6-Phosphate 
DesHydrogénase (G6P-DH, Sigma Aldrich, France) à 1mg.ml-1et la quantité suffisante de tampon 
phosphate (200 mM Na2HPO4, 50 mM KH2PO4, pH 7,4) pour un volume final de 260 µl. La 
réaction a été faite à une température de 30 °C à l’abri de la lumière dans des plaques 96 puits noires 
(NUNC). Le suivi de la cinétique de formation de la résorufine s’est fait pendant 1 heure avec une 
mesure d’émission de fluorescence toutes les minutes à la longueur d’onde de 583 nm à l’aide du 
lecteur Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific). Un blanc a été réalisé pour chaque échantillon 
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en chauffant à 95 °C pendant 10 minutes 50 µg de microsomes. Une gamme étalon a été réalisée 
avec de la résorufine (de 0 à 195 pmol). L’activité EROD a été exprimée en pmol de résorufine 
formée par minute par mg de protéine. 
 

5. Métabolisme du Glucose ou homéostasie du glucose 

Afin de mesurer des perturbations de la régulation du glucose, nous avons réalisé des tests permet-
tant dans un premier temps d’évaluer la capacité de l’organisme à faire diminuer le glucose plasma-
tique après une charge en glucose. Puis nous avons testé la voie de la néoglucogenèse hépatique 
qui permet la génération de glucose à partir de substrats non glucidiques comme le pyruvate. Enfin, 
nous avons voulu évaluer la sensibilité à l’insuline (hormone sécrétée par le pancréas qui régule la 
captation périphérique du glucose). 

 Expositions des grenouilles 

Avant exposition, les animaux ont été mis à jeûner pendant 72 heures. Les grenouilles ont été 
pesées et exposées individuellement dans des aquariums contenant 200 ml d’eau du robinet à la-
quelle ont été ajoutés les polluants à une concentration de 10 µg.l-1chacun pendant une durée de 18 
heures. Pour les témoins, à l’eau a été ajouté un volume d’éthanol absolu HPLC grade correspon-
dant au volume de solvant apporté par les polluants soit 0,002 %. Les aquariums ont été maintenus 
à une température de 22 °C. L’exposition a été faite suivant un rythme jour/nuit de 12 h/12 h, 
exactement comme leur acclimatation et leur maintien.   
 

 Test de Tolérance intra péritonéal au Glucose : ipGTT 

L’ipGTT (intraperitoneal Glucose Tolerance Test ou hyperglycémie provoquée par l’injection intra 
péritonéale) est un test simple qui permet d’évaluer la capacité de l’organisme à normaliser la gly-
cémie après une charge en glucose. 
 
La glycémie initiale (avant injection) a été mesurée au doigt (prise de sang digitale) sur grenouilles 
vigiles par l’utilisation de bandelettes réactives (Accu-Chek®, Roche). Le principe de la mesure 
repose sur une enzyme la quinoprotéine glucose déshydrogénase présente sur la bandelette, qui 
convertit le glucose en glucunolactone. Cette réaction crée un faible courant électrique proportion-
nel au taux de glucose sanguin. Le glucomètre l’interprète pour évaluer la teneur en glucose. Un 
mg de glucose (solution hypertonique de glucose à 20 %, B.Braun) par gramme de masse fraiche 
de grenouille a été injecté en intrapéritonéal. Un suivi de la glycémie a été effectué toutes les 15 
minutes pendant la première heure et ensuite toutes les heures pendant 6 heures. Après chaque 
mesure, les grenouilles ont été maintenues dans leur aquarium contenant de l’eau sans ajout de 
polluant. L’eau est systématiquement changée après chaque mesure. 
Afin de vérifier que le volume d’injection et l’hypertonicité de la solution ne sont pas responsables 
per se de l’hyperglycémie, une solution isotonique de NaCl (chlorure de sodium 0,9 %, B.Braun) a 
été injectée en intrapéritonéal chez les grenouilles.  
Les différentes expositions ont été faites en plusieurs réplicats (expositions différentes (témoin, 
BaP, BbF et mélange) le même jour, et différents jours d’exposition) 
 
Les aires sous la courbes réalisés pour les tests ipGTT ont été calculées avec le logiciel AIRE.BAT 
1992 sous MS-DOS. 
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 Test de tolérance intra péritonéal au Pyruvate : ipPTT 

Le Test de Tolérance intra péritonéal au Pyruvate 
est une variante du test ipGTT, dans lequel 1 mg 
de pyruvate (Sigma-Aldrich, France) par gramme 
de masse fraiche de grenouille a été injecté à la 
place du glucose. 
Le pyruvate étant un substrat du cycle de Krebs, 
permet à la cellule de générer du glucose par la 
voie de la néoglucogenèse (Figure 30). Ainsi ce 
bolus de pyruvate injecté provoque une excursion 
glycémique reflétant la néoglucogenèse hépatique 
 
Figure 30 : Le pyruvate dans la voie de la néoglu-
cogénèse (PEPCK : PhophoEnolPyruvate Car-
boxyKinase) 

 

Le suivi de la glycémie a été faite toutes les 30 minutes pendant les 2 premières heures, puis toutes 
les heures pendant 6 heures à l’aide de bandelettes réactives Accu-Chek® de la même façon que 
dans le test ipGTT. Après chaque mesure, les grenouilles ont été maintenues dans leur aquarium 
contenant de l’eau sans ajout de polluant. L’eau est systématiquement changée après chaque me-
sure. 
 
Les aires sous la courbes réalisés pour les tests ipPTT ont été calculées avec le logiciel AIRE.BAT 
1992 sous MS-DOS. 
 

 Test de Tolérance à l’Insuline : ITT 

Le Test de Tolérance à l’Insuline permet de mettre en évidence un défaut de sensibilité à l’insuline. 
Ce test est facile à mettre en œuvre mais présente des inconvénients avec en particulier un risque 
d’hypoglycémie susceptible d’induire une contre régulation hormonale, responsable elle-même 
d’une diminution de la sensibilité à l’insuline. 
Le test consiste à injecter de l’insuline bovine (Sigma, France) à une concentration de 17 mU (mil-
liUnité Internationale) par masse fraiche de grenouille dans les sacs lymphatiques dorsaux. De la 
même façon que les deux tests précédents, le suivi de la glycémie a été réalisé à l’aide de bandelettes 
réactives Accu-Chek®. 
Deux tests distincts ont été réalisés. Un premier test a été réalisé pour comparer les grenouilles 
sauvages (n = 9) et les grenouilles d’élevage Rivan92 (n = 8) non exposées. Le suivi de la glycémie 
a été réalisé au temps t0 avant injection puis à 90, 180, et 240 minutes après injection. Et un deu-
xième test ITT a été également réalisé en modifiant la cinétique du suivi de glycémie. Ce dernier a 
été réalisé sur 360 minutes, avec des temps de suivi de glycémie toutes les 30 minutes les premières 
90 minutes (afin de mieux estimer le temps nécessaire pour que l’insuline entraine une diminution 
du taux de glucose dans le sang), des contrôles à 180, 240 et 360 minutes après injection d’insuline. 
Ce test a été réalisé sur des effectifs petits (n = 2) et sur grenouilles sauvages non exposées et 
exposées, ainsi que sur grenouilles Rivan92 non exposées. 
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 Extraction et quantification par RT-qPCR des transcrits hépatiques 

 Extraction ARN 
Vingt-cinq mg de foie ont été broyés sur glace dans 1 ml de Trizol (solution monophasique de 
phénol et d’isothianate de guanidine- Ambion life technologies) à l’aide d’un broyeur à tissus (AR-
GOS Technologies). Les broyats ont été homogénéisés en inversant les tubes 5 à 6 fois. Puis ils 
ont été centrifugés à 12 000 rpm pendant 10 minutes à 4 °C (centrifugeuse HITACHI Koki Himac 
CT15RE) afin de précipiter les débris cellulaires. Les surnageants ont été récupérés et laissés 5 
minutes à température ambiante pour permettre la dissociation des complexes nucléoprotéiques. 
200 µl de chloroforme (Carl Roth) ont été ajoutés. Le mélange surnageant/chloroforme a été vi-
goureusement vortexé pendant 30 secondes puis laissé 3 minutes à température ambiante et cen-
trifugé à 12 000 rpm pendant 15 minutes à 4 °C afin d’obtenir un mélange biphasique (1 phase 
incolore aqueuse supérieure contenant les ARN et 1 phase coloré organique contenant le phénol-
chloroforme et à l’interface, l’ADN). La phase aqueuse contenant les ARN a été récupérée et 500µl 
d’isopropanol (Sigma-Aldrich) ont été ajoutés afin de les précipiter. Le mélange a été vigoureuse-
ment agité à la main pendant 15 secondes puis centrifugé à 12 000 rpm pendant 10 minutes à 4°C 
pour culoter la totalité des ARN. Le culot a été lavé avec 1 ml d’éthanol (VWR) à 75 % pendant 5 
minutes puis il a été centrifugé à 7 500 rpm pendant 5 minutes à 4 °C. Cette opération de lavage a 
été renouvelée 2 fois. Le culot exempt d’éthanol a été resuspendu dans 50 µl d’eau distillée ultra-
pureTM traitée contre les RNases (ThermoFischer Scientific, France) 
. 

 Qualification et quantification des ARN 
Les dosages des ARN extraits ont été réalisés sur un spectrophotomètre type Nano Drop 1000 
(Thermo-Fisher) à une longueur d’onde de 260 nm (absorption des acides nucléiques). Ils ont été 
mesurés à l’aide de 2 µl d’ARN pur. La concentration est donnée par l’équation de la loi de Beer 

Lambert (c=A*)/ où c est la concentration en acide nucléique en ng.µl-1, A l’absorbance (gran-

deur sans unité),  est le coefficient d’extinction molaire modifié dépendant de la longueur d’onde 

exprimé en ng-cm.ml-1 : sa valeur pour l’ARN est de 40 ng-cm.µl-1 et  est la longueur du trajet en 
cm). La pureté de l’ARN a été vérifiée par le ratio de l’absorbance à 260 nm sur l’absorbance à 280 
nm (longueur d’onde d’absorption des protéines, du phénol…) qui doit être très proche de 2, ainsi 
que la symétrie du pic à la longueur d’onde de 260 nm. 
 

 Synthèse de l’ADN complémentaire 

 Digestion ADN génomique 
Avant de synthétiser l’ADN complémentaire, les extraits d’ARN ont été digérés par une Déoxyri-
bonucléase afin d’éliminer toute contamination par de l’ADN génomique. 
 
A 2 µg d’ARN, ont été ajoutés 1 µl de tampon 10X (200 mM Tris-HCL pH 8,4 ; 20 mM MgCl2 ; 
500 mM KCl), 1 µl de désoxyribonucléase DNase I à 1 U.µl-1(InvitrogenTM–ThermoFisher Scienti-
fic) et un volume d’eau distillée ultrapureTM exempte de DNase/RNase (InvitrogenTM–ThermoFis-
her Scientific) pour un volume réactionnel final de 10 µl. Après une incubation de 15 minutes à 
température ambiante, la DNase I a été inactivée par l’ajout de 1 µl d’EDTA (Ethylène Diamine 
TétraAcétique) à 25 mM et par l’incubation à 65 °C pendant 10 minutes (Thermocycleur Eppen-
dorf MasterCylcer®). 

 Rétrotranscription de l’ARN 
Le système de synthèse monocaténaire SuperScript® III First-Strand Synthesis System (Invitro-
genTM–ThermoFisher Scientific) pour la rétrotranscription est optimisé pour synthétiser l’ADNc 
monocaténaire à partir d’ARN total. 
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Aux 10 µl de la solution d’ARN dépourvus d’ADN génomique précédente, ont été ajoutés 1 µl 
d’amorce poly-thymine oligo dT(20), qui s’hybride spécifiquement aux queues poly-adénine des 
ARN messager et 1 µl de mélange désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP : dATP, dTTP, 
dCTP, dGTP, à 10 mM chacun, Invitrogen™–ThermoFisher Scientific). Une étape de dénatura-
tion de l’ARN a été effectuée par une incubation à 65 °C pendant 5 minutes puis les ARN ont été 
maintenus sur la glace pendant 1 minute. La rétrotranscription a été réalisée à 50 °C pendant 1 
heure après ajout de 2 µl de tampon RT 10X (200mMTris-HCl pH 8,4, 500mM KCl), 4 µl de 
chlorure de magnésium (MgCl2 25 mM), 2 µl de dithiothréitol (DTT 0,1 M), 1 µl de RNaseOUT à 
40 U.µl-1 et 1 µl d’enzyme SuperScript III (200 U.µl-1). La réaction a été inactivée en chauffant à 70 
°C pendant 15 minutes. 
 

 Digestion des ARN 
Dans chaque échantillon, est ajouté 1 µl de Rnase H (2 U.µl-1) et la digestion s’effectue à 37 °C 
pendant 20 minutes. 

 PCR quantitative ou en temps réel (qPCR) sur les cDNA 
L’objectif est de mettre en évidence des différences potentielles de transcription de gènes entre des 
animaux exposés ou non aux xénobiotiques.  
La PCR quantitative est une application de la PCR classique. Elle permet la quantification du 
nombre de copies d’ADN cible dans l’échantillon par détection et mesure d’un signal fluorescent 
dont l’intensité d’émission est proportionnelle à la quantité d’amplicons produits pendant la réac-
tion. Le fluophore utilisé est le SYBR® Green (Longueur d’onde d’excitation λex=497 nm / lon-
gueur d’onde d’émission λem=520 nm). Le matériel utilisé est un thermocycleur couplé à un spec-
trofluorimètre du type iCylcer iQ™5 (Biorad™, USA). 
L’analyse des données est réalisée selon la méthode de double normalisation ΔΔCt, présentée dans 
l’équation (1), qui tient compte de l’efficacité E de la qPCR (Pfaffl, 2001). Le Ct, pour Cycle 

threshold (calculé à l’aide du logiciel iQ5, BioRad), correspond au cycle PCR où la fluorescence 
augmente significativement par rapport au bruit de fond. La double normalisation permet de quan-
tifier l’expression du gène chez les individus exposés par rapport aux individus témoins (ΔCt étant 
la différence de Ct entre témoins et exposés) tout en normalisant l’expression des gènes d’intérêts 
par un gène dit « de ménage ».  
 
Equation (1) : 
∆∆𝐶𝑡 = (𝐸∆𝐶𝑡)𝑔è𝑛𝑒 𝑐𝑖𝑏𝑙𝑒 (𝐸∆𝐶𝑡⁄ )𝑔è𝑛𝑒 𝑑𝑒 𝑚é𝑛𝑎𝑔𝑒 
 

 Gène de ménage 
Le gène de ménage est un gène qui possède une expression ubiquitaire, stable entre les différents 
tissus, entre les individus et quelles que soient les conditions expérimentales. 
Le gène choisi est un gène codant pour une Protéine Ribosomale L8 (RPL8) qui code pour une 
protéine cytoplasmique de la sous-unité (Large) 60S du ribosome. 
 

Amorces RPL8 Tm : 56°C 

RPL8-Sens (22 bases) : 5’-GCCACCGTTATCTCCCACAATC -3’ 

RPL8-Anti-sens (20 bases) : 5’-GACCACCACCAGCAACAACC -3’ 

 
Le couple d’amorces a été déterminé sur la séquence du gène de xénope (Xenopus tropicalis : 
ENSXETG00000015483). Nous avons vérifié l’obtention d’une amplification et l’homogénéité des 
produits amplifiés sur nos cDNA de « grenouilles vertes » en réalisant une PCR classique selon les 
conditions suivantes : 
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Etapes Températures Temps 

Dénaturation initiale 95 °C 10 minutes 

40 cycles PCR 

Dénaturation 95 °C 30 secondes 

Hybridation 56 °C 30 secondes 

Élongation 72 °C 30 secondes 

Elongation finale 72 °C 7 minutes 

 
Les réactions PCR ont été réalisées dans un volume final de 50 µl en présence de 1 µl d’ADNc, 2U 

d’ADN polymérase AmpliTaq Gold (applied biosystems-life technologies), du tampon spécifique 
de l’enzyme (Tampon10X Buffer II contenant 100 mM Tris-HCl, pH 8,3 et 500 mM KCl), de 2,5 
mM de chlorure de magnésium MgCl2, de 0,2 µg.µl-1 d’albumine sérique bovine BSA (Roche Dia-
gnostic), de 0,2 mM de dNTP et de 0,25 µM d’amorces (RLP8-S et RPL8-AS : Eurogentec). Les 
réactions d’amplification ont été faites à l’aide d’un thermocycleur Applied 2720 (Thermo Fisher 
Scientific). 
 

5 µl de produits PCR ont été déposés sur un gel 1,5 % d’agarose /TBE 
(Tris-Borate 0,89 M, 20 mM EDTA, pH 8,3) contenant 5 µl de Gel-
RedTM (Biotium-VWR). La migration a été faite à 120 V pendant 20 
minutes. La visualisation a été faite à l’aide d’un transilluminateur UV 
302/312 nm. Un marqueur de taille (50-750 pb) a été également dé-
posé (Marqueur de poids moléculaires XIII-Roche Diagnostics). T re-
présente le témoin négatif de PCR où l’échantillon a été remplacé par 
de l’eau exempte de DNAse. 
 

 

 Design d’amorces PEPCK pour la PCR quantitative 
Le génome des « grenouilles vertes » n’est pas séquencé, par conséquent il a fallu mettre en place 
une stratégie afin de déterminer des amorces spécifiques capables d’amplifier le gène cible. 

 Détermination des amorces du gène PEPCK 
L’objectif est de déterminer un couple d’amorces capable d’amplifier spécifiquement le gène 
PEPCK chez un grand nombre d’espèces afin de garantir un recouvrement avec le gène PEPCK 
des grenouilles vertes. 
Dans un premier temps, nous avons cherché les séquences connues du gène de la PEPCK chez 
d’autres organismes dans la base de données NCBI (National Center for Biotechnology Informa-
tion : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Nous avons choisi les séquences de 4 espèces modèles : 2 
espèces de xénopes (NM_001079568.1| Xenopus (Silurana) tropicalis phosphoenolpyruvate carboxy-
kinase 1 (soluble) (pck1), mRNA et NM_001086477.1| Xenopus laevis phosphoenolpyruvate car-
boxykinase 1 (soluble) (pck1), mRNA), une espèce de poisson (NM_214751.1| Danio rerio phos-
phoenolpyruvate carboxykinase 1 (soluble) (pck1), mRNA) et 1 espèce de mammifère 
(NM_011044.2| Mus musculus phosphoenolpyruvate carboxykinase 1, cytosolic (Pck1), mRNA . 
Nous avons aligné ces 4 séquences à l’aide du logiciel d’alignement de séquence multiple MUSCLE 
3.8 (MUltiple Sequence Comparison by Log- Expectation : 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) (Edgar, 2004). Ceci nous a permis de sélectionner un 
couple d’amorces permettant d’obtenir un amplicon de 1060 paires de bases. Ces amorces se situent 
dans des régions conservées du gène au sein des 4 espèces testées (Figure 31). 
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Figure 31 : Alignement du gène PEPCK CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE 
(3.8) 

 

Amorces PEPCK1 Tm : 56 °C 

PEPCK1-Sens (18 bases) : 5’-TATGTGGTGGCCAGCATG-3’ 

PEPCK1-Anti-sens (20 bases) : 5’-GAACCAGTTGACRTGGAAGA-3’ 

A noter que l’amorce anti-sens est dégénérée : R correspond aux bases Adénine (A) ou Guanine (G). 

 

 PCR PEPCK1 sur grenouilles vertes 
Les réactions PCR ont été réalisées dans un volume final de 50 µl en présence de 1µl d’ADNc, 2U 

d’ADN polymérase AmpliTaq Gold (applied biosystems-life technologies), du tampon spécifique 
de l’enzyme (Tampon10X Buffer II contenant 100 mM Tris-HCl ; pH 8,3 et 500 mM KCl), de 2,5 
mM chlorure de magnésium MgCl2, de 0,2 µg.µl-1 d’albumine sérique bovine BSA (Roche Diagnos-
tic), de 0,2 mM de dNTP et de 0,25 µM d’amorces (PEPCK1-S et PEPCK1-AS : Eurogentec). 
Les réactions d’amplification ont été faites à l’aide d’un thermocycleur Applied 2720 (Thermo fisher 
Scientific) selon les conditions suivantes : 
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Etapes Températures Temps 

Dénaturation initiale 95 °C 10 minutes 

40 cycles PCR 

Dénaturation 95 °C 30 secondes 

Hybridation 56 °C 30 secondes 

Élongation 72 °C 100 secondes 

Elongation finale 72 °C 7 minutes 

 
Cette étape d’amplification a été réalisée sur une dizaine d’individus de grenouilles vertes provenant 
d’arrivages différents. 
5 µl de produits PCR ont été déposés sur un gel 1,5 % d’agarose /TBE (Tris-Borate 0,89 M ; 20 
mM EDTA ; pH 8,3) contenant 5 µl de GelRedTM (Biotium-VWR). La migration a été faite à 120V 
pendant 20 minutes. La visualisation a été faite à l’aide d’un transilluminateur UV 302/312 nm. Un 
marqueur de taille (400-1500 pb) a été également déposé (Marqueur de poids moléculaires XIV-
Roche Diagnostics). 

 
 
A l’issu de la vérification, nous avons sélectionné 6 individus 
montrant une amplification correcte du gène de PEPCK. 
Ces 6 amplicons ont été envoyés à séquencer.  
 

 Séquençage amplicons PEPCK1 
Le séquençage a été réalisé par la société Beckman Coulter Genomics selon la technique de séquen-
çage Sanger (Sanger, Nicklen, & Coulson, 1977).  
Les produits d’amplification de PCR ont été alors envoyés selon les recommandations de prépara-
tions des échantillons indiquées sur le portail web cogenics online (https://www.cogenicson-
line.com/COL/uwa.maya.engine.MayaEngine?siteid=col&mapid=home).  
Le principe de séquençage Sanger repose sur la duplication d’un brin matrice d’ADN grâce à la 
présence d’une amorce, d’un ADN polymérase, de désoxynucléotide (dNTP) et en plus faible pro-
portion de didésoxynucléotides (ddNTP) qui sont couplés à des fluorophores spécifiques permet-
tant l’arrêt de la duplication. Les différents fragments ainsi dupliqués migrent sur un gel et des 
détecteurs permettent de déterminer le dernier nucléotide fixé et donc l’ordre d’assemblage (Figure 
32). 
 
 

 
Figure 32 : Exemple de profil de séquence envoyée par cogenics issu du séquençage de Sanger 

                                                                                                                              
Les produits PCR ont été séquencés dans un seul sens (PEPCK1-S). 
 

 Alignement des séquences PEPCK1 
Nous avons récupéré 5 séquences exploitables sur 6 envoyées. Le programme en ligne PriFi 
(Fredslund et al, 2005) (http://cgi-www.cs.au.dk/cgi-chili/PriFi/main) nous a permis de réaliser 
un alignement de plusieurs séquences (format fasta) via Clustal (programme d’alignement de sé-
quences multiples), puis a déterminé des paires d’amorces. 
Un couple d’amorces dégénérées de 19 et 20 bases donnant un amplicon de 141 paires de bases 
spécifiques de ces 5 séquences (Figure 33) a été ainsi déterminé. 

https://www.cogenicsonline.com/COL/uwa.maya.engine.MayaEngine?siteid=col&mapid=home
https://www.cogenicsonline.com/COL/uwa.maya.engine.MayaEngine?siteid=col&mapid=home
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Figure 33 : PriFi : alignement multiple de séquences et "design" couples d'amorces PEPCK 

 
 

Amorces PEPCK-rana Tm : 60°C 

PEPCK-rana-Sens (19 bases) : 5’-TGTGGGACAGCCTYTTCCT-3’ 

PEPCK-rana-Anti-sens (20 bases) : 5’-CCCAACAGAGRGTTTCCTGC-3’ 

Y correspond aux bases Cytosine (C) ou Thymine (T) et R correspond aux bases Adénine (A) ou Guanine 
(G). 

 

 PCR PEPCK-rana sur grenouilles vertes 
Les réactions PCR ont été réalisées dans un volume final de 50 µl en présence de 1 µl d’ADNc, 2U 

d’ADN polymérase AmpliTaq Gold (applied biosystems-life technologies), du tampon spécifique 
de l’enzyme (Tampon10X Buffer II contenant 100 mM Tris-HCl, pH 8,3 et 500 mM KCl), de 2,5 
mM chlorure de magnésium MgCl2, de 0,2 µg.µl-1 d’albumine sérique bovine BSA (Roche Diagnos-
tic) ; de 0,2 mM de dNTP et de 0,25 µM d’amorces (PEPCK-rana-S et PEPCK-rana-AS : Euro-
gentec). Les réactions d’amplification se fond à l’aide d’un thermocycleur Applied 2720 (Thermo 
fisher Scientific) selon les conditions suivantes : 
 

Etapes Températures Temps 

Dénaturation initiale 95 °C 10 minutes 

35 cycles PCR 

Dénaturation 95 °C 30 secondes 

Hybridation 60 °C 30 secondes 

Élongation 72 °C 60 secondes 

Elongation finale 72 °C 7 minutes 

 
Cette étape d’amplification a été réalisée sur 14 grenouilles vertes provenant d’arrivages différents. 
5 µl de produits PCR ont été déposés sur un gel 1,5 % d’agarose /TBE (Tris-Borate 0,89 M ; 20 
mM EDTA ; pH 8,3) contenant 5 µl de GelRedTM (Biotium-VWR). La migration a été faite à 120V 
pendant 20 minutes. La visualisation a été faite à l’aide d’un transilluminateur UV 302/312 nm. Un 
marqueur de taille (50-750 pb) est également déposé (Marqueur de poids moléculaires XIII-Roche 
Diagnostics). 
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A l’issu de la vérification, nous avons sélec-
tionné 12 individus montrant une amplification 
correcte du gène de PEPCK. 
Ces 12 amplicons ont été envoyés à séquencer. 
 
 

 Alignements des séquences PEPCK-rana 
De la même façon que précédemment, les 12 produits PCR PEPCK-rana ont été envoyés à sé-
quencer par la méthode Sanger chez Beckman Coulter Genomics (https://www.cogenicson-

line.com/COL/uwa.maya.engine.MayaEngine?siteid=col&mapid=home) selon leurs recommandations. 
 
Les produits PCR ont été séquencés dans les 2 sens (PEPCK-rana-S, PEPCK-rana-AS). Au final 
10 séquences ont été exploitables pour reconstruire les fragments de 141 bases. Les 10 séquences 
ont été reconstruites à l’aide du logiciel BioEdit (Biological sequence alignment editor : Tom Hall, 
CA), puis une séquence consensus des 10 séquences a été déterminée à l’aide de ce même logiciel : 
 

 
 
Ensuite nous avons déterminé un couple d’amorces spécifique de cette séquence consensus à l’aide 
du logiciel Beacon DesignerTM permettant le « design » d’amorces spécifiques pour leur utilisation 
en PCR quantitative utilisant la technologie du SYBR® Green. 
 

 
Figure 34 : Alignement PEPCK et couple amorce PEPCK pour la PCR quantitative 

 

Amorces PEPCK-rana pour PCR quantitative Tm : 58 °C 

qPCR PEPCK-rana-Sens (18 bases) : 5’-GCCACTTCCTCTGAAAGC-3’ 

qPCR PEPCK-rana-Anti-Sens (19 bases) : 5’-TCCTCCATATCCACTACCG-3’ 

L’amplicon formé avec ce couple d’amorces contient 65pb.  
 

 PPARGC1a ou PGC-1α 
Nous avons utilisé les amorces décrites par (Regnault et al, 2016). Le « design » de ces amorces a 
été fait sur les différents transcrits des deux espèces de xénopes (Xenopus laevis et Xenopus tropicalis). 
La spécificité des amorces a été contrôlée par la courbe de fusion et la courbe des pics de fusion 
qui donne un seul pic au Tm des amplicons. 

https://www.cogenicsonline.com/COL/uwa.maya.engine.MayaEngine?siteid=col&mapid=home
https://www.cogenicsonline.com/COL/uwa.maya.engine.MayaEngine?siteid=col&mapid=home
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Amorces PPARGC1a ou PGC-1α pour PCR quantitative Tm : 5 °C 

qPCR PGC-1α sens (20 bases) : 5’- GCACGATCACGGTCAAGGTC -3’ 

qPCR PGC-1α Anti-Sens (20 bases) : 5’- CGGTACTCCTCCCTCTTCAGC -3’ 

L’amplicon formé avec ce couple d’amorces contient 94 pb.  
 

 Conditions techniques de la qPCR 
 
Afin de réaliser la qPCR, les échantillons d’ADNc ont été dilués au 10-2 dans de l’eau ultrapure libre 
de DNases et de RNases (ThermoFisher Scientific). La réaction a été réalisée en double pour 
chaque échantillon. Le volume réactionnel de 25 μl se décompose en 5 μl de chaque échantillon 
d’ADNc dilué, 12,5 μl de qPCR Master Mix contenant les dNTP, une enzyme thermophile de 
réplication de l’ADN (la Taq polymerase) et le SYBR® Green (kit iQ™ SYBR® Green Supermix, 
BIORAD, France), 0,75 μl de chaque amorce spécifique du gène à étudier (0,3 μM) et 6 μl d’eau 
ultra pure libre de toutes DNases et RNases. Pour chaque gène étudié, une gamme étalon d’un 
mélange homogène d’ADNc de chaque échantillon dilué au 10-1, 10-2, 10-3 ,10-4 et 10-5 a été réalisée 
pour déterminer l’efficacité de la qPCR.  
 

6. Génotypage 

 Extraction ADN (Kit QIAGEN: DNeasy Blood & Tissue) 

Le principe est d’isoler et de purifier de l’ADN contenu dans un lysat cellulaire à l’aide d’une mem-
brane à base de silice incorporée dans une colonne centrifugeable. 
 
Vingt coupes de foie de 20 µm d’épaisseur ont été prélevées et mises dans un microtube de 2 ml. 
Un volume de 180 µl de tampon ATL (tampon de lyse cellulaire) a été ajouté, puis 20 µl de protéi-
nase K (EC 3.4.21.64 : enzyme appartenant à la famille des protéases à sérine à 600 mAU/ml) afin 
de digérer les protéines. Les tubes ont été vortexés (10 s) et incubés à 56 °C pendant une nuit sous 
agitation permettant ainsi une lyse optimale des cellules. Le lendemain les tubes ont été vortexés 
(15 s) et un volume de 200 µl de tampon AL a été ajouté aux lysats. Les tubes ont été vortexés (10 
s) et 200 µl d’éthanol absolu ont été ajoutés (afin de précipiter l’ADN). Les tubes ont été à nouveau 
vortexés (10 s). Les homogénats ont été récupérés, placés dans des mini-colonnes DNeasy (colonne 
à base de silice) puis centrifugés à 8 000 rpm pendant 1 min à température ambiante. L’ADN retenu 
sur les mini-colonnes DNeasy a été lavé avec tout d’abord 500 µl de tampon AW1 (centrifugation 
à 8 000 rpm pendant 1 min à température ambiante), puis avec 500 µl de tampon AW2 (centrifu-
gation à 14 000 rpm pendant 3 min) afin d’éliminer les sels et sécher les colonnes. Les DNeasy 
mini-colonnes ont été placées dans des microtubes de 1,5 ml et 2 x 100 µl de tampon AE (10 mM 
Tris·HCl ; 0,5 mM EDTA ; pH 9,0) ont été directement ajoutés sur la colonne pour l’élution finale. 
Les mini-colonnes ont été centrifugées à 8 000 rpm pendant 1min à température ambiante. Les 
ADN ont été conservés à -20 °C. 

 Qualification et quantification de l’ADN 

Les dosages des ADN extraits ont été réalisés sur un spectrophotomètre type Nano Drop 1000 
(Thermo-Fisher) à une longueur d’onde de 260 nm (absorption des acides nucléiques). Ils ont été 
mesurés à l’aide de 2 µl d’ADN pur. La concentration est donnée par l’équation de la loi de Beer 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Nomenclature_EC


 
 

  64 
 

Lambert (c=A*)/ où c est la concentration en acide nucléique en ng.µl-1, A l’absorbance (gran-

deur sans unité),  est le coefficient d’extinction molaire modifié dépendant de la longueur d’onde 

exprimé en ng-cm.ml-1 : sa valeur pour de l’ADN double brin est de 50 ng-cm.µl-1 et  est la lon-
gueur du trajet en cm). La pureté de l’ADN a été vérifiée par le ratio de l’absorbance à 260 nm sur 
l’absorbance à 280 nm (longueur d’onde d’absorption des protéines) qui doit être compris entre 
1,7 et 1,9, ainsi que la symétrie du pic à la longueur d’onde de 260 nm. 

 Détermination des espèces de Grenouilles vertes du complexe esculentus 

 Amplification de l’intron-1 du gène de l’albumine sérique par PCR 
Le principe est d’amplifier une portion de l’intron 1 du gène de l’albumine sérique à l’aide d’amorces 
spécifiques développées par (Hauswaldt et al, 2012) montrant du polymorphisme de taille au niveau 
du rétrotransposon ranaCR1(Figure 35) chez les grenouilles du complexe esculentus. 
 

 
Figure 35 : Image d’un gel d’après (Hauswaldt et al, 2012) montrant les produits PCR de différents 
individus composant le complexe esculentus : 

LL : P. lessonae (bande < 350 pb, RR : P. ridibundus (bande > 650pb), RL, LLR et RRL : P. kl. escu-
lentus (les hybrides : 1 bande < 350 pb, 1 bande > 650 pb et une bande faible autour de 600 pb) 
 
Les conditions expérimentales de cette réaction de polymérisation en chaine ont été décrites par 
(Hauswaldt et al, 2012). Les réactions PCR ont été réalisées dans un volume final de 50 µl en pré-

sence de  2 µl (60 ng) d’ADN, 2 U d’ADN  polymérase AmpliTaq Gold (applied biosystems-life 
technologies), du tampon spécifique de l’enzyme (Tampon10X Buffer II contenant 100 mM Tris-
HCl ; pH 8,3 et 500 mM KCl), de 2,5 mM chlorure de magnésium MgCl2), de 0,2 µg.µl-1 d’albumine 
sérique bovine BSA (Roche Diagnostic), de 0,2 mM de dNTP et de 0,25 µM d’amorces (Pel-SA-
F1 : 5’- TCCATACAAATGTGCTAAGTAGGTT-3’ et Pel-SA-R2 : 5’- GACGGTAAGGGGA-
CATAATTCA-3’). Les réactions d’amplification ont été faites à l’aide d’un thermocycleur Applied 
2720 (Thermo fisher Scientific) selon les conditions suivantes : 
 

Etapes Températures Temps 

Dénaturation initiale 95 °C 10 minutes 

35 cycles PCR 

Dénaturation 95 °C 30 secondes 

Hybridation 59 °C 40 secondes 

Élongation 72 °C 100 secondes 

Elongation finale 72 °C 7 minutes 

 
6 µl de produits PCR ont été déposés sur un gel 1.5 % d’agarose /TBE (Tris-Borate 0,89 M, 20 
mM EDTA, pH 8,3) contenant 5 µl de GelRedTM (Biotium-VWR). La migration a été faite à 150 
V pendant 20 minutes. La visualisation a été faite à l’aide d’un transilluminateur UV 302/312 nm. 
Un marqueur de taille (400-1500 pb) a été également déposé (Marqueur de poids moléculaires XIV-
Roche Diagnostics). 
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 Séquençage des produits PCR 
Le séquençage a été réalisé par la société Beckman Coulter Genomics selon la technique de séquen-
çage Sanger (Sanger et al, 1977).  
Les produits d’amplification de PCR ont alors été envoyés selon les recommandations de prépara-
tion des échantillons indiquées sur le portail web cogenics online (https://www.cogenicson-
line.com/COL/uwa.maya.engine.MayaEngine?siteid=col&mapid=home).                                                                                                                                                                                
Les produits PCR ont été séquencés dans les 2 sens afin de reconstruire cette portion de gène d’une 
longueur comprise entre 300 et 900 pb. 
 

 Reconstruction de l’intron 1 du gène de l’albumine sérique SAI-1 
Les séquences ont été reconstruites à l’aide du logiciel BioEdit (Biological sequence alignment Edi-
tor : Tom Hall, CA). Une séquence consensus a été déterminée pour chaque individu. 
 

 Construction de l’arbre phylogénétique 
Cette construction nous a permis d’affilier nos différents individus par taxons et d’intégrer les sé-
quences connues des différentes grenouilles vertes du paléarctiques susceptibles d’être recueillies 
sur les sites de pêche appartenant à la lignée bedriagae/ridibundus. En effet, nous avons récupéré les 
séquences du SAI-1 des différentes grenouilles vertes du paléarctique dans la base de données 
NCBI ((National Center for Biotechnology Information : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) afin de 
comparer nos séquences aux séquences types. Les espèces servant de modèle sont P. (Rana) cf 
bedriagae de Turquie, P. (Rana) cf bedriagae de Grèce, P. (Rana) ridibundus du Kazakhstan, P. (Rana) 
epeiroticus de grèce, P. (Rana) bedriagae de Syrie, P. (Rana) ridibundus (Pologne et Allemagne), P (Rana). 
kl. esculentus et P. (Rana) kurtmuelleri de Grèce soit 11 espèces permettant de faire des regroupements 
taxonomiques au sein de la population de grenouilles vertes sauvages que nous avons reçues. 
Nous avons réalisé cette analyse phylogénétique sur le site Phylogeny.fr (http://www.phylo-
geny.fr/) (Derreper et al, 2008) (Derreper et al, 2010) qui permet de faire un alignement multiple de 
séquences homologues avec MUSCLE (Edgar, 2004). Cependant dans les alignements tous les 
résidus ne sont pas alignés de manière non ambiguë. C’est pourquoi il est nécessaire d’éliminer ces 
régions à l’aide de Gblocks (Castresana, 2000) et de réaliser un arbre phylogénétique basé sur la 
méthode statistique du maximum de vraisemblance par PhyML (Guindon et Gascuel, 2003) 
(Anisimova et Gascuel, 2006) (Chevenet et al, 2006) puis d’utiliser un éditeur graphique TreeDyn. 
Ensuite l’arbre est enregistré sous le format Newick afin de pouvoir le visualiser sur l’application 
NjPlot. 

 Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées sous R-stat version 3.3.2. Nos variables analysées sont des 
variables continues non appariées. Dans un premier temps, nous avons réalisé un test de normalité 
par un test de shapiro-wilk afin de vérifier la normalité de la distribution des différentes variables.  
Dans ce test l’hypothèse nulle est : la distribution de la variable suit une loi normale. Si la valeur de 
p est inférieure à 0,05, alors l’hypothèse nulle est rejetée, la distribution de la variable ne suit pas 
une loi normale. 
Dans le cas où nos échantillons ne sont pas distribués selon la loi normale ou si nos échantillons 
comportent un petit effectif, pour les comparer, nous avons réalisé un test non paramétrique qui 
nous permet de comparer plusieurs échantillons non appariés par un test H de Kruskal-Wallis. Si 
p < 0.05 (i.e. au moins une des k médianes comparées est différentes des k-1 autres,), les échantil-
lons proviennent de populations différentes. Afin de déterminer quel échantillon est différent des 
autres nous avons réalisé des tests de 2 à 2 (test de wilcoxon : Test W). La distribution des 2 
échantillons est significativement différente si la valeur de p est inférieure à 0,05.  
Nous noterons une * pour une valeur de p inférieure ou égale à 0,05, ** pour une valeur de p 
inférieure ou égale à 0,01 et *** pour une valeur de p inférieure ou égale à 0,001. 

https://www.cogenicsonline.com/COL/uwa.maya.engine.MayaEngine?siteid=col&mapid=home
https://www.cogenicsonline.com/COL/uwa.maya.engine.MayaEngine?siteid=col&mapid=home
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III. Résultats 

1. Absorption du BaP 

Vérification de l’absorption, métabolisation et bioconcentration du BaP chez les gre-
nouilles vertes mâles suivant une cinétique d’exposition 3, 6, 12, 24 et 48 heures 

 Cinétique d’absorption du BaP seul ou en mélange 

 Vérification de l’absorption du BaP 
L’objectif est de vérifier la pénétration du BaP en mesurant sa disparition dans le milieu de trem-
page pour les deux conditions d’exposition et d’observer l’impact du BbF sur cette disparition. 

 
 
Figure 36 : Cinétique d’absorption du BaP chez les grenouilles exposées au BaP et les grenouilles 
exposées au BaPBbF. Les données sont des données moyennes (n = 3) ± SE. 
 
L’absorption de 50 % du BaP présent dans la solution de trempage des grenouilles exposées au 
BaP seul s’est faite en 18,5 heures alors que pour les grenouilles exposées au mélange, elle s’est faite 
en 30,5 heures, ce qui correspond à un décalage de 12 heures. Il apparait que l’absorption du BaP 
a tendance à être plus lente sur les premières 48 heures pour les grenouilles exposées au mélange. 
Les vitesses d’absorption du BaP chez les grenouilles exposées au BaP et celles exposées au mélange 
entre 0 et 6 heures sont semblables et rapides (0,30 µg.l-1.h-1 pour les grenouilles exposées au BaP 
seul et 0.38 µg.l-1.h-1 pour les grenouilles exposées au mélange), par contre entre 6 et 12 heures, 
nous observons une vitesse d’absorption du BaP 8,5 fois plus importante pour les grenouilles ex-
posées au BaP seul (0,20 µg.l-1.h-1) que pour les grenouilles exposées au mélange  (0,024 µg.l-1.h-1). 
Cette vitesse est restée plus élevée de 2 fois entre 12 et 24 heures pour les grenouilles exposées au 
BaP seul (0,306 µg.l-1.h-1) comparativement aux  grenouilles exposées au mélange (0,112 µg.l-1.h-1). 
Par contre entre 24 et 48 heures la tendance s’est inversée et la vitesse d’absorption du BaP a été 
plus grande (x4) pour les grenouilles exposées au mélange (0,192 µg.l-1.h-1) comparativement aux 
grenouilles exposées au BaP seul (0,047 µg.l-1.h-1).  A 48 h d’exposition le milieu de trempage a eu 
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une concentration en BaP respectivement de 2,2 µg.l-1 et de 1,6 µg.l-1 pour les grenouilles exposées 
au BaP seul et celles exposées au mélange, pour arriver au bout de 96 heures à 1,2 µg.l-1 pour les 
grenouilles exposées au BaP seul et de 1,5 µg.l-1 pour les grenouilles exposées au mélange. In fine, il 
apparait que la différence d’absorption du BaP pour les deux conditions d’expositions se situe dans 
l’intervalle 12-48 heures (Figure 36). 
 

 Vérification de la métabolisation 
L’objectif est de vérifier la métabolisation du BaP par le rejet de métabolites polaires dans le milieu 
de trempage et l’impact du BbF sur cette métabolisation. 
 

 
Figure 37 : Cinétique d’apparition des métabolites polaires dans l’eau de trempage des grenouilles 
exposées au BaP et les grenouilles exposées au mélange. Les données sont les données moyennes 
(n = 3) ± SE. 
 
L’augmentation du pourcentage de métabolites polaires du BaP dans l’eau de trempage a témoigné 
d’une métabolisation du BaP chez les grenouilles vertes exposées aux différents traitements. Par 
contre il apparait que ces cinétiques ont tendance à être différentes suivant les conditions d’expo-
sition (Figure 37). Le taux d’apparition des métabolites polaires dans le milieu de trempage a été 
deux fois plus rapide pour les grenouilles exposées au BaP seul que pour les grenouilles exposées 
au mélange entre 3 et 12 heures d’exposition. Entre 12 et 24 heures, le pourcentage de métabolites 
polaires dans le milieu de trempage a augmenté faiblement pour les deux conditions, puis cette 
augmentation est restée très faible pour les grenouilles exposées au BaP seul. Pour les grenouilles 
exposées au mélange le taux d’élimination des métabolites polaires est trois fois plus important 
entre 12 et 24 heures et dix-sept fois plus important entre 24 et 48 heures que celui observé pour 
les grenouilles exposées au BaP seul. Puis entre 48 et 96 heures, le taux d’élimination des polaires 
a été environ deux fois supérieur pour les grenouilles exposées au BaP que pour les grenouilles 
exposées au mélange. Au bout de 96 heures, la quantité de métabolites polaires excrétés n’a pas été 
significativement différente entre les grenouilles exposées au BaP seul (43,5 ± 9,6 %) et les gre-
nouilles exposées au mélange (37,9 ± 5,3 %). 
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 Facteurs de bioconcentration 

Le suivi des facteurs de bioconcentration en fonction d’une cinétique d’exposition permet de suivre 
la distribution du BaP et/ou ses métabolites dans l’organisme et de mettre en évidence la biocon-
centration des composés (métabolites et/ou molécules mères) 

 Dans le sérum 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 38 : Facteurs de bioconcentration moyens ± SE du sérum chez les grenouilles exposées au 
BaP seul et celles exposées au mélange. Le nombre de répliquats biologiques est n = 6 sauf pour 
le temps 96 h où n = 3. 
 
Les mesures des BCF dans le sérum pour les deux conditions d’expositions n’ont pas montré de 
différences significatives entre elles. Par contre, le test de Kruskal Wallis a montré un effet temps 
sur les mesures de BCF pour les grenouilles exposées au BaP seul (p = 0,02), ainsi que pour les 
BCF des grenouilles exposées au mélange (p = 0,018) (Figure 38). Pour les grenouilles exposées au 
BaP seul, les valeurs moyennes de BCF augmentaient rapidement dès les premières 12 h (BCF : 
0,35 ± 0,05 à 3 h, 2,6 ± 0,7 à 6 h, 7,50 ± 1,07 à 12 h) avec des différences significatives entre 3 h 
et 6 h, puis 6 h et 12 h.  A 24 h d’exposition, la valeur moyenne du BCF a été de 11,10 ± 2,02 
correspondant à sa valeur maximale. Entre 24H et 48H, une diminution significative des valeurs 
de BCF a été observée (BCF de 4,2 ± 2 à 96 h) et s’est poursuivie à 96 h sans significativité (n = 3 
pour le temps 96 h). 
Pour les grenouilles exposées au mélange, l’augmentation en fonction du temps des BCF mesurés 
a été similaire à celle observée pour les grenouilles exposées au BaP seul, avec des différences si-
gnificatives entre les valeurs de BCF de 3 h et 6 h, ainsi que celles de 6 h et 12 h (BCF : 0,6 ± 0,1 à 
3 h ; 2,7 ±   0,4 à 6 h ; 8,7 ± 2,1 à 12 h). Chez ces grenouilles, la valeur maximale du BCF est 
observée à 24 h avec une valeur de 10,5 ± 1,6 et se maintient jusqu’à 48 h (10 ± 2) contrairement 
aux grenouilles exposées au BaP seul pour lesquelles la valeur de BCF a diminué dès 48 h (7,7 ± 
1,2). La décroissance des BCF se poursuit à 96 h, atteignant une valeur de 3,50 ± 1,65. 
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 Organes impliqués dans la détoxication, l’excrétion, le stockage et 
la digestion 

 

 Organes impliqués dans la détoxication et la digestion : 
 
Le foie, organe majeur impliqué dans la détoxication 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 39 : Facteurs de bioconcentration moyens ± SE dans le foie chez les grenouilles exposées 
au BaP seul et celles exposées au mélange. 
 
 
La bioconcentration du BaP et/ou ses métabolites dans le foie (Figure 39) n’a pas été influencée 
par les conditions d’expositions et notamment par la présence du BbF. Par contre des effets temps 
ont été mis en évidence par le test de Kruskal-Wallis pour les grenouilles exposées au BaP seul (p 
= 9,6.10-5), et pour les grenouilles exposées au mélange (p = 3,4.10-5) 
Pour les grenouilles exposées au BaP seul, une augmentation des BCF a été observée jusqu’à une 
valeur maximale correspondant à la durée d’exposition de 24 h (BCF = 12,6 ± 2,2). Entre 3 h (BCF 
= 0,6 ± 0,1) et 6 h (BCF = 3,7 ± 0,4) d’exposition, les valeurs des BCF ont été significativement 
différentes. Au-delà de 24 h d’exposition, malgré l’absence de résultats significatifs, les valeurs du 
BCF ont diminué progressivement jusqu’à une valeur de 4,7 ± 1,7 au temps 96 h. 
Pour les grenouilles exposées au mélange, les BCF mesurés ont montré une valeur maximale (BCF 
= 11,6 ± 1,0) à 12 h d’exposition. Puis les BCF moyens calculés ont diminué significativement au 
temps 24 h (BCF = 9,0 ± 1,1). Cette diminution s’est poursuivie progressivement jusqu’à 96 h 
d’exposition sans significativité. 
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La vésicule biliaire 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 40 : Facteurs de bioconcentration moyens ± SE dans la vésicule biliaire chez les grenouilles 
exposées au BaP seul et celles exposées au mélange. 
 
Une différence significative entre les BCF mesurés dans la vésicule biliaire des grenouilles exposées 
au BaP seul et celles exposées au mélange a été observé à 24 h. En effet pour ce temps d’exposition, 
le BCF des grenouilles exposées correspond à une valeur maximale (BCF = 2480 ± 708), alors que 
pour les grenouilles exposées au mélange, la bioconcentration maximale (BCF = 763 ± 181) cor-
respond au temps d’exposition de 48 h (Figure 40). 
Sachant que la vésicule biliaire est un réservoir qui permet le stockage de la bile élaborée par le foie, 
cela traduit un retard de métabolisation du BaP chez les grenouilles exposées au mélange par rap-
port aux grenouilles exposées au BaP seul. 
En outre les valeurs de BCF ont montré des différences significatives en fonction du temps pour 
les grenouilles exposées au BaP (p = 9,6.10-5) et les grenouilles exposées au mélange (p = 3,4.10-5) 
(Figure 40).  
Pour les grenouilles exposées au BaP seul, les valeurs des BCF ont montré des différences signifi-
catives entre les temps d’exposition de 3 h (BCF = 4,30 ± 1,42) et 6 h (BCF = 78,0 ± 16.5), puis 
entre 12 h (BCF = 170 ± 60) et 24 h (BCF = 2480 ± 708). Au-delà de 24 h, les valeurs de BCF ont 
tendance à diminuer progressivement jusqu’au temps d’exposition 96 h pour atteindre une valeur 
moyenne de 583 ± 320. 
Pour les grenouilles exposées au mélange, les valeurs mesurées de BCF ont présenté la même ciné-
tique que les grenouilles exposées au BaP seul malgré des valeurs inférieures. En effet les diffé-
rences significatives que nous avons observées entre les temps d’exposition 3 h (BCF = 13 ± 7.9) 
et 6 h (BCF = 125,0 ± 54,7) étaient comparables à celles trouvées pour les grenouilles exposées au 
BaP seul, ainsi que la différence entre les temps d’exposition de 12 h (BCF = 194 ± 52) et 24H 
(BCF = 658 ± 71.6. Par contre la valeur de BCF a été maximale au temps d’exposition de 48 h 
(BCF = 763 ± 181). 
Enfin les valeurs de BCF ont été similaires pour les deux expositions au temps 96 h (BCFBaP= 583 
± 320 et BCF BaPBbF=376 ± 137). 
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L’intestin impliqué dans la détoxication et la digestion 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 41 : Facteurs de Bioconcentration moyens ± SE dans l’intestin chez les grenouilles exposées 
au BaP seul et celles exposées au mélange. 
 
 
Au temps 24 h, la valeur moyenne du BCF de l’intestin des grenouilles exposées au BaP a été 
significativement différente de celle des grenouilles exposées au mélange (Figure 41). 
 De plus pour les grenouilles exposées au BaP, ce temps correspondait au maximum de biocon-
centration du BaP et/ou ses métabolites dans l’intestin avec une valeur de BCF de 185 ± 16. Cette 
différence de bioconcentration du BaP et/ou ses métabolites chez les grenouilles exposées au BaP 
seul ou au mélange semble intimement liée à la différence observée pour les valeurs de BCF de la 
vésicule biliaire au même temps (Figure 40). 
Des différences significatives des valeurs de BCF de l’intestin en fonction du temps ont été obser-
vées pour les grenouilles exposées au BaP seul (p = 5,8.10-6) et pour les grenouilles exposées au 
mélange (p = 1,4.10-5). 
Pour les grenouilles exposées au BaP seul, les valeurs moyennes de BCF ont augmenté significati-
vement entre 3 h (BCF = 0,6 ± 0.1) et 6 h (BCF = 9), entre 6 h et 12 h (BCF = 60 ± 8) et entre 12 
h et 24 h représentant le temps d’exposition où la valeur de BCF est maximale (185 ± 16). A partir 
de 48 h d’exposition, la valeur de BCF a diminué légèrement pour atteindre une valeur moyenne 
de 107 ± 31 et enfin de 76 ± 27 à 96 h. 
Pour les grenouilles exposées au mélange, les valeurs de BCF ont augmenté significativement entre 
3 h (BCF = 0,5 ± 0,1) et 6 h (BCF = 6,1 ± 1,8), puis entre 6 h et 12 h avec une valeur moyenne 
maximale de 131 ± 7. Enfin, durant les dernières 48 heures, les valeurs de BCF se sont maintenues 
autour d’une valeur de 90 jusqu’au temps d’exposition de 96 h. 
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Les reins, organes impliqués dans la détoxication et l’excrétion 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 42 : Facteurs de Bioconcentration moyens ± SE dans les reins chez les grenouilles exposées 
au BaP seul et celles exposées au mélange. 
 
 
 
Les valeurs moyennes des BCF dans les reins n’ont pas montré de différences entre les deux con-
ditions d’exposition. De ce fait le BbF ne semble pas impacter la bioconcentration du BaP et/ou 
ses métabolites au niveau des reins. Par contre pour les deux types d’expositions, les valeurs de 
BCF ont montré des différences en fonction du temps sur les premières 24 heures d’exposition 
(Figure 42). En effet le test de Kruskal-Wallis a montré des différences significatives pour les va-
leurs de BCF en fonction de la durée d’exposition pour les grenouilles exposées au BaP seul (p= 
5,5.10-6) et les grenouilles exposées au mélange (p = 1,1.10-5).  
Pour les grenouilles exposées au BaP seul, les valeurs de BCF ont augmenté significativement entre 
3 h et 6 h, entre 6 h et 12 h, et 12 h et 24 h. La valeur moyenne maximale de BCF (62,1 ± 12,8) a 
été mesurée pour un temps d’exposition de 24 h, puis les valeurs de BCF ont eu tendance à dimi-
nuer légèrement pour atteindre une valeur moyenne de 45,6 ± 9,0 à 96 h d’exposition (Figure 42). 
Pour les grenouilles exposées au mélange, les valeurs moyennes de BCF ont augmenté significati-
vement entre 3 h (BCF = 1,6 ± 0,25) et 6 h (BCF = 8,0 ± 2,6), puis entre 12 h (BCF = 21,4±5,0) 
et 24 h (BCF = 53,8 ± 10,1). Le maximum de bioconcentration du BaP et/ou ses métabolites a été 
observé au temps d’exposition de 48 h pour atteindre une valeur de 61,5 ± 12,6. A 96 h, la valeur 
moyenne de BCF a eu tendance à diminuer pour atteindre une valeur de 39,1 ± 15,5 (Figure 42). 
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 Organes de stockage : les corps jaunes 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 43 : Facteurs de Bioconcentration moyens ± SE dans les corps jaunes chez les grenouilles 
exposées au BaP seul et celles exposées au mélange. 
 
Les valeurs moyennes des BCF dans les corps jaunes n’ont pas montré de différences entre les 
deux conditions d’exposition (Figure 43). De ce fait le BbF ne semble pas impacter la bioconcen-
tration du BaP et/ou ses métabolites au niveau des corps jaunes. En revanche les valeurs moyennes 
de BCF des corps jaunes ont montré des différences en fonction du temps pour les grenouilles 
exposées au BaP seul (p = 6,3.10-3), ainsi que les grenouilles exposées au mélange (p = 6,7.10-3). 
En effet pour les grenouilles exposées au BaP seul, les valeurs de BCF ont augmenté jusqu’à une 
valeur moyenne maximale de 5,8 ± 1,4 au temps d’exposition 12 h (x29 entre 3 h et 12 h) avec 
notamment des augmentations significatives des valeurs de BCF entre 3 h (0,20 ± 0,05) et 6 h 
(1,1±0,2), entre 12 h (1,7 ± 0,4) et 24 h (5,84 ± 1,41). Puis les valeurs de BCF ont diminué signifi-
cativement entre 48 h et 96 h pour atteindre une valeur moyenne de 1,2 ± 0,3. 
Pour les grenouilles exposées au mélange, les valeurs de BCF ont suivi la même cinétique que celles 
des grenouilles exposées au BaP seul. Par contre la valeur moyenne maximale de BCF a également 
été observée pour le temps 24 h, avec une valeur plus élevée sans différence significative de 15 ± 
5. Dès 48 h d’exposition, les valeurs de BCF (2,9 ± 1,0) ont diminué significativement pour rester 
constantes à 96 h d’exposition. 
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 Autres organes  
 
Tableau 13 : Récapitulatifs des facteurs de bioconcentration moyens ± SE dans les différents or-
ganes chez les grenouilles exposées au BaP seul et au mélange 

  Peau Muscle Carcasse Cœur Poumons Rate Estomac Testicules 

3 h 

BaP 
6,41 
±1,37 

0,04 
±0,01 

0,50 
±0,19 

0,25 
±0,05 

0,22 
±0,05 

0,17 
±0,04 

1,19 
±0,89 

0,06 
±0,02 

                         

BaPBbF 
7,32 
±0,94 

0,05 
±0,01 

0,59 
±0,05 

0,25 
±0,05 

0,28 
±0,06 

0,33 
±0,07 

0,39 
±0,06 

0,10 
±0,03 

                            

6 h 

 BaP 
6,03 
±0,95 

0,18 
±0,02 

0,60 
±0,10 

0,66 
±0,17 

0,90 
±0,19 

0,66 
±0,16 

1,08 
±0,31 

0,37 
±0,10 

                         

BaPBbF 
4,59 
±0,36 

0,17 
±0,05 

0,84 
±0,36 

1,24 
±0,26 

0,91 
±0,15 

0,85 
±0,22 

1,13 
±0,24 

0,38 
±0,06 

                          

12 h 

BaP 
6,83 
±0,82 

0,41 
±0,10 

1,38 
±0,18 

2,33 
±0,48 

2,07 
±0,38 

1,22 
±0,25 

5,37 
±3,00 

0,75 
±0,16 

                         

BaPBbF 
7,75 
±1,96 

0,56 
±0,15 

2,20 
±0,37 

2,39 
±0,50 

1,78 
±0,37 

1,03 
±0,23 

3,11 
±0,65 

0,89 
±0,30 

                            

24 h 

 BaP 
5,40 
±1,34 

0,89 
±0,12 

1,78 
±0,43 

3,30 
±0,57 

3,86 
±0,88 

1,93 
±0,51 

3,55 
±0,75 

1,14 
±0,21 

                         

BaPBbF 
5,29 
±0,95 

0,56 
±0,08 

1,13 
±0,13 

3,74 
±0,82 

3,08 
±0,52 

3,35 
±1,04 

2,95 
±0,56 

1,50 
±0,32 

                            

48 h 

 BaP 
4,59 
±1,26 

0,56 
±0,21 

1,55 
±0,38 

5,67 
±2,09 

2,82 
±0,55 

1,13 
±0,20 

2,75 
±0,89 

1,41 
±0,39 

                         

BaPBbF 
4,11 
±0,76 

0,50 
±0,12 

1,16 
±0,21 

4,38 
±1,29 

2,69 
±0,59 

3,59 
±1,26 

3,90 
±1,68 

1,63 
±0,34 

                            

96 h 

BaP 
2,66 
±0,29 

0,36 
±0,11 

0,46 
±0,08 

3,65 
±1,28 

2,32 
±0,96 

0,67 
±0,11 

3,44 
±0,70 

1,45 
±0,63 

                         

BaPBbF 
2,85 
±0,96 

0,34 
±0,14 

0,51 
±0,19 

2,61 
±1,17 

1,81 
±1,06 

0,84 
±0,31 

1,71 
±0,76 

1,48 
±0,55 

 
Aucune différence significative de bioconcentration du BaP et/ou ses métabolites n’a été mise en 
évidence entre les grenouilles exposées au BaP seul et celles exposées au mélange pour les différents 
organes du Tableau 13. 

Au niveau de la peau, les mesures des BCF ont montré des valeurs constantes et similaires au temps 
d’exposition 3, 6, 12 et 24 heures quelles que soient les conditions expérimentales. A 48 h, les 
valeurs des BCF ont eu tendance à diminuer pour atteindre à 96 h d’exposition 2,66 ± 0,29 pour 
les grenouilles exposées au BaP et de 2,85 ± 0,96 pour les grenouilles exposées au mélange.  
Pour le cœur, les valeurs des BCF ont été maximales après 48 h d’exposition pour les grenouilles 
exposées au BaP seul (5,67 ± 2,09) et celles exposées au mélange (4,38 ± 1,29). Les cinétiques des 
valeurs de BCF sont apparues identiques pour les deux conditions. De la même façon les BCF 
mesurés dans les poumons étaient similaires pour les deux expositions avec des valeurs maximales 
à 24 h de 3,86 ± 0 ,88 pour les grenouilles exposées au BaP seul et de 3,08 ± 0,52 pour les gre-
nouilles exposées au mélange. Au niveau de l’estomac, les BCF mesurés sont faibles pour 3 h et 6 
h d’exposition quelles que soient les expositions. A 12 h d’exposition, les valeurs des BCF ont eu 
tendance à augmenter pour atteindre des valeurs moyennes de 5,37 ± 3,00 pour les grenouilles 
exposées au BaP et de 3,11 ± 0,65 pour les grenouilles exposées au mélange. Les valeurs des BCF 
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mesurés sont restées similaires pour les temps 24 h et 48 h d’exposition. Une légère baisse non 
significative a été observée pour la valeur moyenne de BCF à 96 h pour les grenouilles exposées au 
mélange. 
Au niveau de la rate, les valeurs des BCF moyens mesurés ont tendance à être 1,7 fois plus élevé à 
24 h et 3,2 fois plus élevées pour les grenouilles exposées au mélange que pour les grenouilles 
exposées au BaP seul. Pour le muscle, aucune différence de bioconcentration n’a été mesurée quels 
que soient les expositions, de même pour les BCF mesurés au niveau des testicules et de la carcasse. 
 

Bilan  
Le BaP a pénétré dans l’organisme via la peau sans différence à 4 jours pour les deux expositions, 
avec toutefois une différence de cinétique d’absorption du BaP. En effet l’absorption de 50 % du 
BaP a été plus rapide pour les animaux exposés au BaP seul (en 18,5 heures) alors que pour les 
animaux exposés au mélange, cette absorption s’est faite en 30,5 heures soit 12 heures de plus. Ce 
décalage d’absorption a influencé la cinétique d’excrétion des métabolites polaires. En effet l’appa-
rition des métabolites polaires dans l’eau de trempage a tendance à être plus tardif pour les animaux 
doublement exposés. En revanche, au bout de 4 jours le taux de métabolite polaire a été similaire 
pour les deux expositions. La distribution du BaP et/ou des métabolites dans l’organisme s'est faite 
via le sérum avec une durée plus importante pour les animaux exposées au mélange (Figure 44). 
Pour les facteurs de bioconcentration, ils restent relativement semblables pour les 2 expositions 
hormis pour la vésicule biliaire qui a accumulé plus de BaP et/ou ses métabolites pour les gre-
nouilles exposées au BaP seul, et l’accumulation dans l’intestin du BaP et/ou métabolites a été plus 
précoce pour les grenouilles exposées au mélange (dès 12 h). Au niveau du foie les BCF sont restés 
identiques indiquant une concentration similaire du BaP et/ou ses métabolites pour les deux expo-
sitions en remarquant un temps d’accumulation plus important pour les grenouilles exposées au 
BaP seul (12-24 h). En revanche, il semblerait que des molécules lipophiles (BaP et/ou métabolites) 
s’accumulent davantage dans les graisses pour les animaux exposés au mélange (Figure 44). 
 

 
 
Figure 44 : Bilan de la distribution du BaP 7-14C-BaP par rapport au Facteurs de BioConcentration 
(BCF) calculés dans les organes intervenant dans la détoxication (foie, reins et intestin), la diges-
tion (vésicule biliaire et intestin), l’excrétion (les reins), le stockage (corps jaunes) et dans la circu-
lation sanguine. Les BCF maximaux sont indiqués, ainsi que le temps d’exposition correspondant. Lorsqu’il y a plusieurs 
temps d’exposition, cela témoigne d’une constance dans la valeur des BCF et le BCF max est écrit en bleu ainsi que le temps 
d’exposition correspondant. Les astérisques présents aux niveaux de l’intestin et de la vésicule témoignent de la différence 
significative entre les 2 expositions. 
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2. Enzyme de détoxication : Mesure de l’activité EROD 

Cette mesure permet de mettre en évidence l’induction des enzymes de détoxication dans le foie et 
particulièrement des cytochromes P450-1A. Cette induction est un bio indicateur fortement utilisé 
dans les milieux aquatiques. 

 
 
Figure 45 : Activités EROD hépatiques moyennes (pmol/min/mg de protéine) ± SE des gre-
nouilles témoins, exposées au BaP et au BaPBbF selon une cinétique 6 h, 12 h, 24 h et 48 h.  
 

Les activités EROD n’ont pas montré de différences significatives entre les différents temps d’ex-
position (Figure 45). 
 Les grenouilles exposées au BaP et au mélange ont montré des activités EROD similaires de celles 
des grenouilles témoins à 6 h et 24 h. En revanche, bien que les résultats ne soient pas significatifs, 
les grenouilles exposées au BaP ont montré une inhibition de l’activité EROD au temps 12 h (/2,2) 
et au temps 48 h (/1,8) traduisant une sous-transcription de l’enzyme de détoxication P450 CYP1A 
ou sa dégradation. Les grenouilles exposées au mélange ont eu tendance à montrer une faible aug-
mentation de l’activité EROD au temps 12 h (x1,2) et au temps 48H (x1,5) témoignant d’une acti-
vation de transcription de l’enzyme de détoxication CYP1A (Figure 45). 
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3. Glycémie 

 Glycémie initiale à jeun   

  Grenouilles sauvages 
 
 

 
 
Figure 46 : Glycémies moyennes ± SE des grenouilles mâles sauvages à jeun  
 
Les glycémies moyennes à jeun n’ont pas montré de différences entre les grenouilles sauvages non 
exposées et exposées entre elles. La glycémie moyenne des grenouilles mâles sauvages mesurée a 
été de l’ordre de 30 mg.dl-1 (28,5 ± 1,2 mg.dl-1). 
 

 Rivan92 
 

  
 
Figure 47 : Glycémies moyennes ± SE des grenouilles mâles Rivan92 à jeun  
 
Les grenouilles exposées au BaP ont eu un taux de glucose dans le sang significativement plus faible 
(25,3 ± 1,0 mg.dl-1) que les témoins (37,8 ±  4,5 mg.dl-1). L’exposition aux xénobiotiques semble 
jouer un rôle sur le taux de glucose dans le sang chez les grenouilles d’élevage Rivan92. Les gre-
nouilles d’élevage ont montré une plus grande variabilité du taux de glucose dans le sang en fonc-
tion des expositions (de 25,3 ± 1,0 mg.dl-1 à 43, 8 ± 3,0 mg.dl-1) que les grenouilles sauvages. 
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 Comparaison grenouilles sauvages et grenouilles Rivan92 en fonc-
tion de leur masse et de leur glycémie 

 
A           B 

  
Figure 48 : A/ Masses moyennes ± SE des grenouilles sauvages et des grenouilles Rivan92. B/Gly-
cémies moyennes ± SE des grenouilles sauvages (témoin et total) et des grenouilles Rivan92 (té-
moin) 
 
Les grenouilles sauvages ont eu une masse moyenne plus faible (22 ,6 ± 0,9 g) que les grenouilles 
d’élevage Rivan92 (47,6 ± 2,8 g) (Figure 48 A). Cette différence de masse corporelle n’a pas in-
fluencé le taux de glucose circulant dans le sang pour les grenouilles non exposées. En effet, le taux 
moyen de glucose circulant n’a pas été significativement différent entre les grenouilles témoins 
sauvages et les grenouilles d’élevage Rivan92 témoins (30,3 ± 2,3 mg.dl-1 / 37,8 ± 4,5 mg.dl -1) 
(Figure 48 B). 

 Test de Tolérance intra péritonéal au Glucose : ipGTT 

 Grenouilles sauvages 

 
Figure 49 : Test de tolérance au glucose (ipGTT) : Mise en évidence de la perturbation de l’ho-
méostasie du glucose : suivi de la glycémie après injection à t = 0, de glucose à 1 mg par g. Gre-
nouilles témoins n = 16, grenouilles exposées au BaP n = 9, grenouilles exposées au BbF n = 15 et 
pour les grenouilles exposées aux BaPBbF n = 8. Les données représentent les valeurs moyennes 
± SE. 
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Chez les grenouilles sauvages non exposées, le bolus de glucose en injection intrapéritonéale en-
traine une augmentation progressive de la concentration en glucose dans le sang jusqu’à une valeur 
maximale à 60 minutes qui n’a pas excédé 150 mg.dl-1. Le taux de glucose dans le sang a commencé 
à diminuer au bout de 240 minutes (124 ± 15 mg.dl-1) pour atteindre 88 ± 13  mg.dl-1 360 minutes 
après l’injection (Figure 49). 
Pour les grenouilles sauvages exposées aux HAP, les valeurs du taux de glucose ont montré des 
différences significatives par rapport aux grenouilles témoins mettant en évidence un défaut du 
maintien de l’homéostasie glucidique. Dès 15 minutes après injection, les valeurs moyennes du taux 
de glucose ont montré des différences entre les grenouilles témoins (93 ± 11 mg.dl-1) et les gre-
nouilles exposées au BaP (182 ± 23 mg.dl-1 , p = 0,006), au BbF  (157 ± 14 mg.dl-1 , p = 0,001) et 
au mélange (193 ± 25 mg.dl-1 , p = 0,006). Pour l’ensemble des traitements, le taux de glucose 
circulant a augmenté de manière significative de 30 à 45 minutes après l’injection (p < 0,001) par 
rapport aux grenouilles témoins. Au bout de 60 minutes, les concentrations en glucose mesurées 
dans le sang des grenouilles exposées au BaP (190 ± 15 mg.dl-1, p =  0,03), au BbF (219 ± 8 mg.dl-
1, p < 0,001   ) et au mélange (242 ± 10 mg.dl-1, p < 0,001   ) étaient toujours significativement 
différentes de celle des grenouilles témoins (138 ± 13 mg.dl-1) (Figure 49). 
Pour les grenouilles exposées au BaP, la valeur maximale du taux de glucose mesurée était de 210 
± 15 mg.dl-1 au bout de 30 minutes, pour les grenouilles exposées au BbF, cette valeur était de 219 
± 8 mg.dl-1 1 heure après injection et pour les grenouilles exposées au mélange, elle était de 246 ± 
6 mg.dl-1 au bout de 45 minutes. Par contre au temps 120 minutes après injection, nous n’avons 
constaté aucune différence significative entre le taux de glucose circulant des grenouilles témoins 
et des grenouilles exposées au BaP mettant en évidence un retour à une régulation glycémique 
proche de celle des grenouilles non exposées Des différences significatives ont persisté entre le 
taux de glucose des grenouilles témoins et celles exposées au BbF (p < 0,001) et au mélange (p < 
0,001) jusqu’à 120 minutes après l’injection. Enfin au temps de 240, 300 et 360 minutes après 
injection du glucose, le taux de glucose circulant n’a pas été différent entre les différentes conditions 
expérimentales (Figure 49). 
 

• Aire sous la courbe correspondant à la Figure 49 
 

 
 

Figure 50 : Boxplot des aires sous les courbes obtenues lors du test ipGTT. Les points noirs repré-
sentent les moyennes. 
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Chez les grenouilles sauvages les aires sous la courbe donnant un taux de glucose dans le sang par 
unité de temps issu de la Figure 49 ont montré des différences significatives entre les grenouilles 
témoins et les grenouilles exposées aux différentes conditions expérimentales (Figure 50). 
L’homéostasie du glucose a été altérée chez les grenouilles exposées pendant 18 heures quel que 
soit le polluant seul ou en mélange. Par contre, cette altération n’a pas été différente pour les 3 
expositions entre elles. En effet les valeurs moyennes des aires sous les courbes étaient de 11 197 
± 1258 mg.dl-1.min pour les grenouilles témoins, 18 466 ± 1844 mg.dl-1.min pour les grenouilles 
exposées au BaP, 19 668 ± 823 mg.dl-1.min pour les grenouilles exposées au BbF et de 21 825 ± 
885 mg.dl-1.min pour celles exposées au mélange. 
 
 

 Grenouilles Rivan92 

 
 
Figure 51 : Test de tolérance au glucose (ipGTT) : Mise en évidence de la perturbation de l’ho-
méostasie du Glucose : suivi de la glycémie après injection à t=0 de glucose à 1 mg par g. Gre-
nouilles Rivan92 n=4 pour toutes les conditions d’exposition. Les données représentent les valeurs 
moyennes ± SE. 
 
Chez les grenouilles d’élevage Rivan92 non exposées aux HAP, le bolus de glucose en injection 
intra péritonéale a entrainé une très forte augmentation de la concentration en glucose dans le sang 
pour aboutir à une concentration maximale à 60 minutes après injection de 262 ± 24 mg.dl-1. La 
même augmentation du taux de glucose circulant a été observée chez les grenouilles exposées aux 
différents polluants atteignant une concentration de glucose maximale au bout de 60 minutes. Les 
concentrations moyennes de glucose atteintes dans le sang sont 229 ± 22 mg. dl-1 pour les gre-
nouilles exposées au BaP, 237 ± 18 mg.dl-1 pour les grenouilles exposées au BbF et 241 ± 37 mg.dl-
1 pour celles exposées au mélange (Figure 51 ). Aucune différence du taux de glucose circulant n’a 
été mise en évidence chez les grenouilles d’élevage Rivan92 quels que soient les traitements. La 
régulation de l’homéostasie du glucose a été montrée perturbée chez toutes les grenouilles Rivan92, 
particulièrement chez les grenouilles Rivan92 témoins présentant une concentration moyenne 
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maximale de 262 ± 24 mg.dl-1 (Figure 51), alors que la concentration moyenne maximale a été de 
140 ± 14 mg.dl-1 (Figure 49) chez les grenouilles témoins sauvages. 
 

• Aire sous la courbe correspondant à la Figure 51 

 
 

Figure 52 : Boxplot des aires sous les courbes obtenues lors du test ipGTT.  
 
Chez les grenouilles d’élevage Rivan92, les aires sous la courbe donnant un taux de glucose dans le 
sang par unité de temps issu de la Figure 51 n’ont montré aucune différence entre les grenouilles 
Rivan92 témoins (21 810 ± 2282 mg.dl-1.min) et les grenouilles Rivan92 exposées au BaP (19 166 
± 1122 mg.dl-1.min), au BbF (19 217 ± 2338 mg.dl-1.min) et au mélange (21 330 ± 2992 mg.dl-
1.min) ( Figure 52). 
En revanche, l’aire sous la courbe des grenouilles Rivan92 témoin (21 810 ± 2282 mg.dl-1.min) a 
été montrée significativement différente de l’aire sous la courbe des grenouilles sauvages témoins 
(11 197 ± 1258 mg.dl-1.min). Cette différence a renforcé le fait que les grenouilles Rivan92 non 
exposées présentent un défaut de régulation glycémique. L’exposition aux polluants de grenouilles 
Rivan n’a entrainé aucune modification supplémentaire de leur glycémie Figure 52. 
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 Test de Tolérance intra péritonéal au Pyruvate (ipPTT) : grenouilles sau-
vages 

 

 
 
Figure 53 : Test de tolérance au pyruvate ipPTT : mise en évidence de la perturbation de la voie de 
la néoglucogenèse : suivi de la glycémie après injection à t=0 de pyruvate à 1mg par g chez les 
grenouilles sauvages témoins (n = 6), et exposées au BaP (n = 5), BbF (n = 5), BapBbF (n = 5). 
Les valeurs exprimées sont les moyennes ± SE.  
 
L’injection de pyruvate nous permet de mettre en évidence des perturbations de la voie de la néo-
glucogenèse hépatique. En effet, le pyruvate est transformé en glucose par cette voie. De plus le 
foie est le seul organe capable de secréter du glucose dans la circulation sanguine via la G6Pase 
pour alimenter les organes périphériques (muscles, cerveau). 
Les concentrations en glucose retrouvées dans le sang ont été significativement différentes pour 
les temps 300 et 360 minutes après injection de pyruvate (Kruskal-Wallis p < 0,05) (Figure 53). A 
300 minutes après injection, le taux de glucose était différent entre les grenouilles sauvages témoins 
et les grenouilles exposées au BaP et au BbF (p < 0.05). Au temps 360 minutes après injection, les 
grenouilles témoins présentaient une concentration en glucose plus faible que les grenouilles expo-
sées au BaP uniquement (p < 0,01). Aucune différence de glycémie n’a été observée entre les dif-
férents traitements.  
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• Aire sous la courbe correspondant à la Figure 53 

 
Figure 54 : Boxplot des aires sous les courbes obtenues lors du test ipPTT.  Les données représen-
tent les valeurs moyennes ± SE. L’analyse statistique est réalisée en utilisant le test de Wilcoxon 
(test non paramétriques).  
 
 
Chez les grenouilles sauvages les aires sous la courbe donnant un taux de glucose dans le sang par 
unité de temps issu de la Figure 53 ont montré une différence entre les grenouilles témoins (9365 
± 1022 mg.dl-1.min), les grenouilles sauvages exposées au BaP (22 628 ± 2609 mg.dl-1.min), au BbF 
(16 323± 2781 mg.dl-1.min) et au mélange (18292 ± 1920 mg.dl-1.min) (p = 0,003) Figure 54. 
La voie de la néoglucogenèse est apparue impactée pour les grenouilles exposées par rapport aux 
grenouilles témoins.  
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 L’insulino-résistance chez les grenouilles  

 Comparaison de l’insulino-résistance entre les grenouilles non ex-
posées sauvages et Rivan92 

 
 
Figure 55: Ratio du taux de glucose dans le sang des grenouilles sauvages (gris clair) et des gre-
nouilles Rivan 92 (gris foncé) après injection à t0 d’insuline bovine à 17 mUI.g-1. Les données re-
présentent les moyennes ± SE (n = 9). 
 
Le ratio du taux de glucose a été montré significativement différent entre les grenouilles témoins 
sauvages et Rivan92 (p < 0.05) au temps 180 minutes après injection. Le taux de glucose dans le 
sang des grenouilles sauvages a diminué progressivement après injection d’insuline bovine. Après 
180 minutes, ce taux a été plus faible chez les grenouilles sauvages que chez les grenouilles Rivan92. 
Les grenouilles d’élevage Rivan92 ont montré peu de sensibilité à l’insuline bovine. En effet peu 
de grenouilles (22 %) Rivan92 ont atteint la valeur seuil (10 mg.dl-1) de l’appareil de mesure, alors 
que les grenouilles sauvages ont atteint progressivement cette valeur ( Tableau 14). 
 
Tableau 14 : Insulino-résistance : Pourcentage des grenouilles à avoir atteint un taux de glucose 
dans le sang inférieur à 10 mg.dl-1 après injection d’insuline bovine. 

Pourcentage de grenouilles dont le taux de glucose est < 10 mg.dl-1 

Temps après injection 
de l’insuline Bovine 

Grenouilles Sauvage Grenouilles Rivan 92 

90 33 22 

180 89 22 

240 89 22 

300 100 22 

 
Dès 180 minutes après injection de l’insuline, 89 % des grenouilles sauvages non exposées ont eu 
un taux de glucose inférieur à 10 mg.dl-1, alors que 22 % des grenouilles Rivan92 ont atteint ce 
seuil. De plus au bout de 300 minutes après injection, 100 % des grenouilles sauvages présentaient 
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un taux de glucose inférieur à ce seuil, alors que le pourcentage de grenouilles Rivan92 reste cons-
tant (22 %) tout au long de la cinétique de mesure et jusqu’au dernier temps de mesure (360 mi-
nutes).  

 Comparaison de l’insulino-résistance entre les grenouilles sauvages 
non exposées et exposées et les grenouilles non exposées Rivan92 

 
 

 
Figure 56 : Ratio du taux de glucose dans le sang chez les grenouilles sauvages témoins et exposées 
au BaP, au BbF et au mélange et chez les grenouilles témoins Rivan92 après injection à t0 d’insu-
line bovine à 17 mUI.g-1. Les données représentent les valeurs moyennes ± SE (n = 2 pour toutes 
les conditions) 
 
Après avoir mis en évidence l’insensibilité des grenouilles Rivan92 à l’insuline bovine (Figure 55), 
nous voulions savoir si les grenouilles exposées pendant 18 heures aux polluants développaient une 
insensibilité à l’insuline. Dans ce test les grenouilles Rivan92 représentaient le témoin positif per-
mettant de mettre en évidence l’insensibilité ou la résistance à l’insuline. Afin de mieux caractériser 
l’effet de l’insuline sur les 90 premières minutes, nous avons réalisé des prises de sang digitales 
toutes les 30 minutes. Malheureusement, ces prises de sang ont engendré beaucoup de stress pour 
les différents individus, ce qui a eu comme conséquence une élévation et une forte fluctuation des 
taux de glucose dans le sang pour les différentes grenouilles testées. Au bout de 90 minutes après 
injection d’insuline, les prises de sang ont été réalisées à 180, 240, 300 et 360 minutes. Cette ciné-
tique (Figure 56) a donc été différente de la Figure 55. Le temps de 360 minutes après injection 
d’insuline a été nécessaire pour arriver à des seuils non détectables de glycémie, alors que nous 
avions mesuré ces faibles valeurs de glycémie dès 240 minutes après injection au 1er test (Figure 
55). 
A partir du temps 90 minutes après injection, le taux de glucose dans le sang des grenouilles sau-
vages a diminué pour atteindre la valeur seuil (< 10mg.dL-1) de l’appareil de mesure quel que soit 
le traitement témoignant d’une efficacité de l’insuline sur la régulation du taux glucose circulant. 
Les grenouilles sauvages n’ont pas développé a priori une résistance à l’insuline. Pour les grenouilles 
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Rivan92, les taux de glucose sanguin ont été similaires à ceux du test précédent (Figure 55) avec 
une cinétique décalée dans le temps. 
 
Il semble que l’exposition aux différents HAP pendant 18 heures n’ait pas affecté la sensibilité à 
l’insuline chez les grenouilles sauvages.  
Ces résultats doivent être poursuivis sur un nombre d’individus plus grand afin de valider ces ten-
dances. 
 

 Taux de transcription de PEPCK dans le foie 

 
 
Figure 57 : Evaluation de la néoglucogenèse : Ratio d’expression normalisé de PEPCK dans le foie.  
A/ grenouilles sauvages non exposées et exposées pendant 12 h et 18 h aux HAP seuls ou en mé-
lange. Les données représentent les moyennes ± SE. Les effectifs à 18 h sont de 6 pour toutes les 
conditions et à 12 h, n = 3 pour les grenouilles témoins et exposées au BaP, n = 4 pour les gre-
nouilles exposées au BbF et n = 6 pour les grenouilles exposées au BaP et BbF. 
B/ grenouilles sauvages et grenouilles Rivan92 non exposées. Les données représentent les 
moyennes ± SE ; Pour les grenouilles sauvages n = 6 et pour les grenouilles Rivan92    n = 2. 
 
Les grenouilles exposées au BaP ont présenté des valeurs de transcription de PEPCK proches de 
celle des grenouilles témoins à 12 h et 18 h. En revanche, bien que les résultats ne soient pas 
significatifs, les grenouilles exposées au BbF ont montré une sous-transcription du gène de la 
PEPCK à 12 h (/4), suivi par une sur-transcription de ce dernier à 18 h (x4). Pour les grenouilles 
exposées au mélange, une tendance à la sur-transcription de PEPCK (x2) a été observée à 12 h 
(Figure 57A). Il a été observé une grande variabilité des niveaux transcriptionnels de l’enzyme 
PEPCK au sein de la population de grenouille verte. 
 
La comparaison du taux de transcription de PEPCK chez les grenouilles sauvages et les grenouilles 
d’élevage Rivan92 non exposées, a montré une tendance à la sous-transcription de cette enzyme 
chez les grenouilles Rivan92 (0,030 ± 0,005). Tout comme pour les grenouilles sauvages, une forte 
variabilité des niveaux de transcription a été observée pour les grenouilles d’élevage (Figure 57B). 
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 Taux de transcription du co-activateur  PPARGC1a ou PGC-1α dans le foie 

 
Figure 58 : Ratio d’expression normalisé de PPARGC1a dans le foie chez les grenouilles sauvages 
non exposées (n = 5), exposées pendant 18 h au BaP (n = 6), BbF (n = 4), BaPBbF (n = 4) et les 
grenouilles Rivan92 non exposées (n = 2). Les données représentent les valeurs moyennes ± SE. 
 
Bien que les résultats ne soient pas significatifs, les grenouilles sauvages exposées aux différents 
traitements ont montré des sous-transcriptions à 18H du gène du co-activateur PPARGC1a. Cette 
sous-transcription a été de 5 fois pour les grenouilles sauvages exposées au BaP, de 16 fois pour 
les grenouilles sauvages exposées au BbF et de 2 fois pour celles exposées au mélange (Figure 58). 
Quant aux grenouilles d’élevage Rivan92, leur taux de transcription a été très inférieur à celui des 
grenouilles sauvages témoins. Ce taux a mis en évidence une sous-transcription de ce gène (/50) 
par rapport aux grenouilles sauvages non exposées (Figure 58). 
 

4. Génotypage 

 PCR de l’intron-1 du gène de l’albumine sérique SAI-1 

• Les grenouilles sauvages 
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1 12H Control D 12 18H Control D 23 18H BbF C 31 18H Mix E 

2 12H Control E 13 18H Control E 24 18H BbF D 43 WF 2014 A1 

3 12H BaP D 14 18H Control F 25 18H BbF E 44 WF 2014 A2 

4 12HBaP E 15 18H BaP A 26 18H BbF F 45 WF 2014 A3 

5 12HBBF A 16 18H BaP B 27 18H Mix A   

6 12H BBF B 17 18H BaP C 28 18H Mix B   

7 12H Mix D 18 18H BaP D 29 18H Mix C   

8 12H Mix E 19 18H BaP E 30 18H Mix D N° Montré sur gel 

9 18H Control A 20 18H BaP F 32 18H Mix F N° Non montré sur gel 

10 18H Control B 21 18H BbF A     

11 18H Control C 22 18H BbF B     

 
Figure 59 : Génotypage Grenouilles sauvage : produits PCR de l’intron-1 du gène de l’albumine 
sérique. Les cases noires représentent les individus séquencés dont le produit PCR est montré sur le gel. 
Les cases bleues représentent les individus envoyés au séquençage dont le produit PCR est non montré.  

 

• Les Grenouilles Rivan92 
 

 
 

34 Rivan C2 37 Rivan BbF1 42 Rivan 34 

35 Rivan C3 38 Rivan BbF2   

36 Rivan C4 39 Rivan BbF3 N° Montré sur gel 

  40 Rivan BbF4 N° Non montré sur gel 

 
Figure 60 : Genotypage grenouilles Rivan 92 : produits PCR de l’intron-1 de l’albumine sérique. Les 
cases noires représentent les individus séquencés dont le produit PCR est montré sur le gel. Les cases bleues 
représentent les individus séquencés dont le produit PCR est non montré. 

 
La taille des amplicons obtenus après amplification par PCR de la portion du gène de l’albumine 
sérique était de 1000 pb pour l’ensemble des grenouilles sauvages testées. Pour les grenouilles d’éle-
vage Rivan92, les produits obtenus après PCR ont montré des tailles de 1000 pb également, avec 
cependant des produits PCR plus courts autour des 800 pb pour deux individus (34 et 36). Ces 
tailles de produits PCR (800 à 1000 pb) retrouvées chez les individus sauvages et d’élevage ne 
correspondaient pas à la taille de l’amplicon observé chez P. lessonae (< 350pb) ni aux différents 
amplicons retrouvés chez les hybrides. Nos populations de grenouilles vertes sauvages et Rivan92 
n’ont pas regroupé d’individus appartenant à l’espèce P. lessonae et à l’espèce hybride P. kl. esculentus. 
Il semblerait que nos populations de grenouilles vertes sauvages et Rivan92 regroupent des indivi-
dus appartenant à la lignée bedriagae/ridibundus donnant une grande diversité d’espèces. 
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 Séquençage des produits PCR obtenus  

Les différentes séquences obtenues par le séquençage Sanger dans les 2 sens des différents ampli-
cons ont permis de reconstruire la partie du gène de l’albumine sérique correspondant à l’intron-1 
(SAI-1) à l’aide du logiciel BioEdit. Cette portion du gène a été reconstruite pour 28 grenouilles 
sauvages (35 amplicons séquencés) et 8 grenouilles d’élevage Rivan92 (8 amplicons séquencés). 
L’analyse de ce séquençage a montré du polymorphisme pour les grenouilles sauvages alors que les 
grenouilles d’élevage Rivan92 en ont montré moins. Les séquences consensus pour cette portion 
de gène ont montré moins d’ambiguïté pour les grenouilles Rivan92. 
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Figure 61 : Arbre phylogénétique des grenouilles sauvages et Rivan92 par rapport à l’intron-1 du 
gène de l’albumine sérique. Les noms des grenouilles correspondants aux séquences SAI-1 réfé-
rentes sont encadrés et coloriés en bleu. Les grenouilles Rivan92 sont encadrées en bleu. 
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Notre volonté en construisant cet arbre phylogénétique n’a pas été de déterminer les liens de pa-
renté entre les différentes grenouilles ou les différents taxons mais d’essayer de regrouper nos dif-
férentes grenouilles avec les grenouilles du paléarctique occidental connues (séquence de l’intron-
1 du gène de l’albumine sérique déterminée) dans le but d’identifier les différentes espèces que nous 
avons eues dans nos populations de grenouilles vertes. 
Les grenouilles d’élevages Rivan92 se sont regroupées en 3 taxons (Figure 61). Un taxon composé 
de 5 individus (Rivan_C4, Rivan_BBF1, Rivan_C2, Rivan_BBF3, Rivan_BBF2) qui s’est regroupé 
avec l’espèce P. kurtmuelleri (Grèce), puis une autre regroupant 2 individus (Rivan_BBF4 et Ri-
van_34) qui s’est rapproché de l’espèce P. bedriagae de Syrie. Le dernier représenté par un seul indi-
vidu (Rivan_C3) a été affilié à un groupe comportant l’espèce P. ridibundus de Pologne et d’Alle-
magne ainsi que l’espèce hybride P. kl. esculenta. 
L’ensemble des grenouilles sauvages s’est réparti au niveau des différents groupes représentant les 
différentes espèces du paléarctique occidental, à l’exception de deux groupes représentés par l’es-
pèce P. kurtmueller et P. bedriagae (Syrie). Nos populations de grenouilles vertes appartiennent à la 
lignée ridibundus/bedriagae en se regroupant majoritairement au niveau des espèces P. cf bedriagae, 
P. epeiroticus, P. ridibundus. Ces différentes espèces sont retrouvées sur les sites de pêches réalisées 
en Turquie et en Grèce. 
 
En conclusion, nos populations de grenouilles vertes ne sont pas composées d’individus hybrides 
appartenant au complexe esculentus. Nos populations appartiennent à la lignée ridibundus/bedriagae 
qui se compose de plusieurs espèces présentes autour du bassin méditerranéen notamment en Tur-
quie et en Grèce où nos grenouilles sauvages sont pêchées. 
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IV. Discussion 
 

1. Toxicocinétique 

Les amphibiens sont considérés comme sensibles aux polluants, du fait de leur peau fine et per-
méable, de leur cycle de vie (terrestre et aquatique) qui maximise leurs expositions, de leur régime 
alimentaire dépendant du stade de vie (plantes ou animaux) (Hayes et al, 2010). Les études portant 
sur la pollution aux HAP et sur les amphibiens restent limités à souvent une espèce et un HAP. 
Dans le cadre d’expositions multiples au sens large ou plus particulièrement aux HAP en mélange, 
les expositions sont faites in natura, et ainsi ne sont pas contrôlées. Il est clairement établi que les 
amphibiens sont capables de métaboliser les HAP et particulièrement le BaP (Marthy et al, 1995 ; 
Leney et al, 2006 ; Reynaud et al, 2012 ; Regnault et al, 2014). Certains auteurs confirment la possi-
bilité d’utiliser les grenouilles comme bioindicateurs pour les polluants organiques persistants à 
l’image des bivalves (Mytilus edulis) car ils montrent des taux d’élimination des HAP similaires et 
plus lents que ceux observés chez d’autres vertébrés comme les poissons (Leney et al, 2006). A ce 
jour, rien n’a été montré concernant l’influence d’un HAP sur un autre au niveau de la distribution, 
la métabolisation chez les amphibiens. Comme déjà décrit chez les grenouilles vertes femelles 
(Reynaud et al, 2012) l’absorption du BaP chez les grenouilles vertes mâles est également rapide. 
En effet l’absorption de la moitié du BaP se fait en moins de 24 h et au bout de 4 jours la quasi-
totalité du BaP est absorbée (84 %). De plus les anoures ne boivent pas, ce qui implique que la voie 
majoritaire de pénétration des xénobiotiques se fait uniquement via la peau (Ogushi et al, 2010). 
Pour les grenouilles vertes exposées au mélange, la vitesse d’absorption du BaP est impactée par la 
présence du BbF. En effet l’absorption de la moitié du BaP nécessite 12 heures de plus que pour 
les animaux exposés au BaP seul.  Cependant après 96 h d’exposition le taux de BaP absorbé est 
de 88 %, taux similaire au taux retrouvé chez les grenouilles exposées au BaP seul (84 %).  
Cette différence de vitesse d’absorption du BaP ne semble pas être la conséquence d’une différence 
d’adsorption et d’absorption de la molécule au niveau de la peau. En effet le passage des xénobio-
tiques à travers la peau reste rapide et relativement constant durant les 2 types d’exposition (maxi-
mum de concentration entre 12 et 24 h puis diminution observée à partir de 4 jours d’exposition).  
La peau des amphibiens est très perméable du fait de son rôle important dans les échanges d’oxy-
gène et de dioxyde de carbone intervenant dans la respiration, ainsi que dans la régulation interne 
de l’eau et des ions sodium, chlore et potassium (Hayes et al, 2006 ; Quaranta et al, 2009). Il a été 
montré que la pénétration des HAP lourds par voie transcutanée chez le cochon d’inde s’accom-
pagne d’une métabolisation importante de ces composés et notamment du BaP avec la présence 
dans le milieu de 30 % de métabolites. Cette biotransformation des HAP fortement lipophile au 
niveau de l’épiderme déséquilibre le gradient de concentration pour la diffusion passive et favorise 
une absorption en plus grande quantité (Ng et al, 1992). De même les études de toxicocinétique 
faites sur grenouilles vertes femelles montrent la présence de métabolites plus polaires que le BaP 
au niveau de la peau (Reynaud et al, 2012). Cette présence de métabolites plus polaires que le BaP 
témoigne de l’existence d’une cohorte d’enzymes de détoxication et notamment de monoxygénases 
à cytochrome P450. Il a été clairement montré par immunohistochimie la présence de cytochromes 
P450 (CYP1A) au niveau de la peau de grenouilles léopard (Rana pipiens). Ces enzymes se trouvent 
sur les cellules épithéliales des glandes à mucus et séreuses (stratum spongiosum), ainsi que dans les 
cellules endothéliales du derme (Huang et al, 2001). Toutefois la peau des amphibiens est beaucoup 
plus fine que la peau des mammifères, notamment au niveau de l’épiderme (stratum corneum) com-
posé d’une seule couche de cellules kératinisées permettant ainsi une meilleure perméabilité des gaz 
et des fluides sans consommation d’énergie (Walker et al, 1998 ; Haslam et al, 2014). Cette caracté-
ristique vitale pour les amphibiens constitue un préjudice de vulnérabilité important quant à la 
présence de xénobiotiques de plus en plus nombreux dans les zones humides (Hayes et al, 2006 ; 
Quaranta et al, 2009). En effet les polluants vont être transportés plus rapidement dans la circulation 
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centrale via la veine cutanée, puis ensuite amenés au cœur pour enfin être distribués aux différents 
organes.  
La distribution via le sérum tend à être différente entre les deux expositions. En effet il semble que 
le BaP et/ou ses métabolites restent plus longtemps dans le sérum des grenouilles exposées aux 
deux polluants (Figure 44) sans pour autant observer de différence au niveau du cœur. Les organes 
fortement perfusés comme le muscle rouge, le cœur, les branchies… peuvent accumuler certains 
HAP ou dérivés contrairement au muscle blanc peu vascularisé (Valdez Domingos et al, 2011). 
Il a été montré que les xénobiotiques lipophiles sont transportés par les lipoprotéines et peuvent 
également s’associer à l’albumine présente dans le sérum (Panin et al, 1991 ; Polyakov et al, 1996 :  
Jandacek et Tso, 2001). En effet, peu de BaP radiomarqué se retrouve dans la fraction contenant 
les globules rouges (de 2 à 7 %). Cette tendance à l’accumulation du BaP et/ou ses métabolites plus 
longue dans le sérum pour les grenouilles exposées au mélange semble impacter sa bioconcentra-
tion et sa distribution à différents niveaux (réserve, assimilation et métabolisation). En effet, même 
si nous ne pouvons parler que de tendance les corps jaunes qui sont des tissus de réserve accumu-
lent transitoirement plus de BaP et/ou ses métabolites (Reynaud, et al., 2012) chez les grenouilles 
exposées au mélange que celles exposées au BaP seul. Il est reconnu que les tissus graisseux accu-
mulent les molécules lipophiles (Müllerova et Kopecky, 2007). 
Cette double exposition impacte la distribution dans l’organisme du BaP et donc sa métabolisation 
par les enzymes de détoxication présentes particulièrement au niveau du foie et des reins. 
Cette métabolisation du BaP chez les grenouilles vertes mâles engendre dans le milieu de trempage 
une excrétion des métabolites polaires de 10 à 20 % dès 12 h pour atteindre environ 40 % de 
métabolites polaires au bout de quatre jours pour les deux expositions. Même si cette excrétion 
semble similaire au bout de quatre jours, la cinétique d’apparition de ces métabolites semble être 
différente pour les deux expositions indiquant que le BbF agit sur la cinétique de métabolisation 
du BaP. Une des voies d’élimination correspond à l’excrétion urinaire. Cette voie d’excrétion des 
métabolites polaires via les reins (Jandacek et Tso, 2001 ; Reynaud et al, 2012) semble identique en 
termes de bioaccumulation de métabolites polaires du BaP pour les deux expositions qui montrent 
un maximum d’accumulation se maintenant de 24 h à 96 h. 
Les facteurs de bioaccumulation élevés retrouvés dans le foie, la vésicule et l’intestin montrent que 
le système hépatobiliaire (foie – vésicule biliaire – intestin) joue un rôle important dans la métabo-
lisation du BaP et dans l’excrétion des métabolites (Marty et al, 1995 ; Leney et al, 2006). En re-
vanche, cette voie n’est pas impactée de la même façon par les expositions, notamment au niveau 
de la vésicule biliaire et de l’intestin. En effet la bioaccumulation hépatique des molécules radio-
marquées n’est pas différente pour les grenouilles exposées au BaP et au mélange. Les vésicules 
biliaires des grenouilles exposées au mélange bioaccumulent 3 fois moins de molécules radiomar-
quées au temps 24 h (BaP et/ou métabolites issus des enzymes hépatiques de détoxication 
(Reynaud et al, 2012) sans pour autant observer de différence significative au niveau du foie de ces 
grenouilles. Certains xénobiotiques ont été montrés capables d’induire une cholestase c’est-à-dire 
un blocage total ou partiel des canaux biliaires hépatiques (Levine, 1978 ; Sturgill et Lambert, 1997). 
Mais les masses moyennes des vésicules biliaires des grenouilles des différentes expositions sont 
similaires et nous n’avons pas observé de modification de couleur du foie témoignant de déverse-
ment de la bile dans celui-ci. Lors des expérimentations, les animaux ne sont pas nourris afin d’éva-
luer uniquement l’impact des polluants via leur pénétration à travers la peau, ainsi la vidange de la 
vésicule biliaire dans l’intestin est limitée à environ 20 % de son contenu en synchronisation avec 
le Complexe Moteur Migrant de l’intestin pour tous les animaux expérimentés (http://physiolo-
gie.envt.fr/spip/IMG/pdf/Phys_digest_16.pdf). Apparemment le foie assure son rôle de détoxi-
cation en mettant en jeu ses enzymes sans induction sur ces temps d’exposition de 6 h à 48 h ( 
Figure 45). Néanmoins la cinétique de bioaccumulation dans le foie semble être différente car 12 h 
d’exposition est le temps où l’accumulation est maximale pour le foie des grenouilles exposées au 
mélange alors que pour les grenouilles exposées seulement au BaP, l’accumulation de BaP, méta-



 
 

  94 
 

bolites et/ou de conjugués semble se situer à 24 h d’exposition. Cette différence pourrait être ex-
pliquée par l’activité des monooxygénases à cytochromes P450 (CYP1A) du foie qui présentent 
pour les grenouilles exposées au BaP une diminution sans significativité de leur activité pour les 
temps 12 h et 48 h par rapport aux grenouilles non exposées (niveau de base de l’activité CYP1A) 
et aux grenouilles exposées au mélange. Par contre ces dernières montrent des activités de CYP1A 
qui ont tendance à être supérieures à celles des témoins (x 1,2 à 1,5) et à celles exposées au BaP (x 
2,7), à ces mêmes temps d’exposition. Il est connu que les HAP et particulièrement le BaP induisent 
les enzymes de détoxication hépatiques chez de nombreux organismes aquatiques et terrestres et 
particulièrement les cytochromes P450 (Reynaud et al, 2002 ; Reynaud et al, 2012). Par contre chez 
un modèle d’amphibien Xenopus tropicalis exposé au BaP dans les mêmes conditions que notre étude, 
la sur-transcription des enzymes de détoxication notamment des monooxygénases à cytochromes 
P450 n’a pas été montrée (Regnault et al, 2014). Il est également décrit dans la littérature que l’in-
duction des P450 ou plus généralement des MFO (oxydases à fonction mixte) chez les amphibiens 
se fait huit à douze jours après exposition (Venturino et Pechen de D'Angelo, 2005; Ertl et Winston, 
1998). De plus ces enzymes sont induites via le récepteur Ah qui présente chez les amphibiens une 
certaine insensibilité à des inducteurs reconnus comme le 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-Dioxin 
(TCDD) (Elskus, 2005; Lavine et al, 2005). Cette faible réponse observée vis-à-vis de TCDD chez 
les amphibiens correspond aux réponses retrouvées chez certaines populations de poissons résis-
tants au TCDD, ainsi que certaines souches de souris et certains oiseaux (Zhou et al, 2010 ; Shoots 
et al, 2015). En effet cette faible affinité du récepteur Ah pour certains ligands comme le BaP et le 
BbF engendre une faible induction du cytochrome CYP1A responsable de l’activation de ces mo-
lécules les rendant génotoxiques (Fernandez-Salguero et al, 1996; Shimizu et al, 2000 ; Bello et al, 
2001). Il semblerait que les amphibiens montrent une certaine résilience à l’exposition au BaP. En 
revanche, l’exposition au mélange semble activer cette voie de métabolisation (CYP1A) montrant 
une tendance à avoir un effet additif ou synergique pour les temps d’exposition 12 h et 48 h. Dans 
la littérature, les effets mesurés des mélanges binaires montrent une forte variabilité en fonction 
des doses utilisées et du modèle testé (Staal et al, 2007 : Staal et al, 2008 ; Pushparajah et al, 2016 ; 
Gaskill et Bruce, 2016). Sur une lignée hépatocytaire humaine le mélange de BaP/BbF a un effet 
additif sur l’expression du gène CYP1A (Staal et al, 2007). Cependant, sur des coupes de foie de rat, 
il a été observé une diminution de l’activité du CYP1A (Staal et al, 2008), démontrant un effet 
antagoniste également observé sur l’activité EROD (Pushparajah et al, 2016) et traduisant un po-
tentiel de carcinogenèse diminué. Pour autant des tests d’inhibition de l’activité EROD mettant en 
compétition le substrat (éthoxyrésorufine) et les polluants permettent de mettre en évidence que le 
BaP et le BbF ont une forte affinité avec le site catalytique des P450 des microsomes de foie de 
grenouilles vertes.  L’inhibition de cette activité pourrait être expliquée par le stress oxydant. En 
effet certains auteurs décrivent une régulation de la transcription du gène des CYP1 par des boucles 
de rétrocontrôle par les espèces réactives de l’oxygène (H2O2) ou la diminution de glutathion qui 
réprimerait l’activité du promoteur de ce gène (Barouki et Borel, 2001 ; Zangar et al, 2004). Cette 
différence d’activité des cytochromes P450 et notamment des CYP1A au temps 12 h et 48 h pour-
rait expliquer le taux constant de métabolites polaires retrouvés dans le milieu des grenouilles ex-
posées au BaP seul de 12 à 48 h. De plus cette voie d’élimination hépatobiliaire montre des diffé-
rences au niveau de l’intestin. Les grenouilles exposées au mélange montrent une accumulation plus 
précoce de BaP et/ou ses métabolites dans l’intestin (dès 12 h), témoignant du passage direct de 
ces composés du sang vers l’intestin (stagnation plus importante dans le sérum, moins d’accumu-
lation dans la vésicule biliaire).  Au contraire l’intestin des grenouilles exposées au BaP seul accu-
mule également du BaP et/ou ses métabolites avec un décalage de 12 h (accumulation importante 
dans la vésicule biliaire). Il semblerait que l’accumulation de ces composés dans l’intestin soit le 
reflet de l’accumulation observée dans la vésicule biliaire à 24 h d’exposition chez ces grenouilles 
exposées au BaP seul (Roberts et al, 2002). De plus il existe une réabsorption passive et active de 
composés endogènes comme les sels biliaires ou exogènes comme les xénobiotiques de l’intestin 
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vers le foie qui se fait par le sang. Ce cycle entéro-hépatique influence donc la dynamique de méta-
bolisation et d’élimination des xénobiotiques et ainsi augmente la durée d’exposition de l’intestin 
et du foie aux polluants engendrant une augmentation de vulnérabilité cellulaire (Roberts et al, 
2002). Les individus exposés au mélange auraient donc peut-être une amplification de ce cycle 
entéro-hépatique qui aurait pour conséquence une concentration en BaP et/ou métabolites qui se 
retrouvent plus longtemps dans le sérum (de 12 h à 48 h). En effet la circulation entéro-hépatique 
concerne autant les composés dont l’origine est biliaire que non biliaire (Jandacek et Tso, 2001). 
De plus la présence dans l’intestin d’enzymes présentes dans la muqueuse et de microflore spéci-
fique à chaque individu peut impacter la métabolisation des polluants et leur réabsorption. L’im-
portance de cette microflore est de plus en plus mise en exergue dans le maintien du métabolisme 
au sens large et elle est impactée par l’exposition aux différents polluants (Landman et Quevrain, 
2016). En 2015, une étude sur souris suivant un régime alimentaire contaminé par un POP montre 
des altérations de la micro flore intestinale avec des effets sur le métabolisme des acides biliaires et 
des impacts sur la lipogenèse, la néoglucogenèse et la glycogénolyse via le récepteur AhR (Zhang et 
al, 2015). 
 
 
 

2. Métabolisme glucidique 

 
L’impact des polluants sur les organismes aquatiques est souvent mesuré par rapport à leur capacité 
à les métaboliser et les excréter et particulièrement par les inductions des enzymes de détoxication 
qui sont décrites comme des marqueurs d’expositions. Des études récentes s’intéressent aux per-
turbations du métabolisme chez différents organismes aquatiques exposés aux POP. Chez le pois-
son Danio rerio, des modifications des gènes impliqués dans la régulation de la masse et dans la voie 
de signalisation de l’insuline ont été montré (Lyche et al, 2011). De la même façon, des études chez 
les amphibiens exposés à des perturbateurs endocriniens montrent des impacts des voies métabo-
liques glucidique et lipidique avec apparition d’une stéatose hépatique et d’une intolérance au glu-
cose (Regnault et al, 2014 ; Regnault et al, 2016). Ces différentes études font écho aux données 
épidémiologiques mettant en évidence des corrélations entre les niveaux de POP dans l’organisme 
et des altérations de l’homéostasie du glucose (Ropero et al, 2008 ; Neel et Sargis, 2011), l’obésité 
et le développement du diabète de type 2 (Taylor et al, 2013 ; Lee et al, 2014 ; Jaacks et Staimez, 
2015). De plus, il est clairement montré dans la littérature que de nombreux xénobiotiques ont des 
effets diabétogènes chez les mammifères et la courbe de prévalence du diabète au États-Unis cor-
rèle avec la production de composés chimiques (Neel et Sargis, 2011) 
En s’appuyant sur l’étude du transcriptome hépatique faite sur Xenopus tropicalis exposé au BaP et 
montrant clairement des perturbations du métabolisme glucidique avec une sur-transcription de la 
voie de la néoglucogenèse et de la voie de signalisation de l'insuline (Regnault et al, 2014), nous 
nous sommes intéressés au taux de glucose circulant et à la capacité à réguler ce taux de glucose 
chez les grenouilles vertes exposées. Au contraire de ce qui est décrit chez Xenopus tropicalis, les 
grenouilles sauvages ne montrent pas de fluctuations du taux de glucose sanguin après exposition 
aux HAP. Leur glycémie moyenne est de 28,5 ± 1,2 mg.dl-1, ce qui correspond à une valeur faible 
comparée à celle retrouvée chez Xenopus tropicalis (autour de 60 mg.dl-1). En revanche cette valeur 
moyenne retrouvée chez Pelophylax kl. esculentus exposées ou non aux HAP est similaire à la valeur 
moyenne mesurée chez Pelophylax ridibundus pêchée en milieu naturel (22.7 ± 0.6 mg.dl-1). Ces gre-
nouilles montrent une diminution de leur glycémie après exposition à l’herbicide Roundup 
(Păunescu et Ponepal, 2011; Păunescu et al, 2013). Il est clairement établi que les amphibiens ne 
sont ni sensibles à l’hypoglycémie (<5mg.dl-1) ni à l’hyperglycémie (9000 mg.dl-1) (Dziewulska-
Szwajkowska et al, 1997). Cependant, les grenouilles exposées au BaP, au BbF et au mélange mon-
trent un défaut de régulation de la glycémie montré par les tests ipGTT, ce qui témoigne d’un 
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impact des différents polluants sur les voies de régulation de l’homéostasie du glucose sanguin. Ces 
perturbations peuvent avoir plusieurs origines. En effet soit la voie de la néoglucogenèse hépatique 
est stimulée soit la voie de la captation du glucose par les tissus périphériques après stimulation à 
l’insuline est absente ou insuffisante. La voie de la néoglucogenèse hépatique est impactée par le 
BaP, le BbF et le mélange. En effet, l’injection intrapéritonéale d’un bolus de pyruvate permet de 
mettre en évidence chez les grenouilles exposées aux différents polluants une augmentation de la 
glycémie. Sachant que le pyruvate est le substrat de la voie centrale de la néoglucogenèse puisque 
la lipolyse, la protéolyse et la glycolyse anaérobie fournissent toutes cet élément pour in fine fournir 
du glucose hépatique. De plus, le foie est le seul organe capable de libérer du glucose dans la circu-
lation sanguine. Cette augmentation de la glycémie plus importante chez les grenouilles exposées 
que chez les grenouilles témoins après injection de pyruvate reflète une activation de la voie de la 
néoglucogenèse. Dans cette voie, une des enzymes clé régulée de façon transcriptionnelle est la 
PEPCK qui permet de convertir l’oxaloacétate issu du pyruvate en phosphoénolpyruvate dans le 
cytosol. Chez nos différents lots de grenouilles, l’expression hépatique de PEPCK s’est révélée ex-
trêmement variable. Pour les grenouilles exposées au BaP, le taux de transcription de PEPCK n’est 
pas modifié après une exposition de 12 h et 18 h, malgré une activation de la voie de la néogluco-
genèse. Au contraire une étude faite sur des femelles Xenopus tropicalis exposées durant 6 h, 12 h, 18 
h et 24 h au BaP confirme la sur-transcription de cette enzyme (Regnault et al, 2014). En revanche, 
chez les mâles Xenopus tropicalis exposés au BaP, une sur-transcription de PEPCK a été mise en 
évidence à partir de 24 h d’exposition (Regnault et al, 2016).  Pour les grenouilles exposées au BbF 
qui présentent la même réponse au test de tolérance au pyruvate que les grenouilles exposées au 
BaP, la transcription du gène PEPCK est augmentée (x4) à 18 h d’exposition. De la même façon le 
taux de transcription est doublé pour les grenouilles exposées au mélange pendant 12 h. De plus 
l’étude de la transcription de PGC-1α, le co-activateur de transcription de PEPCK via FOXO 
montre une forte variabilité interindividuelle avec une tendance à la sous-transcription. Cette sous-
transcription a été montrée également chez Xenopus tropicalis à partir de 12 h d’exposition au BaP 
reflétant une augmentation de la lipogenèse dans le foie engendrant une stéatose hépatique 
(Regnault et al, 2016). De même, dans la population humaine, le polymorphisme du gène PGC-1α 
et son expression plus faible constituent une contribution génétique importante dans le dévelop-
pement d’une stéato-hépatite non alcoolique NAFLD (Non Alcoholic Fatty Liver Desease) 
(Yoneda, et al., 2008). En revanche, le foie des grenouilles vertes exposées ne montre pas de stéa-
tose (coloration ORO : Oil RedO).  
Les fortes variabilités des réponses observées nous ont fait réfléchir sur la question de nourrissage 
des animaux. En effet, les contraintes liées au mode alimentaire des grenouilles vertes (proies vi-
vantes non supplées en vitamines et non diversifiés) posent des questions sur l’équilibre nutrition-
nel de ces animaux. C’est pourquoi nous nous sommes intéressés aux grenouilles d’élevage Rivan 
92 afin de garantir une alimentation plus contrôlée et équilibrée pour mettre en évidence les per-
turbations du métabolisme glucidique liées à l’exposition aux HAP. Ces grenouilles Rivan92 pré-
sentent une masse 2 fois plus importante que les grenouilles sauvages sans pour autant avoir une 
glycémie à jeun significativement différente (37,8  ±  4,5 mg.dl-1).  En outre, ces grenouilles d’éle-
vage ont montré des différences significatives de glycémie à jeun induites par les polluants particu-
lièrement avec le BaP induisant une hypoglycémie par rapport aux grenouilles Rivan 92 non expo-
sées. Au contraire, l’exposition au BaP de Xenopus tropicalis engendre une hyperglycémie (Regnault 
et al, 2014), comme nous avons tendance à l’observer chez les grenouilles Rivan 92 exposées au 
BbF. Il a été montré que des rats chez qui un diabète de type II a été induit présentent une inhibition 
de la voie de la néoglucogenèse, particulièrement de PEPCK après injection de forte dose de 
TCDD, diminuant ainsi le taux de glucose circulant (Fried et al, 2010). 
Un défaut de régulation de l’homéostasie du glucose a été révélé par les tests de tolérance au glucose 
même pour les grenouilles Rivan 92 non exposées. En effet, le métabolisme glucidique de ces gre-
nouilles semble être impacté par leur régime alimentaire. Chez des souris suivant un régime enrichi 
en graisse, il a également été montré une augmentation de masse sans modification de la glycémie 
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à jeun et une intolérance au glucose mettant en évidence un défaut de maintien de l’homéostasie 
glucidique (Gonzales et al, 2013). Il semblerait que les grenouilles Rivan 92 suivent un régime trop 
gras engendrant un syndrome métabolique (Kassi et al, 2011 ; Aguilar et al, 2015 ; Melvin et al, 2017), 
caractérisé par une obésité, un défaut de régulation du taux de glucose sanguin et une insulino-
résistance. En effet contrairement aux grenouilles sauvages, l’injection d’insuline bovine ne se tra-
duit pas par une baisse notoire du taux de glucose circulant.  En effet, seulement 22 % des gre-
nouilles Rivan92 atteignent une valeur inférieure à 10 mg.dl-1au bout de 5 heures après l’injection 
d’insuline contre 100 % des grenouilles sauvages. Les grenouilles sauvages exposées montrent donc 
une sensibilité à l’insuline témoignant d’un désordre métabolique glucidique non lié à la captation 
du glucose par les tissus périphériques que sont les muscles squelettiques et le tissu adipeux. En 
effet comme chez les mammifères, l’insuline est un régulateur majeur du métabolisme chez les 
amphibiens en accroissant l’entrée du glucose particulièrement dans le muscle squelettique par l’in-
termédiaire des récepteurs spécifiques et son stockage sous forme de glycogène (Petersen et 
Gleeson, 2011). Nous pouvons donc suggérer que le défaut de régulation du glucose observé après 
exposition aux différents polluants chez les grenouilles sauvages reflète un déficit ou une absence 
de synthèse d’insuline par le pancréas ou bien que l’insuline sécrétée ne serait peu ou pas fonction-
nelle dans la mesure où l’injection d’insuline bovine entraine une baisse du taux de glucose sanguin 
chez les individus sauvages non exposés et exposés. Chez Xenopus tropicalis femelle exposés au BaP 
à 50 ng.l-1 pendant 12 mois, l’immunomarquage de l’insuline sur des coupes de pancréas montrent 
une hypersécrétion avec une intolérance au glucose.  Chez des animaux exposés au BaP suivant les 
mêmes conditions, puis non exposés pendant 1 an, la sécrétion d’insuline est diminuée (Regnault 
et al, 2017, in prep) par rapport aux témoins montrant ainsi un épuisement de la sécrétion de l’insu-
line des cellules β des ilots de Langerhans du pancréas. Le déficit de régulation du glucose dans le 
sang suggère des perturbations de stockage du glucose chez les grenouilles vertes exposées pendant 
la période d’activité. En effet, les grenouilles vertes sont des vertébrés poïkilothermes montrant des 
variations d’activité physiologiques saisonnières induites par les conditions environnementales. Ces 
variations engendrent donc des utilisations différentes d’énergie suivant les saisons, notamment 
l’utilisation des réserves de glycogène hépatique se fait pendant l’hiver lors de l’hibernation pour 
fournir l’énergie maintenant le métabolisme basal nécessaire aux fonctions vitales des animaux 
(Byrne et White, 1975 ; Bruscalupi et al, 1989 ; Feng et al, 2007). Ce défaut de maintien d’homéos-
tasie glucidique pourrait être à l’origine de perturbations de la mise en réserve de glucose sous 
forme de glycogène notamment hépatique et ainsi générer un ralentissant du métabolisme entrai-
nant la mortalité des populations de grenouilles vertes pendant l’hibernation ou à la sortie de celle-
ci. De plus les grenouilles du genre Pelophylax montrent des périodes de réveil lors de l’hibernation 
et des déplacements afin de trouver des conditions plus favorables pour la poursuite de l’hiberna-
tion (particulièrement des conditions hydriques favorables) (Holenweg et Reyer, 2000) se traduisant 
par des besoins en énergie conséquents. A défaut de mettre en évidence des marqueurs d’exposition 
classiques en écotoxicologie, des perturbations du métabolisme glucidique sont mis en évidence de 
façon simple par des tests de tolérance au glucose. L’impact des HAP lourds sur le métabolisme 
glucidique des grenouilles vertes est clairement établi. De ce fait, il nous est apparu important de 
tester d’autres polluants retrouvés dans les zones humides afin de vérifier leur impact sur ce méta-
bolisme. Nous avons donc exposé pendant 18 h des grenouilles vertes à un insecticide de la famille 
des phénylpyrazoles : le fipronil (interdiction juillet 2013 par la commission européenne), un com-
posé pharmaceutique de la classe des anti inflammatoires non stéroïdiens, employé en médecine 
humaine pour ses propriétés analgésiques : l’ibuprofène, un composé organique utilisé comme ma-
tière première dans la fabrication des plastiques de type polycarbonate et des résines époxydes ainsi 
comme révélateur dans la fabrication des papiers thermiques, le bisphénol A (2015 la loi interdisant 
son utilisation pour les contenants alimentaires) et un agent antimicrobien organochloré le triclosan 
présent dans une grande variété de produits de consommation : savons, déodorants, cosmétiques 
et dentifrices. Les tests de gluco tolérance mettent en évidence des perturbations du métabolisme 
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du glucose pour le fipronil, le triclosan et l’ibuprofène. En revanche, le Bisphenol A ne semble pas 
altérer cette voie (Figure 62).  
 

 

Figure 62 : Boxplot des aires sous les courbes obtenues lors du test ipGTT.  Les données représen-

tent les valeurs moyennes ± SE (n = 6). L’analyse statistique est réalisée en utilisant le test de 
Wilcoxon (test non paramétrique).  

 
Ce défaut de régulation du glucose a été retrouvé chez une autre espèce d’amphibien Xenopus tropi-
calis femelle exposée depuis le stade têtard jusqu’au stade adulte mature à 50 ng.l-1 de triclosan ou 
de BaP (Regnault et al , 2017, in prep). De façon plus générale, il a été mis en évidence un syndrome 
métabolique chez ces animaux caractérisé entre autres par le syndrome de résistance au glucose, 
une stéatose hépatique, des dysfonctionnements des mitochondries hépatiques et une hypersécré-
tion pancréatique de l’insuline typique du stade prédiabétique… Ce défaut de régulation de glucose 
mis en évidence par les tests ipGTT témoigne-t-il, comme pour l’exposition des HAP, d’une acti-
vation de la voie de la néoglucogenèse ? 
Les tests ipPTT montrent une forte variabilité de réponses qui ne permettent pas de mettre en 
évidence statistiquement une activation de la voie de la néoglucogenèse pour les différentes classes 
de polluants Figure 63. En outre, il semblerait que les animaux exposés à l’ibuprofène présentent 
une intolérance au glucose avec une tendance pour la stimulation de la voie de la néoglucogenèse 
comme les grenouilles exposées aux HAP. Il apparait que l’exposition à de nombreuses classes de 
xénobiotiques engendrent des désordres métaboliques notamment au niveau du maintien de l’ho-
méostasie du glucose mais avec des origines différentes qui restent à élucider en fonction des dif-
férentes familles de polluants. 
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Figure 63 : Boxplot des aires sous les courbes obtenues lors du test ipPTT. Les données représen-

tent les valeurs moyennes ± SE (n = 6).  
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V. Conclusion 
 
Nos expérimentations confortées par la littérature mettent en évidence une pénétration via la peau, 
une métabolisation et une excrétion du BaP métabolisé relativement rapides. Cette métabolisation 
importante du BaP chez les grenouilles vertes se fait sans mettre en évidence un biomarqueur d’ex-
position couramment utilisé en milieu aquatique qui est l’induction des cytochromes P450. Cette 
absence ou faible induction observée des cytochromes P450 fait que les amphibiens et plus parti-
culièrement les grenouilles vertes montrent une certaine résilience au BaP, ou plus généralement 
aux HAP. En effet les enzymes de phase I notamment les cytochromes P450 jouent un rôle majeur 
dans l’activation des HAP en les rendant génotoxiques (Figure 25). Par contre, l’impact du BbF sur 
la pénétration, la métabolisation et l’élimination du BaP a été observé sur les temps d’exposition 
courts particulièrement entre 12 et 48 heures. En effet, son influence a été mesurée dès la phase 
d’absorption, en montrant un temps d’absorption augmenté de 12 heures pour les grenouilles ex-
posées au mélange. De plus la distribution du BaP au sein de l’organisme est également impactée 
puisqu’il a tendance à rester plus longtemps dans le sérum, se bioconcentrer de façon plus impor-
tante dans les corps jaunes et être plus précocement distribué dans l’intestin engendrant un temps 
d’exposition plus long dans cet organe et une recirculation du BaP et/ou ses métabolites dans 
l’organisme via le cycle entéro hépatique. In fine, au bout de 4 jours d’exposition, l’influence du BbF 
est peu observable puisque la concentration en métabolites polaires excrétés est similaire pour les 
2 expositions avec une distribution du BaP et/ou ses métabolites semblables chez les grenouilles. 
La différence majeure dans le processus métabolique se situe au niveau de l’activité des P450 hé-
patique qui a tendance à être plus importante pour les grenouilles doublement exposées alors qu’elle 
est inhibée chez les grenouilles exposées seulement au BaP. Cette tendance à l’augmentation pour-
rait être due à un effet synergique ou additif des 2 HAP du mélange, avec une tendance à un effet 
inducteur du BbF sur les P450 hépatique. Par contre il est plus compliqué de comprendre la ten-
dance à l’inhibition de l’activité P450 (exposition 12 et 48 heures) pour le BaP. L’impact du BbF 
doit être éclairci en essayant de mesurer sa pénétration, sa distribution ainsi que sa métabolisation 
chez des grenouilles exposées à cette seule molécule. De plus, il semble essentiel afin de com-
prendre les impacts de ses molécules d’identifier pour chaque exposition les différents métabolites 
engendrés et leur vitesse d’apparition.  
L’impact hépatique ne se résume pas effectivement qu’aux enzymes de détoxication et il est de plus 
en plus montré qu’il existe un lien direct entre l’exposition aux polluants et l’impact sur le métabo-
lisme au sens large. De façon simple, par la mise en place de test de gluco tolérance, nous avons 
montré des perturbations du métabolisme glucidique chez les individus sauvages exposés aux HAP 
que ce soit pour le BaP, le BbF et le mélange binaire sans pour autant montrer de différence entre 
les différentes expositions. De plus ce désordre métabolique observé est lié à une activation de la 
voie de la néoglucogenèse pour les différentes expositions montrée par les tests ipPTT. Les ré-
ponses métaboliques physiologiques globales (ipGTT, ipPTT) ont permis de mettre en évidence 
des désordres du métabolisme glucidique chez les grenouilles sauvages (homéostasie glucidique et 
néoglucogenèse) sans montrer de modifications de sensibilité à l’insuline. En revanche essayer de 
comprendre les mécanismes mis en jeu dans ces désordres a été fastidieux. Notamment, l’analyse 
des transcrits en qPCR a révélé de fortes variabilités interindividuelles. Connaître les espèces et les 
hybrides de ce complexe nous est apparu essentiel. En effet, le complexe esculentus est composé 
d’espèces parentes P. ridibundus de génotype RR et P. lessonae de génotype LL et de l’hybride qui 
peut être diploïde de génotype RL et triploïde de génotypes RRL et RLL. Nous nous sommes 
appuyés sur des études (Plötner et al, 2009 ; Hauswaldt et al, 2012) portant sur le polymorphisme 
de l’intron-1 du gène de l’albumine sérique des grenouilles vertes du paléarctique occidental. De 
plus l’analyse par PCR classique du polymorphisme de cet intron permet d’identifier clairement les 
espèces parentes et le type d’hybrides du complexe esculentus. (Hauswaldt et al, 2012). L’analyse des 
produits PCR nous a clairement montré que nous n’avions pas d’hybrides de génotypes RL, RRL 
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et RLL mais que nos individus appartenaient exclusivement à la lignée bedriagae/ridibundus (ampli-
cons de 800-900 pb). Cette lignée regroupe une grande variété d’espèces. Le séquençage de ces 
différents amplicons a montré une diversité d’espèces présentes sur le bassin méditerranéen, ainsi 
que beaucoup de polymorphismes. En effet d’après l’analyse du gène de l’intron-1 de l’albumine 
sérique, les populations de grenouilles vertes sauvages que nous recevons semblent appartenir ma-
joritairement à 3 espèces présentes sur les sites de pêche Turcs et Grecs : P. cf bedriagae, P. epeiroticus, 
P. ridibundus (Figure 61). Cette variabilité de réponse est étroitement liée au fait qu’au sein de nos 
différents arrivages, nous avons reçu différentes espèces appartenant à cette lignée ridibundus qui 
présente en plus du polymorphisme. Etudier par des méthodes de quantification précise, la trans-
cription de gènes sur des espèces différentes semble compromis sans au préalable génotyper nos 
individus. De plus la plasticité phénotypique des populations de grenouilles est largement décrite 
afin de garantir une adaptation optimale aux conditions de l’habitat engendrant en plus une varia-
bilité des réponses chez les individus de même espèce prélevés sur des sites différents (Laugen, et 
al., 2005) (Muir et al, 2014). 
En parallèle, nous nous sommes intéressés particulièrement à un élevage de grenouilles vertes de 
l’INRA de Rennes afin de garantir la traçabilité des individus, de limiter les différents stress liés à 
l’importation, de limiter les variations génétiques et de contrôler l’alimentation. Ces populations de 
grenouilles d’élevage Rivan92 se sont regroupées en 3 taxons (Figure 61). Un taxon majoritaire 
composé de 5 individus (Rivan_C4, Rivan_BBF1, Rivan_C2, Rivan_BBF3, Rivan_BBF2) qui s’est 
regroupé avec l’espèce P. kurtmuelleri (Grèce). Ces populations de grenouilles Rivan92 présentent 
donc une variabilité génétique plus faible et des conditions d’élevage similaires (même pression de 
sélection). Cependant les réponses métaboliques nous montrent que ces grenouilles suivent un ré-
gime alimentaire trop enrichi en graisse ce qui impacte leur profil métabolique et masque les ré-
ponses qui pourraient être liées aux expositions de polluants. Ces grenouilles d’élevage ne présen-
tent donc aucun avantage pour notre étude mettant en évidence des désordres métaboliques liés à 
l’exposition. En effet, elles sont intolérantes au glucose, présentent une activation de la voie de la 
néoglucogenèse et une résistance à l’insuline de façon constitutive. 
L’observation d’une réponse globale sur des populations de grenouilles vertes sauvages avec des 
tests relativement simples (ipGTT, ipPTT et test à l’insuline) permettent de mettre en évidence des 
désordres métaboliques liés à l’exposition aux contaminants de l’environnement. L’exposition des 
grenouilles sauvages à différentes classes de xénobiotiques montre toute un défaut de régulation 
du glucose, excepté pour le plastifiant BPA. En revanche la voie de la néoglucogenèse ne semble 
pas être impactée par le TCS (antimicrobien) et le fipronil (insecticide) mais une tendance se dessine 
pour le BPA (plastifiant) et l’ibuprofène (anti inflammatoire). 
Les tests doivent être poursuivis pour confirmer les tendances sur les populations de grenouilles 
vertes mâles, de même il serait intéressant de tester les populations de grenouilles vertes femelles.  
Ces perturbations du métabolisme hépatique chez les grenouilles exposées remettent en question 
leur capacité de résilience vis-à-vis des HAP. En effet ces troubles observés, notamment de mise 
en réserve du glucose sous forme de glycogène pourraient impacter directement le métabolisme 
basal lors de l’hibernation et ainsi mettre en danger ces populations durant l’hiver, mais aussi les 
réserves dans les cellules germinales (spermatocytes et ovocytes) pouvant engendrer des perturba-
tions au niveau de la reproduction. 
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RÉSUMÉ 

 
 
Dans les zones humides, un déclin dramatique des populations d’amphibiens a été observé au ni-
veau mondial depuis les années 80. Malgré de nombreuses études suggérant que les amphibiens 
sont très sensibles aux pressions anthropiques cumulées, le rôle joué par les polluants organiques 
persistants (POP) reste mal connu sur le stade adulte. Les zones humides représentent des zones 
puits pour une grande variété de POP et particulièrement pour les hydrocarbures polycycliques 
aromatiques (HAP) qui ont la caractéristique d’être retrouvés en mélange dans les écosystèmes. Le 
Benzo[a]pyrène (BaP) et le Benzo[b]fluoranthène (BbF) sont des HAP lourds appartenant à la liste 
des 16 HAP classés prioritaires qui présentent des caractéristiques physico chimiques similaires. 
Cette étude porte sur la toxicocinétique et les effets métaboliques du BaP seul ou en mélange avec 
le BbF chez les grenouilles vertes P. kl. esculentus. Par des méthodes classiques de suivi du 14C-BaP, 
nous avons confirmé la tolérance des grenouilles vertes mâles à de forte concentration environne-
mentale (10 µg.l-1) de BaP, se caractérisant par une capacité d’absorption, de métabolisation de ce 
composé et d’excrétion.  Néanmoins ces capacités sont modifiées par la présence du BbF sur les 
temps courts (de 12 h à 48 h), engendrant des différences de bioconcentration. Une tendance à 
l’induction hépatique des cytochromes P450 pour les individus exclusivement exposés au mélange 
a été également mise en évidence. De plus, l’étude du métabolisme glucidique par des tests de 
tolérance au glucose et au pyruvate a permis de mettre en évidence des désordres métaboliques 
notamment par l’activation de la voie de la néoglucogenèse sans modification de la sensibilité à 
l’insuline chez tous les individus sauvages exposés.  Ces résultats nous ont permis de démontrer 
par des méthodes simples et globales que les HAP, bien que rapidement métabolisés par les gre-
nouilles vertes, entrainent des désordres métaboliques importants. Ces effets apparaissent généra-
lisés au modèle amphibien puisqu’ils confirment des résultats antérieurs obtenus chez le xénope 
tropicalis et qu’ils ne sont pas influencés par la complexité génétique des grenouilles vertes. 
 
Mots-clés : amphibiens, grenouilles vertes, HAP, Benzo[a]pyrène, Benzo[b]fluoranthène, toxicoci-
nétique, métabolisme glucidique. 

 

 

 


