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Résumé

L’objectif de notre travail est d’étudier 1’effet toxique d’un insecticide de la famille pyréthrinoides (Lambda
Cyhalothrine) sur la morphologie et le comportement du protiste cilié Paramecium sp.

Dans un premier temps, les résultats obtenus révelent que la croissance cellulaire des paramécies est sensible
a cet insecticide et surtout pour les plus fortes concentrations. La toxicité s’est manifestée par une réduction du nombre
et de la vitesse de génération ainsi qu’une augmentation du temps de génération, ce qui montre un effet inhibiteur dose
dépendant de cette molécule.

D’autre part, I’étude microscopique a mis en évidence certaines anomalies structurelles et membranaires allant
du changement de la forme, I’apparition de bourgeonnements, noircissement du milieu intracellulaire a la lyse totale
de la cellule.

Enfin, nous avons noté des changements concernant 1’aspect comportemental qui se traduit par une
perturbation des mouvements des paramécies qui s'est manifestée par un taux d'évitement élevé avec une réponse dose
dépendante et des fluctuations dans les trajectoires de déplacement apreés I'exposition aux plus fortes concentrations da
la Lambda Cyhalothrine.

Mots clés : Paramecium sp, Lambda Cyhalothrine, croissance cellulaire, toxicité, comportement, anomalies
structurelles et membranaires.

Abstract

The objective of our work is to study the toxic effect of an insecticide of the pyrethroid family (Lambda
Cyhalothrin) on the morphology and behavior of the ciliated protista Paramecium sp.

Initially, the results obtained reveal that the cell growth of paramecia is sensitive to this insecticide and
especially for the highest concentrations. The toxicity was manifested by a reduction in the number and speed of
generation as well as an increase in the generation time, which shows a dose-dependent inhibitory effect of this
molecule.

On the other hand, the microscopic study revealed certain structural and membrane anomalies ranging from
changes in shape, the appearance of buds, blackening of the intracellular medium to total lysis of the cell.

Finally, we noted changes in the behavioral aspect; resulting in a disturbance of the movements of the
paramecia which was manifested by a high and dose-dependent avoidance rate and fluctuations in the movement
trajectories after exposure to the highest concentrations of Lambda Cyhalothrin.

Keywords: Paramecium sp, Lambda Cyhalothrin, cell growth, toxicity, behavior, structural and membrane
anomalies.
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Introduction

Les écosystemes naturels, qu’ils soient aquatiques ou terrestres, présentent un intérét
écologique majeur, et constituent la base du développement socio-économique humain (Jian et
al., 2007). Cependant, depuis la seconde moitié du XXeme siécle, I’environnement a été soumis a
la pression croissante des activités humaines dont les effets se sont fait rapidement sentir. Le fort
développement de la technologie et I’important essor industriel ont donné de nouvelles
dimensions aux risques de la pollution et aujourd’hui le nombre de populations exposées aux
contaminants environnementaux ne cesse d’augmenter. En effet, le nombre de nouveaux produits
chimiques synthétisés qui viennent s’ajouter chaque année aux plus de 2 millions de substances
déja répertoriées et plus de 100 000 substances commercialisées, se retrouvent tous dans

I’environnement a la fin de leur cycle de vie (Murati, 2012).

Parmi les multiples composés chimiques impliqués dans la contamination des
écosystemes naturels, les pesticides constituent, de nos jours, une source importante de
préoccupation environnementale. Depuis la révolution verte qui a débuté dans les années 60, les
pesticides font partie intégrante du systéme agricole. Ils sont devenus le principal moyen de lutte
contre les organismes nuisibles. Cependant, leur utilisation abusive a entrainé une contamination
considérable des ecosystemes, ce qui pose de sérieux problemes environnementaux et de santé
publique. On estime que 2,5 millions de tonnes de pesticides sont appliqués chaque année sur les
cultures de la planete. Seulement, 0.3 % de ces produits entrent en contact avec les organismes
indésirables cibles, ce qui veut dire que 99,7% des substances deversées s'en vont «ailleurss».
(Bourbia Ait Hamlet, 2013).

Une partie importante de ces pesticides est dispersée dans 1’atmosphére, soit lors de leur
application, soit par évaporation ou par envol a partir des plantes ou des sols, sur lesquels ils ont
été appliqués. Dispersés par le vent et parfois loin de leur lieu d’épandage, ils retombent avec les
pluies directement sur les plans d’eau et sur les sols d’ou ils sont ensuite drainés jusqu’aux
milieux aquatique par les eaux de pluie, ce qui présentent une réelle menace de la biodiversité et
I'équilibre des écosystéemes aquatiques (Frenske et al., 2002 ; Chevalier, 2014). Le plus souvent,
les effets néfastes sur les organismes aquatiques se traduisent par une surmortalité ou des
perturbations comportementales qui modifieront leurs capacités physiologiques, ce qui revient,
finalement, a une diminution sensible des effectifs jusqu’a la disparition compléte de certaines

especes sensibles (Harrison, 2001 ; Sindermann, 2006).
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Parmi les pesticides, les insecticides représentent 45% du marché suivis des fongicides
(40%) et des herbicides (15%). Les insecticides de premiere génération et les organochlorés,
malgré une toxicité aiglie faible chez I'humain, sont des substances trés stables et
bioaccumulables dans 1I’environnement. C’est pourquoi ils ont été interdits au cours des années
1970. Les organophosphorés sont a I’inverse trés toxiques (neurotoxique), moins
bioaccumulables et peu rémanents dans I’environnement. A la suite de la reconnaissance de
I’impact sanitaire et environnemental de ces deux familles chimiques, ont émergé dans les années
1970-1980, les pyréthrinoides de synthése basés sur la structure des pyréthres naturels. Les
pyréthrinoides constituent aujourd’hui la famille d’insecticides la plus utilisée, tant en usage
agricole que domestique (Fréry et al., 2013). Ils sont ainsi présents dans notre environnement
quotidien comme principes actifs de spécialités anti-poux ou de médicaments vétérinaires et
comme matieres actives d'insecticides ménagers, produits de jardinage ou encore xyloprotecteurs
(Bouvier et al., 2005).

Peu persistants dans 1’environnement, les pyréthrinoides ont longtemps été considérés
comme peu toxiques (Bradberry et al., 2005). Cependant, des études in vitro attestent le
contraire. En effet, la majorité des études soutenant I’inoffensivité des pyrethrinoides datent des
premiéeres périodes de leur homologation (Crossland, 1982 ; Ronco et al., 2008 ; Saha et al.,
2008 ; Slaninova et al., 2009 ; Zhang et al., 2009). Cette controverse souléve de nombreuses
interrogations quant a la réelle toxicité de ces substances chez les différents organismes vivants
(Amamra, 2015).

Les pyréthrinoides sont considérés comme neurotoxiques. lls agissent principalement sur
le systéme nerveux des insectes cibles (Field et al., 2017) par la modification de la transmission
sélective des canaux sodiques voltages dépendants (Kadala et al., 2014). Cela méne a un état
d’hyperexcitabilité cellulaire (Sinha et al., 2006). La perturbation des canaux sodiques voltage-
dépendants provoque ainsi la dépolarisation des membranes nerveuses (Wang, 2003). Par
ailleurs, les mécanismes neurotoxiques de ces molécules ne sont toujours pas parfaitement établis
étant donné leur complexité et leur affinité envers de multiples cibles cellulaires. De plus,
I'emploi généralisé de ces insecticides photostables et I'étendue de leur spectre d'action ont fait
naitre de sérieuses craintes quant a leur impact sur 1’équilibre et I’intégrité des écosystemes (He
et al., 2008 ; Amamra, 2015).

)
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La surveillance de la qualité des écosystémes repose en grande partie sur 1’évaluation de
I’impact toxicologique des polluants grace a des méthodes simples et fiables (Bouraoui et al.,
2009). Aujourd’hui, deux approches complémentaires sont utilisées: les biomarqueurs et les
bioindicateurs (Valavanidis et al., 2006). Les biomarqueurs sont des parameétres biologiques
observables a un niveau inférieur a celui de 1’organisme entier et qui permettent d’obtenir des
informations quant au degré d’exposition présent ou passé et a 1’effet d’un contaminant sur un
organisme (Key et al.,, 2006). Il peut s’agir de paramétres génétiques, enzymatiques,
physiologiques, morphologiques, moléculaires, cellulaires, ou encore biochimiques (Kaiser,
2001; Markert et al., 2003). Les biomarqueurs ont été largement utilisés dans le cadre des
programmes de surveillance de la qualité de I’environnement (McCarthy & Shugart, 1990 ;
Peakall, 1992) ; leur utilisation permettrait vraisemblablement une évaluation réaliste et fiable
des effets des polluants sur les écosystémes (Lagadic et al., 1997).

L’étude des effets induits par les polluants chimiques repose également sur 1’utilisation
d’organismes reflétant 1’état de santé des écosystémes. Le rble principal de ces organismes bio
indicateurs est de fournir une réponse précoce a des effets déléteres sur les systemes biologiques
(Lam et Gray, 2003). Cependant 1’utilisation d’un organisme dans les tests d’écotoxicologie
pour I’évaluation de la qualité de I’environnement suppose qu’il réponde a certains critéres : (1)
la pertinence écologique (2) la sensibilité aux contaminants (3) la facilit¢ de manipulation au
laboratoire (4) la description détaillée de sa taxonomie (5) la durée du cycle de reproduction (qui

doit étre courte) et (6) le potentiel de développer des bio marqueurs (Lagadic et al., 1997).

Les protozoaires aquatiques et plus particulierement les ciliés sont tres largement utilisés
comme modele d’étude pour I’évaluation de la qualité des écosystemes aquatiques, compte tenu
notamment de leur large distribution géographique, leur intérét écologique comme maillons clés
des chaines trophiques ainsi que leur sensibilité & une large gamme de toxiques. Il convient de
souligner, également, que ces especes sont des cellules hautement organisees sur lesquelles on
peut aisément travailler, tout en permettant de comprendre les mécanismes d’actions des toxiques
a différents niveaux d’organisation de la cellule. De plus, leur valeur est toute aussi importante
sur le plan de la recherche scientifique car plusieurs problémes biologiques sont beaucoup plus
faciles a étudier sur des cellules isolées plut6t que sur des organismes pluricellulaires (Amamra,
2015 ; Azzouz, 2012).
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Toutes ces observations nous ont incité a mener notre expérimentation sur l’espeéce

Paramecium sp, qui se révele étre un modéle d’étude de choix.

Dans ce contexte, le présent travail vise & évaluer les effets d’un insecticide de la famille
des pyréthrinoides commercialisés et fréquemment utilisés par les agriculteurs qu’est la Lambda

Cyhalothrine sur un modele cellulaire alternatif « Paramecium sp ».

Le premier objectif fixé dans notre étude est la mise en évidence d’un éventuel effet sur la
croissance de la population, indice de la bonne santé d’un écosystéme, tant les espéces sont
strictement déterminantes et dépendantes des relations les liant les unes aux autres ainsi qu’a leur
environnement. Ensuite, nous nous sommes posés la question suivante : Si la paramécie est
dépourvue de canaux sodiques voltage dépendants, cible principale des pyréthrinoides, est-il
possible que son action chez cette espéce soit régie par les canaux calciques voltage dépendants ?
Afin de répondre a cette question nous avons réalise une étude comportementale et
morphologique portant sur le mouvement et les altérations structurelles étant donné 1’étroite
relation entre la concentration en ions calciques, I’activité motrice et le maintien de 1’homéostasie

et 'intégrité cellulaire.







Matériel et Méthodes

1. Matériel biologique :
Le materiel biologique utilisé dans notre étude est le protiste cilié : Paramecium sp.
1.1. Présentation du protozoaire cilié Paramecium :

Paramecium est l'un des plus répandus et populaires modéles en protozoologie
expérimentale (Fokin, 1997). Selon Beale et Preer (2008), les paramécies comptent parmi les
premiers organismes unicellulaires ayant été observé au microscope. De forme allongée, leur
corps est uniformément couvert de cils. En effet, leurs dimensions selon les espéces, sont
comprises entre 70 et 350 um. Le genre Paramecium inclut environ 15 especes, actuellement
enregistrées, mais moins de 10 peuvent étre considérées comme vrai Paramecium. Ces micro-

organismes unicellulaires sont courants dans les eaux douces et stagnantes.

La systématique actuelle du genre Paramecium d’aprés Corliss, 2016 (Faurean, 1970)

peut étre établie comme suit :
Phylum : Protozoa
Subphylum : Ciliophora
Classe : Ciliate
Sous-classe : Holotrichia
Ordre : Hymenostolatida
Sous-ordre : Peniculina
Famille : Parameciidae
Genre : Paramecium
1.2. Biologie et morphologie :

La paramecie est une cellule fusiforme, quatre fois plus longue que large et enflée dans sa
partiec moyenne. Les deux extrémités d’une paramécie sont morphologiquement distinctes,
I’extrémité antérieure est émoussée, arrondie alors que 1’extrémité postérieure a la forme d’un

cbne (Beaumont et Cassier, 1998).
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Le cortex de la paramécie est composé d’unités corticales répétées longitudinalement le
long de la surface plusieurs milliers de fois. Une seule unité corticale consiste a un cil. Ainsi, la

paramécie comporte au niveau cortical plus de 4000 cils (Beale et Preer, 2008).

_Cils
;' Vacuoles

7 digestives

—Sillon
p— -
oral R

ie ./  Vacuote
3 ; pulsatiie

S
Paramecium 50 .m

Figure 01 : Structure générale d’une paramécie sous microscope (Génoscope, 2007).

Comme tous les ciliés, la paramécie posséde un macronoyau (un gros noyau qui est
indispensable a la survie de la cellule et assure toutes ses fonctions végétatives), deux ou
plusieurs micronoyaux (qui assurent les fonctions sexuelles indispensables pour engendrer des
variations génétiques). Son cytoplasme limité par une mince cuticule présente une zone
périphérique hyaline et visqueuse. Cette cuticule résistante, souple et élastique, limite I’amplitude
des déformations du corps de la paramécie. Apres toute déformation, grace a la présence de cette
differenciation superficielle, le corps de la paramécie reprend sa forme initiale (Beaumont et
Cassier, 1998).

La paramécie presente des fonctions cellulaires diverses au méme titre que les
métazoaires. En effet, elle posséde un systeme de transport vésiculaire jouant un réle analogue au
systéme digestif. Sur le cdté de la cellule notée « ventrale », est situé 1’cesophage, dans lequel la
nourriture (bactéries, levures, etc) est véhiculée par des cils spéciaux. Au bas de 1’cesophage, la
nourriture est concentrée dans des vacuoles digestives ou elle est dégradée par les enzymes

qu’elles contiennent. Les résidus non digérés seront déchargés dans le milieu extérieur par un
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pore anal appelé cytoprocte (anus cellulaire). Afin d’éliminer les déchets liquides et de maintenir
la pression osmotique, les paramécies sont également pourvues de deux vacuoles pulsatiles qui se
produisent sur la surface dorsale. Ces vacuoles se situent sur le premier et le dernier quart de
I’organisme et vident leur contenu liquide a I’extérieur par 1’intermédiaire des pores excrétoires

(Wichtermen, 1985 ; Beale et Preer, 2008 ; Bengueddach, 2016) (Figure 01).
1.3. Mouvement :

La locomotion des paramécies est assurée par les battements rapides et rythmiques des cils
vibratiles. Ces ciliés peuvent diriger les battements de leurs cils pour se déplacer en avant ou en

arriére dans un mouvement spiralé (Cohen, 2007).

1.4. Reproduction :

- Reproduction asexuée (fission binaire) : Les paramécies se multiplient principalement
par voie asexuée : division binaire transversale. Cette division débute par celle de I’appareil
nucléaire : les micronucleus subissent une mitose et le macronucléus s’étire, s’étrangle et se
divise simplement en deux micronucléus fils. Ensuite les organites se dupliquent puis le
cytoplasme s’étrangle et les deux cellules filles se séparent. Ce rythme de division est
rapide et se reproduit généralement deux a trois fois par jour pour un individu (Dragesco,
1980 ; Purves et al., 2000).

- Conjugaison : Il existe aussi une multiplication sexuée appelée conjugaison qui se
produit aprés un assez long temps d’élevage en culture. Deux individus s’unissent dans la
région du péristome, les cils tombent et les cytoplasmes entrent en communication
(Purves et al., 2000).

1.5. Respiration :

Les paramécies sont avides d’oxygene, leur respiration se fait par des échanges gazeux
avec I’environnement exclusivement par la surface corporelle car présentant un rapport surface /

volume donc surface / masse corporelle élevée (Wehner et Gehring, 1995).



Matériel et Méthodes

1.6. Alimentation :

L’alimentation des paramécies est assurée par une cavité buccale prolongée vers ’arriére :
le vestibule. Elles se nourrissent des organismes comme les bactéries et autres protozoaires.
(Samworth et Morgan, 2000).

e Ingestion des aliments : La bouche forme un entonnoir allongé qui s’enfonce dans le
cytoplasme. Cet entonnoir est pourvu de cils spéciaux qui produisent un courant d’eau
entrainant les proies (débris de végétaux, bacteries, algues unicellulaires) dans le fond de
la cavité buccale (péristome). Il se forme ensuite, autour des particules, une vacuole
digestive (Samworth et Morgan, 2000).

e Digestion : Les aliments sont digéres au niveau des vacuoles digestives, et les produits
de la digestion sont absorbés par le cytoplasme (Samworth et Morgan, 2000).

e Excrétion : Les éléments indigestibles sont ensuite rejetés vers 1’extérieur par le
cytoprocte (pore anal) (Beale et Preer, 2008). Les paramécies éliminent leurs déchets
azotés sous forme d'ammoniac par diffusion. Cette élimination est facilitée par les

mouvements internes du cytoplasme (Samworth et Morgan, 2000).
1.7. Intérét de la paramécie comme modeéle d’étude alternatif :

Plusieurs caractéristiques et avantages font des paramécies un excellent modéle d’étude et
un outil précieux pour la détection et 1’évaluation des perturbations environnementales (Madoni
et Romeo, 2006 ; Amaroli, 2010) :

e Leur large distribution géographique, leur abondance et leur facilité d’identification
(Bennett et Cubbage, 1992, Marchese et Brinkhurst, 1996) ;

e Leur facilité de culture et de manipulation en laboratoire ainsi que leur multiplication
rapide (cycle de vie court) (Taylor et al., 1991 ; Kamola, 1995).

e Elles jouent un réle important dans le fonctionnement des écosystémes d’eau douce
(Kosmala et al., 1999).

o Il est possible d’étudier les effets aigus et chroniques des toxiques et éventuellement leur
bioaccumulation (Chapman, 2001).

e Leur mobilite grace a des cils possédant la méme structure que ceux des cellules

épithéliales respiratoires des mammiferes (Graf et Stahr, 1999), d’autant plus que les
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battements ciliaires chez les mammiféres sont parfaitement comparables a ceux de la
paramécie, Tetrahymena,...etc, (Berrebbah, 1990).

e FElles permettent I’étude des mécanismes d’action des xénobiotiques a différents niveaux
d'organisation de la cellule (échelles cellulaire, subcellulaire et moléculaire) (Rouabhi et
al., 2006).

e Leur sensibilite en tant que cellules eucaryotes et leur organisation exposent leurs
récepteurs a l'environnement externe, les faisant réagir parfaitement a des stimuli

environnementaux (Venkateswara et al., 2006).
2. Matériel chimique :

Dans cette étude, notre choix s’est porté sur un insecticide de la famille chimique des
pyréthrinoides de type I, la Lambda Cyhalothrine, commercialisée sous I’appellation «
PHOENIX ® 5 EC » (Figure 02). Sa structure chimique est représentée dans le tableau (I). Cet
insecticide est largement utilisé en raison de sa grande capacité & combattre de fagcon immédiate
et efficace contre divers insectes nuisibles dans I’agriculture et contre nombreux vecteurs de

maladies infectieuses pour I’homme, a I’instar des moustiques (Schenone et al. 1992).

LAMBOACY HALOTHINE B

Figure 02 : Emballage de I’insecticide « PHOENIX® 5 EC » (photo personnelle).
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2.1. Caractéristiques physico-chimiques :

Les caractéristiques physicochimiques de la Lambda Cyhalothrine sont regroupées dans le

tableau (1) :

Tableau | : Caractéristiques physicochimiques de la Lambda Cyhalothrine (Source : fiche

technique).

Nom commercial

PHOENIX® 5 EC

Nom chimique

2,2-diméthyl-cyano(3-phénoxyphényl)méthyle

cyclopropanecarboxylate de 3-(2-chloro-3,3,3-trifluoro-1-propényl)-

Formule Ca23 Hig CIF3 NO3
moléculaire
Masse molaire 449.9 mg/mol
Structure chimique
=

F\ . - \
c 7 N ,N

£~ c=c e, i
cr” —~€

Formulation Concentré Emulsionnable (EC)
commerciale
Couleur blanc casse
Odeur

Typique des solvants pétroliers aromatiques

Température de 275°C
décomposition
Point de fusion 49.2°C
Densité a 20°C 1.3 g/cm3
Solubilité dans Peu soluble dans ’eau (4.10° & 20°C)
I’eau
Pression de vapeur <0.001
a20°C

Données éco-
toxicologiques

Chez des organismes d’eau douce :

* CEso (48 h): Crustacés: - Daphnia magna (0.051pg/L)
- Gammarus pulex (0.0068 pg/L)
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* CLso (96h): Poisson (Oncorhynchus mykiss) (0.19 pg/L)

* NOEC (96 h): Micro-algue (Selenastrum capricornutum) (310
Hg/L) (US-EPA, 2011).

2.2. Mécanisme d’action :

Les pyréthrinoides tels que la Lambda Cyhalothrine sont dits neurotoxiques parce qu’ils
interferent avec la propagation des signaux neuronaux. Leur action réside dans I’inhibition de la
fermeture des canaux sodiques voltage dépendants de la membrane des cellules nerveuses. En les
maintenant ouverts, ils déclenchent ainsi une série d’influx électriques causant une
dépolarisation, ce qui a pour consequence la perturbation du fonctionnement normal du systéme
nerveux. Ceci engendre différents symptdmes comme des tremblements, des mouvements

involontaires, la salivation, la paralysie et la mort éventuelle (Figure 03) (Li-Ming et al., 2008).

Ces composés sont également connus pour leur action sur d'autres canaux et récepteurs,
comme, les canaux calciques, les canaux chlorures et les récepteurs GABA. Par ailleurs, certaines
études suggerent que les pyréthrinoides ou leurs métabolites pourraient aussi agir en tant que

génotoxiques ou perturbateurs endocriniens (Lawernce et Casida, 1983 ; Davies et al., 2007 ).

Canal sodique Neurone Effets
Axone
Fonctionnement normal |‘\ ";’::)“r‘ Propagation
Ouvert  Inactivé Fermé -
NS NN :
A4 V) Comeaen
v : Y musculaire
\ /
\ /
N o’
Fermeture entravée F' AMA P' Diiabement o)) ",h \ Dépolarisation
o> ‘ q l‘ ') Repetiti V-
en présence de pyréthrinoides il = =
Ouvert [nactivé  Ouvert NN Tremblements
N ~\
Nit Na* ‘M ~_ _—_) Convulsions
—. ~*-‘*- ‘ * \ /F"’\_/\’ Incoordination
' ' Nz Salivation

Figure 03 : Mécanisme d’action des pyréthrinoides sur les neurones (Catterall, 2000).
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2. Méthodes :
2.1. Préparation de la culture des paramecies :

La méthode utilisée est celle de Beaumont et cassier (1998). Elle comprend :
- Une culture mixte :

Du foin est coupé en petits morceaux et infusé¢ dans un récipient contenant de 1’eau de
robinet. La préparation est laissée dans un endroit tiede, sombre et aéré. Aprés 4 a 5 jours, un
voile bactérien apparait sur la solution. On filtre I’infusion et on observe sous microscope
optique, les premiers ciliés et flagellés. Cette culture va nous servir a isoler des paramécies a
I’aide d’une pipette pasteur sous microscope afin de réaliser une culture pure. Chaque cellule
isolée séparément du filtrat est récupérée dans un tube eppendorf contenant 1 ml de milieu de
culture (pH=6.5) (voir tableau I1) et laissée incuber dans une étuve a une température de 28 +
2°C.

- Une culture pure :

Pour suivre pendant plusieurs semaines la descendance d’une paramécie ou pour obtenir
un grand nombre de ces protozoaires, il est nécessaire de réaliser des repiquages péeriodiques, tous
les trois jours. Cela permet de maintenir une bonne culture et le caractere jeune de la population

(Wichterman, 1953). Le milieu de culture est préparé selon la méthode d’Azzouz et al. (2011),

dont la composition est détaillée dans le tableau (I1).

Tableau Il : Composition et préparation du milieu de culture (Azzouz et al., 2011).

Composants Foin Laitue Ble Pomme Peau de Levure | Amande

de terre | concombre

Quantite (g) 7.5 10 7.5 5 5 Pincée 2

; . La mixture est bouillie dans 1,5 litre d’eau distillée pendant 20 minutes.
Preparation

La préparation est filtrée, stérilisée par ébullition dans un flacon

thermorésistant semi ouvert puis conservée a I’abri de la lumiére.
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2.2. Traitement des paramécies :

Sur la base de plusieurs essais préliminaires effectués avec différentes batteries de
concentrations PHOENIX® 5 EC, nous avons retenu quatre concentrations, a savoir : 0.5, 1, 1.5
et 2 mg/L. Les tests sont réalisés dans des tubes a essai contenant 10 ml de milieu de culture dilué
(30% de milieu de culture et 70% d’eau distillée) auxquels sont ajoutées environ 20 paramécies.

Trois répétitions sont maintenues pour chaque concentration en plus du témoin.
2.3. Paramétres étudiés :
2.3.1. Croissance de la population :
2.3.1.1. Cinétique de croissance cellulaire :

La cinétique de croissance des paramécies est réalisée par comptage cellulaire journalier
(toutes les 24 heures) aprées fixation au lugol a 1%. L’opération est effectuée sous microscope
optique au grossissement x 40 (Azzouz, 2012). La cinétique de croissance commence deés la mise
en contact des paramécies avec le xénobiotique et se poursuit jusqu’au cinquiéme jour. Le
dénombrement est répété au moins cinq fois pour chaque tube. L’évaluation de la croissance de la

population est déterminée par les équations suivantes :

n =log Nt—log No / log 2

k (div/h) = n/t

g (h) = 1/k

Ou : e n: Nombre de génération, Nt : Population dans le temps t, No : Nombre initial de cellules ;
¢ k: Vitesse de la génération ;

e g: Temps de génération (temps nécessaire pour qu’une population de cellules double en

nombre).
2.3.1.2. Calcul du pourcentage de réponse :

C’est un calcul qui évalue la réponse du protiste vis-a-vis de la molécule testée. Les

valeurs positives indiquent une inhibition de la croissance alors que celles négatives indiquent

une stimulation de la croissance (Wong et al., 1999) .
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Cette relation dose-réponse est calculée par 1’équation suivante :

PR (%) = (Nc—Ne)/Nc * 100

Ou : « PR : Pourcentage de réponse ;
o Nc : Nombre de cellules témoins ;
o Ne : Nombre de cellules traitées.

2.3.2. Etude morphologique et comportementale :

2.3.2.1. Détermination du taux de malformations et caractérisation des atteintes

structurelles et membranaires :

Le taux de malformations engendrées suite a 1’exposition aux concentrations croissantes

de I’insecticide est estimé par le dénombrement sous microscope de cellules présentant des

anomalies structurelles et/ou membranaires.

Le calcul du taux de malformations est effectué selon 1’équation suivante :

TM (%) = Nm / Nt x 100

Ou: e TM : Taux de malformations ;
o Nm : Nombre de cellules malformées ;
¢ Nt : Nombre total de cellules dans I’échantillon.

Les différents types de malformations sont observés sous microscope au grossissement (X

100) et pris en photos durant les cing jours de traitement.

2.3.2.2. Test d’évitement :

Pour étudier I’influence de Lambda Cyhalothrine sur le comportement d’évitement, nous
avons suivi la méthode décrite par Azzouz (2012) adaptee a partir de la méthode de Takiguchi et

al., (2002) qui consiste en 1’utilisation d’une lame creusée de deux puits de 5 mm de diameétre

reliés par un fin canal d’une largeur de 1 mm (Figure 04).
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La méthode décrite par Azzouz (2012) repose sur I’introduction d’environ 50 paramécies
dans un puits en contact avec la molécule a tester pendant 15 min et le comptage toutes les 3
minutes du nombre de paramécies ayant quitté le premier puits qui contient le xénobiotique vers

le deuxiéme qui ne contient que de 1’eau distillée.

3 76 R
___"___' I
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26 | .. I:::ji?:}l
: | | |
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X __

Figure 04 : Représentation schématique de la lame-test (Well-test apparatus) utilisee pour le test
d’évitement (Takiguchi et al., 2002)

(Les mensurations sont exprimées en mm).
2.3.2.3. Suivi des trajectoires de déeplacement :

Afin de déterminer I’influence de la Lambda Cyhalothrine sur le mouvement de
déplacement des paramécies, nous avons procédé a I’étude de leurs trajectoires en présence et en
absence de la molécule a tester en réalisant un enregistrement vidéo des déplacements. Aprés
enregistrement, les vidéos sont analysées par le logiciel (Kinovea 0.8.15), qui permet le tracage

des trajectoires de déplacement des paramécies.
2.4. Etude statistique :

Les résultats obtenus ont fait I’objet d’une analyse statistique gréce au logiciel Minitab
(Version 14.0). Une analyse de la variance a un critére (concentration) et a deux criteres de
classification (concentration, temps) a été effectuée en utilisant le test ANOVA. Les moyennes
des groupes témoins et traités ont été comparées deux a deux en utilisant le test t de Student. Les
différences sont considérées comme significatives lorsque p < 0,05 (*) ; hautement significatives

lorsque p < 0,01 (**) et trés hautement significatives lorsque p < 0,001 (***).
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1. Effet de la Lambda Cyhalothrine sur la croissance de la population :

1.1. Effet de la Lambda Cyhalothrine sur la cinétique de croissance cellulaire de

Paramecium sp :

La figure (05) ci-dessous représente 1’effet, en fonction du temps, des concentrations

croissantes de La Lambda Cyhalothrine sur la cinetique de croissance de Paramecium sp.

Nos résultats montrent une cinétique de croissance normale chez les cellules témoins, avec
une phase exponentielle commengant a partir du deuxieme jour et atteignant son pic au troisieme
jour ou nous enregistrons un nombre maximal de cellules qui est de I’ordre de 14260
paramécies/ml. Parallélement, nous constatons une diminution dose-dépendante du nombre de
cellules traitées par rapport a celles témoins deés les 24 premiéres heures d’exposition & la Lambda
Cyhalothrine. Cette inhibition de la croissance cellulaire n’est significative qu’a partir du 3°m
jour, et persiste jusqu’a la fin du traitement (120h). En effet, au 5°™ jour, le nombre de cellules
témoins est d’environ 13920 paramécies/ml, et diminue de maniére trés hautement significative
(p < 0,001) chez les traitées par les concentrations 0.5, 1, 1.5 et 2 mg/L, pour atteindre

respectivement, des valeurs d’environ 10041, 6286, 2549 et 446 paramécies/ml.

Le traitement des résultats par I’analyse de la variance a deux critéres de classification
révele un effet temps et un effet concentrations trés hautement significatifs (P < 0,001), et un

effet interaction temps / concentrations non significatif (p > 0,05).
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Figure 05 : Effet de la Lambda Cyhalothrine sur la croissance de Paramecium sp
(m £ SD, n =3).
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1.2. Effet de la Lambda Cyhalothrine sur le nombre, le temps et la vitesse de génération :

Les résultats relatifs au nombre, au temps et a la vitesse de genération des paramécies
exposées aux concentrations croissantes de la Lambda Cyhalothrine sont regroupés dans le
tableau ci-apres :

Tableau 111 : Effet de la Lambda Cyhalothrine sur le nombre (n), le temps (g) et la vitesse de

géneration (k) chez une population de Paramecium sp aprés 96 h de traitement (m + SD, n =3).

Concentration Nombre de Temps de Vitesse de
(mg/L) génération génération (h) génération (div/h)
Témoin 9.115+0.106 10.532 + 0.123 0.094 +£0.001

0.5 8.665 + 0.146 * 11.080 £ 0.187 * 0.090 + 0.001*
1 8.049 £ 0.121*** | 11.927 +0.181** | 0.083 £ 0.001***

15 7.047 £0.134*** | 13.624 +0.260 ** | 0.0734 £ 0.001***
2 4.667 + 0.605 *** | 20.811 +2.838 ** | 0.048 + 0.006 ***

Nous constatons un ralentissement de la division cellulaire des paramécies en présence de
la Lambda Cyhalothrine traduisant une inhibition de la croissance de la population. En effet, nous
notons une diminution du nombre et de la vitesse de génération chez les paramecies traitées par
rapport a celles témoins. Cette diminution est inversement proportionnelle aux concentrations
croissantes de I’insecticide. Elle est significative (p < 0.05) pour la concentration 0.5 mg/L, et tres
hautement significative pour les concentrations 1, 1.5 et 2 mg/L (p < 0.001). Ainsi, le nombre de
génération n’est respectivement que de 8.049, 7.047 et 4.667 chez les paramécies traitées par les
concentrations 1, 1.5 et 2 mg/L, comparé a celui des témoins qui est estimé a 9.115. Concernant
la vitesse de génération, la valeur enregistrée chez les témoins est de I’ordre de 0.094 divisions/h
ce qui correspond a 2.25 divisions/jour, alors qu’elle n’est respectivement que de 0.0734, 0.0734
et 0.048 divisions/h pour le concentrations 1, 1.5 et 2 mg/L, ce qui correspond en moyenne a une

seule division/jour.
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Parallelement, nos résultats mettent en évidence une augmentation dose dépendante et
significative du temps de génération chez les paramécies traitées par rapport a celles témoins. En
effet, le temps de génération passe de 10h chez les paramécies témoins a environ 21h chez celles
traitées par la plus forte concentration.

L’analyse de la variance a un critére de classification révéle un effet concentrations trés

hautement significatif (p < 0.001) pour I’ensemble des paramétres étudiés (temps, nombre et

vitesse de génération).
1.3. Calcul du pourcentage de réponse :

La figure (06) montre I’évolution du pourcentage de réponse chez les paramécies traitées

par les concentrations croissantes de la Lambda Cyhalothrine.

Nous constatons que le pourcentage de réponse est positif pour toutes les concentrations
testées, indiquant une inhibition dose-dépendante de la croissance chez les cellules traitées par la
Lambda Cyhalothrine. En effet, cette inhibition est de I’ordre d’environ 26.7 et 52% pour les
concentrations (0.5 et 1 mg/L), et atteint environ 76 et 95% chez les paramécies traitées par les
deux plus fortes concentrations (1.5 et 2 mg/L), respectivement.
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Figure 06 : Evolution du pourcentage de réponse de Paramecium sp en présence des
concentrations croissantes de la Lambda Cyhalothrine (m £ SD, n =3).
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2. Effet de la Lambda Cyhalothrine sur la morphologie de Paramecium sp :
2.1. Taux de malformations induites par I’exposition a la Cyhalothrine :

La variation du taux de malformations observées chez les paramécies exposées aux

concentrations croissantes de la Lambda Cyhalothrine est représentée dans la figure (07).

Nous constatons que le taux de malformations tend a augmenter de maniére dose-
dépendante et proportionnelle aux concentrations croissantes du xénobiotique. Cette
augmentation est significative (p < 0.05) pour la concentration 1.5 mg/L, avec un taux de
malformations d’environ 8%, et trés hautement significative (p < 0.001) chez les paramecies
traitées par les deux plus fortes concentrations (1.5 et 2 mg/L), et ce par rapport aux témoins, ou

nous enregistrons des taux variant respectivement de 35 a presque 49% de malformations.

L’analyse de la variance a un critére de classification révéle un effet concentrations tres

hautement significatif (p < 0.001).
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Figure 07 : Taux de malformations enregistré chez les paramécies exposées aux concentrations

croissantes de la Lambda Cyhalothrine (m £ SD, n =3).
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2.2. Anomalies structurelles et atteintes membranaires :

Figure 08: Observation microscopique d’une paramecie témoin avec une morphologie normale

(grossissement x 100).

La figure (09) illustre les malformations relevées chez Paramecium sp aprés exposition
aux différentes concentrations (0.5, 1, 1.5, et 2) de la Lambda Cyhalothrine.

Contrairement aux cellules témoins qui présentent des formes normales, symétriques et
bien allongées (Figure 08), I’observation microscopique des paramécies exposées a la Lambda
Cyhalothrine met en évidence ’apparition de certaines anomalies structurelles et membranaires.
Ces malformations sont principalement caractérisées par un rétrécissement de la taille et des
gonflements cellulaires avec des formes quasi sphériques, ainsi que des asymétries

morphologiques (Figure 09 A).

D’apres la figure (09 B) nous constatons également un noircissement et une condensation

du cytoplasme suite a une diffusion du contenu des organites intracellulaires.

Nos résultats montrent aussi la formation de petites vésicules et de bourgeonnements
apparaissant autour de la membrane cellulaire des paramécies traitées, suivie de 1’apparition de
perforations et de ruptures membranaires et la libération du contenu cellulaire dans le milieu
externe (Figure 09 C). Les atteintes membranaires se manifestent chez certaines parameécies par

une désintegration compléte de la membrane conduisant a une mort cellulaire (Figure 09 D).

ﬂ
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Figure 09: Malformations observées chez Paramecium sp apres exposition aux différentes
concentrations (0.5, 1, 1.5 et 2 mg/L) de la Lambda Cyhalothrine (grossissement x 100).
Anomalies de forme (A), noircissement et condensation du cytoplasme (B), formation de

bourgeonnements, apparition de ruptures membranaires et libération du contenu cellulaire (C),
désintégration membranaire et mort cellulaire (D).

3
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3. Effet de la Lambda Cyhalothrine sur le comportement de Paramecium sp :
3.1. Effet de la Lambda Cyhalothrine sur le pourcentage d’évitement :

La figure (10) représente I'évolution du pourcentage d'évitement chez les paramécies

exposées aux concentrations croissantes de la Lambda Cyhalothrine.

Nous notons une augmentation dose-dépendante de ce parametre chez les cellules
exposées aux concentrations croissantes de la Lambda Cyhalothrine, comparativement aux
témoins. Cette augmentation est significative (p < 0.05) pour la concentration 0.5 mg/L et tres
hautement significative (p < 0.001) pour les concentrations 1, 1.5 et 2 mg/L. En effet, le taux
d’évitement est estimé a 23.7% chez les paramécies traitées par la concentration 0.5 mg/L et
atteint environ 24, 41 et 88% chez celles traitées par les concentrations 1, 1.5 et 2 mg/L,

respectivement, alors que chez les cellules témoins, ce taux ne depasse pas 9%.

L’analyse de la variance a un critére de classification révele un effet concentration tres

hautement significatif (p < 0.001).

D’autre part, le suivi du comportement d’évitement toutes les 3 minutes montre une
augmentation de la sensibilité des paramécies aux concentrations croissantes de la Lambda
Cyhalothrine en fonction du temps, a travers un accroissement dose dépendant du pourcentage
d’évitement apparaissant a partir de la sixieme minute de I’expérience chez les cellules traitées
par les concentrations 0.5 et 1 mg/L. Par contre, chez les paramécies exposées aux plus fortes
concentrations (1.5 et 2 mg/L), ce comportement d’évitement se manifeste dés les trois premiéres

minutes de I’expérience et s’accentue en fonction du temps (Figure 11).

L’analyse de la variance a un critére de classification révele un effet temps trés hautement

significatif (p < 0.001).
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Figure 10 : Pourcentages d’évitement enregistrés apres 15 minutes d’exposition aux

concentrations croissantes de la Lambda Cyhalothrine (m + SD, n =3).
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Figure 11 : Pourcentages d’évitement enregistrés toutes les 3 minutes pour les différentes

concentrations de la Lambda Cyhalothrine (m £ SD, n =3).
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3.2. Effet de la Lambda Cyhalothrine sur les trajectoires de déplacement :

La figure (12) représente la trajectoire des paramécies témoins observee en absence (A) et

en présence (B) d’obstacles.

JA
53 ”

Figure 12 : Trajectoires des paramécies témoins observées en absence (A) et en présence (B)

d’obstacles.

Dans le cas normal et en absence d’un obstacle, nous constatons que les paramécies ont
une trajectoire d'apparence ondulatoire mais en réalité elle est hélicoidale autour d’un axe
longitudinal. Ce mouvement est assuré par l'action des vagues successives créees par les
battements ciliaires du corps (Figure 12 A). Au contact d’un obstacle, les cellules se heurtent a
celui-ci, et par une inversion du sens des battements ciliaires elles reculent puis pivotent et nagent

rapidement dans une nouvelle direction afin de I’éviter (Figure 12 B).

Les différentes trajectoires observées chez les paramécies exposées aux concentrations 1,

1.5 et 2 mg/L de la Lambda Cyhalothrine sont illustrées dans la figure (13).

L'observation microscopique des paramécies traitées revele d'importantes fluctuations
dans les trajectoires de déplacement avec un ralentissement marqué des mouvements. Ces
perturbations se manifestent par une perte de la linéarité des trajectoires se traduisant chez
certaines paramécies par des mouvements en zigzag et des changements brutaux de direction
accompagnées d’une nage en arriere (backward swimming) (Figure 13 a). Chez d’autres, nous

observons plutdt des mouvements circulaires avec une rotation sur place (Figure 13 b).

11 convient de signaler qu’aucune perturbation comportementale n’a été observée chez les

paramécies exposées a la concentration 0.5 mg/L.
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Figure 13 : Trajectoires enregistrées chez les paramécies exposees aux concentrations (1, 1.5 et 2
mg/L) de la Lambda Cyhalothrine.
(a) : Mouvements en zigzag et changements brutaux de directions, (b) : Mouvements circulaires

et rotation sur place.
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Discussion

Le probleme de la contamination de l'environnement, et plus particulierement, des
milieux aquatiques suite a l'utilisation des pesticides ne peut étre négligé (Khan, 2006). En effet,
I'application intensive et incontrdlée de ces composeés est a l'origine de graves problémes
environnementaux. Par ailleurs, I’estimation de leurs effets sur les écosystémes s’avére difficile,
car il existe un millier de familles de pesticides de base, soit des dizaines de milliers de pesticides
combines disponibles sur le marché. Ils sont en outre utilisés a de faibles doses et leurs
comportements sont trés divers. Leur impact dépend a la fois de leur mode d’action, de leur
persistance dans le temps et de leurs sous-produits de dégradation lesquels sont parfois plus

toxiques et se dégradent moins vite que le compose initial (Azzouz, 2012).

Actuellement, les pyréthrinoides tels que la Lambda Cyhalothrine sont fréqguemment
utilisés dans l'agriculture (ElI-Demerdash, 2011). Ces dérives de pyréthrines naturels ont émergé
comme étant le groupe d’insecticides de choix garantissant a la fois un large éventail d’action,
une meilleure efficacité et une faible toxicité. Cependant, plusieurs investigations révélent leur
effets toxiques graves sur des organismes non cibles présentant des degrés de sensibilité

beaucoup plus importants (Giray et al., 2001 ; Livinstone, 2001 ; Amamra, 2015).

Plusieurs especes biologiques sont utilisées dans les programmes de biosurveillance de la
qualité environnementale. Ces espéces sentinelles doivent étre sélectionnées sur la base de leur
pertinence vis-a-vis des types de biomarqueurs choisis ainsi que leur praticité expérimentale
(Suter, 2005). En raison de leurs caractéristiques générales, les paramécies sont considérées
comme d’excellents bioindicateurs de la qualité des écosystemes d’eau douce. Ce sont des
organismes abondants, faciles a manipuler et sensibles aux perturbations extérieures affectant
leur milieu de vie. De plus, I’avantage majeur de ces protozoaires est le fait qu’ils possédent des
systemes biologiques comparables & ceux des organismes supérieurs. Leurs réponses Vis-a-vis
des produits toxiques peuvent alors étre similaires a celles des organismes pluricellulaires (Fent
et al., 2006). Soumis a un stress, ces micro-organismes présentent généralement une grande
variété de perturbations aux niveaux physiologique, morphologique et/ou comportemental (Weis
et al., 2001).

C’est dans cette optique que s’inscrit notre travail visant a évaluer les effets toxiques de la
Lambda Cyhalothrine sur la croissance cellulaire, la morphologie et le comportement de

Paramecium sp.
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Dans un premier temps, nous nous sommes focalisés sur les effets de 1’insecticide sur la
croissance de la population, considérée comme étant un phénoméne de grand intérét biologique
qui refléte 1’état du métabolisme cellulaire chez les micro-organismes (Perez-Rama et al., 2001).
Nos résultats montrent une diminution dose dépendante et significative de la croissance cellulaire
de Paramecium sp en présence de la Lambda Cyhalothrine et ce en fonction du temps, avec des
pourcentages de réponse positifs pour toutes les concentrations testées. Ces résultats sont en
accord avec ceux de Yangora et al. (2010) et Amamra (2015) qui ont mis en évidence une
inhibition de la croissance cellulaire chez le genre Paramecium suite a une exposition a la
Cyperméthrine. Les mémes constatations ont été signalées par Venkateswara (2006) et
Benbouzid (2012), chez ce méme cilié aprés exposition a d’autres insecticides (les
Phosphoramidates et 1’Acéphate). En effet, la présence de molécules toxiques en concentrations
¢levées pourrait étre a 1’origine d’une altération de ’intégrité cellulaire des paramecies, ce qui a
pour conséquence une forte réduction du taux de survie. Cela se traduit au niveau de la
population par une baisse du nombre de cellules (Miyoshi et al., 2003 ; Mountassif et al., 2007 ;
Mortuza et al., 2010 ; Amamra, 2015). Ces effets inhibiteurs de la Lambda Cyhalothrine,
rapportés dans notre travail, pourraient étre dus a sa nature lipophile, elle est donc susceptible de
pénétrer a l'intérieur de la cellule ou elle peut s'accumuler et générer des processus cytotoxiques
en perturbant l'orientation des phospholipides et en provoquant une altération de la fluidité
membranaire conduisant inévitablement a une mort cellulaire (Benbouzid, 2012 ; Amamra,
2015). Les études de Li et al. (2009) qui se sont intéressées a 1’évaluation de la toxicité aigiie
(24h) de la Lambda Cyhalothrine chez la méme espéce ont pareillement mis en évidence un effet
cytotoxique qui s’accentue avec I’augmentation de la concentration de I’insecticide. Les travaux
de Cheriat (2015) concernant I’effet de la Nifidipine sur Saccharomyces cerevisiae montrent
également une inhibition de la croissance cellulaire. L'auteur explique ce résultat par la possibilité
de D’interférence de la molécule avec les canaux calciques, responsables de la prolifération

cellulaire.

D’autre part, la cytotoxicité de I'insecticide testé s'est traduite a I'échelle de la population
par une diminution du nombre de génération, un ralentissement de la vitesse de génération et une
augmentation du temps de génération, ce qui suggere que la prolifération et le métabolisme
cellulaire ont été significativement affectés (Yoshiaki, 2003; Cheriat et al., 2013). Des résultats

similaires ont été obtenus par Benbouzid (2012) qui a démontré que le Phosphoramidate (PA-B)
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testé a des doses de 2, 4 et 8 uM a affecté le nombre et le temps de génération de la population

des paramécies apres 24h d'exposition.

Dans un second temps, nous nous sommes interessés a I'étude des atteintes membranaires
et structurelles étant donné leur intérét comme outils privilégiés permettant de mieux comprendre
les effets toxiques des xénobiotiques. Ainsi, I’observation microscopique des paramécies traitées
par la Lambda Cyhalothrine a permis de mettre en évidence une altération de la forme cellulaire
avec une condensation du cytoplasme et I’apparition de bourgeonnements et de Iésions au niveau
de la membrane plasmique. Ces atteintes membranaires se manifestent chez certaines paramecies
par une désintégration compléte de la membrane conduisant a la mort cellulaire. Ces résultats
sont en accord avec ceux publies par Venkateswara et al. (2006 ; 2008), ou encore Azzouz et
al. (2015) qui ont signalé 1’apparition d’anomalies morphologiques chez Paramecium caudatum
et Paramecium tetraurelia suite a une exposition a 1’ Acéphate (insecticide organophosphoré) et
I’Amistar Xtra (fongicide), respectivement: Les mémes observations ont été également
enregistrées par Djekoun (2016) concernant 1’effet du Tebuconazole (fongicide) sur la
morphologie de Paramecium sp. Friedl et Wolf (2003), Shalom et Bergmann (2004) et Golam
et al. (2005) supposent que ces dommages structuraux sont exclusivement attribuables a
I’altération de I’interaction cytosquelette-membrane qui contribue a I'édification et a la
stabilisation de la morphologie cellulaire, ce qui se traduit par I’apparition d’anomalies
morphologiques suite a la formation de bourgeonnements au niveau membranaire aboutissant a la
destruction et la mort cellulaire. D’aprés Harris (1990), la formation de vésicules chez
Paramecium est irréversible et résulte du détachement de la membrane plasmique de la couche
d'actine corticale. Ainsi, le détachement des vésicules est susceptible d’engendrer une
détérioration de la membrane plasmique conduisant & une deésintégration cellulaire. Tous ces
phénomeénes ont été mis en evidence dans notre travail, ce qui témoigne de la forte toxicité de la
Lambda Cyhalothrine pour les micro-organismes d’eau douce. Il convient également de préciser,
comme déja évoqué plus haut, que les pyréthrinoides sont des composés lipophiles capables de
pénétrer dans le milieu intracellulaire, de perturber [’organisation et [l'orientation des

phospholipides et de provoquer des changements dans la fluidité membranaire.

Par ailleurs, nos observations relatives aux dommages intracellulaires qui se manifestent
par le noircissement et la condensation du cytoplasme sont en accord avec les travaux de
Venkateswara et al. (2006 ; 2008) et Hussain et al. (2008), portant respectivement sur 1’effet
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cytotoxique de 1’Acéphate, le Fenthion et le Carbofuran (insecticides) chez Paramecium
caudatum. Les auteurs expliquent ce phénomene commun par la survenue de ruptures au niveau
des membranes vacuolaires (vacuoles digestives et pulsatiles) et nucléaires entrainant la diffusion
de leurs contenus dans le protoplasme. En effet, la désintégration de I’ensemble des organites
cellulaires et du protoplasme qui apparaissent condenses a la péeriphérie de la cellule entraine un
gonflement cellulaire. Cette pression interne est a 1’origine d’une rupture de la membrane

plasmique et par conséquent de la lyse cellulaire.

Dans le but de compléter au mieux notre travail, nous avons jugé essentiel de nous
pencher sur ’effet de la Lambda Cyhalothrine sur le comportement de Paramecium sp en prenant
en considération le pourcentage d’évitement et les trajectoires de déplacement qui sont considerés

comme des « indicateurs d’alerte précoce » quasi-immédiats et trés sensibles aux stress.

Le test d’évitement décrit pour la premiére fois par Takiguchi et al. (2002) et adapté par
Azzouz (2012) constitue une méthode simple et efficace pour 1I’évaluation du comportement des
paramécies, et donc, de la qualité de leur milieu de vie. En effet, 1’évitement est le comportement
locomoteur le plus apparent chez le genre Paramecium au contact d’un obstacle: En se
propulsant par ses cils, la paramécie évite tous types d’obstacles externes qu’ils soient physiques
ou chimiques en reculant et en changeant de direction. D’aprés nos résultats, nous avons noté un
taux d’évitement dose et temps dépendants. Ainsi, en présence des concentrations croissantes de
la Lambda Cyhalothrine les paramécies adoptent une nage vers ’arriére par un mouvement
rapide, puis elles repartent en avant avec un angle de déviation, jusqu’a 1’évitement total de cet
obstacle. Nos résultats vont dans le méme sens que ceux de Takiguchi et al. (2002) et Moumeni
(2017) qui ont étudié respectivement I’effet de I’acide 2,4-Dichlorophynoxyacétique et le
Cycloxydime (herbicide) sur le comportement locomoteur de Paramecium caudatum et
Paramecium tetraurelia. Ces auteurs expliquent I'apparition du phénomene d’évitement et la
nage vers I’arriére "backward swimming" en présence des xénobiotiques par la création d’un
changement dans le potentiel membranaire. Selon Naitoh et Eckert (1969), Naitoh et al. (1972)
et Symington et al. (1999), la collision d’une paramécie avec un obstacle ou méme la présence
de pesticides dans le milieu environnant est censée stimuler mécaniquement la partie antérieure
de la cellule. Cette stimulation est a I’origine de l'activation de I’ouverture des canaux calciques
voltage-dépendant associés a la ciliature membranaire des paramecies, ce qui induit une

augmentation de I’influx de Ca*, accompagnée d’une forte dépolarisation membranaire se
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traduisant par une inversion de la direction des battements ciliaires et 1’enclenchement d’une nage
en arriére et par conséquent d’un évitement. Il est & noter que la repolarisation membranaire se
produit aprés l'ouverture retardée des canaux potassiques (Schultz et al., 1992). Par ailleurs, les
réponses comportementales fournies par Paramecium sp et sa sensibilité vis-a-vis de la Lambda
Cyhalothrine semblent étre liées a sa structure et son organisation. Ne possédant pas de canaux
sodiques voltage dépendants (admis comme étant cible principale des pyréthrinoides), le plus
plausible site d’action des pyréthrinoides chez le genre Paramecium sont les canaux calciques
voltage dépendants qui commandent le comportement d’évitement et la nage en arriére chez le
cilié et qui sont une réponse physiologique directe et rapide a 1’augmentation de 1’influx du Ca 2*
(Amamra, 2015).

Geneéralement, les trajectoires adoptées par les paramécies sont tout a fait variables et
dépendent des conditions du milieu. 1l est d’ailleurs connu que la paramécie se déplace en
tournant autour d’un axe longitudinal, selon un mouvement hélicoidal. Cependant, elle peut
changer brusquement de direction et faire marche arriere Bernal et Ruvalcaba (1996). Nos
résultats relatifs aux mouvements de déplacement de Paramecium sp en présence de la Lambda
Cyhalothrine montrent une perturbation de la nage. Ainsi les paramécies deploient des
trajectoires irréguliéres et désordonnées caractérisées par des mouvements en zig-zag, des
mouvements circulaires avec des rotations sur place et une nage vers Darriére suivie de
changements brutaux de directions. Nos observations concordent avec ceux de Azzouz (2012) et
Sbartai (2013) qui ont étudié l'effet du Glyphosate et du Bifénazate sur les trajectoires de
déplacement de Paramecium tetraurelia et Paramecium sp, respectivement. Ainsi, les paramécies
détectent la présence de nombreuses substances chimiques dans leur milieu et réagissent face a ce
type de stimuli en changeant leur comportement natatoire. Cette perturbation comportementale se
manifeste par des changements de directions de migration ou des trajectoires de deplacement
avec une augmentation ou une diminution de la vitesse de nage et une augmentation de
I'amplitude ou la fréquence de rotation. Ce mécanisme électrophysiologique de la chimio-

orientation est appelé « Chemokinesis » (chimiokinese).







Conclusion et perspectives

Le protiste cilié utilisé dans notre travail occupe une position privilégiée dans les
écosystemes aquatiques, car il constitue a la fois 1’'un des éléments de base des réseaux

trophiques et un excellent bio-indicateur pour 1’évaluation de la qualité des eaux douces.

Ainsi, le principal objectif de notre travail était 1’étude des réponses morpho-
physiologiques et comportementales de ce protiste cilié vis-a-vis d’un insecticide
couramment utilisé en agriculture qu’est la « Lambda Cyhalothrine », sous sa forme
commerciale « PHEONIX 5 EC ».

D’une fagon générale, ce travail a permis de montrer que 1’exposition de
Paramecium sp a la Lambda Cyhalothrine entraine une cytotoxicité qui se manifeste par
une inhibition dose-dépendante de la croissance cellulaire, une diminution du nombre et de

la vitesse de génération ainsi qu’une augmentation du temps de génération.

D’autre part, le traitement par les fortes concentrations de Lambda Cyhalothrine a
induit des modifications morphologiques (perte de symétrie et gonflements cellulaires,
apparition de bourgeonnements et noircissements) et comportementales (ralentissement des
mouvements avec des trajectoires désordonnés, en zigzag, circulaires ou rotatoires) chez

les paramécies.

A Tissue de ce travail, nous pouvons conclure que la paramécie est un modeéle
alternatif idéal pour les études toxicologiques et éco-toxicologies vue son organisation

cellulaire particuliere et son comportement qui reflete parfaitement son état physiologique.
En perspectives, il serait judicieux :

» D’élargir les tests de cyto-toxicité de Lambda Cyhalothrine sur d’autres ciliés
proches de la paramécie comme le genre Tetrahymena.

» D’employer divers tests de toxicité sur d’autres organismes aquatiques clés
occupant différents niveaux trophiques.

» D’étudier le devenir et la toxicité de cet insecticide et de ses métabolites dans des
microcosmes obéissant aux conditions naturelles d’exposition.

» D’étudier, a I’échelle subcellulaire, le stress oxydant engendré par 1’insecticide en
réalisant le dosage de certains bio marqueurs a I’instar des activités CAT, SOD,

GST,...ou encore le taux de MDA, marqueur de peroxydation lipidique.
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