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Introduction

vec le développement rapide de I’industrie chimique depuis le début du
20°™ siécle, I’environnement s’est trouvé contaminé par des quantités

croissantes des substances toxiques (Siblet et al., 2008).

Par ailleurs, Les milieux aquatiques sont depuis toujours le réceptacle des
contaminants issus de I’activité anthropique. Au cours des siecles, la diversité de la
nature de la contamination des milieux aquatiques n’a cessé de croitre et d’évoluer au
grés de I’évolution démographique de la population humaine et de ses activités
(Leveque, 1996). La dégradation organique des eaux du XIXe siecle est suivie de
I’apparition des polluants métalliques issue du développement industriel du début du

XXe siecle (Onivogui et al., 2015; EI Hassani et al., 2016).

L’augmentation de 1’urbanisation, de l’industrialisation et 1’intensification de
I’agriculture a provoqué ’accroissement des rejets ménagers agricoles et industriels.
Ainsi au fil du temps et particulierement depuis les années 1950, les niveaux de
pollution chimique des eaux sont préoccupants et de nouveaux types se sont ajoutés

ou ont remplacé ceux précédemment évoqués.

Au XXe siecle la pollution des eaux de surface a été marquée par 1’apparition
des engrais chimiques, des pesticides, des rejets radioactifs, des polluants organiques
(PolyChloroBiphényles (PCB) (Kanzari et al., 2014; Jayed et al, 2015),
Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) (Simon, 2012; Souyei, 2015) , ou
encore les pesticides (Delorme et al., 2002; Mokbel et al., 2015). Cependant,
Souvent en raison de 1’activité agricole, les produits phytosanitaires, les engrais

minéraux azotés et phosphatés ou encore des effluents d’élevage se retrouvent dans le
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Introduction

milieu aquatique par lessivage provoquant une dégradation de la qualité des eaux
(Ippolito et al., 2012) et une contamination des organismes vivants (An et al., 2012;
Ben Ameur et al.,2012).

Aujourd’hui, 'utilisation systématique de ces pesticides est remise en question
avec la prise de conscience croissante des risques qu'ils peuvent générer pour
I'environnement (VVan Der Werf, 1997), et sur les organismes non-ciblés (Kegley et
al., 1999 ; Gagne et al., 2008). Leurs effets sont connus : des changements au niveau
moléculaire, cellulaire ou tissulaire, des modifications de réponses immunitaires ou
des variations de I’activité de certaines enzymes qui peuvent avoir des répercussions
sur la survie, la croissance et la reproduction des individus et par voie de conséquence

sur la dynamique des populations (Chambost-Manciet, 2002).

IIs peuvent étre a I’origine de la disparition de certaines espéces animales et/ou
végétales (Denys & Tscharntke 2002 ; Altieri & Nicholls, 2004 ; Bianchi et al., 2006)
et par conséquent, entrainent le dysfonctionnement de la chaine trophique (Gold,
2002). Voire aussi pour la santé de I'homme (Mc Cauley et al., 2000 ; Long, 2000).
Leurs effets cancérigenes, neurotoxiques ou de type perturbateurs endocriniens ont été
mis en évidence chez ’homme (Gatignol & Etienne, 2010 ; De Jaeger, et al., 2012)
méme en concentration tres faible dite concentration environnementale (Costa et al.,
2004 ; Colborn, 2006 ; Grandjean & Landrigan, 2006 ; Bjorling-Poulsen et al., 2008).

Suite a ’ampleur des dégats engendrés par les pesticides conventionnels la
recherche a poussé I’industrie phytosanitaire a développer des molécules plus
sélectives et a faibles risques écotoxicologiques (Liu & Chen, 2000 ; Grafton-Cadwell
et al., 2005 ; Dhadialla et al., 2010 ; Hui et al., 2013), dégradables et moins toxiques
envers les organismes non ciblés (Pineda et al., 2011 ; Aglero et al., 2014 ; Tiwari et
al., 2012), de grande stabilité métabolique et environnementale (Dhadialla et al., 1998
. Cassida & Quistad, 1998), agissant sur des processus biochimiques spécifiques aux
organismes visés (El-Sayed et al., 1997). Ces molécules sélectives sont utilisées a plus
faible dose (Dhadialla et al., 2005, 2010), laissant ainsi, moins de résidus dans les
denrées  alimentaires (Cassida &  Quistad, 1998 ; Dhadialla et
al., 1998).

Ces nouveaux pesticides dits non polluants sont représentés par les

perturbateurs de croissance des insectes (Insect Growth Disruptors= [IGDs)
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appartenant aux insecticides de la troisieme génération (Pener & Dhadialla, 2012), ou
encore par les pesticides d’origine naturelle (biopesticides). Les régulateurs de
croissance synthétiques (IGRs) agissent spécifiquement (Dhadialla et al., 2005, 2010)
via les deux principales hormones du développement (hormone juvénile ou HJ et les
ecdystérordes) (Arthur et al., 2009) ou via la synthese de la chitine, composé majeur
de la cuticule chez les Arthropodes ( Dhadialla et al., 2010, Berghiche et al., 2018)

D’autre part, depuis leur commercialisation au début des années 90, les
néonicotinoides ont acquis une part importante du marché des insecticides car ils
représentent la classe la plus vendue au monde. Ce sont des dérivés d’une molécule
naturelle: la nicotine, I’alcaloide du tabac. utilisée pour lutter contre les insectes

piqueurs-suceurs, certains Coléopteres et Lépidopteres (Elbert et al., 2008).

De par leur activité systémique, ils offrent une protection prolongée, efficaces et
a faibles doses (Regnault-Roger et al., 2005). Les néonicotinoides sont agonistes de
I’acétylcholine sur les récepteurs cholinergiques nicotiniques postsynaptiques
specifiques des insectes par a rapport des Mammiféres (Tomizawa & Casida 2003)
présentant le facteur de sélectivité Mammiféres/Insectes le plus fort (Tomizawa &
Casida, 2005). Les principaux représentants du groupe des néonicotinoides sont
I’imidaclopride, la clothianidine, le nitempyram, le thiamethoxam et I’acetamipride.
Le thiaméthoxam sous forme de préparation commerciale, Actara® (25 g de
thiaméthoxam dans 100 g d'insecticide) est un insecticide néonicotinoide utilisé a
large spectre dans la région Nord-Est algérienne contre les insectes piqueurs et

suceurs des céréales, des arbres fruitiers et des cultures maraicheres (DSA).

Bien que, le thiaméthoxam a été congu pour agir spécifiguement contre les
insectes en affectant leur systeme nerveux, des articles scientifiques mettent en
évidence des effets relativement toxiques pour les organismes aquatiques (Sanchez-
Bayo & Goka, 2006 ; Chouahda et al., 2018 ; Demerci et al., 2018).

En effet, cette étude écotoxicologique vise a déterminer I’'impact toxique du
Thiaméthoxam sur un organisme non visé, la crevette Palaemon adspersus
(Décapode, Palaemonidae) par le dosage de deux biomarqueurs la glutathion S-

transférase (GST) et I’acétylcholinestérase (AChE). Afin de réaliser ce travail la partie
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experimentale a eté effectuée au niveau du laboratoire de la Biologie Animale

Appliquée d’ Annaba : traitement et dosage.

Par la suite, les différentes données nous ont ét¢ communiquées a 1’université de
Bordj Bou Arreridj pour determiner [’activité des deux biomarqueurs (GST) et
(AChE).
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2. Matériel et méthodes
2.1. Présentation de ’espéce
Le modele biologique utilisé dans ce travail, est une crevette Palaemon adspersus
(Rathke, 1837) connue par "le bouquet Balte", est tres epandre le long des cotes
norvégien, de la mer du Nord, de la mer Baltique, de la Méditerranée mer et la mer Noire
(Bilgin et al., 2008). Ce crustacé est relativement gros et peut atteindre 80 mm de long,
elle est transparente, assez uniforme avec des bandes jaunes au niveau des articulations et
présente des chromatophores sombres sur la moitié ventrale du rostre.
Sa position systématique, selon I’inventaire nationale du patrimoine naturel (INPN,
2010) est la suivante :
Regne : Animalia
Embranchement (Phylum): Arthropoda
Sous Embranchement (Sous-Phylum): Crustacea
Classe: Malacostraca
Sous-Classe: Eumalacostraca
Super Ordre: Eucarida
Ordre: Decapoda
Sous-Ordre: Pleocyemata
Infra-Ordre: Caridea
Super-Famille: Palaemonoidea
Famille: Palaemonidae
Sous-Famille: Palaemoninae
Genre: Palaemon

Espéce: Palaemon adspersus (Rathke, 1837).
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Figure 1. Photographie de la crevette P. adspersus (Rathke, 1837) (Sazianaki, 2017).

2.1.1. Morphologie et anatomie

Les crustacés appartiennent au phylum des arthropodes et sont reconnaissables par
leur squelette externe et a leurs membres articulés. (Poupin & Juncker, 2010). Le
squelette externe (exosquelette) des crustacés est constitué d’une carapace chitineuse
imprégnée de sels minéraux. Le corps, symétrie bilatérale, est segmenté en métameres.
Chaque métamére porte une paire d’appendices. Le corps est constitué de trois régions
(ou tagmes) : la téte (céphalon), le thorax (péréion) et 1’abdomen (pléon). Chacun de ces
tagmes portes des appendices qui assurent des fonctions précises. La téte porte cing paires
d’appendices, impliqués dans les fonctions sensorielles et la nutrition. Le thorax porte
huit paires d’appendices, assurant des fonctions de nutrition et de locomotion.
L’abdomen porte six paires d’appendices, impliqués dans la respiration, la reproduction et

la nage. Les appendices sont trés divers dans leur morphologie et leur fonction.

Pdo. _ Rostre | Carapace, . Abdomen
N ! A

__PRleurite

Ischion — -
Mérus~ -2 g ‘
Ccarpe ~ - Pléopode /
Propode ©~ Dactyle Uropode

Telson

Figure 2. Morphologie d’une crevette (Poupin & Juncker, 2010).
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2.1.2 Cycle de vie

P. adspersus effectue des migrations saisonniéres dues aux régimes hydrologiques
et a la reproduction. La population évolue dans le bas estuaire en période de crue
[Décembre - Avril], puis dés I’amorce de 1’étiage [Mai - Juin], elle se deplace vers le haut
estuaire. Pendant la période de la reproduction, les femelles effectuent une migration vers
I’aval. Ces derniéres portent leurs ceufs attachés en grappe entre leurs pléopodes ou ils
incubent durant plusieurs semaines. Les larves naissent directement au stade dit Zoél,
suivi de cing a sept stades Zoé (Fincham & Figueras, 1986), puis un stade post-larve au
vingtiéme jour (Fincham & Williamson, 1978). Enfin, les juvéniles issus de ces pontes

investissent en été et en automne la zone moyenne de 1’estuaire (Fig. 3).

Oeufs générés ala Oeufs transportés par les femelles
fin de I'été-automne - > jusqu’a 10 mois

- W—.
. &

Figure 3. Cycle biologique des palaemonidae en milieu naturel (Aurousseau, 1984).

2.2. Présentation du site d’échantillonnage

Les crevettes ont été échantillonnées au niveau de la lagune El-Mellah. Ce site
appartient au complexe des zones humides du Parc National d’El- Kala (PNEK) (Nord-
Est Algérien), avec les lacs Oubéira et Tonga. Créé en 1983, ce parc est classé comme
réserve de la biosphére en 1990 et comme catégorie Il (parc national) selon la

classification de I’'UICN (Union Internationale pour la Conservation de la Nature). Elle
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est considérée comme I'unique lagune du pays et est classée en 5°™ position par rapport
aux 14 lagunes Nord-Africaines (Baba-Ahmed, 2008). La lagune se situe a 1’extréme
Nord-Est de la cote Algérienne (9,5 km a I’ouest de la ville d’El-Kala et 48,75 km a I’est
de la ville d’Annaba), en bordure de la méditerranée entre le cap rosa et le cap roux (Fig.
4). De forme ovalaire, elle s’étend du Nord au Sud sur 4 km et d’Est en Ouest sur 2 km
(Messerer et al., 1999), couvrant ainsi une superficie de 865 hectares qui communique
avec la mer par un chenal d’environ 870 m de longueur et 15 m de largeur (ONDPA,
2005) et recoit les eaux douces des oueds Mellah et Bouaroug au sud et R’kibet a 1’ouest
(Derbal et al., 2005). Ses coordonnées géographiques au centre sont de 36° 53' 565 Nord -
8° 19° 560 Est et la profondeur maximale est de 6,40 m. La lagune est un plan d’eau
saumatre dont la température et la salinité varient de 1,40 a 30,50°C et de 15,90 a 37,10
psu, respectivement (Draredja et al., 2012).

La lagune du Mellah est un écosystéme d’une richesse considérable, car il dispose
de 199 espéces de phytoplancton (Rétima, 1999) et 47 espéces du zooplancton (Haridi,
1999). Les Crustacés Copépodes sont les mieux représentés avec 28 especes appartenant a
14 genres. La macrofaune benthique est composeée de 44 espéeces (Polychétes,
Mollusques, Crustacés et poissons) (Draredja et Kara, 2004 ; Melouah et al., 2014;
Mebarki et al., 2015). De plus, 38 especes de Poissons Téléostéens sont recensées, dont
71% sont des migrateurs marins. Les espéces sédentaires représentent 23,7% de la
richesse ichtyologique totale du milieu (Chaoui et al.,2005; Chaoui et al., 2006; Derbal et
al., 2005; Laouira et al., 2010, Hamdi, 2011).

Cap Rosa
Vielille Calle

el o
s R O

v I "
T W& Lac M(-ﬁ. ‘ =

- s e -
> hi:r ‘. W -0 - Lac Tongas

/ é( Vo gy 7 ;"
: ' Lac Oub‘('-'irl‘r .

Parc National e
D'El Kala .

Figure 4. Localisation géographique de la zone d'échantillonnage: la lagune El-Mellah, El-Kala
(Algérie Nord-Est) (www.Google Earth.com).
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2.3. Stratégie d’échantillonnage et élevage

Les crevettes sont péchées dans la lagune EI-Mellah par une méthode de tractage a
I’aide d’un filet appelé la senne ou (seine), dont les mailles sont réguliéres et de forme
rectangulaire (la maille de 4 mm et la longueur environ 8 m). La bordure supérieure est
garnie de flotteurs tandis que la partie inférieure est lestée et plombée. Le filet possede des
anneaux dans lesquels passe un filin de chaque coté, et une poche de 1,60 m (Fig. 5). Son
orientation est conduite par deux personnes a une profondeur qui varie de 0,5 a 1 m puis

trainé afin de tirer les crevettes.

Figure 5. Schéma du filet la senne (hauteur des ailes: 1,5m ; la poche: 1,6m ; maille: 4 mm)
(Benradia, 2016).

Pour la réalisation de I’élevage au laboratoire: les crevettes sont péchées au niveau

du site le moins pollué (le chenal), puis elles sont transportées dans un bac en plastique
d’une contenance de 25 L d’eau de mer. L’aération des échantillons est assurée par une
pompe a air (BOYU® D-200) jusqu’a I’arrivé au laboratoire. Les crevettes capturées sont
transférées dans des aquariums d’une capacité de 80 litres, constitués d’une fine couche
de sable fin de 4 cm d’¢épaisseur. Le milieu d’élevage est éclairé de lumicre artificielle
blanche (1000 lux) avec une photophase 14h/10h (lumiére/obscurité). La salinité est
proche de celle de I’eau de mer 37 %o et la température est comprise entre 22 et 27°C.
L’eau doit étre propre et continuellement oxygénée par des pompes a air (Rena 301: 2204,
651/mn). La filtration est assurée par des filtres a eau ayant un débit de 180 1/h (Rena
225) (Fig. 6 D).
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Les animaux en captivité se nourrissent de la chair fraiche des haricots de mer
distribuée en fin de journée. Le nettoyage des aquariums est effectué chaque matin, en

enlevant la nourriture en exces ainsi que les coquilles.

Figure 6. Les différentes étapes de la technique de péche de P. adspersus (A: tractage, B: triage,
C: transport des crevettes D: élevage au laboratoire) (Benradia, 2016).

2.4. Présentation de Dl’insecticide et traitement

Actara® 25 WG est un insecticide découvert par Ciba Syngenta en 1998 (Senn et
al., 1998). Son ingrédient actif est le thiaméthoxame appartenant a la famille des
néonicotinoides des analogues synthétiques de la nicotine dotés de propriétés insecticides.
(Singh & Mandal, 2013). Le nom commun est : 3-[(2-chloro-5-thiazolyl) methyl]
tetrahydro-5-methyl-N-nitro-4H-1, 3, 5-oxadiazin-4-imine (fig.5), et sa formule de
structure est : CsH10CINsOsS avec un poids moléculaire de 291.7147 g. Il a été

présenté a la conférence de Brighton en 1998 (Senn et al., 1998).
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Ce néonicotinoide de deuxieme génération se distingue de ceux qui existent
sur le marché par sa structure chimique : il posséde un hétérocycle chlorothiazole
et un anneau oxadiazinane qui insere le groupe nitroguanadine. Cette particularité
structurale lui confére des caractéristiqgues physico-chimiques, toxicologiques et
biologiques propres, différentes de celles des autres substances de son groupe,
comme par exemple la photostabilité, le coefficient de partition, la solubilité dans

I’eau et de 4,1¢g/litre-1 a 20°C, le spectre d’activité et les doses d’utilisation .

O T O

T

| y
™~ — M N
S I >-c

Figure 7. Structure chimique du Thiaméthoxam. (Soumis, 2018)

Actara® est ajouté a I'eau de mer d'élevage. Il est utilisé aux deux concentrations
(0,38 et 0,74 mg / L) correspondant respectivement aux CLo et CLys obtenues apres 96
heures d'exposition. Le prelévement des échantillons (téte et chair) est effectué chez les
individus de P. adspersus chaque 24h pendant 96h : (24, 48, 72, 96 h) chez les séries
témoins et traité par I'actara® aux deux concentrations testées, et seront utilisés aprés pour
le dosage enzymatique de I’acétylcholinestérase AChE et le dosage de glutathion S-

transférase GST, respectivement.

2.5. Dosage des biomarqueurs

2.5.1. Dosage de la glutathion S-transférase

La mesure de I’activité de la glutathion S-transferase (GST) est déterminée selon la
méthode de Habig et al,. (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la
GST et un substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le
glutathion (GSH). Les échantillons (chair) sont homogéneisés dans 1 ml de tampon
phosphate (0,1 M, pH 6). L’homogénat est centrifugé a 14000 trs/mn au froid (4°C)
pendant 30 mn et le surnageant récupéré servira comme source d’enzyme.

Le dosage consiste a faire réagir 200 pl du surnageant avec 1,2 ml du mélange
CDNB (1 mM)/GSH (5 mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml ethanol, 100 ml
tampon phosphate (0,1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est réalisée dans un
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spectrophometre UV/ visible (WPA). Elle est effectuée toutes les 1 mn pendant 5 minutes
a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 ul d’eau distillée
remplagant la quantité du surnageant. L’activité spécifique est déterminée d’apres la

formule suivante:

Activité de la GST

ADo/mn _Vt

As GST (uM/mn/mg de protéines) = —, X /mg de protéines

Vs

X: micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/mn/mg de protéines).
A Do: pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du temps.
€:9,6 coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM™*cm™).

Vt: volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH].
Vs: volume du surnageant dans la cuve: 0,2 ml.
mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.

2.5.2. Dosage de I’acétylcholinestérase

Le dosage de D’acétylcholinestérase (AChE) est réalisé selon la méthode
d’Ellman et al., (1961) qui consiste a fournir a 1’enzyme un substrat, 1’acétylthiocholine
(ASCh) dont I’hydrolyse libere de la thiocholine (SCh) et de I’acide acétique. La
thiocholine en présence de DTNB (acide 5, 5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique) forme un
complexe de couleur jaune dont ’intensité est lue a une longueur d’onde de 412 nm. Les
échantillons (tétes) sont homogeneisés dans 1 ml de solution détergente (solution D)
[38,03 mg EGTA (acide éthylene glycol-bis, B-aminoéthyl éther NNN’N” tétra-acétique),
Iml Triton X 100%, 5,845 g NaCl (chlorure de sodium), 80 ml tampon tris (10 mM, pH
7)], puis centrifugés (5000 trs/mn, 5 mn). Le surnageant récupéré servira comme source

d’enzyme.

Le dosage de ’activit¢ AChE est réalisé sur une fraction aliquote de 100 pl a
laguelle on ajoute 100 ul de DTNB préparé extemporanément [39,6 mg DTNB, 15 mg
CO3HNa (bicarbonate de sodium), 10 ml tampon tris (0,1 M, pH 7)] et 1 ml de tampon
tris (0,1 M, pH 7). Aprés 3 a 5 minutes, 100 ul de substrat acétylthiocholine préparé
extemporanément [23,6 mg ASCh, 1 ml eau distillée] sont ajoutés. La lecture des

absorbances (spectrophométre WPA) s’effectue toutes les 4 mn pendant 20 mn a une
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longueur d’onde de 412 nm contre un blanc ou 100 pl de la solution détergente remplace

les 100 pl du surnageant.

Activité de P’AChE
As AChE (uM/mn/mg de protéines)=2 Doe/m" x% /mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/mn/mg de protéines).
A Do : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du temps.
e: 1,36 x 10* : coefficient d’extinction molaire du DTNB (M cm™).

Vt : volume total dans la cuve : 1,3 ml [0,1 ml surnageant + 0,1 ml DTNB + 1 ml tampon tris (0,1
M, pH 7) + 0,1 ml acétylthiocholine].

Vs : volume du surnageant dans la cuve: 0,1 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

2.5.3. Dosage des protéines

Le dosage des protéines est effectué selon la technique de Bardford et al., (1976)
sur une fraction aliquote de 0,1 ml de I’homogénat avec 4 ml de bleu brillant de
Coomassie (BBC) (G 250, Merk) comme réactif (50 mg de bleu brillant de Coomassie, 25
ml d’éthanol (95%), 50 ml d’acide orthophosphorique (85%) et complété a 500 ml avec
I’eau distillée) et I’albumine sérum de beeuf (Sigma, France) comme standard.

La lecture des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 595 nm, et la
gamme d’étalonnage est réalisée a partir d’une solution d’albumine de beeuf (1 mg/ml)

selon les indications ci-dessous.

Tableau 1: Dosage des protéines, réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6

Solution d’albumine (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
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2.6. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés par la moyenne arithmétique plus ou moins
I’écart type (m + s). L'étude statistique est réalisée a 1’aide du logiciel graphpad prism

d’analyse et de traitement statistique des données version 7 pour Windows.

Les données sont traitées par I’analyse de la variance (ANOVA) a deux critéres de
classification suivis du test HSD (test de la différence franchement significative) de
Tukey. De plus, la normalité des données est vérifiée par le test de Bartlett avant
I’utilisation de ’ANOVA.
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3. Résultats

3.1. Résultats de I’activité spécifique de la glutathion-S-transférase GST

Le dosage de la GST a été réalisé au niveau de la chair des adultes P. adspersus
pour les séries témoins et traitées (CLio et CL2s) au cours de 96h. Les résultats
concernant 1’évolution de I’activité de la GST sont représentés dans le Tableau 2 et la

figure 8.

Dans les conditions normales (témoins), 1’activité de GST ne révele aucun effet
significatif, les valeurs enregistrées sont de ’ordre de (0,08 + 0,015 uM/mn/mg de
protéines) a Oh, et de (0,13 £ 0,009 uM/mn/mg de protéines) a 96h.

Le traitement par le thiaméthoxam a la CLjp a provoqué une augmentation
significative (p<0,05) uniquement au cours de 72h et 96h. En effet, I’activité de la
GST est de I’ordre de (0,29 + 0,060 uM/mn/mg de protéines au cours 72h et atteint la
valeur de 0,32 £ 0,035 uM/mn/mg de protéines au cours de 96h par apport aux
témoins ou l’activité enregistrée est de 1’ordre de (0,15 = 0,005 et 0,13 + 0,009

uM/mn/mg de protéines).

Chez la série traitée par la CLys, I’activité de la GST augmente d’une maniere
significative aprées les premiers 24h et atteint son maximum au cours de 96h, les
valeurs enregistrées sont de ’ordre de ( 0,22 + 0,009 , 0,50 + 0,003, 0,56 + 0,002 ,
0,65+ 0,010 ,uM/mn/mg de protéines) pour les temps 24h, 48h, 72h, et 96h

respectivement.

Le traitement des résultats par 1’analyse de la variance a deux critéres de
classification révele un effet temps (F,39 =113,8 ; P < 0,001), un effet Concentrations
(Fes9= 321,2; P < 0,001) et un effet interaction temps X concentrations (Fg 39 =
40,89 ; P <0,001) (Tabh. 3)
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Tableau 2 : Effet du thiaméthoxam aux deux concentrations (CLo=0,38 ; CL5=0,74 mg/l)

sur I’activité de la glutathion S transférase GST (UM/min/mg protéines) chez les adules
P.adsspersus du cours de 96h (n =5, m%SD).

Témoins

CL 1, =0, 38 mg/l

CL25 :0,74 mg/l

0,08 £0,015a 0,114+0,039 a 0,10£0,011a
A A A
0,144+0,008 a 0,20+0,018 ab 0,2240,009 b
A B A
0,164+0,002 a 0,23+0,003 a 0,5040,003 b
A B B
0,15+0,005 a 0,29+0,060 b 0,56+0,002 ¢
A B B
0,134+0,009 a 0,32+ 0,035b 0,65+0,010 c
A B C

*Les lettres en minuscule comparent les moyennes entre les traitements au sein d’'un méme temps. Les
lettres en majuscule comparent les valeurs des différents temps au sein d’un méme traitement.
(Comparaison : test HSD de Tukey, 5%).

Tableau 3: Analyse de la variance a deux criteres de classification de I’effet du
thiaméthoxam aux deux concentrations (CLo=0,38; CL,5=0,74 mg/l) sur I’activité de la
glutathion S transférase GST (uM/mn / mg protéines) chez les adultes P.adspersus du cours
de 96h (n=5, m + SD)

ANOVA SCE DDL MC F (Fobs) P valeur
Interaction 0, 349 8 0,04363 40,89 P<0,0001
Temps 0,4857 4 0,1214 113 .8 P<0,0001
Traitement 0,6854 0,3427 321,2 p<0,0001
Résiduel 0,04161 39 0,001067

3.2. Résultat de ’activité de I’acétylcholinestérase ’AChE

La détermination de ’activité spécifique AChE est réaliser au niveau de la téte
des adultes P.adspersus pour les séries témoins et traitées aux deux concentrations
(CLyo et CLys) au cours de 96h. Les résultats concernant 1’évolution de ’activité de

I’ AChE sont représentés dans le tableau 4 et la figure 9.
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Dans les conditions normales (témoins), 1’activité de AChE ne révéele aucun
effet significatif, les valeurs enregistrées sont de I’ordre de (1,13 + 0,09 uM/mn/mg de
protéines) a Oh, et de (1,09£0,15uM/mn/mg de protéines) a 96h.

Le traitement par le thiaméthoxam & la CLjp n’a enregistré aucun effet
significatif (p > 0,05) au cours des premieres 24h. L’activité de I’AChE commence a
diminuer au cours des 48, 72, et 96 h, elle est de ’ordre de (0,20£0,00, 0,17+0,01,
0,14+0,01, uM/mn/mg de protéines) respectivement par apport aux témoins ou elle est
de valeur (1,09+0,09, 1,08+0,09, 1,08+0,15 puM/mn/mg de protéines).

Chez la série traitée par la CLys I’activité de I’AChE diminue d’une maniére
significative et atteint son minimum au cours de 96h, les valeurs obtenues sont de
I’ordre de (0,25 £ 0,03, 0,2 + 0,00, 0,16 + 0,03, 0,11 + 0,011 pM/mn/mg de
protéines) pour les temps 24h, 48h, 72h, et 96h respectivement.

Le traitement des résultats par I’analyse de la variance a deux critéres de
classification révele un effet temps (Fuss = 66,6; P < 0,0001), un effet
Concentrations (Fp43 = 321,7; P < 0,0001) et un effet interaction temps X
concentrations (Fg43 =31 ;P <0,0001). (Tab 5)

Tableau 4 : Effet du thiaméthoxam sur I’activité I’acétylcholinestérase AChE (LM/min/mg

protéines) a I’égard de P.adsspersus aux les deux concentrations (CL10=0,38 ; CLys=0,74
mg/l) du cours de 96h (n =5, m + SD).

Témoins

CL 10 =0, 38 mg/I

CL5=0,74 mg/l
Temps (h)

oh 1,13+0,09 a 0,88+0,00 a 0,93+0,11 a
A A A

1,11+0,09 a 0,98+0,29 ab 0,25+0,03 a
A B A

1,09+0,09 a 0,20+0,00 ab 0,2+0,00 b

A B B

1,08+0,09 a 0,17+0,01 ab 0,16+0,03 b
A B B

1,08+0,15a 0,14+0,01 ab 0,11+0,011 b
A B B

* Les lettres en minuscule comparent les moyennes entre les traitements au sein d 'un méme temps. Les

lettres en majuscule comparent les valeurs des différents temps au sein d 'un méme traitement.
(Comparaison : test HSD de Tukey, 5%).
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Tableau 5: Analyse de la variance

thiaméthoxame aux deux concentrations

Résultats

a deux critéres de classification de D’effet du
(CLyo =0,38 ; CLys =0,74 mg/l) sur I’activité de

I’acétylcholinestérase AChE (uM/mn / mg protéines) chez les adultes P. adspersus du cours
de 96h (n=5, m + SD).

ANOVA SCE DDL MC F (Fobs) P
Interaction 2,168 8 0,271 31 P<0,0001
Temps 2,329 4 0,5821 66,6 P<0,0001
Traitement 5,625 2 2,812 321,7 P<0,0001
Résiduel 0,3759 43 0,008741
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4. Discussion

Les neéonicotinoides sont des neurotoxines, synthétiqguement proches de la
nicotine. lls sont largement appliqués sur de nombreuses cultures arables, horticoles et
ornementales, et se retrouvent également dans des produits vétérinaires tels que les

traitements antipuces pour chiens et chats (Goulson ,2017).

De plus, certains de leurs métabolites, possédent une signature moléculaire
similaire & un neurotransmetteur naturel tres important du systéme nerveux :
I'acétylcholine (ACh). Cette similitude leur permet d’agir a titre d’agonistes,
c’est -a-dire qu’ils possedent la capacité a se substituer au neurotransmetteur et
a le remplacer dans I’organisme. Les néonicotinoides agissent ainsi de maniére
sélective sur les récepteurs post-synaptiques nicotiniques de I'acétylcholine
(nAChERs) a l’intérieur du systéme nerveux central des insectes (Tomizawa 2013,
Jeschkeet al.2013).

Cependant, les marqueurs biologiques ont été classées en biomarqueurs
d’exposition, d’effet et de susceptibilité, les auteurs soulignent que les marqueurs
biologiques peuvent étre utilisés a la fois pour la surveillance biologique de la santeé.
(McCarthy et Shugart ,1990), les marqueurs biologiques sont des mesures aux
niveaux moléculaire, biochimique ou cellulaire réalisées soit sur des populations
sauvages provenant d’habitats contaminés ou sur des organismes exposés
expérimentalement aux polluants qui indiquent que 1’organisme a été exposé a des
toxiques chimiques .La définition a été généralisée (Depledge & Fossi ,1993) :un
biomarqueur est «un changement biochimique, cellulaire, physiologique ou
comportemental qui peut étre mesuré dans des tissus ou des fluides corporels ou au
niveau de 1’organisme entier qui met en évidence 1’exposition a/ou les effets sub-

l1étaux biochimiques dus a I’exposition individuelle aux xénobiotiques.
4.1. Discussion des résultats de la gluthation S-transférase (GST)

Les GST sont les enzymes dont I’activite est la plus utilisée comme
biomarqueur des substances organiques, surtout chez les mollusques (Cajarville et al.,
2000). Elles représentent une importante famille enzymatique dont la fonction est de
conjuguer le glutathion reduit (GSH) a des composes électrophiles pas formation d’un
pont thioéther (Foureman,1989). Les produits sont ensuite métabolises en
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mercapturates puis excrétes dans la bile ou I’urine. Différents travaux ont montré que
I’activité des glutathion S-transférases augmentait dans les organismes en fonction de
la concentration en xénobiotiques dans le milieu. (Van veld & lee, 1988).Cependant
des auteurs montrent que les glutathion S-transférases sont impliquées dans la
détoxication de nombreux polluants chimiques :hydrocarbures, insecticides
organochlorés et PCB (Monod et al., 1988 ;George,1994).Chez les mollusques
I’activité de la GST est utilisée avec plus de succes que chez les poissons comme
biomarqueur d’exposition a ces substances pour le milieu marin (fitzpatrich et al.,
1997 ; Hoarau et al.,2001) et pour 1’eau douce (Boryslawskyi et al., 1988 ; Robillard
et al.,2003). Les GST jouent un rdle additionnel dans la détoxication en servant des

molécules transporteuses qui augmentent la biodisponibilité des toxiques.

SH

O
NH:Y\ANH/CWNH\/COOH + Xenobiotic (X)

COOH o
Glutathione
GST

|O S-X
NH NH COOH
e A
O

COOH

Glutathione-S-Conjugate

Figure 8: Schéma de conjugaison d’un substrat avec le glutathion réalisée par une GST
(Cris6stomo,2013).

Les résultats obtenus dans cette étude montrent une induction de la GST
chez les individus traitée avec la thiaméthoxam aux deux concentrations (CL1g,CL2s)
comparativement aux témoins avec un effet dose- temps. Cette augmentation de
I'activité de la GST nous permet de suggeérer que le processus de détoxification contre
les forces de pro oxydation est déclenché par cette enzyme (induite). Nos résultats
sont similaires aux travaux de Hamdi-Ourfella et al ,.(2014) une induction de la GST
a été signalée chez 1’espéce Helix aspersa exposé a l'insecticide imidaclopride. Une
induction de l'activité de la GST a également été observée chez plusieurs especes de
crustaces tels que Palaemon esargentinus exposés au fénitrothion (Lavarias & Garcia,
2015), chez Macrobrachium borelli traités avec un insecticide organophosphoré

(Lavarias & Garcia, 2013). D'autres études ont été réalisées sur I'imidaclopride par
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Jemec et al,. (2007) ont egalement montré un effet significatif sur l'activité de la GST

apres une exposition de 21 jours.

Autres études similaires sur des crevettes Litopenaeus vannamei exposées a
différents pH du milieu (basique et acide) et des métaux lourds (cadmium et zinc)
(Furtado et al., 2015; Yu et al., 2016) et Marsupenaeus japonicus chez des crevettes

exposeées a la dessiccation (Duan et al., 2016).
4.2. Discussion du résultat de 1’acétylcholinestérase (AChE)

L’inhibition de I’acétylcholinestérase AChE peut étre considérée comme un des
premiers biomarqueurs proposés en surveillance puisque son développement en
médecine humaine en tant qu’indice d’exposition aux neurotoxique, notamment aux
organophosphates des gaz de combat, remonte a plusieurs décennies. Pour de
nombreux auteurs, la mesure de 1’activité acétylcholinestérase la meilleur indice de
contamination par les pesticides organophosphorés et carbamates (Holland et al .,

1967) . L’acétylcholinestérase c’est une enzyme qui catalyse 1’hydrolyse des esters de

la choline.
OPs ou carbamates
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Figure 9 : Mécanisme d’action d’une substance neurotoxique sur la transmission de
P’influx nerveux. (Corbel et coll., 2006)
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Les résultats obtenus dans cette étude montrent une inhibition de I’
AChE chez les individus traitée (CL1o,CL2s) comparativement aux témoins avec un
effet dose- temps . Nos résultats sont similaires aux travaux de Hamdi-Ourfella et al
,.(2014) qui montrent une inhibition de I’activit¢ AChE chez H.aperta traités par le
thiaméthoxam par apport au témoins. Il a été démontré que I'exposition des souris a
des concentrations allant jusqu'a 3 000 ppm de thiaméthoxam pendant 50 jours
induisait des tumeurs du foie (Green et al., 2005) et provoquait une diminution de
I'AChE et de capture de choline nécessaire a la synthése de I'acétylcholine chez les
rats a des doses allant de 50 a 100 mg / kg (Rodrigues et al., 2009).

De nombreuses études ont montré une inhibition de I'activité de I’AChE de P.
argentinus, une crevette d'eau douce exposée a un organophosphate de fénitrothion
(Rodrigues et al., 2013). Il existe également une inhibition de I'activité de
I'acétylcholinestérase chez le crabe Carcinus maenas, exposé au fluoranthéne

(Rodrigues et al., 2013) et a la crevette M Borelli contaminée a un organophosphate.

Ceci confirme son mécanisme d’action primaire sur le systéme nerveux,
puisque la matiére active, le thiaméthoxame, est un agoniste du récepteur

nicotinique de l'acétylcholine.
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5. Conclusion et perspectives

La présente étude s’inscrit dans le cadre d’un projet de recherche du
Laboratoire de Biologie Animale Appliquée d’Annaba (2018- 2022). Elle a pour but
I’évaluation de la toxicité du thiaméthoxam un insecticide néonicotinoide sous sa
forme commercialisée (Actara 25% WG) sur les taux des biomarqueurs gluthation S-
transférase (GST) et acétylcholinestérase (AChE) a 1’égard d’une espeéce non visée
P.adspersus (Décapode, Paleamonidés).

Pour cela la partie expérimentale a été effectuée au niveau de laboratoire de
biologie animale d’ Annaba : traitement et dosage, et I’échantillonnage de cette espece
a été effectué au niveau de la lagune EI-Mellah, d’El kala. Par la suite, les différentes
données nous ont eété communiquées a ’université de Bordj Bou Arreridj afin de
déterminer I’activité des deux. La partie expérimentale comprenait un traitement des
adultes de crevettes P.adspersus aux deux concentrations (CLiyg, ClLys) du
thiaméthoxam qui sont de I’ordre de 0,38 et 0,74 mg/l respectivement mené par un
lot témoin en paralléle au cours de 96h d’exposition et un prélevement des

¢chantillons (tete et chair) pour le dosage de I’ AChE et GST respectivement.

La somme des résultats obtenus montre une induction de I’activité de la GST
une inhibition de 1’activité de I’AChE aux deux concentrations CLip et CLos au cours
96h des lots testé par rapport au témoin et ce apres les premiere 24h au cours 96h

d’exposition par rapport aux témoins.

Ainsi, le tiaméthoxam perturbe les activités des deux biomarquers GST, AChE
Chez 1’espéce non-visé P.adspersus. Ce qui est due au mode d’action de la molécule
qui appartient a la famille des néonicotinoides qui agissent sur le systeme nerveux
central des insectes en se fixant au récepteur de 1’acétylcholine de type
nicotinique (NAChR).

Au futur il sera intéressant d’évaluer I’impact du thiaméthoxam sur ’axe neuro
reproducteur de I’espéce et de faire une analyse des résidus dans les tissus de

P.adspersus.
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6.1. Résumé

La présente étude s’inscrit dans le cadre d’un projet de recherche du Laboratoire de Biologie
Animale Appliquée d’ Annaba (2018- 2022). Elle porte sur I’évaluation de la toxicité du thiaméthoxam
(Actara 25% WG) sur [I’activité des deux bimoarqueurs la glutathion S-transférase (GST) et
I’acétylcholinestérase (AChE) sur espece non- visés Palaemon adspersus Rathke, 1837 (Crustacea,
Decapoda).

A cet effet, L’insecticide thiaméthoxam (Actara 25% WG) a ¢té additionné a ’eau d’élevage
des adultes de P. adspersus deux concentrations CL;, et CL,s déterminés a 1’égard d’une exposition
de 96h. Les prélevements des échantillons (la téte et la chair) ont été effectués chaque 24h au cours
d’une exposition de 96h afin de déterminer I’activité spécifiques de la GST et I’AChE.

La somme des résultats obtenus montre que I’actara induit une augmentation de ’activité de la
GST et une diminution de I’AChE chez I’espéce non visé P. adspersus.

Mots clés : Insecticides, Thiamothéxam, P.adspersus , biomarquers, GST , AChE.

6.2. Abstract

This study is part of the research project of Annaba's Laboratory of Applied Animal Biology
(2018-2022). For this purpose, a neonicotinoid insecticide thiaméthoxam, commercialized product
Actara (25% AM) it used against a shrimp Palaemon adspersus Rathke (1837) (Decapoda,
Palaemonidae) in order to evaluate its toxicity on tow biomarkers activity the glutathionS-transferase
(GST) and the acetylcholinesterase (AChE).

For this purpose, thimethoxam insecticide (Actara 25% WG) has been added to the water
breeding P.adspersus adults on tow concentration CL;, and CL,s determined with respecting
exposition of 96h. Samples taken (head and flesh) have been implementing each 24h during 96h
exposition to determinate the specific activity of GST and AChE.

The results showed a significant induction in GST and also a significant inhibition in AChE
activities in individuals at the non-target species P.adspersus.

Key words: Insecticides, Thiamothexam , P.adspersus , biomarkers , GST, AChE
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