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1 INTRODUCTION

Actuellement, la population mondiale excede les 7 milliards d'individus, avec des
projections suggérant qu'elle dépassera les 8 milliards dans un avenir proche, suivie d'une
croissance annuelle continue (Bongaarts, 2019). Cette expansion démographique effrénée
coincide avec une anticipation d'accroissement des activités anthropogéniques engendrant des
résidus indésirables. Ces pratiques humaines peuvent induire une élévation de la pollution et
une altération subséquente de la qualité des ressources hydriques, représentant un défi de

premier ordre a I'échelle mondiale (Sidabutar et al., 2017).

Etant donné que les écosystémes aquatiques sont perpétuellement menacés par la pollution
(Sumampouw et al., 2014). Ces sources de contamination €manent des activités humaines telles
que l'agriculture, l'industrie, l'exploitation minicre et les usages domestiques (Freitas et al., 2012
; Langston et al., 2010), lesquelles persistent souvent méme apres traitement, dépassant
fréquemment les normes de qualité établies (Kadim et al., 2013). La complexité des polluants
le long du bassin versant semble transformer les cours d’eau en gigantesques dépotoirs et exerce
une influence sur la qualité de I'eau et sur la biodiversité aquatique (Islam et al., 2015 ; Kadim
& Risjani, 2022 ). Ainsi, la pollution des milieux aquatiques résulte principalement des
xénobiotiques, tels que les engrais, les pesticides, les plastiques et les métaux lourds (Purba et
al., 2019). En conséquence, cela compromet la survie des espeéces aquatiques et peut conduire

a des déséquilibres écologiques dans les écosystémes aquatiques (Matozzo et al., 2018).

Les pesticides, spécifiquement, lorsqu’ils sont appliqués au sol, touchent environ 10% des
zones non ciblées, en particulier en périphérie des champs (De Souza et al., 2020 ; Schulz,
2004). Leur présence dans les écosystémes entraine des effets néfastes variables selon la
concentration du produit, de la quantité épandue et la durée d'exposition (Margni et al., 2002 ;
Rice et al., 2007). De plus, les pesticides sont considérés comme extrémement toxiques car ils
persistent dans I'environnement et s'accumulent dans les organismes (Araujo et al., 1999 ; Glynn

et al., 1995 ; Porter et al., 2018).

Diverses catégories de pesticides sont disponibles, et leur classification dépend de plusieurs
facteurs, notamment leur composition chimique (Gevao et al., 2000 ; Rawtani et al., 2018):
organiques (tels que les organochlorés et les organophosphorés) et inorganiques (tels que les
fongicides). Les pesticides organiques sont principalement composés de carbone, tandis que les
pesticides inorganiques sont composés de substances telles que le soufre, le sulfate, le cuivre,

etc...
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Généralement, les pesticides organiques sont plus complexes et moins solubles que les
pesticides d'origine inorganique, classé€s selon leur cible spécifique (telle que les organismes
nuisibles ou les maladies ciblées) (Kim et al., 2017). Ils peuvent étre catégorisés en tant que:
bactéricides, insecticides, fongicides, herbicides, miticides, nématocides, rodenticides,
algicides, piscicides, avicides, molluscicides et virucides, utilisés respectivement pour
combattre les bactéries, les insectes, les champignons, les mauvaises herbes, les acariens, les
nématodes, les rongeurs, les algues, les poissons, les oiseaux, les escargots et les virus (Rohani,

2023).

En mettant l'accent sur le groupe des herbicides, produits chimiques artificiels utilisés pour
contrdler et ¢liminer les organismes indésirables tels que les mauvaises herbes (De Souza et al.,
2020). Ils agissent de diverses manicres pour entraver la photosynthése et la synthése des
pigments chez ces organismes, perturbant ainsi la production d'acides aminés et de lipides, tout
en stoppant la division cellulaire et la croissance des plantes (Herrera-Herrera et al., 2016).
L'usage intensif et parfois inadéquat des herbicides a engendré une résistance aux produits
chimiques, nécessitant ainsi la création constante de nouveaux herbicides, potentiellement plus

nocifs (Ghanizadeh & Harrington, 2017 ; Moss et al., 2019).

Le glyphosate, sujet d’étude de cette thématique, est désigné par le nom commun ISO de la N-
(phosphonométhyl) glycine. Cet herbicide de type aminophosphonate a large spectre, post-
émergence et non sélectif (Karasali et al., 2019), sa premiére description remonte a 1971 par un
scientifique de chez « Monsanto » (Fabrello et al., 2020), puis a été publi¢ sous forme
commerciale quatre ans plus tard (Annett et al., 2014 ; Thanomsit et al., 2020). Selon la
nomenclature de 1'Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée (UICPA), le glyphosate
est enregistré sous le numéro CAS 107-83-6 et sa formule chimique est C3HsNOsP. 11 contient

trois groupes fonctionnels : les acides carboxyliques, les acides phosphoniques et les amines.

Les herbicides a base de glyphosate (HBG) les plus répandues sur le marché sont composées
d'un sel d'isopropylamine, d'un tensioactif (généralement de la tallowamine polyéthoxylée) et
d'eau (Saunders & Pezeshki, 2015). II représente 1'ingrédient actif de plus de 750 herbicides
différents, avec une application annuelle allant de 0,6 million de tonnes a 1,2 million de tonnes
dans le monde (Rodriguez-Gil et al., 2017). Ce phytocide, appartenant aux organophosphorés
largement utilisés et commercialisés (Song et al., 2020), qui ont causé une pollution
significative de I'eau (Wang et al., 2024). Lorsqu'ils sont appliqués sous forme de pulvérisation
liquide, seulement environ 20 % des produits chimiques se fixent aux cultures, avec moins de

4 % en contact direct avec les ravageurs visés. Entre 70 % et 80 % de ces substances retombent
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sur le sol ou demeurent en suspension dans l'air, contaminant les cours d'eau, lacs et océans via

les précipitations ou l'irrigation (Nasrabadi et al., 2011).

L'action des herbicides restreint le développement des plantes en entravant l'activité de la 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase, une enzyme clé dans la biosynthese des acides
aminés aromatiques, tels que la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane (Piesova, 2005).
Cependant, leurs applications a long terme ont des effets drastiques sur les macro-invertébrés
et les micro-organismes dans les milieux aquatiques (Gull et al., 2018). Cela est principalement
da au fait que le glyphosate n'est pas métabolisé dans la plante et que les systémes racinaires
distribuent cet herbicide dans les couches profondes du sol ou 'activité des micro-organismes
est relativement faible (Gill et al., 2017). Par conséquent, sa persistance et son transport dans le
sol dépendent de sa composition, des conditions climatiques et de l'activité microbienne
(Mirella da Silva, 2018). Ces constatations suscitent des inquié¢tudes quant a l'utilisation
généralisée du glyphosate pour la gestion des mauvaises herbes. Les risques associés aux
herbicides comprennent non seulement le glyphosate lui-méme, mais aussi son principal
métabolite, 1'AMPA (acide Aminométhylphosphonique), ainsi que les surfactants,

potentiellement plus toxiques.

Bien que la majorité des (HBG) ne soient pas utilisés dans les milieux aquatiques, ils peuvent
accéder a ces €écosystemes par de multiples voies telles que le ruissellement, le lessivage et la
surpulvérisation directe (Gongalves et al., 2019 ; Telahigue et al., 2022). Malgré cela,
I'évaluation de la qualité de 1'eau, des risques environnementaux et I'établissement de normes
reposent souvent sur des études portant sur la toxicité de substances isolées, ce qui ne refléte
pas pleinement le comportement des polluants dans les écosystémes en raison des interactions
potentielles entre les contaminants eux-mémes (Celander, 2011). Ainsi, il existe un nombre
considérable de "Cocktails" chimiques potentiels dans I'environnement, mais les données
nécessaires pour évaluer leur toxicité sont souvent soit absentes, soit de qualité insuffisante

(Teichert et al., 2021).

En Algérie, la régulation du glyphosate reléve principalement du ministeére de 1'Agriculture et
du Développement Rural. Les produits phytosanitaires, dont le glyphosate, sont soumis a des
regles spécifiques concernant leur importation, leur utilisation et leur supervision. La loi n°87-
17 du ler aolt 1987 et le décret exécutif n® 95-405 du 2 décembre 1995 détaillent les mesures
de contrdle des pesticides utilisés en agriculture (Mebdoua, 2017). L’ Algérie, pays producteur
et exportateur de fertilisants et de produits phytosanitaires, le glyphosate est vendu sous

différentes appellations en Algérie, telles que le «Rondo®», le «Glyfos®», ou encore le
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«Roundup®». Malheureusement, de nombreux agriculteurs Algériens, faute de sensibilisation
adéquate, ne sont pas conscients des dangers liés a une utilisation excessive et non controlée
des pesticides. Ils pensent souvent que leur usage intensif augmente les rendements et, par
conséquent, les bénéfices (Khaled-Khodja et al., 2016). La faiblesse de la réglementation locale
et des controles des résidus explique qu'a la différence des autres pays développés, il y a moins
de restrictions sur l'utilisation des pesticides (Boukhalfa, 2016 ; Nafissa et al., 2020). Des
préoccupations sérieuses quant aux risques pour la santé, liés a 1'exposition des agriculteurs aux
pesticides lors de leur manipulation et de leur application, ainsi qu'a leur présence dans les
champs traités, les aliments et I'eau potable, ont été exprimées (Cooper & Dobson, 2007). Ces

activités ont été associées a divers cas d'empoisonnement accidentel (Ecobichon, 2001).

Par ailleurs, les crustacés, membres du phylum Arthropoda, jouant un réle crucial au sein des
€cosystemes aquatiques, tant dans les communautés planctoniques que benthiques (Camacho-
Jiménez et al., 2023). lls sont importants sur le plan écologique car ils jouent un rdle
considérable dans le processus écologique des écosystémes aquatiques, agissant a différents
niveaux tropiques comme herbivores, détritivores, prédateurs et proies. Ils sont importants sur
le plan économique car les crevettes constituent des sources importantes de nourriture pour les
poissons carnivores de la région. Les crustacés décapodes constituent un groupe diversifié qui
exploite différents types d'habitats (Salas-Moya., et al 2021). Au fil des derniéres années, les
crevettes Palaemonidae ont émergé en tant qu'especes sentinelles cruciales pour la
biosurveillance des milieux marins (Erraud et al., 2019 ; Key et al., 2006). Leur sélection repose
sur des facteurs tels que leur facilit¢ de maintien et d'élevage, ainsi que la profonde
compréhension de leurs cycles de vie et de reproduction. Berthet (2015) identifie plusieurs
critéres déterminants pour considérer une espece comme sentinelle déployable en conditions
naturelles. Cela inclut la sédentarit¢ de l'espéce par rapport au site d'étude, sa facilité
d'identification, une taille de population adéquate pour la collecte, une distribution de
population étendue pour permettre la comparaison inter-sites, une longévité suffisamment
¢levée pour le suivi a la fois aigu€ et chronique des contaminations, des relations doses-effets
établies par des études d'écotoxicité, ainsi que des connaissances approfondies sur la biologie
et I'écologie de 1'espéce. Des tests d'écotoxicité réglementés, tant en exposition aigiie (ISO 6341,
OCDE 202) que chronique (ISO 10706, OCDE 211), ont été spécifiquement développés pour
ces especes. En suivant ces critéres, cette recherche doctorale vise a évaluer la pertinence des
Palaemonidae en tant qu'especes sentinelles, en mettant I'accent spécifique sur la crevette

bouquet Palaemon adspersus.
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L'utilisation de biomarqueurs biochimiques demeure une méthode précieuse pour évaluer les
effets toxiques des xénobiotiques dans des conditions de laboratoire contrdlées, offrant ainsi
des indications essentielles sur leur toxicité (Santana et al., 2022). Certains biomarqueurs sont
spécifiques des réponses neurotoxiques, tel que I'inhibition de 1'activité de 'acétylcholinestérase
(AChE), établie comme un indicateur fiable de 1'exposition aux (OP) et largement utilisée dans
la surveillance environnementale depuis plusieurs décennies (Van der Oost et al., 2003). Ces
derniers, agissent en tant que neurotoxines en perturbant la signalisation nerveuse par
l'inhibition de I'AChE, enzyme responsable de la dégradation de I'acétylcholine, un
neurotransmetteur clé (Bocquen'e & Galgani, 1998 ; Sturve et al., 2021). Les glutathion S-
transférases (GST), associées au stress oxydatif, font partie d'une famille d'enzymes de
détoxification de phase II qui jouent un role essentiel dans divers processus de détoxification,
notamment la conjugaison et la défense antioxydante (Sturve et al., 2021). Elle se combine avec
les contaminants et génére des composés qui sont plus facilement excrétés (Ribeiro et al., 2022)
ou le malondialdéhyde (MDA), un produit de la peroxydation des lipides, a ét¢ largement utilisé
comme biomarqueur des dommages causés par les radicaux libres dans les molécules
lipidiques. La peroxydation des lipides est connue pour provoquer des 1ésions cellulaires par
l'inactivation des enzymes et des récepteurs membranaires, la dépolymérisation des
polysaccharides, la réticulation et la fragmentation des protéines (Oru¢c & Usta, 2007). La
superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPx), le glutathion
(GSH) et la glutathion réductase (GR) sont des biomarqueurs du stress oxydatif (Li et al., 2020),
tandis que les métallothionéines (MT) sont largement utilisées comme biomarqueurs de la

contamination métallique en liant et en éliminant les métaux toxiques (Llerena et al., 2021).

L'analyse intégrée des biomarqueurs peut aider a surmonter les variations possibles des
biomarqueurs et a évaluer les sites pollués (Dos Santos & Martinez, 2014). De nombreuses
¢tudes scientifiques ont confirmé que les crevettes sont souvent exposées a des xénobiotiques
présents dans 1'eau et les sédiments, les rendant ainsi plus sensibles a la dégradation de la qualité
de I'eau, notamment lorsqu'elles sont directement exposées aux pesticides (Hong et al., 2018).
Par conséquent, les crevettes jouent un role crucial en tant qu'indicateurs de la santé des
estuaires en raison de leur répartition mondiale et de leur réactivité aux contaminants (Ameur
et al., 2022). Le genre Palaemonetes (Crustacea : Decapoda : Caridea) est un bon modele pour
¢valuer les effets de la pollution sur la santé environnementale (Chiodi Boudet et al., 2015 ;
Rollin, 2021). Les aspects physiologiques et toxicologiques des espéces aquatiques non ciblées

doivent étre clarifiés et les effets des xénobiotiques sur ces organismes doivent étre déterminés.
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Les travaux de recherche de cette thése s’inscrivent dans le cadre du projet de recherche du
Laboratoire d’excellence de Biologie Animale Appliquée PR.FU (2019-2022)
(DOINO1UN230120190008) « Etude de quelques espéces aquatiques : aspects bioécologique,
morphométrique et biochimique en rapport avec les facteurs environnementaux ». En effet,
I’étude consiste a évaluer I’impact du glyphosate, un herbicide, intensivement utilisé en Algérie.
Ces recherches sont en continuité avec les travaux antérieurs effectués sur la crevette Palaemon
adspersus (Rathke) 1837 (Decapoda, Palaemonidae) (Berghiche et al., 2018 ; Benradia et al.,

2016 ; Ameur et al., 2022). Ainsi, les principaux objectifs de I'étude sont les suivants :

® Estimer les concentrations sublétales (CL1o, CLas) et 1étales (CLso, CLoo) du glyphosate,

formulation commerciale Rondo®, contre les crevettes aprés 24, 48, 72 et 96 heures.

® Analyser les réponses biochimiques de certains biomarqueurs (AChE, GST, MDA et les
lipides) liés au stress environnemental sur la toxicité du glyphosate pendant les phases
de traitement et de récupération et réaliser le test de corrélation de Pearson pour évaluer

la corrélation entre la malondialdéhyde et la teneur en lipide.

® Effectuer une étude histologique portant sur le tissu musculaire, les branchies et
I'hépatopancréas afin d'évaluer les effets de I'exposition au glyphosate pendant les

phases de traitement et de récupération.
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2 MATERIEL ET METHODES

2.1 Présentation de I’espéce : Palaemon adspersus

P. adspersus Rathke (1837) (Figure 1) est une espece euryhaline a large distribution
méditerranéo-boréale. Elle habite et colonise les habitats cotiers et les zones végétalisées, étant
une espece omnivore (Grabowski, 2006). La taille totale de I'organisme atteint environ 80 mm,
exhibant une transparence caractéristique et une uniformité marquée, agrémentée de bandes
jaunes au niveau des articulations. De plus, des chromatophores sombres sont observés sur la
moitié ventrale du rostre. Ces traits distinctifs permettent une identification aisée de cette
crevette Palémonidés par rapport aux autres especes. Sa position systématique est représentée
dans le (Tableau 1).

Tableau 1 : Nouvelle Classification Taxonomique selon le Registre Mondial des Especes Marine ou
World Register of Marine Species (WoRMS 2021) mofidiée par De Grave Sammy.

Termes . o
e Terme en francais Descriptif
scientifiques ¢ P
(<5 g A - - s ;
=4 o . Un animal est un étre vivant organise, doté de sens
3 Animalia Animal L
o et de mouvements, mais dépourvu de parole.
g Animaux Invertébrés au corps segmenté, articulé,
= Arthropoda Arthropodes pourvu d’appendices articulés, et couvert d’une
T cuticule rigide constituant leur exosquelette.
£
E‘ Arthropodes a exosquelette chitineux, souvent
o Crustacea Crustacés imprégné de carbonate de calcium, ayant deux
8 paires d’antennes.
A
@ Huit segments thoraciques, six segments
3 Malacostraca Malacostracés abdominaux. Appendices présents sur le thorax et
O I’abdomen.
[¢5]
A
[4+] ’ ) A
O 2 Présence d’une carapace recouvrant la téte et une
. Eumalacostraca Eumalacostracés . "
g partie ou la totalité de du thorax
o
(92]
[<B]
S
©
o)
o Eucarida Eucarides Présence d’un rostre.
8
>
(92]
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Ordre

Decapoda

Décapodes

La plupart marins et benthiques. Yeux composés
pédonculés. Les segments thoraciques sont
fusionnés avec la téte pour former le
céphalothorax. La premiére paire de péréiopodes
est transformée en pinces. Cinq paires
d’appendices locomoteurs (pinces comprises).

Sous-Ordre

Caridea

Caridés

Les caridés sont caractérisés par des pléopodes
natatoire. C’est a ce groupe qu’appartiennent une
grande partie des especes de crevettes.

Famille

Palaemonoidea

Palémonidés

Pinces de la seconde paire des pattes beaucoup plus
fortes que la premiére ; carpopodite de la seconde
paire des pattes non divisé en articles ; rostre
généralement moyennement long avec dents sur le
bord dorsal et ventral. Especes marines littorales
ou d’eaux saumatres.

Genre

Palaemon

Palaemon

Espéce omnivore, peut atteindre une grande taille
et présente une coloration homogeéne.

Espéce

Palaemon
adspersus
(Rathke, 1837)

Palaemon adspersus

Se caractérise par un rostre denticulé, bord dorsal
avec cing a huit dents.
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Figure 1. Photographie de la crevette P. adspersus (Rathke, 1837) (photo personnelle).
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Figure 2. Répartition géographique de P. adpsersus a travers le monde basé sur I’inventaire national
du patrimoine naturel (INPN) (https://inpn.mnhn.fr/carte) .

2.1.1 Morphologie et anatomie d’une crevette

Les crevettes représentent des Crustacés Décapodes, caractérisés par la présence abondante
d'appendices articulés, d'un exosquelette segmenté en chitine, de deux paires d'antennes et
d'yeux composés. Leur anatomie comprend un céphalothorax fusionnant la téte et le thorax,
tandis que I'abdomen se compose de six segments distincts. Au fil de I'évolution, ces segments
et certaines parties corporelles ont subi des adaptations spécialisées. Les appendices,
initialement impliqués dans des fonctions telles que la respiration, la nage, la reptation et
I'alimentation, ont subi des transformations significatives, évoluant vers des structures telles
que des machoires, des organes reproducteurs, ou ont méme régressé ou disparu, démontrant

I'adaptabilité remarquable de ces créatures au cours du temps.

La crevette est revétue d'une "carapace” ou exosquelette, qui s'étend de la téte a la majeure
partie, voire a la totalité, de son corps. La téte présente deux paires d'organes sensoriels, a savoir
les antennes et les mandibules, suivies de deux paires de piéces buccales, appelées maxilles. De
plus, elle est pourvue d'une paire de yeux composés et d'un céphalothorax portant des
appendices dédiés a la locomotion et a la respiration. Ces appendices, désignés sous le terme

de branchies, sont soigneusement préservés par la carapace. Des pinces se forment également


https://inpn.mnhn.fr/carte
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a partir d'autres appendices, tandis que ceux situés sur I'abdomen sont généralement de taille
réduite, destinés a la locomotion ou a la respiration. La partie caudale, connue sous le nom de
telson, peut parfois étre utilisée pour la nage (Figure 3).

Thorax Céphalton (véte )

Abdomen Céphalothorax

Figure 3. Anatomie externe d’une crevette. (https://www.futura-sciences.com).

La cavité principale du corps s'inscrit dans le cadre du systeme circulatoire, ou le sang est
propulsé par un cceur dorsal. L'intestin, linéaire dans sa configuration, revét souvent la structure
d'un moulin gastrique, similaire a un gésier dédié a la trituration des aliments. De plus, il est
pourvu d'une paire de glandes digestives responsable de la sécrétion de sucs digestifs et de
I'absorption des nutriments. Des organes analogues aux reins des Vertébrés sont localisés a
proximité des antennes. Le systéme nerveux se compose de ganglions cérébraux, positionnés a
proximité des organes sensoriels, ainsi que d'une chaine ganglionnaire et de nerfs situés sous

I'intestin dans la partie ventrale (Figure 4).

CEil Cerveau Estomac Coeur Intestin  Artéres
abdominales

. Cordon
Bouche  digestive Oviducte Ovaire  nerveux ventral

Figure 4. Anatomie interne d’une crevette. (https:/forum.mikroscopia.com).
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2.1.2 Cycle de vie

P. adspersus, soumis aux fluctuations hydrologiques et aux impératifs de reproduction,
entreprend des migrations saisonniéres. Durant la période de crue, allant de décembre a avril,
la population prospere dans le bas estuaire, adaptant son habitat en réponse aux conditions
environnementales. A I'amorce de I'étiage, de mai & juin, une transition s'opére vers le haut
estuaire, démontrant une capacité d'adaptation face aux variations hydrologiques. Au cours de
la période de reproduction, les femelles se dirigent vers lI'aval, transportant leurs ceufs regroupés
entre leurs pléopodes, ou ils incubent pendant plusieurs semaines. Les larves émergent
directement au stade Zoé1, traversant ensuite cing a sept stades Zoé, conformément aux travaux
de Fincham & Figueras (1986), avant d'atteindre le stade post-larve au vingtieme jour, selon les
observations de Fincham & Williamson (1978). En été et en automne, les juvéniles issus de ces
pontes investissent la zone moyenne de I'estuaire, contribuant ainsi a la dynamique écologique

de I'écosysteme.

Durée  10-12 heures 11,5 jour 35 jours 4-5 jours 910 jours
-8 v u 11T =111
O i ol Sy S (1IN,
¢ " 1 "
(Eufs Nauplius (N) Zoea (2) Mysis (M) m’.tm"e m".a”aire
5 jours 15 jours

Figure 5. Cycle de vie de P. adspersus (Angthong et al., 2020).
2.1.3 Lamue

Les crustacés présentent une caractéristiqgue morphologique importante : la cuticule externe.
Cette enveloppe de chitine forme un exosquelette, offrant une protection contre les agressions
extérieures. Cependant, la cuticule, bien qu'utile pour la protection, peut entraver le
développement de I'organisme, en particulier sa croissance et sa reproduction. Pour surmonter
cette contrainte, les individus effectuent régulierement des mues tout au long de leur vie. Ce
processus implique la fragilisation partielle de la cuticule pour permettre a l'organisme de
s'extraire et de croitre, ainsi que la synthése d'une nouvelle cuticule adaptée aux nouvelles
dimensions. La mue joue un rdle crucial dans la croissance, la métamorphose, la reproduction
et le développement des crustacés. Cependant, ce processus complexe est régulé par une
multitude de mécanismes biochimiques et moléculaires. Ainsi, la mue chez les crustacés
représente un processus vital, nécessitant une quantité importante d'énergie pour étre menée a
bien (Rollin, 2021).

#7S 12
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Le processus de mue chez les crustacés, détaillé par Drach (1939), comprend trois phases
distinctes. Ces phases ont été caractérisées en utilisant les critéres établis par Drach (1939) avec

des ajustements élaborés par Erraud et al., (2018) :

La postmue, ou l'organisme, apres avoir abandonné son exosquelette précédent, connait une

phase de croissance, suivie de la synthése et de la rigidification de sa nouvelle cuticule.

L'intermue, une période caractérisée par une stabilité tégumentaire accrue, ou I'organisme

consolide sa nouvelle carapace.

La prémue, débutant par I'apolyse, soit le détachement des cellules épidermiques de I'ancienne
cuticule, et se caractérisant par la dégradation partielle de cette derniére, conduisant a lI'exuvie.

Pendant cette phase, I'organisme synthétise également sa nouvelle cuticule.

Cette démarche se concentre sur I'examen microscopique des soies situées aux extrémités des
uropodes. La mue se déroule en huit stades distincts, comprenant la postmue (stades A et B),
I'intermue (stade C) et la prémue (stades DO a D4). Chaque stade est caractérisé par des
changements spécifiques dans la structure et la maturation des soies, avec des étapes telles que
I'invagination de la matrice téegumentaire, le décollement de I'épiderme et la cuticularisation des
nouvelles soies. Une méthodologie de surveillance non intrusive a été développée pour évaluer
en continu le cycle de mue des crevettes, impliquant leur positionnement sur un support en
mousse sous une loupe binoculaire pour observer précisément les uropodes. Chaque
détermination, réalisée en quelques secondes, permettait de retourner rapidement les crevettes

a leur milieu. Aprés chaque évaluation, la crevette était immédiatement réintroduite dans son

milieu d'exposition (Tableau 2).

Figure 6. Dispositif non invasif pour la détermination des stades de mue chez la crevette P. adspersus
(A), utilisant une loupe binoculaire (B) (photo personnelle).



Tableau 2 : Changements morphologiques des uropodes de crevettes au cours des stades de mue sous
un microscope optique (grossissement de 400x) (Gao et al., 2015).
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I

/

Les soies sont douces

SIEEE et délicates, absence de
Post-mue N
cones setaux.
al ll
Stade B L P[esence de jeunes
cones setaux.
|||
Stade C | | Les cOnes  setaux
| matures et épiderme
ntermue . :
complétement étendu.
Stade D Une marge nette de
DO tissu épidermique a la
Pré-mue base des cones setaux.
‘é//‘/ Une zone claire et
D1 étroite entre les cones
R \ setaux et I'épiderme.
V 7%
o (. Une zone claire plus
D2 N A large avec une bordure
[ i ondulée de I'épiderme
I
Une zone claire plus
large, une bordure
fortement ondulée de
D3 o .
I'epiderme et une fine
couche blanche au bord
de I'épiderme.
Une zone  claire
nettement plus large,
des bords dentelés de
D4 I'épiderme, une couche

blanche réfléchissante
au bord de I'épiderme
et une bande paralléle a
I'épiderme.
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2.2 Présentation du site d’échantillonnage

La lagune EI-Mellah, située au sein du complexe des zones humides du Parc National d'El-Kala
(PNEK) dans le Nord-Est de I'Algérie, partage son statut avec les lacs Oubéira et Tonga, faisant
partie d'un parc institué en 1983, reconnu en tant que réserve de la biosphére depuis 1990, et
classé en catégorie Il (parc national) selon I'UICN. En tant que seule lagune nationale, elle
occupe la 5éme place parmi les 14 lagunes Nord-Africaines. Sise a I'extréme Nord-Est de la
cote algérienne, elle borde la mer Méditerranée entre le cap Rosa et le cap Roux, s'étendant sur
4 km du Nord au Sud et sur 2 km d'Est en Ouest, couvrant 865 hectares. Cette lagune
communique avec la mer par un chenal de 870 m de longueur et 15 m de largeur, recevant les
eaux douces des oueds Mellah, Bouaroug, et R'kibet. Géographiquement, ses coordonnées
centrales sont de 36° 53' 565 Nord - 8° 19’ 560 Est, avec une profondeur maximale de 6,40 m.
Présentant des variations de temperature de 1,40 a 30,50°C et une salinite de 15,90 a 37,10 psu,
cette étendue d'eau saumatre est documentée par Draredja et al., (2012). Distinguée par son
opulence, la lagune de Mellah héberge 199 especes de phytoplancton et 47 espéces de
zooplancton, avec une représentation prééminente des Crustacés Copépodes. La composante
macrofaune benthique totalise 44 espéces, tandis que le recensement des Poissons Téléostéens
révéle la présence de 38 especes, dont 71% sont des migrateurs marins. Ces caractéristiques
font de la lagune EI-Mellah un écosystéme d'importance internationale, conforme a la
convention de Ramsar et intégrée a la réserve de biosphére de 'UNESCO du Parc National d'El
Kala (Labbaci et al., 2019).
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Figure 7. Localisation géographique de la zone d’échantillonnage : la lagune E1-Mellah, El-Kala
(Algérie Nord-Est) (ArcGIS), (Photo personnelle).
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Figure 8. Site d'échantillonnage la lagune EIl-Mellah (photo personnelle).

2.3 Méthodologie de prélévement et élevage

Les crevettes sont capturées au moyen d’une technique de dragage utilisant un filet appelé seine.
Ce filet présente des mailles régulieres de forme rectangulaire, mesurant 4 mm de c6té et
s’étendant sur une longueur d’environ 8 métres. La partie supérieure du filet est équipée de
flotteurs, assurant sa flottabilité, tandis que la partie inférieure est lestée et plombée pour
maintenir une stabilité optimale. Des anneaux sont intégrés au filet, permettant le passage d’un
filin de chaque coté, et une poche d’une dimension de 1,60 metres ajoute a sa structure.
L’orientation de la senne est supervisée par deux individus, réglant sa profondeur entre 0,5 et 1
metre, avant d’étre soigneusement trainée pour 1’extraction des crevettes. Ces derniéres sont
déplacées vers un bac en plastique de 25 L contenant de 1’eau de mer, avec une aération assurée
par une pompe a air (BOYU® D-200) sans fil jusqu’a leur arrivée au laboratoire. Une fois
capturées, elles sont transférées dans des aquariums en verre (100x60x80 cm), remplis d’eau
de mer avec une salinité de 37 psu, une température maintenue entre 22-25°C, et une
photopériode de 12 :12 h lumiére/obscurité, pour une durée de 3 & 4 jours. Ces aquariums de
80 litres sont constitués d’une fine couche de sable fin de 4 cm d’épaisseur. L’eau, maintenue
propre et continuellement oxygeénée, est gérée par des pompes a air (Rena 301 : 2204, 651/mn).
La filtration est réalisée a I’aide de filtres a eau ayant un débit de 180 L/h (Rena 225) (Figure
10). Les crevettes, de taille similaire (longueur : 25 mm ; poids : 850 mg), sont nourries
quotidiennement avec des moules fraiches dans ’aprés-midi pendant toute la durée de
I’expérience (Figure 9). Un nettoyage quotidien des aquariums est effectué le matin,

comprenant I’élimination des excés de nourriture et des coquilles.
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Figure 9. Dynamique alimentaire dans I’aquarium : Observation d’une crevette se nourrissant d’une
moule (Photo personnelle).

Figure 10. Diverses étapes de la méthodologie de capture de P. adspersus (A) Trainage, (B, B”)
triage, (C, C’) transport des crevettes, et (D) systéme de stabulation et d’élevage en laboratoire (Photo
personnelle).
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2.4  Présentation et application de I’herbicide

Le glyphosate, aussi connu sous le nom de N-(phosphonométhyl) glycine [CAS 1071-83-6], est
un herbicide organophosphoré a large spectre d'action. Aprés la germination des plantes, il agit
de maniere non sélective et se répand de maniere systématique. Employé dans les secteurs de
la sylviculture et de I'norticulture, il vise a éliminer les mauvaises herbes envahissantes. Sa
formule moléculaire est (CsHsNOsP) (Matozzo et al, 2020). 1l est important de noter que le
glyphosate utilisé dans cette recherche a été acheté aupres de fournisseurs spécialisés dans la
vente de produits phytosanitaires (Tableau 3). Son mécanisme d'action consiste a inhiber les
voies de biosynthese des acides aminés essentiels, tels que la phénylalanine, le tryptophane et
la tyrosine, nécessaires a la croissance des plantes (Masotti et al., 2021 ; Ogunbiyi et al., 2023).
Cette inhibition affecte le complexe de l'acide 3-enolpyruvylshikimicvacid-5-phosphate
synthase (EPSPS), essentiel a la biosynthese de ces éléments constitutifs. Les animaux ne sont
généralement pas affectés par le glyphosate en raison de différences dans leurs voies
métaboliques (Goncalves et al., 2019). Cependant, les formulations contenant des surfactants,
comme le Rondo®, peuvent étre toxiques pour la santé humaine et aquatique, entrainant des
préoccupations concernant les dommages a I'ADN, les perturbations hormonales et la
cancérogenese chez diverses especes. Bien que moins toxique que certains agents tensioactifs
commerciaux, les formulations de glyphosate peuvent encore présenter des risques pour
I'environnement et la santé humaine (Goncalves et al., 2019 ; Modesto & Martinez, 2010 ;
Zomer et al., 2013).
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Tableau 3 : Propriétés chimiques et physiques du glyphosate.

Caracteéristiques Valeurs Sources

Nom chimique N-(phosphonométhyl) glycine (Naili, 2014)
Formule chimique C3HgNOsP (Picqué, 2016)

O O

Struct himi Q lF!

ructure chimique N

HO hhe ! | “NoH
OH
Aspect physique Cristaux solides blancs et inodores
Masse molaire 169,1 g/mol
Densité 1,74 g/ml
Point de fusion 189,5 °C (Kennedy, 2017)
(Naili, 2014)
(Picqué, 2016)
Solubilité dans I’eau a 25 °C 12 g/L
Solubilité dans les solvants Insoluble dans la plupart des solvants %
organiques organiques
Pression de vapeur (Pa) 1,31.10-5a25°C
Stabilité DTs eau = 22491 jours
DTsp sol = 3a174 jours

2.5 Test de toxicité aigué

Des tests de toxicité ont été réalisés sur des adultes de P. adspersus (15 individus) placés dans
des boites en plastique contenant un litre d'eau d'élevage avec une formulation commerciale de
glyphosate, Rondo® (480 mg/L) (1,75;2; 2,25; 2,50 ; 2,75 mL), correspondant respectivement
a différentes concentrations de glyphosate dans I'eau (0,84 ; 0,96 ; 1,08 ; 1,20 ; 1,32 mg/L)
(Figure 11). L'expérience a été realisée en effectuant cing répétitions pour chaque
concentration, accompagnees d'une serie de contréles simultanes. La mortalité a été surveillée
quotidiennement pendant 96 heures, avec des relevés effectués a la méme heure tout au long du
bioessai (24h), et les individus décédés ont été immédiatement retirés des bacs. L'évaluation a

été réalisée en considérant la mortalité cumulée. Le pourcentage de mortalité a été corrigé
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(Abbott, 1925) et soumis a une transformation angulaire selon Hendry (1909). Les
concentrations sublétales (CL1o et CL2s) et Iétales (CLso et CLgo) ont été déterminées avec leurs
limites de confiance a 95 % correspondantes (95 %CL). Les pourcentages sont convertis en
leurs probits (Fisher & Yates, 1957). Les calculs sont effectués a 1’aide du logiciel GraphPad

prism version 8 (GraphPad software, La Jolla California, U.S.A.).

Test de toxicité
CL28 & CLSO
(26n)

-
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Figure 11. Toxicité aigué du glyphosate sur P. adspersus a des concentrations variées (Photo
personnelle).

2.6 Traitement et collecte des tissus pour ’analyse des biomarqueurs

Le glyphosate aux deux concentrations CL2s et CLso a été additionnée a l'eau d'élevage des
spécimens de P. adspersus nouvellement exuviées (le début de la postmue). Le dimorphisme
sexuel a été ignoreé car les contaminants perturbent la mue des crustacés sans distinction de sexe
(Meng & Zou, 2009). Les prélevements des tissus, la téte et la chair ont été effectués apres 24,
48, 72 et 96 h d’exposition. Pendant la phase de récupération, les spécimens ont été transférées
dans des bacs contenant une eau propre et le préléevement des échantillons a savoir la téte et
chair ont été réalisé également apres 24, 48, 72 et 96h. Les échantillons ont été conserves dans

leurs solutions tampon.

2.6.1 Analyse de la glutathion S-transférase

L'analyse de l'activité de la glutathion-S-transférase a été conduite tout au long des phases
d'exposition et de récupération, couvrant des intervalles de 0, 24, 48, 72 et 96 heures pendant
les deux périodes. Les échantillons, prélevés ont suivi la méthode de Habig et al., (1974). Cette
approche implique l'utilisation du 1-chloro-2,4 dinitrobenzene (CDNB) comme substrat
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enzymatique, réagissant efficacement avec le glutathion réduit (GSH). La réaction de
conjugaison de ces composés génere une nouvelle molécule, absorbant la lumiére a une
longueur d'onde de 340 nm. Ces mesures, réalisées de maniéere rigoureuse, offrent une
compréhension approfondie de l'activité de la glutathion-S-transférase dans le contexte des

variations temporelles.

Pour le dosage, 200 pl du surnageant sont mis en réaction avec 1,2 ml d'un mélange CDNB
(ImM)/GSH (5 mM) contenant 20,26 mg de CDNB, 153,65 mg de GSH, 1 ml d'éthanol, et 100
ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 6). Les absorbances sont mesurées a l'aide d'un
spectrophotometre visible/UV (WPA) pendant 5 minutes, toutes les 1 minute, a une longueur
d'onde de 340 nm. Le blanc, utilis¢ comme référence, consiste en 200 pl d'eau distillée
remplagant le surnageant. L'activité spécifique est ensuite determinée en appliquant la formule

définie, qui est la suivante :

M
ST _r‘lrllin g ri _ (ADO/min o Vt)/ g ri
mg e protéines | = p 75)/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 apres hydrolyse du substrat en fonction du temps.
e: 9,6 coefficient d extinction molaire du CDNB (mM-1 cm-1).

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.

2.6.2 Activité de I’acétylcholinestérase

L'étude évalue l'activité spécifique de I'acétylcholinestérase (AChE) au céphalothorax de P.
adspersus, prélevé lors des phases d'exposition et de récupération. Les prélevements sont
effectués a des intervalles de 0, 24, 48, 72, et 96 heures. La méthode d' Ellman et al., (1961) est
employée, impliquant l'acétylthiocholine (ASCh) comme substrat. L'hydrolyse de I'ASCh
produit de la thiocholine (SCh) et de I'acide acétique. La quantité de thiocholine obtenue est
directement proportionnelle a I'activité enzymatique de I'AChE. La révélation se fait par une
méthode colorimétrique utilisant le dithiobisnitrobenzoate (DTNB), formant un complexe jaune
avec la thiocholine, mesuré a 412 nm. Cette approche offre une évaluation précise de l'activité
enzymatique tout au long de I'expérience, fournissant des données cruciales pour comprendre

les variations temporelles.




Matériel & méthodes

Pour la préparation des échantillons, ceux-ci ont été homogénéisés dans 1 ml de solution
détergente (solution D), composée de 38,03 mg d'EGTA (acide ethylene glycol-bis, B-
aminoéthyl éther NNN’N” tétra-acétique), 1 ml de Triton X 100%, 5,845 g de NaCl (chlorure
de sodium), et 80 ml de tampon tris (10 mM, pH 7). Aprés centrifugation a 5000 trs/mn pendant

5 mn, le surnageant récupéré a été utilis€ comme source d’enzyme.

Le dosage de I'activité AChE a été réalisé sur une fraction aliquote de 100 pl. A cette derniére,
100 pl de DTNB on été ajouté 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).
Apres l'ajout de 100 pl de substrat acétylthiocholine préparé extemporanément (23,6 mg ASCh,
1 ml eau distillée) au mélange, la lecture des absorbances a été effectuée toutes les 4 mn pendant
20 mn & une longueur d'onde de 412 nm. Un blanc a été utilisé ou 100 pul de la solution
détergente a remplacé les 100 ul du surnageant. Les mesures ont été effectuées a 1'aide d'un

spectrophotometre Agilent Technologies de type CARY 60 UV-Vis.

nM
AChE | T g protéines | = M/ mg de protéines
mg 1,36 X 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 apres hydrolyse du substrat en fonction du temps.

e: 1,36 x 104 : coefficient d’extinction molaire du DTNB (M-1 cm-1).

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.

2.6.3 Analyse du malondialdéhyde

La quantification du malondialdéhyde (MDA) s'effectue au niveau de la chair préleve lors des
phases d'exposition et de récupération. Les prélevements sont effectués a des intervalles de 0,
24, 48, 72, et 96 heures. Cette évaluation repose sur la méthode élaborée par Draper & Hadley
(1990), basée sur une réaction colorimétrique entre 1’acide thiobarbiturique (TBA) et le MDA,
produisant un composé d'un brun rougeatre dont l'intensité est mesurée a une longueur d’onde
de 532 nm.Pour cette analyse, les échantillons ont été traités par broyage aux ultrasons dans 1
ml de tampon tris-HCL (50 mM, pH 7,5), compose de 1,5137 g de Tris, 0,0730 g dEDTA
(acide éthyléne diamine tétra-acétique), 42,78 g de sucrose, et 250 ml d'eau distillée. Apreés
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homogénéisation, une centrifugation de 10 minutes a 10 000 trs/mn permet de récupérer le

surnageant, utilisé ensuite pour le dosage du MDA.

Le protocole de dosage consiste a mélanger 500 pl du surnageant avec 2,5 ml de TCA (100 g
TCA, 1000 ml d’eau distillée). Apres chauffage a 100 °C pendant 15 minutes et refroidissement,
une centrifugation est réalisée a 10 000 trs/mn pendant 10 minutes. Une fraction de 2 ml du
surnageant est ensuite prélevée, a laquelle est ajouté 1 ml de TBA (6,7 g TBA, 1000 ml d’eau
distillée). Apres un second chauffage (100°C, 155 minutes) et refroidissement, 1,5 ml de
butanol sont rajoutés. Suite a une agitation et une derniere centrifugation (10 000 trs/mn, 10
minutes), le surnageant, composé de 1 ml de butanol contenant les complexes TBA/MDA, est
récupéré pour la lecture des absorbances a 532 nm. La détermination du taux de MDA implique
également le dosage des protéines et I'établissement d'une gamme d'étalonnage des protéines.

Le taux de MDA est calculé selon la formule suivante :

ADo % vt
156 " Vs
mg de protéines

uM g
MDA (— de protemes) =
myg

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (uM/mg de protéines).

ADO : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.

156 : coefficient d’extinction molaire du TBA.

Vt : volume total dans la cuve : 1 ml [volume total du butanol récupéré renfermant les complexes
TBA/MDA].

Vs : volume de surnageant utilisé dans le dosage : 0,5 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

2.6.4 Analyse sur la teneur en lipides

L’extraction des lipides a été conduite conformément a la méthode de Shibko et al., (1966), a
partir de la chair des crevettes prélevé lors des phases d'exposition et de récupération. Les
prélevements sont effectués a des intervalles de 0, 24, 48, 72, et 96 heures qui sont ensuite
préservés dans 1 ml d'acide trichloroacétique (TCA) a 20 %. Cette démarche a impliqué un
processus de broyage mécanique suivi d'une homogénéisation aux ultrasons (SONIFER B-30)
et d'une premiére centrifugation (5000 rpm/mn, 10 mn), ou le surnageant | a éte prélevé et le
culot I conservé, recevant ensuite 1 ml du mélange éther/chloroforme (v/v). Une seconde
centrifugation (5000 rpm/mn, 10 mn) a permis d'obtenir le surnageant Il, destiné au dosage des

lipides totaux.
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Le taux de lipides a été quantifié selon la méthode colorimétrique décrite par Goldsworthy et
al., (1972), basée sur la formation d'un complexe chromogene de couleur rose. Cette approche
a utilisé la vanilline [0,38 g vanilline, 55 ml eau distillée, 195 ml acide orthophosphorique 85
%] comme réactif, et une solution mere de lipides a 2,5 mg/ml [2,5 mg d'huile de table, 1 ml
éther/chloroforme (v/v)] en tant que standard. Les dosages ont été effectués sur des prises
aliquotes de 100 ul d'extraits lipidiques ou de la gamme étalon, auxquelles 1 ml d'acide
sulfurique (96 %) a été ajouté. Apres agitation et chauffage dans des bains a sec (100 °C pendant
10 mn), suivis d'un refroidissement, 200 pl ont été repris, auxquels 2,5 ml du réactif vanilline
ont été ajoutés. Aprés agitation, mise a l'obscurité pendant 30 mn, une coloration rose s'est

développée, dont l'intensité a été mesurée a une longueur d'onde de 530 nm.

2.6.5 Dosage des protéines :

La méthode de Bradford (1976) a été employée pour quantifier les protéines dans un échantillon
de 0,1 ml d'homogénat. Le bleu brillant de Coomassie (G 250, Merck) a eté utilise comme
réactif, composé de 50 mg de bleu brillant de Coomassie, 25 ml d'éthanol (95%), 50 ml d'acide
orthophosphorique (85%), complété & 500 ml avec de I'eau distillée. L'albumine de sérum de
boeuf (Sigma, France) a servi de standard. Les absorbances ont été mesurées a une longueur
d'onde de 595 nm, et la calibration a été effectuée a partir d'une solution d'albumine a 1 mg/ml,
comme indiqué dans le (Tableau 4 ; Figure 12) ci-dessous.

Tableau 4 : Evaluation de la concentration protéique et élaboration de la courbe d'étalonnage

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution d’albumine 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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Figure 12. Courbe d’étalonnage des protéines : droite de régression exprimant 1’absorbance en
fonction de la quantité d’albumine (ng) (R? : coefficient de détermination).
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Figure 13. Courbe d’étalonnage des lipides : droite de régression exprimant I’absorbance en fonction
de la quantité d’albumine (ug) (R? : coefficient de détermination).

2.7 Méthodes d’analyse histologique et étapes experimentales :

Dans le cadre de cette recherche, I'histologie a été utilisée pour évaluer les éventuelles
altérations des tissus causées par le glyphosate, notamment au niveau des branchies, du tissu
musculaire et de I'népatopancréas. Pour ce faire, des échantillons de crevettes ont été prélevés
et traités selon des protocoles spécifiques. Initialement, le corps entier des crevettes a été soumis
a I'histologie afin de realiser une analyse compléte des structures internes. Parallelement, une

approche différente a été adoptée pour les branchies et I’hépatopancréas : I'histologie a été
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réalisée au niveau du céphalothorax, ou ces structures sont localisées, permettant ainsi une
observation précise dans leur contexte anatomique naturel. Quant au tissu musculaire, des
sections ont été préparées et examinées au microscope pour identifier les caractéristiques

histologiques pertinentes (Figure 13).
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Figure 13. Différentes parties traitées pour histologie : Hépatopancréas, branchies et tissu musculaire,
d'une crevette (photo personnelle).

Les étapes expérimentales pour la préparation des échantillons histologiques ont été
méticuleusement suivies. Des échantillons de tissus ont été prélevés sur des crevettes vivantes.
Les prélevements du tissu musculaire, les branchies et I'népatopancréas des crevettes ont été
effectués a la fois 24 et 96 heures apres les phases de traitement et de récupération avec le
phytocide. Ces échantillons ont été fixés dans une solution de formol diluée (formaldéhyde a
10% vlv, Sigma®), pendant 48 heures afin de limiter la dégradation des acides nucléiques et de
préserver les structures cellulaires et tissulaires.

Ensuite, le processus d'inclusion a été entrepris, impliquant une série de traitements, chacun
préparant le terrain pour le suivant tout en éliminant le précédent. Nos échantillons ont fixer
dans deux bains de formol (10%) pendant une heure, suivis de six bains d'alcool (70%, 80% et
100%) pendant une heure et demie chacun, puis deux bains de xyléne pendant une heure et
demie avant d'étre imprégnés dans deux bains de paraffine pendant deux heures pour imprégner

les échantillons de paraffine d'un automate a 12 bains.
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Une fois inclus, les échantillons ont été enrobés dans des moules en inox remplis de paraffine
liquide et refroidis a (-12°C) pour former des blocs. Les coupes ont été réalisées a I'aide d'un
microtome, puis étalées sur des lames porte-objets avec de I'eau gélatinée. Apreés séchage a (45
C°), déparaffinage (dans trois bains d'xylene, pendant quinze minutes pour les deux premiers
bains et cing minutes pour le troisieme. Ensuite, elles ont été placées dans deux bains d'alcool
a 100%, pendant huit minutes pour le premier bain et sept minutes pour le deuxiéme, avant
d'étre rincées a l'eau courante pendant quatre minutes et coloration avec une solution
d'hématoxyline de Meyer pendant trois minutes, suivie d'un rincage a l'eau pendant huit
minutes. Ensuite, recolorées avec de I'éosine a 2%, dont la concentration était de 10g/L d'eau,
pendant trois minutes et rincées a nouveau pendant huit minutes. Et enfin, plongées dans un

bain d'alcool a 100% pendant une minute.

Les lames ont ét¢ montées avec des lamelles a 1’aide d’une goutte d'E-KIT pour assurer leur
protection et leur conservation optimale. Enfin, les échantillons ont été observés au microscope
optique pour une analyse détaillée des structures tissulaires.

Cette méthodologie rigoureuse garantit la qualité et I'intégrité des échantillons tout au long du
processus histologique, permettant une observation précise et fiable des caractéristiques

cellulaires et tissulaires.
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Figure 14. Différentes étapes de la technique histologique (A) Automate thermo a 12 bains, (B, B’)
Mise en bloc des coupes, (C) Réalisation des coupes au microtome, (D) Etalement des coupes et séchage,
(E) Coloration aux bains d’hématoxyline de Meyer et de 1’éosine, (F) Observation sous microscope
optique (photo personnelle).
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2.8 Analyse des données

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne arithmétique + écart-type (moyenne +écart-
type). La distribution normale des données (test de Shapiro-Wilk) et I'nomogéneite des
variances (test de Bartlett) ont été évaluées. Les données de I'essai biologique ont été analysées
a l'aide d'un ajustement de courbe sigmoide non linéaire, et I'activité du traitement a été évaluée
en termes de réponse dépendante de la concentration. La qualité de I'ajustement du modele de
courbe a été évaluée sur la base des valeurs R Les analyses statistiques de toxicité ont été
réalisées a l'aide de Prism version 8 pour Windows (GraphPad Software, La Jolla California,

USA ; www.Graphpad.com).

Pour tous les biomarqueurs, I'analyse statistique a été réalisée a l'aide du logiciel SPSS (V22.0,
IBM Corporation, NY, USA). L'analyse de variance a deux critéres (ANOVA) suivie du test de
comparaison de Tukey avec analyse post-hoc HSD a été utilisée pour eévaluer les différences
entre les séries de contrble, traitées et récupérées, avec p< 0,05 indiquant une différence
statistiquement significative. Le test de corrélation de Pearson a été utilisé pour établir une

correlation entre le MDA et la teneur en lipides.
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3 RESULTATS

Avant de présenter les résultats de 1I’impact du glyphosate sur les aspects toxicologique,
biochimique et histologique, il est important de préciser certaines observations faites durant
I’expérimentation. En effet, sur le plan toxicologique, les doses sublétales et létales ont été
déterminées, fournissant une base pour évaluer les effets nocifs du glyphosate. Des
observations préliminaires montrent que les crevettes présentent des comportements erratiques,
des modeéles de mue perturbés, une activité alimentaire réduite, ainsi que des anomalies dans
leur locomotion et leur nage. Ces crevettes ont aussi tendance a se regrouper dans des zones
spécifiques de Il'aquarium. Ces observations comportementales soulignent les effets
potentiellement néfastes du glyphosate sur les fonctions locomotrices, alimentaires et générales

de cette espece.

3.1 Toxicité aigué du glyphosate

Le glyphosate a différentes concentrations (0,84 ; 0,96 ; 1,08 ; 1,20 ; 1,32 mg/L) a été ajouté
au milieu d'élevage de P. adspersus et la mortalité a été observée a 24, 48, 72 et 96 heures. La
mortalité cumulative corrigée variait de 8,88 * 2,22 % pour la concentration la plus faible (0,84
mg/L) et a 97,78 £ 2,22 % pour la concentration la plus élevée (1,32 mg/L), avec une relation
dose-réponse. Aucune mortalité n'a été observée dans le groupe contrdle. L'analyse statistique
a réveélé un effet significatif de la concentration.

La mortalité observée est corrigée a partir d’une mortalité observée (%) (Tableaux 5. A-B-C-
D). Aprés une transformation angulaire de mortalités (Tableaux 6. E-F-G-H). Les données ont
fait ’objet d’une analyse de la variance a un critére de classification (Tableaux 7. I-J-K-L) qui

révele un effet dose significatif (p < 0,0001).

Tableaux 5 : Toxicité du glyphosate (mg/L) a I’égard des adultes P. adspersus : Mortalité observee
(%) (m = SD; n =3 répétitions comportant chacune 15 individus) (A) (24h), (B) (48h), (C) (72h), D
(96h).

A)
Témoin 0,84 0,96 1,08 1,20 1,32
R1 0 13,33 13,33 26,66 26,66 63,43
R2 0 6,66 20,00 26,66 26,66 58,89
R3 0 6,66 13,33 20,00 20,00 63,43
m £ SD 040 8,8842.22 15,5542,22 24444222 24444222  61,92+1,51
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- B)
Témoin 0,84 0,96 1,08 1,20 1,32
R1 0 13,33 13,33 26,66 26,66 80,00
R2 0 0,00 6,66 26,66 26,66 73,33
R3 0 6,66 6,66 20,00 20,00 80,00
m + SD 040 6,66+4,33 8884220 24444222 24444222 77784222
©
Témoin 0,84 0,96 1,08 1,20 1,32
R1 0 13,33 20,00 53,33 73,33 86,66
R2 0 6,66 33,33 40,00 86,66 93,33
R3 0 6,66 20,00 40,00 66,66 89,00
m + SD 0+0 8,8842.22 24,4444 44 44444444 75554587  86,66+3,84
(D)
Témoin 0,84 0,96 1,08 1,20 1,32
R1 0 13,33 20,00 60,00 73,33 93,33
R2 0 6,66 33,33 53,33 86,66 100
R3 0 6,66 20,00 66,66 66,66 86,66
m £ SD 040 8,88+2,22 24 44+4 44 603,84 75,5545,87  93,33+3,85

Tableaux 6 : Toxicité du glyphosate (mg/L) a 1’égard des adultes P. adspersus : transformation
angulaire (m * SD ; n = 3 répétitions comportant chacune 15 individus) (E) (24h), (F) (48h), (G) (72h),

(H) (96h).
(E)
0,84 0,96 1,08 1,20 1,32
R1 21,39 21,39 31,11 31,11 52,77
R2 15,00 26,57 31,11 31,11 50,13
R3 15,00 21,39 26,57 26,57 52,77
m £ SD 17,1342,13  23,12+1,72  29,60+1,51 29,60+1,51 51,89+4,39
(F)
0,84 0,96 1,08 1,20 1,32
R1 21,39 21,39 31,11 31,11 63,43
R2 0,00 15,00 31,11 31,11 58,89
R3 15,00 15,00 26,57 26,57 63,43
m £ SD 12,1342,13 17,1342,13  29.60+1,51 29,60+1,51 61,9142,19
(&)
0,84 0,96 1,08 1,20 1,32
R1 21,39 26,57 46,89 58,89 68,53
R2 15,00 35,24 39,23 68,53 75,00
R3 15,00 26,57 39,23 54,70 63,43
m £ SD 17,1342,13 29464289 41784227  60,70+1,12  68,98+2,11

32
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(H)
0,84 0,96 1,08 1,20 1,32
R1 21,39 26,57 50,77 58,89 75,00
R2 15,00 35,24 46,89 68,53 88,19
R3 15,00 26,57 54,70 54,70 68,53
m + SD 17,134£2,13 29,46+2,89 50,78+1,37 60,70+1,12 77,24+2,43

Tableaux 7 : Toxicité du glyphosate (mg/L) a ’égard de P. adspersus: Analyse de la variance a un
critére de classification (m + SD; n = 3 répétitions comportant chacune 15 individus) (1) (24h), (J) (48h),
(K) (72h), (L) (96h).

(1
Sources de variation DDL SCE CM F (DFn, DFd) P
Traitement 10195 3619 904,7 F (4, 10) = 63,07 0,001***
Erreur résiduelle 404,1 86,33 8,633
Totale 10599 3705 913

()
Sources de variation DDL SCE CM F (DFn, DFd) P
Traitement 14678 2777 504,7 F (6, 14) = 44,20 0,001%**
Erreur résiduelle 774,9 86,02 6,313
Totale 15453 3860 510

(K)
Sources de variation DDL SCE CM F (DFn, DFd) P
Traitement 15501 6 2584 F (6, 14) = 49,32 0,001***
Erreur résiduelle 733,4 14 52,38
Totale 16235 20 263

(L)
Sources de variation DDL SCE CM F (DFn, DFd) P
Traitement 10255 4 2549 F(5,12)=1217 0,001***
Erreur résiduelle 202,33 10 40,10
Totale 10457 14 5589

*** . hautement significatif (p< 0,001). DDL.: degré de liberté ; SCE: somme des carrés des écarts; CM
: carré moyen ; Fos : F 0bservé ; P: niveau de signification. Non significatif (p>0,05) ;* significatif
(p<0,05) ; ** trés significatif (p<0,01) ; *** hautement significatif (p<0,001).

La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction du logarithme de
la dose appliquée (Figure 14) a permis I’estimation de la valeur des concentrations sublétales
et létales (CL2s CLso) ainsi que son intervalle de confiance et le Hill Slope. Correspondantes

(95% FL) sont énumérées dans le (Tableau 8).



Résultats

Tableau 8 : Paramétres de létalité du glyphosate (mg/L) chez les crevettes adultes P. adspersus apres
24, 48, 72 et 96 heures. Les données ont été exprimées en termes de concentration Iétale (CL %)
accompagnées des limites fiduciaires correspondantes a 95 % (FL [95 %]), du coefficient de
détermination (R?) et de la pente de Hill (n = 5 répétitions, chacune contenant 15 individus).

Concentrations Valeurs (mg/L) Limites de confiance (95%o) R2 Hill slope

CLyo 1,15 (0,82 -1,18)
CLys 1,25 (1,03 -1,29)

24h Cleo 135 (1.24-1.47) 0,9999 13,63
CLgo 1,59 (1,03-1,61)
CLyo 0,99 (0,91 -1,05)
ClLys 1,09 (1,03 -1,39)

48h CLs, 120 (116 — 1.23) 0,9998 11,39
CLgo 1,45 (1,37 - 1,56)
CLyo 0,98 (0,91-1,04)
CLas 1,06 (1,02 -1,10)

72h CLs, 116 (113 1.19) 0,9994 12,91
CLago 1,37 (1,03 - 1,46)
CLyo 0,99 (0,88 -1,07)
CLys 1,06 (0,99 - 1,11)

96h Cls, 114 (1,09 - 1.18) 0,9995 15,61
CLgo 1,31 (1,22 - 1,44)
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Figure 14. Toxicité du glyphosate (mg /L), a I’égard de la crevette P. adspersus aprés une exposition
de 24h (A), 48h (B), 72h (C), 96h (D): courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité
corrigée (%).

3.2 Effet du glyphosate sur les biomarqueurs chez P. adspersus :

L’effet du glyphosate sur les différents biomarqueurs AChE, GST, MDA et taux des lipides
ont été déterminés chez les crevettes P. adspersus pendant les deux phases (traitement et
récupération) a0 ; 24 ; 48 ; 72 et 96 heures d’exposition. Deux concentrations ont été utilisées,
la concentration sublétale CLs (1,06) et la concentration létale CLso (1,14).

3.2.1 Effet sur I’activité spécifique de 1’acétylcholinestérase en phase de traitement

L’activité spécifique de I’acétylcholinestérase est déterminée selon la méthode d "Ellman et al.

(1961) au niveau du cerveau des crevettes de P. adspersus en phase de traitement et en phase
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de récuperation. L’activité spécifique de 1’acétylcholinestérase a été calculée par les pentes des

équations de régression exprimant 1’absorbance en fonction du temps.

L'activité enzymatique de I'AChE dans les fragments de téte de la série de témoin a diminué
avec le temps, jusqu'a 96 h. Le traitement au glyphosate a la fois a la CLoset a la CLsg a révélé
une diminution dose-dépendante significative (p< 0,0001) de I'activité de I'AChE apres 24 a 96
h (Figure 15). L'action inhibitrice la plus significative a été enregistrée a 48 h avec la CLso
(1,14 mg/L), ou l'activité de I'AChE était la plus faible par rapport a la série traitée. Cette
activité a augmenté de maniere significative (p< 0,0001) apres 96 h, par rapport a 48 et 72 h.
Une ANOVA a deux critéres de la variance a révélée un effet temps (Fz 4s= 11,964 ; p< 0,0001),
un effet traitement (F24s = 1428,893 ; p< 0,0001) et des interactions temps/traitement (Fe s =
35,160 ; p< 0,0001) trés significatifs.
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Figure 15._Effet du glyphosate (CL25s50-96h) sur I'AChE chez P. adspersus pendant les phases de
traitement (m £ SD; n=5; pour chaque durée d'exposition). Les moyennes suivies par la méme lettre
minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps, et les moyennes suivies
par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les traitements.
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Tableau 9 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, traitement) sur 1’activité de
I’acétylcholinestérase des crevettes P. adspersus durant la phase de traitement.

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Temps 3 4,86255 1,6215° 11,964 0,000
Traitement 2 0,004 0,002 1428,893 0,000
Temps * Traitement 6 0,0001 4,7635° 35,160 0,000
Erreur résiduelle 48 6,502E5 1,35556

Totale 59 0,004

DDI : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fqps - test de Fisher ; P : seuil de signification.

3.2.2 Effet sur Iactivité spécifique de ’acétylcholinestérase en phase de récupération

Pendant la phase de récupération, I'activité de I'AChE est restée inhibée apres 24 et 48 heures,
avec une différence significative entre la série traitée et la série contréle. Cependant, I'activité
de I'AChE est revenue a des niveaux normaux aprés 72 et 96 heures, sans différence
significative entre les séries traitées (CL2s et CLso) et les séries contrdles (Figure 16). Une
ANOVA a deux critéres de la variance a révélée un effet hautement significatif du temps (F3.4s
= 16,797 ; p< 0,0001), de l'effet du traitement (F2,48 = 27,461 ; p< 0,0001) et de Il'interaction
temps/traitement (Fs 48 = 7,337 ; p< 0,0001).
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Figure 16. Effet du glyphosate sur I'AChE chez P. adspersus pendant les phases de récupération (m £
SD; n=5; pour chaque durée de récupération). Les moyennes suivies par la méme lettre minuscule ne
sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps, et les moyennes suivies par la méme
lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les traitements.
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Tableau 10 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, traitement) sur ’activité
de I’acétylcholinestérase des crevettes P. adspersus durant la phase de récupération.

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Temps 3 0,001 0,0001 16,797 0,000
Traitement 2 0,001 0,0001 27,461 0,000
Temps * Traitement 6 0,0001 7,4325° 7,337 0,000
Erreur résiduelle 48 0,0001 1,0135°

Totale 59 0,002

DDI : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Foys : test de Fisher ; P : seuil de signification

3.2.3 Effet sur l'activité de la glutathion S-transférase en phase de traitement

L’activité enzymatique de la glutathion S-transferase est déterminée selon la méthode de Habig
etal., (1974) au niveau de la chair des crevettes P. adspersus en phase de traitement et en phase
de récupération. L’activité spécifique de la glutathion s-transférase a été calculée par les pentes

des équations de régression exprimant I’absorbance en fonction du temps.

Dans des conditions normales, I'activité enzymatique de la GST dans les fragments de chair a
augmenté avec le temps, jusqu'a 96 heures. Le traitement au glyphosate a la fois a la CL2s et a
la CLsg a révélé une induction dose-dépendante significative (p< 0,0001) de la GST apres 48 a
96 heures (Figure 17). L'activité la plus élevée a été observée a la CLso (1,14 mg/L). Une
ANOVA a deux criteres de la variance a révélé un effet temps tres significatif (Fs4s = 602,007
; p< 0,0001), un effet traitement (F24s = 1411,895 ; p< 0,0001), et un effet interactions
temps/traitement (Fe 48 = 152,013 ; p< 0,0001).
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Figure 17 . Effet du glyphosate (CL2s50-96h) sur la GST chez P. adspersus pendant les phase de
traitement (m £ SD; n=5; pour chaque durée d'exposition). Les moyennes suivies par la méme lettre
minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps, et les moyennes suivies
par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les traitements.



Résultats

Tableau 11 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, traitement) sur ’activité
de la glutathion s transférase des crevettes P. adspersus durant la phase de traitement.

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Temps 3 0,004 0,001 602,007 0,000
Traitement 2 0,006 0,003 1411,895 0,000
Temps * Traitement 6 0,002 0,0001 152,013 0,000
Erreur résiduelle 48 9,429E5 1,96456

Totale 59 0,011

DDI : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Foys : test de Fisher ; P : seuil de signification

3.2.4 Effet sur l'activité de la glutathion S-transférase en phase de récupération

Pendant la phase de récupération, l'activité de la GST a été induite a 24 et 48 heures, avec une
différence significative entre la série traitée et la série contréle. Cependant, I'activité de la GST
est revenue a des niveaux normaux a 72 et 96 heures, sans différence significative entre la série
traitée et la série témoin(Figure 18). Une ANOVA a deux critéres de la variance a révelé un
effet temps (Fs4s = 1508,926 ; p< 0,0001), un effet traitement (F24s = 1304,721 ; p< 0,0001) et
une interaction temps/traitement (Fe 4s = 378,949 ; p< 0,0001) hautement significatifs.
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Figure 18. Effet du glyphosate sur la GST chez P. adspersus pendant les phase de récupération (m +
SD; n=5; pour chaque durée d'exposition). Les moyennes suivies par la méme lettre minuscule ne sont
pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps, et les moyennes suivies par la méme lettre
majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les traitements.
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Tableau 12 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, traitement) sur ’activité
de la glutathion s-transférase des crevettes P. adspersus durant la phase de récupération.

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Temps 3 0,004 0,001 1508,926 0,000
Traitement 2 0,002 0,003 1304,721 0,000
Temps * Traitement 6 0,002 0,0001 378,949 0,000
Erreur résiduelle 48 3,993E5 8,318%7

Totale 59 0,008

DDI : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fqps : test de Fisher ; P : seuil de signification

3.2.5 Effet sur le malondialdéhyde en phase de traitement

Dans la série de contrdle, I'activité MDA dans les fragments de chair a augmenté avec le temps
jusqu'a 96 h. Le traitement au glyphosate a la fois a la CL2s et a la CLso a révélé une induction
dose-dépendante significative (p< 0,0001) de MDA apres 24 a 96 h (Figure 19). L'activité la
plus puissante a été observée a 48 h, comme mesuré avec CLso. Une ANOVA a deux critéres
de la variance a révélé un effet temps tres significatif (Fz4s = 90,835 ; p< 0,0001), un effet
traitement (F248 = 655,325 ; p< 0,0001), et un effet temps/traitement (Fe4s = 27,135 ; p<
0,0001).
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Figure 19. Effet du glyphosate (CL2s50-96h) sur le taux de la MDA chez P. adspersus pendant les phase
de traitement (m * SD; n=5; pour chaque durée d'exposition). Les moyennes suivies par la méme lettre
minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps, et les moyennes suivies
par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les traitements.
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Tableau 13 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, traitement) sur ’activité

de la malondialdhéyde des crevettes P. adspersus durant la phase de traitement.

Sources de variation
Temps

Traitement

Temps * Traitement
Erreur résiduelle
Totale

DDL SCE CM F obs P
3 8,587E5  94917,822 90,835 0,000
2 0,001 2,862585 655325 0,000
6 5,131E5 8,551E6 27,135 0,000™
48 1,513E5 3,151F7
59 0,001

DDI : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fqps : test de Fisher ; P : seuil de signification

3.2.6 Effet sur le malondialdéhyde en phase de récupération

Pendant la phase de récupération, l'activitt MDA est revenue a des niveaux normaux de

maniere significative entre 24 et 96 heures (Figure 20). Une ANOVA a deux criteres de la

variance n'a révélé aucun effet significatif du temps (Fsss = 1,764 ; p= 0,167), un effet

significatif du traitement (F2,4s = 8,008 ; p< 0,001) et aucune interaction significative entre le

temps et le traitement (F 648 = 0,039 ; p=1).
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Figure 20. Effet du glyphosate sur le taux de la MDA chez P. adspersus pendant les phase de
récupération (m x SD; n=5; pour chaque durée de récupération). Les moyennes suivies par la méme
lettre minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps, et les moyennes
suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les

traitements.
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Tableau 14 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, traitement) sur ’activité
de la malondialdhéyde des crevettes P. adspersus durant la phase de récupération.

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Temps 3 3,411F°5 1,13785 1,764 0,167Ns
Traitement 2 0,0001 5,1635° 8,008 0,001
Temps * Traitement 6 1,49955 2,499%7 0,039 1,000M°
Erreur résiduelle 48 0,0001 6,4475°

Totale 59 0,0001

DDI : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Foys : test de Fisher ; P : seuil de signification

3.2.7 Effet sur la teneur en lipides en phase de traitement

Comme le montre la Figure 21, dans des conditions normales, la teneur en lipides dans les
fragments de chair a diminué avec le temps, jusqu'a 96 h. Le traitement au glyphosate a la fois
a CLas et CLso a révélé une diminution dose-dépendante significative (p< 0,0001) des niveaux
de lipides apres 24 a 96 h. La réduction la plus significative a été obtenue avec la CLso & la fin
du traitement. Une ANOVA a deux critéeres de la variance a révélé un effet temps tres
significatif (Fs48= 12,763 ; p< 0,0001), un effet traitement (F24s = 379,597 ; p< 0,0001) et une

interaction temps/traitement significative (Fe 4= 3,814 ; p=0,003).
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Figure 21. Effet du glyphosate (CL2s50-96h) sur la teneur en lipides chez P. adspersus pendant les phase
de traitement (m + SD; n=5; pour chaque durée d'exposition). Les moyennes suivies par la méme lettre
minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps, et les moyennes suivies
par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les traitements.
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Tableau 15 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, traitement) sur la teneur
en lipides des crevettes P. adspersus durant la phase de traitement.

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Temps 3 0,026 0,009 12,763 0,000
Traitement 2 0,532 0,262 379,597 0,000
Temps * Traitement 6 0,016 0,003 3,814 0,000
Erreur résiduelle 48 0,001 0,001

Totale 59 0,598

DDI : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fqps : test de Fisher ; P : seuil de signification

3.2.8 Effet sur la teneur en lipides en phase de récupération

Pendant la phase de récupération, les lipides ont été maintenus a de faibles niveaux (Figure 22).
L'ANOVA a deux criteres de la variance a revélé un effet significatif du temps (Fz4s= 17,237
; p< 0,0001), un effet du traitement (F2,4s = 412,549 ; p< 0,0001) et une interaction significative
entre le traitement et le temps (Fe.48 = 3,207 ; p< 0,01).
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Figure 22. Effet du glyphosate sur la teneur en lipides chez P. adspersus pendant les phase de
récupération (m £ SD; n=5; pour chaque durée d'exposition). Les moyennes suivies par la méme lettre
minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les temps, et les moyennes suivies
par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les traitements.

Tableau 16 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, traitement) sur la teneur
en lipides des crevettes P. adspersus durant la phase de récupération.

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Temps 3 0,032 0,011 17,237 0,000
Traitement 2 0,518 0,259 412,549 0,000
Temps * Traitement 6 0,012 0,002 3,207 0,010
Erreur résiduelle 48 0,030 0,001

Totale 59 0,592

DDI : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fqps : test de Fisher ; P : seuil de signification
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3.3 Tests statistiques de corrélation entre le MDA et la teneur en lipide

L’analyse de corrélation de Bravais-Pearson (ou Pearson), utilisé pour analyser les données
entre les niveaux de MDA et de lipides aprées les phases de traitement et de récupération, du
glyphosate, est représenté a la Figure 23. Les résultats ont montré une corrélation négative
hautement significative (p= 0,001) entre les deux variables pendant les phases de traitement et
de récupération (R= coefficient de corrélation, valeur P = signification a P< 0,05). En effet, il
existe une corrélation négativement forte entre le MDA et la teneur en lipides. Cela suggére

que l'exposition au glyphosate est associée a une dégradation lipidique accrue due au stress
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Figure 23. Test de corrélation de Pearson entre le Malondialdéhyde et la teneur en lipides.
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3.4 Observations et interprétations histopathologique :

Des coupes histologiques, ont été effectuées sur les tissus musculaires, les branchies et
I'népatopancréas des crevettes P. adspersus pendant les phases d’exposition et de récupération.
Les principaux aspects histologiques montrent les caractéristiques normales des tissus ainsi que
les altérations histopathologiques dues au glyphosate. Les observations révelent des Iésions,
des inflammations, de la nécrose cellulaire et d'autres changements pathologiques. Ces
altérations peuvent servir de biomarqueurs pour évaluer lI'exposition au glyphosate chez les
crevettes, facilitant ainsi sa surveillance dans I'environnement. Dans les conditions normales
des lots de contrble, aucune déformation ou changement histologique n’est observé. En
revanche, lors de I'exposition au glyphosate, des changements notables sont observés.

Une section d'un faisceau musculaire montrant une infiltration hémocytaire extensive avec une
legére nécrose musculaire et une vacuolisation (degénérescence de la fibre musculaire) suite a
un traitement par le glyphosate (CLso*®"). Pendant la phase de récupération (CLs®"), une
régénération des fibres musculaires est observée (Figure 24).

Pour les branchies, 1’épithélium et la couche cuticulaire apparaissent normaux en conditions
normales (24h). Lors de I'exposition au glyphosate (CLso?* %"), des soulévements épithéliaux
des lamelles, des fusions lamellaires, des cedémes et une légere nécrose sont observés.
L'autoréparation des tissus branchiaux se produit en phase de récupération, avec une réparation
partielle visible (CLso®") (Figure 25). Concernant I’hépatopancréas, la lumiére, la membrane
basale du tubule hépatique et les cellules sécrétoires restent normales en conditions normales
(24h). Sous traitement (CLso?*"), aucune altération n'est observée, mais une inflammation avec
infiltration hémocytaire et légére vascularisation se produit sous traitement prolongé (CLso%").
L'autoréparation est notée en phase de récupération (CLso?* %" (Figure 26).
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3.4.1 Effet du glyphosate (CLso?*%" sur la structure du tissu musculaire de la P. adspersus
en phase de traitement et de récupération :

Figure 24 . Coupe histologique du tissu musculaire des crevettes P. adspersus coloré avec
I'hnématoxyline et I'éosine de Mayer-Bennet. (A) Histoarchitecture normale des fibres musculaires (fm)
observée dans des conditions normales (24h), grossissement 40x. (B) Section d'un faisceau musculaire
montrant une infiltration hémocytaire extensive (i) avec légére nécrose musculaire (n) dans les
conditions de traitement (CLso?*"), grossissement 40x. (C) Section d'un faisceau musculaire montrant
une vacuolisation (fleche noire), (dfm) : Dégénérescence de la fibre musculaire induisant une atrophie,
(dm) : Division du muscle dans les conditions de traitement (CLs*®"), grossissement 40x. (D)
Histoarchitecture normale des fibres musculaires (fm) observée dans les conditions normales (96h),
grossissement 40x. (E) et (F) Capacité d'autoréparation : régénération des fibres musculaires (fm)
observée en phase de récupération (CLs¢?4%").
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3.4.2 Effet du glyphosate (CLso**%") sur la structure des branchies de la P. adspersus en
phase de traitement et de récupération :

Figure 25. Coupe histologique des tissus branchiaux des crevettes P. adspersus colorés a
I'hématoxyline et & I'éosine de Mayer-Bennet. (A) a : Epithélium, b : couche cuticulaire des branchies
dans des conditions normales (24h), grossissement 10x. (B) et (C) Section histologique des tissus
branchiaux dans les conditions de traitement (CLs0?*%"), montrant un soulévement épithélial des
lamelles (fleche noire) et une fusion lamellaire (¢toile) avec un cedéme (ed) et une légere nécrose (n)
respectivement, grossissement 40x. (D) et (E) Section histologique des tissus branchiaux dans des
conditions normales (96h) et dans la phase de récupération respectivement, représentant une
autoréparation peu remarquable, grossissement x40. (F) Section histologique des tissus branchiaux dans
la phase de récupération (CLs¢%") montrant une autoréparation partielle des branchies, grossissement
x40.
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3.4.3 Effet du glyphosate (CLso**%") sur la structure de I’hépatopancréas de la P. adspersus
en phase de traitement et de récupération :

Figure 26. Coupe histologique de I’hépatopancréas des crevettes P. adspersus colorées avec
I'nématoxyline et I'éosine de Mayer-Bennet. (A) a : lumiére, b : limite de la membrane basale du tubule
hépatique, ¢ : cellules sécrétoires de I’hépatopancréas dans les conditions normales (24h), grossissement
10x. (B) Section histologique de I’hépatopancréas dans les conditions de traitement (CLso?*"),
grossissement 40x, sans changement observé. (C) Section histologique de 1’hépatopancréas dans les
conditions de traitement (CLs®®"), montrant une irritation avec une infiltration hémocytaire et une
Iégére vascularisation (v), grossissement 40x. (D, E, F) Section histologique de I’hépatopancréas dans
les conditions normales et en phase de récupération montrant une capacité d’autoréparation en phase de
récupération (CLso?*%"), grossissement 40x.
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4 DISCUSSION

Les crustacés décapodes représentent une vaste et diversifiée catégorie d'organismes (Ajeagah
et al., 2017). Du point de vue écologique, ils jouent un role clé dans les écosystémes en tant
qu'especes essentielles de la chaine alimentaire et sont économiquement significatifs dans
I'industrie de la péche (Lionetto et al., 2013). Ils servent également de modeles biologiques pour
évaluer I'impact des substances étrangéres telles que Gammarus spp (Consolandi et al., 2019).,
Gammarus fossarum (Lebrun & Gismondi, 2020), Palaemon (Gonzélez-Castellano et al., 2015)
et Macrobrachium rosenbergii (Mostafiz et al., 2020). En raison de leur distribution mondiale
et de leur sensibilité aux pesticides, les crevettes sont proposées comme indicateurs de la santé
des estuaires, justifiant leur utilisation dans I'évaluation de I'impact des pesticides (Garcia-de la
Parra et al., 2006). Dans un contexte récent, les pesticides synthétiques sont devenus
omniprésents pour améliorer la productivité et la qualité des cultures agricoles (Ali etal., 2018).
Les pesticides organophosphorés ont notamment supplanté les composés organochlorés dans
les pratiques agricoles intensives, en raison de leur décomposition plus rapide et de leur moindre
persistance dans les tissus animaux (Kumar et al., 2014). Cependant, la présence de résidus de
ces substances dans les eaux, notamment celle des herbicides, pose un sérieux probleme
environnemental. En effet, cela peut perturber I'équilibre naturel des écosystemes aquatiques,
entrainant une diminution de la diversité des especes, des altérations dans les chaines
alimentaires et le cycle des éléments nutritifs, ainsi qu'une fragilisation de la stabilité et de la
résilience des écosystemes (Alishahi et al., 2016). Ces conséquences mettent en lumiere la
nocivité des herbicides tant pour les organismes aquatiques que pour lI'environnement dans son

ensemble (Rahnama et al., 2018).

Le glyphosate, principal ingrédient actif de nombreux herbicides tels que le Rondo®, a une
demi-vie dans le sol qui est affectée par la composition minérale et organique, les conditions
climatiques et l'activité microbienne (Avigliano et al., 2018). Dans le sol, les valeurs de demi-
vie sont de l'ordre de 1,7 a 197 jours (Giesy et al, 2000), 16,9 a 151 jours (Bergstrom et al.,
2011) et 30 a 174 jours (Singh & Walker, 2006), mais dans certains cas, le glyphosate reste
détectable méme apres plusieurs mois (Laitinen et al., 2009). Pour les écosystémes d'eau douce,
Annett et al., (2014) ont rapporté une demi-vie de 7 a 142 jours. D'autres auteurs ont enregistré
des valeurs de demi-vie pour les eaux de surface entre 1,5 et 16 jours (Vera et al., 2010), tandis
que Mallat & Barceld (1998) ont observé une demi-vie de 60 a 770 heures pour les eaux
souterraines. Dans I'eau de mer, la demi-vie de ce phytocide a été estimée a 47 + 7 jours a 25
°C en condition de lumiere, 267 £ 21 jours a la méme température mais dans I'obscurité, et 315
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+ 29 jours dans I'obscurité a 31 °C (Mercurio et al., 2014). La dégradation environnementale
du glyphosate est principalement due par l'activité microbienne (Kryuchkova et al., 2014),
tandis que le composé est plus résistant a la photolyse et a la décomposition chimique (Vera et
al., 2010). De plus, un parcours de dégradation abiotique du glyphosate en raison du minéral de
manganese birnessite, couramment présent dans le sol, a également été proposé (Paudel et al.,
2015). Les bactéries et les champignons dégradent le glyphosate a travers deux voies
biochimiques principales (La Cecilia et al., 2018): la voie de la lyase C-P et la voie de 'TAMPA
(Helander et al., 2012), leur permettant d'utiliser I'nerbicide comme source de phosphore (P),
azote (N) et carbone (C) (Zhan et al., 2018).

De plus, l'utilisation extensive de pesticides peut entrainer leur introduction accidentelle dans
les eaux douces et marines, présentant ainsi un risque écotoxicologique elevé pour les
organismes aquatiques, en particulier lors de leurs premiers stades de vie. Bien que I'intérét
pour la présence d'herbicides comme le glyphosate dans les écosystémes aquatiques soit
croissant, les informations sur leurs effets sur les especes marines non ciblées, notamment les
invertébrés, restent limitées (Velisek et al., 2014). Par conséquent, I'étude des effets de ces
composés sur les espéces aquatiques non ciblées revét une importance cruciale. Les effets
toxiques causes par l'exposition a ces substances peuvent étre catégorisés selon la durée
d'exposition, qui peut étre a court ou a long terme, et selon le type d'exposition, qui peut étre
letale ou sublétale. La période d'exposition a court terme ne dépasse pas 96 heures, tandis que
I'exposition a long terme est considérée comme étant de plus de 96 heures (Tableau 17).

Tableau 17 : Classification des effets des animaux exposés aux produits chimiques (Shefali et al., 2021)

Classification de Classification basée sur

’exposition les effets Description

< 96 h (la mortalité est mesurée comme

critére d'évaluation).

Temps d’exposition Mesure du niveau cellulaire/moléculaire/
Long-terme biochimique/physiologique comme critere

d'évaluation.

> 96 h (la mortalité est mesurée comme

critere d'évaluation).

Type d’exposition Mesure du niveau cellulaire/moléculaire/
Sublétale biochimique/physiologique comme critére

d'évaluation.

Court-terme

Létale

Les effets du glyphosate et de ses formulations sur la faune marine, en particulier les
invertébrés, restent largement méconnus (Agbohessi & Imorou Toko, 2021), avec seulement

quelques groupes taxonomiques étudiés a ce jour (Tableau 18).
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Tableau 18 : Effets du glyphosate (en tant qu'ingrédient actif) et de ses formulations commerciales
(HBG) sur d'autres invertébrés marins (Crustacés).

Composé testés Concentrations Espece§ Effets Références
Crustacés
Augmentation des taux de De Brito
Roundup® 5, 10, 25, 50 et 100 Artemia salina mortalité, méme si le Rodriaues et
Glyphosate AKB 480 (mg/L) Roundup était plus toxique g
, al., 2017
que I'AKB
103 a 107 (g/L) Cllinectes . A Osterberg et
Roundup® Pro (Exposition in vivo) sapidus Détermination de la CLso al. 2012
Glyphosate (ingrédient 0,02; 0,2 et 1 (mg/L) Neohelice . A Avigliano et
actif) (Exposition in vivo) granulata DEEIMIE R aehe g e
Diminution  du  poids
corporel aucun effet sur
l'indice gonado-somatique
Roundup 0et0,2 (mg/L) N. granulata aucun effet sur la teneur en  Canosa et al.,
Ultramax® (Exposition in vivo) -9 protéines vitello-géniques 2018
de I'ovaire augmentation du
pourcentage d'ovocytes
vitello-géniques réabsorbés
. . Suppression du  systeme
Glyphosate R Eriocheir : . - Hong et al.,
(ingrédient actif) 040,98 (mg/ L) sinesis |lrnmun|ta|re et lésions de 2017
I'ADN
1,40; 2,80 et 5,60 Macrobrachium , . Hong et al.,
Roundup (mg/L) nipponensis Effets génotoxiques 2018
Glyphosate et la ;
polyoxyéthylénamine 1,20 et 2,65 (mg/L) C_hera_lx I;ﬁet sur les réserves Fronteraetal.,
quadricarinatus  énergétiques 2011
(POEA)
Caridina Mensah et al.
® . ’
Roundup 2,5;7et 25,3 (mg/L) nilotica Comportement 2011
Glyphosate Gammarus .
(ingrédient actif) 10, 20 et 40 (ng/L) pulex Effet sur le stress oxydatif ~ Pala, 2019
Ceriodaphnia a — Tsui & Chu,
Roundup 390 (ug/L) dubia Détermination de la CLso 2003
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4.1 Effet sur la toxicité aigues

L’étude de Tsui & Chu (2003) a permis de mettre en évidence la présence de glyphosate dans
les milieux aquatiques, explorant son impact sur divers organismes, notamment les crustacés
C. dubia et Acartia tonsa, ainsi que sur d'autres éléments tels que les bactéries, les algues et les

protozoaires.

En effet, les concentrations sublétales et létales de notre étude CLso et CL2s & 24, 48, 72 et 96
heures sont estimées a environ (1,35 et 1,25 mg/L), (1,20 et 1,09 mg/L), (1,16 et 1,06 mg/ L) et
(1,14 mg/L et 1,06 mg/L), respectivement. Les crevettes sont donc sensibles au glyphosate et
leurs concentrations létales sont inférieures a celles d'autres espéces, telles que M. nipponense
(Hong et al., 2018), C. nilotica (De Souza Filho et al., 2014) et G. pulex (Pala, 2019).

Une attention particuliere a été portée a la toxicité aigué du glyphosate sur les différents stades
de vie des espéces crustacés. Par exemple, la toxicité aigué de deux formulations a base de
glyphosate, a savoir Roundup® Original et glyphosate AKB 480 (AKB), sur les premiers stades
de vie du crustacé Artemia salina a été étudiée ce qui a entrainé une augmentation significative
du taux de mortalité, méme si Roundup® était plus toxique que le glyphosate AKB 480 (De
Brito Rodrigues., 2017).

En outre, des recherches menées sur la crevette d'eau douce M. nipponense ont estimé que la
valeur CLso du glyphosate aprés 96 heures d'exposition était d'environ 57,68 mg/L. Tandis que
celle chez la crevette G. pulex ne dépassait pas 403 pg/L (Pala, 2019). Dans notre étude, les
crevettes ont généralement présenté le premier effet négatif aprés 48 heures. Lorsque les
premiers effets du glyphosate sont apparus, la mortalité a augmenté a des intervalles de
concentration tres courts. En effet, la CL 10,2550 et la CLgo varient de 0,99 a 1,31 mg/L. Avec la
phase de récupération, les crevettes ont pu retrouver leur état initial aprés 48 heures. Ces
résultats suggerent une différence de sensibilité des crevettes aux herbicides a base de
glyphosate. Cependant, divers auteurs ont documenté que le glyphosate pur peut étre
relativement moins toxique pour les organismes aquatiques (Bridi et al., 2017). Néanmoins, ses
formulations sont souvent plus toxiques pour les organismes aquatiques en raison de l'ajout de
surfactants utilisés pour améliorer sa pénétration dans les plantes (Fiorino et al., 2018). Ceci
confirme que les crevettes sont hautement sensibles aux formulations d'herbicides a base de
glyphosate (HBG) di & une variété de comportements et d'habitats (Agbohessi & Imorou Toko,
2021).
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Pour les larves et les adultes de la crevette d'eau douce C. nilotica, les valeurs respectives étaient
de 2,45 mg/L et 27,76 mg/L (Mensah et al., 2015). Le poisson néotropical Prochilodus lineatus
a présenté des valeurs autour de 13,69 mg/L (Langiano & Martinez, 2008), tandis que I'espece

d'eau froide Salmo salar a enregistré une valeur de 42 mg/L (Servizi et al., 1987).

Dans le cas du crabe bleu Callinectes sapidus, la toxicité aigué¢ de Roundup® Pro sur les
mégalopes de crabe et les juvéniles des stades J1 a J4 a été étudiée aprés une exposition de 24
heures et la valeur de la CLso atteignait 316 mg/L (Osterberg et al., 2012). Globalement, les
résultats de ces études susmentionnées suggerent que les différences dans les valeurs de CLso
peuvent étre dues a des composés différents testés et aux especes utilisées a différents stades de
leur développement (Matozzo et al., 2020). Une exposition pendant 90 jours durant la période
pré-reproductive (hiver) des femelles du crabe estuarien N. granulata au glyphosate (0,02, 0,2
et 1 mg/L) a entrainé une diminution du poids corporel avec toutes les concentrations testées.
Alors, qu'aucune altération de l'indice gonadosomatique et du contenu en protéines
vitellogéniques n‘a été enregistrée. Cependant, une augmentation significative du pourcentage
d'ovocytes vitellogéniques réabsorbés a été observée chez les crabes exposés a 1 mg/L du
glyphosate, suggérant que ce produit peut affecter a la fois la croissance somatique et ovarienne

chez I’espéce étudiée (Avigliano et al., 2018).

4.2 Effet du glyphosate sur les biomarqueurs

Les biomarqueurs biochimiques sont couramment utilisés pour évaluer les réponses biologiques
induites par le stress lorsqu'un organisme est exposé a des polluants (Blank do Amaral et al.,
2020). Dans le cadre de I'analyse des possibles effets néfastes du glyphosate sur P. adspersus,
une batterie de biomarqueurs de neurotoxicité, de stress oxydatif et histologique a été
déterminée. Le mécanisme d'action des organophosphorés (OP) comprend l'inhibition de
I'enzyme acétylcholinestérase (AChE), essentielle a la transmission nerveuse et au
développement neuronal du systéme nerveux central. Par ailleurs, les OP agissent en tant que
perturbateurs endocriniens, engendrant des effets génotoxiques et immunotoxiques, ainsi qu'un
stress oxydatif, bien gu'ils ne semblent pas augmenter les niveaux d'espéces réactives de

I'oxygéne (ROS) chez les organismes aquatiques (Ali et al., 2018).

4.2.1 Effet sur ’activité de 1’acétylcholinestérase
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De nombreuses études ont souligné l'intérét de la mesure de l'inhibition de I'AChE chez les
invertébrés aquatiques en tant que biomarqueur d'exposition/effet dans les eaux cotieres et les
rivieres (Lionetto et al., 2013). Cependant, les cholinestérases sont des enzymes hautement
polymorphes chez les invertébrés, codées par un certain nombre de genes variant selon les
especes, ce qui nécessite de la prudence dans l'utilisation de I'AChE pour diagnostiquer
I'exposition aux pesticides et la toxicité chez les invertebrés (Girard, 2006). L'activité de 'AChE
a été identifiée et caractérisée biochimiquement dans de nombreuses especes d'invertébrés
aquatiques (Bonifacio et al., 2020), en particulier dans les mollusques bivalves comme les
moules, qui sont largement utilisées dans le cadre de biosurveillance. Aussi, les crabes car ils
sont capables d'accumuler des contaminants a la fois a partir de I'eau et de différents types de
nourriture et atteignent souvent des niveaux de contamination plus élevés que dautres
organismes, tels que les moules (Micheletti et al., 2007).

Les modifications de l'activité de I'AChE ont également été associées a des changements de
comportement (Bonifacio et al., 2020). Cependant, les résultats de la présente étude indiquent
que l'activité de I'AChE chez P. adspersus a été inhibée de maniere dose-dépendante apreés 24
a 96 heures et que lorsque les individus ont été transférés dans de I'eau propre, ils ont montré
des schémas de récupération rapides. De nombreuses recherches ont fait état d'une diminution
de l'activité de I'AChE chez les organismes aquatiques exposés au glyphosate pur ou aux
formulations de glyphosate (Menéndez-Helman et al., 2012). Pala (2019) a également constaté
une inhibition de l'activité de I'AChE chez la crevette G. pulex exposée a des concentrations
sublétales de glyphosate (10, 20 et 40 ug/L) pendant 24 et 96 heures. Par ailleurs, le glyphosate
pur a démontré une inhibition de I'activité de I'AChE in vitro chez des poissons tels que Danio
rerio et Jenynsia multidenta, montrant une dépendance a la concentration (Sandrini et al.,
2013). Des études antérieures ont montré que l'activité de I'AChE était inhibée aprés une
exposition a des concentrations de 0,2 et 0,4 mg/L de Roundup® (glyphosate) pendant 96 h
chez le poisson Rhamdia quelen (Glusczak et al., 2007). De méme, une réduction significative
de 1,5 fois de l'activité AChE a été observée chez le polychete Laeonereis acuta apres une
exposition au Roundup a des concentrations de 3,25 et 5,35 mg/L pendant 96 h (De Melo
Tarouco et al., 2017). En outre, des concentrations de glyphosate, allant de 0,075 a 15 mM, ont
inhibé l'activité de I'AChE de maniére dose-dépendante dans les branchies et les muscles de la
moule brune marine, Perna perna. Cette activité enzymatique a été supprimée de plus de 50 %,
méme aux plus faibles concentrations testées (0,75 a 1 mM) chez P. perna que chez D. rerio et
J. multidenta (Matozzo et al., 2020). L'inhibition de l'activité de I'AChE a également été
observée chez les crabes Carcinus maenas exposés au fluoranthene (Rodrigues & Pardal, 2014),
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chez les crevettes Macrobrachium borelli contaminées par des organophosphorés (Lavarias et
al., 2013), et chez les crevettes deau douce Palaemonetes argentinus exposées a
I'organophosphoré fenitrothion (Lavarias & Garcia, 2015). De plus, il a également été démontre
que le glyphosate affecte les paramétres hémocytaires chez les especes bivalves (Matozzo et
al., 2019) et perturbe les genes impliqués dans l'apoptose, la réponse immunitaire, le
métabolisme énergétique, I'hnoméostasie du Ca?*, la signalisation cellulaire et la réponse au

stress du réticulum endoplasmique (Milan et al., 2018).

4.2.2 Effet sur I’activité de la glutathion S-transférase

Les glutathion S -transférases (GST) sont des enzymes souvent utilisées comme biomarqueurs
de composés généralement présents dans les zones portuaires, tels que les hydrocarbures
polyaromatiques (HAP) et les pro-oxydants (Van der Oost et al., 2003). Les glutathion S-
transférases (GST) constituent une famille d'enzymes essentielle au maintien d'un mécanisme
de détoxification important (Sturve et al., 2021). Elles inactivent les métabolites secondaires
tels que les aldéhydes insaturés, les époxydes et les hydroperoxydes (Allocati et al., 2018). Les
GST jouent également un role important dans la détoxification des toxiques électrophiles tels
que certains groupes de pesticides (Piner Benli & Celik, 2021), les métaux lourds et les
substances cancérigenes (Mazari et al., 2023).

Dans la présente étude, l'activité de la GST dans la chair des séries traitées au glyphosate aux
deux concentrations (CL2s et CLso) a augmenté progressivement et de maniere significative a
48, 72 et 96 heures. Cependant, aucune période de latence n'a eté observée chez les crevettes
avant la premiere induction. En revanche, pendant la phase de récupération, lI'activité de la GST
a diminué de maniére dose-dépendante a 72 et 96 heures.

Diverses recherches utilisant différents composés contre des especes de crevettes ont montré
une augmentation significative de l'activité de la GST, y compris P. argentinus exposé au
fénitrothion (Lavarias & Garcia, 2015), M. borelli traité avec des insecticides organophosphorés
(Lavarias et al., 2013), et Palaemon serratus exposé au benzopyréne (BaP) (Silva et al., 2013).
Cette augmentation a déja été observée dans des études antérieures sur P. adspersus expose au
thiaméthoxame, un néonicotinoide dont le produit commercial est I'Actara (Berghiche et al.,
2018), et au diflubenzuron, un inhibiteur de la synthése de la chitine (Lechekhab & Soltani,
2018), a des concentrations létales et sublétales. Selon Velisek et al., (2020), les niveaux de
GST ont augmenté chez I'écrevisse marbrée Saron marmoratus aprés exposition au
métazachlore et a son métabolite principal, le métazachlore OA, aux deux concentrations
(0,0115 pumol/l et 0,0790 umol/l) ainsi qu’au métazachlore OA (0,0117 umol/l et 0,0805
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umol/l). Roundup induit un stress oxydatif chez les organismes aquatiques, tels que le poisson
rouge Carassius auratus (Lushchak et al., 2009), P. lineatus (Modesto & Martinez, 2010) et
Anabas testudineus (Samanta et al., 2014). L'expression de I'activite de la (GST) chez le poisson
zébre D. rerio a présenté une augmentation notable et temporellement dépendante suite a une
exposition prolongée de trois jours a trois sulfamides distincts, a savoir le sulfaméthoxazole, le
sulfadiazine et le sulfadimidine, conformément a I'étude menée par Lin et al., (2014). Par
ailleurs, des constatations similaires ont été rapportées dans d'autres études portant sur
différentes espéces. Amira et al., (2018) ont révelé I'impact de I'accumulation de métaux dans
les sédiments sur la moule Donax trunculus, Lechekhab (2018) a documenté les effets observés
aprés l'application de spiromesifen sur P. adspersus, tandis que Cheghib et al., (2020) ont
démontré de maniére significative I'effet de thiamethoxan sur le poisson Gambusia affinis a

diverses concentrations.

4.2.3 Effet sur le malondialdhéyde

La peroxydation lipidique (LPO) est considérée comme un biomarqueur important des
dommages cellulaires en raison de l'interaction entre les radicaux et les lipides membranaires
(El-Beltagi & Mohamed, 2013). Les systemes antioxydants et de détoxification sont incapables
de neutraliser les intermédiaires actifs produits par les xénobiotiques et leurs métabolites, ce
qui entraine la production de MDA, qui est un indicateur primaire de la peroxydation lipidique
(Halliwell, 1994). Les pesticides, les métaux et d'autres xénobiotiques provoquent la
peroxydation des lipides, qui est la premiére étape de I'endommagement des membranes
cellulaires et est considérée comme un indicateur important des dommages oxydatifs dans les
composants cellulaires (Sule et al., 2022). La présente expérience a montré que le groupe
exposé au glyphosate présentait des niveaux de MDA plus élevés en fonction de la dose que les
groupes contréles. En outre, lorsque les crevettes ont été retirées du milieu au glyphosate et
remplacees par de I'eau de mer non traitée, les niveaux de MDA dans la chair des crevettes sont
rapidement revenus a des niveaux normaux, c'est-a-dire apres 24 heures de récupération. De
plus, la corrélation négative entre les niveaux de MDA et de lipides refléte la peroxydation des
lipides. De nombreuses études ont également rapporté des changements similaires dans les
niveaux de MDA chez certains organismes aquatiques exposés au glyphosate. Les conclusions
d'une recherche menée sur le crustacé d'eau douce G. pulex par Pala (2019) révélent une
augmentation notable des taux de MDA dans les cohortes exposées a I'herbicide glyphosate
pendant toutes les phases d'exposition. Des recherches antérieures ont montré que

I'inflammation induite par le glyphosate contribue au métabolisme des lipides chez les poissons
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(Liu et al., 2021). Samanta et al., (2014) ont noté une augmentation significative des niveaux
de peroxydation des lipides dans divers tissus du poisson A. testudineus exposé au glyphosate
(formulation de I'herbicide a base de glyphosate, Excel Mera-71) pendant 30 jours. Kaya et al.,
(2012) ont rapporté des niveaux élevés de MDA dans le plasma du poisson Capoeta capoeta
aprés une exposition de 10 jours au glyphosate a une concentration de 0,02 mg/L. Plusieurs
études ont été menées sur des organismes aquatiques et ont montré que les niveaux de MDA
augmentent en fonction du temps d'exposition et de la concentration en pesticide, comme I’a
démontré Khebbeb et al., (2010) une induction significative de MDA dans plusieurs tissus de
la palourde Ruditapes decussatus exposée au cadmium. Les travaux Amamra et al., (2019) ont
également constaté une induction de MDA chez D. trunculus prélevés dans le golfe d'Annaba,
en raison d'une contamination domestique. En outre, des niveaux élevés de peroxydation
lipidique, liés & la contamination métallique, ont été observés chez les troncs d'eau douce le
crabe C. maenas collecté dans la lagune de Bizerte par rapport a un site de référence (Ben-
Khedher et al., 2013). En revanche, les résultats ont montré une corrélation négative hautement
significative entre les deux variables pendant les phases de traitement et de récupération. Nos
résultats sont complémentaires a ceux rapportés par d'autres auteurs pour le glyphosate et les
formulations a base de glyphosate et suggerent un effet délétére sur les animaux. Chez les
crustacés, I'exposition au Roundup peut perturber la production et I'élimination des ROS,
conduisant a une diminution de l'efficacité des défenses antioxydantes voire a des dommages
oxydatifs (Husak et al., 2022). Les résultats révélent une réaction dose-dépendante du
glyphosate, engendrant a la fois une neurotoxicité, une induction de dommages oxydatifs, et
une altération de I'activité antioxydante, lors d'une exposition a des concentrations sublétales et
letales. Par ailleurs, des recherches ont démontré une corrélation significative entre I'inhibition
de I'AChE et les modifications de I'activité des enzymes antioxydantes chez diverses especes
exposées aux pesticides. Cette corrélation a été observée chez les moules, les poissons (Kavitha

& Rao, 2008), et méme chez les humains (Lopez et al., 2007).
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4.3 Effet du glyphosate sur les altérations tissulaires

La contamination des environnements naturels et les réponses biologiques des organismes
exposés necessitent une exploration approfondie (De melo et al., 2019). Les recherches
montrent que les changements environnementaux peuvent causer des dommages histologiques
chez les crevettes, lesquelles sont particulierement sensibles aux pesticides (Wang et al., 2020).
L'examen histopathologique est un outil précieux pour évaluer I'impact des polluants sur les
animaux aquatiques (De melo et al., 2019). En effet, I'analyse histologique détecte efficacement
les modifications cellulaires dans les organes vitaux tels que la peau, les branchies, le foie et les
reins (Capkin et al., 2010). L'exposition des invertébrés a des pesticides révéle des réponses
inflammatoires et des réactions toxiques au niveau cellulaire (Altinok & Capkin, 2007). Dans
le milieu aquatique, les xénobiotiques sont principalement absorbés par les branchies et la peau
(Bisson & Hontela, 2002). Une étude sur les crevettes exposées au glyphosate pendant 24 et 96
heures a la concentration létale CLso, a révéle diverses altérations structurales, notamment la
fusion lamellaire, I'nyperplasie lamellaire, le soulévement épithélial, la vacuolisation, la nécrose

épithéliale, ainsi qu'un cedéme.

Les effets du glyphosate sur les invertébrés, notamment les crustacés palémonidés, sont peu
étudiés, malgré les risques posés par leurs habitudes alimentaires. Il a été observé que les (HBG)
affectent les processus de mue et de reproduction des décapodes (Mensah et al., 2012). Cette
étude a évalué les effets cytotoxiques des concentrations écologiquement pertinentes de
glyphosate sur les tissus musculaires, les branchies et I'népatopancréas, montrant que les
branchies et le tissu musculaire étaient les plus affectés, certains tissus montrant des signes de
restauration et d'autres des altérations irréversibles, confirmant ainsi plusieurs résultats

antérieurs.

4.3.1 Effet du glyphosate sur les tissus musculaires de P. adspersus

Dans la présente étude, plusieurs altérations histopathologiques ont été observées dans le tissu
musculaire de P. adspersus lorsqu'ils ont été exposés a une concentration létale de glyphosate.
Les résultats histopathologiques incluent des processus de fragmentation par division du muscle
(DM), de dégénérescence de la fibre musculaire (DFM), de vacuolisation et d'infiltration
hémocytaire (I). De plus, un gonflement et une perte de striations associés simultanément a la
fragmentation des fibres musculaires et de légere nécrose avec quelques pigmentations des

cellules pendant la phase de traitement a 24 et 96 heures. Wang et al., (2020) ont observé chez




Discussion

la crevette blanche du pacifique Litopenaeus vannamei que les faisceaux musculaires
présentaient une nécrose focale genéralement accompagnée d'une infiltration hématocytaire
modérée apres un stress thermique élevé (Madeira et al., 2015). Ils ont également constaté que
la crevette a une capacité d'autoréparation en cas de fluctuation de la température. Comme le
tissu musculaire est le site primaire d'exposition, les polluants ont affecté I'épiderme musculaire
de maniere abrupte. Les cellules pigmentées sont une caractéristique prédominante de la
réponse inflammatoire chronique. La présente enquéte s'accorde étroitement avec un rapport
similaire de (Tehrani et al., 2011) dans les tissus musculaires du crustacé Artemia urmaiana en
réponse aux pesticides carbamates, entrainant une dégénérescence, une nécrose de Zenker des
fibres musculaires avec des hémorragies et des cellules semblables a des globules rouges.
L'exposition du poisson Labeo rohita au lindane (HCH) a été trouvée pour induire la séparation
des faisceaux musculaires accompagné un cedéme intracellulaire dans les tissus musculaires.
De plus, (Fatma, 2009) a observé une dégenérescence des faisceaux musculaires avec des
agrégats de cellules inflammatoires et des zones focales de nécrose dans les tissus musculaires
des poissons Tilapia zillii et Solea vulgaris exposés aux métaux lourds. De telles observations
ont également été faites dans les tissus musculaires d* Oreochromis mossambicus exposés au
diméthoate. Les altérations histopathologiques dans les tissus musculaires d' Heteropneustes
fossilis exposés a I'eau de riviére polluée ont également été enregistrées par (Rakhi et al.,2013).
Azadikhah et al., (2023) ont confirmé ces résultats en observant des lésions tissulaires a
different degré chez tous les individu exposé au glyphosate 41%) a (50, 100 et 150 ml/L), les
changements histopathologiques ont commencé & étre observés au traitement avec la
concentration de polluants la plus faible démontrant de légére fusion lamellaire et une
hyperplasie basale et distale modérée a une concentration de (100 ml/L), notamment les lésions
qui ont augmenté en gravité. lls ont également signalé un léger anévrisme lamellaire, une

infiltration leucocytaire et une légére nécrose.

4.3.2 Effet du glyphosate sur les tissus de branchies de P. adspersus

Chez les crustacés d'eau douce, les branchies sont des organes vitaux impliqués dans I'échange
gazeux, l'absorption de sels, I'équilibre acido-basique et I'excrétion de composes azotés. Comme
les branchies sont en contact étroit avec l'eau, ils ont été mentionner depuis longtemps
reconnues comme un indicateur précieux de la pollution aquatique en raison de leur vaste
surface et de leur contact direct avec l'environnement externe (Al-Ghanbousi et al., 2012;
Majumder, 2023 ; Xing et al., 2012).
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Plusieurs altérations progressives ont été observées chez les crevettes exposées. Les dommages
les plus importants aux branchies ont été constatés, a la concentration létale CLso a 96 heures
du glyphosate. Les échantillons se caractérisaient par une nécrose et un cedéme au niveau des
filaments branchiaux, ainsi qu'une fusion lamellaire modérée. De plus, ils ont montré un espace
interlamellaire accru dans les lamelles (Majumder, 2023). D’autres recherche ont démontré des
lesion tissulaires touchant le foie du poisson Ctenopharyngodon idella, elles allaient de 1égéres
a la concentration la plus faible de Roundup & modérées a la concentration intermédiaire, et
séveres dans le traitement a la concentration la plus élevée en herbicide (Azadikhah etal., 2023 ;
Majumder, 2023).

Dans la recherche de (Lavarias et al., 2022), I'nyperplasie des cellules épithéliales a été
couramment observée chez les crevettes exposées a 0,005 mg/L d’insecticide le spirotétramate
bio rationnel, une hyperplasie de I'épithélium a également été observée ainsi que I'accumulation
d'’hémocytes intercellulaires. De plus, les filaments branchiaux ont perdu leur structure normale.
Il est possible que I'nyperplasie et I'infiltration des hémocytes aient induit la formation de tissu
désorganise dans les branchies. Des Iésions similaires ont été observées chez d'autres espéces
de Palemondiae exposées a d'autres pesticides (Saravana Bahavan & Geraldine, 2000 ; Pereira
Soares et al., 2019). Des lésions telles que I'nyperplasie des cellules épithéliales et des réponses
inflammatoires pourraient étre interprétées comme des réactions de défense de base. Ces deux
types de dommages histologiques peuvent refléter un changement adaptatif au stress oxydatif
induit par I'exposition au spirotétramate bio rationnel, conduisant & un épaississement des
lamelles et ainsi, a une augmentation de la distance entre I'espace hémolymphatique central et
I'eau environnante (Lavarias et al., 2022).

Le glyphosate a provoqué de profonds changements dans les tissus des branchies, qui ont subi
une néecrose, une hyperplasie, comme le confirme (Azadikhah et al., 2023) sur le poisson Grass
Carp C. idella marquant une altération au foie et au branchies avec une hypertrophie et une
infiltration de leucocytes. Les observations microscopiques des branchies du poisson
Oreochromis niloticus exposées au chlorpyrifos, ont révélé plusieurs altérations
histopathologiques, notamment un élargissement de I'espace interlamellaire dans les lamelles
primaires et une hyperplasie épithéliales, ainsi qu'un souléevement et une fusion des lamelles
secondaires. Ces changements ont été documentés dans d'autres études exposant les branchies
au chlorpyrifos, telles que celles menées par Pal et al., (2012) et Hossain et al., (2022).
L'hyperplasie et le soulevement épithéliaux peuvent agir comme une barriere de défense en
augmentant la distance entre les toxines externes et la zone vasculaire des branchies. De plus,

la fusion lamellaire secondaire est considérée comme une réponse protectrice contre le stress
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chez les poissons. Des chercheurs (Hedayati et al., 2014) ont étudié la toxicité chronique sur le
requin iridescent Pangasius hypophthalmus et ont également souligné que la nécrose induite
par les pesticides peut conduire & une hypoxie et une défaillance respiratoire. Etant donné le
réle vital des branchies dans la respiration et I'osmorégulation, toute altération
histopathologique due a la toxicité peut compromettre leur fonction respiratoire, entrainant des
problemes d'insuffisance respiratoire et, potentiellement, la mort (Shah & Parveen 2022). Des
études sur d'autres substances, telles que le glyphosate et le deltaméthrine, ont également révélé
des dommages similaires aux branchies, affectant leur capacité d'échange de gaz et provoquant
des détresses respiratoires. Ces résultats soulignent I'importance critique de préserver la qualité

de I'eau pour maintenir la santé des organes vitaux (\Vali et al., 2022).

4.3.3 Effet du glyphosate sur les tissus de 1’hépatopancréas de P. adspersus

L'étude des altérations histopathologiques dans I'népatopancréas des invertébrés s'avere étre un
outil organe clé du systeme digestif chez les crustacés, notamment les crevettes, essentiel pour
évaluer I'état de santé des organismes exposés a divers composés (De melo et al., 2019). Cet
organe multifonctionnel occupe la majeure partie de la région dorsale du céphalothorax et peut
s’étendre vers ’arriére vers 1’abdomen, chez certaines especes les tubules hépatopancréatiques
contiennent de la musculature, ce qui suggere que leur contraction facilite le mouvement du
digesta a travers les hépatopancréas (Kibenge & Strange, 2021). Il existe des cellules
spécialisées (cellules B, E, F et R) dans les parois des tubules hépatopancréas qui jouent un role
dans la digestion (\VVogt, 2019). Ces derniers, sont impliquées dans la production et le recyclage
des enzymes, ainsi que dans 1’absorption des nutriments et de 1’eau, et dans ce cas, la digestion
intracellulaire et la synthese des protéines (Kibenge & Strange, 2021).

L’ hépatopancréas agit a la fois comme un foie et un pancréas, assurant le métabolisme des
nutriments et la production d'enzymes digestives. Chez les crustacés décapodes, comme les
crevettes, ces organes sont particulierement sensibles au stress oxydatif causé par les ROS (Mo
etal., 2023 ; Romero et al., 2011). Il forme un réseau complexe, jouant un réle crucial dans la
régulation métabolique, les réponses immunitaires, la détoxification des xénobiotiques et
I'accumulation de métaux et de pesticides organiques (Sousa & Petriella., 2007).

Ces caractéristiques rendent cet organe trés sensible aux conditions physiologiques et
environnementales (Saravana Bahavan & Geraldine, 2000 ; Lavarias et al., 2022 ; Wei & Yang,
2015).

Les crevettes exposées au glyphosate ont présenté plusieurs altérations dans I'hépatopancréas

tel que la vacuolisation des cellules qui était I'une des principales altérations observées chez les
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crevettes exposees a la dose létale pendant 96 heures. Dans les conditions normales, les cellules
B ont des vacuoles occupant une grande partie de la cellule (Al-Mohanna & Nott, 1986). Ces
altérations sont courantes chez les crevettes exposees a des agents toxiques, comme cela a été
rapporté pour Macrobrachium malcolmsonii exposé au glyphosate (De melo et al., 2019) et au
I'endosulfan (Saravana Bhavan & Geraldine, 2000), ainsi que pour L. vannamei exposé a des
métaux tels que Cu et Zn (Frias-Espericueta et al., 2008), et chez P. argentinus exposé au Cd
(Chiodi Boudet et al., 2015). Comme rapporté pour P. argentinus, ces dommages a
I'népatopancréas compromettent ses fonctions d'absorption, de sécrétion et de digestion,
perturbant ainsi la physiologie et la santé des organismes (De melo et al., 2019).

Mo et al., (2023) ont identifié des altérations significatives dans la morphologie de
I'népatopancréas de L. vannamei exposé a la concentration létale CLso pendant 48 heures.
Parallélement, des études ont examiné les larves de M. borellii exposées au thiométhoxam
pendant 96 heures a des concentrations de 0,005 et 0,015 mg/L. L'analyse microscopique et
histopathologique a révélé des dommages évidents au pancréas hépatique. Ces larves ont
présenté une désorganisation de la couche cellulaire épithéliale, et a la concentration la plus
élevée, une détérioration compléte du pancréas hépatique a été observée. Chez les décapodes,
la régénération du pancréas hépatique dépend des cellules E situées a I'extrémité des tubules.
La diminution de ce type cellulaire pourrait perturber le cycle digestif normal. En outre, des
études ont souligné que les dommages structurels du pancréas hépatique s'accompagnent
souvent d'une réaction de stress antioxydant et immunitaire correspondante (Liang et al., 2022).
L'étude menee par De Melo et al., (2019) a démontré que I'exposition & une concentration de
0,28 mg/L de glyphosate pendant 14 jours était toxique pour la crevette Macrobrachium
potiuna. Cette exposition a entrainé une légere diminution de l'indice biologique de réparation
(IBR) (biomarqueurs de réponse intégrés), suggérant une certaine atténuation des effets du
glyphosate dans I'hépatopancréas. Des observations similaires ont été faites dans les tissus
branchiaux exposes au glyphosate, ou I'atténuation des effets génotoxiques a été attribuée a un
taux élevé de division cellulaire et a la réparation de I'ADN (Guilherme et al., 2012).

Les conclusions mettent en évidence l'impératif de saisir les processus de défense et de
régénération des tissus en contact avec les pesticides, en particulier chez les créatures
aquatiques telles que les crevettes, afin d'évaluer leurs répercussions sur I'environnement et la
santé publique. Dans cette optique, I'examen histopathologique de I'népatopancréas offre des
insights précieux sur la santé et la réponse biologique des invertébrés confrontés a diverses

influences environnementales et chimiques (Sobjak et al., 2017).
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5 CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La contamination de I'environnement, et plus spécifiquement des milieux aquatiques, par des
substances toxiques est un probleme contemporain majeur. Dans de nombreux cas, l'activité
agricole est a l'origine de la présence de pesticides dans les milieux aquatiques, principalement
par le processus de lessivage. A cet effet, nous entreprenons une recherche ayant pour but
d'évaluer la toxicité aigué de I'herbicide glyphosate, sous sa formulation commerciale, le
Rondo® sur un modéle biologique non ciblé, en l'occurrence la crevette P. adspersus

(Decapoda, Palaemonidae) capturée dans la lagune El-Mellah.

Les principaux objectifs de I’étude étaient d’estimer les concentrations sublétales (CL1o, CL2s)
et létales (CLso, CLoo) du glyphosate, a I’égard des crevettes apres 24, 48, 72 et 96 heures
(toxicité aigué). Puis analyser les réponses biochimiques des biomarqueurs,
I’acétylcholinestérase AChE, la glutathion-s-transférase (GST), du malondialdéhyde (MDA) et
des lipides en phase de traitement par le glyphosate (CL2s et CLso-96h) et en phase de
récupération (96h). Enfin, des observations des coupes histologiques de divers tissus (muscle
les branchies et I’hépatopancréas) ont été réalisées apres traitement au glyphosate (CL50-96h)

et apres la phase de récupération (96h).

Les résultats toxicologiques obtenus apres traitement statistique démontrent une toxicité aigue
du glyphosate a 1’égard des crevettes avec un effet-concentration. L'analyse des biomarqueurs
ont révélé que I'herbicide appliqué a deux concentrations, CL2s et CLsg, provoquait une
inhibition significative de l'activité de 'AChE dans la phase de traitement et ne revenait a des
niveaux normaux qu'apres une phase de récupération de 48 heures, une induction significative
de la GST et du MDA dans la phase de traitement et revenait a des niveaux normaux pendant
la phase récupération, ainsi qu'une diminution du contenu en lipidique tout au long des deux
phases. De plus une corrélation négative entre le MDA et les lipides témoignant un effet sur la
peroxydation lipidique. Les observations histologiques ont montré des altérations

histopathologiques des tissues traitées par le glyphosate.

L'étude de I'impact du glyphosate sur les crevettes révele des conséquences inquiétantes a la
fois sur le plan biochimique et histologique. Son mode d’action réside dans l'inhibition de
I'enzyme 5-enolpyruvoyl-shikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) impliquée dans la voie

métabolique de I'acide shikimique, laquelle est nécessaire pour la synthése des acides aminés
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et des vitamines nécessaires pour le développement de la plante. Sur la base de la somme des
résultats obtenus, le produit peut donc interférer avec une ou plusieurs fonctions physiologiques

des organismes vivants.

Les résultats mettent en évidence les effets néfastes de I'exposition aigué au glyphosate,
perturbant I'équilibre physiologique des organismes et provoquant des altérations biochimiques
significatives et des dommages structurels importants au niveau des tissus et des organes des
crevettes exposées. De plus, ’espéce P. adspersus est capable de surmonter le stress oxydatif
aprés une phase de récupération, démontrant une capacité de restauration des fonctions
biochimiques. Cette recherche souligne I'urgence d'une gestion plus prudente de I'utilisation du
glyphosate et la nécessité de mettre en place des mesures de protection de I'environnement pour

prévenir les effets délétéres sur la biodiversité aquatique.

Il serait pertinent de poursuivre des études approfondies supplémentaires a I'avenir, notamment
la prolongation de la durée d’exposition a I’herbicide pour étudier la toxicité chronique et 1'étude
de la récupération sur une durée prolongée pour évaluer la réversibilité des effets toxiques a
tous les niveaux d'organisation (organe, cellulaire et moléculaire). Il est aussi nécessaire de
compléter cette étude par la réalisation d’un dosage par la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) pour examiner 1’évolution du glyphosate et de ses métabolites dans la

chair des crevettes et I’eau d’élevage.
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6 RESUMES

6.1 RESUME

La présente étude est menée dans le cadre du projet P.R.F.U (2019-2022)
(D01NO01UN230120190008) « Etude de quelques espéces aquatiques : aspects bioécologique,
morphométrique et biochimique en rapport avec les facteurs environnementaux » du
Laboratoire d’excellence de Biologie Animale Appliquée (LBAA).

Le glyphosate (GLY) [N-(phosphonométhyl) glycine] est I'un des herbicides les plus utilisés
mondialement, posant des risques de contamination aquatique. Dans cette étude, la toxicité
aigué du glyphosate a 1’égard de la crevette P. adspersus (Décapode, Palaemonidae) a été
évaluée en estimant les concentrations sublétales (CL1o et CL2s) et létales (CLso et CLgo) aprés
24, 48, 72 et 96 heures d'exposition. Ensuite, le composé a été ajouté a I'eau d'élevage aux deux
concentrations CLzs et ClLso a 96 heures (déterminées précédemment). Les différents
traitements ont été¢ effectués pendant la phase d’exposition de 24, 48, 72 et 96 heures. Ensuite
été transférées dans de I'eau de mer propre (sans herbicide) pour une phase de récupération,
apres 24, 48, 72 et 96 heures.

Les activites enzymatiques ont été mesurées dans les tétes et les fragments de chair des crevettes
pour quantifier l'activité de I'AChE, GST et MDA, suivie d'une quantification des lipides.
L’étude histologique a été menée sur différents organes, notamment le tissu musculaire, les
branchies et I'hépatopancréas.

Les résultats obtenus apres traitement statistique démontrent une toxicité aigie du glyphosate a
I’égard des crevettes avec un effet-concentration. En effet, les concentrations létales varient
entre 0,98 a 1,59 mg/L. Pendant la phase de traitement, I'ANOVA a deux facteurs a révélé des
effets hautement significatifs (p < 0,001) du glyphosate et du temps de traitement sur tous les
biomarqueurs étudiés. Pendant la phase de récupération, les crevettes ont pu compenser les
effets négatifs de I'herbicide. Ainsi, la nécessité d'un contréle minutieux de 1’utilisation de ce

produit est nécessaire pour atténuer son impact sur les organismes vivants.

Mots clés : Crustacés, Palaemon adspersus, Herbicide, Glyphosate, Tests de toxicité, Mortalité,

Biomarqueurs, Histologie.
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6.3 ABSTRACT

This study is conducted within the framework of the P.R.F.U project (2019-2022)
(DO01N01UN230120190008) "Study of some aquatic species: bioecological, morphometric, and
biochemical aspects in relation to environmental factors” by the Laboratory of Excellence in
Applied Animal Biology (LBAA). Glyphosate (GLY) [N-(phosphonomethyl) glycine] is one
of the most widely used herbicides globally, posing risks of aguatic contamination. In this study,
the acute toxicity of glyphosate towards the shrimp P. adspersus (Decapoda, Palaemonidae)
was evaluated by estimating sublethal (LCio and LCz) and lethal (LCso and LCg)
concentrations after 24, 48, 72, and 96 hours of exposure. Subsequently, the compound was
added to the rearing water at two concentrations, LCzs and LCso, for 96 hours (previously
determined). Various treatments were performed during the exposure phase of 24, 48, 72, and
96 hours, followed by transferring to clean seawater (without herbicide) for a recovery phase
after 24, 48, 72, and 96 hours.

Enzymatic activities were measured in the heads and flesh fragments of the shrimp to quantify
the activity of AChE, GST, and MDA, followed by lipid quantification. Histological studies

were conducted on various organs, including muscle tissue, gills, and hepatopancreas.

The results obtained after statistical analysis demonstrated the acute toxicity of glyphosate
towards shrimp with a concentration-dependent effect. Indeed, lethal concentrations ranged
between 0.98 to 1.59 mg/L. During the treatment phase, two-way ANOVA revealed highly
significant effects (p < 0.001) of glyphosate and treatment time on all studied biomarkers.
During the recovery phase, the shrimp were able to compensate for the negative effects of the
herbicide. Thus, meticulous control of the use of this product is necessary to mitigate its impact

on living organisms.

Keywords: Crustaceans, Palaemon adspersus, Herbicide, Glyphosate, Toxicity tests,
Mortality, Biomarkers, Histology.
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Glyphosate, a widely used agricultural herbicide, poses a risk of aquatic contamination. This study assessed the acute toxicity
of glyphosate in the shrimp Palaemon adspersus (Decapoda, Palaemonidae). The sublethal (LC,o and LCys) and lethal (LCsy and
LCy) concentrations were estimated after 24 and 96 hours of exposure. The compound was added to rearing water at LCys and
LCs- for 96 hours during the exposure phase (24, 48, 72, and 96 hours). Shrimp were then transferred to clean seawater and col-
lected during the recovery phase (24, 48, 72, and 96 hours). Enzymatic activities in shrimp heads and flesh fragments were meas-
ured for acetylcholinesterase, gluthatione S-transferase, and malondialdehyde, followed by lipid quantification. Toxicological data
indicated the toxicity of glyphosate against shrimp, exhibiting a dose-response effect. Lethal concentrations LCig,2s, 50,00 were 1.15,
1.25,1.35, 1.59 mg/L after 24 hours and 0.99, 1.06, 1.14, 1.31 mg/L after 96 hours. Two-way ANOVA during the treatment phase
showed significant (P < 0.05) effects of glyphosate concentration and treatment time on all the biomarkers. During the recovery
phase, shrimp compensated for herbicide effects, demonstrating acute toxicity that caused oxidative stress and neurotoxic effects at

sublethal concentrations. Careful control is recommended to minimise the negative impacts on non-target aquatic organisms.

Keywords: Decapoda; herbicide; glyphosate; toxicity tests; biomarkers; biochemical responses.

Introduction

The primary environmental challenges facing the Mediterranean Sea
coastline include urbanisation, sewage and urban runoff, waste disposal,
industrial discharge, maritime transportation, sand erosion and eutrophica-
tion (Boukari et al., 2021; Sebbih et al., 2023). Pesticides are crucial tools
for improving crop yields in agricultural fields (Zhang et al., 2017), and
play an irreplaceable role in disease vector control (Wang et al., 2022).
They boost agricultural product productivity and gross output, while redu-
cing crop losses caused by pests, plant diseases, and weeds. However,
their long-term and intemperate applications worldwide can potentially
disturb the homeostasis of the natural environment and threaten the health
of humans and other organisms (Lieshchova et al., 2018; Bilan et al.,
2019; Kozak et al., 2020). They also affect macroinvertebrates and micro-
organisms in aquatic environments (Gull et al., 2019). A study of the im-
pact of pesticides on ponds revealed that, regardless of the pesticides used,
the number of applications made, or the rate at which they were applied,
there were still significant direct negative effects on various groups of in-
vertebrates, such as amphibians (Ruiz de Arcaute et al., 2020), fish (Boni-
facio et al., 2020), and crustaceans (Parlapiano et al., 2021). However,
their use also affects human and environmental health.

Glyphosate, also known as N-(phosphonomethyl) glycine, is a syste-
mic herbicide introduced in 1971 (Fabrello et al., 2020). Registered under
CAS number 107-83-6 with the chemical formula C;HgNOsP, it origina-
ted from glycine and encompasses three functional groups: carboxylic
acids, phosphonic acids, and amines. Functioning as an active ingredient
in non-selective, broad-spectrum herbicides, glyphosate is widely used.
This herbicide, penetrating leaves and systemically reaching roots, is a key
component in various formulations. Commonly comprised of isopropyl-
amine salt, a surfactant (typically polyethoxylated tallowamine), and wa-
ter, these formulations contribute to its global application. Glyphosate ser-
ves as the primary component in over 750 herbicides, with an annual
usage ranging from 0.6 million to 1.2 million tons globally (Rodriguez-Gil
et al., 2017). According to findings of Clapp (2021), the application of

glyphosate-based herbicides is a common agricultural practice globally.
They are generally applied before sowing and as a pre-harvest drying
treatment to accelerate and standardise the ripening process (De Carvalho
et al., 2020). The herbicidal activity of glyphosate constrains plant growth
by inhibiting 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase, a key
enzyme in the biosynthesis of aromatic amino acids, such as
phenylalanine, tyrosine, and tryptophan. Study of the literature reveals that
glyphosate residues and their metabolites have been commonly detected
in surface waters and can cause adverse effects on non-target organisms,
including fish, molluscs and crustaceans (Robichaud & Rooney, 2021).
This is mainly due to the fact that glyphosate is not metabolised in the
plant and root systems distribute this herbicide into deep soil layers where
microorganism activity is relatively low. Therefore, its persistence and
transport in the soil depends on its composition, climatic conditions, and
microbial activity (Mirella da Silva, 2018).

The use of biochemical biomarkers to assess toxicity effects under
controlled laboratory conditions remains a useful approach to provide in-
dications of xenobiotic toxicity (Santana et al., 2022). Thus, there are bio-
markers indicative of neurotoxic responses, such as acetylcholinesterase, a
neurotransmitter hydrolase that helps in the transmission of nerve impul-
ses by the hydrolytic metabolism of acetylcholine into choline and acetate
(Bernal-Rey et al., 2020). Glutathione S-transferase biomarkers related to
oxidative stress or malondialdehyde, a product of lipid peroxidation, have
been widely used asa biomarkers of free radical damage in lipid molecu-
les. The former is an important enzyme in the conjugation phase (phase
II), as it combines with contaminants and generates compounds that are
more easily excreted (Ribeiro et al., 2022). Lipid peroxidation is known to
cause cellular injury through the inactivation of membrane enzymes and
receptors, depolymerisation of polysaccharides, and cross-linking and
fragmentation of proteins. Superoxide dismutase, catalase, glutathione per-
oxidase, glutathione, and glutathione reductase are oxidative stress bio-
markers (Li et al., 2020), whereas metallothioneins are widely used as bio-
markers of metal contamination by binding and removing toxic metals.
Integrated analysis of these biomarkers may help overcome possible variati-
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ons in biomarkers and assess polluted sites (dos Santos & Martinez, 2014).
Furthermore, multiple scientific studies have confirmed that shrimps are
indicators of estuarine health because of their global distribution and
sensitivity to most pesticides (Ameur et al., 2022). The genus Palaemone-
tes (Crustacea, Decapoda, Caridea) is a good model for assessing the ef-
fects of pollution. The physiological, and toxicological aspects of non-tar-
get aquatic species need to be clarified, and the effects of xenobiotics on
these organisms determined. The aim of this study was to assess the acute
toxicity of glyphosate, an herbicide intensively used in Algeria which can
reach the aquatic environment through runoff (Cheloufi et al., 2017).
The study was conducted on a non-targeted biological model, the shrimp
Palaemon adspersus (Rathke, 1837) (Decapoda, Palaemonidae) fished in
the El-Mellah Lagoon and is considered to be a good model for monito-
ring the effects of pesticides. The main objectives of this study were to es-
timate the sublethal (LC;, LCys) and lethal (LCsy, LCy) concentrations of
glyphosate, commercial formulation Rondo®, against the shrimp after 24
and 96 hours. Additionally, selected biomarkers acetylcholinesterase,
glutathione S-transferase, malondialdehyde and lipid quantities were

determined in order to obtain additional information on the toxicity of this
product during the treatment and recovery phases.

Materials and methods

Collection and maintenance of organisms. The shrimp P. adspersus
was collected from the El-Mellah Lagoon, located on the extreme eastern
side of Algeria (8°20" E 36°54' N), in the constriction zone of the channel
that leads to the Mediterranean Sea (Fig. 1). This site is far from any source
of pollution and is considered as a relatively clean site away from pollution
sources. The shrimp were transported and acclimated to laboratory
conditions for one week prior to the start of the experiment. Their rearing in
the laboratory was maintained in glass aquaria (100 x 60 x 80 cm) filled with
seawater (salinity 37 psu; temperature 22-25 °C; photoperiod 12:12 h light/
dark) for 3/4 days. The filtration was performed using a water filter at a flow
rate of 180 1/h (Rena 225). The shrimp were fed fresh mussels daily in the
afternoon during the experiment. Shrimps of a similar size (length: 25 mim;
weight: 850 mg) were used in the experiment.
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Fig. 1. Geographical location of the sampling site: EI-Mellah Lagoon (El-Kala) (ArcGIS 10.3)

Herbicide. Glyphosate is the active ingredient in the commercial pre-
paration of Rondo® (480 mg/L). It is an anionic organophosphate
herbicide which is recognised for its potent and non-selective weed
elimination properties (Ogunbiyi et al., 2023) with a molecular formula
(C;HgNOsP).

Acute toxicity test. Acute toxicity tests were performed on P. adsper-
sus adults (15 individuals) placed in plastic boxes containing one litre of
rearing water with a commercial formulation of glyphosate, Rondo®™
(480 mg/L) (1.75, 2.00, 2.25, 2.50, 2.75 mL), corresponding respectively
to different concentrations (0.84, 0.96, 1.08, 1.20, 1.32 mg/L). The experi-
ment was conducted with five replicates for each concentration. In additi-
on, a control series was conducted in parallel. Mortality was checked daily
for 96-hours and assessed considering the cumulative mortality. The per-
centage of mortality was corrected (Abbott, 1925) and then subjected to
angular transformation according to Hendry (1909). The sublethal (LCy
and LCys) and lethal (LCsy and LCy) concentrations were determined
along with their corresponding 95% confidence limits (95% LC), and the
slope of the concentration-mortality lines was calculated using a regressi-
on probit analysis method.

Treatment and collecting tissues. Glyphosate was added to the rearing
water containing mixed-sex P. adspersus shrimp at stage A (early post-
molt), as described by Roberston et al. (1987). The compound was used at
LC,5 and LCs, concentrations obtained from shrimp after 96-hours. Sam-
ples (head and flesh) were taken from P. adspersus at different exposure
times of 24, 48, 72, and 96 hours from the control and treated groups du-
ring the exposure period, and then transferred to clean water for 24, 48, 72,
and 96 hours for the recovery period.
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Biomarker analysis. After dissecting P. adspersus, shrimp heads were
used to assess acetylcholinesterase activity, while flesh fragments (weight:
49-50 mg) were employed for the quantification of glutathione S-transfe-
rase, malondialdehyde, and lipid levels. Assays were conducted on five
individuals in both the treated and control groups, spanning a treatment
period of 96 hours and a re-covery period of 96 hours.

Acetylcholinesterase activity. Specific activity of acetylcholinesterase
in the P. adspersus cephalothorax was determined according to the me-
thod described by Ellman et al. (1961). The method is based on a coupled
enzyme reaction involving acetylthiocholine as the specific substrate for
acetylcholinesterase and 5,5'"-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) as an
indicator of the enzyme reaction at 412 nm. The results are expressed as
micromoles of thiocholine produced per minute per milligram of protein
(umol/mn/mg of protein).

Gluthatione S-transferase analysis. In this study glutathione S-trans-
ferase activity was determined using the method described by Habig et al.
(1974), based on the glutathione S-transferase-catalysed conjugation of re-
duced glutathione with 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) as a substrate.
The increase in chloro-2,4-dinitrobenzene conjugate was monitored at
340 nm, and enzyme activity was expressed in micromoles of chloro-2,4-
dinitrobenzene conjugate per minute per milligram of protein (wmol/mn/
mg of protein).

Malondialdehyde analysis. Lipid peroxidation was estimated by the
quantification of malondialdehyde rates using the method described by
Draper & Hardley (1990). Malondialdehyde determination was used as an
index of lipid peroxidation. This method is based on measuring the colour
produced during the reaction between thiobarbituric acid (TBA) and ma-
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londialdehyde. The rate of malondialdehyde was measured at 532 nm and
expressed as pmol/mn/mg of protein.

Lipid content essay. The lipid content was estimated according to the
method described by Folch et al. (1957). Lipids were extracted using a
mixture of chloroform/methanol/water (2/1/0.8). The lipid extract was pla-
ced in a pre-weighed screw tube and evaporated under nitrogen flow, and
the total lipid content was estimated by the difference in the weight of the
tube before and after evaporation. The lipid extracts from the samples
were taken in a mixture of toluene/ethanol (4v/1v), which allowed the pre-
servation of lipids at low temperature (20 °C) without risk of alteration
for several months. The absorbance was measured by excitation at 530 nm.

In parallel, enzymatic activity was calculated in terms of the protein
content of the sample (Bradford, 1976) using Coomassie Brilliant Blue
(G250 as a reagent and bovine serum albumin as the standard. Absorbance
was measured at 595 nm and reported as jtM/min/mg of protein.

Statistical analysis. The results are presented as arithmetic mean +
standard deviation (x = SD). Normal distribution of data (Shapiro-Wilk’s
test) and homogeneity of variances (Bartlett’s test) were assessed. Data for
the bioassay were analysed using nonlinear sigmoid curve fitting, and the
activity of the treatment was evaluated in terms of a concentration-depen-
dent response. The goodness of fit of the curve model was evaluated ba-
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sed on the R? values. Toxicity statistical analyses were performed using R
(version 4.2.1; R Core Team, 2022) and RStudio (RStudio Team, 2022).
For all biomarkers, statistical analysis was performed using the SPSS soft-
ware (V22.0, IBM Corporation, NY, USA). Two-way analysis of varian-
ce (ANOVA) followed by Tukey's comparison test with HSD post-hoc
analysis was used to assess the differences between the control, treated,
and recovered series, with P < 0.05, indicating a statistically significant
difference. Pearson’s correlation test was used to correlate malondialdehy-
de with lipid content.

Results

Acute toxicity of ghphosate. As shown in Figure 2, glyphosate at dif-
ferent concentrations (0.84, 0.96, 1.08, 1.20, 1.32 mg/L) was added to the
rearing medium of P. adspersus and mortality was observed at 24 and 96-
hours. The corrected cumulative mortality varied from 8.9 +2.2% for the
lowest concentration (0.84 mg/L) to 97.8 = 2.2% for the highest concen-
tration (1.32 mg/L) with dose-response manner. Mortality was not obser-
ved in the control group. Statistical analysis indicated a significant effect of
the concentration (P < 0.05). The lethal concentrations and the correspon-
ding 95% fiducial limits (95% FL) are listed in (Table 1).
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Fig. 2. Effect of glyphosate on adult P. adspersus shrimp after 24 (@) and 96-hours (b):
sigmoidal dose-dependent response curve of corrected mortality (%) as a function of the decimal logarithm of concentration

Table 1

Glyphosate lethality parameters in adult P. adspersus shrimp after 24
and 96-hours: the data were expressed in terms of lethal concentration
(LC, %) together with the corresponding 95% fiducial limits (FL [95%)]),
coefficient of determination (R?), and hill slope (n= 5 repeats,

each containing 15 individuals)

Time Concentrations Values, mg/L. Fiducial limits 95% R? Hill slope
LCy 1.15 0.82-1.18
LCys 125 1.03-129

24h LCs 135 124-147 09999 1363
LCy 1.59 1.03-1.61
LCy 0.99 0.88-1.07
LCys 1.06 0.99-1.11

96h LCy 114 109-1.18 0.9998 1561
LCy 131 1.22-144

Effects of glyphosate on biomarker measurements during treatment
and recovery phases. All treatments were performed on mixed-sex P. ad-
spersus at Stage A (early postmolt). The results obtained for the variation
in the enzymatic activities of acetylcholinesterase, glutathione S-transfera-
se, malondialdehyde, and lipid content in the treated and control groups
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after the treatment (24, 48, 72 and, 96-hours) and recovery phases (24, 48,
72, and 96-hours) are presented in (Fig. 3-6).

Changes in acetylcholinesterase activity. The enzymatic activity of
acetylcholinesterase in the head fragments of the control series decreased
over time, up to 96 hours. Treatment with glyphosate at both LC,5 and
LCs revealed a significant (P < 0.05) dose-dependent decrease in acetyl-
cholinesterase activity after 24 to 96-hours (Fig. 3a). The most significant
inhibitory action was recorded at 48 h with LCs (1.14 mg/L), where ace-
tylcholinesterase activity was the lowest compared to the treated series.
This activity increased significantly (p) after 96 hours, as compared with
48 and 72 hours. A two-way ANOVA revealed a highly significant time
effect (F3 45 = 11.964; P < 0.05), treatment effect (F, 45 = 1428.893; P <
0.05), and time/treatment interactions (F, 43 =35.160; P <0.05).

During the recovery phase, acetylcholinesterase activity remained in-
hibited after 24 and 48 hours, with a significant difference between the
treated and control series. However, acetylcholinesterase activity returned
to normal levels after 72 and 96 hours, with no significant difference bet-
ween the treatment (LC,s and LCs) and control series (Fig. 3b). A two-
way ANOVA revealed a highly significant effect of time (F; 45 = 16.797;
P < 0.05), treatment effect (F,, 45 = 27.461; P < 0.05) and time/treatment
interaction (Fg 45 ="7.337; P <0.05).
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Fig. 3. Effect of glyphosate on acetylcholinesterase in P. adspersus during the treatment () and recovery () periods (LCys = 1.06 mg/L and LCsy=
1.14 mg/L): different letters indicate differences between dose within one time (hours) of observations (Tukey’s test, P <0.05); x+ SD,n=>5

Changes in gluthatione S-transferase activity. Under normal conditi-
ons, the enzymatic activity of glutathione S-transferase in flesh fragments
increased over time, up to 96 hours. Treatment with glyphosate at both
LCys and LCy revealed a significant (P < 0.05) dose-dependent induction
of glutathione S-transferase after 48 to 96-hours (Fig. 4a). The highest acti-
vity was observed at the LCs, (1.14 mg/L). A two-way ANOVA revealed
a highly significant time effect (F; 43 = 602.007; P <0.05), treatment effect
(Fy, 45 = 1411.895; P < 0.05), and time/treatment interactions (Fg 45 =
152.013; P<0.05).

During the recovery phase, glutathione S-transferase activity was in-
duced at 24 and 48 hours, with a significant difference between the treated
and control series. However, glutathione S-transferase activity returned to
normal levels at 72 and 96 hours, with no significant difference between
the treated and control series (Fig. 4b). A two-way ANOVA revealed a
highly significant time effect (F; 45 = 1508.926; P < 0.05), treatment effect
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(Fy, 45 = 1304.721; P < 0.05), and time/treatment interaction (Fg 45 =
378.949; P <0.05).

Changes in molandialdehyde activity. In the control series, malondial-
dehyde activity in flesh fragments increased over time to 96 h. Treatment
with glyphosate at both LCys and LCs, revealed a significant (P < 0.05)
dose-dependent induction of malondialdehyde after 24 to 96-hours
(Fig. 5a). The most potent activity was observed at 48 hours, as measured
with LCsy. A two-way ANOVA revealed a highly significant time effect
(F3.45=90.835; P < 0.05), treatment effect (F, 43 = 655.325; P <0.05), and
time/treatment interaction (F 45 =27.135; P <0.05).

During the recovery phase, malondialdehyde activity returned to nor-
mal levels significantly from 24 to 96-hours (Fig. 5b). A two-way
ANOVA revealed no significant effect of time (F5 45 = 1.764; P> 0.05), a
significant treatment effect (F,, 45 = 8.008; P < 0.05), and no significant
time/treatment interaction (Fg 45=0.039; P> 0.05).
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Fig. 4. Effect of glyphosate on glutathione S-transferase in P. adspersus during the treatment (@) and recovery (b) periods (LCps = 1.06 mg/L and LCsy=
1.14 mg/L): different letters indicate differences between dose within one time (hours) of observation (Tukey’s test, P <0.05); x+ SD,n=5

Changes in lipid activity. As shown in the figure, under normal condi-
tions, the lipid content in the flesh fragments decreased over time, up to
96 hours. Treatment with glyphosate at both LC,5 and LCs, revealed a

significant (P < 0.05) dose-dependent decrease in lipid levels after 24 to
96-hours (Fig. 6a). The most significant reduction was obtained with the
LCq at the end of the treatment. A two-way ANOVA revealed a highly
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significant time effect (F3 45 = 12.763; P < 0.05), treatment effect (F, 45 =
379.597; P < 0.05), and significant time/treatment interaction (Fg, 45 =
3.814; P < 0.05). During the recovery phase, the lipids were maintained at
low levels (Fig. 6b). Two-way ANOVA revealed a significant effect of
time (F3, 45 = 17.237; P < 0.05), treatment effect (F, 45 = 412.549; P <
0.05), and a significant treatment/time interaction (Fg 45 =3.207; P <0.05).
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Correlation test. The Pearson correlation test, employed to analyse
data between malondialdehyde and lipid levels after glyphosate-treatment
and recovery phases is displayed in Figure 7. The results showed a highly
significant negative correlation (P < 0.05) between the two variables du-
ring both the treatment and recovery phases.
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Fig. 5. Effect of glyphosate on malondialdehyde activityin P. adspersus during the treatment (@) and recovery (b) periods (LCps = 1.06 mg/L and LCsy=
1.14 mg/L): different letters indicate differences between dose within one time (hours) of observation (Tukey’s test, P <0.05); x £ SD,n=5

B Control @ LC2s @ LCsop

M Control @ LCys @ LCso

& 5 a a
a a a a a
a
a b
b
b b b
b
Hia 06 b
c
b b s
c

° o
@ c 2
2 [4 = c
k-l B
=
£ 04 Eoa
a 5
2. 2
] 4
2 2
@ o
2 =
-5 Z
= £

02 02

0.0 00

OH 24H 48K 721 96H 24H 48H 72H 964

[ Time f) Time
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Discussion

Decapod crustaceans are a large and diverse group of organisms.
Ecologically, they are key species in the food chain, play an essential role
in ecosystem function, and are economically important species in the fi-
sheries sector. They are also excellent biological models for determining
the impact of xenobiotics such as Gammarus spp. (J.C. Fabricius, 1775),
(Amphipoda, Gammaridae) (Consolandi et al., 2019), Gammarus fossa-
rum (Koch, 1836) (Amphipoda, Gammaridae) (Lebrun & Gismondi,
2020), Palaemon serratus (Pennat, 1777) (Decapoda, Palaemonidae)
(Gonzalez-Ortegon et al., 2014), Macrobrachium rosenbergii (De Man,
1879) (Decapoda, Palaemonidae) (Mostafiz et al., 2020). Owing to their
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worldwide distribution and sensitivity to most pesticides, shrimps have
been proposed as indicators of estuarine health. This justifies their use as a
model for assessing the impact of pesticides. In addition, the extensive ap-
plication of pesticides can accidentally lead to their introduction into fresh
and marine surface water. These contaminants pose a high ecotoxicologi-
cal risk to aquatic organisms, particularly in their early life stages. Altho-
ugh, there is growing interest in the presence of herbicides, such as gly-
phosate, in aquatic ecosystems, information on the effects of this compo-
und on non-target marine species, particularly invertebrates, is limited.
Therefore, it is crucial to investigate the effects of this compound on non-
target aquatic species. The objectives of this study were to examine the
acute toxicity of Rondo® (a commercial formulation of glyphosate)
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against the adult shrimp P. adspersus, by determining the various lethal
and sublethal concentrations. Next, enzymatic activities were measured in
the head and flesh fragments of the shrimp to quantify acetylcholinestera-
se, glutathione S-transferase, and malondialdehyde activity, followed by
the quantification of lipids in the treatment and depuration phases.

Indeed, the 24 and 96-hours sublethal and lethal LCs, and LCys con-
centrations are estimated at around 1.35 and 1.25 mg/L at 24 hours and
1.14 and 1.06 mg/L at 96-hours, respectively. So, shrimp are sensitive to
glyphosate, and their lethal concentrations are lower than those of other
species, such as Macrobrachium nipponense (De Haan, 1849) (Decapo-
da, Palaemonidae) (Hong et al., 2018), Eriochier sinensis (H. Milne Ed-
wards, 1853) (Decapoda, Varunidae) (Hong et al., 2017), and Caridina ni-
lotica (Roux, 1833) (Decapoda, Atyidae) (Filho et al., 2014). To date, se-

veral studies have demonstrated that glyphosate and its commercial for-
mulation have significant toxic effects on freshwater organisms, particu-
larly crustaceans and fish (Bastos Gongalves et al., 2020). Hong et al.
(2019) demonstrated considerable variability in the 96-hours LCs, value
of glyphosate, depending on factors such as species, life stage, and envi-
ronmental conditions. For larvae and adults of the freshwater shrimp
C. nilotica, the respective values were 2.45 and 27.76 mg/L (Mensah
etal.,, 2015). Neotropical fish Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1837)
(Characiformes, Prochilodontidae) exhibited values around 13.69 mg/L
(Langiano & Martinez, 2008), while the cold-water species Salmo salar
(Linnaeus, 1758) (Salmoniformes, Salmonidae) recorded a value of
42 mg/L (Servizi et al., 1987).
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Fig. 7. Pearson correlation test between malondialdehyde and lipid levels (n = 60)

Furthermore, research conducted on the freshwater shrimp M. nippo-
nense has estimated the LCs, value of glyphosate after 96 hours of expo-
sure to be approximately 57.68 mg/L. In addition, according to (Hong
etal,, 2017), the lethal concentration (LCsp) of glyphosate in the crab
E. sinensis was significantly high, reaching 97.89 mg/L, whereas that in
the shrimp Gammarus pulex (Linnaeus, 1758) (Amphipoda, Gammari-
dae) did not exceed 403 pg/L (Pala, 2019). Moreover, Osterberg et al.
(2012) showed that the 24-hours LCs, value of Roundup (the glyphosate-
based commercial formulation) in the juvenile blue crab Callinectes sapi-
dus (Rathbun, 1896) (Decapoda, Portunidae) reached 316 mg/L. Further-
more, in our study, shrimp generally exhibited the first negative effect after
48 hours. When the first effects of glyphosate appeared, the mortality in-
creased at very short concentration intervals. Indeed, LC;o, LCys LCs and
LCy range from 0.99 to 1.31 mg/L. With depuration, shrimp were able to
return to their initial state after 48 hours. These results suggest a difference
in shrimp sensitivity to glyphosate-based herbicides. However, various au-
thors have documented that pure glyphosate may be relatively less toxic to
aquatic organisms (Bridi et al., 2017). However, its formulations are often
more toxic to aquatic organisms because of the addition of surfactants
which are used to improve its penetration into plants (Fiorino et al., 2018).
This confirmed that shrimp were highly sensitive to glyphosate-based her-
bicide formulations. This is due to a variety of behaviours and habitats.
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Biochemical biomarkers are often assessed when an organism is ex-
posed to pollutants, leading to a cascade of biological responses triggered
by stress. To analyse the probable adverse effects of glyphosate on P. ad-
spersus, a set of neurotoxicity and oxidative stress biomarkers was deter-
mined. The tissue acetylcholinesterase level is commonly used as a sensi-
tive parameter in the assessment of pesticide neurotoxicity in non-target
organisms. As modulators of neurotransmission, changes in acetylcholin-
esterase activity have also been associated with changes in behavioural
patterns (Bonifacio et al., 2020). Glyphosate is categorised as a non-acetyl-
cholinesterase inhibitor in animals (Sandrini et al., 2013). However, the
results of the present study indicate that acetylcholinesterase activity in
P. adspersus was inhibited in a dose-dependent manner after 24 to 96-
hours and when individuals were transferred to clean water, they showed
rapid recovery patterns. Numerous research endeavors have reported a de-
crease in acetylcholinesterase activity in aquatic organisms exposed to
pure glyphosate or glyphosate formulations (Menéndez-Helman et al.,
2012). As well, Pala (2019) revealed inhibition of acetylcholinesterase ac-
tivity in the shrimp G. pulex treated with glyphosate at sublethal concen-
trations (10, 20, and 40 pg/L) for 24 and 96 hours. Similarly, pure
glyphosate inhibited acetylcholinesterase activity i vitro in a concentrati-
on-dependent manner in fish, such as Danio rerio (Hamilton, 1822), (Cy-
priniformes, Cyprinidae) and Jenynsia multidenta (Jenyns, 1842), (Cypri-
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nodontiformes, Anablepidae) (Sandrini et al., 2013). Previous studies have
shown that acetylcholinesterase activity was inhibited after exposure to
concentrations of 0.2 and 04 mg/L of Roundup® (glyphosate) for
96 hours in the fish Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824) (Silurifor-
mes, Heptapteridae) (Glusczak et al., 2007). Similarly, a significant 1.5-
fold reduction in acetylcholinesterase activity in Polychaeta Laeonereis
acuta (Treadwell, 1923) (Phyllodocida, Nereididae) was observed after
exposure to Roundup at concentrations of 3.25 and 5.35 mg/L for 96 ho-
urs (De Melo Tarouco et al.,, 2017). In addition, pure concentrations of
glyphosate, ranging from 0.075 to 15 mM, inhibited acetylcholinesterase
activity in a dose-dependent manner in the gills and muscles of the marine
brown mussel, Perna perna (Linnaeus, 1758) (Mytiloida, Mytilidae). This
enzymatic activity was suppressed by more than 50%, even at the lowest
concentrations tested (0.75 to 1 mM) in P. perna than in D. rerio and
J. multidenta (Matozzo et al., 2020). Inhibition of acetylcholinesterase ac-
tivity has also been observed in crabs Carcinus maenas (Linnaeus, 1758),
(Decapoda, Carcinidae) exposed to fluoranthene (Rodrigues & Pardal,
2014), in the shrimp Macrobrachium borelli (Nobili, 1896) (Decapoda,
Palaemonidae) contaminated by organophosphates (Lavarias et al., 2013),
and in the freshwater shrimp Palaemonetes argentinus (Nobili, 1901)
(Decapoda, Palaemonidae) exposed to organophosphorus fenitrothion
(Lavarias & Garcia, 2015). Moreover, glyphosate has also been shown to
affect haemocyte parameters in bivalve species (Matozzo et al., 2019), and
to disrupt genes involved in apoptosis, immune response, energy
metabolism, Ca®* homeostasis, cell signalling, and endoplasmic reticulum
stress response.

Glutathione S-transferases constitute an enzyme family pivotal in
sustaining a significant detoxification mechanism. They inactivate secon-
dary metabolites such as unsaturated aldehydes, epoxides, and hydroper-
oxides. Glutathione S-transferases also play an important role in the deto-
xification of electrophilic toxicants such as some groups of pesticides
(Piner Benli & Celik, 2021). In addition, they metabolise and eliminate a
range of environmental pollutants, heavy metals, and carcinogens (Mazari
et al,, 2023). In the current study, glutathione S-transferase activity in the
flesh of glyphosate-treated series at both concentrations (LC,s and LCsg)
increased progressively and significantly at 48, 72, and 96 hours. How-
ever, a latency period was observed in the shrimp before the first
induction. During the depuration phase, glutathione S-transferase activity
decreased in a dose-dependent manner at 72 and 96-hours. Diverse
research using various compounds against shrimp species have shown a
significant increase in glutathione S-transferase activity, including P.
argentinus exposed to fenitrothion (Lavarias & Garcia, 2015), M. borelli
treated with organophosphorus insecticides, and P. serratus exposed to
benzopyrene (BaP) (Silva et al., 2013). This increase has already been
observed in previous studies of P. adspersus exposed to thiamethoxam, a
neonicotinoid with the commercial product actara (Berghiche et al., 2018),
and diflubenzuron, a chitin synthesis inhibitor (Lechekhab & Soltani,
2018), at lethal and sublethal concentrations. According to Velisek et al.
(2020), glutathione S-transferase levels increased in marbled crayfish
(decapod) after exposure to metazachlor and its primary metabolite,
metazachlor OA, at both concentrations (0.0115 and 0.0790 pmol/L) and
metazachlor OA (0.0117 and 0.0805 pmol/L). Roundup induces
oxidative stress in aquatic organisms, such as goldfish, Carassius auratus
(Linnaeus, 1758) (Cypriniformes, Cyprinidae) (Lushchak et al., 2009), P.
lineatus (Modesto & Martinez, 2010), and Anabas testudineus (Bloch,
1792) (Perciformes, Anabantidae) (Samanta et al., 2014). Glutathione S-
transferase activity in zebrafish increased significantly in a time-dependent
manner after exposure to three sulfonamides (sulfamethoxazole,
sulfadiazine and sulfadimidine) for three days (Lin et al., 2014). Previous
authors reported similar effects on Donax trunculus (Linnaeus, 1758)
(Cardiida, Donacidae), Amira et al. (2018) highlighted the implication of
metal accumulation in sediments, Lechekhab (2018) observed effects by
applying spiromesifen on P. adspersus, and finally, through the applicati-
on of thiamethoxan Cheghib et al. (2020) also demonstrated a significant
effect in Gambusia affinis (Baird & Girard, 1853) (Cyprinodontiformes,
Poeciliidae) at various concentrations.

Lipid peroxidation is considered an important biomarker of cell da-
mage because of the interaction between radicals and membrane lipids.
Antioxidant and detoxification systems are unable to neutralise the active
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intermediates produced by xenobiotics and their metabolites, resulting in
the production of malondialdehyde, which is a primary indicator of lipid
peroxidation. Pesticides, metals, and other xenobiotics cause lipid peroxi-
dation, which is the first stage of cellular membrane damage and is accep-
ted as an important indicator of oxidative damage in cellular components
(Sule et al., 2022). The present experiment showed that the glyphosate-ex-
posed group had higher levels of malondialdehyde in a dose-dependent
manner than the controls. Additionally, when shrimp were removed from
the glyphosate medium and replaced with untreated seawater, malondial-
dehyde levels in the shrimp flesh rapidly returned to normal levels, i.e.
after 24 hours of depuration. Furthermore, the negative correlation bet-
ween malondialdehyde and lipid levels reflected lipid peroxidation. Multi-
ple studies have also reported similar changes in the malondialdehyde le-
vels in certain aquatic organisms exposed to glyphosate. The results of a
freshwater amphipod study, G. pulex (crustacean), by Pala, 2019, indicate
a significant increase in malondialdehyde levels in groups treated with gly-
phosate herbicide for all exposure durations. Previous research has shown
that glyphosate induced inflammation contributes to lipid metabolism in
fish (Liu et al., 2021). Samanta et al. (2014) noted a significant increase in
lipid peroxidation levels in various tissues of fish 4. testudineus exposed to
glyphosate (formulation of glyphosate-based-hebicide, Excel Mera-71)
for 30 days. Kaya et al. (2012) reported elevated malondialdehyde levels
in the plasma of fish Capoeta capoeta (Giildenstidt, 1773) (Cyprinodonti-
formes, Cyprinidae), after a 10 days exposure to glyphosate at a concen-
tration of 0.02 mg/L. Several studies have been carried out on aquatic or-
ganisms and have shown that malondialdehyde levels increase as a functi-
on of exposure time and pesticide concentration. For example, Khebbeb
etal. (2010) demonstrated a significant induction of malondialdehyde in
several tissues of the clam Ruditapes decussatus (Linnaeus, 1758) (Vene-
roida, Veneridae) exposed to cadmium. Another study conducted in
D. trunculus collected from the Sidi Salem site due of domestic and
industrial contamination in the Gulf of Annaba in eastern Algeria noted an
induction of malondialdehyde (Amamra et al., 2019). In addition, high le-
vels of lipid peroxidation, linked to metallic contamination, were observed
in the crab C. maenas collected in the Bizerte Lagoon compared with a re-
ference site (Ben-Khedher et al., 2013). By contrast, the results showed a
highly significant negative correlation between the two variables during
treatment and recovery phases.

Our results are complementary to those reported by other authors for
glyphosate and glyphosate-based formulations and suggest a deleterious
effect on animals. In crustaceans, exposure to Roundup can disrupt the
production and elimination of reactive oxygen species, leading to a decre-
ase in the efficiency of antioxidant defences or even oxidative damage
(Husak et al., 2022). However, the results showed a dose-dependent effect
on neurotoxicity, induction of oxidative damage, and antioxidant activity
during exposure to sublethal and lethal concentrations of glyphosate.

Conclusion

Although information on glyphosate levels in aquatic environments is
limited, the results of this study clearly indicate that glyphosate has a dose-
dependent effect on neurotoxicity, induction of oxidative damage and
antioxidant activity during exposure to sublethal and lethal concentrations
of glyphosate. Furthermore, the shrimp are highly sensitive to glyphosate-
based herbicide formulations and are also able to recover from the de-
pressive effects of glyphosate. Therefore, glyphosate is a major threat to
the environment and should only be used to a limited extent.
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