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Introduction

1. INTRODUCTION

ujourd’hui plus que jamais, la protection de la santé et le respect de 1’environnement font

parti des préoccupations de ’homme qui est confronté chaque jour a de nouveaux dangers.

Le développement de I’activit¢é humaine a ét¢ accompagné par une altération des
ressources naturelles et une perturbation des différents écosystemes. Compte tenu de son statut de
réceptacle final, le milieu aquatique regroupe les écosysteémes les plus touchés, directement ou
indirectement, par les effets déléteres des polluants. La pollution des milieux aquatiques s’est
amplifiée dans la seconde moiti¢ du XXeéme siecle avec notamment une urbanisation croissante et le
développement des activités industrielles et agricoles.

Les pollutions occasionnées par les activités agricoles induisent généralement une
diminution de la biodiversité, une banalisation du milieu, voire méme la destruction de certains
maillons des écosystémes. Depuis la révolution verte qui a débuté dans les années 60, les pesticides
font partie intégrante du systéme agricole. Ils sont devenus le principal moyen de lutte contre les
organismes nuisibles. Leurs utilisations abusives ont entrainé des effets néfastes sur la faune et la
flore. Les insecticides organophosphorés (POS) sont des pesticides de seconde génération. Bien que
moins persistants que les organochlorés, ils sont cependant beaucoup plus toxiques. Ces dérivés de
l'acide phosphorique sont neurotoxiques et regroupent les pesticides les plus toxiques pour les
mammiferes (Regnault & Roger, 2005). Les organophosphorés agissent en perturbant la
transmission de l'influx nerveux ; ils ont comme cible les synapses ou ils inactivent I'enzyme
acétylcholinestérase et empéchent ainsi la dégradation de 1'acétylcholine (Regnault & Roger, 2005).
Ce neurotransmetteur s'accumule donc dans les synapses et provoque une hyperexcitation qui
conduit a la mort. La persistance couplée au caractére lipophile des organophosphorés a contribué a
leur bioaccumulation dans la faune a travers la chaine alimentaire (Wiberg et al., 2000). La
détection de ces insecticides au niveau de plusieurs écosysteémes a été rapportée par plusieurs études
récentes (Xue et al., 2005 ; Connor et al., 2007).
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L’¢tude des polluants et de leurs effets sur les écosystémes a donné naissance a une
discipline récente qu’est I’écotoxicologie dont le développement est consécutif a I’augmentation des
rejets et des accidents dus a D’intensification des activités anthropogéniques (Valavanidis et al.,
2006). De nombreuses ¢tudes ont été réalisées dans notre laboratoire concernant I'impact de ces
composés toxiques sur plusieurs organismes visés, spécialement, sur des insectes a intérét
agronomique, tels que Tenebrio molitor et Ephestia kuehniella (Soltani et al., 2002 ; Taibi et al.,
2003; Amrani et al., 2004; Soltani-Mazouni et al., 2004; Aribi et al., 2006; Chebira et al., 2006;
Berghiche et al., 2008; Khebbeb et al., 2008), Apis mellifera (Achou & Soltani, 1997; Barour et al.,
2005 ; Loucif-Ayad et al., 2008) et Lymantria dispar (Ouakid et al., 2005); a intérét médical, chez
la blatte germanique Blattella germanica (Habes et al., 2006; Kilani-Morakchi et al., 2006, 2009),
les moustiques du genre Culex (Rehimi & Soltani, 1999; Boudjelida et al., 2006; Tine-Djebbar &
Soltani, 2008 ; Alouani et al., 2009; Bouaziz et al., 2011 ; Rehimi et al., 2011), ainsi que sur des
espéces non visées telles que le myriapode Eupolybothrus nudicornis (Daas et al., 1996, 2007), le
poisson Gambusia affinis (Drardja-Beldi & Soltani, 2003 ; Soltani et al., 2008 ; Chouahda &
Soltani, 2009, 2010 ; Chouahda et al., 2007, 2010; Zaidi & Soltani, 2010, 2011), la crevette
Penaeus kerathurus (Soltani & Bezzazel, 2002 ; Morsli & Soltani, 2003 ; Lechekhab & Soltani,
2009).

Aujourd’hui, deux approches complémentaires sont utilisées comme indicateurs de
pollution : les biomarqueurs et les bioindicateurs (Valavanidis et al., 2006). Les biomarqueurs
permettent de détecter les pressions environnementales dans un milieu donné avant méme que les
effets néfastes se fassent sentir au niveau des organismes (Den Besten et al., 2001). Les
cholinestérases (ChEs) et la glutathion S-transférase (GST) ont été¢ largement utilisées comme
biomarqueurs environnementaux chez différentes espéces (Payne et al., 1996 ; Flammarion et al.,
2002 ; Corsi et al., 2003). L’AChE constitue en effet la cible privilégiée de certains insecticides
(organophosphorés, carbamates), herbicides et autres molécules neurotoxiques dont les métaux
lourds, surtout utilisée en milieu marin (Galgani & Bocquené, 1998), I’inhibition de 1’activité de
I’AChE s’est également révélée intéressante dans le cadre d’étude de la qualité des milieux
aquatiques continentaux (Payne et al., 1996 ; Flammarion et al., 1998 ; Sturm et al., 1999 ; Barra et
al., 2001). L’activité de I’AChE peut également étre modulée par la température du milieu, et
certains facteurs intrinseques, tels que la taille des organismes, peuvent étre a 1’origine des
différences d’activités observées (Flammarion et al., 2002).

Les GSTs sont des enzymes de métabolisation de phase II sont plus particulieérement
impliquées dans les créations de conjugaison avec 1’ion glutathion fournissant aux xénobiotiques un
caractére plus hydrophile qui facilite leur élimination hors de 1’organisme (Haubruge & Amichot,
1998). Ces enzymes sont présentes sous plusieurs isoforme dont certaines sont inductibles par les
contaminants qu’elles détoxiquent. Cette particularité en fait une activité intéressante en tant que
biomarqueurs de contamination par des molécules de type HAP, PCB et pesticides (Narbonne et al.,
1991). Le glutathion réduit (GSH) intervient notamment dans la détoxification des xénobiotiques en
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neutralisant divers produits du stress oxydant grace a son potentiel réducteur mais également dans la
prolifération cellulaire et la régulation de I’apoptose (Sies, 1999; Dringen, 2000). Une baisse du
taux de GSH peut étre considérée comme un indicateur de toxicité via I’induction d’un stress
oxydant. Le GSH fonctionne comme un antioxydant en bloquant les radicaux donnant 1’oxydation
du GSH en glutathion disulfide (GSSG).

Plusieurs espéces sont utilisées en prenant en compte les différents niveaux trophiques. Ces
especes sentinelles doivent en outre étre sélectionnées au sein de communautés biocénotiques sur la
base de leur pertinence vis-a-vis des types de biomarqueurs choisi ainsi que leur praticité
expérimentale (Suter, 2005). De nombreuses especes de poissons répondent a ces deux critéres,
dans I’optique d’une évaluation de la qualité des écosystémes (Van Der Oost et al., 2003). Parmi
eux, Gambusia affinis (Baird & Girard, 1853) (Cyprinodontiforme : Poeciliidae) est un poisson
larvivore d’eau douce ; il est d'aprés Wilson (1965) et Garcia (1983) le prédateur naturel des
moustiques le plus répandu et utilisé pour cela dans la lutte antipaludéenne (Farley & Younce,
1979; Lichtenberg & Getz, 1985 ; Zaidi & Soltani, 2011). C’est un modele tres utilis¢ dans les
¢tudes éco-toxicologiques pour évaluer les risques environnementaux des xénobiotiques (Mulvey et
al., 1995; Dréze et al., 2000; Tatara et al., 2002). Ainsi, des insecticides organophosphorés ont été
testes sur des enzymes cibles chez G. affinis afin d’expliquer leur différence de toxicité (Chouahda
etal., 2010).

En Algérie, divers travaux ont ét¢ menées sur les plans, physiologique, biologique et
écologique, pour permettre son intégration dans le programme de lutte biologique : Abouzeitoun
(1991), Drarja-Beldi (1993 et 2001), Tidjani (1997), Ouali (1997), Aissaoui (1998), Soltani et al.
(1999), Bouzioukh (2000), Bendali et al. (2002), Drarja-Beldi & Soltani (2003), Soltani et al.
(2008). Les recherches scientifiques indiquent que 1’utilisation massive des pesticides dans
I’environnement a un impact sur la reproduction, la croissance, le développement neurologique, le
comportement, ainsi que le fonctionnement des systémes immunitaires et endocriniens de quelques
organismes non visés.

La lutte chimique a posé a long terme d’énormes inconvénients avec, entre autres,
I’apparition d’especes de plus en plus résistantes, I’accumulation et la concentration des résidus
chez les vertébrés, notamment chez les poissons, les oiseaux et chez ’homme (Khan et al.,
2008). Dans ce contexte, le présent travail vise en premier lieu a déterminer la toxicité aigiie de
I’Actara, un insecticide organophosphoré trés utilisé en agriculture, a 1’égard des adultes
femelles de G. affinis en précisant les CLsy et CLgg, ainsi que son impact sur différents indices
métriques : rapport gonado-somatique (RGS), rapport hépato-somatique (RHS), indice de
condition (K), chez les adultes femelles. Dans une seconde série d’expériences 1’impact de ce
xénobiotique a ét¢ envisagé sur deux biomarqueurs du stress environnemental (AChE et GSH).
Enfin, dans une troisi¢éme partie, ses effets sont examinés sur la reproduction en menant un
dosage des acides nucléiques et des protéines ovariens durant la période d’activité sexuelle.
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2. Matériel et Méthodes

2.1. Présentation de I’espece utilisée

Gambusia affinis (Baird & Girard, 1853) est un poisson ovovivipare, originaire des eaux
douces du Sud-Est des Etats-Unis d’Amérique ; il s’est implantée en région méditerranéenne
suite a des introductions pour lutter contre les larves de moustique vecteurs du paludisme
(Allardi & Keith, 1991), capable d’éradiquer les moustiques du fait qu’il consomme de 42 a
167% de son poids par jour (Chipps & Wahl, 2004). Son régime comporte des petits crustacés,
du zooplancton, divers mollusques et arthropodes aquatiques, des débris, des juvéniles de
poissons (y compris de sa propre espece), et des moustiques gobés surtout au moment de
I’émergence de 1’imago (Fraval, 2002).

Ovaire Gonopode
Figure 1. Gambusia affinis femelle et male (10 mm).

Selon Cadwallader & Backhouse (1983), le corps de la gambusie est petit et trapu, le dos
un peu arqué en avant de la nageoire dorsale, la téte est grande avec une surface supérieure
aplatie. Une bouche petite, tournée vers le haut, avec une bande de petites dents sur les deux
levres. Les yeux sont larges et positionnés prés du profil dorsal, la nageoire dorsale a des petites
taches noires, et la nageoire caudale possede plusieurs lignes indistinctes de croix noires, la
nageoire anale est trés différente entre les femelles et les males. Les gambusies sont capables de
changer de couleur en changeant le niveau d’agrégation des pigments de mélanine dans les
chromatophores pour s’adapter a la couleur de son environnement (Pyke, 2005) (Fig.1).

Sa position systématique, selon Grasse (1958) est la suivante :

Embranchement : Vertébrés

Classe : Poissons

Sous classe : Téléostomes

Super ordre : Tél¢ostéens

Ordre : Cyprinodontiformes

Famille : Poeciliidae

Genre : Gambusia

espéce : affinis (Baird & Girard, 1853)

)
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Ce poison non-migrateur vit en eau douce et saumatre, avec une gamme de pH de 6,0 a
8,0 et le plus souvent a des températures entre 12 a 29° C (FishBase, 2003). Il est relativement
robuste et résistant aux changements environnementaux (Daradja-Beldi, 1993), survivant dans
les eaux avec peu d'oxygeéne, dans des salinités élevées et des températures allant jusqu'a 42° C
pour de courtes périodes (Mc Cullough, 1998). Les gambusies sont plus abondantes dans la
partie inférieure des cours d'eau. Lors d’expériences en laboratoire, il a ét¢é montré que les
variables d’habitat les plus importantes pour la gambusie sont I’eau calme et un couvert végétal
immergé assez dense (Pyke, 2005).

La gambusie possede un dimorphisme sexuel se caractérisant par une différance de
taille trés nette a 1’état mature (Fig.1). Les males croissent a 40mm de longueur, tandis que les
femelles atteignent 70mm de long (FishBase, 2003). Lorsque le male arrive a la maturité
sexuelle, les rayons de la nageoire anale s’enroule et se transforme en organe copulateurs : le
gonopode (Fig.1), il est utilisé lors de I’accouplement pour une fertilisation interne (Turner,
1941) ; par contre, chez la femelle, la nageoire anale reste inchangée et est de forme arrondie.

Leur mode de reproduction est ovovivipare, la femelle est reconnue par la tache noire
sombre au-dessus du corps et qui correspond a 1’ovaire (Chambolle, 1970). La fécondation est
interne et associée a une gestation intra-folliculaire au sein de 1’ovaire (Constantz, 1989). La
durée de la gestation est assez variable, elle varie entre 25 et 35 jours (Dradja-Beldi 1993). Les
femelles ont la capacité de stocker le sperme dans le repli de I’épithélium ovarien et de le
disperser pour une nouvelle fécondation sans I’implication des males (Robbins et al., 1987 ;
Haynes, 1993 ; Chambolle, 1970). Leur survie est trés longue puis qu'une femelle peut étre
I’objet de 4 a 5 gestations successives sans nouvelle insémination (Chambolle, 1973). La taille
des portées est généralement autour de 60 jeunes, mais les femelles peuvent transporter plus de
300 alevins (McDowall, 2000).

Les adultes males atteignent la maturité sexuelle au bout de quatre semaines, par contre
six semaines pour les adultes femelles (McDowall, 2000). Wurtsbaugh & Cech. (1983) ont
observé chez G. affinis une relation linéaire croissante entre la température de 1’eau et la
croissance jusqu’ a 30°C. Au dessus de 35°C, la croissance est ralentie. Aussi, I’augmentation de
la densité des poissons semble freiner la croissance (Busack & Gall, 1983).

2.2. Technique d’élevage

Les poissons ont été récoltés a Ain El Berda (Fig. 2) (36°44'50" N et 7° 40'14" E). La
péche des gambusies a été¢ pratiquée a 1’aide d’une grande épuisette avec une ouverture de
maille de Imm (Fig.3). Sa robustesse rend son transport et son ¢levage assez aisés.

Au laboratoire, I’¢levage des poissons est réalisé dans des aquariums d’une capacité de
50 a 80 litres (Fig. 4), remplis d’eau de robinet préalablement exposée a 1’air libre pendant 48
heures afin de la débarrasser des hypochlorites de sodium (Drardja-Beldi, 1993). Les aquariums
sont munis de pompe a air (Nirox X5) et de filtres (ATMAN, AT 1000F). Les paramétres
physico-chimiques de I’eau sont une température de 21,0 £ 0,3 C°, une salinité de 318,4 + 43,4
mg/l, un pH : 7,4+0,1 et un taux d’oxygéne dissous de 3,5 + 0,4 mg/l. Les poissons sont nourris
quotidiennement avec une préparation a base de crevettes et des poissons déshydratés,
commercialisée sous le nom de Tetramin® (Tetrawerk, Allemagne).
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Figure 3. Technique de péche a I’épuisette.

Figure 4. Elevage de G. affinis au laboratoire.




Matériel & Méthodes

2.3. Insecticide et traitement
2.3.1. Présentation de P’insecticide

L’ Actara® 25WG est un insecticide doté d’un large spectre d’activité pour usage foliaire
et au sol. Il agit sur les insectes par contact et ingestion. Sa matic¢re active le thiaméthoxam
appartenant a la classe chimique des néonicotinoides, sous-classe des thianicotinyls. Ce
néonicotinoide de deuxieme génération se distingue de ceux qui existent sur le marché par sa
structure chimique : il posseéde un hétérocycle chlorothiazole et un anneau oxadiazinane qui
insere le groupe nitroguanadine. Cette particularité structurale lui confére des caractéristiques
physico-chimiques, toxicologiques et biologiques propres, différentes de celles des autres
substances de son groupe, comme par exemple la photostabilité, le coefficient de partition, la
solubilité dans I’eau, le spectre d’activité et les doses d’utilisation. Le nom commun est : 3-[(2-
chloro-5-thiazolyl) methyl] tetrahydro-5-methyl-N-nitro-4H-1, 3, 5-oxadiazin-4-imine (fig.5), et
sa formule de structure est : CsH;oCINsO3S avec un poids moléculaire de 291.7147 g. 11 a été
présenté a la conférence de Brighton en 1998 (Senn et al., 1998).

ii:]ﬁH

N0
Y e

N

“NO,

Figure 5. Structure chimique du Thiamethoxam.

2.3.2. Traitement

L’actara a été utilisé a différentes concentrations additionnées a I’eau d’¢levage de G.
affinis : 75, 85,100 et 125 mg de matiére active /L.

» La premicre série d’expérience, vise a examiner la toxicité aigiie de 1’actara vis-a-vis des
femelles adultes de G. affinis.

» La deuxiéme série elle envisage I’effet de I’actara sur la croissance des gambusies
femelles adultes.

» La troisiéme série a pour objectif d’évaluer I’effet de I’actara sur deux biomarqueurs
(AChE et GSH).

» Quant a la quatriéme série de traitement est destinée pour le dosage des acides nucléiques
(ADN, ARN) et des protéines dans les ovaires.

» La dose utilisée dans les expériences correspondant a la CLso/24h obtenue dans la
premiére partie a I’égard des femelles adultes G. affinis.




Matériel & Méthodes

2.4. Tests de toxicité

Ces tests ont pour but d’estimer les concentrations Iétales 50 et 90 (CL 50 et CL 90) de
I’actara vis-a-vis de G.affinis. IlIs sont conduits avec 3 répétitions comportant chacune 10
individus.

2.4.1. Mortalité observée
Le pourcentage de mortalité observée chez les gambusies traitées par ’actara a
différentes concentrations ainsi que chez les témoins est déterminé selon la formule suivante :

Mortalité ObserVée (%) _ Mombre de pois50N5 MOrts Aprés ralteme nt

Nombre total de poassons traités

x100]

2.4.2. Mortalité corrigée
Le pourcentage de mortalité observée est corrigé par la formule d’Abbott (1925) qui
permet d’éliminer la mortalité naturelle.

Mortalité corrigée (%) __ Mortalite observes ches traites mortalite observes chezler temoins < 100

100-mortalitec chservee cheoz los tomoins

2.4.3. Transformation angulaire

Les pourcentages de mortalité corrigée subissent une transformation angulaire selon
Bliss (1938), cité par Fisher & Yates (1957). Les données ainsi normalisées font I’objet d’une
analyse de la variance a un critére de classification suivie par le classement des concentrations
par le test Tuckey.

2.4.4. Analyse des probits
Les pourcentages de mortalité corrigée subissent une transformation en probit (Fisher
&Yates, 1957). Le logarithme décimal des concentrations en fonction du probit nous permet de
déterminer la droite de régression a partir de la quelle les CL50 et CL90 sont précisées (Finney,
1971).
2.4.5. Intervalle de confiance
La méthode de Swaroop et al., (1966) précise I’intervalle de confiance (IC) avec une
probabilité de 95% (Limite supérieure = CL50 x FCL50 ; Limite inférieure = CL50 / FCL50).
Aussi deux parametres sont nécessaires :
- Le 1% paramétre est le S (Sloppe), donné par la formule suivante :
S =(CL84 / CL50 + CL50 / CL16) / 2
- Le 2°™ paramétre est la CL50 donné par la formule suivante :
FCLS50 = Anti log C
C=2,77/+N xlog$

N : Nombre total des individus testés (CL16 — CL84).
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2.5. Prélévement des organes

Apres 1’anesthésie, par une solution d’éther dilué dans la quelle le poisson est immergé,
quelques minutes (3-5 min) jusqu'a ce que ses opercules cessent de battrent (Kah, 1986), le
poisson ensuite est fixé latéralement sur une plaque de paraffine a I’aide d’épingles par 1’orifice
buccale et la nageoire anale. L’incision se fait de I’orifice génital jusqu'aux opercules (Fig.6).
Apres avoir dégagé le tégument recouvrant la cavité génitale, ’hépatopancréas et 1’ovaire sont
récupérés, la téte sera prélevé en dernier.

Hépatopancréas ——— Ovaire

Figure 6. Dissection de la femelle G. affinis.
2.6. Techniques biométrique

2.6.1. Mensuration et pesées
La longueur totale (L) est la distance entre I'extrémité de la nageoire caudale et

I’extrémité du maxillaire ou le poisson doit étre bien étalé sur une reégle (Kerstant, 1985). Les
corps entiers des poissons ainsi que les hépatopancréas ont été pesés a I’aide d’une balance de
précision (Sartorius).

2.6.2. Rapport gonado-somatique
Le rapport gonado-somatique (RGS) permet de caractériser I’importance pondérale des
gonades et il s’exprime, selon Bougis (1952), par la formule suivante :

PG

RGS = <100

PT
PG : Poids des gonades (mg), PT : Poids total du corps (mg).

2.6.3. Rapport hépato-somatique
Le rapport hépato-somatique (RHS) est exprimé selon Bougis (1952), par la formule
suivante :

PH
RHS =

x 100
PT

PH : Poids de I’hépatopancréas (mg), PT : Poids total du corps (mg).

2.6.4. Coefficient de condition
Le coefficient de condition s’exprime par la formule de Le Cren (1951) suivante :

P
K= x 100
L3
P : Poids total du corps (mg), L. : Longueur totale (mm).

)
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2.7. Activités enzymatiques
2.7.1. Dosage du glutathion

Le dosage du glutathion est effectu¢ au niveau de I’hépatopancréas des femelles adultes
témoins et traités a 1’actara apres 24 heures d’exposition. Il est quantifi¢ selon la méthode de
Weckberker & Cory (1988), qui repose sur la mesure colorimétrique de I’acide 2-nitro 5-
mercapturique, résultant de la réduction de I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobinzoique(DTNB) par
les groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré a une longueur d’onde de 412 nm.

Le dosage s’effectue aprés homogénéisation (30 secondes) des échantillons (fragments de
I’hépatopancréas) dans 1 ml d’une solution d’ethyléne diamine tétra-acétique (EDTA) a 0,02 M
(7,44 g EDTA et 1000 ml d’eau distillée) a I’aide d’un ultrason (Sonifer B-30). L’homogénat
doit subir une déprotéinisation par 1’acide sulfosalicylique (ASS) 0,25% (0,25 g d’ASS, 100 ml
d’eau distillée). Ainsi, 0,2 ml du ASS sont additionnés a 0,8 ml d’homogénat. Le mélange apres
agitation est plongé pendant 15 mn dans un bain de glace, puis centrifugé a 1000 tours /mn
pendant 5 mn. Une fraction aliquote (500 pl) du surnageant récupéré est ajoutée a 1 ml du
tampon tris /EDTA (0,02 M, pH 9,6) (63,04 g tris, 7,4448 g EDTA et 1000 ml d’eau distillée) et
0,025 ml de DTNB (0,01 M) (3,96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu) (fig.7).

Le mélange est laissé pendant 5 mn a température ambiante avant la mesure des
absorbances contre un blanc ou les 500 pl du surnageant sont remplacés par 500 pl eau distillée.
Le taux de GSH est exprim¢ par rapport aux quantités de protéines.

Le taux de glutathion (WM/mg de protéines) est estimé selon la formule suivante :

ADo VAVt e
—— — m € proteines
131 VR " Vs 5 EUE

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

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

13,1 : coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH).

Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1ml (0,2 ml ASS + 0,8 ml
homogénat).

Vh : volume de I’homogénat utilisé dans la déprotéinisation : 0,8 ml.

Vt: volume total dans la cuve: 1,525 ml (0,5 ml surnageant + 1ml tris/EDTA + 0,025 ml
DTNB).

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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Tissu

Broyage
1 ml EDTA (0,02 M)

|
l

Déprotéinisation a I’acide sulfosalycilique (0,25%)

Homogeénéisation + 15 min bain de glace

v

Protéines
(Bradford, 1976)

Centrifugation (1000 trs/mn, 5 mn)

Surnageant

v

GSH (uM/mg de protéines)

Figure 7. Dosage du glutathion (Weckberker & Cory, 1988).
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2.7.2. Dosage de ’acétylcholinestérase

La méthode de dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) la plus courante (Ellman et al.,
1961) consiste a fournir a I’enzyme un substrat, 1’acétylthiocholine (ASCh), dont I’hydrolyse
libére de la thiocholine (SCh) et de I’acide acétique. La quantité de thiocholine obtenue est
proportionnelle a Iactivité enzymatique, on la révele grace a une méthode colorimétrique faisant
intervenir un ion (le dithiobisnitrobenzoate ou DTNB) qui se lie avec la thiocholine pour former
un complexe de couleur jaune que I’on dose a 412 nm. Les échantillons sont homogénéisés
pendant quelques secondes dans 1 ml de solution détergente (38,03 mg éthyléne glycol tris-beta-
aminoéthyl éther N N N’ N’ ou EGTA, 1 ml triton X 100%, 5,845 g Nacl, 80 ml tampon tris
10mM) a l'aide d’'un homogénéisateur a ultrasons (Sonifer B-30) puis centrifugés a 5000
tours/mn pendant 5 mn (fig.8). Le surnageant est utilis¢é immédiatement pour la mesure de
I’activité AChE.

Le dosage de I’AChE est déterminée comme suit : 100 pl de surnageant sont
additionnées a 100 pul de DTNB (0,1 M, pH 8) (39,6 mg de DTNB, 15 mg CO3 Na, dans 10 ml
tris 0,1 M pH 7) et 1 ml du tampon tris (0,1 M, pH 7). Aprés 3 a 5 minutes de repos nécessaire
pour épuiser la réaction spontanée, 100 pl de substrat acétylthiocholine iodide (Sigma R) (118
mg ASCh dans 5 ml d’eau distillée) sont ajoutés. La lecture des densités optiques s’effectue a
412 nm toutes les 4 minutes pendant 20 minutes contre un blanc ou le surnageant a ét¢ remplacé
par un volume équivalent de solution détergente (100 pl).

L’activité spécifique de I’AChE est déterminée par la formule suivante :

ADo/mn Vit -
L mg de protéines
1,36x10 Vs

X: nanomole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (nM/mn/mg de protéines).

ADo: pente de la droite de régressions obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du temps.

1,36 x 10" : coefficient d’extinction molaire du DTNB (M'cm™).

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

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

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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\’I‘ffe/

Broyage
1 ml solution détergente

Centrifugation (5000 trs/min, 15min)

Surnageant
Protéines AChE

(Bradford, 1976) (Ellman et al., 1961)

Figure 8. Dosage de I’acétylcholinestérase (Ellman et al., 1961).

<
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2.8. Extractions et dosage des acides nucléiques

L’extraction des acides nucléiques est faite selon la méthode de Shibko et al., 1966
(fig.9), les ovaires sont déposés dans des tubes d’eppendorf contenant 500 ul d’eau distillée
additionnés de 2 pl de phénylméthylsilfonylfluoride (PMSF) (45 mg/1 ml éthanol) , puis stockés
au congélateurs a -20°C jusqu’au jour du dosage.

2.8.1. Dosage de ’ADN

L’ADN a ¢été¢ quantifié selon la méthode de Schneider (1957) qui utilise la
diphénylamine comme réactif (1 g de diphénylamine; 100 ml d’acide acétique glacial ; 2,75 ml
d’acide sulfurique) et une solution mere de thymus de veau comme standard (Sigma) (1mg/ml)
(Tableau 1).

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

-----

ADN standard (pl)
Eau distillée (pul) 500 480 460 440 420
Diphénylamine (ml) 1 1 1 1 1

Apres chauffage au bain marie pendant 20 minutes a 90°C, il se développe alors une
coloration rosatre. Le dosage de I’ADN a été effectué sur des fractions aliquotes (100 pl) des
extraits biologiques a laquelle est additionné 1 ml de réactif de diphénylamine. Les absorbances
sont lues dans un spectrophotométre a une longueur d’onde de 602 nm contre un blanc de
gamme.

2.8.2. Dosage de ’ARN

L’ADN a été quantifié selon la méthode de Burton (1956) qui utilise I’orcinol comme
réactif (0,5 g de FeCls; 1g d’orcinol et 100 ml d’HCI 96%) et une solution meére (1 mg/ml) de
levure de boulanger comme standard (Sigma) (Tableau 2).

Tableau 2: Dosage ARN, réalisation de la gamme d’étalonnage.

-----

ARN standard (pl)
Eau distillée (ml) 1,5 1,48 1,46 1,44 1,42
Orcinol (ml) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5

Les tubes aprés agitations, sont chauffés au bain marie a 90°C pendant 10 min. II se
forme une coloration bleu clair. Le dosage de ’ARN a été effectué sur des fractions aliquotes
(100 pl) des extraits biologiques auxquels sont additionnés 1,5 ml de réactif d’orcinol. Les
absorbances sont lues dans un spectrophotométre a une longueur d’onde de 660 nm contre un
blanc de gamme.

a
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Broyage des ovaires
L’homogénat (0,625 ml) + 0,125 ml TCA (6,9 M)

j

Refroidir (0°C, 15 min)

E

Centrifugation (4000 trs/min, 15min)

|

Culot 1+ PCA (0,5M) s Surnageant 2 ]

v

Culot 2 + NaOH (0,3M) ﬂ | Surnageant 3 1
+ PCA (0,5M) ARN
l ﬂ Burton (1956)
Culot 3 + PCA (0,5M) —> Surnageant 4
Culot 4 + PCA (0,15M)  —————— Surnageant 5
+ PCA (6,9M) ADN
3’ ﬁ Scheneider (1957)

Culot 5+ PCA (0,15M) =——> Surnageant 6 ]

ﬂ Centrifugation (4000 trs/min, 15min)

Figure 9: Extraction des acides nucléiques (Shibko et al., 1966).
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2.9. Extractions et dosage des protéines

L’extraction des protéines a été réalisée selon Shibko et al., 1966. Les échantillons ont
¢été conservés dans 1ml d’acide trichloroacétique 20% (TCA). Aprés un broyage aux ultrasons
(Sonifer B-30) et une centrifugation (5000 tours/ mn pendant 10 mn). Au culot 1 sera ensuite
additionné 1 ml d’un mélange éther/chloroforme (1V/1V). Une deuxiéme centrifugation (5000
tours/mn pendant 20 mn) permet de récupérer le culot 2 ; il sera repris dans 1 ml de soude
(NaOH) a 0,1 N pour I’estimation des protéines totales (fig.10).

La quantification des protéines a été faite selon la méthode de Bradford (1976) sur une
fraction aliquote de 0,Iml de ’homogénat additionnée de 4 ml de bleu brillant de Coomassie
(BBC) (G 250, Merk) comme réactif (100 mg de BBC, 50 ml d’éthanol 95 %, 100 ml d’acide
orthophosphorique 85% et complété a 1000 ml par I’eau distillée). L’albumine de sérum de beeuf
(BSA, Sigma) a été utilisée comme standard. La lecture des absorbances s’effectue a une
longueur d’onde de 595 nm dans un spectrophotometre, et la gamme d’étalonnage est réalisée a
partir d’une solution mére d’albumine de beeuf (1 mg /ml) selon les indications ci-dessous dans
le tableau 3 :

Tableau 3 : Dosage des protéines, réalisation de la gamme d’étalonnage.

-----“
Solution d’albumine (1)

Eau distillée (pul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 1 4 4 4 4

Tissu + 1 ml TCA 20 %

v
Broyage (ultrasons) + Centrifugation (5000 trs/ min, 10 min)

v

Culot 1
v

1ml éther/chloroforme (1V/1V)
N
Centrifugation (5000 trs/min, 20 min)

v

Culot 2
v

1ml NaOH (0,1 N)

v

Agitation
v

Fraction aliquote (100 pl)

7
Protéines (Bradford, 1976)

Figure 10: Extraction des protéines (Shibko et al., 1966).
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2.10. Analyses statistiques

Les résultats obtenus ont été exprimés sous forme de moyenne + 1’écart type établie sur
un effectif précisé dans les tableaux. Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel
MINITAB (Version 14, PA State College, USA) disponible au Laboratoire de Biologie Animale
Appliquée. Des équations de régression linéaire ont été¢ déterminées pour les différents dosages
afin d’établir les concentrations dans les différents échantillons. Les séries témoins et traités ont
¢été comparées deux a deux avec le test t de Student. Une analyse de la variance a un critére de
classification a également été effectuée.
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3. Résultats

3.1. Toxicité aigiie de ’actara

Le traitement avec 1’actara a différentes concentrations (75, 85, 100 et 125 mg/L), a montré
que le taux de mortalité observée et nul chez les séries témoins et augmente chez les séries traitées
jusqu'a 90,00 £ 17,32 % pour la concentration la plus élevée (125 mg/L) (Tableau 4).

Tableau 4 : Toxicité¢ de ’actara (mg/L) a I’égard des adultes femelles de Gambusia affinis aprés
une exposition de 24h : mortalité observée (%) (m + s ; n = 3 répétitions comportant chacune 10
individus.

Concentrations
(mg/L)
Témoins
Répétitions
R, 0 10 60 90 100
R, 0 10 70 80 100
R; 0 10 50 40 70
m=s 0,00 + 0,00 | 10,00+ 0,00 | 60,00 + 10,00 | 70,00 + 26,45 | 90,00 + 17,32

Les mortalités corrigées par la formule d’Abbott (1925) montrent Ieffet réel du
traitement ; les mortalités varient de 10,00 + 0,00 % pour la faible concentration (75 mg/L) jusqu'a
90,00 £ 17,32 % pour la concentration la plus élevée (125 mg/L) (Tableau 5).

Tableau 5 : Toxicité¢ de ’actara (mg/L) a I’égard des adultes femelles de Gambusia affinis aprés
une exposition de 24h : mortalité corrigée (%) (m £ s ; n = 3 répétitions comportant chacune 10
individus).

Concentrations
(mg/L)
Répétitions
R, 10 60 90 100
R, 10 70 80 100
R; 10 50 40 70
m=ts 10,00 = 0,00 60,00 + 10,00 70,00 + 26,45 90,00 + 17,32

Les taux corrigés subissent une transformation angulaire (Tableau 6) et font I’objet d’une
analyse de la variance a un seul critére de classification. L’analyse statistique des données
(Tableau 7) indiquent un effet concentration trés hautement significatif (p=2 0,001). Le classement

des concentrations par le test de Tukey révele trois groupes de concentration : le groupe A renferme
la concentration 75 mg/L, le groupe B renferme les concentrations 85 et 100 mg/L, tandis que le
groupe C renferme la concentration 125 mg/L (Tableau 8 ; Fig. 11).
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Tableau 6 : Toxicité de ’actara (mg/L) a 1’égard des adultes femelles de Gambusia affinis aprés
une exposition de 24h : transformation angulaire (m = s ; n = 3 répétitions comportant chacune
10 individus).

Concentrations
(mg/L)
Répétitions
R, 18,43 50,77 71,57 84,26
R, 18,43 56,79 63,43 84,26
R3 18,43 45,00 39,23 56,79
m=s 18,43+ 0,00 50,89 + 8,33 58,07 +£ 16,82 75,10 + 15,85

Tableau 7 : Toxicité¢ de ’actara (mg/L) a I’égard des adultes femelles de Gambusia affinis aprés
une exposition de 24h : analyse de la variance a un critére de classification (m + s ; n = 3 répétitions
comportant chacune 10 individus).

Sources de DDL SCE CM F obs P
variation
Factorielle 3 10425 3475 12,64 0,001 %**
Résiduelle 8 2200 275
Totale 11 1262

Tableau 8 : Toxicité¢ de ’actara (mg/L) a I’égard des adultes femelles de Gambusia affinis aprés

une exposition de 24h : classement des concentrations (m = s ; n = 3 répétitions comportant chacune
10 individus).

Concentrations (mg/L)  Mortalité corrigée Mortalité transformée Classement
75 10,00 + 0,00 18,43 + 0,00 A
85 60,00 + 10,00 50,89 + 8,33 B
100 70,00 + 26,45 58,07 + 16,82 B
125 90,00 £ 17,32 75,10 + 15,85 C
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Figure 11. Toxicité de I’actara (mg/L) a 1’égard des adultes femelles de Gambusia affinis aprés une
exposition de 24h : classement des concentrations.

Tableau 9 : Toxicité de I’actara (mg/L) a I’égard des adultes femelles de Gambusia affinis aprées
une exposition de 24h : transformation en probits (m £ s ; n = 3 répétitions comportant chacune
10 individus).

\ Concentration(mg/L) 75 85 100 125
Mortalités corrigées 10 60 70 90
Probits 3,7184 5,2533 5,5244 6,2816

Tableau 10 : Toxicité de I’actara (mg/L) a 1’égard des adultes femelles de Gambusia affinis aprés
une exposition de 24h : transformation des concentrations en logarithmes décimaux (m+s;n=3
répétitions comportant chacune 10 individus).

Concentrations (mg/L)

Log concentrations 1,87 1,92 2 2,09
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Figure 12. Toxicité de I’actara (mg/L) apres 24h d’exposition des femelles de Gambusia affinis.

L’équation de la droite de régression exprimant le probit des pourcentages de mortalité
corrigée en fonction du logarithme décimal des concentrations est représentée dans la figure 12.
Avec un coefficient de détermination R* = 84,14%, elle révéle une liaison positive tres forte entre le
Probit et le logarithme décimal des concentrations. Les concentrations létales 50 (CL50) et 90
(CL90), déterminées a partir de la droite de régression sont respectivement 89,35 mg/L, 119,16
mg/L (Tableau 11).

Tableau 11 : Toxicité de I’actara (mg/L) aprés 24h d’exposition des femelles de Gambusia affinis :
parametres de toxicité et détermination des différentes concentrations létales (CL10, CL25, CL50 et
CL90) avec leur intervalle de confiance (IC).

Traitement Droite de régression Slope CL10 (10) CL25 (10) CL50 (10) CL90 (10)

Actara Y =10,252X - 15,003 | 1,25 67,00 76,79 89,35 119,16
(62,61-71,69) (71,76-82,16) | (83,50-95,63) | (111,36-127,50)
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3.2 Effet de I’actara sur les indices métriques
3.2.1. Rapport gonado-somatrique et hépato-somatrique

Les résultats concernant le rapport gonado-somatique (RGS) chez les femelles adultes sont
représentées dans le tableau 12 et la figure 13. La comparaison avec le test "t" de Student des
valeurs moyennes obtenues chez les séries traitées et témoins réveéle que le traitement a I’actara
(CLso = 89,35 mg/L) provoque une diminution trés hautement significative (p<0,001) du RGS
comparativement aux témoins. En effet, le RGS passe de 17,44 + 1,86 chez les témoins a 9,24 +
1,60 chez les traitées. D’autre part, on enregistre également une diminution trés hautement
significative (p<0,001) du rapport hépato-somatique (RHS) (Tableau 14, Figure 14) ; le RHS atteint
la valeur moyenne de 0,07 + 0,01 chez les séries traitées contre 0,18 & 0,02 chez les séries témoins.
Par ailleurs, I’analyse de la variance indique un effet traitement trés hautement significatif
(p<0,001) pour le RGS et le RHS (Tableaux 13 et 15).

Tableau 12 : Effet de ’actara (CLso = 89,35 mg/L) sur le rapport gonado-somatique des adultes
femelles de G. affinis (m = s; n = 10). Les moyennes d’un méme traitement aprés 24 heures
d’exposition.

Témoins Traitées

Répétitions

17,44 £ 1,86 a 9,24+ 1,60 b
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Figure 13. Rapport gonado-somatique chez les adultes femelles de G. affinis (m+ s ; n = 10).

Tableau 13 : Effet de I’actara (CLsp = 89,35 mg/L) sur le rapport gonado-somatique des adultes
femelles de G. affinis : Analyse de la variance a un seul critére de classification (Traitement).

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Traitement 1 335,97 335,97 111,23 0,000%**
Erreur Résiduelle 18 54,37 3,02

Totale 19 390,34

*%% : p< 0,001(tres hautement significatif)
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Tableau 14 : Effet de I’actara (CLso = 89,35 mg/L) sur le rapport hépato-somatique des adultes
femelles de G. affinis (m = s; n = 10). Les moyennes d’un méme traitement aprés 24 heures
d’exposition.

Témoins Traitées

Répétitions
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Figure 14. Rapport hépato-somatique chez les adultes femelles de G. affinis (m £ s ; n=10).
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Tableau 15 : Effet de I'actara (CLsp = 89,35 mg/L) sur le rapport hépato-somatique des adultes
femelles de G. affinis : Analyse de la variance a un seul critére de classification (Traitement).

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Traitement 1 0,053148 0,053148 94,02 0,000%**
Erreur Résiduelle 18 0,010175 0,000565

Totale 19 0,063323

*%% : p< 0,001 (tres hautement significatif)
3.2.3. Indice de condition

L’analyse statistique avec le test "t" de Student des taux moyens traitées et témoins chez les
femelles adultes de G. affinis indiquent que le traitement n’a pas d’effet significatif (p>0,05) sur
I’indice de condition au cours du traitement (Tableau 16; Fig 15). De plus, ’analyse de la variance a
un critére de classification révele un effet traitement non significatif (p>0,05) (Tableau 17).

Tableau 16 : Effet de ’actara (CLso = 89,35 mg/L) sur I'indice de condition des adultes femelles
de G. affinis (m+ s ; n=10). Les moyennes d’un méme traitement apreés 24 heures d’exposition.

Indice de condition

Témoins Traitées

Répétitions

101 102
0,97 0.98
B 0.9
I B R 0,91
s 0.94
1.08 0.95
L o 101
B B R 0.96
0.99 038
1,05 + 0,06 a 0,93 + 0,04 a
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Figure 15. Indice de condition chez les adultes femelles de G. affinis (m+s ; n = 10).

Tableaul?7 : Effet de I’actara (CLso = 89,35 mg/L) sur I’indice de condition des adultes femelles de
G. affinis : Analyse de la variance a un seul critére de classification (Traitement).

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Traitement 1 0,0005 0,0005 0,01 0,911
Erreur Résiduelle 18 0,7043 0,0391

Totale 19 0,7048

NS': p> 0,05 (non significatif)
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3. 3. Effet de ’actara sur les biomarqueurs
3.3.1. Glutathion

La détermination du taux de glutathion a été réalisée par application de la formule de
Weckberker & Cory (1988) au niveau de I’hépatopancréas des adultes femelles. L’analyse
statistique avec le test "t" de Student des taux moyens du GSH chez les femelles adultes de G.
affinis indique une diminution significative (p<0,05) aprés une période d’exposition de 24 heures
pour passer de 0,47 + 0,13 uM/mg de protéines chez les individus témoins a 0,24 = 0,07 uM/mg de
protéines chez les individus traités (Tableau 18 ; Fig. 16). L’analyse de la variance a un critére de
classification indique qu’il y’a un effet traitement significatif (p<0,05) (Tableau 19).

Tableau 18 : Effet de ’actara (CLso = 89,35 mg/L) sur le taux de GSH (uM/ mg de protéines) chez
les adultes femelles de G. affinis (m £ s; n = 5). Les moyennes d’'un méme traitement apres 24
heures d’exposition.

de protéines) Témoins Traitées
Répétitions

068 0.16
043 032
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D ox 0.18
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Figure 16. Effet de I’ Actara (CLso = 89,35 mg/L) sur le taux de GSH (uM/ mg de protéines) chez
les adultes femelles de G. affinis (m+ s ; n=15).




Résultats

Tableau 19 : Effet de I’ Actara (CLso = 89,35 mg/L) sur le taux de GSH (uM/ mg de protéines) chez
les adultes femelles de G. affinis: Analyse de la variance a un seul critére de classification

(Traitement).

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Traitement 1 0,1277 0,1277 10,38 0,012*
Erreur Résiduelle 8 0,0984 0,0123

Totale 9 0,2261

* : p<0,05 (significatif)
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3.3.1. Acétylcholinestérase

L’activité enzymatique de I’AChE est déterminée selon la méthode d’Ellman et al.,(1961)
en utilisant les tétes des adultes femelles, et calculée d’apres les pentes des droites de régressions
exprimant 1’absorbance en fonction du temps. La comparaison des moyennes des adultes femelles
traitées avec les adultes femelles témoins par le test "t" de Student indique une diminution trés
hautement significative (p<0,001) de I’activité enzymatique de I’AChE cérébrale apres une période
d’exposition de 24 heures pour passer de 19,31 £+ 4,12 nM/min/mg de protéines chez les individus
témoins a 10,62 + 0,86 nM/min/mg de protéines chez les individus traités (Tableau 20; Fig 17).
L’analyse de la variance a un critere de classification (Traitement) indique qu’il y’a un effet
traitement trés hautement significatif (p<0,001) (Tableau 21).

Tableau 20 : Effet de I'actara (CLsp = 89,35 mg/L) sur Dlactivit¢ enzymatique de I’AChE
(nM/min/mg de protéines) chez les adultes femelles de G. affinis (m+s; n=6).

1 25,71 11,99
2 19,15 10,87
3 16,78 10,47
4 14,99 9,77
5 22,69 9,67
6 16,57 10,96
Moyenne + Ecart type 19,31 +4,12 a 10,62 + 0,86 b

25 -+

=

—_ 20 -

QO ‘»

-

P

g e 15 1 Hkk

g a

=

= e

\g %ﬂ 10 A

o F 5 -

3 O 1 T

Témoins Traitées

Figure 17. Effet de I’actara (CLso = 89,35 mg/L) sur I’activité enzymatique de ’AChE
(nM/min/mg de protéines) chez les adultes femelles de G. affinis (m+ s ; n = 6).
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Tableau 21: Effet de I'actara (CLsp = 89,35 mg/L) sur Dlactivit¢ enzymatique de I’AChE
(nM/min/mg de protéines) chez les adultes femelles de G.affinis : Analyse de la variance a un seul

critére de classification (Traitement).

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Traitement 1 226,72 226,72 25,57 0,000%**
Erreur Résiduelle 10 88,68 8,87

Totale 11 315,41

*¥% - p< 0,001 (trés hautement significatif)
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3.4. Effet de ’actara sur la reproduction
3.4.1. Effet de I’actara sur le taux des acides nucléiques

L’extraction de ’ADN et I’ARN ovariens de G. affinis ont été extraits selon le procédé de
Shibko et al., (1966). Les ovaires sont prélevés des femelles pendant la période de I’activité
sexuelle.

3.4.1.1. Effet de ’actara sur le taux d’ADN

La comparaison des moyennes avec le test "t" de Student désigne une inhibition tres
hautement significative (p<<0,001) des taux de I’ADN apres une période d’exposition de 24 heures
pour passer de 5,65 + 0,84 pg/mg de tissu chez les femelles témoins a 2,33 + 0,62 pg/mg de tissu
chez les femelles traitées (Tableau 22; Fig 18). L’analyse de la variance a un critére de
classification (Traitement) indique qu’il y’a un effet traitement trés hautement significative
(p<0,001) (Tableau 23).

Tableau 22 : Effet de I’actara (CLso = 89,35 mg/L) sur le taux d’ADN (ug/mg de tissu) chez les
adultes femelles de G. affinis (m £ s ; n = 5), aprés une exposition de 24 heures.

5,84 1,74
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Figure 18. Effet de I’actara (CLso = 89,35 mg/L) sur le taux de ’ADN (pg/mg de tissu) chez les
adultes femelles de G. affinis (m+s ; n=15).
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Tableau 23 : Effet de I’ Actara (CLsp = 89,35 mg/L) sur le taux de I’ADN (pg/mg de tissu) chez les
adultes femelles de G.affinis : Analyse de la variance a un seul critére de classification (Traitement).

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Traitement 1 27,556 27,556 49,82 0,000***
Erreur Résiduelle 8 4,425 0,553

Totale 9 31,981

*¥% . p< 0,001 (trés hautement significative)
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3.4.1.2. Effet de ’actara sur le taux d’ARN

Concernant les valeurs moyennes des taux d’ARN, la comparaison avec le test "t" de
Student désigne aussi une inhibition trés hautement significative (p<0,001) aprés une période
d’exposition de 24 heures pour passer de 8,18 = 1,21 pg/mg de tissu chez les femelles témoins a
2,94 + 0,41 ng/mg de tissu chez les femelles traitées (Tableau 24 ; Fig 19). L’analyse de la variance
a un critére de classification (Traitement) indique qu’il y’a un effet traitement trés hautement
significative (p<0,001) (Tableau 25).

Tableau 24 : Effet de I’actara (CLso = 89,35 mg/L) sur le taux d’ARN (pg/mg de tissu) chez les
adultes femelles de G. affinis (m £ s ; n = 5), aprés une exposition de 24 heures.

1 7.97 2.48
2 9,59 3,05
3 8,53 262
4 6,28 3,05
S 8,53 3,54
Moyenne = Ecart type 8,18+1,21a 2,94+041b
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Figure 19. Effet de I’actara (CLso = 89,35 mg/L) sur le taux de ’ARN (ug/mg de tissu) chez les
adultes femelles de G. affinis (m+s ; n=15).
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Tableau 25 : Effet de ’actara (CLso = 89,35 mg/L) sur le taux de I’ARN (pug/mg de tissu) chez les
adultes femelles de G. affinis: Analyse de la variance a un seul critére de classification

(Traitement).

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Traitement 1 68,435 68,435 83,14 0,000%**
Erreur Résiduelle 8 6,585 0,823

Totale 9 75,020

*¥% . p< 0,001 (trés hautement significative)
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3.4.2. Effet de I’actara sur le taux des protéines

La quantification des protéines dans les ovaires a été réalise a partir d’'une courbe de
référence utilisant I’albumine comme protéine standard. La comparaison des valeurs moyennes des
taux des protéines ovariennes traitées avec celle des témoins avec le test "t" de Student indique que
I’actara provoque une diminution trés hautement significative (p<0,001) en passant de 8,41 + 1,56
pg/ mg de tissu chez les femelles témoins a 3,18 + 0,77 pg/ mg de tissu chez les femelles traitées
(Tableau 26 ; Fig 20). L’analyse de la variance révele aussi un effet traitement trés hautement
significative (p<0,001) (Tableau 27).

Tableau 26 : Effet de ’actara (CLso = 89,35 mg/L) sur les taux des protéines ovariennes (pg/mg de
tissu) chez les adultes femelles de G. affinis (m + s ; n = 5), aprés une exposition de 24 heures.

Taux des protéines

pg/ mg de tissu Témoins Traitées
Répétitions
1 8,71 3,71
2 7,74 3,88
3 7,96 2,19
4 10,69 2,03
5 8,14 4,16
6 7,38 3,72
7 9,83 2,17
8 6,56 3,26
9 6,38 3,47
10 10,72 3,26
Moyenne + Ecart-type 8,41 + 1,56a 3,18+ 0,77b
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Figure 20. Effet de I’actara (CLso = 89,35 mg/L) sur les taux des protéines ovariennes (ng/mg de
tissu) chez les adultes femelles de G. affinis (m+ s ; n=10).
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Tableau 27 : Effet de ’actara (CLso = 89,35 mg/L) sur les taux des protéines ovariennes (pg/mg de
tissu) chez les adultes femelles de G. affinis: Analyse de la variance a un seul critére de
classification (Traitement).

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Traitement 1 136,5 136,5 89,67 0,000%**
Erreur Résiduelle 18 27,41 1,52

Totale 19 163,97

*¥% : p<0,001(trés hautement significative)
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4. Discussion
4.1. Toxicité de I’Actara

Les pesticides organophosphorés (OPs) ont été¢ trouvés fréquemment dans
l'environnement pour constituer un risque écotoxicologique (Ballesteros & Parrado, 2004).
Leur concentration dans les sources d'eau (Barcelo et al., 1990; Konstantinou et al., 2006),
dans l'air (Tuduri et al., 2006) et la nourriture (Bai et al., 2006; Darko & Akoto, 2008) peut
varier entre quelques ppb a des niveaux ppm. Leur présence peut affecter directement la santé
des écosystémes aquatiques et terrestre.

Les essais de toxicité aigiie de I’actara on été menés sur les femelles adultes de G.
affinis avec une exposition de 24h. Différentes concentrations (15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85,
95, 100,125 et 150 mg/L) on été testées afin d’estimer les concentrations létales 50 (CLs) et
90 (CLgg) et leurs intervalles de confiance a 95%. Les concentrations létales avec leur
intervalle de confiance correspondant sont les suivantes, respectivement : CLs : 89,35 (83,50-
95,63) et CLoo : 119,16 (111,36-127,50) mg/L.

En Algérie, trés peu de travaux ont été consacrés a I’impact des insecticides OPs sur
les organismes non visés. En comparant nos résultats a ceux d’autres travaux nous constatant
que l’actara est moins toxiques par apport a d’autres insecticides organophosphorés.
Chouahda et al. (2009) ont étudié I’influence d’un organophosphoré (malathion) a 1’égard des
adultes femelles de G. affinis aprés 24 heures d’exposition, les données ont montré une CLs
de 18,10 (17,77-18,43) mg/L et une CLgy : 22,17 (111,36-127,50) mg/L. Ailleurs quelques
¢tudes portant sur 1'écotoxicité des pesticides organophosphorés (Burkepile et al., 2000;
Zhang et al., 2008), mais quelques unes fournissent des données sur les dangers des produits
de dégradation (Kim et al., 2006; Kralj et al., 2007;. Virag et al, 2007). Des travaux menés
par Rendon-Von Osten et al. (2005) ont déterminées les valeurs de la CLs, des trois pesticides
le chlorpyrifos, le glyphosate, le carbofuran et leur mélange sur G. affinis aprés 96 h
d'exposition, sauf dans le cas du carbofuran pour laquelle a été calculé apreés 24 h depuis
presque tous les poissons sont morts dans cette période. Les valeurs étaient respectivement :
0,085 mg/L, 17,79 mg/L, 0,636 mg/L et 0,011 mg/L pour le mélange chlorpyrifos/
glyphosate. Rao et al. (2003, 2005) révelent une CL 5o de 0,297 mg/L chez G. affinis a I’égard
du chlorpyrifos.

D’autres organismes ont fait 1’objet d’essais toxicologiques aprés exposition aux
différents organophosphorés. Ramesh & Muniswamy (2009) ont examiné la toxicité aigué
(CL50/96 h) du chlorpyrifos sur un poisson d'eau douce, C. carpio : 0,160 mg/L. Srivastava &
Singh (2001) ont précisé la CL50/24h du diméthoate pour 1’espéce de poisson C. punctatus ;
elle est de 17,92 mg/L. Selon Tilak & Swarna kumari (2009), la toxicité aigu€ du Nuvan sur
la carpe herbivore Ctenopharyngodon idella a été déterminée pendant 24, 48, 72 et 96 h
d’exposition, les CL50 correspondant aux différentes expositions sont : 13,1; 10,9; 9,8 et 6,5
mg/L. La toxicité du chlorpyrifos a été aussi déterminée par Rao et al., (2003, 2005) sur
Oreochromis mossambicus (CLsg: 0,0259 mg /L).
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4.2. Effet sur les indices métriques

L’étude de la croissance permet d’observer indirectement les effets d’un stress
polluant sur une des composantes de la fitness des organismes et présente 1’avantage
d’intégrer I’histoire de vie des individus (Adams et al., 1992 ; Laroche et al., 2002 ;
Marchand et al., 2003) (Fig. 21). D’autres indicateurs de I’état global de santé des organismes
tels que le facteur ou indice de condition, le rapport hépatosomatique, 1’index
gonadosomatique, le rapport RNA/DNA, la charge corporelle en lipides, entre autres
renseignent sur les colits métaboliques induits par un stress polluant et indirectement sur le
statut énergétique et la croissance de I’individu exposé (Adams et al., 1990 ; Lambert & Dutil,
1997). Ces indices de condition ont I’avantage d’étre simples et relativement rapides a
mesurer mais présente une forte variabilité d’origine environnementale et/ou intrinseque
(Lambert & Dutil 1997; Leamon et al., 2000; Webb & Gagnon, 2002). Malgré les précautions
a prendre lors de leur interprétation, ces indices constituent des indicateurs d’effets trés
informatifs surtout lorsqu’ils sont mesurés conjointement a d’autres types de réponse (Adams
et al., 1990, 1999). Une modification de la croissance peut refléter un changement de la
quantité d’énergie présente dans un organisme et suggérer 1’existence d’une diminution de la
conversion énergétique en tissus somatiques.

Stress polluant

— Croissance

q !

Surplus énergétique Fitness

e $

Reproduction

Figure 21. Devenir du surplus énergétique (énergie disponible apres excrétion et métabolisme
général).Si une proportion  de cette énergie est allouée a la croissance, une proportion 1 — q
sera disponible pour la reproduction (d’aprés Lauwrence et al., 2003).

Nos résultats ont permis de mettre en évidence que I’actara, additionné a 1’eau
d’¢levage des femelles adultes de G. affinis a la dose de 89,35 mg/L (CLso/24h), réduit
significativement les rapports hépato-somatique et gonado-somatique; par contre, il n’a aucun
effet significatif (p>0,05) sur I’indice de condition. Les modifications du rapport hépato-
somatique et du rapport gonado-somatique au cours de temps 24h, permettent de suivre les
cycles hépatiques et sexuels et précisent le rdle du foie et de la gonade au cours de la

.
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croissance (Stequert, 1971). Nos résultats sont en accord avec des travaux antérieurs menés
avec d’autres insecticides. En effet, Drez et al. (2000) ont observé une réduction significative
de la croissance des males et des femelles de Gambusia holbrooki aprés traitement avec le 4 -
nonylphenol. Aissaoui (1998) rapporte que le traitement des femelles adultes de G. affinis par
le lindaneun organochloré pendant un mois, induit une réduction significative du poids.
Draredja-Beldi & Soltani (2003) signalent que le diflubenzuron provoque une réduction de la
croissance des alevins de G. affinis aprés 30 jours d’exposition (toxicité chronique). Des
¢tudes antérieures ont révélé que le halofenozide (RH-0345) un insecticide agoniste de
I’hormone de mue affecte également la croissance des alevins de G. affinis (Chouahda et al.,
2006).

D’autres insecticides agonistes des ecdystéroides commne le tébufénozide ou le
methoxyfenozide perturbes les paramétres de la reproduction, la composition biochimique des
ovaires et le taux de I’hormone de mue chez Ephestia kuehniella (Hami et al., 2005 ; Soltani-
Mazouni et al., 2012). Selon Chad et al., 2006, le perchlorate de sodium augmente le RGS
chez les femelles de G. holbrooki. Chez les larves de L. decenlimata le halofenozide provoque
des mues prématurées suivies d’une inhibition de 1’exuviation (Smagghe et al., 1999). Enfin,
le diflubenzuron, un insecticide inhibiteur de la syntheése de la chitine, intérfére avec le
développement et la croissance ovarienne chez Tenebrio molitor in vivo (Amrani et al., 2004)
et in vitro (Soltani et al., 1998).

4.3. Dosage des biomarqueurs

L’utilisation des biomarqueurs s’est généralisée, essentiellement chez les moules et
les poissons (Livingstone, 1993). En comparaison, peu d’études similaires ont été conduites
pour évaluer la qualité des milieux dulgaquicoles, bien que ces derniers soient largement
soumis a diverses pollutions d’origine industrielle, agricole et domestique (Réseau du Bassin
Adour-Garonne, 1997). Les effets des contaminants sur I’intégrité des tissus de divers organes
ont été mis en évidence chez plusieurs espéces de poissons marin et d’eau douce (Evans et al.,
2000; Hylland et al., 2003).

4.3.1. Taux de glutathion

Une baisse du taux de GSH peut étre considérée comme un indicateur de toxicité via
la génération d’un stress oxydant. La voie de biosynthése du GSH est constituée de deux
étapes principales: la liaison du glutamate a la cystéine est catalysée par la y-glutamylcystéine
synthase (GCS), puis la liaison entre la glutamyle-cystéine et la glycine est catalysée par la
glutathion synthétase (GS). Il intervient notamment dans la détoxification des xénobiotiques
en neutralisant divers produits du stress oxydant grace a son potentiel réducteur mais
¢galement dans la prolifération cellulaire et la régulation de I’apoptose (Sies, 1999 ; Dringen,
2000). Une déficience en GSH expose les cellules a un risque de dommage oxydatif (Droge,
2002).

Afin d’évaluer la toxicité de I’actara sur le stress oxydant, nous avons mesur¢ le taux
de glutathion réduit. Nos résultats révelent que ’actara additionné dans I’eau d’¢élevage de G.
affinis provoque une diminution significatif (p<0,05) du taux de glutathion hépatique apres
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24 h d’exposition. Une diminution du taux de glutathion chez G. affinis traité au malathion et
au cadmium, exposés pendant 24 heures, a été observée respectivement par Rosety et al.,
(2005) et Braia (2009). L’exposition du corps entier des femelles de G. affinis traitées avec le
diflubenzuron provoque aussi une inhibition du taux de GSH (Draredja-Beldi & Soltani.,
2003 ; Zaidi, 2005). Cette réduction est également signalée par Aissaoui (1998) dans
I’hépatopancréas de la méme espece exposée au lindane pendant 24h.

La réduction du taux de la GSH a été¢ également signalée chez plusieurs espéces
animales traitées par divers pesticides. Une autre étude révele que des faibles doses de
pesticides sont efficaces pour réduire le niveau de glutathion chez les téléostéens d’eau
douce ; en effet, chez Channa punctatus exposé aux métacid groupe insecticide et aux
carbaryl (deux insecticides) pendant 7 jours, une diminution significatif du taux de GSH a été
enregistrée et a différentes doses (Ghosh et al., 1993). Elnwishy et al. (2007) ont montré
¢galement une diminution significative du taux de GSH chez Oreochromis niloticus aprés une
exposition au diazinon (insecticide organophosphoré)

La relation entre la diminution du taux de GSH et le niveau de contamination est
rapportée par Ringwood et al. (1999) chez les juvéniles de la moule, Crassostrea virginica,
exposées a un mélange de polluants industriels et par Cossu et al. (2000) chez le bivalve Unio
tumidus exposé au cuivre. Par contre, d’autres études ont signalé¢ une augmentation du taux de
GSH dans le foie de la truite arc-en-ciel traitée avec le cadmium (Ait-Aissa et al., 2003). Cette
augmentation correspond a un mécanisme précoce de défense cellulaire et serait suffisant
pour prendre en charge les premicres atteintes cellulaires, évitant ainsi I’apparition d’un stress
oxydant plus important.

4.3.2. Taux de ’acétylcholinestérase

La neurotoxicité correspond généralement a une perturbation de I’influx nerveux, le
cas de D’acétylcholinestérase (AChE) enzyme impliqué dans la transmission de I’influx
nerveux son inhibition traduit ’exposition a une ou plusieurs substances ayant une action
neurotoxique (fig. 22). La mesure de I’inhibition de I’activité de I’AChE dans le muscle de
poisson est un biomarqueur dont 1’expression traduit spécifiquement 1’exposition des poissons
a des produits phytosanitaires de la famille des organophosphorés ou de celle des carbamates
(Bocquéné et al., 1990, 1993 ; Payne et al., 1996). Ce biomarqueur a principalement été
utilisé en milieu marin (Galgani & Bocquéné, 1998). Pour les poissons des milieux aquatiques
continentaux, cette mesure s’est également révélée intéressante (Richert, 1994 ; Payne et al.,
1996).
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Figure 22. Mécanisme d’action d’une substance neurotoxique sur la transmission de 1’influx
nerveux. A : Fonctionnement normal ; B : Impact d’une substance neurotoxique = inhibition
de I’acétylcholinestérase.

Il a été également observé dans notre étude apreés dosage de [Dactivité de
I’acétylcholinestérase chez les adultes femelles de G. affinis traitées a la CLso (89,35 mg/L) de
I’actara, une inhibition trés hautement significative (p< 0,001). Nos résultats sont en accord
avec ceux de Renden-Von Osten et al. (2005) qui rapportent que le chlopryrifos et le
carbofuran (organophosphoré et carbamate) inhibent significativement aprés 24 heures
d’exposition, Iactivité de I’AChE au niveau des cerveaux et des muscles de G. yucatana.
Une diminution de I’AChE a été également signalée chez les individus de G. affinis exposés
aux chlopryrifos (Rao et al., 2005 ; Kavitha & Rao, 2008), chez la méme espéces une
réduction rapide de ’AChE a été enregistrée aprés 48 heures du traitement aux différents
pesticides : le chlopryrifos (0,1 ppm), le parathion (0,15 ppm) et le méthyle parathion (8
ppm) (Boone & Chambers, 1996).

Fernandez et al. (2002) et Bernhoorn & Vuren (2004) ont souligné aussi une
diminution de ’AChE dans le cerveau de plusieurs familles de poissons exposées a un
pesticide organophosphorés, dans le muscle et le cerveau d’Anguilla anguilla traité par
différentes concentrations d’un herbicide (le thiobencarbe) et dans le muscle d’autre poissons
(Oreochroms moscambicus et Labeo umbratus) au niveau d’un écosystéme pollué par les
insecticides organophosphorés.

Des résultats similaires sont reportés par Rodrigues et al. (2011) au niveau du cerveau
et le muscle de Lapomis gibbosus exposé au chlorfenvinphos (insecticide organophosphor¢).
En effet, l'activité de ' AChE mesurée dans le muscle d'un autre poisson (Carassius auratus) a
été ihnibée suite & une exposition au carbofuran (Bretaud et al., 2000). Selon VarE et al.
(2001), la diminution de I'AChE peut étre provoquée par d'autres organophosphorés et chez
d'autres poissons, par exemple l'inhibition de I'AChE est de 76% aprés une exposition de 96 h
au dichlorvors chez Dicentrachus labrax. Chez Blattella germanica Morakchi et al., 2005 ont
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observé apres incorporation par voie orale d’un insecticide néonicotinoide (acétamipride) a la
dose de 2% correspondant a la DLsg, une inhibition significative de ' AChE apres 24, 48 et 72
heures de traitement en particulier chez les femelles. Ces résultats suggerent que les
perturbations neurochimiques induites par I’exposition aux insecticides et en particulier des
organophosphorés pourraient étre étroitement lices a 1’action de ces pesticides sur la
transmission cholinergique.

4.4. Effet sur les acides nucléiques et les protéines ovariens

De nombreuses ¢tudes expérimentale in vitro et in vivo ont montré que les pesticides
organophosphorés exercer une activité génotoxique (Bolognesi, 2003). Ces xénobiotiques
apparaissent comme un potentiel inhibiteur de la synthése d'ADN et d’ARN, les composés
organophosphorés (OPs) peuvent attaquer de nombreuses enzymes responsables de la voie
métabolique normale (Tripathi & Verma, 2004). Par conséquent, la diminution de I'ARN
réduisant ainsi le niveau de synthése protéique. Maruthanayagam & Sharmila, 2004 rapporté
des résultats similaires. Les protéines sont principalement impliquées dans l'architecture de la
cellule. Au cours d’une période d’un stress chronique, ils sont aussi une source d'énergie
(Umminger, 1977). Au cours de 1'état de stress, les poissons on besoin de plus d'énergie pour
détoxifier les substances toxiques et a surmonter le stress. Les réponses comportementales des
G. affinis exposés a la CLso/ 24h (89,35 mg/L) de I’actara ont montré qu'ils étaient dans des
conditions de stress. Une diminution trés hautement significative (p< 0,001) des taux d’ADN
et d’ARN ainsi que des protéines ovariens a été enregistrée.

Des travaux faits avec les dérivés de la benzoylphénylurée comme par exemple
I’injection du triflumuron (TFM) a des nymphes de T. molitor nouvellement exuvies réduit le
contenu en chitine, mais sans effet sur le taux en protéines cuticulaires (Soltani et al., 1996).
L’essai conduit en traitement continu sur les femelles de G. affinis, indique que les taux des
protéines ovariennes et hépatopancréatiques sont significativement réduits par le dimilin
comparativement aux témoins. Des résultats similaires ont été obtenus chez les femelles de G.
affinis traitées au lindane (Aissaoui, 1998). Des expériences réalisées par Soltani et al. (1999)
ont montré que le TFM, un dérivé des benzoylphénylurées, affecte le taux ovarien des
protéines chez G. affinis. Les travaux menés in vivo et in vitro sur I’incorporation ovarienne
de la leucine traitiée ont montré que le DFB inhibe la synthése protéique dans les ovaires de
T. molitor traduisant ainsi son impact sur la vitellogenése (Soltani-Mazouni & Soltani, 1995).

D'autres chercheurs comme Malla Reddy & Bashamohideen (1995); Singh et al.
(1996) ont également signalé une baisse en constituant des protéines dans les tissus des
poissons exposés a différentes concentrations sublétales d'insecticides. Murty & Devi (1982)
ont enregistré une baisse dans les taux de protéines dans les tissus de C. punctatus suite de
l'expo-aigué au malathion. De méme, réduction de la teneur en protéines du cerveau, le foie
et les ovaires de C. punctatus a été enregistré en raison de cython (Narayan Ram &
Satyanesan, 1986). En outre, toute obstruction dans la synthése de 'ARN peut aussi influer
sur la teneur en protéines car il joue un réle important role dans la synthése des protéines.
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Dans la présente enquéte, une baisse significative au niveau de I'ARN a été également
observée chez les gambusies traitées.

Nos résultats concernant les acides nucléiques semble on accord avec celle de Tripathi
et al., 2003, qui a également signalé une diminution significative d’ADN et d’ARN dans les
tissus des gonades des poissons exposés a la diméthoate (Organophosphorés): C. punctatus
CLs0/24h (17,92 mg / L).
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Notre travail a ¢té réalisé dans le contexte général de I’étude des effets de la
contamination chimique sur les écosystemes d’eau douce, en suivant une direction encore peu
explorée a ce jour, a savoir de tenter leur analyse conjointe a I’échelle de I’individu et a celle
de la population de poissons provenant du milieu naturel. Nous avons fait le choix d’un
insecticide organophosphoré (Actara) comme contaminant chimique, et un poisson larvivore :
Gambusia affinis comme un organisme sentinelle des milieux dulgaquicoles. Cette étude a été
réalisée en vue d’estimer les CLsy et CLgy de I’actara additionné a I’eau d’élevage des
femelles adultes de G. affinis aprés une exposition de 24 H, puis d’évaluer I’effet de cet
insecticide sur les indices métriques (RGS, RHS et K). De plus, I’impact de ce xénobiotiques
sur deux biomarqueurs (GSH, AChE) chez les femelles adultes a été examiné. Enfin, 1’effet
de l’actara sur la reproduction de ce poisson a été évalué par la quantification des taux
d’ADN, d’ARN et protéines ovariens.

Les tests toxicologiques ont montré que I’actara entraine une mortalité de I’espece
étudi¢ avec une relation dose-réponse. Concernant les indices métriques, 1’actara affecte de
maniere trés hautement significative le RGS et le RHS et présente un effet non significatif sur
le coefficient de condition K. La mesure des taux de GSH et de I’activité de I’AChE révele
une inhibition, ce qui confirme 1’action neurotoxique de I’actara vis-a-vis des poissons et la
stimulation du systéme de détoxification par le GSH. La réduction trés hautement
significative des taux d’acides nucléiques et des protéines ovariens suggere que I’insecticide
testé peut interférer avec la reproduction de cette espece auxiliaire non ciblée.

En perspective, il conviendrait de poursuivre ces recherches par :

- La réalisation des tests de toxicité aigiie pour déterminer CLso et CLog chez les alevins et les
adultes males de G. affinis.

- Le dosage des biomarqueurs (GSH et AChE) chez les alevins et les adultes males ainsi que
d’autre biomarqueurs comme le cytochrome P450, la glutathion peroxydase.

- Une étude de la structure fine des organes cibles comme 1’hépatopancréas et les gonades est
¢galement envisagées.




Résumé

RESUME

L’étude menée porte sur I’évaluation de certaines réactions d’un organisme non visés
d’eau douce, Gambusia affinis (Baird & Girard, 1853) (Cyprinodontiformes, Poeciliidae), a la
présence d’un insecticide organophosphoré (Actara 25% WG) largement utilisé en agriculture
pour lutter contre les insectes nuisibles. L’expérimentation s’est déroulée dans des conditions
de laboratoire, et plusieurs approches ont été mises en oeuvre :

Toxicologie : La toxicité aigiiec (24 h) de ’actara a été effectuée chez les adultes
femelles de G. affinis a différentes concentrations, ce qui a entrainé une mortalité de ’espece
¢tudiée avec une relation dose-réponse.

Morphométrie : Les résultats montrent que 1’actara additionné a I’eau d’élevage des
adultes femelles de G. affinis semble réduire trés significativement les rapports gonado-
somatiques et hépato-somatiques, par contre aucun effet n’a été marqué sur I’indice de
condition.

Biochimie : L’impact de I’actara a été déterminé par un dosage de deux biomarqueurs
du stress environnemental : le glutathion réduit (GSH) et I’acétylcholinestérase (AChE). En
effet, on enregistre une inhibition du taux de GSH et de I’activité de I’AChE chez les femelles
adultes. Ces réponses confirment la neurotoxcité et le mécanisme d’action primaire de I’actara
et la stimulation du systéeme de détoxification suite au stress induit par le traitement. La
mesure de l'inhibition de l'activit¢ AChE chez ces espéces est un marqueur fiable de
I’exposition.

Reproduction : Le traitement réduit trés significativement les acides nucléiques ADN
et ARN ainsi que le taux des protéines ovariens suggérant ses effets secondaires sur le
potentiel reproducteur de cette espece auxiliaire non ciblée.

Mots clés : Gambusia affnis, Insecticide, Actara, Toxicité aiglie, Biomarqueurs,
Reproduction, Risques écotoxicologiques.
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Résumé

ABSTRACT

The study focuses aimed the evaluation of the impact of an organophosphorus
insecticide (actara), wickly used in agricultire against a non targeted organism, Gambusia
affinis (Baird & Girard, 1853) (Cyprinodontiformes, Poeciliidae). The experiment was
conducted in laboratory conditions, and several approaches have been examined:

Toxicology: Acute toxicity (24 h) of actara was determined against adult females of
G. affinis at different concentrations, which resulted in a mortality of the species studied with
a relation dose-response.

Morphometry: The results show that actara appears to reduce very significantly the
gonado-somatic index and hepato-somatic index, no effect was observed on the condition
index.

Biochemistry: The impact of actara was determined on two biomarkers of
environmental stress: reduced glutathione (GSH) and acetylcholinesterase (AChE). Indeed,
there was an inhibition of GSH and AChE activity in adult females. This confirms the
neurotoxcité and the primary mechanism of action of actara and stimulation following
detoxification system to stress induced by the treatment. The mesure of inhibition of AChE
activity in these species is a reliable marker of exposure.

Reproduction: The treatment significantly reduces the nucleic acids DNA and RNA
and the rate of ovarian proteins contents suggesting its side effects on the reproductive
potential of this species auxiliary not targeted.

Key words: Gambusia affnis, Insecticide, Actara, Acute toxicity, Biomarkers, Reproduction,
Ecotoxicological risks.
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