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INTRODUCTION GENERALE 
 

Les insectes nuisibles affectent la production alimentaire soit directement par la 
réduction qualitative ou quantitative des récoltes ou, indirectement en servant comme 
vecteurs de plusieurs maladies des plantes. L’impact des insectes et autres arthropodes 
sur l’être humain en tant que vecteurs actifs et réservoirs vivants des maladies est très 
significatif (Conlong & Mugoya, 1976). Les moustiques sont des vecteurs de plusieurs 
agents pathogènes tels que des protozoaires, des virus et des nématodes qu’ils 
transmettent à l’homme et aux animaux domestiques (Nuttall, 1997). La lutte chimique, 
avec essentiellement des pesticides chimiques de synthèse, continue à être le moyen 
majeur de contrôle des vecteurs (Casida & Quistad, 1998). Leur impact dépend à la fois 
de leur mode d’action (certains sont plus toxiques que d’autres), de leur persistance dans 
les sols et les eaux (certains se dégradent plus rapidement que d’autres) et de leurs 
sous-produits de dégradation lesquels sont parfois plus toxiques et se dégradent moins 
vite que le composé initial (Conlong & Mugoya, 1976). Cependant, plusieurs arguments, 
tels les effets secondaires des insecticides conventionnels ou les impératifs 
environnementaux (Paoletti & Pimentel, 2000), ont encouragé la recherche de composés 
alternatifs plus sélectifs ; les régulateurs de croissance des insectes (Ishaaya & Horowitz, 
1998). Les insecticides biologiques et les régulateurs de croissance des insectes offrent 
de bonnes perspectives de lutte contre les moustiques.  

 
En Algérie, Culex pipiens L. est l’espèce de moustique qui présente le plus 

d’intérêt en raison de sa large répartition géographique, de son abondance et de sa 
nuisance réelle, surtout dans les zone urbaines (Bendali & al., 2001).Les moustiques sont 
généralement contrôlés par des insecticides conventionnels (organochlorés, 
organophosphorés et pyréthrinoïdes) qui ont donné de bons résultats mais, 
malheureusement, ont également largement contribué à perturber l’environnement par 
des effets toxiques indésirables sur l’homme et sur les espèces non visées (Ishaaya & 
Horowitz, 1998). En conséquence, une lutte intégrée et raisonnée s’est développée ces 
dernières années avec l’apparition de nouvelles molécules ayant une action spécifique sur 
le processus du développement des insectes nuisibles.  
 

Les régulateurs de développement font partie de ces molécules et comprennent, en 
outre, les inhibiteurs de la synthèse de la chitine, les mimétiques de l’hormone juvénile et 
les agonistes de l’ecdysone (Ishaaya & Horowitz, 1998). Les inhibiteurs de la synthèse de 
la chitine sont représentés par deux groupes : les benzoylphenylurées (BPUs) et la 
buprofézine. Les BPUs sont des insecticides sélectifs inhibant la synthèse de la chitine 
(Ishaaya & Casida, 1974 ; Soltani et al., 1993 ; Oberlander & Silhacek, 1998) en 
interférant avec la mise en place de la nouvelle cuticule causant ainsi des mues 
imaginales incomplètes chez les insectes (Mulder & Gijswijt, 1973 ; Grosscurt & 
Anderson, 1980). Le représentant majeur des BPUs est le diflubenzuron (DFB) 
commercialisé sous l’appellation de dimilin. Il est pulvérisé à grande échelle en Algérie 
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contre les ravageurs des forêts. En outre, il est intégré dans la lutte chimique contre les 
moustiques dans plusieurs pays.  
La lutte chimique a posé à long terme d’énormes inconvénients avec, entre autres, 
l’apparition de souches de plus en plus résistantes l’accumulation et la concentration des 
résidus chez les vertébrés, notamment chez les poissons, les oiseaux et chez l’homme 
(Conlong & Mugoya, 1996).  

 
Les insecticides neurotoxiques révèlent pour la plupart des effets nuisibles  qui ne 

sont plus acceptables à notre époque. Les organochlorés ont été règlementés depuis  
plus de vingt ans. Les organophosphorés sont à utiliser avec beaucoup de rigueur et dans 
des concepts de lutte bien particuliers qui ne mettent pas en péril la vie des hommes et 
de la faune. Quant aux  pyréthrinoïdes de synthèse, ils ont montré à de faibles doses, une 
sélectivité intéressante qui étend chaque jour un peu plus leur spectre d’utilisation.   
Suite à cela, l’homme  a pensé à utiliser des moyens biologiques contre les insectes 
nuisibles par l’utilisation rationnelle de leurs ennemis naturels appartenant soit au règne 
animal soit au règne végétal (Lacey & Orr, 1994). L’intérêt porté à la lutte biologique 
depuis l’année 1960, découle en fait des incidents écologiques et des résistances 
acquises par les insectes lors des précédents traitements de masse avec les insecticides  
chimiques.   

 
La lutte biologique est une alternative à la lutte chimique. Des organismes 

invertébrés et vertébrés ainsi que des entomopathogènes ont été utilisés dans la lutte 
biologique contre les moustiques (Chapman, 1974 ; Larget & De Barjac, 1981 ;  Lacey & 
Orr, 1994). Parmi eux, Gambusia affinis (Cyprinodontiformes : Poeciliidae) (Baird & 
Girard, 1853) est le poisson larvivore le plus connu (Gerberrich & Laird, 1985 ; Kramer et 
al., 1988 ; Walton & Mulla, 1991). Par ailleurs, G. affinis a été  également sélectionné 
comme un organisme modèle montrant une grande tolérance aux différents polluants 
notamment aux pesticides agricoles (Boyd & Ferguson, 1964). Malgré le nombre 
considérable d’études réalisées sur les dérivés de  la BPU, notamment le DFB, très peu de 
travaux ont été consacrés à l’impact de ces régulateurs de croissance sur les organismes 
non visés, particulièrement les espèces bénéfiques (Soltani et al., 1999). On signale 
seulement des travaux concernant l’effet du DFB sur les Arthropodes non visés (Martinat 
et al., 1989 ; Sample, 1993). Des insecticides organophosphorés ont été testés sur des 
enzymes cibles chez G. affinis pour  expliquer leur différence de toxicité (Bonne & 
Chambers, 1997). Plusieurs études ont été menées sur les plans, écologique, 
physiologique et biologique, pour permettre une intégration considérable de G. affinis 
dans le programme de lutte biologique dans notre pays (Abouzeitoun, 1991 ; Draredja-
Beldi, 1993 ; Bouhafs, 1993 ; Tidjani, 1997 ; Ouali, 1997 ; Aissaoui, 1998). Des auteurs 
ont constaté que l’utilisation massive des pesticides agricoles dans l’environnement 
naturel peut perturber plusieurs systèmes physiologiques tels que la croissance, la 
reproduction et le métabolisme de quelques organismes non visés. 
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La pollution de l’environnement est devenue en quelques décennies un des 
problèmes majeurs qui conditionnent l’avenir de la civilisation technologique moderne. 
En effet, par la nature et l’étendue de son impact, la contamination chimique de tous les 
milieux continentaux et marins menace non seulement la santé publique, mais même la 
pérennité de la biosphère toute entière. En effet, les dégradations de plus en plus 
étendues qui résultent de la pollution de l’écosphère compromettent la stabilité des 
écosystèmes affectés et en conséquence le renouvellement de ressources naturelles 
biologiques, voire minérales, considérées voici peu encore comme inépuisables et 
gratuites, telles l’air et l’eau. 
La masse et la diversité croissante des polluants rejetés dans l’environnement par la 
technologie moderne conduisent aujourd’hui à s’interroger sur leurs effets globaux à 
l’échelle de la biosphère. 
La pollution marine possède différentes origines, en effet, toutes les substances 
produites dans un bassin versant ont tendance à rejoindre à terme le milieu marin par les 
fleuves et les cours d’eau. Cette pollution peut être d’origine industrielle (hydrocarbures, 
métaux lourds, substances chimiques, etc.), agricole (nutriments, pesticides, etc.), ou 
tout simplement être produite par la population vivant autour du bassin (déchets solides 
ou liquides, résidus d’installation de traitement des eaux usées, polluants contenus dans 
les eaux de ruissellement, etc.) (Sarkar et al., 2006).  
 

Aujourd’hui, deux approches complémentaires sont utilisées comme indicateurs de 
la pollution : les biomarqueurs et les bioindicateurs (Valavanidis et al., 2006).  
Un biomarqueur, selon la définition la plus récente (Lagadic et al., 1997), est "un 
changement observable et/ou mesurable au niveau moléculaire, biochimique, cellulaire, 
physiologique ou comportemental, qui révèle l'exposition présente ou passée d'un 
individu à au moins une substance chimique à caractère polluant". 
Les biomarqueurs permettent un suivi à la fois spatial et temporel donnant une image 
dynamique des variations des quantités de polluants présents dans le milieu marin.  
Les bioindicateurs sont des organismes vivants utilisés pour surveiller la santé de 
l’environnement, où toute perturbation physiologique dans leur organisme indique une 
exposition chronique à la pollution. Ces perturbations sont tributaires de plusieurs 
critères, incluant entre autres, la sensibilité, la reproductibilité et la pertinence écologique 
pour bien représenter les phénomènes en cause (Lagadic et al., 1997). A cet effet, de 
nombreuses espèces ont été utilisées comme bioindicatrices de la pollution ; tels que les 
bivalves : Mytilus galloprovincialis, Perna perna et Musculista senhoussia du fait de leur 
capacité de bioaccumulation (Djediat et al., 1990 ; Paulet et al., 1992 ; Gregory & George, 
1996 ; Aït Aïssa et al., 2003). Parmi ces espèces Donax trunculus est considérée comme 
un excellent bioindicateur de la pollution marine (Goujous, 1995). En effet, elle est 
proposée comme espèce sentinelle dans les programmes de biosurveillance de la 
contamination des côtes et plus particulièrement les plages sableuses, vu sa grande 
capacité d’accumulation de polluants dans ses divers tissus (El Hamadi et al., 2005). 
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D. trunculus a fait l’objet de nombreux travaux concernant sa biologie et son 
écologie dans divers biotopes ; tels que l’Atlantique (Ansell & Lagardere, 1980 ; Guillou & 
Le Moal, 1980 ; Bayad & Guillou, 1985 ; Guillou & Bayed, 1991), la Méditerranée (Ansell et 
Bodoy, 1979 ; Ansell et al., 1980 ; Neuberger-Cymik et al., 1990 ; Ramon et al., 1995). En 
Algérie, la distribution de D. trunculus a été décrite par Vaissière & Fredj (1963), et 
l’étude biologique réalisée sur la côte algéroise (Mouëza, 1971 et 1975 ; Mouëza & 
Frenkiel-Renault, 1973). Dans le golfe d’Annaba, les travaux rapportés portent sur son 
rôle écotoxicologique (Chouahda, 2006). 
Le concept de biosurveillance de la qualité des eaux marines, permet d’apprécier l’état de 
santé du milieu et de caractériser l’effet des xénobiotiques sur les organismes 
aquatiques. Cette caractérisation des effets peut se faire à l’échelle biochimique par 
mesure de certains biomarqueurs spécifiques et non spécifiques (Bodin et al., 2004 ; 
Magni et al., 2005).  
 

Le littoral d’Annaba connait un important risque de dégradation qualitative à cause 
des rejets industriels non contrôlés. En effet, les pratiques industrielles sont à l’origine de 
l’introduction dans les écosystèmes terrestres et marins de quantités considérables de 
métaux lourds ayant un potentiel toxique important (Brousseau et al., 2000). Par ailleurs, 
les mollusques bivalves, sédentaires et filtreurs, sont parmi les premiers organismes 
soumis aux pollutions récurrentes et accidentelles sans possibilité de fuite. Ces animaux, 
ayant une grande capacité de concentrer dans leurs tissus les métaux lourds à l’état de 
traces, sont considérés comme des indicateurs biologiques de la pollution métallique 
(Langston & Spence, 1995). Ainsi, Donax pour ses capacités importantes de 
bioaccumulation, intègre toute perturbation du milieu. 
 

L’utilisation de pesticides en milieu urbain a des impacts négatifs qui peuvent 
affecter la santé humaine et l’environnement. Cette étude vise donc à évaluer les effets 
secondaires du régulateur de croissance, le diflubenzuron (DFB), sur la morphométrie, la 
biochimie, les activités enzymatiques de quatre biomarqueurs de stress environnemental 
(GSH, GST, LDH et AchE), et, enfin l’analyse des résidus par chromatographie liquide 
haute performance (CLHP) chez G. affinis poisson larvivore, très utilisé dans la lutte 
biologique contre les moustiques et s’est révélé très efficace par rapport à d’autres 
espèces autochtones (Bendali et al., 2001). 
Des quantités importantes de polluants, d’origine domestique, industrielle et agricole, 
sont régulièrement rejetées dans le milieu marin. Dans le cadre d’un programme de 
biosurveillance de l'état de santé des plages sableuses de la baie d’Annaba, une étude 
relative à l’écologie, la biochimie, et l’évaluation d’une contamination métallique a été 
réalisée chez le mollusque bivalve, D. trunculus,  espèce fortement consommée par la 
population locale. 
 

Deux parties distinctes compose le présent travail. La première partie évalue les 
effets DFB sur les aspects morphométriques, biochimiques, et enzymatiques d’un poisson 
larvivore non visé G. affinis. La seconde partie est relative à l’utilisation d’une espèce 
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bioindicatrice abondante et comestible, D. trunculus, dans le cadre de la biosurveillance 
du golfe d’Annaba par la mesure de biomarqueurs. Chaque partie du manuscrit comporte 
une introduction où on revient sur l’historique et l’importance de chaque espèce ainsi 
que l’intérêt de l’étude, suivie de la méthodologie adoptée décrivant  l’écologie, la 
biologie et les différentes méthodes d’analyses réalisées. Enfin, on termine par une 
conclusion générale et des perspectives de recherche. 
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1. INTRODUCTION 
 

Les insecticides sont non seulement toxiques sur l’environnement et la faune mais 
également à l’égard de l’homme. En effet, la recherche scientifique qui fait état des 
répercussions des pesticides sur la faune, indique que ces derniers agissent sur la 
reproduction, la croissance, le développement neurologique, le comportement, ainsi que 
sur le fonctionnement des systèmes immunitaires et endocriniens. La prise de conscience 
progressive des dangers pour l’environnement de l’usage abusif des insecticides, a 
beaucoup contribué à augmenter l’intérêt porté aux composés alternatifs plus spécifiques 
et moins toxiques ; les régulateurs de croissance des insectes (IGRs) (Dhadialla et al., 
1998). 
 

Les IGRs comprennent les inhibiteurs de la synthèse de la chitine, les mimétiques 
de l’hormone juvénile et les agonistes de l’ecdysone (Ishaaya & Horowitz, 1998). Les 
inhibiteurs de la synthèse de la chitine sont représentés par deux groupes : les 
benzoylphénylurées (BPUs) et la buprofézine. Les BPUs sont des insecticides sélectifs 
inhibant la synthèse de la chitine (Ishaaya & Casida, 1974 ; Soltani et al., 1993 ; 
Oberlander & Silhacek, 1998 ; Kellouche & Soltani, 2006 ; Chébira et al., 2006) en 
interférant avec la mise en place de la nouvelle cuticule causant ainsi des mues  
incomplètes chez les insectes (Mulder & Gijswijt, 1973 ; Grosscurt & Anderson, 1980 ; 
Ishaaya et al., 2002). Ces dérivés en raison de leur mode d’action spécifique (Casida & 
Quistad, 1998), et de leur faible incidence sur l’environnement, sont de plus en plus 
intégrés dans les programmes de lutte contre les moustiques (Paoeletti & Pimentel, 
2000). 
Le représentant majeur des BPUs est le diflubenzuron (DFB), commercialisé sous 
l’appellation de dimilin. Le mécanisme d’action de ce dérivé a fait l’objet de recherches 
intensives. Il affecte l’incorporation de précurseurs radiomarqués de la chitine (Soltani et 
al., 1993), le métabolisme glucidique (Soltani, 1990), la synthèse de l’ADN ovarien 
(Soltani-Mazouni, & Soltani, 1994 ; Soltani et al., 1994) et la synthèse des lipides 
(Khebbeb et al., 1997).  
 

La lutte chimique a posé à long terme d’énormes inconvénients avec, entre autres, 
l’apparition d’espèces de plus en plus résistantes, l’accumulation et la concentration des 
résidus chez les vertébrés, notamment chez les poissons, les oiseaux et chez l’homme 
(Conlong & Mugoya, 1976). A coté de la lutte chimique, vient s’intégrer la lutte 
éthologique (pièges), la lutte mécanique (chaleur, UV), la lutte environnementale 
(assèchement, destruction des gîtes larvaires), et la lutte biologique (Lacey & Orr, 1994). 
Nous désignerons sous le terme d’agents de lutte biologique les ennemis naturels des 
insectes qui regroupent, les organismes prédateurs ainsi que l’ensemble des parasites ou 
pathogènes des insectes. En effet, la lutte biologique a réalisée de grands progrès lors de 
la découverte du poisson culiciphage Gambusia affinis de la famille des Poeciliidae. Ces 
poissons larvivores importés d’Amérique latine, sont utilisés depuis le début du XIXe dans 
la plupart des systèmes écologiques propices à leur développement. Ils sont très 
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dépendants des milieux dans lesquels ils vivent, et ne peuvent avoir de rôle de prédation 
intéressant que dans les plans d’eau permanents non souillés tels que les mares, les 
étangs, les canaux de drainage et d’irrigation. Bien que les Gambusies préfèrent les eaux 
chaudes  des régions tropicales, des souches plus robustes ont été adaptées au climat 
subpolaire du Canada et de la Russie (Farley & Younce 1979). Par ailleurs, G. affinis a été 
sélectionnée comme un organisme modèle montrant une grande tolérance aux différents 
polluants, notamment aux pesticides agricoles (Boyd & Ferguson, 1964). 

 
G. affinis a été introduite pour la première fois en Algérie en 1928, dans le cadre 

de la lutte biologique contre les larves d’Anophèles responsables du paludisme. 
L’opération de repeuplement a été initiée pour la première fois dans le bassin de 
Khemissa près de Souk-Ahras. En Algérie, Culex pipiens (Diptera : Culicidae) est l’espèce 
de moustique qui présente le plus d’intérêt en raison de sa large répartition 
géographique, de son abondance et de sa nuisance réelle surtout dans les zones urbaines 
(Rehimi & Soltani, 1999). Des essais de prédation ont montré que G. affinis était très 
efficace contre les larves de moustiques comparativement à d’autres espèce de poissons 
(Bendali et al., 2001). Il constitue cependant un excellent modèle biologique pour les 
toxicologues chargés de suivre le devenir, et mesurer les effets immédiats et différés des 
xénobiotiques. Ce poisson ovovivipare a fait l’objet de plusieurs études sur le plan 
écologique et toxicologique (Bortone & Cody, 1999 ; Dreze et al., 2000 ; Orlando et al., 
2002 ; Sivagnaname & Kalyanasundaram, 2004), biologique (Spencer et al., 1999 ; Koya 
et al., 2003), et endocrinologique (Drysdale & Bortone, 1989 ; Bortone & Davis, 1994 ; 
Rosa-Moliner et al., 1998 ; Tolar et al., 2001).  
Divers travaux ont été effectués afin d’intégrer G. affinis dans le programme de lutte 
biologique. Abouzeitoun (1991), a mis en évidence le potentiel prédateur de G. affinis 
contre les larves de Culex pipiens pipiens. Draredja-Beldi (1993), a réalisé une étude sur 
l’écophysiologie de la reproduction de ce poisson. Ouali (1997) a examiné l’influence de 
certains facteurs internes et externes sur les principales phases du cycle de reproduction. 
Tidjani (1997), a étudié l’organisation et la structure des mécanorécepteurs de cette 
même espèce. Bendali et al. (2001), ont étudié l’efficacité de G. affinis à l’égard de divers 
stades de Culex pipiens pipiens. Cependant, peu de travaux ont été consacrés à l’impact 
des insecticides, particulièrement les dérivés de la benzoylphénylurée sur cet organisme 
non ciblé. Aissaoui (1998) a abordé la toxicité d’un insecticide organochloré, le lindane et 
son impact sur différents organes de G. affinis. Soltani et al. (1999), ont évalué l’effet du 
Triflumuron (TFM), dérivé de la benzoylphénylurée sur le taux de protéines ovariennes. 
Enfin, Draredja-Beldi & Soltani (2003), ont examiné l’impact du diflubenzuron sur la 
croissance des alevins et le taux de glutathion corporel chez les femelles adultes de G. 
affinis.    
 

Les impacts négatifs des insecticides conventionnels dans l’environnement, ont 
abouti à augmenter l’intérêt porté à la lutte biologique comme méthode alternative de la 
lutte chimique. C’est pourquoi, l’objectif de cette étude est d’évaluer les effets du dimilin 
(25% PM), une formulation commerciale du diflubenzuron, sur la croissance, les indices 
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métriques, la biochimie, les activités enzymatiques, ainsi que l’analyse des résidus par 
chromatographie liquide haute performance (CLHP) chez G. affinis poisson prédateur de 
larves de moustiques.   

 
Dans un premier temps, nous avons testé l’effet du dimilin sur la croissance 

pondérale et linéaire des alevins et des femelles adultes en fonction du temps, ainsi que 
l’estimation de différents indices biométriques (RGS, RHS, K).  La deuxième partie, traite 
de l’effet du DFB sur la composition biochimique (glycogène, lipides et protéines) des 
ovaires et des hépatopancréas à différents temps après traitement. Une troisième partie 
aborde les activités enzymatiques de quatre biomarqueurs du stress environnemental : le 
glutathion réduit (GSH), la glutathion S-transférase (GST), la lactate déshydrogénase 
(LDH) et l’acétylcholinestérase (AChE)  dans un organe cible : l’hépatopancréas. Enfin, la 
quatrième partie a pour but de détecter et de suivre le devenir de cet insecticide au cours 
du temps dans l’eau douce, à la surface et à l’intérieur du corps entier de G. affinis. 
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1cm 
 

2. MATERIEL  ET METHODES 
2.1. Présentation de l’espèce 
2.1.1. Morphologie et anatomie 
Gambusia affinis (Baird & Girard, 1853) est un petit poisson ovovivipare d’eau 

douce, de couleur gris argentée, originaire d’Amérique centrale et de Floride, lieux où il 
est connu sous le nom de ‘’mosquitofish’’. Ce poisson présente un dimorphisme sexuel 
se manifestant par une différence de taille très nette (Fig. I.1).   

 
 

 
                                                        ?  
 
 
 
 
 
 
                                                                ?  
 
 
 

 
 

Figure I.1. Morphologie générale de Gambusia affinis. 
 
A l’état adulte, la femelle mesure jusqu’à 5 cm de long, alors que le mâle ne dépasse 
guère 3 cm. En outre, chez le mâle, à maturité sexuelle, la nageoire anale est modifiée en 
une structure allongée qui constitue le gonopode. Des muscles puissants sont associés 
au gonopode lui permettant une grande mobilité (Howell & Denton, 1989). Le gonopode 
est utilisé lors du transfert du sperme dans l’organe génital femelle, durant la copulation 
(Peden, 1972).  
Chez la femelle, la nageoire anale reste inchangée et est de forme arrondie. Pendant la 
gestation, en avant de cette nageoire, on distingue par transparence à travers le 
tégument, une tache noire plus ou moins étendue, qui marque l’emplacement de l’ovaire 
(Chambolle, 1970). Au repos sexuel, l’ovaire est réduit à un mince cordon contenant des 
ovocytes jeunes de couleur blanchâtre (Draredja-Beldi, 1993).  
La Gambusie est loin d’être strictement culiciphage. Son régime comporte des petits 
crustacés, du zooplancton, divers mollusques et arthropodes aquatiques, des débris, des 
juvéniles de poissons (y compris de sa propre espèce), et des moustiques gobés surtout 
au moment de l’émergence de l’imago (Fraval, 2002).   
G. affinis est un prédateur  de larves de moustique (Rosen & Gordon, 1953) appartenant à 
la famille des Poeciliidae, dont la position systématique est la suivante : 
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Embranchement    Vertébrés 
Classe                                           Poissons 
Sous-classe                                   Téléostomes 
Super-ordre                                   Téléostéens 
Ordre                                             Cyprinodontiformes 
Famille                                         Poeciliidae 
Genre                                            Gambusia  
Espèce                                           affinis (Baird & Girard, 1853).       

 
2.1.2. Cycle biologique   
Chez G. affinis, comme chez tous les Poeciliidae ovovivipares, l’ovaire est impair et 

possède en son centre une cavité dite chambre ovarienne. Au moment de l’insémination, 
les spermatozoïdes sont emmagasinés dans le repli de l’épithélium qui tapisse la cavité 
ovarienne. Leur survie est très longue puisqu’une femelle peut être l’objet de 4 à 5 
gestations successives sans nouvelle insémination (Chambolle, 1973). 
La durée de gestation est assez variable ; elle est de l’ordre de 25 jours dans le cas de 
gestations courtes et de 35 jours pour les plus longues. La vitellogenèse chez G. affinis 
est d’environ 8 jours. Une dizaine de jours après la parturition, l’ovaire renferme des 
embryons à des stades différents de développements. Ces variations s’atténuent au cours 
de la gestation ; plus on s’achemine vers la fin du développement plus les portées sont 
homogènes. A la naissance, les alevins ont tous le même état de développement. Au 
moment de la parturition ils quittent leur mère et gagnent le milieu externe. La femelle 
prend part activement à l’expulsion des embryons car au moment de leur sortie, elle est 
animée de contractions abdominales (Chambolle, 1970). Notons que le nombre d’alevins 
par portée varie entre 16 et 52 (Draredja-Beldi, 1993). 
 

2.2. Technique d’élevage 
2.2.1. Présentation du site d’échantillonnage   
Les poissons ont été récoltés dans l’Oued Kherraza (Fig. I.2), rivière saisonnière qui 

se remplit en hivers  et se trouve  presque à sec  durant l’été.  Ce cours  d’eau  est situé à 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure I.2. Site d’échantillonnage de Gambusia affinis. 
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l’Ouest de la ville d’Annaba (36°52’26’’N et 7°45’1’’S). Sa longueur est d’environ 8 km est 
prend sa source dans le massif de l’Edough. La pêche a été pratiquée à l’aide d’une 
grande épuisette avec une ouverture de maille de 1 mm. La robustesse de Gambusia rend 
son transport et son élevage assez aisés.    
 

2.2.2. Élevage des poissons  
L’élevage a été réalisé à température ambiante (20 à 25°C) dans des aquariums 

d’une capacité de 50 à 70 litres, dont le fond a été recouvert d’une mince couche de 
sable surmonté de galets soigneusement lavés. L’eau utilisée est celle du robinet, mais 
exposée au préalable à l’air libre pendant au moins 24h, afin pour la débarrasser de 
l’hypochlorite de sodium. Les aquariums ont été munis de pompes à air (Rena 301 : 
220V, 6W 51/mn), de filtre (Rena 225 : 220V, 50HZ, 51/mn, 3W) et de diffuseurs. Une 
nourriture à base de crevettes et de poissons déshydratés commercialisée sous le nom de 
Tetramin (Tetrawerk, Allemagne) a été distribuée quotidiennement. Au terme de leurs 
gestations, les femelles ont été isolées dans des pondoirs afin de les séparer des alevins, 
et ceci pour éviter le phénomène de cannibalisme.             
 

2.3. Application insecticide 
2.3.1. Présentation de l’insecticide   
Le diflubenzuron (DFB) ou (1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl) urea) (Fig. 

I.3) (PM = 310,7 g), appartient à la famille des benzoylphénylurée. C’est un insecticide 
sélectif, efficace contre les insectes nuisibles. Il perturbe le développement et la 
croissance des insectes par inhibition de la chitine synthétase (Soltani et al., 1996). Il a 
été aimablement fourni par le Dr A.C Grosscurt (Solvay Duphar B.V Hollande). Il est 
commercialisé sous le nom du dimilin 25% WP (poudre mouillable). 

 
 

 
 
 
 
 
 

Figure I.3. Formule de structure du diflubenzuron. 
 

2.3.2. Traitement    
Le dimilin a été additionné dans l’eau d’élevage des poissons à la dose finale de 78 

ng/l, correspondant à la DL90 à l’égard des larves du quatrième stade de Culex pipiens 
(Réhimi, 2005). Le traitement a été réalisé pendant 24 heures sur les alevins, et en 
continu sur les femelles adultes. Une deuxième dose de 312 µg/l a été retenue pour le 
dosage de résidus de l’insecticide par chromatographie liquide haute performance, 
effectuée en traitement continu sur les femelles adultes. Trois séries d’expériences ont 
été réalisées : 
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- la première série d’expérience, vise à examiner l’effet du dimilin sur la croissance 
linéaire et pondérale  des alevins en fonction du temps. 
 

- la deuxième série d’expérience, conduite sur des femelles adultes a été menée afin 
d’évaluer l’effet du dimilin sur la morphométrie, la composition biochimique des ovaires 
et de l’hépatopancréas, et enfin sur l’activité de quatre biomarqueurs (GSH, GST, LDH et 
AChE). 
 

- La troisième série d’expérience, effectuée sur des femelles adultes afin d’analyser les 
résidus du DFB dans l’eau, à la surface et à l’intérieur du corps entier de ce poisson. 
 

2.4. Technique biométrique 
2.4.1. Mensurations et prélèvement des organes   
La longueur totale (Lt), est la distance entre l’extrémité de la nageoire caudale et 

l’extrémité du maxillaire, où le poisson doit être bien étalé sur une règle (Kerstant, 1985). 
Les corps entiers ainsi que les différents organes ont été pesés à l’aide d’une balance de 
précision Sartorius (1/10 mg). L’anesthésie est réalisée à l’aide du MS 222 
(mèthanesulfonate de l’éther éthylique de l’acide métaaminobenzoïque, Laboratoire 
SANDOZ), selon la technique de Bove (1963). Le poisson est fixé latéralement sur une 
plaque de paraffine. La dissection est réalisée sous loupe binoculaire, une incision est 
faite de l’orifice uro-génital jusqu’aux opercules. Une fois le tégument dégagé, l’ovaire 
ainsi que l’hépatopancréas sont récupérés. Les organes prélevés sont pesés puis 
conservés dans de l’acide trichloracétique (TCA) à 20% à 4°C, jusqu’aux différents 
dosages biochimiques. 
 

2.4.2. Rapport  gonadosomatique  
Le  rapport gonadosomatique (RGS) permet de caractériser l’importance pondérale 

des gonades, et il s’exprime selon Bougis (1952) par la formule suivante : 
 
 
 
PG : Poids des gonades (mg), PT : Poids total du corps (mg).     
      

2.4.3. Rapport hépatosomatique 
Le rapport hépatosomatique (RHS) est exprimé selon Bougis (1952) par la formule 

suivante : 
 
 
 
PH : Poids de l’hépatopancréas (mg)  
PT : Poids total du corps (mg). 
 

 
 

RGS =         x 100    
            

PG 
PT 

RHS =         x 100     
            

PH 
PT 
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2.4.4. Coefficient de condition  
Le coefficient de condition s’exprime par la formule de Le Cren (1951) : 
 

          
 
P : poids total au corps (mg) 
L : longueur totale (mm). 

 
2.5. Techniques analytiques 
2.5.1. Extraction des métabolites   
L’extraction des métabolites des échantillons (ovaire et hépatopancréas) a été 

réalisée selon le procédé de Shibko et al. (1966) (Fig. I.4). Les ovaires et les hépato-
pancréas, prélevés sur des poissons témoins et traités au DFB à 78 ng/l à différents 
temps (0, 15, et 30 jours) après traitement, ont été conservés dans 300 µl de TCA 20%. 
Après un broyage aux ultrasons (Sonifier B-30) et centrifugation (5000 tours/mn pendant 
10 mn), le surnageant I est récupéré et servira  au dosage du glycogène tandis qu’au 
culot, on ajoute 500 µl d’un mélange chloroforme/méthanol (2V/1V). Une deuxième 
centrifugation (5000 tours/mn, 15 mn) permet de récupérer le surnageant II, contenant 
les lipides, le culot sera repris dans 200 µl de NaOH   (0,1 N) pour l’estimation des 
protéines totales. 
 

2.5.2. Dosage du glycogène  
Le dosage du glycogène a été réalisé selon Duchateau & Florkin (1959). Cette 

méthode utilise l’anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone, 75 ml d’acide sulfurique 
et 25 ml d’eau distillée), et une solution mère de glycogène (0,1 g/l). Elle consiste à 
ajouter au surnageant I (contenant le glycogène) 1 ml d’alcool 100° et 5 ml d’alcool 70°, 
puis chauffer au bain-marie à 70°C pendant 10 mn. Après centrifugation (2700 tours/mn, 
15 mn), le surnageant est récupéré et placé dans un bain à sec (60°C), le résidu sec est 
repris dans 5 ml  d’acide sulfurique (72%). 
Le principe du dosage du glycogène  consiste à prendre  0,5 ml  de la solution  sulfurique 
à laquelle on ajoute  4 ml  de réactif d’anthrone et chauffer au bain-marie pendant 13 
mn. Il se développe une coloration verte, dont l’intensité mesurée à une longueur d’onde 
de 620 nm, est proportionnelle à la concentration du glycogène. La quantification est 
faite à partir d’une courbe de référence établie selon les indications du tableau I.1.  
 
 

Tableau I.1. Dosage du glycogène ovarien et hépatopancréatique: réalisation de la gamme d’étalonnage. 
 

Tubes 1 2 3 4 5 6 
Solution mère (? l) 
Eau distillée (? l) 
Quantité de glycogènes (? g) 
Réactif Anthrone (ml) 

0 
500 
0 
4 

100 
400 
10 
4 

200 
300 
20 
4 

300 
200 
30 
4 

400 
100 
40 
4 

500 
0 
50 
4 

 

    K =         x 100    
            

 P 
 L3 
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Figure I.4. Principales étapes d’extraction des métabolites : protéines, glucides et lipides (Shibko et al., 1966).  
 

2.5.3. Dosage des lipides  
Les lipides ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972). Le 

dosage est effectué sur des fractions aliquotes de 100 µl des extraits lipidiques 
(surnageant II) ou de la gamme étalon, auxquelles on ajoute 1 ml d’acide sulfurique 
concentré. Après agitation, les tubes sont chauffés au bain-marie pendant 10 minutes à 
100°C. Une fois refroidis, on prélève 200 µl de chaque tube auquel on ajoute 2 ml de 
réactif sulfo-phospho-vanillinique et on laisse 40 mn dans l’obscurité. Les densités 
optiques ont été lues dans le spectrophotomètre (20 D Spectronic) à une longueur d’onde 

Tissu + 300 µl 
(TCA 20%) 

Surnageant I 
 

 

Culot I + 500 µl éther/chloroforme 
 

Centrifugation 
(5000 tours/min, 10 min) 
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de 546 nm et la quantification est faite à partir d’une courbe de référence établie selon 
les indications ci-dessous (Tableau I.2). 
 

Tableau I.2. Dosage des lipides ovariens et hépatopancréatique: réalisation de la gamme  d’étalonnage. 
 

Tubes 1 2 3 4 5 6 
Solution mère (? l) 
Solvant chloroforme/méthanol (? l) 
Quantité de lipides (? g) 

0 
100 
0 

20 
80 
274 

40 
60 
548 

60 
40 
822 

80 
20 

1096 

100 
0 

13070 
 
A défaut de solution standard  type Boeh Ringer, la solution mère a été préparée en 
utilisant de l’huile de table de la façon suivante : trois tubes eppendorf ont été pesés, 
vides et contenant 300 µl d’huile, la différence du poids des tubes vides et pleins 
représente le poids de l’huile. Une première dilution a été effectuée en ajoutant à un des 
tubes 1 ml de solvant (chloroforme/méthanol) (1V/1V). La deuxième dilution se fait en 
prenant 50 µl du mélange auquel on y ajoute 950 µl du solvant. 
 

2.5.4. Dosage des protéines  
La quantification des protéines ovariennes et hépatopancréatiques a été faite sur 

une fraction aliquote (100 µl) selon Bradford (1976) avec le bleu brillant de coomassie (G 
25, Merck) comme réactif (50 mg de bleu brillant de coomassie, 25 ml d’éthanol, 50 ml 
d’acide orthophosphorique et complété à 500 ml avec de l’eau distillée) et d’albumine de 
sérum de bœuf (BSA, Sigma) comme standard. Les absorbances ont été lues à une 
longueur d’onde de 595 nm à l’aide d’un spectrophotomètre, et la gamme d’étalonnage a 
été effectuée à partir d’une solution d’albumine à 1 mg/ml selon le tableau (Tableau I.3) 
ci- dessous. 
 
Tableau I.3. Dosage des protéines ovariennes et hépatopancréatique: réalisation de la gamme d’étalonnage. 

 
Tubes 1 2 3 4 5 

Quantité d’albumine BSA (? g) 
Volume d’albumine (? l) 
Eau distillée (? l) 
Réactif BBC (ml) 

0 
0 
40 
4 

10 
10 
30 
4 

20 
20 
20 
4 

30 
30 
10 
4 

40 
40 
0 
4 

 
2.6. Activités enzymatiques 
Le dosage des enzymes (GSH, GST, LDH et AChE) est effectué au niveau de 

l’hépatopancréas des femelles adultes témoins et traités au DFB (78 ng/l) au cours du 
temps. L’activité spécifique des enzymes est mesurée par rapport aux protéines. Le 
dosage des protéines est réalisé selon Bradford (1976). 
 

2.6.1. Dosage du glutathion réduit 
Le taux du glutathion réduit est estimé selon la méthode de Weckbercker & Cory 

(1988) basée sur l’absorbance de l’acide 2-nitro-5mercapturique résultant de la 
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réduction de l’acide 5-5’-dithio-bis-2 nitrobenzoïque (DTNB) par le groupement thiol (-
SH) du glutathion. 
Les hépatopancréas sont homogénéisés pendant 30 secondes dans une solution de 
d’EDTA 0,02 M (7,4448 g EDTA et 1000 ml eau distillée) à l’aide d’un ultrason (Sonifer B-
30). Afin de protéger les groupements –SH du glutathion, l’homogénat doit subir une 
déprotéinisation par l’acide sulfosalycilique (0,25%) (0,5 g acide sulfosalycilique, 100 ml 
eau distillée) ; 0,8 ml de l’homogénat sont additionnés à 0,2 ml d’acide sulfosalycilique. 
Le mélange est vortexé et laissé pendant 15 minutes dans un bain de glace, puis 
centrifuger à 1000 tours/min pendant 5 minutes. Le surnageant est utilisé comme source 
d’enzyme.  
Le dosage du GSH est réalisé comme suit : 500 µl de surnageant sont additionnés à 1 ml 
de tampon tris-EDTA (63,04 g tris[hydroxymethyl] amino-méthane, 7,4448 g EDTA  et 
1000 ml eau distillée) et 0,025 ml de DTNB (5-5’-dithio-bis-2 nitrobenzoïque) à 0,01 M 
(3,96 g DTNB , 1000 ml méthanol absolu) contre un blanc où le surnageant est remplacé 
par 500 µl d’eau distillée. La lecture des absorbances s’effectue toutes les 5 minutes à 
température ambiante à une longueur de 412 nm dans un spectrophotomètre UV 
(SHIMADZI-UV-1202). 
Le taux du glutathion est estimé par la formule suivante : 

 
          GSH (µm/min/mg de protéines) =  

 
? Do : densité optique 
1 : volume  total des solutions utilisées dans la déprotéinasition (0,8 ml homogénat + 0,2 
ml ASS), 
1,525 : volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH (0,5 ml surnageant + 
1 ml tris-EDTA + 0,025 DTNB), 
13,1 : coefficient d’extinction (concernant le groupement –SH à 412 nm), 
0,8 : volume de l’homogénat utilisé en ml, 
0,5 : volume du surnageant utilisé en ml, 
prot. : protéines en mg. 
 

2.6.2. Dosage du glutathion S-transférase 
La mesure de l’activité de la glutathion S-transférase (GST) consiste à fournir à 

l’enzyme un substrat : le  1-chloro-2,4 dinitrobenzène (CDNB), qui réagit facilement avec 
le glutathion réduit. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraîne la 
formation d’une molécule nouvelle, qui absorbe la lumière à 340 nm de longueur d’onde. 
La valeur de densité optique mesurée est proportionnelle à la quantité du complexe GSH-
CDNB formé, elle-même liée à l’intensité de l’activité GST (Habig et al., 1974). 
Les hépatopancréas des femelles témoins et traitées sont homogénéisés dans 1 ml du 
tampon d’homogénéisation (20 ml de tampon phosphate 0,1 M, pH = 7 ; 1,71 g 
saccharose) pendant quelques secondes à l’aide d’un broyeur à ultrasons (Sonifer B-30). 
L’homogénat hépatique ainsi obtenu est centrifugé à 5000 tours/min et le surnageant 
servira au dosage de l’activité de la GST. La méthode utilisée dans notre dosage est celle 

          ?  Do x 1 x 1,525 
     13,1 x 0,8 x 0,5 x prot. 



 

 

Partie I : Croissance, biochimie et reproduction de Gambusia affinis: effets secondaires du diflubenzuron 

17 

de Habig et al. (1974) qui consiste à faire agir les GSTs contenus dans l’échantillon sur un 
mélange de GSH + CDNB à une température ambiante. Le protocole utilisé pour le dosage 
de l’activité spécifique de la GST  est le suivant : 
Une fraction aliquote de 0,2 ml est ajoutée à 1,2 ml du mélange CDNB (1 mM) – GSH ( 
mM) ; (4,052 mg CDNB ; 30,73 mg GSH ; 0,8 ml d’éthanol ; 20 ml tampon phosphate 0,1 
M pH 7). La lecture se fait contre un blanc préparé dans les mêmes conditions avec 0,2 ml 
d’eau distillée remplaçant le surnageant. La variation de la densité optique due à 
l’apparition du complexe CDNB-GSH est mesurée toutes les minutes pendant 5 minutes à 
340 nm dans un spectrophotomètre (SHIMADZI-UV-1202). L’activité spécifique de la GST 
est déterminée par la formule : 
 

          GST (U/mg de protéines) =  
 
? Do : densité optique 
Vt : volume  des solutions de dosage (1,2 ml du mélange CDNB-GSH + 0,2 ml du 
surnageant), 
9,6 : coefficient d’extinction du mélange GSH-CDNB (à 340 nm), 
Vs : volume du surnageant utilisé dans le dosage, 
prot. : protéines en mg. 
 

2.6.3. Dosage de la lactate déshydrogénase 
La détermination de l’activité LDH a été réalisée selon Hill & Levi (1954) où la LDH 

catalyse la conversion réversible du lactate en pyruvate. L’activité de la lactate 
déshydrogénase est mesurée suivant la vitesse d’oxydation du nicotinamide adénine 
dinucléotide (NAD) épuisé dans la réaction à une longueur d’onde de 340 nm avec 
coefficient d’extinction 6,22 (Hammen & Bullock, 1991).  
Les échantillons sont homogénéisés dans 1ml du tampon tris-Hcl (0,1 M, pH 7,2) puis 
centrifugés à 5000 tours/min pendant 10 minutes. Le surnageant obtenu est récupéré 
comme source d’enzyme. 
Le dosage est réalisé comme suit : 50 µl de surnageant sont additionnés à 675 µl de 
tampon substrat lactate (0,2 M et pH 10) (1,25 ml sodium lactate à 70%, 31,25 ml tampon 
glycine 0,1 M (0,750 g glycine, 0,585 g NaCl, 100 ml eau distillée), 18,75 ml NaOH 1N et 
une goutte de chloroforme) et 50µl de solution Coenzyme NAD (10 mg NAD, 1 ml eau 
distillée). La lecture des absorbances s’effectue toutes les minutes pendant 5 minutes 
dans un spectrophotomètre à UV (SHIMADZI-UV-1202) à une longueur d’onde de 340 
nm. L’activité spécifique de la LDH est estimée par la formule : 
    
    
                  LDH (U/mg de protéines) = 
       
?  Do : Densité optique. 
Vt : volume total des solutions (0,05 ml surnageant + 0,675 ml tampon substrat + 0,05 
ml Coenzyme NAD) 

          ?  Do x Vt 
     9,6 x Vs x prot. 

          ?  Do x Vt 
     6,22 x Vs x prot. 
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Vs : volume du surnageant (0,05 ml) 
6,22 : coefficient d’extinction micromollaire (à 340 nm) 
prot. : les protéines en mg 
 

2.6.4. Dosage de l’acétylcholinestérase  
 La méthode de dosage de l’acétylcholinestérase (AChE) la plus courante (Ellman et 
al., 1961) consiste à fournir à l’enzyme un substrat, l’acétylthiocholine (ASCh), dont 
l’hydrolyse libère de la thiocholine (SCh) et de l’acide acétique. La quantité de thiocholine 
obtenue est proportionnelle à l’activité enzymatique, on la révèle grâce à 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 l’on dose à 412 nm. 
Les échantillons sont homogénéisés pendant quelques secondes dans 1 ml de solution 
détergente (38,03 mg éthylène 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) à l’aide d’un homogénéisateur à 
ultrasons (Sonifer B-30) puis centrifugés à 5000 tours/min pendant 5 minutes. Le  
surnageant est utilisé immédiatement pour la mesure de l’activité AChE. 
L’activité spécifique de l’AChE est déterminée comme suit : 100 µl de surnageant sont 
additionnées à 100 µl 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 pH7). Après 3 à 5 minutes de repos 
nécessaire pour épuiser la réaction spontanée, 100 µl de substrat acétylthiocholine iodide 
(Sigma R) (118 mg ASCh dans 5 ml d’eau distillée) sont ajoutés. La lecture des densités 
optiques s’effectue à 412 nm toutes les 4 minutes pendant 20 minutes contre un blanc 
ou le surnageant à été remplacé par un volume équivalent de solution détergente (50 µl). 
L’activité spécifique de l’AChE est déterminée par la formule suivante : 
 
  AChE(U/mg de protéines) = 
       
?  Do : Densité optique. 
Vt : Volume total des solutions (0,1 ml surnageant + 0,1 ml du DTNB + 1 ml tris + 0,1 ml 
de substrat ASCh) 
Vs : Volume du surnageant (0,1ml) 
1,36 : Coefficient d’extinction (concernant le DTNB à 412 nm). 
prot. : Les protéines en mg 
 

2.6.5. Extraction et dosages des protéines  
Le dosage des protéines est effectué sur une fraction de 0,1 ml de l’homogénat 

avec 4 ml de bleu brillant de coomassie (BBC) (G 250, Merk) comme réactif (50 mg de 
bleu brillant de coomassie, 25 ml d’éthanol (95%), 50 ml d’acide orthophosphorique 
(85%) et complété à 500 ml avec l’eau distillée) et l’albumine sérum de bœuf (Sigma, 
France) comme standard. La lecture des absorbances s’effectue à une longueur d’onde de 
595 nm, et la gamme d’étalonnage est réalisée à partir d’une solution d’albumine de 
bœuf (1 mg/ml). 
 

          ?  Do x Vt 
     1,36 x Vs x prot. 
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2.7. Analyse des résidus du diflubenzuron par CLHP 
2.7.1. Extraction des résidus 
L’extraction et l’analyse des résidus par chromatographie liquide haute 

performance (CLHP) sont réalisées selon Soltani & Morsli (2003). Des échantillons d’eau 
d’élevage (3 ml) et des femelles sont prélevés à différents moments au cours de 
l’expérience (0, 7, 14, 21 et 28 jours), chaque poisson (témoin et traité) est rincé par 3 ml 
du mélange acétonitrile- eau (50-50) puis broyés dans 3ml du même mélange à l’aide 
d’un broyeur à ultrasons (Sonifer B-30). Après centrifugation (5000 tours/min) et 
évaporation du surnageant dans un Speed Vac (Variant), l’extrait sec de chaque 
échantillon est conservé à -10°C jusqu’au dosage. 
 

2.7.2. Équipement et conditions CLHP  
 L’extrait sec est repris dans 200 µl de mélange acétonitrile- eau (50-50) et des 
fractions aliquotes (10 µl) sont injectées dans un chromatographe Waters 600E équipé 
d’un détecteur UV à barrettes de diode (Waters 99E), d’un injecteur automatique (Waters 
717). L’enregistrement et l’intégration sont effectués par un ordinateur Nec Power Mate 
433 à l’aide du logiciel Waters Millenium. La colonne  utilisée est une colonne Merck RP 
18 (longueur 4 X 125 mm ; diamètre 5 mm). L’élution est assurée par un gradient 
croissant linéaire d’acétonitrile- eau partant d’un mélange acétonitrile- eau (55/45 ; V/V) 
pour atteindre 100% d’acétonitrile en 25 minutes. La quantification du produit est 
effectuée par intégration et comparaison avec les pics obtenus par l’injection d’une série 
de concentrations du standard (diflubenzuron). 
 

2.8. Traitements statistiques des données 
 Les données sont représentées par la moyenne (± l’écart type) établie sur un 
effectif ou un nombre de répétitions précisés dans les figures et tableaux. L’analyse 
statistique a été réalisée à l’aide du logiciel MINITAB version 13.31 Fr disponible au 
Laboratoire de Biologie Animale Appliquée. Différents tests ont été utilisés. 
Les moyennes des séries témoins et traitées ont été comparées deux à deux en utilisant 
le test «t» de Student avec un seuil de signification p = 0,05. Les résultats des études 
biométriques, biochimiques et enzymatiques ont fait l’objet d’une analyse de la variance 
à deux critères de classification (traitement et temps). Les activités spécifiques des 
enzymes ont été déterminées à partir des équations de régression linéaire exprimant la 
densité optique en fonction de temps. La quantification des protéines est réalisée à partir 
d’une courbe d’étalonnage dont l’équation exprime les absorbances en fonction de la 
quantité d’albumine standard. 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

Partie I : Croissance, biochimie et reproduction de Gambusia affinis: effets secondaires du diflubenzuron 

20 

3. RESULTATS 
3.1. Effets morpho-biochimiques du Diflubenzuron  
3.1.1. Effet du DFB sur la morphométrie des alevins  
Le dimilin (DL90) a été testé pendant 24 heures sur des alevins de G. affinis en 

élevage, et ceci afin d’analyser son impact sur leur croissance linéaire et pondérale. La 
comparaison des valeurs moyennes, par le test «t»  de Student, obtenues dans les séries 
témoins et traitées révèle que le DFB induit une diminution significative (p<0,001) de la 
croissance  linéaire  et  pondérale  des alevins  (Figs I.5 et I.6). Cette diminution apparaît 
à partir du 30ème jour du traitement. En effet, la longueur atteint une valeur moyenne de 
19,30 mm le 45ème jour du traitement chez la série témoin et elle est de l’ordre de  17,71 
mm chez les traités. Le poids moyen chez les témoins en fin de traitement est de 60,05 
mg, et diminue chez les alevins traités pour atteindre une valeur de 45,71 mg. 
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Figure I.5. Effet du DFB (DL90 = 78 ng/l)  sur la longueur (mm) des alevins de G. affinis  (m ± s, n = 9–10). 
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Figure I.6. Effet du DFB (DL90 = 78 ng/l) sur le poids (mg) des alevins de G. affinis  (m ± s, n = 9–10). 

 
L’analyse de la variance à deux critères de classification (âge, traitement) révèle qu’il y a 
un effet traitement, âge et interaction traitement/âge ; significatif pour la longueur et 
hautement significative pour le poids (p<0,001). 
 

** 
*** 

* 

*** 
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3.1.2. Effet du DFB sur la morphométrie des femelles 
Les effets du DFB à la dose78 ng/l, correspondant à la DL90 ont été examinés sur 

divers indices métriques chez des femelles de G. affinis exposées en continu à 
l’insecticide. Ainsi, la longueur des poissons, leur poids corporel, le rapport 
gonadosomatique (RGS), le rapport hépatosomatique (RHS) et le coefficient de condition 
(K) ont été déterminés à différents temps après traitement (0,15 et 30 jours) chez les 
séries témoins et traitées. Les résultats obtenus et présentés dans les figures I.7 et I.8 
montrent que le DFB n’affecte pas la longueur des femelles de G. affinis. Cependant, le 
traitement diminue significativement (p<0,01) leurs poids, ainsi ce dernier passe d’une 
valeur de 392,11 mg chez les témoins à 355,88 mg chez les traitées après 30 jours 
d’exposition. L’analyse statistique des données par ANOVA, révèle qu’il à un effet 
traitement, age et interaction traitement/ age hautement significative (p<0,001)  
concernant le poids des femelles.  
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Figure I.7. Effet du DFB (DL90 = 78 ng/l) sur la longueur (mm) chez les femelles  de G. affinis en traitement  

continu  (m ± s ; n = 5-8). 
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Figure I.8. Effet du DFB (DL90 = 78 ng/l) sur le poids corporel (mg) chez les femelles  de G. affinis en 

traitement continu (m ± s ; n = 5-8).   
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D’autre part, les résultats obtenus montrent que le traitement réduit significativement les 
indices métriques. En effet, la comparaison des valeurs moyennes obtenues dans les 
séries témoins et traitées révèle que le DFB provoque une diminution significative 
(p<0,001) du RGS (Fig. I.9). En effet, il passe de 0,83 chez les témoins à 0,69 chez les 
traités à la fin du traitement. On enregistre également une réduction hautement 
significative (p = 0,001) du RHS, où il atteint la valeur moyenne de 0,24 or, il est de 0,46 
chez la série témoin (Fig. I.10). Par ailleurs, l’analyse de la variance a montré l’existence 
d’un effet âge, traitement et interaction âge/traitement hautement significatif (p = 0,000) 
pour le RGS et RHS. 
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Figure I.9 . Effet du DFB (DL 90 = 78 ng/l) sur le rapport gonado -somatique (RGS) chez l es femelles de G. affinis  

en traitement continu (m ± s  ; n = 5-8). 
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Figure I.10 . Effet du DFB (DL 90 = 78 ng/l) sur le rapport hépato -somatique (RHS) chez les femelles de G. 

affinis  en traitement continu (m ± s  ; n = 5-8).  
 
La comparaison des valeurs m oyennes du coefficient de condition des poissons traités 
avec celles des témoins, indique que le diflubenzuron provoque une diminution 
significative (p<0,05) de cet indice après 30 jours de traitement (Fig. I.11) . De plus, 
l’analyse de la variance à deux c ritères de classification révèle un effet â ge significatif (p 
= 0,001).   

*** 
*** 

*** *** 
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3.1.3. Effet du DFB sur la composition biochimique des ovaires  
Cette partie, vise à examiner l’effet  du DFB sur la composition biochimique des 

ovaires de G. affinis traitées en cont inu, en déterminant les taux de glycogène, de lipides 
et de protéines à différents temps après traitement (0,15 et 30 jours).  
La variation du taux de glycogène ovarien est représentée dans la figure I.12 . Le 
traitement semble réduire  significativement (p = 0,02) le taux de glycogène qui atteint 
une valeur de 10,28 µg/mg chez les poissons traités contre une valeur de 28,48 µg/mg 
chez les témoins à la fin du traitement.  
Les résultats  de l’analyse statistique  montrent que le traitement n’a pas d’effet signifi catif 
(p > 0,05) sur le taux des lipides totaux ovarien au cours du traitement  (Fig. I.13) .  
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Figure I.11 . Effet du DFB (DL 90 = 78 ng/l) sur le coefficient de condition (K) chez les femelles de G. affinis  en 

traitement continu (m ± s  ; n = 5-8).  
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Figure I.12 . Effet du  DFB (DL90 = 78 ng/l) sur le taux de glycogène ovariens ( µg/mg) chez des femelles 

adultes de  G. affinis  en traitement continu  (m ± s ; n = 5-8). 
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Figure I.13 . Effet du  DFB (DL90 = 78 ng/l)  sur les taux des lipides ovariens ( µg/mg) chez des femelles adultes 

de G. affinis  en traitement continu  (m ± s ; n = 5-8). 
 
La détermination de la quantité de protéines dans les ovaires a été réalisée à partir d’une 
courbe de référence utilisant l’albumine comme protéine standard. Les résultats 
enregistrés sont représentés dans la figure I.14 . L’analyse  statistique  révèle qu ’il y a un 
effet traitement sur les taux (p = 0,01) des protéines ovariennes. En effet, les taux de 
protéines accusent une nette diminution à partir du 15 ème jour de traitement.  Chez les 
poissons traités, le taux de protéines est de 18,92 µg/mg contre 30,77 µg/mg chez les 
témoins à la fin du traitement.  
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Figure I.14 . Effet du  DFB (DL90 = 78 ng/l)  sur les taux des protéines ovariennes ( µg/mg) chez des femelles 

adultes de  G. affinis  en traitement continu (m ± s ; n = 5-8).  
 
3.1.4. Effet du DFB sur la composition biochimique des hépatopancréas  
Les résultats concernant la quantification du glyc ogène hépatopancréatique sont 

présentés dans la figure I.15 . Ils mettent en évidence l’effet traitement  (p = 0,0001)  dans 
le temps sur les taux de glycogène hépatopancréa tique. En effet, chez les témoins le taux 
atteint 62,77 µg/mg le 30 ème jour du traitement alors qu’il diminue chez les traités à une 
valeur moyenne de 23,68 µm/mg.  
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Figure I.15 . Effet du  DFB (DL90  = 78 ng/l)  sur les taux de glycogène hépatopancréatiques ( µg/mg) chez des 

femelles adultes de  G. affinis  en traitement continu (m ± s ; n = 5-8).  
 
Le DFB induit une réduction significative  (p < 0,05) des taux de lipides . En effet, l’analyse 
statistique des données montre qu’il y a un effet traitement ou le  diflubenzuron diminue 
les taux de lipides jusqu’à une valeur d’environ 10,93 µg/mg, alors qu’elle atteint la 
valeur moyenne de 15,33 µg/mg chez les témoins et cela en fin de traitement  (Fig. I.16) .   
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Figure I.16 . Effet du  DFB (DL90 = 78 ng/l) sur les taux des lipides hépatopancréatiques ( µg/mg) chez des  

femelles adultes de  G. affinis  en traitement continu  (m ± s ; n = 5-8).   
 
Les quantités de protéines hépatopancéatiques ont été déterminées et présentées dans la 
figure I.17 . Les résultats relevés, m ontrent que le traitement réduit signif icativement (p = 
0,0001) les taux des protéines hépatopancréatiques au cours du temps. Celui-ci est de  
51,47 µg/mg chez la série témoin ( 30 jours) et  diminue à une valeur moyenne de 34,25 
µg/mg chez les traitées.   
 

*** 
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** *** 
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Figure I.17 . Effet du  DFB (DL90 = 78 ng/l) sur les taux des protéines hépatopancréatiques ( µg/mg) chez des 

femelles adultes de  G. affinis  en traitement continu  (m ± s ; n = 5-8). 
 

3.2. Effets sur les activités enzymatiques  
Dans le but d’évaluer l’influence des régulateurs de croissances sur le système 

enzymatique des organismes aquatiques, quatr e biomarqueurs (GSH, GST,  LDH et AChE) 
ont été dosés au niveau des hépatopancréas des femelles adultes de G. affinis témoins et 
traitées avec le dimilin (25% WP). L’insecticide a été administré dans l’eau d’élevage des 
poissons à une concentration finale d e 78 ng/1 et l’activité spécifique des enzymes est 
déterminée à différent moment d’exposition (0, 1 5 et 30 jours). Le taux de  glutathion  
réduit (GSH) est exprimé en µM/min/mg de protéines et les activités enzymatiques sont 
exprimées en mU/mg de protéines e t les protéines quantifi és selon Bradford (1976) . 
 

3.2.1. Glutathion  réduit  
Le taux de glutathion  réduit  (µM/min/mg de protéines) a été calcul é pour chaque 

échantillon par application de la formule de Weckberker & Cory (1988) . Les résultats 
obtenus sont re présentés graphiquement dans la figure I.18 . 
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Figure I.18 . Effet du DFB (DL90 = 78 ng/l) sur le taux de glutathion réduit ( µM/min/mg de protéines) dans  

l’hépatopancréas chez des femelles adultes de  G. affinis  en traitement continu (m ± s, n =5-8).  
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Chez les femelles témoins, on remarque que le taux de glutathion  réduit  ne varie pas 
significativement au cours du temps . Le taux de GSH oscille entre 0,877 ± 0,044 
µM/min/mg de pr otéines à zéro jour pour atteindre 0,957 ± 0, 051 µM/min/mg de 
protéines après  30 jours. Par contre, chez les individus traités le taux de GSH commence 
à diminuer 24 heur es après le traitement et atteint sa valeur minimale  0,2 68 ± 0,057 
µM/min/mg de protéines  après deux  semaines  d’exposition. A  la fin du traitement 
l’activité GSH d es femelles  traitées augment e et atteint la valeur de 0,341 ± 0,006 
µM/min/mg de protéines .   
La comparaison des moyennes enregistrées chez les séries témoins et traitées indique 
que le diflubenzuron provoque une diminution hau tement significative (p<0,001 ) du taux 
de GSH après 15 jours de traitement. L’analyse de la variance à deux critères de 
classification (traitement/ temps) révèle qu’il y’a un effet traitement, temps et interaction 
traitement/temps h autement significatif (p<0,001).  
 

3.2.2. Glutathion S -transférase   
L’effet du traitement avec le dimilin (25% WP) sur l’activité spécifique de la 

glutathion S -transférase hépatopancréatique a été évalué. La détermination de l’activité 
GST a été réalisée par application de la formule d e Habig et al. (1974). 
Les résultats de l’estimation de l’activité spécifique de la glutathion S -transférase des 
femelles témoins et traitées  sont présentés dans la figure I.19 . Il en ressort que l’activité 
de la glutathion S -transférase chez les femelles témoins ne présente aucu ne variation 
importante pendant  la durée du traitement.  Cette dernière varie entre 0,755 ± 0,080 et 
0,799 ± 0,089 (mU/mg de protéines ) respectivement au début et à la fin du traitement.  
Chez les femelles traitées l’activité GST diminue puis augmente progre ssivement avec le 
temps et atteint une  valeur de 1,315 ± 0,181 mU/mg de protéines à la fin du traitement .  
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Figure I.19 . Effet du DFB (DL90 = 78 ng/l) sur l’activité spécifique (mU/mg de protéines) de la glutathion S -

transférase dans l’hépatopancréas  chez des femelles adultes de  G. affinis  en traitement continu 
(m ± s ; n = 5-8).   
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L’analyse statistique avec le test «t» de student des activités moyennes enregistré es au 
cours du temps chez les individus témoins et traités montre que l’insecticide addi tionné 
dans l’eau d’élevage induit une au gmentation très significative (p <0,01) de l’activité GST  
à la fin du traitement.   
L’analyse de la variance à deux critères de classification (traitement, temps) révèle un 
effet traitement, temps et interaction trait ement/temps hautement significatif  (p <0,001). 
 

3.2.3. Lactate déshydrogénase  
L’effet de l’exposition au diflubenzuron sur les enzymes de respiration chez un 

organisme non ciblé, G. affinis a été apprécié par le dosage de l’activité spécifique de la 
lactate déshydrogénase (LDH). Le dosage est réalisé avec des surnageant d’homogénat 
des hépatopancréas  des poissons témo ins et traités utilisant le NAD + comme substrat.  
L’activité spécifique (mU/mg de protéines) de la lactate déshydrogénase a été estimé e par 
application de la formule de Hill & Levi (1954) . La comparaison des activités moyennes 
obtenus chez les femelles adultes témoins et traitées par le test «t» de student indique 
que l’activité spécifique de la lactate augmente de manière significatif (P<0,0 1) après 15 
jours de traitement atteignant une valeur de  1,062 ± 0,109 mU/mg de protéines chez les 
traités contre la valeur de 0, 333 ± 0,066 mU/mg de protéines chez les adultes témoins 
(Fig. I.20). Par contre, l’activité LDH chez les témoins ne présente aucune  variati on 
importante au cours du temps, celle -ci varie de  0,436 ± 0,079 mU/mg de protéines au 
début du traitement à 0,361 ± 0,093 mU/mg de protéines à la fin de l’expérience.  
L’analyse de la variance à deux critères de classification (traitement, temps) m ontre un 
effet traitement, temps et interaction /temps hautement significatif (p <0,001) . 
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Figure I.20 . Effet du DFB (DL90 = 78 ng/l) sur l’activité spécifique (mU/mg protéines) de la lactate  

déshydrogénase dans l’hépatopancréas chez des femelles adulte s de G. affinis  en traitement 
continu (m ± s ; n = 5-8).   

  
3.2.4. Acétylcholinestérase  
Le dosage de l’AChE est une autre possibilité pour évaluer les effets du 

diflubenzuron sur les activités enzymatiques de G. affinis . L’activité  spécifique de l’AChE 
est déterminée selon la méthode d ’Ellman et al. (1961) en utilisant les hépatopancréas 

** 

** 
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des femelles témoins et traitées avec le diflubenzuron comme échantillon et 
l’acétylthiocholine comme substrat.  L’activité spécifique de l’acétylcholinestérase a été 
calculée par les pentes des  équations de régression exprima nt l’absorbance en fonction 
du temps . Les résultats obtenus sont représentés graphiquement dans la figure I.21 . 
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Figure I.21 . Effet du DFB (DL90 = 78 ng/l)  sur l’activité spécifique (mU/mg de pr otéines) de 

l’acétylcholinéstérase dans l’hépatopancréas chez des femelles adultes de  G. affinis  en 
traitement continu (m ± s ; n = 5-8).   

 
Chez les individus traités on remarque une diminution significative de l’activité de ce 
biomarqueur après 15jours  d’exposition , où elle atteint une valeur de 0,789 ± 0,220 
mU/mg contre 1,381 ± 0,196 mU/mg chez les témoins . Cette activité connaîtra par la 
suite une augmentation progressive avec le temps et atteint la valeur de 1,071 ± 0,228 
mU/mg de protéines  après 30  jours. L’activité de  l’AChE ne mon tre aucune variation 
importante pendant la durée de l’expéri mentation chez les individus témoins . Les valeurs 
passent  de 1,315 ± 0,055 mU/mg de protéines au déb ut de l’expérience à 1,3 66 ± 
0,029 après 30 jours. La comparai son des activités moyennes enregistrés chez les 
individus témoins et traités avec le diflubenzuron montre  une inhibition significative 
(p<0,05) de l’activité spécifique de l’AChE après 15 jours de traitement. De plus, l’analyse 
de la variance à deux critèr es de classification (traitement/temps) indique un effet 
traitement hautement significati f (p<0,001).  
 

3.3. Analyse des résidus du dimilin par CLHP  
L’analyse des résidus du dim ilin (25% WP) additionné dans l’eau d’élevage de G. 

affinis  à la dose de 312 µg de matière active/l  à pour but de détecter la quantité de 
matière active dans l’eau d’élevage, à la surface et à l’intérieur du corps entier des 
femelles adultes au cours d’une exposition continu e. Les quantités de diflubenzu ron ont 
pu être déterminées à p artir des chromatogrammes obtenus après injection en utilisant le 
diflubenzuron technique comme standard.  
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3.3.1. Dans l’eau  
Les résultats de l’analyse des résidus extraits des échantillons d’eau d’élevage 

traitée avec le dimilin sont mentionnés dans la figure I.22 . Cette figure montre que le 
standard migre approximativement à 8,30 mn (Fig. I.22A) .   
 

Absorbance  

 
                 Temps de rétention (mn)  

 
Figure I.22 . Chromatogrammes CLHP du standard de diflubenzuron ( A), eau des poissons témoins ( B) et eau 

des poissons traités ( C) après 28  jours d’exposition au dimilin.  
 
On note l’absence d’interférence d’un quelconque pic à ce temps de rétention dans les 
extraits d’eau  douce témoin (Fig. I.22B) . Par contre, on détecte la présence de ce produit 
dans les extraits d’eau douce traitée (Fig. I.22C) . La quantification des pics des extraits 
d’eau traitée indique que les taux de résidus détectés diminuent avec le temps. Le t aux 
de résidus varie de 312 µg/l  (concentra tion de départ) à seulement 187, 2 ± 8,2 µg/l à la 
fin du traitement (Tableau I.4) .  
 
Tableau I.4 . Analyse par CLHP des résidus du dimilin dans l’eau  : concentration et taux de dégradation au 

cours du temps (m ± s, n = 3).   
 

Temps (jours)  Concentration (µg/l)  Taux de dégradation (%)  
0 312,00 ± 0,00  0 
7 297,20 ± 9,20  4,80 
14 259,80 ± 11,20  16,80 
21 215,00 ± 8,70  31,10 
28 187,20 ± 8,60  40 

 
3.3.2. A la surface du corps  
L’accumulation des résidus du diflubenzuron à la surface du corps des femelles de 

G. affinis après un traitemen t continu  a été détec tée par CLHP à différents moments 
d’exposition.  
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Les chromatogrammes relatifs au standard, au témoin (eau de rinçage d’un poisson 
témoin) et à l’échantillon d’eau de rinçage d’un poisson traité avec le dim ilin durant 28 
jours sont représentés dans la figure I.23.  

 
Absorbance  

 
     Temps de rétention (mn)  

 

Figure I.23 . Chromatogrammes CLHP du standard de diflubenzuron ( A), extrait d’eau de rinçage du poisson 
témoin (B) et d’un extrait d’eau de rinçage des poissons traités ( C) après 28  jours d’exposition au 
dimilin.  

 
Dans  nos conditions expérimentales, le diflu benzuron standard à un temps de rétention 
de 8,30 mn (Fig. I.23A)  et il n’y a pas d’interférence de pic au niveau du chromato -
gramme d’extrait d’eau de rinçage témoin (Fig. I.23B)  mais on remarque la p résence du 
diflubenzuron dans les extraits d’eau de rinçage traité (Fig. I.23C) . La quantification des 
pics des extraits d’eau de rinçage des individus traités donne les résul tats mentionnés 
dans le tableau I.5 .  
 
Tableau I.5 .  Taux de résidus détecté par CLHP à la surface du corps de G. affinis  lors d’une exposition 

continue au dimilin (m ± s, n = 3).   
 

Temps (jours)  Taux (ng/ individu) 
0 0,00 ± 0,00  
7 156,00 ± 45,10  
14 162,70 ± 14,00  
21 120,00 ± 22,60  
28 78,70 ± 8,30  

 
Les résultats obtenus montrent  que le taux de résidus détecté à la surface du corps 
atteint sa valeur maximale 162,7 ± 14,0 ng/indi vidu après 14 jours de traitement. Le 
taux de résidus connaîtra par la suite une diminution marquée et atteint la valeur de 78,7 
± 8,3 ng/individu à la fin  du traitement . 
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3.3.3. Dans le corps entier  
La quantité d’insecticide incorporée et accumulée dans le corps des femelles de G. 

affinis  au cours d’une exposition  continue  au diflubenzuron a été déterminée par 
chromatographie liquide haute performance (CLHP) . L’analyse par CLHP des extraits de 
corps entier des femelles adultes témoins et traité es avec le dimilin pendant 28  jours 
donne  les  chromatogrammes  représentés  dans  la  figure I.24 .  Cette  figure  montre la  
 

Absorbance  

 
                                                                                                               Temps de rétention (mn)  
 
Figure I.24 . Chromatogrammes CLHP du standard de diflubenzuron ( A), d’un extrait du corps des témoins ( B) 

et d’un extrait du corps des femelles tr aitées (C) après 28  jours d’exposition au dimilin.  
 
présence du diflubenzuron dans les extraits des corps entiers des femelles traitées et 
l’absence de cet insecticide dans les extraits des corps des femelles témoins. Les 
résultats obtenus après la quanti fication des pics des extraits de corps des femelles 
traitées à différent moment d’exposition sont représentés dans le tableau I.6 . Les 
résultats indiquent que le taux de résidus du diflubenzuron dans le corps augmente 
progressivement avec le temps d’expos ition atteignant la valeur de 160,0 ± 11,3 
ng/indiv idu à la fin du traitement . 
 
Tableau I.6 .  Taux de résidus détecté par CLHP à l’intérieur du corps de G. affinis  lors d’une exposition 

continue au dimilin (m ± s, n = 3).   
 

Temps (jours)  Taux (ng/ individu) 
0 0,00 ± 0,00  
7 54,20 ± 4,50  
14 101,50 ± 3,30  
21 132,60 ± 14,30  
28 160,00 ± 11,30  
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4. DISCUSSION  
4.1. Aspects morphologiques  
La croissance est un élément essentiel d’aptitu de, et peut avoir un impact  sur le 

succès des populations naturelles (Burrows & Hughes, 1990  ; Wo et al., 1999). La 
croissance est considérée comme indicateur de pollution chez les invertébrés aquatiques 
(Widdows et al., 1997 ; Gomot, 1997) . Les variations du coefficient de condi tion peuvent 
aider à localiser dans le temps  l’émission des œufs , tout en traduisant l’état 
physiologique des femelles en particulier (Deniel, 1983) . Cet indice varie avec l’état 
nutritionnel et reproductif du poisson (Phillips & R ainbow, 1993) . Les modifications des 
RHS et RGS au cours du temps  permetten t de suivre les cycles hépatiques et sexuels , et 
précisent le rôle du foie et de la gonade au cours  de la croissance (Stequert, 1971 ; Koya 
et al., 1998). 
Nos résultats ont permis de mettre en évidence  que le DFB , additionné à  l’eau d’élevage 
des femelles  adultes de G. affinis   à la dose  de 78 ng/l, perturbe leur croissance 
pondérale.  Par ailleurs, l e DFB manifeste une toxicité plus élevée à l’égard des alevins , où 
il semble réduire significativement leur croissance  linéaire et  pondérale . Nos résultats 
sont en accord avec des travaux antérieurs. En effet, Drez et al.  (2000), ont observé une 
réduction significative de la croissance des mâles et des femelles de Gambusia holbroo ki 
après traitement avec le 4 - nonylphenol. Aissaoui   (1998)  rapporte  que le traite ment des 
femelles adu ltes de G. affinis par le lindane pendant un mois , induit une réduction 
significative du poids. Draredja-Beldi & Soltani (2003)  signalent que le diflubenzuron  
provoque une réduction de la croissance des al evins de G. affinis après 30 jours 
d’expositio n. Enfin, Leung & Furness (2001 ) enregistrent une perturbation de la 
croissance chez le mollusque gastéropode Nucella lapillus exposé au cadmium.  
D’autre part , dans nos conditions expérimentales, le traitement au DFB (78 ng/l) affecte 
les indices métriques des femelles. En effet, le DFB réduit significativement les rapports 
gonadosomatiques, hépatosomatiques et le coefficient de condition.   
Par ailleurs, l’application topique du DFB à des organismes visés comme les  nymphes de 
T. molitor  nouvellement exuviées, retarde l’exuviation (Soltani et al., 1983), et perturbe le  
développement nympho -adulte via la sécrétion cuticulaire  et la production 
d’ecdystéroïdes (Soltani  et al.,  1984). Aussi, l’injection du flucyloxuron et du triflumuron 
(des dérivés de la benzoylphénylurées) aux nymphe s de T. molitor  nouvellement exuviées 
cause une diminution de l’épaisseur des deux couches cuticulaires (Soltani et al., 1993, 
1996). Des résultats similaires ont été obtenus chez les crustacés  ; Weis & Ma (1987)  ont 
rapporté que le dimilin perturbe le développement et la reproduction de Limulus 
polyphemus  et entraîne d’importantes malformations et même des mortalités chez les 
larves. Gulka et al., (1982) ont démontré que le DFB affecte le développement de Balanus 
eburneus , crustacé cirripède , les perturbations sont observées même à de faibles doses. 
Des traitements au DFB à différentes concentrations ont été appliqués chez plusieurs 
espèces aquatiques notamment des crustacés et d es poissons. Deux microcrustacé s, 
Ceriodaphia  sp. et Daphnia laevis  ont été traités avec le DFB (12 µg /l) . Le produit 
entraîne l’élimination, des deux populations au bout d’une semaine d’application  (Ali & 
Mulla, 1978) . On enregistre aussi, une réduction de 75% des populations de Daphnia sp., 
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suite à un traitement au DFB (4 µg/l) et  l’élimination totale des daphnies est observée à la 
dose de 7 µg/l (Ali & Mulla, 1978) . Morsli (1994) , a trouvé que le DFB provoque une 
inhibition du cycle de mue et par conséquent la mise en place de la cuticule  pré-exuviale 
chez Penaeus kerathurus . Le DFB a été également testé chez des poissons ostéichtyens 
entre autres, la truite arc -en-ciel, la truite des ruisseaux, le saumon atlantique, la perche 
(Mayer & Ellerseick, 1986)  et le poisson chat (Julin & Sanders,  1978) chez lesquels il 
s’avère sans effets.  
 

4.2. Aspects biochimiques  
Les Poeciliidés  stockent de l’énergie à la fin de l’été et en automne pour hiverner et 

se reproduire au printemps (Meff & Sn elson, 1993) . L’importance des réserves dans 
l’évolution des  organismes est liée à deux processus fondamentaux  ; la croissance  et la 
reproduction (Meff, 1991 ). Les ovocytes des poissons, au cours de la croissance, 
synthétisent et emmagasinent un grand nombre de compos és au poids moléculaire élevé 
principalement les  protéines (vitellogénine) et les lipides. Une fois que le développement 
ovocytaire est terminé, c’est alors que le glycogène sera utilisé comme premier 
fournisseur de l’énergie métabolique (Soengas et al.,  1993). Le foie constitue l’organe de 
stockage et de  réserve chez les poissons et c’est la plaque tournante de tous les 
métabolites. En effet, après avoir traversé les branchies, les pesticides sont transportés 
vers le foie via la circulation sanguine pour une éventuelle détoxification. G. affinis  ne 
possède pas un foie bien défini, les cellules sont confondues avec celles du pancréas d’où 
l’appellation, hépatopancréas. Cet organe est maintenu dans une enveloppe fibreuse et 
ferme, sa base antérieure est attachée à la paroi du corps, il est constitué de ce llules 
polygonales avec un noyau bien distinct contenant à la périphérie une importante 
quantité de chromatine, les cellules hépatopancréatiques sont irrégulièrement distribuées 
et elles sont fortement concentrées en glycogène. Chez les poissons , l’hépatop ancréas 
constitue l’organe cible des différentes toxines  (Suteau et al., 1987). 
Les données acquises sur l’effet du dimilin sur les différents métabolites au niveau des 
ovaires et des hépatopancréas des femelles de G. affinis  traitées montrent que le 
traitement affecte, de manière significative, la composition biochimique de ces deux 
organes. On enregistre, notamment, une diminution de la teneur en glycogène 
hépatopancréatique plus importante que le glycogène ovarien . La diminution des 
concentrations des gl ucides a été également observée chez les crustacés P. kerathurus  
traités au DFB (Morsli, 1994)  de même que chez T. molitor , la tréhalosémie est réduite 
(Soltani, 1990) . Cette diminution du glycogène dans l’ovaire et l’hépatopancréas pourrait 
s’expliquer pa r une perturbation du système enzymatique  responsable de la 
condensation du glucose en glycogène.  
Chez les Téléostéens, les lipides sont accumulés dans les œufs et constituent la réserve 
nutritionnelle durant l’embryogenèse (Wallace, 1985) . Ces lipides gag nent les ovaires soit 
via le sang en provenance de l’hépatopancréas (Black & Skinner, 1987) , soit in situ , par 
une synthèse endogène au niveau de l’ovocyte (Wiegand & Idler, 1982) . Nos résultats 
concernant le métabolisme lipidique des femelles traitées au  DFB ont révélé que le 
traitement n’a aucun effet sur le taux des lipides ovariens. Cependant, le DFB entraîne 
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une diminution d es taux de lipides hépatopancréatiques. Ces résultats sont en accord 
avec les données de Aissaoui (1998) , qui constate un effet s ignificatif du lindane sur la 
réduction des concentrations lipidiques au niveau de l’hépatopancréas. Des études 
antérieures montrent que chez les organismes aquatiques, les lipides servent de réservoir 
protecteur contre l’effet toxique du lindane et d’autr es pesticides lipophiles car, ils sont 
massivement bioconcentrés dans le corps gras (Geyer et al., 1994). Le traitement au DFB 
des femelles de T. molitor , entraîne une diminution significative du taux des lipides du 
corps gras au 6 ème jour de traitement (Khebbeb, 2000) . Les divers résultats suggèrent une 
interférence du DFB avec la reproduction en générale et le processus de la vitellogenèse 
en particulier selon un mécanisme encore méconnu.  
Les protéines jouent un rôle fondamental dans l’organisme biologiq ue. Elles peuvent 
assurer la catalyse biochimique, la régulation hormonale et s’intégrer dans la cellule en 
tant que constituants structuraux en même temps que les lipides et les glucides (Jacob & 
Monod, 1961). Des travaux faits avec les dérivés de la benz oylphénylurée comme par 
exemple l’injection du triflumuron (TFM) à des nymphes de T. molitor  nouvellement 
exuviées réduit le contenu en chitine, mais sans effet sur le taux en protéines cuticulaires 
(Soltani et al.,  1996). L’essai conduit en traitement con tinu 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 l’incorpora tion ovarienne de la leucine tr itiée ont 
montré que le DFB inhibe la synthèse protéique dans les ovaires de T. molitor  traduisant 
ainsi son impact sur la vitellogenèse (Soltani -Mazouni & Soltani, 1995) .  
Le contenu des ovaires et des hépatopancréas en glycogè ne, lipides et protéines présente 
une nette réd uction chez les individus traités  ; ces perturbations élucident la sensibilité 
de G. affinis  à l’égard d u diflubenzuron . Cet insecticide affecte le métabolisme lipido -
glucidique et protéique, avec des conséque nces sur la croissance et la reproduction de ce 
poisson.  
 

4.3. Aspects enzymatiques  
Face au dommage causé par les différents xénobiotiques, les cellules vivantes se 

défendent grâce à plusieurs systèmes de détoxification tels que les monooxygènases, les 
estérases, les P450 réductases et les hydrolases (Scott, 1999) .  
Après leur pénétration dans les organismes, les polluants organiques subissent le plus 
souvent des transformations métaboliques, catalysées par différents systèmes 
enzymatiques capables de prend re en charge des substrats de nature variée. Toutes ces 
enzymes augmentent  l’hydrosolubilité des molécules qu’ils prennent en charge afin d’en 
facilité l’élimination par  l’organisme  (Scott, 1999) . L’activation métabolique de certaines 
molécules suite à leu r métabolisation est cependant possible. Les réactions de 
biotransformation so nt divisées en deux réactions  : phase I et phase II. La première phase 
(phase I)  est assurée par des enzymes qui catalysent l’oxydation et la fonctionnalisation 
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des xénobiotique s. La phase II est réalisée par des enzymes qui assurent  la conjugaison 
des molécules fonctionnalisées à des substrats endogènes. Le glutathion  réduit  (GSH) et 
la glutathion -S-transférase (GST) tiennent une place importante parmi les enzymes de la 
phase II. 
Le glutathion  réduit  est un tripeptide (L -y-glutamyl-L-Cysteinyl glysine) qui joue un rôle 
central dans les processus de défense antioxydant intracellulaire (Arrigo, 1999  ; Sies, 
1999). Ce tripeptide constitue le composé thiol majeur  intracellulaire  ; il joue, grâce à son 
groupement thiol de la cystéine , un rôle important dans la protection des structures 
cellulaires et tissulaires (Yo et al., 1993 ; Michelet et al., 1995). De plus, le glutathion 
réduit est un cofacteur de plusieurs enzymes,  qui catalysent la détoxification et 
l’excrétion de plusieurs composés toxiques. Parmi ces enzymes la glutathion peroxydase 
(GPx) réduit les hydroxydes en alco ols primaires, la glutathion synthétase intervient dans  
la biosynthèse du GSH, et enfin, la glutathion -S-transférase (GST) intervient dans  les 
réactions de conjugaisons des électrophiles (Saint-Denis et al., 1998). Diverses 
recherches ont montré le rôle du GSH dans la détoxification des xénobiotiques (Reed, 
1990 ; Reidy, 1990, Avci  et al ., 2005).  
La diminution d es taux de GSH indique directement l’existence de réactions de 
détoxification des métabolites toxiques. Le GSH a la capacité de réduction et c’est un 
donneur de proton aux peroxydes. Ces derniers sont transformés alors en alcools 
primaires non toxiques et solubles dans l’eau. Cette réaction est catalysée par la GPx 
(Bast & Haenen, 1984  ; Pierce & Tappel, 1987).  Suite à cette réaction, le GSH est oxydé en 
glutathion oxydé ( GSSG) ce qui provoque la diminution du taux de GSH dans la cellule. 
Dans les réactions  de conjugaison, le GSH joue le rôle d’un nucléophile via son 
groupement ( -SH), ces réactions sont catalysées par la GST  (Chasseaud, 1976 & Addams 
et al., 1983).  
Nos résultats révèlent que le DFB administré dans l’eau d’élevage des adultes de G. affinis 
provoque une diminution du taux de GSH hépatique après  15 et 30 jours d’exposition. En 
accord avec nos résultats , la diminution du GSH a été également observé e par Draredja-
Beldi & Soltani (2003)  dans le corps entier des femelles de G. affinis  traitées avec le DFB 
et par Aissaoui (1998)  dans l’hépatopancréas de la même espèce exposée au  lindane. La 
diminution du taux de GSH a été observé au niveau des branchies et de la glande 
digestive des moules traité es avec le mercure et le cuivre (Canesi et al., 1999) , ainsi que 
chez la truite arc -en-ciel exposée à différents niveaux de fuel (Steadman et al., 1991). Le 
taux de GSH a été réd uit chez les rats traités avec  le dichlorodiphenyltrichloroethane 
(DDT) et le benzopyr ane (Della et al., 1994). La relation entre la diminution du taux de 
GSH et le niveau de contamination  est rapportés par Ringwood et al., (1999)  chez les 
juvéniles  de la moule, Crassostrea v irginica, exposées à un mélange de polluants 
industriels et par Cossu et al. (2000)  chez le bivalve, Unio tumid us, exposé au cuivre. 
Cependant, quelques études ont montré une augmentation du taux  de GSH comme 
enregistré  dans le foie de la truite arc -en-ciel traitée avec le cadmium (Ait-Aissa et al., 
2003). Cette augmentation de glutathion correspond à un mécanisme précoce de défense 
cellulaire et serait suffisant pour prendre en charge les premières atteintes cellulaires, 
évitant ainsi l’apparition d’un stress oxydant plus important. Le taux de GSH augmente 
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aussi chez les rats traités au méthyl mercure (Woods & Elli s, 1995),  chez les poissons 
exposés au plomb (Thomas & Juedes, 1992)  et chez le bivalve  Mytilus galloprovincialis 
traité avec les métaux lourds (Reegoli & Principato, 1995).  
Les glutathion -S-transférases représentent une famille d’enzymes multifonctionnell es, 
essentiellement cytosoliques impliquées dans des opérations diverses de transport et de 
biosynthèses intracellulaires (Georges  & Buchanan , 1990).  Elles sont impliquées dans de 
nombreux processus physiologiques parmi lesquels figure  la détoxification de  nombreux 
xénobiotiques (Habig et al., 1974 ; Hayes & Dulford, 1996 ). Mais la fonction la plus 
étudiée en ce qui concerne la prévention de la pollution  dans l’environnement demeure 
leur capacité de catalyse des réact ions de conjugaison entre un pe ptide, l e glutathion et 
les molécules ré actives comportant des sites électrophil es, capable de réagir 
dangereusement avec les macromolécules comme les acides nucléiques (ADN, ARN). La 
catalyse de la  conjugaison du glutathion  réduit  avec certains substrats représen te une 
étape dans la formation de composés qui seront moins toxiques et plus hydrosolubles 
que les molécules de départ (Chatterjee & Bhattacharya, 1984).  Le rôle physiologique de 
la GST dans la protection de l’organisme contre de nombreux  produits  toxiques  a été 
démontré chez les poissons (Jakoby & Keen, 1977  ; Chatterjee & Bhattacharya, 1984  ; 
Gallagher et al., 2001 ; Ait-Aissa et al., 2003), chez les bivalves (Hygget et al., 1992 ; 
Burgeot  et al ., 1996 ; Stien et al.,  1998) et chez les mammifères (Baars & Beimer, 1980  ; 
Dixit et al., 1980).  Dans la présente étude, on note une augmentation de l’activité 
spécifique de la GST hépatique à partir de 24 heures  jusqu’à 30 jours. L’augmentation de 
l’activité GST après traitement est une forme de défense qui se tr aduit par la 
détoxification de l’insecticide dans l’organisme. Dans cette étude l’augmentation de 
l’activité GST est accompagnée d’une diminution du taux de GSH, ce qui suggère que 
l’insecticide conjugué par le GSH est catalysé  par la GST dans le but de di minué son effet 
toxique (Chatterjee & Bhattacharya, 1984 ). La stimulation de l’activité GST hépatique a été 
aussi observée par Teles et al. (2003) chez le poisson Anguilla anguilla exposé à 
différentes concentrations de naphtalène pendant 48 heures. De plu s, Canesi et al. (1999) 
ont montré une induction de l’activité GST chez les moules traité es avec un composé 
organochloré. Une stimulation de la GST a été  aussi observée dans les glandes digestives 
des moules traitées avec le mercure (Canesi et al., 1999).  
De nombreux mécanismes physiologiques tel s que la fonction des enzymes, la 
contraction des muscles et la régulation osmotique sont directement liées aux propriétés 
des membranes biologiques (Neff, 1979) . Les enzymes de respiration tel le que la citrate 
synthétase (CS) et la lactate déshydrogénase (LDH), sont impliquées dans la respiration 
cellulaire et la production de l’adénosine triphosphate (ATP) par la glycolyse (Stryer, 
1988). La lactate déshydrogénase est l’enzyme responsable de la régénération du NAD + à 
partir du NADH pour assurer la continuation du cycle glycolytique (Gagnon & Holdway, 
1999). Elle appartient à la famille des oxydoréductases, décrite pour la première fois par 
Meyerhof en 1919. La mesure de l’activité LDH a été largement utilisée en bi ologie 
clinique comme diagnostic des lésions cellulaires et tissulaires ( Tietz, 1987  ; Asztalos et 
al., 1999 ; Gupta et al., 1991). Cependant, diverses études ont montré que le changement 
de l’activité des enzymes de respiration peut être utilisé comme bio marqueurs de 
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pollution chez les organismes marins (Eertman et al., 1996 ; Gagnon & Holdway, 1999  ; 
Cohen et al., 2001 ; Long et al., 2003) .  
Nos résultats révèlent une augmentation significative de l’activité LDH dans 
l’hépatopancréas des femelles de G. affinis à partir du 15 ème jours d’exposition au DFB. La 
régression de l’activité LDH après 1 5 jours pourrait s’expliquer par la d étoxification du 
DFB dans l’hépatopancréas, et par sa dégradation dans l’eau, à la surface et dans le corps 
des femelles traitées  (40% de la concentration de départ est dégradée au bout de 30 
jours). Nos résultats sont en accord avec  ceux obtenus par Long et al. (2003), qui 
signalent une augmentation suivie d’une diminution de l’activité LDH hépatique chez la 
moule, Mytilus  edulis  exposée à différentes concentrations d’hydrocarbures. Selon 
Ribeiro et al. (1999),  l’activité LDH e st altérée par les insecticides organophosphorés et 
organochlorés. L’augmentation de l’activité LDH après traitement a été enregistrée chez 
Blattela germanica  traité avec l’acide borique (Sifi, 2002)  et chez Macquaria 
novemaculeata après exposition au pétrole brut  (Cohen et al., 2001).   
Contrairement aux enzymes cité es, l’acétylcholinestérase ne joue aucun rôle dans la 
détoxification des xénobiotiques chez les êtres vivants. Cette enzyme est impliquée dans 
les mécanismes de transmission de l’influx nerveux à travers l’organisme. Dans les 
jonctions interneuronales et neuromusculaires, la terminaison nerveuse libère un 
médiateur chimique, l’acétylcholine (ACh), qu i permet la transmission du message 
nerveux d’une cellule à l’autre. Une fois l’information transmise, l’acétylcholine est 
rapidement inactivée par l’inhibition de l’enzyme par de nombreux toxi nes entraînant  
une accumulation du médiateur chimique dans l’es pace synaptique, qui maintient de ce 
fait une transmission permanente de l’influx nerveux, laquelle conduit généralement à la 
tétanie musculaire et à la mort (Bocquené, 1996  ; Bainy, 2000) . L’AChE est 
essentiellement inhibée par deux classes d’insecticides , les organochlorés et les 
carbamates (Toutant, 1989  ; Fournier & Mut ero, 1994 ; Ecobichon, 1996  ; Tomita et al., 
2000). Cependant, certaines études ont mis en évidence l’inhibition de l’activité de l’AChE 
par d’autres contaminants environnementaux incluan t certains agents sulfactants, les 
hydrocarbures combustibles et les métaux lourds (Herbert et al., 1995 ; Bocquéné et al.,  
1997 ; Forget et al.,  1999 ; Kammenga et al., 2000 ; Dellali et al., 2001).  L’inhibition de 
l’activité de l’AChE peut avoir des cons équences sur le comportement des êtres vivants  : 
la recherche de la nourriture, la recherche de partenaire sexuel et  le soin des jeunes 
(Little, 1990  ; Richmonds & Dutta,  1992 ; Hart, 1993  ; Saglio et al., 1996 ; Khessiba et al., 
2001). L’analyse de l’acti vité de l’AChE dans les différents tissus des organismes 
aquatiques est considérée comme biomarqueur de la contamination des milieux 
aquatiques par les pesticides anticholinestérasiques (Zinkl et al., 1991 ; Fernandez -Vega 
et al., 1999 ; Dutta & Arends, 20 03).  
Le dosage de l’activité de l’AChE dans l’hépatopancréas des femelles de G. affinis  
exposées  au diflubenzuron à  la dose de 78  ng/l révèle une diminution significative de 
l’AChE  dés les premiers jours d’exposition. A près 15 jours de traitement, l’activité de 
l’AChE tend à redevenir normale.  La diminution de l’activité  de l’AChE dans les premiers 
jours de l’expérience est expliquée par l’inhibition de cette enzyme par le  diflubenzuron. 
La détoxification de l’insecticide dans l’organisme et sa dégradat ion dans l’eau 
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expliquent l’augmentation de l’activité après deux semaines d’exposition. Selon Abdullah 
et al. (1994), la dégradation des insecticides dans l’environnement aqua tique réduit leur 
effet toxique,  et permet aux organismes de rétablir leur activ ité enzymatiq ue. Le 
rétablissement de l’activité de l’AChE dépend de plusieurs facteurs  : l’espèce, le type de 
pesticide et l’inhibition de l’AChE. L’inhibition de l’AChE chez les poissons a été observé e 
par Dutta & Arends (2003)  dans le cerveau de Lepomis  macrochiris après traitement avec 
l’endosulfon et par Fernandez -Vega et al. (2002) dans le muscle et le cerveau d ’Anguilla 
anguilla traitée par différentes concentrations de thiobencarb (herbicide).  Des résultats 
similaires sont observé s chez la moule  Amblima plicata intoxiquée par le chloropyrifos 
(Fleming et al., 1995 ; Wendi et al., 2001). 
 

4.4. Analyse des résidus  
Les taux de résidus de dimilin ont été déterminés chez plusieurs espèces animales 

et végétales  : dans les champignons (Barnes et al., 1995a ; Mitchell & Kilpatri ck,2003), 
dans les fruits (Barnes et al., 1995b ; Gamon et al., 1998 ; Valenzuela et al., 2000) , dans 
les plantes (Abdel Monem & Mumma, 1981 ), dans les forê ts (Rodriguez et al., 2001) , dans 
les sols (Sundaram & North, 1989  ; Selvik et al., 2002), dans le corps entier des insectes 
(Spates & Wrigt, 1980  ; Griffith et al., 2000) et dans le lait de  vaches (Van Der Leek et al., 
1991). 
Le diflubenzuron est dégradé dans l’environnement par hydrolyse et photodégradation 
(Sundram et al., 1991) et donne des métabolites majeurs  : 2,6-diflurobenzamide (2,6 -
DFBA), 4-chlorophenyluree (4 -CPU), 4-chloroacetanilide (4 -CAA), 4-chloroaniline (4 -CA), 
et N-methyl-4-chloroaniline (NM -4-CA). Le 4 -CA et le NM -4-CA sont considérés comme 
des produits mutagènes (Rodriguez et al., 2001) . La matière organique est le facteur 
majeur qui influence l’absorption et la dégradation du diflubenzuron dans l’eau douce, 
l’eau de mer et les sédiments. La demi -vie de cet insecticide dans l’eau douce est 
approximativement 3 jours à un pH 10 et une température de 36° C. Le diflubenzuron est 
plus persistant à un pH < 6 et sa demi -vie est approximativement 9 jours (Fisher & Hall, 
1992). Chez les mammifères et les oiseaux et à des  doses recommandées  le 
diflubenzuron est sans effet toxi que. Son métabolisme est réalisé par hydroxylation, 
conjugaison et clivage des urées (Opdycke et al., 1982). 
Dans notre étude, l’analyse des résidus du diflubenzuron par CLH P a été effectuée dans 
l’eau d’élevage, à la surface et à l’intérieur du corps des femelles de G. affinis  exposées à 
ce produit pendant 28  jours. La quantification de cet insecticide à pour but de déterminer 
la quantité  de DFB ayant pénétré e et accumulé e dans le corps ainsi que  sa dégradation 
dans l’eau. Les résultats montrent une diminu tion progressive de la concentration du 
produit dans l’eau, 60% de la concentration de départ  est détectée après 28  jours 
d’exposition. De même, le taux de résidus détecté à la surface est diminué avec le temps, 
il passe de 74 à 33% à la fin du traitement.  Par contre, à l’intérieur du corps, on 
enregistre une augmentation progressive du taux de résidus. La diminution de la 
concentration dans l’eau e t à la surface est due à la pénétration de l’insecticide dans le 
corps et à sa dégradation dans l’eau. La dégr adation du diflubenzuron dans 
l’environnement aquatique a été rapportée par plusieurs chercheurs. Soltani & Morsli 
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(2003) ont trouvé que le diflubenzuron additionné dans l’eau de mer à la dose de 0 ,01 
mg/l, présente une dégradation de 40% au bout de 14 jou rs. De plus, Colwel & Schaefer  
(1980) ont montré que le taux  de résidus du diflubenzuron détecté dans le corps du 
poisson-chat varie de 291  à 466 ppm après 24 heures, mais  il est négligeable après 7  
jours. Selon Wauhope et al., (1992) , le diflubenzuron pe rsiste rarement plus que quelques 
jours dans le sol et l’eau, donc l’effet toxique anticipé de l’application à ces endroits doit 
être aiguë.  
L’augmentation du taux de résidus à l’intérieur du corps des femelles est expliquée par 
l’accumulation de ce produi t dans le corps des poissons. Le phénomène d’accumulation 
des résidus du DFB chez les poissons est observé par Ahmed & Eid (1991 ) dans le foie et 
les lamelles des branchies d’Orechromis niloticus exposé à ce produit pendant 21 jours. 
En effet, cette espèce  présente une accumulation de 76 à 99%  plus grand e que celle 
détectée dans l’eau d’élevage à des  concentrations de 2,5 et 5 mg/l , respectivement. 
Chez les insect es, l’accumulation du diflubenzu ron  a été rapportée par Khebbeb et al. 
(1997) dans le corps g ras de T. molitor traité par ingestion avec deux doses 5 et 10 mg/g 
et par Soltani et al. (1994)  dans les ovaires de T. molitor et ceux de  Cydia pomonella 
(Soltani & Soltani -Mazouni, 1992) .  
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5. CONCLUSIONS 
 

Ce travail été réalisé en vue d’évaluer l’action d’un inhibiteur de la synthèse de la 
chitine, le dimilin sur cer tains aspects morphométriques,  biochimiques , enzymatiques  
ainsi que l’analyse des résidus par CLHP de cet insecticide  chez Gambusia affinis  
(Cyprinodontiformes  : Poeciliidae), prédateur des larves de moustiques.  
 

L’étude morphom étrique, montre que le dimilin administré à la concentration de 
78 ng/l correspondant à la  DL90 à l’égard des larves du 4ème stade de Culex pipiens , 
réduit significati vement la croissance linéaire et pondérale des alevins. Par ailleurs,  il 
s’avère que le DFB (78 ng/l) additionné à l’eau d’élevage des femelles  adultes , n’affecte 
que la croissance pondérale. Concernant les indices métriques, le DFB affecte de manière 
très significative l’évolution des RGS et RHS et présente un effet moins marqué sur le 
coefficient de condition K.   
 

La composition b iochimique des ovaires et des hépatopancréas  a fait apparaître un 
effet traitement sur l es différents métabolites (g lycogène, lipides et protéines) chez les 
femelles traitées en continu .  
 

Le dosage du glutathion  réduit  et de l’activité spécifique de la GST, LDH et l’AChE 
révèle une induction des systèmes enzymatiques, se traduisant par une diminution du 
taux de GSH et de l’activ ité de l’AChE et l’augmentation de l’activité de la GST et LDH. De 
plus, la dégradation de l’insecticide dans l’eau diminue son effet toxique et permet à ces 
enzymes de rétablir leur activité normale.  
 

L’analyse des résidus du dimilin par CLHP indique une pénétration de ce produit 
dans le corps et une dégradation relativement importante dans l’eau douce et à la surf ace 
du corps. On enregistre une accumulation progressive du produit dans le corps des 
femelles  de G. affinis . 
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CONCLUSION GENERALE ET  PERSPECTIVES 
 

Ce travail a une double finalité. L’évaluation de l’action d’un inhibiteur de 
la synthèse de la chitine, le dimilin (diflubenzuron) sur certains aspects 
morphométriques, biochimiques et enzymatiques ainsi que l’analyse des résidus 
par CLHP de cet insecticide chez un poisson larvivore Gambusia affinis 
(Cyprinodontiformes : Poeciliidae). Ensuite, l’étude de l’impact de la pollution 
dans le golfe d’Annaba par un suivi de la structure de la population de Donax 
trunculus (Bivalvia, Donacidae) ainsi que des paramètres biochimiques et 
enzymatiques sur ce même organisme.  

 

Gambusia affinis : Le dimilin administré à la concentration de 78 ng/l 
correspondant à la DL90 obtenue à l’égard des larves du 4ème stade de Culex 
pipiens, réduit significativement la croissance linéaire et pondérale des alevins et 
n’affecte que la croissance pondérale des femelles adultes de Gambusia affinis. 
Concernant les indices métriques, le DFB affecte de manière très significative 
l’évolution des RGS et RHS et présente un effet moins marqué sur le coefficient 
de condition K. Un effet traitement sur les différents métabolites (glycogène, 
lipides et protéines) a été enregistré au niveau des ovaires et de l’hépatopancréas 
chez les femelles traitées en continu. Le dosage du glutathion réduit et de 
l’activité spécifique de la GST, LDH et l’AChE révèle une induction des systèmes 
enzymatiques, se traduisant par une diminution du taux de GSH et de l’activité 
de l’AChE et l’augmentation de l’activité de la GST et LDH. L’analyse des résidus 
du dimilin par CLHP indique une pénétration de ce produit dans le corps et une 
dégradation relativement importante dans l’eau douce et à la surface du corps. 
On enregistre une accumulation progressive du produit dans le corps des 
femelles. 

 
Donax trunculus : L’étude granulométrique indique que la plage d’El 

Battah est constituée de sables moyens purs, alors que celle de Sidi Salem  est 
composée de sable fin. Les paramètres physico-chimiques subissent des 
variations saisonnières notables en relation avec les conditions climatiques et 
anthropiques de la région. Par ailleurs la colonne d’eau présente une charge 
particulaire importante. L’étude de la densité, nous a permis de connaitre 
l’importance quantitative des individus de D. trunculus colonisant  le  sédiment.  
Celle-ci  varie  entre 83 ind.m-² à 379 ind./m², avec une taille maximale de 38 
mm.  L’étude de la dynamique de la population de D. trunculus a mis en 
évidence deux recrutements, l’un printanier et l’autre automnal. L’analyse des 
différents métabolites montre des différences concernant les teneurs en 
protéines et glucides, où les taux de protéines sont plus élevés au niveau des 
échantillons recueillis à Sidi Salem. Quant aux glucides, se sont les individus d’El 
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Battah qui affichent les taux les plus élevés. Pour ce qui est des teneurs en 
lipides, les mêmes variations sont observées dans les deux sites.  
L’évolution de l’indice de condition a permis de repérer les périodes de perte de 
poids dues aux émissions des gamètes qui se situerait en été et en hiver. L’étude 
de l’activité de l’acétylcholinestérase dans un tissu, le manteau, indique une 
inhibition de cette enzyme chez les individus récoltés à Sidi Salem. L’analyse des 
métaux traces révèle un profil identique dans les deux stations et les taux 
détectés suivent l'ordre décroissant suivant: Zn, Cu, Pb et Cd, avec des valeurs 
plus importantes dans la plage de Sidi Salem. L’ensemble des perturbations 
observées à la fois sur les teneurs en protéines et glucides, sur l’inhibition de 
l’acétylcholinestérase ainsi que les différences de concentrations des métaux 
traces pourrait traduire un effet de la pollution sur la population des Donacidae 
de Sidi Salem plus important par rapport à celle d’El Battah. 
 

A l’avenir, il conviendrait de poursuivre ces recherches par : 
 

- Une étude de la structure fine des organes cibles (hépatopancréas, ovaires et 
glandes digestives) afin de mettre en évidence d’éventuelles modifications. 
 

- Une approche multimarqueurs plus spécifique avec l’utilisation de la catalase 
(CAT), la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GSH-Px) et la 
metallothionéine.  
 

- Une étude des relations entre les réponses des systèmes antioxydants et les 
niveaux de contaminations pour pouvoir à plus long terme connaître la 
signification d'une induction ou d'une inhibition de ces systèmes. 
 

- Des dosages chimiques des métaux lourds ainsi que des hydrocarbures 
aromatiques polycycliques HAP, dans les sédiments. 
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RESUME 
 
 

L’étude menée comporte deux principales parties. La première est consacrée à l’évaluation de 
l’impact du dimilin (25% PM), une formulation commerciale du diflubenzuron (DFB), sur la croissance, 
le métabolisme et les activités enzymatiques d’un poisson larvivore de moustiques Gambusia affinis 
(Baird & Girard, 1853) (Cyprinodontiformes, Poeciliidae). La seconde partie traite la structure de la 
population, l’impact de la pollution sur la composition biochimique et les activités enzymatiques chez 
un organisme sentinelle Donax trunculus (Linnaeus, 1758) (Bivalvia, Donacidae) du golfe d’Annaba.  
 

Le DFB additionné à l’eau d’élevage des poissons à la dose de 78 ng/l correspondant à la DL90 
à l’égard des larves du 4ème stade de Culex pupiens, réduit significativement les paramètres morpho-
métriques des alevins de G. affinis traités pendant 24 heures, ainsi que le poids corporel des  femelles 
adultes exposées à l’insecticide durant 30 jours. D’autre part, et dans nos conditions expérimentales, 
le traitement réduit significativement les rapports gonadosomatiques, hépatosomatiques et le 
coefficient de condition des femelles adultes. La composition biochimique des ovaires et des 
hépatopancréas des femelles est affectée par le dimilin. En effet, on enregistre une diminution des taux 
de glycogène, et de protéines dans l’hépatopancréas et l’ovaire. Par ailleurs, le traitement entraîne une 
diminution des taux des lipides hépatopancréatiques ; cependant il est sans effet significatif sur les 
taux des lipides ovariens. Une diminution du taux de GSH et de l’activité de l’AChE, ainsi qu’une 
augmentation des activités de la GST et de la LDH, ont été observées chez les femelles traitées pendant 
30 jours. L’analyse des résidus du dimilin (312 µg/l) par chromatographie liquide haute performance 
(CLHP), indique une pénétration de ce produit dans le corps et une dégradation relativement 
importante dans l’eau d’élevage et à la surface du corps. On enregistre une accumulation progressive 
du produit dans le corps des femelles de G. affinis. 
  

Afin d’évaluer l’état de santé du golfe d’Annaba, deux stations ont été sélectionnées : El 
Battah, prise comme référence et Sidi Salem exposée à la pollution.  La répartition de D. trunculus, 
dans le golfe d’Annaba a révélé d’importantes variations spatio-temporelles. Le suivi de l’évolution des 
fréquences de tailles a mis en évidence deux recrutements ; l’un printanier et l’autre automnal. Le 
dosage des principaux constituants (protéines, glucides et lipides) au niveau du manteau de D. 
trunculus montre d’une part ; une variation mensuelle au sein d’une même station qui est en rapport 
avec la période de reproduction et les changements environnementaux, ainsi que des différences des 
taux de protéines et glucides entre les deux sites, d’autre part. Cependant, aucune différence n’a été 
notée pour les taux de lipides. Le suivi de l’activité de l’acétylcholinestérase indique une inhibition de 
cette enzyme chez les individus récoltés à Sidi Salem. Les teneurs en Zn, Cu, Pb et Cd ont été mesurées 
chez D. trunculus provenant des deux sites par spectrophotométrie d’absorption atomique (S.A.A). Les 
données des métaux traces ont révélé que les valeurs les plus élevées ont été détectées à Sidi Salem. 
Cependant, il n’existe aucune différence significative entre les deux sites, à l'exception du Cd.    
 

Le DFB, molécule de référence des benzoylphénylurées, est un insecticide sélectif, largement 
utilisé en lutte chimique, notamment contre les insectes, semble manifester des effets secondaires sur 
un poisson culiciphage non visée G. affinis.  
De plus, D. trunculus est un bon bioindicateur de la pollution. Les mesures biochimiques sur ce modèle 
révèlent que la pollution est générale dans le golfe d’Annaba, et que le site de Sidi Salem est le plus 
exposé.   
 
 
Mots clés : Gambusia affinis, Donax trunculus, écologie, insecticide, diflubenzuron, pollution, 

écotoxicologie, biochimie, biomarqueurs, éléments traces, Annaba. 
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ABSTRACT  
 

 
This study includes two main parts. The first is devoted to the assessment of the impact of the 

dimilin (25% W.P), a commercial formulation of the diflubenzuron (DFB), on the growth, the metabolism 
and activities enzymatic of mosquitofish Gambusia affinis (Baird & Girard, 1853) (Cyprinodontiformes, 
Poeciliidae). The second part treated the structure of the population, the impact of the pollution on the 
biochemical composition and activities enzymatic at an organism sentinel Donax trunculus (Linnaeus, 
1758) (Bivalvia, Donacidae) of the Annaba gulf.  
 

The DFB added to the water of fish raising to the dose of 78 ng/l corresponding at LD90 to the 
consideration of larva of the 4th stage of Culex pupiens, reduced meaningfully the morphometric 
parameters of young fishes of G. affinis treaties during 24 hours, as well as the bodily adult female 
weight exposed to insecticide lasting 30 days. Somewhere, in our experimental conditions, the reduced 
treatment meaningfully the gonosomatic index, hepatosomatic index and the coefficient of condition 
of adult female. The biochemical composition of ovaries and hepatopancreas of females is affected by 
the dimilin. Indeed, one records a reduction of glycogen rates, and of proteins in the hepatopancreas 
and the ovary. Otherwise, the treatment drags a reduction of hepatopancreas lipids rates; however it is 
without meaningful effect on ovarian lipid rates. Reductions of the rate of GSH and the activity of the 
AChE, as well as an increase of activities of the GST and the LDH, have been observed at females 
treated during 30 days. The analysis of residues of the dimilin (312 µg/l) by chromatography liquidates 
high performance (CLHP), indicate a penetration of this product in the body and a relatively important 
deterioration in the water of raising and to the surface of the body. One records a progressive 
accumulation of the product in the body of females of G. affinis.  
  

In order to value the condition of health of the Annaba gulf, two stations were selected: El 
Battah (station of reference) and Sidi Salem (station exposed to the pollution). The distribution of D. 
trunculus, in the gulf of Annaba revealed an important spatio-temporal variation. The follow-up of the 
evolution of size frequencies shows two recruitments; a hibernal and the autumnal. The dosage of 
principal constituent metabolites (proteins, carbohydrates and lipids) to the level of the coat of D. 
trunculus shows: a monthly variation within one same station that is in report with the period of 
reproduction and changes environmental, as well as of differences of protein rates and carbohydrates 
between the two sites. However, no difference has not been noted for rates of lipids. The follow-up of 
the activity of the acetylcholinesterase indicates an inhibition of this enzyme at individuals harvested in 
Sidi Salem. Contents in Zn, Cu, Pb and Cd have been measured at D. trunculus coming of the two sites 
by atomic absorption spectrophotometer (S.A.A). Data of metals traces revealed that the most elevated 
values have been detected in Sidi Salem. However, there is no meaningful difference between the two 
sites, exception of the Cd.  
 

The DFB, molecule of benzoylphenylure reference, is a selective insecticide, extensively used in 
chemical struggle, notably against bugs seem to show some secondary effects on a fish culiciphage: G. 
affinis.  
On top of that, D. trunculus is a good bioindicator of the pollution. The biochemical measures on this 
model reveal that the pollution is general in the gulf of Annaba, and that the site of Sidi Salem is the 
more exposition.  
 
 
Key words: Gambusia affinis, Donax trunculus, ecology, DFB, pollution, ecotoxicology, biochemistry, 

biomarkers, metals traces, Annaba.  
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Résumé en arabe 
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Seasonal variations in the concentrations of four trace heavy metals (cadmium (Cd), copper (Cu), lead 
(Pb) and zinc (Zn)) were determined in Donax trunculus (Mollusca, Bivalvia) at two contaminated sites 
in the gulf of Annaba (East of Algeria): El Battah and  Sidi Salem . The average concentrations of the 
metals exhibited the following order: Zn>Cu> Pb>Cd for the two sites. The statistical analysis revealed a 
significant effect of seasons for all metals measured, the highest values being recorded in winter for Zn 
and in summer for the other metals. Contrary to expectation, both sites were contaminated with trace 
heavy metals analysed. Although the highest levels were detected in Sidi Salem beach, there was no 
significant difference on trace heavy metal concentrations between sites, except for Cd. The implication 
of this metal contamination for local population was discussed.  
 
Keywords: Bivalve Molluscs; Donax trunculus; Environmental contamination; Trace heavy metals, 
Biomonitoring. 

 
 
INTRODUCTION 
 
The coastal zone receives a large amount of metal 
pollution from agricultural and industrial activity (Usero 
et al., 2005). Pollution by heavy metals is a serious 
problem due to their toxicity and ability to accumulate in 
the biota (Islam and Tanaka, 2004). There is still a 
general concern about the impact of metals in the aqua-
tic environment (Grosell and Brix, 2005). Bivalves are 
filter-feeders and thus uptake heavy elements not only 
from food and water but also from ingestion of inorganic 
particulate materials (El-Sikaily et al., 2004). Moreover, 
they have been well established as bioindicators for 
monitoring the concentration of heavy trace metals in 
many areas in the world (Neuberger-Cywiak et al., 
2003). 

Due to their economic and ecological importance, as 
well  as  their  sedentary  life, molluscs have assumed a 
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major role in monitoring contaminants worldwide (Boening, 
1999). The bivalve Donax trunculus L. (Bivalvia: Donaci-
dae) is a widespread clam that lives in sandy beaches of 
the word (McLachlan et al., 1996). This species has also 
been used as a monitor of baseline environmental metal 
concentration (Romeo and Gnassia-Barelli, 1988). This 
species was found in higher densities in the sand beaches 
of the Annaba gulf in Algeria (Vaissière and Fredj, 1963) 
and is widely consumed by the local population. Their 
habitats are exposed to several pollutants from different 
sources (Abdennour et al., 2004). Recently, acetylcholines-
terase and glutathion S-transferase activities in D. truncu-
lus were used as biomarkers of contamination in the gulf of 
Annaba (Abbes et al., 2003).  

The present experiment completes previous reports 
made on the studied area concerning the trace heavy 
metals (Abdenour et al., 2000, 2004) or on D. trunculus 
(Abbes et al., 2003; Bouzeraa et al., 2004). Cadmium (Cd), 
copper (Cu), lead (Pb) and zinc (Zn) are the most present 
trace  heavy  metals  in  the wastewater of the gulf (Semadi 
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Figure 1. Location of studied area in Algeria and the two sampling sites in the Annaba 
gulf: Sidi Salem (1) and El Battah (2) beaches. 

 
 
 

and Deruelle, 1993; Abdennour et al., 2000, 2004). Zn 
and Cu are used in small amounts as fertilizers in some 
soils deficient in these elements, while Zn, Cu and Cd 
are constituents of some fungicides. In addition, Cd and 
Zn occur as contaminants of phosphoric fertilizers 
(Migon et al., 1991). Biomonitoring programs based on 
measures of contaminants in marine organisms are 
also interesting from a human health point of view. 
Many factors such as season and physiological state or 
size of animals could affect the bioaccumulation of 
heavy metals in molluscs (Romeo and Gnassia-Barelli, 
1988). Therefore, this study examined the seasonal 
variations of heavy trace metal concentrations in D. 
trunculus from coastal waters from northeast Algeria.  
 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Animals and collection sites 
 
The Northeast of Algeria is characterised by its Mediterranean 
climate: hot and dry in summer (June-September), cold and wet 
in winter (December-February) and moderate in autumn and 
spring, with an average annual precipitation of 800 mm. Samples 
of standardized shell size (30 ± 5 mm) of D. trunculus were 
collected during four seasons (spring, summer, autumn and 
winter). Individuals were collected from two selected sites in the 
Annaba gulf (Figure) 1. El-Battah beach (8° 15’ LE, 36° 38’lN), 
located about 30 km to the East of Annaba, far from any source of 
pollution and expected as a relatively clean site, and Sidi Salem 
beach (7°16’LE, 36° 68’lN) situated about 1 km to the East of 
Annaba and considered affected by the emission of considerable 
domestic, agricultural and industrial waste and locally untreated 
sewage (Semadi and Deruelle, 1993; Abdennour et al., 2000). 
Animals were collected from the two sites in May, July, 
September and December 2005. Analyses were made in six poo-
led samples per site and per season, each containing 20 indivi-
duals.  
 
 
Analysis of trace metals 
 
After collection, the clams were allowed to flush out undigested 
matter in filtered seawater from the sampling sites for 24 h (Soko-

lowski et al., 2002). The whole soft tissues of 20 individuals from each 
location and season were carefully removed by shelling the bivalves 
with a plastic knife (Chiu et al., 2000). Samples were dried at 60°C to 
a constant weight. All reagents were of analytical grade and obtained 
from Carlo Erba (Val de Rueil, France). All samples were digested in 
4 ml of HNO3 (50%) in closed polystyrene crystal tubes in a drying 
oven at 60°C for 48 h. Following acid digestion, all samples were 
analysed for Cd, Cu, Pb and Zn by atomic absorption spectropho-
tometry (Varian 220 FS and 220Z with Zeeman background 
correction). Validity of analytical methods was checked using 
standard biological reference materials (TORT-2, lobster hepatopan-
creas) provided by the National Research Council of Canada 
(Institute for National Measurement Standard, Ottawa, ON, Canada). 
 
 
Statistical analysis 
 
 Data were expressed as mean ± standard error (SD). Comparison of 
mean values between sites (for the same season) and between 
seasons (for the same site) were estimated by Student’s t-test. The 
effects of both seasons and sites of sampling were tested by a two-
way analysis of variance (ANOVA). Statistical analyses were 
performed using MINITAB 12.21 software (PA State College, USA). 
The significance level was p< 0.05. 
 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
 

From an environmental point of view, coastal zones can be 
considered as the geographic space of interaction between 
terrestrial and marine ecosystems that is of great impor-
tance for the survival of a large variety of plants, animals 
and marine species (Castro et al., 1999). Adverse anthro-
pogenic effects on the coastal environment include eutro-
phication, heavy metals, organic and microbial pollution 
and oils spills (Boudouresque and Verlaque, 2002). 

The concentrations of metals found in D. trunculus were 
presented in Figure 2. Generally, a similar seasonal profile 
was observed for the different metals in the two studied 
sites. The mean values recorded exhibited the following 
decreasing order: Zn, Cu, Pb and Cd for the two studied 
sites. An important concentration of Zn was also observed 
in the muscle of Perna perna (Moukrim et al., 2000). The 
concentrations measured in the soft tissues of D. trunculus
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Figure 2. Seasonal variation of trace heavy metal concentrations (µg/g dry weight) in D. 
trunculus sampled at two sites (EB: El Battah; SS: Sidi Salem) in the gulf of Annaba (m±SD) 
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Table 1.  ANOVA p values and significance levels for analyses of tissue trace heavy metal concentrations in D.  
trunculus. 
 

 Cd Cu Pb Zn 

Season 0.000*** 0.000*** 0.000*** 0.000*** 

Site 0.000*** 0.954 0.320 0.228 

Season x Site 0.341 0.419 0.978 0.942 
 

*** p < 0.001 
 
 
 

Table 2. Comparative trace heavy metal levels (µg/g dry weight) in some species of Donax. 
 

Species Site Season Cd Cu Pb Zn Reference 
Donax deltoides Contaminated Spring 

Autumn 
 7-11 

7-16 
85-125 

145-155 
     Haynes et al., 

1997 
Donax trunculus Control 

Contaminated 
? 6-11 

6-9 
10-13 

6-8 
2-11 

 
  Fishelson et al., 

1999 
Donax trunculus Control 

Contaminated 
Autumn 

 
0.19 
0.20 

60 
383 

1.1 
3.6 

63 
107 

Usero et al., 2005 

 
Donax 

rugosus 

 
Contaminated 

Autumn 
 

Winter 

0.63 
 

1 

13.3 
 

6 

 53-70 
 

64-80 

 Sidoumou et 
al.,2006 

 

 
 

Table 3. Maximum acceptable limits (µg/g) of 
some trace heavy metals 
 
Metal µg/g Reference 

Cd 5 
10 

CEFAS, 1997 
NHMRC, 1987 

Cu 100 
350 

BOE, 1991 
NHMRC, 1987 

Pb 25 
50 

BOE, 1991 
Great Britain-Parliament, 1979 

Zn 250 
750 

Ministry of Food, 1953 
NHMRC, 1987 

 
 
 
revealed a significant (p< 0.001) effect of season for all 
metals measured. The temporal accumulation in D. 
trunculus varied according to the metals. Thus, the 
highest values were recorded in winter for Zn and in 
summer for the other metals.  

It is generally agreed that heavy metal uptake occurs 
mainly from water, food and sediment. However, effecti-
veness of metal uptake from these sources may differ in 
relation to ecological needs and metabolism of animals 
and concentrations of the heavy metals in water, food 
and sediment as well as some other factors such as 
salinity, temperature, interacting agents (Roesijiadi and 
Robinson, 1994). The seasonal variation in metal conc-
entrations observed in the gulf of Annaba could be 
related to the marine currents and the reproductive 
cycle of this species in the gulf of Annaba. The high 
accumulation of metals coincides with the low currents 

and the reproduction in the gulf of Annaba. The 
concentrations of trace metals were slightly higher in Sidi 
Salem in comparison with El Battah. However, there was 
no significant (p> 0.228) differences in Zn, Cu and Pb 
concentrations (Zn, p= 0.228; Cu, p= 0.954; Pb, p= 0. 320) 
between the two sites, except for Cd (p< 0.001) (Table 1). 
The significant high concentrations of Cd in D. trunculus 
from site 1 (Sidi Salem) observed in summer, autumn and 
winter, indicate a local source of contamination. The site of 
Sidi Salem is located near several sources of pollution: 
harbour and many factories such those producing phos-
phoric fertilizers and pesticides. As shown in (Table 2), 
trace metal concentrations were also found to vary as 
function seasons and contamination levels of sites exami-
ned in several species of Donax: D. deltoides (Haynes et 
al., 1997), D. trunculus (Fishelson et al., 1999; Usero et al., 
2005) and D. rugosus (Sidoumou et al., 2006). Concentra-
tions of the trace metals Zn, Cu, Fe, Cd and Pb in four 
caridean decapods from northeast Algeria, varied accor-
ding to locations and seasons (Abdennour et al., 2000), 
while in sediments they were low in clean sites, and slightly 
higher in the other locations in relation to anthropogenic 
sources (Abdenour et al., 2004). The high concentrations 
of Zn and Cu observed in D. trunculus were correlated with 
the metal contamination of sediments. Based on a previous 
report (Abdenour et al., 2004), the highest metal concen-
trations in sediments recorded for Annaba gulf are represe-
nted by Fe, followed by Zn and Cu. Similarly, a fair correla-
tion between concentration of pollutants in animal tissue 
and in sediments was observed (Baumard et al., 1998). 



 
 
 
 
 

Heavy metals pollutants are conservative and often 
highly toxic to biota (Clark, 1992; Richardson, 1995). 
They have been shown to be an important group of 
toxic contaminants because of their high toxicity and 
persistence in all aquatic system (Amin, 1996). As, Cd, 
Cu, Hg, and Zn are the five metals with most potential 
impact that enter the environment in elevated concent-
rations through storm water and wastewater discharges 
as a consequence of agricultural and industrial activity. 
Accumulation of such contaminable amount of heavy 
metals can cause toxic reactions along the food chain. 
The values of trace heavy metals detected in this edible 
species were low as compared to the maximum 
acceptable limits (Table 3). 
 
 
CONCLUSION 
 

The determination of metal concentrations in organisms 
is part of an assessment and monitoring program in the 
coastal zone of Annaba that will bring results useful for 
health and environmental risk assessment. D. trunculus 
is suitable as bioindicators for monitoring the quality of 
water from the Annaba gulf. Concentrations of metals 
showed seasonal variations. The two monitored sites 
were contaminated by metals. The difference observed 
between these two sites was related to their pollution 
level. However, the metal contamination in the gulf of 
Annaba is relatively low as compared with values 
reported in some mollusc species from other countries. 
Thus, the contamination risks of local population via this 
edible species were low.  
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