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INTRODUCTION



1. Introduction

Les progrés dans la protection des récoltes en agriculture ont largement contribué a
I’augmentation des rendements et a la régularité de la production (Nauen & Bretschneider,
2002 ; Calvet et al., 2005). L'agriculture a développé des systemes de production fondés sur
l'utilisation de certain produits et actuellement elle apparait tres dépendante des pesticides
conventionnels utilisés contre les plantes et les insectes nuisibles (Nauen & Bretschneider,
2002; Belasque et al., 2010). Aujourd’hui, l'utilisation systématique de ces pesticides est
remise en question avec la prise de conscience croissante des risques qu'ils peuvent générer
pour I'environnement (Van Der Werf, 1997), voire pour la santé de I'hnomme (Mc Cauley et
al., 2000 ; Long, 2000). Leurs effets cancérigénes, neurotoxiques ou de type perturbateurs
endocriniens ont ét¢ mis en évidence chez I’homme (Gatignol & Etienne, 2010 ; De Jaeger, et
al., 2012) méme en concentration trés faible dite concentration environnementale (Costa et
al., 2004 ; Colborn, 2006 ; Grandjean & Landrigan, 2006 ; Bjorling-Poulsen et al., 2008).

L'existence de risques pour I'environnement est liée a la nature des pesticides qui sont
par déefinition toxiques pour certains étres vivants, méme a trés faibles doses, et ont donc
certainement des effets sur les écosystéemes (Stegeman & Hahn, 1994 ; Scott & Sloman, 2004)
et sur les organismes non-ciblés (Kegley et al., 1999 ; Gagné et al., 2008). Leurs effets sont
connus : des changements au niveau moléculaire, cellulaire ou tissulaire, des modifications de
réponses immunitaires ou des variations de 1’activité de certaines enzymes qui peuvent avoir
des répercussions sur la survie, la croissance et la reproduction des individus et par voie de
conséquence sur la dynamique des populations (Chambost-Manciet, 2002). lls peuvent étre a
I’origine de la disparition de certaines especes animales et/ou végétales (Denys & Tscharntke
2002 ; Altieri & Nicholls, 2004 ; Bianchi et al., 2006) et par conséquent, entrainent le
dysfonctionnement de la chaine trophique (Gold, 2002).

Un autre probléme qui s’ajoute aux effets des pesticides, 1’apparition des especes
résistantes qui limite 1’efficacité des pesticides ce qui provoque d’énormes pertes
économiques (Eriksson et al., 1992 ; Snedeker, 2001 ; Hemingway et al., 2002 ; Boyer, 2006 ;
Bonde et al., 2008 ; Brévault et al., 2009 ; Toma et al., 2011 ; Guedes & Cutler, 2014 ;
Guedes et al. , 2016).

De plus, les pesticides sont fréguemment mis en cause dans la dégradation de I'état

écologique des eaux douces de surface et des eaux cotieres (Delorme et al., 2002; Mokbel et


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187571701200024X#!

al., 2015). Le développement de la surveillance des milieux met par ailleurs en évidence
I'ampleur de la dispersion des pesticides dans I'environnement : le sixiéme rapport IFEN sur
les pesticides dans les eaux pointe ainsi une contamination quasi-genéralisée des eaux par ces
produits chimiques (CEMAGREF, 2005).

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

Ces nouveaux pesticides dits non polluants sont représentés par les perturbateurs de
croissance des insectes (Insect Growth Disruptors= IGDs) appartenant aux insecticides de la
troisieme génération (Pener & Dhadialla, 2012), ou encore par les pesticides d’origine
naturelle (biopesticides). Les régulateurs de croissance synthétiques (IGRs) agissent
spécifiguement (Dhadialla et al., 2005, 2010) via les deux principales hormones du
développement (hormone juvénile ou HJ et les ecdystéroides) (Arthur et al., 2009) ou via la
synthése de la chitine, composé majeur de la cuticule chez les Arthropodes (Ishaaya, 1990 ;
Dhadialla et al., 2010).

La description, le mode d'action et le domaine d'application des IGRs ont fait I’objet
de nombreux travaux (Taylor, 2001 ; Tunaz & Uygun, 2004 ; Dallaire et al., 2004 ; Ware &
Whitacare , 2004 ; Dhadialla et al., 2005 ; Ishayaa et al., 2005 ; Collins, 2006 ; Gilbert & Gill,
2010 ; Perveen, 2011). En fonction du mode d’action, ces molécules sont réparties en trois
groupes (Dhadialla et al., 2005, 2010): les agonistes et antagonistes de 1’hormone juvénile
(JH) ou de I’ecdysone (Kaakeh et al., 1997 ; Aribi et al., 2006), les inhibiteurs de la synthése
de la chitine (Oberlander & Silhacer, 1998 ; Soltani et al.,1993; Merzendorfer, 2013 ;
Chebira et al., 2006 ; Soltani et al., 1999) et enfin, les agonistes et antagonistes des
ecdysteroides (Aribi et al., 1999 ; Soltani et al., 2002 ; Soltani-Mazouni et al., 2012 ; Amira et



al., 2013 ; Daas-Maamcha et al., 2013 ; Kilani-Morakchi et al., 2014). Parmi ces IGRs nous

avons teste dans notre étude deux molécules : le diflubenzuron, le méthoxyfénozide.

Le diflubenzuron est un inhibiteur de la synthese de la chitine (ISC) (Soltani et al.,
1993 ; Merzendorfer, 2013) et est le premier représentant de la classe de benzoylphenyl urée
(BPU). Le diflubenzuron a été développé et commercialisé dans les années 1970 par la firme
Philips-Duphar (Van Daalen et al., 1972). Cette molécule agit sur la sécrétion de la cuticule
en réduisant 1’épaisseur de la cuticule (Ishaaya & Casida, 1974 ; Morsli, 2016) et en
perturbant la synthése de la chitine (Cohen, 1987 ; Ishayaa, 1990 ; Soltani et al., 1993 ;
Soltani et al., 1999).

Les inhibiteurs de la synthése de la chitine interféere avec le systeme endocrinien,
affectant ainsi la reproduction et le développement des insectes ciblés (Dhadialla et al., 1998,
2005) ce qui conduit a la mort des insectes lors de la mue suivante. lls empéchent la sécrétion
de la chitine de la cuticule des insectes et interferent avec le processus de mue qui assure le
développement normal de I'exosquelette chez les insectes (Muthukrishna et al., 2012).

En raison de leur faible toxicité pour les mammiféres et les insectes prédateurs, les
dérivés de la benzoylurée sont largement utilisés dans les programmes de lutte intégrée et de
gestion de la résistance aux insecticides (Sun et al., 2015). La résistance des insectes aux
insecticides est due a la réduction des taux de pénétration cuticulaire (Bull & Patterson, 1993 ;
Pasteur & Reymond, 1996), a I’altération des sites cibles tels que 1’acétylcholinestérase
(Hemingway et al., 1993) et I’intervention des systémes de détoxification (Sun et al., 2001 ;
Li et al., 2007).

La deuxieme molécule est le méthoxyfénozide (RH-2485, MEF) un analogue des
ecdystéroides significativement actif envers plusieurs espéces de Iépidoptéres (Hoelscher &
Barett, 2003 ; Barett, 2008). Les analogue des ecdystéroides agissent en induisant des mues
précoces et incomplétes (Retnakaran et al., 2001); ils miment I’action de I’hormone de mue
en se fixant aux récepteurs nucléaires spécifiques (ECRs) des écdysteroides naturels (Wing,
1988 ; Carlson et al., 1994 ; Riddiford et al., 2000 ; Dhadialla et al., 2005 ; Beckage et al.,
2004 ; Paul et al., 2006), empéchant I’expression des génes normalement activés en 1’absence
de I’ecdysone endogéne (Wing et al., 1988 ; Retnakaran et al., 1995). lls perturbent le
systeme hormonal en induisant des mues prématurés incompletes et Iétales dans divers ordres
d’insectes (Dhadialla et al., 2005 ; Dhadialla & Ross, 2007 ; Soltani-Mazouni et al., 2012 ;
Smagghe et al., 2013 ) et la formation d’adultes malformés (Sundaram et al., 2002 ; Bouzeraa



& Soltani-Mazouni, 2012). Les analogue des ecdystéroides affectent généralement la
reproduction en réduisant la fécondité et la fertilité (Taibi et al., 2003 ; Seth et al., 2004 ;
Dhadialla et al., 2005 ; Saenz-de-Cabezon et al., 2005 ; Rodriguez et al., 2010 ; Bouzeraa &
SoltaniMazouni, 2012), produisent une activité ovicide, provoquent une altération du
processus de la spermatogenese (Dhadialla et al., 1998 ; Nakagawa, 2005), une perturbation
du comportement sexuel (Kilani-Morakchi et al., 2009) et nuisent de maniére générale a la
dynamique des populations (Pineda et al., 2009 ; Ono, 2017).

Il est intéressant d’examiner aussi les effets d’un nouvel insecticide/acaricide, le
spiromesifen, qui a un mode d’action spécifique soit I’inhibition de la biosynthése des lipides
chez les insectes nuisibles (Nauen et al., 2002 ; Liu, 2004 ; Elbert et al., 2005 ; Nauen et al.,
2005 ; ARLA, 2007). Il est recommandé dans les programmes de gestion et de surveillance de
la résistance aux insecticides (Guthrie et al., 2003 ; Horowitz & Ishaaya, 2004 ; Nauen &
Konanz, 2005 ; Ishaaya & Horowitz, 2007) tout en respectant davantage 1’environnement
(Nicolaus et al., 2005 ; Sharma et al., 2007).

Cet insecticide/acaricide a une faible toxicité pour les Arthropodes non ciblés
(Nicolaus et al., 2005) comme les abeilles (Nauen et al., 2002 ; Nicolaus et al., 2005) et les
bourdons (Bielza et al., 2005), ainsi que chez les mammiféres (Dekeyser, 2005), avec une
dose journaliere admissible de 0,022 mg/Kg (Sharma et al., 2007). Ce produit est
actuellement homologué en Algérie pour un usage sur les plantes ornementales, légumiéres et
fruitieres cultivées sous serre et en plein champ sous le certificat n° 0644250
(www.algeria.bayercropscience.com). Ce pesticide a déja fait 'objet d’un travail au niveau du
Laboratoire de Biologie Animale et Appliquée sur Drosophila melanogaster (Bensafi-
Gheraibia et al., 2013 ; Kissoum & Soltani, 2016 ; Kissoum, 2017) et sur deux espéces de

moustiques Culex pipiens et Culiseta longiareolata (Bouabida, 2014 ; Bouabida et al., 2017,).

Le spiromesifen est surtout actif contre les aleurodes (mouches blanches) et de
nombreuses especes d’acariens apres application foliaire y compris les populations d’acariens
résistants a d’autres insecticides (Nauen et al., 2002 ; Bretschneider et al., 2003 ; Liu, 2004 ;
Elbert et al., 2005 ; Nauen et al., 2005) en laboratoire également sur Bemisia tabaci
(Prabhaker, 2008) ou encore, Tetranychus urticae (Marci¢, 2010). De plus, il est devenu utile
pour la gestion de la résistance aux insecticides dans de nombreuses cultures comme le coton,
le thé, les légumes, les fruits ou les plantes ornementales (Nauen et al., 2002 ; Weber, 2005 ;
Sharma et al., 2007).



Dans notre présent travail nous avons estimé qu’il était intéressant de connaitre les
répercussions possibles de ces trois insecticides sélectifs sur une espece non visées, du groupe
d’Arthropodes aquatiques : Les Crustacés, un groupe voisin des insectes, sont caractérisés par
la présence d’un exosquelette de nature chitino-protéique qui est imprégné de carbone et de
sels calciques. Cette cuticule constitue le squelette externe des Crustaces, elle est peu
extensible ce qui rend nécessaire la mue qui est un processus cyclique, décrit par Drach
(1939,1944) chez les Crustaces.

Les Crustaces du golf d’Annaba ont fait I’objet de plusieurs recherches notamment au
niveau de notre Laboratoire de Biologie Animale Appliquée. Ces recherche ont porté sur des
aspects physiologiques (Soltani & Bezzazel, 2002 ; Soltani et al., 2002 ; Derbal & Soltani,
2008) et toxicologiques (Morsli & Soltani, 2003 ; Soltani et al., 2009 ; Morsli et al., 2015 ;
Gheid et al., 2011 ; Benradia et al., 2016 ; Berghiche et al., 2018). En Algérie, tres peu de
travaux ont été consacrés a l'impact des 1GDs sur les Crustacés (Morsli & Soltani, 2003 ;
Soltani et al., 2009 ; Morsli et al., 2015 ; Berghiche et al., 2016).

Notre étude a été réalisée au Laboratoire de Biologie Animale Appliquée sur une
crevette appelée Palaemon adspersus Rathke, 1837 (Decapoda, Palaemonidae), une espece
tres abondante au niveau du golfe d’Annaba. Les résultats obtenus se répartissent en deux

parties:

- La premiere partie concerne I’impact de deux IGDs, le dimilin (un inhibiteur de la synthése
de la chitine) et le méthoxyfénozide (un agoniste de I'normone de mue) sur le poids corporel
des crevettes, la composition biochimique (chitine, protéines, sels calciques) de la cuticule et
les variations de deux biomarqueurs: le glutathion (GSH) et ’acétylcholinestérase (AChE)

biomarqueurs du stress environnemental et neurotoxicité, respectivement.

- La seconde partie traite les effets de deux concentrations sublétales (CLy et CLys) du
spiromesifen (un inhibiteur de la synthese des lipides) sur 1’activité de la glutathion S-
transférase (GST) et de 1’acétylcholinestérase (AChE), le taux du glutathion (GSH), les taux
de lipides et enfin sur les taux de malondialdéhyde (MDA), un biomarqueur de la

peroxydation lipidique (Zielinski & Pdrtner, 2000).



MATERIEL ET
METHODES



2. Matériel et méthodes
2.1. Présentation de ’espéce

Palaemon adspersus (Rathke, 1837) communément appelée “bouquet balte ou
chevrette", a une longueur qui varie entre 5 & 11 cm; les femelles sont de plus grande de taille
par rapport aux méales. Leur corps est translucide strié de fines rayures transversales au niveau
des articulations et présente des chromatophores sombres sur la moitié ventrale du rostre. Ce
dernier est long et Iégerement recourbé vers le haut dans sa partie distale, surtout chez les plus
grands individus avec 6 a 7 dents dorsales et 4 a 5 ventrales. Ces Crevettes possédent des

pinces trés longues dotées d’une grande force et présente une bosse au niveau dorsal (Fig. 1).

Figure 1. Photographie de P. adspersus (Rathke, 1837) (Photo personnelle).

Cette Crevette a une valeur commerciale importante dans le domaine de la péche, elle
est utilisée comme appat vivant pour la péche sportive (Manent & Abella-Gutiérrez, 2006).

Elle est également une précieuse ressource de production en aquaculture (Holthuis, 1980).

La Crevette P. adspersus a été décrite comme espéce opportuniste omnivore et
charognarde (Guerao & Ribera, 1996), se nourrissant d'une grande variété d'organismes
benthiques (crustacés, polychetes et mollusques), détritus organiques et matériels végétals; ses
habitudes alimentaires peuvent varier sensiblement selon les changements dans leur cycle de
vie, l'age, la taille et la disponibilité et distribution des ressources alimentaires dans
I'environnement (Guerao, 1994 ; Guerao & Ribera, 1996 ; Jayachandran, 2001 ; Kuprijanov et
al., 2015). La position systématique de P. adspersus selon la derniere classification est la

suivante:



Embranchement: Arthropoda
Sous-Embranchement: Crustacea
Classe: Malacostraca
Sous-Classe: Eumalacostraca
Super Ordre: Eucarida

Ordre: Decapoda

Sous-Ordre: Pleocyemata
Infra-Ordre: Caridea
Super-Famille: Palaemonoidea
Famille: Palaemonidae
Sous-Famille: Palaemoninae

Genre: Palaemon
Espece: adspersus (Rathke, 1837).

2.2. Anatomie générale d’une Crevette

Comme tous les arthropodes, les Crustacés ont un exosquelette formé d’une cuticule
assez epaisse. Leur corps est compose de plusieurs segments, chacun portant une paire
d’appendices a deux branches. Au cours de 1’évolution, les segments et certaines parties du
corps se sont spécialisés. Les appendices prenant part a la respiration, a la nage, a la reptation
et a l’alimentation se sont fortement modifiés et sont devenus machoires, organes

reproducteurs ou autres, quand ils n’ont pas régressé ou disparu.

La téte est généralement fusionnée avec plusieurs segments pour former le
céphalothorax et I’abdomen lui fait suite (Fig. 2). La carapace part de la téte et recouvre la
plus grande partie du corps, voire le corps entier. La téte porte deux paires d’organes
sensoriels: antennes et une paire de mandibules, derriere lesquelles se trouvent deux autres
paires de pieces buccales: les maxilles. Elle comprend également une paire d’yeux composés.
Le céphalothorax porte des appendices servant a la locomotion et a la respiration. Ces

derniers, appelés branchies, sont protégés par la carapace. D’autres appendices forment des



pinces tandis que ceux situés sur ’abdomen servent a la locomotion ou a la respiration, mais

sont souvent de taille réduite. La portion caudale, le telson, est parfois utilisée pour la nage.

La cavité principale du corps fait partie du systeme circulatoire dans lequel le sang est
pompé par un ceeur dorsal (Fig. 3). L’intestin est un tube droit souvent pourvu d’un moulin
gastrique, comparable a un gésier servant a broyer les aliments, et d’une paire de glandes
digestives qui sécretent des sucs et absorbent les nutriments. Des structures comparables aux
reins des vertébrés sont situées prés des antennes. Le systéme nerveux est composé de
ganglions cérébraux, a proximité des organes des sens, d’une chaine ganglionnaire et de nerfs

situés sous I’intestin dans la partie ventrale.

Cephalothorax Abdomen
T r 1
Rostre

C e
Antennulei arapace (Carapax)

__- Segments

Scaphocé‘tr\ﬂ = o Abdominaux

Antenne

Maxillipéde - 2

Uropode

/ \ Pléopodes

Péréiopodes

Figure 2. Anatomie externe d’une Crevette. (Anatomie d’une Crevette: Crusta-Fauna.htm).

Cephalothorax Abdomen (Pleon)
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Intestin

Glande verte
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Oesophage
Estomac et Branchies

glande digestive
Muscle fléchissenr

Figure 3. Anatomie interne d’une Crevette. (Anatomie d’une Crevette: Crusta-Fauna.htm).



2.3. Distribution géographique et site d’échantillonnage

La Crevette Baltique P. adspersus vie dans les milieux peu profonds (0 - 6 m)
(Solari et al., 2017). Elle est un habitant commun des cotes, des lagunes et des estuaires
répartis de la mer Baltique, le long de la c6te occidentale de la Norvege, le golfe de Gascogne
et les Tles britanniques, jusqu'a la cdte marocaine et la Méditerranée, la mer Adriatique, la mer
Noire et les eaux de I'Atlantique Nord-Ouest (Hayward & Ryland, 1996 ; Zariquiey-Alvarez,
1968 ; Lapinska & Szaniawska, 2006 ; Gonzélez-Ortegdn et al., 2015).

Notre récolte d’échantillons a été effectuée au niveau de la lagune El-Mellah ou la
Crevette est trés abondante. La lagune se situe a I’extréme Nord-Est de la cote Algérienne (9,5
km a I’ouest de la ville d’El-Kala et 48,75 km a I’est de la ville d’Annaba), en bordure de la
méditerranée entre le cap rosa et le cap roux. Elle s’étend du Nord au Sud sur 4 km et d’Est en
Ouest sur 2 km (Messerer, 1999), couvrant ainsi une superficie de 865 hectares qui
communique avec la mer par un chenal d’environ 870 m de longueur et 15 m de largeur
(ONDPA, 2005) et recoit les eaux douces des oueds Mellah et Bouaroug au sud et R’kibet a
I’ouest (Derbal et al., 2005). Ses coordonnées géographiques au centre sont de 36° 53' 565
Nord - 8° 19’ 560 Est et la profondeur maximale est de 6,40 m. La lagune est un plan d’eau
saumatre dont la température et la salinité varient de 1,40 a 30,50°C et de 15,90 a 37,10 %o,

respectivement (Draredja et al., 2012).
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Figure 4. Localisation géographique de la zone d'échantillonnage: la lagune EI-
Mellah, El-Kala (Algérie Nord-Est).
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2.4. Elevage des Crevettes

Une fois péchées, les Crevettes sont transportées dans un bac en plastique d’une
contenance de 30 L d’eau de mer. L’aération est assurée par brassage permanent de 1’eau
jusqu’a I’arrivée au laboratoire. Les Crevettes capturées sont transférées dans des aquariums
d’une capacité de 80 L, constitués d’une fine couche de sable fin de 4 cm d’épaisseur avec
quelque galet. L’éclairage se fait a la lumiére naturelle. La salinité est proche de celle de 1’eau
de mer 37 %o et la température est comprise entre 22 et 27°C. L’eau doit étre propre et
continuellement oxygénée par des pompes a air (Rena 301: 2204, 651/mn). En captivité dans
leur nouveau milieu les Crevettes se nourrissent de la chair fraiche des haricots de mer
distribuée en fin de journée. Le nettoyage des aquariums est effectué chaque matin, en

enlevant la nourriture en exces ainsi que les coquilles.
2.5. Datation des Crevettes

Il est possible de subdiviser le cycle de mue chez les Crustacés Décapodes en quatre
périodes essentielles, selon la nomenclature adoptée par Drach & Tchernigovtzeff (1967) et
Cognie (1970): deux périodes en post mue (A et B), une intermue (C) et une prémue (D), qui
est elle-méme subdivisée en trois stades ; stade DO — D1, D2, D3. Le stade E correspond a
I’exuviation de 1’animal avec rejet de 1’ancienne cuticule, étape qui se produit a n’importe
quel moment de la journée chez P. adspersus contrairement a Penaeus kerathurus dont

I’exuviation se produit uniquement la nuit (Morsli, 2016).

La méthode de datation utilisée dans notre travail a été empruntée a Robertson et al.
(1987). Cette datation simple, rapide et efficace est basée sur la morphogenése des soies au
niveau des appendices fins. L’organe de référence prélevé est I’extrémité de 1’uropode qui a
été observé sous microscope entre lame et lamelle, dans de 1’eau d’élevage. Les

caractéristiques des différents stades de mue sont représentées dans le tableau 1 et la figure 5 :
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Tableau 1. Les différents stades de mue et leurs caractéristiques.

Stades de mue

Durée

Caractéristiques

Postmue

2-3 jours

L’animal et mou, les soies sont sans rigidité et la matrice
cellulaire est remplie de granules. Les barbules portées
par les soies adhérent entre-elles (elles sont

entremélées).

Le corps commence a se consolider, la pigmentation
s’accentue d’avantage. Le matériel cellulaire commence

a se rétracter des soies.

Intermue C

5 jours

L’exosquelette est formé et acquiert sa consistance,
pigmentation achevée, les soies sont transparentes sauf a

la base ou subsistent encore quelques cellules.

Prémue D

10 jours

Elle comporte 3 sous stades:

-stade DO-D1: début de la phase active du processus de
mue. Décollement de 1’épiderme de 1’ancienne cuticule,
délimitant un espace exuvial, ainsi on observe un début

de formation des nouvelles soies.

-stade D2: la nouvelle cuticule est visible et les soies

sont entierement formées; absence des barbules.

-stade D3: les nouvelles barbules et les nouvelles soies
sont formées et bien organisées, laissant apparaitre leur
apex ce qui donne I’impression d’un « peigne », terme

que cite Cognie (1970).

Exuviation | E

10 secondes

Se produit la nuit, I’animal se débarrasse de son

ancienne cuticule.
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Figure 5. Différents stades du cycle de mue d’apreés (Schiavone, 2003).

2.6. Présentation des xénobiotiques

Pour notre expérimentation, les trois produits nous ont été aimablement fournis par Pr.

G. Smagghe (Ghent University, Belgium).
2.6.1. Diflubenzuron :

Le 1-(4-chlorophenyl) -3- (2, 6-difluorobenzoyl)-Urée, communément appelé diflubenzuron
(DFB), est commercialisé sous 1’appellation de dimilin 25% PM (poudre mouillable) (Van
Daalen et al., 1972; Grosscurt, 1978); sa formule chimique est C14HgoCIF,N,O,. Il a été mis
dans le marché depuis 1970 (Chen & Meyer, 1985 ; Retnakaran et al., 1985). Les propriétés
insecticides de DFB ont été mises en évidence pour la premiere fois par Van Daalen et al. en
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1972. Depuis sa découverte, il a fait I’objet d’une recherche intensive et plusieurs revues lui
ont été consacrées (Grosscurt et al., 1987 ; Retnakaran & Wright, 1987). Il représente une

nouvelle classe d’insecticide de synthése dont la formule chimique est la suivante:

Figure 6. Formule chimique du diflubenzuron.

C’est une substance cristalline blanche dont le poids moléculaire est de 310,7 g, peu
soluble dans 1’eau (0,2 mg/L), mais soluble dans les solvants organiques trés polaires: 104 g/L
dans la diméthylformamide et 24 g/L dans le dioxane a 25°C. Les solutions aqueuses sont

stables en milieu acide ou faiblement basique (pH < 9).

Le DFB inhibe la synthése de la chitine (Mudler & Gijswijt, 1973 ; Post & Coll,
1973; Ishaaya & Casida, 1974 ; Post et al., 1974 ; Cohen, 1993 ; Soltani et al., 1993) et
interfere avec la formation de la cuticule (Nakagawa et al., 1993). La cuticule des insectes est
principalement composée d’un mélange de chitine et de protéines. La cible de ’insecticide la
plus intéressante est la chitine qui est un polymére linéaire de la N-acétylglucosamine. Il a été
montré que le DFB modifie le métabolisme des hormones de mue (Yu & Terriére, 1977 ;
Sotani et al., 1984), ce qui se répercute sur la mise en place de la cuticule. La cuticule formée
chez les individus traités n’est pas suffisamment résistante pour s’opposer aux tensions

musculaires de la mue, et sa rupture prématurée entraine la mort des larves.
2.6.2. Méthoxyfénozide :

Le méthoxyfénozide ou RH-2485 est le nom commun du N-tert-Bentyl-N’-(3- méthoxy-o-
tolwoyl)-3.5-xylohydrazide. Sa formule empirique est : C,HgN,O3 et son poids moléculaire
est de 368,5 g. Il appartient a la catégorie des insecticides du groupe des bisacylhydrazines qui
sont des agonistes de deuxiéme génération de I’ecdysone. Il est commercialisé sous les noms
de Runner et Intrepid (240 SC : solution concentrée) et agit principalement par ingestion chez
les larves de lépidopteres. Son effet a été observé in vivo sur le développement et la

reproduction; il perturbe également la croissance des ovocytes et la production
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d’ecdystéroides (Dhadialle et al., 2005; Bouzeraa & Soltani-Mazouni, 2012 ; Soltani-
Mazouni et al.,2012).

La molécule est classée par I’Agence Américaine de la Protection de I’Environnement
(US EPA) comme insecticide a faible risque (Khater, 2011). Elle est spécifique aux
Lépidopteres (Dhadialla et al., 2010 ; Smagghe et al., 2012) et toxiques apres ingestion ou
application topique a des doses élevées (Hsu, 1991). L'effet commence par une inhibition de
I'alimentation pendant 3 a 14 h (Retnakaran et al., 1997), ce qui est trés important pour

prévenir des dommages aux cultures.

C(CH3)3
HN—N
HsCO

Figure 7. Formule chimique du méthoxyfénozide.

2.6.3. Spiromesifen:

Le spiromesifen commercialisé sous le nom d'Oberon® (240 SC : solution concentrée) est le
nom commun du 3,3- diméthylbutyrate de 3-mésityl-2-oxo-1-oxaspiro[4.4] non-3-en-4-yle, sa
formule brute est C3H3004 et sa masse moléculaire est de 370,48g (Fig. 8). C’est un nouvel
insecticide systémique dérivé des acides tétroniques spirocyliques, doté d’un mode d’action

unique, I’inhibition de la synthese des lipides en empéchant la biosynthése des acides gras.

0
He S5

0 N =0
H3

H.C H

Figure 8. Formule de structure du spiromesifen.
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2.7. Dose et mode de traitement

Les formulations commerciales des différents insecticides ont été testées. Le
traitement a été effectué chez la Crevette sexe confondu. On n’a pas pris en considération le
dimorphisme sexuel car la perturbation de la mue chez les crustacés par les contaminants
environnementaux n'est pas spécifique au sexe; ou d'autres termes, un produit chimique est
capable de perturber la mue des males et également des femelles (Meng & Zou, 2009). Pour
le dimilin et le RH-2485 on a procédé a deux modes de traitement :

Traitement de 24h : aprés exuviation les Crevettes sont plongées dans de 1’eau de mer traitée
pendant 24h, puis elles sont transférées dans de I’eau de mer propre non contaminée jusqu'a

I’intermue (Stade C).

Traitement continu : les Crevettes sont exposées a l’eau de mer contaminée apres
I’exuviation (Stade A) jusqu’a l’intermue (Stade C) (ou la cuticule postexuviale est

complétement mise en place).

Le diflubenzuron et le methoxyfenozide ont été additionnés a I’eau d’¢levage dans les
aquariums. Les doses sont exprimées en unité de poids de la matiere active (m.a.) considéré.
Le DFB a été utilisé a la dose de 1 pg/L, concentration testées sur plusieurs especes de
Crevettes (Morsli & Soltani, 2003, Soltani et al., 2009) et 16 ng/L (=CLs a 1’égard de Culex
pipiens, Rehimi, 2004). Pour le RH-2485, la dose est de 24,54 ug/L (= DLsp a 1’égard de
Culex pipiens, Tine-Djebbar, 2009). Pour le spiromesifen des essais ont été effectués afin de
définir les parametres de 1étalité de la molécule a I’égard des Crevettes nouvellement
exuviées. Le produit a été ajouté a I’eau de mer des Crevettes nouvellement exuviées a raison
de 24 ug de matiére active/L. Plusieurs concentrations ont été testées (6, 12 et 24 pg/L). La
mortalité est enregistrée a 24h, 48h, 72h, 96h. La mortalité des individus est enregistrée et le
pourcentage de mortalité observée est corrigé par la formule d'Abbott (1925). Les
pourcentages de mortalités corrigées subissent une transformation angulaire selon Bliss
(1938), cité par Fisher & Yates (1957). Les mortalités corrigées obtenues permettent d’établir
une courbe des probits en fonction des logarithmes décimaux des doses. Les pourcentages

sont convertis en leurs probits (Fisher & Yates, 1957).

Le logarithme décimal des concentrations de létalité (CLso et CLgg) sont déterminés a
partir des droites de régression selon le procédé mathématique de Finney (1971). Les

intervalles de confiances sont ensuite calculés selon la méthode de Swaroop et al. (1966) avec
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une probabilité de 95%. La régression non linéaire exprimant le pourcentage de létalité
corrigée en fonction du logarithme de la concentration a permis également d’estimer les
concentrations létales ainsi que les concentrations sublétales utilisées dans cette étude (CLq et
CLys). Les calculs sont effectués a 1’aide du logiciel GraphPad prism version 6.01 (GraphPad
software, La Jolla California, U.S.A.).

2.8. Prélévement des organes

La dissection est réalisée sous loupe binoculaire a 1’aide de microciseaux, 1’incision se
fait tout le long de I’abdomen de 1’animal en soulevant la membrane collée a la carapace. Une
fois le tégument dégagé, le systéme nerveux apparait traversant 1’abdomen (Fig. 9). A 1’aide
d’une pince fine, le systéme nerveux est prélevé puis conservé dans le tampon Tris 0,1M

jusqu’au dosage de 1’acétylcholinestérase (AChE).

Chez les mémes individus un fragment de chair (0,2009) est prélevé a 1’aide d’une
pince fine et conservé pour réalisé les différents dosages ; dans 'EDTA 0,02 M pour le
dosage du glutathion (GSH), dans du tampon phosphate (0,1 M, pH 6) pour le dosage du
glutathion S-transférase (GST), dans du tampon tris-HCI (50 mM, pH 7,5) pour le dosage du
malondialdéhyde (MDA) et du TCA 20% pour le dosage lipides totaux.

Systéme nerveux

Figure 9. Organes prélevés pour les dosages.

2.9. Croissance pondérale

Les Crevettes sont pesées a l'aide d'une balance de précision (Sartorius AG Gottinger,

Germany), avec une précision de + 0,1 mg, pour déterminer leurs poids corporel. Les séries
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témoins des Crevettes sont pesées aux différents stades de mue (A, B, C et D). Le poids des
Crevettes traitées par le dimlin et le RH-2485 a été mesuré au stade C pour les deux modes de

traitement.
2.10. Détermination de la composition biochimique de la cuticule

La cuticule des Crevettes est constituée de plusieurs composants biochimique:
protéines, chitine et sels calciques (Dall, 1965a, b, c; Huner et al., 1979; Vigh & Dendinger,
1982). La composition biochimique de la cuticule pour les séries témoins des Crevettes a été
déterminée aux différents stades de mue (A, B, C et D). Pour les Crevettes traitées par le
dimlin et le RH-2485, elle a été réalisé a la fin du I’intermue pour les deux modes de

traitement.

La technique utilisée pour la détermination des composants de la cuticule est celle de
Wilinder (1974). Une moitié de céphalothorax est rincée a 1’eau distillée, séchée a 60°C et
pesée (PO0), décalcifiée par 1’acide trichloracétique (TCA 10%) jusqu’a il n’y est plus de
formation de bulles. Le résidu est rincé brievement par 1’eau distillée, séché a 60°C et pesé

(P1). La différence entre (P0) et (P1) nous donne le poids des sels calciques.

La composition en protéine est déterminée apres traitement de la cuticule decalcifiée
par la soude NaOH 2N a 110 °C pendant 3 a 4 h. On obtient un résidu décoloré qui
correspond a la chitine qu’on va rincer abondamment avec de 1’eau distillée, puis seché a

60°C et pesé (P2). La différence entre P1 et P2 est le poids des protéines.

Les poids des constituants chimiques sont exprimés en mg, qu’on va représenter en %.

Pour cela on suit les calculs suivants:

Contenu en sels calciques

. . Contenu en protéines Contenu en chitine
(Degré de calcification)

P2 '
P1 .

P1—-P2
P1

I: 1!
%X 100 11% Protéines = x 10011% Chitine =
1 1
11

PO: poids du départ, P1: poids décalcifié, P2: poids de la chitine.
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2.11. Dosage des biomarqueurs

Le dosage des biomarqueurs le glutathion (GSH), du glutathion S-transférase (GST) et
I’acétylcholinestérase (AChE) est effectué¢ au niveau des différents tissus et organes (chair,
systeme nerveux). L’activité spécifique des biomarqueurs est exprimée par rapport aux

protéines dont le dosage et réalisé selon Bradford (1976).
2.11.1. Dosage du glutathion:

Le glutathion est dosé selon la méthode de Weckberker & Cory (1988) qui
repose sur la mesure de 1’absorbance de 1’acide 2-nitro 5-mercapturique, résultant de
la réduction de 1’acide 5-5’-dithio-bis-2nitrobenzoique (Réactif d’Ellman) par les
groupements thiol (-SH) du glutathion. La chair de P. kerathurus est homogénéisés
pendant 30 secondes dans 1 ml d’une solution EDTA (Acide Ethyléne Diamine Tetra
Acétique) a 0,02 M (7,4448 g EDTA et 1000 ml d’eau distillée) a I’aide d’un ultrason
(Sonifer B-30). Afin de protéger les groupements thiol du glutathion 1’homogénat
doit subir une déprotéinisation par I’acide sulfosalicylique 0,25% (0,25 g d’acide
sulfosalysilique, 100 ml d’eau distillée); 0,8 ml de I’homogénat sont additionnés a
0,2 ml d’acide sulfosalicylique. Le mélange est vortexé et laissé pendant 15 min dans
un bain de glace, puis centrifugé (1000 tours/min pendant 5 min).Le surnageant est

utilisé pour la mesure de la concentration du glutathion selon les étapes suivantes:

Le taux du GSH est déterminé comme suit: 500 pl du surnageant sont
additionnés a 1 ml de tampon Tris-EDTA (0,02 M; pH 9,6) [63,04 g Tris; 7,4448 ¢
EDTA et 1000 ml d’eau distillée], et 0,025 ml de DTNB (5-5° dithio-bis-2-
nitrobenzoique) (0,01 M) [3,96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu]. Le mélange est
laissé pendant 5 min a température ambiante, la lecture des densités optiques
s’effectue a 412 nm contre un blanc ou le surnageant a été remplacé par un volume
équivalent d’eau distillée (500 pl). Le taux du glutathion est estimé selon la formule

suivante:

Do x1x 1,525

Tauxdu GSH =
(HM/mg de protéines) 13100 x 0,8 x mg de protéines
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Do: densité optique., 1: le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0,2 ml
ASS + 0,8 ml homogeénat), 1,525: le volume total des solutions utilisées dans du GSH
(0,025 ml DTNB + 0,5 ml surnageant + 1 ml Tris-EDTA), 13100: coefficient d’absorbance
(concernant le groupement —SH a 412 nm), 0,8: le volume de I’homogénat utilisé en ml, 0,5:

le volume du surnageant utilisé en ml, mg de protéines: les protéines en mg.

2.11.2. Dosage de I’acétylcholinestérase:

La méthode de dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) la plus courante (Ellman et
al., 1961) consiste a fournir a I’enzyme un substrat, 1’acétylthiocholine (ASCh), dont
I’hydrolyse catalysée libere de la thiocholine (SCh) et de 1’acide acétique. La quantité de
thiocholine obtenue est proportionnelle a I’activité enzymatique, on la révele grice a une
méthode colorimétrique faisant intervenir un ion (le dithiobisnitrobenzoate ou DTNB) qui se
lie avec la thiocholine pour former un complexe de couleur jaune que 1’on dose a 421 nm. Les
échantillons sont homogénéisés pendant quelques secondes dans 1 ml de solution détergente
(38,03 mg éthylene glycol tris-beta aminoéthyl-éther N N N’ N” ou EGTA, 1 ml Triton X
100%, 5,845 g NaCl, 80 ml tampon tris 10 mM) a 1’aide d’un homogénéiseur a ULTRASONS
(sonifer B-30) puis centrifugés a 9000 tours/min pendant 5 min, le surnageant est utilisé
immédiatement pour la mesure de 1’activité AChE.

L’activité spécifique de I’AChE est déterminée comme suit: 100 pl du surnageant sont
additionnés a 100 ul de DTNB (0,1 M; pH 8) (39,6 mg de DTNB, 15 mg CO3 Na, dans 10 ml
nécessaire pour épuiser la réaction spontanée, 100 pl du substrat acétylthiocholine iodide
(Sigma R) (118 mg ASCh dans 5 ml d’eau distillée) sont ajoutés. La lecture des densités
optiques s’effectue a 412 nm toutes les 4 minutes pendant 20 minutes contre un blanc ou le
surnageant a été remplacé par un volume €quivalent de solution détergente (50 ul). L’activité
spécifique de I’AChE est déterminée par la formule suivante:

A Do x Vt

Taux de PAChE =
(nM/min/mg de protéines) 1,36 x Vs x mg de protéines

A Do: densité optique, Vt: volume total des solutions (0,1 ml du surnageant + 0,1 ml de tris +
0,1 ml de substrat ASCh), Vs: volume du surnageant (0,1 ml), 1,36 : coefficient d’extinction

(concernant le DTNB a 412 nm), Prot: les protéines en mg.



20

2.11.3. Dosage de la glutathion S-transférase:

La mesure de I’activité de la glutathion S-transférase (GST) est déterminée selon la
méthode de Habig et al. (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et
un substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le glutathion
(GSH). Les échantillons (chair) sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (0,1 M,
pH 6). L’homogénat est centrifugé a 14000 trs/mn pendant 30 mn et le surnageant récupéré
servira comme source d’enzyme. Le dosage consiste a faire réagir 200 pl du surnageant avec
1,2 ml du mélange CDNB (1 mM)/GSH (5 mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml
éthanol, 100 ml tampon phosphate (0,1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est réalisée
dans un spectrophometre visible /UV (WPA). Elle est effectuée toutes les 1 mn pendant 5
minutes a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pl d’eau distillée
remplacant la quantité du surnageant. L’activité spécifique est déterminée d’apres la formule

suivante:

A Do: pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du
temps, €:9,6 coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM-1 c¢m -1), Vt: volume total dans
la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH], Vs: volume du

surnageant dans la cuve: 0,2 ml, mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.
2.11.4. Extraction et dosage du malondialdéhyde :

Le MDA est dosé selon la méthode de Draper & Hadley (1990). La méthode est basée
sur la mesure colorimétrique de la réaction entre ATB avec le MDA, composeé issu de la
peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés des membranes cellulaires, donnant un
produit rouge brun dont I’intensité de la coloration est mesurée a une longueur d’onde de 532

nm contre un blanc (tampon tris-HCI).

La chair est broyé a I’ultrason dans 1 ml de tampon tris-HCI (50 mM, pH 7,5)
[1,5137¢ tris, 0,0730 g EDTA (acide éthyléne diamine tétra-acetique), 42,78 g sucrose, 250
ml eau distillée].Une fois I’homogénéisation réalisée, une centrifugation est effectuée pendant

10 min a 10000 tours/min et le surnageant récupéré servira au dosage du malondialdéhyde
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(MDA). Le dosage est réalisé¢ avec 500 pl du surnageant, additionné de 2,5 ml de TCA (100 g
TCA et compléter a 1000 ml avec de d’eau distillée). Aprés chauffage au bain marie a 100°C
pendant 15 min et refroidissement dans de la glace, une deuxieme centrifugation est effectuée
a 10000 tours/min pendant 10 min. Une fraction aliquote de 2 ml du surnageant est alors
prélevée a laquelle on ajoute 1 ml d’acide thiobarbiturique (TBA) [6,7 g TBA, 1000 ml eau
distillée]. Aprés un second chauffage (100 °C, 15 min) et refroidissement, 1,5 ml de butanol
sont rajoutés. Aprés agitation, une derniére centrifugation (10000 tours/min, 10 min) est
réalisée et le surnageant constitué de 1 ml de butanol renfermant le complexe ATB (acide
thiobarbiturique) / MDA est recupére. La détermination du taux de MDA nécessite le dosage
des protéines réalisé selon la méthode décrite précédemment. Le taux de MDA est déterminé

selon la formule suivante :

r

DO: La densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat a 532 nm, 156: Coefficient
d’extinction molaire de ’ATB (mM-1 cm-1), Vt : Volume total de la cuve (Iml), Vs :
Volume du surnageant utilisé (0,5 ml), mg de protéines : Quantité de protéines exprimée en

mg.
2.12. Extraction et dosage des lipides totaux

La chair est conservée dans 1 ml de TCA (acide trichloracétique) a 20%. L’extraction
des principaux constituants biochimiques (protéines, glucides et lipides) a été réalisée selon le
procédé de Shibko et al. (1966) (Fig. 4). Aprés une homogénéisation aux ultra-sons, puis
centrifugation (5000 tours/min a 4°C pendant 10 min), le surnagent | obtenu servira pour le
dosage des glucides totaux selon la méthode de Duchateau & Florkin (1959). Le culot | est
ensuite récupéré dans 1 ml d’un mélange éther/chloroforme (1V/1V) et aprés une seconde
centrifugation (5000 tours/min pendant 10 min), on obtient le surnageant Il qui sera utilisé
pour le dosage des lipides (Goldsworthy et al., 1972) tandis que le culot Il dissout dans la

soude (0,1 N), servira pour la quantification des protéines selon Bradford (1976).

Le contenu en lipides totaux est déterminé selon la méthode de Goldsworthy et al.
(1972) utilisant le réactif sulfophosphovanillinique (0,38 g de vanilline, 55 ml d’eau distillée,
195 ml d’acide orhophosphrique a 85%) et une solution mere de lipides a 25 mg/ml (25 mg
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d’huile de table, 1 ml éther/chloroforme (v/v)) comme standard. Apres évaporation des prises
aliquotes de 100 pl du surnagent II dans un bain a sec a 40 °C pendant environ 20 mn, on
additionne 1 ml d’acide sulfurique concentré (96 %); les tubes fermés sont agités puis
chauffés dans un bain a sec a 100 °C pendant 10 minutes. Apres refroidissement, on préléve
200 pl de chaque tube eppendorf qu’on met dans des tubes a essai auxquels on ajoute 2,5 ml
de réactif sulfo-phospho-vanillinique. Aprés 30 minutes a 1’obscurité, le complexe se colore
en rose. La densité optique est lue dans un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 530
nm. La quantité de lipides est estimée a partir de la droite de régression obtenue aprés une
gamme d'étalonnage (Tab. 3) effectuée a partir d'une solution étalon de lipides (prendre 2,5
mg d'huile de tournesol 99% triglycérides) dans un tube eppendorf et ajouter 1 ml d'éther
chloroforme (1V/1V).

Tableau 2 : Réalisation de la gamme d'étalonnage des lipides.

Tubes 1 2 3 4 5 6

Solution étalon de lipides (ul) 0 20 |40 |[60 |80 |100

Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) | 100 |80 |60 |40 (20 |O

Réactif de vanilline (ml) 25 |25 |25 |25 |25 |25
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Echantillon chaire

|

1mlide TCA3a20%

|

Broyage (homogénéiseur a ultrasons)

Centrifugation (5000 trs/min, 10 min)

|

Surnageant | Culot |
GLUCIDES 1 ml éther/chloroforme(V/V)

(Duchateau & Florkin, 1959)

Centrifugation
(5000 trs/min, 10 min)

]

Surnageant 11 Culot Il
Aliquot (100 pl) l
y PROTEINES
Evaporation totale (Bradford, 1976)

1 ml d’acide sulfurique
Agitation

10 min au bain de sable

Dosage aliquot (200 pl)

LIPIDES
(Goldsworthy et al ., 1972)

Figure 10. Extraction des lipides totaux selon Shibko et al., (1966).
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2.13. Extraction et dosage des protéines

Le dosage des protéines est effectue sur une fraction aliquote de 0,1 ml de
I’homogénat avec 4 ml de bleu brillant de Coomassie (BBC) (G 250, Merk) comme réactif
(50 mg de bleu brillant de Coomassie, 25 ml d’éthanol (95%), 50 ml d’acide
orthophosphorique (85%) et complété a 500 ml avec 1’eau distillée) et 1’albumine sérum de
beeuf (Sigma, France) comme standard. La lecture des absorbances s’effectue a une longueur
d’onde de 595 nm, et la gamme d’étalonnage est réalisée a partir d’une solution d’albumine

de beeuf (1 mg/ml) selon les indications ci-dessous:

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

Tubes 1 2 3 4 5 6

Solution d’albumine (ul) 0 20 | 40 | 60 | 80 | 100

Eau distillée (ul) 100 | 80 | 60 | 40 | 20 | ©
Réactif BBC (ml) 4 [ 4 4| 4| 4] 4

2.14. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés statistiquement par la moyenne plus ou moins 1’écart type
(m = SD) établie sur un nombre de répétitions précisées dans les tableaux et figures. Les
analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel MINITAB (Version 16, PA State
College, USA). Les résultats obtenus ont subit une analyse de la variance a un ou deux et trois

critéres de classification.

La régression non linéaire exprimant le pourcentage de létalité corrigée en fonction du
logarithme de la concentration a permis d’estimer les concentrations Iétales. Les calculs ont
été effectués a 1’aide du logiciel GraphPad prism version 6.01 (GraphPad software, La Jolla
California, U.S.A.).
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3. RESULTATS

3. 1. Effets des régulateurs de croissance sur Palaemon adspersus

3. 1.1. Effet sur le poids

Les crevettes témoins sont pesées aux différents stades du cycle de mue. Les résultats
sont rassemblés dans le tableau 4 et représentés graphiquement dans la Figure 11. Le poids le
plus bas est enregistré au stade A (0,53 £ 0,12 g) il augmente progressivement pour attendre
un taux de 0,73 + 0,04 g au stade C, puis on observe une petite diminution au stade D (0,61 +
0,09 g) a la veille de I’exuviation. Une analyse de la variance a un critere de classification des
données, révéle qu’il y a une différence significative (P = 0,029) entre les quatre stades (A, B,
C, D) (Tab. 5). Le test de Tukey indique qu’il n’y a pas de différence significative (P> 0,05)
entre le stade A et le stade B, par contre il y a une différence significative (P< 0,05) entre le
stade A et le stade C, entre le stade A et le stade D et aussi entre le stade B et le stade C et
entre le stade B et le stade D, respectivement. Il n'y a pas de différence significative (P> 0,05)
entre le stade C et le stade D (Tab. 4).

Pour les séries traitées exposées au DFB (16 ng/L et 1ug/L) et au méthoxyfenozide
(RH-2485) (24,54 pg/L) le poids est déterminé pour les deux modes de traitements (24H et
continu) a I’intermue (Tab. 6 et Fig. 12). On note un poids le plus bas pour le mode de
traitement de 24H chez les crevettes traitées par le DFB a 1ug/L (0,63 = 0,04 g) (Tab. 6). Les
résultats chez les crevettes traitées par le mode 24H, révélent une diminution hautement
significative (P < 0,001) entre les témoins et les 3 traitements (témoins vs DFB (16 ng/L),
témoins vs DFB (1ug/L), témoins vs RH-2485). Une différence significative (P = 0,013) a été
enregistrée entre les traités par le DFB (16 ng/L) et DFB (1pg/L), il n’y a pas de différence
significative (P= 0,340) entre DFB (16 ng/L) et le RH-2485. Enfin, il y a une diminution
hautement significative (P = 0,002) entre les traitées par le DFB (1ug/L) et le RH-2485 (Tab.
6).

Pour le traitement continu, on observe gque la valeur minimale (0,55 + 0,03 g) est notée
chez les traités par le DFB a la dose de 1ug/L (Tab. 6). Les données obtenues chez les
crevettes traitées par le mode continu indiquent qu’il y a une diminution hautement
significative (P < 0,001) du poids avec les 3 traitements en comparaison avec la série témoin
(témoins vs DFB (16 ng/L), témoins vs DFB (1ug/L), témoins vs RH-2485). Il y a une
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différence hautement significative (P < 0,001) entre les traités par le DFB (16 ng /L) et par le
DFB (1 pg/L), une différence significative (P = 0,003) entre les traités par le DFB (16 ng /L)
et le RH-2485. On note également une diminution significative (P < 0,001) entre les traités

par le (DFB 1pug/L) et les traités par le RH-2485 (Tab. 6).

L’analyse de la variance & deux critéres de classification révéle des effets mode de
traitement (F124= 124,16 ; P< 0,001), type d'insecticides (F324= 776,28 ; P < 0,001) et effet
interaction mode de traitement/insecticides (Fs24s= 18,95; P< 0,001) resprectivement

significatifs (Tab. 7).

Tableau 4: Poids (g) de P. adspersus témoin au cours du cycle de mue. Analyse de la
variance a un critére de classification suivie du Test de Tukey: les moyennes suivies d’une
méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 5%.

Stades Poids (g)
A 0,53+0,12a
B 0,59+0,04a
C 0,73+0,04 b
D 0,61+£0,09b
08 - b
0,7 n a a b
0,6 -
S 05 -
E 04 -
S 03
02 -
01 -
0 Bl T T T
A B C D
Stades

Figure 11. Poids (g) des témoins P. adspersus (m + SD, n = 3-4) aux différents stades de mue
(Les valeurs affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes, P> 0,05).

Tableau 5: Poids (g) de P. adspersus témoin au cours du cycle de mue. Analyse de la
variance a un critére de classification.

Sources de variation | DDL SCE CM Fobs P
Stades 3 0,08046 0,02682 4,23 0,029
Erreur résiduelle 12 0,07599 0,00633 - -
Totale 15 0,15645 - - -
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Tableau 6: Effet du DFB et du RH-2485 sur le poids (g) de P. adspersus témoins et traitées

(m £ SD, n = 3-4). Les moyennes affectées d’une méme lettre ne sont pas significativement
différentes (P> 0,05).

Mode de traitement Témoin DFB (16 ng/L) | DFB (1 pg/L) RH-2485
24 H 0,73+0,04a | 0,69+£0,06b 0,63+0,04c | 0,69+0,05Db
A A A A
Continue 0,73+0,04a | 0,62+0,07b 0,55+0,03¢c | 0,61+£0,06b
A B B B
09 -
08 - a a a
0,7 - b a
% - b b
S 05 -
] 04 - H24h
< 0:3 il M Continu
02 -
oy 4
o - -

Témoins DFB1léng/L DFB1lpg/L  RH-2485

Figure 12. Effet du DFB et du RH-2485 sur le poids (g) de P. adspersus témoins et traitées
(m = SD, n = 3-4). (Les valeurs affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement
différentes, P> 0,05).

Tableau 7: Effet du DFB et du RH-2485 sur le poids (g) de P. adspersus témoins et traitées
(m £ SD, n = 3-4). Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Modes de traitement 1 0,014921 | 0,014921 | 124,16 | <0,001
Insecticides 3 0,279872 | 0,093291 | 776,28 | <0,001
Insecticides X mode de traitement 3 0,006834 | 0,002278 | 18,95 | <0,001
Erreur résiduelle 24 | 0,002884 | 0,000120 - -
Totale 31 0,304511 - - -

3. 1. 2. Effet sur la composition biochimique de la cuticule

La composition biochimique des principaux constituants a été déterminée au niveau du
céphalothorax des séries témoins et traitées durant les différents stades du cycle de mue. Elle
a éte réalisée selon la méthode de Wilinder (1974). Le traitement est effectué au debut du
cycle de mue (stade A) et qui va durer 8 a 9 jours (jusqu’au stade C) pour les 2 modes de
traitements.
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L__apolyse
Figure 13. Durée relative (en jours) des différents stades du cycle de mue de P. adspersus
dans nos conditions d'élevage ( H = un jour).

3.1.2.1. Effet sur le taux de la chitine cuticulaire

Les résultats de I’évolution du taux de la chitine cuticulaire au cours d’un cycle de
mue chez les animaux témoins sont rassemblés dans le Tableau 8 et représentés
graphiquement dans la figure 14. Le taux de chitine cuticulaire augmente au cours de la
période allant du stade A (34,17 + 12,29 %) jusqu’au stade C, pour atteindre une valeur de
(58,46 £ 13,41 %). Au stade D on observe une lIégere diminution du taux de la chitine (46,99
+ 6,40 %). Une analyse de la variance a un critére de classification sur les données sur la
chitine cuticulaire au cours du cycle de mue chez les crevettes témoins, révéle une différence
hautement significative (P < 0,001) entre les quatre stades (A, B, C, D) (Tab. 9). Le test de
Tukey indique qu’il n’y a pas de différence significative (P> 0,05) entre le stade A et le stade
B. On note une différence significative (P< 0,05) entre le stade A et le stade C et entre le stade
A et le stade D. il y a une différence entre le stade le stade B et le stade C, entre le stade B et
le stade D et aussi entre le stade C et le stade D (Tab. 8).

Pour les séries traitées exposées au DFB (16 ng/L et 1ug/L) et RH-2485 (24,54 ug/L)
le taux de la chitine cuticulaire est déterminé pour les 2 modes de traitements (24H et continu)
a I’intermue (Tab. 10 et Fig. 15).

On note que le taux le plus bas pour le mode de traitement de 24H est enregistré chez
les crevettes traitées par le DFB a 1ug/L (39,53 + 13,21%). Les résultats obtenus chez les
crevettes traitées par le mode 24H, révelent une diminution hautement significative (P <
0,001) entre les témoins et les 3 traitements ; témoins vs DFB (16 ng/L), témoins vs DFB
(1pg/L), témoins vs RH-2485. Une différence hautement significative a été notée entre les
traités par le DFB (16 ng/L) et DFB (1ug/L) (P < 0,001), entre les traitements DFB (16 ng/L)
et le RH-2485 (P < 0,001) et aussi entre les traitements DFB (1pg/L) et le RH-2485 (P <
0,001) (Tab. 10).
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Au niveau du mode de traitement continu on observe que la valeur minimale (30,64 +
10,51%) est également notée chez les traités par le DFB a une dose de 1ug/L (tab.11). Les
résultats obtenue chez les crevettes traitées par le mode continu, indiquent qu’il y a une
diminution hautement significative (P < 0,001) entre les témoins et les 3 traitements ; témoins
vs DFB (16 ng/L), témoins vs DFB (1upg/L), témoins vs RH-2485. 1l y a une différence
hautement significative (P < 0,001) entre les traités par le DFB (16 ng /L) et DFB (1 pg/L),
entre les traités par le DFB (16 ng /L) et le RH-2485 et également entre les traités par le (DFB
1ug/L) et les traités par le RH-2485 (Tab. 10).

L’analyse de la variance a deux critéres de classification révéle des effets mode de
traitement (Fy24= 127,22 ; P < 0,001), effet insecticides (Fs24= 826,62 ; P < 0,001)et effet
interaction mode de traitement/insecticides (Fs24=41,37 ; P <0,001) (Tab. 11).

Tableau 8. Taux (%) de la chitine dans la cuticule au cours des différents stades de mue chez
P. adspersus témoins. Analyse de la variance a un critere de classification suivie du Test de
Tukey: les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes au
seuil de 5%.

Stades Chitine (%)
A 34,17+ 12,29 a
B 39,24+ 13,63 a
C 58,46 + 13,41 b
D 46,99 £ 6,40 c
80 -

70 -
60 -

b
a C

50 - a
30 -
20 -
10 -
0 T T T

A B C D

Figure 14. Taux (%) de la chitine de la cuticule a différents stades du cycle de mue chez P.
adspersus témoins (m s, n = 3-4). (Les valeurs affectées d'une méme lettre ne sont pas
significativement différentes, P> 0,05).

Chitine (%)
8

Tableau 9: Taux (%) de chitine de la cuticule au cours des différents stades d’un cycle de
mue chez P. adspersus témoin. Analyse de la variance a un critere de classification.



30

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Stades 3 0,7850 0,2617 13,36 <0,001
Erreur résiduelle 12 | 0,2350 0,0196 - -
Totale 15 | 1,0200 - - -

Tableau 10. Effet du DFB et du RH-2485 sur le taux (%) de la chitine dans la cuticule a
I’intermue chez P. adspersus témoins et traitées (m = s, n = 3-4). Les moyennes affectées
d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P> 0,05).

Mode de traitement Témoin DFB (16 ng/L) DFB 1 pg/L RH-2485
24 H 58,46 £ 13,41a | 46,36 +10,13b | 39,53 +13,21¢c 52,14 £ 13,21 d
A A A A
Continue 58,46 £ 13,41a | 44,76 £8,32b | 30,64+ 1051c¢c 40,24 + 8,53 b
A A B B

Chitine (%)

80 -
70 -

60
50

30
20
10

likh

Témoins

RH-2485

H24h

@ Continu

DFB 16ng/L DFB1ug/L

Figure 15. Effet du DFB et du RH-2485 sur le taux de chitine cuticulaire (%) chez P.
adspersus témoins et traitées (m = SD, n = 3-4). (Les valeurs affectées d'une méme lettre ne

sont pas significativement différentes, P> 0,05).

Tableau 11. Effet du DFB et du RH-2485 sur le taux de chitine cuticulaire (%) dans la
cuticule a I’intermue chez P. adspersus témoins et traitées (m £ SD, n = 3-4). Analyse de la
variance a deux critéres de classification.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Modes de traitement 1 114,31 114,31 | 127,22 | <0,001
Insecticides 3 2228,18 742,73 826,62 | <0,001
Insecticides X mode de traitement 3 111,52 37,17 41,37 | <0,001
Erreur résiduelle 24 21,56 0,90 - -
Totale 31 2475,57 - - -
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3.1.2.2. Effet sur le taux des protéines cuticulaires

Les résultats de I’évolution du taux des protéines cuticulaires au cours d’un cycle de
mue chez les animaux témoins sont rassemblés dans le tableau 12 et représentes dans la figure
16. Le taux des protéines cuticulaires diminuent au cours de la période allant du stade A
(65,84 = 12,29 %) jusqu’au stade C, pour atteindre une valeur de 41,54 + 13,41 %. Au stade
D, on observe une légére augmentation du taux des protéines (43,26 + 14,60 %). Une analyse
de la variance a un critere de classification sur les données sur les protéines cuticulaires au
cours du cycle de mue chez les crevettes témoins révéle une différence hautement
significative (P <0,001) entre les quatre stades (A, B, C, D) (Tableau 13). Le test de Tukey
indique qu’il n’y a pas de différence significative (P> 0,05) entre le stade A et le stade B, il y
a une différence significative (P< 0,05) entre le stade A et le stade C et entre le stade A et le
stade D, une différence entre le stade B et le stade C, le stade B et le stade D et aussi entre le
stade C et le stade D (Tab. 12).

Pour les séries traitées exposées au DFB (16 ng/L et 1ug/L) et RH-2485 (24,54 ug/L),
le taux des protéines cuticulaires est déterminé pour les 2 modes de traitements (24H et
continu) a I’intermue (Tab. 14 et Fig. 17).

On constate que le taux le plus élevé pour le mode de traitement de 24H est enregistré
chez les crevettes traitées par le RH-2485 (67,11 + 10,33 %). Les résultats obtenus chez les
crevettes traitées par le mode 24H, révelent une augmentation hautement significative (P <
0,001) entre les témoins et les 3 traitements ; témoins vs DFB (16 ng/L), témoins vs DFB
(1pg/L), témoins vs RH-2485. Une différence hautement significative (P < 0,001) a été notée
entre les séries traitées par DFB (16 ng/L) et par les DFB (1ug/L) et entre ceux avec le DFB
(1pg/L) et par le RH-2485, également entre les traitements par DFB (16 ng/L) et par le RH-
2485 (P =0,018) (Tab. 14).

Au niveau du mode de traitement continu, on observe que la valeur maximale (73,76 +
8,94 %) est également notée chez les traités par le RH-2485 (Tab. 14). Les résultats obtenus
chez les crevettes traitées par le mode continu, indiquent qu’il y a une augmentation
hautement significative (P < 0,001) entre les témoins et les 3 traitements : témoins vs DFB
(16 ng/L), témoins vs DFB (1ug/L), témoins vs RH-2485. Pas de différence significative (P =
0,825) entre les traités par le DFB (16 ng/L) et par le DFB (1 pg/L). On note une hausse
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hautement significative entre les traités par le DFB (16 ng /L) et les traités par le RH-2485 et
aussi entre les traités par le (DFB 1ug/L) et les traités par le RH-2485 (P < 0,001) (Tab. 14).

Enfin I’analyse de la variance a deux critéres de calcification révéle des effets mode de
traitement (F124= 306,08 ; P < 0,001), effet insecticides (F3 4= 1973,88 ; P < 0,001) et effet
interaction mode de traitement/insecticides (Fs 2= 46,31; P <0,001) (Tab. 15).

Tableau 12. Taux (%) des protéines cuticulaires au cours des différents stades de mue chez P.
adspersus témoins. Analyse de la variance a un critére de classification suivie du Test de

Tukey: les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes au
seuil de 5%.

Stades Protéines (%)
A 65,84 + 12,29 a
B 61,76 + 13,63 a
C 4154 +1341b
D 43,26 £ 14,60 b
% -
80 - a a
70 - I T
g 60 - b b
§ 5 - T I
§ 40 -
£ 30 -
20 -
. i N
0

A B c D

Figure 16. Taux (%) des protéines cuticulaires a différents stades du cycle de mue chez P.
adspersus témoins (m + SD, n = 3-4). (Les valeurs affectées d'une méme lettre ne sont pas
significativement différentes, P> 0,05).

Tableau 13. Taux (%) de la chitine cuticulaires au cours des différents stades d’un cycle de
mue chez P. adspersus témoin. Analyse de la variance a un critere de classification.

Sources de variation | DDL SCE CM Fobs P
Stades 3 1,5850 0,5283 18,93 < 0,001
Erreur résiduelle 12 0,3350 0,0279 - -
Totale 18 1,9200 - - -




33

Tableau 14. Effet du DFB et du RH-2485 sur le taux (%) des protéines cuticulaires a
I’intermue chez P. adspersus témoins et traitées (m = SD, n = 3-4). Les moyennes affectées
d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P> 0,05).

Mode de traitement Témoin DFB (16 ng/L) DFB 1 pg/L RH-2485
24 H 41,54+ 13,41a | 50,84 +11,23b | 59,52+ 11,17¢c 67,11 +10,33d
A A A A
Continue 41,54+ 13,41a | 69,21+10,45Db 69,23 +7,24b 73,76 8,94 ¢
A B B B
9 -
80 - b b a
a b
70 -
60 - 2
£ 50 - T
o
1§ s - @24h
s_ 3p H Continu
20
10 -
o L - -

Témoins DFB16ng/L DFB1pg/L RH-2485

Figure 17. Effet du DFB et du RH-2485 sur le taux des protéines cuticulaire (%) chez P.
adspersus témoins et traitées (m = SD, n = 3-4). (Les valeurs affectées d'une méme lettre ne
sont pas significativement différentes, P> 0,05).

Tableau 15. Effet du DFB et du RH-2485 sur le taux (%) des protéines cuticulaires a
I’intermue chez P. adspersus témoins et traitées (m = SD, n = 3-4). Analyse de la variance a
deux critéres de classification.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Modes de traitement 1 213,06 213,06 306,08 | <0,001
Insecticides 3 4121,92 1373,97 | 1973,88 | <0,001
Insecticides X mode de traitement 3 96,71 32,24 46,31 | <0,001
Erreur résiduelle 24 16,71 0,70 - -
Totale 31 4448,39 - - -

3.1.2.3. Effet sur le taux des sels calciques cuticulaire

L’évolution du taux des sels calciques au cours d’un cycle de mue chez les animaux

témoins est rassemblée dans le Tableau 16 et représentés graphiquement dans la figure 18.
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Le taux des sels calciques augment au cours de la période allant du stade A (30,26 +
3,43 %) jusqu’au stade C, pour atteindre une valeur maximal de 42,26 + 6,21%. Au stade D
on observe une légere diminution du taux (40,02 + 5,44 %). Une analyse de la variance a un
critere de classification sur les données sur les sels calciques de la cuticule au cours du cycle
de mue chez les crevettes témoins, revele une différence hautement significative (P < 0,001)
entre les quatre stades (A, B, C, D) (Tab. 17). Le test de Tukey indique qu’il n’y a pas de
différence significative (P> 0,05) entre le stade A et le stade B, une différence significative
est enregistre (P< 0,05) entre le stade A et le stade C et entre le stade A et le stade D. Il y a
une augmentation significative entre le stade le stade B et le stade C, entre le stade B et le
stade D, par contre on note une diminution non significative entre le stade C et le stade D (P>
0,05) (Tab. 16).

Pour les séries traitées exposées au DFB (16 ng/L et 1ug/L) et RH-2485 (24,54 ug/L)
le taux des sels calciques est déterminé pour les 2 modes de traitements (24H et continu) a
I’intermue (Tab. 18 et Fig. 19).

On observe que le taux le plus haut pour le mode de traitement de 24H est enregistré
chez les crevettes traitées par le RH-2485 (44,11 + 11,33%). Les résultats obtenus chez les
crevettes traitées par le mode 24H, révelent une augmentation non significative entre les
témoins et les traitées par le DFB (16 ng/L), par le DFB (1ug/L) et par le RH-2485. On

enregistre des variations non significatives entre les différents traitements (Tab. 18).

Au niveau du mode de traitement continu on observe que la valeur maximal (52,10 +
7,07%) est notée chez les traités par le RH-2485 et la valeur la plus basse est noté chez les
traitées par le DFB (1pg/L) (30,83 £ 7,26 %). Les résultats obtenue chez les crevettes traitees
par le mode continu, indiquent qu’il n’y a pas une différence significative (P > 0,05) entre
témoins et traités par le DFB (16 ng/L) mais il y a une différence significative (P <0,05) entre
témoins et traités par le DFB (1ug/L) et entre témoins et traitées par le RH-248. 1l y a une
différence significative (P <0,05), entre les traités par le DFB (16 ng/L) et par le DFB (1
Mg/L), entre les traites par le DFB (16 ng /L) et le RH-2485 et également entre les traités par
le (DFB 1ug/L) et les traités par le RH-2485. (Tab. 18).

L’analyse de la variance a deux critéres de calcification révele qu’il n’y a pas d’effet

mode de traitement (F124= 0.80; P = 0.381); par contre, on enregistre un effet insecticides
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(Fz24= 315.21; P < 0,001) et un effet interaction mode de traitement/insecticides (F3z 4=
234.16 ; P <0,001) (Tab. 19).

Tableau 16. Taux (%) des sels calciques dans la cuticule au cours des différents stades d’un
cycle de mue chez P. adspersus témoin. Analyse de la variance a un critére de classification
suivie du Test de Tukey: les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes au seuil de 5%.

Stades Sels calciques (%)
A 30,26 + 3,43 a
B 34,65+234a
C 42,26 +6,21 b
D 40,02 £5,44 b
60 -

Sels calciques (%)
L]
s

b
b

40 a

a
20
10 -
0

A B C D

Figure 18. Taux (%) des sels calciques de la cuticule a différents stades du cycle de mue chez
P. adspersus témoins (m = SD, n = 3-4). (Les valeurs affectées d'une méme lettre ne sont pas
significativement différentes, P> 0,05).

Tableau 17. Taux (%) des sels calciques de la cuticule au cours des différents stades d’un
cycle de mue chez P. adspersus témoin. Analyse de la variance a un critere de classification.

Sources de variation | DDL SCE CM Fobs P
Stades 3 0,9725 0,3242 12,75 < 0,001
Erreur résiduelle 12 0,3050 0,0254 - -
Totale 15 1,2775 - - -

Tableau 18. Effet du DFB et du RH-2485 sur le taux (%) des sels calciques dans la cuticule a
I’intermue chez P. adspersus témoins et traitées (m = SD, n = 3-4). Les moyennes affectées
d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P> 0,05).
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Mode de traitement Témoin DFB (16 ng/L) DFB 1 ug/L RH-2485
24 H 42,26 £ 6,21a 4164+932a | 43,62+10,10a 4411 +11,33 a
A A A A
Continue 42,26 £ 6,21a 49,41 +1204a | 3081+7,21b 52,10+ 7,07 c
A B B B

Sels calciques (%)
L]
s

—

H24h

H Continu

Témoins

DFB 16 ng/L

DFB 1pg/L

RH-2485

Figure 19. Effet du DFB et du RH-2485 sur le taux des sels calciques (%) chez P. adspersus
témoins et traitées (m £ SD, n = 3-4). Les moyennes affectées d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Tableau 19. Effet du DFB et du MEF sur le taux (%) des sels calciques dans la cuticule a
I’intermue chez P. adspersus témoins et traitées (m + SD, n = 3-4). Analyse de la variance a
deux critéres de classification.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Modes de traitement 1 0,53 0,53 0,80 0,042
Insecticides 3 632,20 210,73 315,21 0,028
Insecticides X mode de traitement 3 469,64 156,55 234,16 | <0,001
Erreur résiduelle 24 16,05 0,67 - -
Totale 31 1118,41 - - -

3.1.3. Effet sur les biomarqueurs

3.1.3.1. Effet sur le taux du glutathion (GSH)

Le glutathion (GSH) a été dosé au niveau de la chair des individus témoins et traités. Il

est déterminé selon la méthode de Weckberker & Cory (1988) a la fin du traitement (stade C).

Il est exprimé en uM/mg de protéines. Les résultats sont rassemblés dans le tableau 20 et la

figure 20.
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Le taux du GSH est de 0,157 + 0,002 uM/mg de protéines au stade A; il diminue
progressivement jusqu'a attendre une valeur de 0,138 + 0,024 uM/mg de protéines au stade C
puis il augmente au stade D 0,164 + 0,043 uM/mg de proté€ines. L’analyse de la variance a un
critere de classification, indique une différence hautement significative (P < 0,001) entre les
différents stades de mue (Tab. 21). Le test de Tukey indique qu’il n’y a pas de différence
significative (P> 0,05) entre le stade A et le stade. Une différence significative (P< 0,05) est
enregistrée entre le stade B et le stade C, entre le stade B et le stade D et aussi entre le stade C
et le stade D (Tab. 20).

Pour les séries traitées exposees au DFB 16 ng/L et 1ug/L et RH-2485 (24,54 pg/L) le
taux de GSH est déterminé pour les 2 modes de traitements (24H et continu) a I’intermue

(Tab. 22 et Fig. 21).

On note que le taux le plus bas pour le mode de traitement de 24H est enregistré chez
les crevettes traitées par le DFB (1pg/L) (0,119 + 0,03 uM/mg de protéines). Les résultats
obtenus chez les crevettes traitées par le mode 24H, révélent qu’il n y a pas de différence
significative (P> 0,05) entre les témoins et les traitées par le DFB (16 ng/L), une diminution
significative (P< 0,05) entre témoins et les traitées par le DFB (1ug/L) et entre les témoins et
les traitées par le RH-2485. Une diminution hautement significative (P < 0,001) entre les
traitées par le DFB (16 ng/L) et les traitées par le DFB (1ug/L) et entre les traitées par le DFB
(16 ng/L) et les traitées par le RH-2485. Une augmentation significative (P<0,05) est
enregistré entre les traitées par le DFB (1ug/L) et les traitées par le RH-2485 (Tab. 22).

Au niveau du mode de traitement continu on observe que la valeur la plus basse est
noté chez les traitées par le DFB (1ug/L) (0,094 + 0,04 uM/mg de protéines). Les résultats
obtenue chez les crevettes traitées par le mode continu, indiquent qu’il n’y a pas de différence
significative (P> 0,05) entre les témoins et les traités par le DFB (16 ng /L), une diminution
hautement significative (P <0,001) est enregistré entre les témoins et les traitées par DFB (1
Mg/L) et entre les témoins et les traités par le RH-2485. On note une différence significative
(P<0,05) entre les traitées par le DFB (16 ng /L) et les traitées par le DFB (1 ug/L) et entre les
traitées par le DFB (16 ng /L) et les traitées par le RH-2485 et aussi entre les traitées par le
DFB (1 pg/L) et les traitées par le RH-2485.
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L’analyse de la variance a deux criteres de classification révéle un effet mode de
traitement (Fy24= 63.82; P < 0,001), effet insecticides (Fs2s= 30.39 ; P < 0,001) et un effet
interaction mode de traitement/insecticides (Fz24= 9.13; P <0,001) (Tab. 23).

Tableau 20. Taux du glutathion (uM/mg de protéines) dans la chair au cours le cycle de mue
chez P. adspersus témoin. Analyse de la variance a un critére de classification suivie du Test
de Tukey: les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes

au seuil de 5%.

Stades GSH
A 0,157 £ 0,002 a
B 0,147 £ 0,017 a
C 0,138 £ 0,024 b
D 0,164 £0,043 ¢

0,25 -

0.2 -

C
a a b
0,15 -
01 -
0,05
0
A B C D

Figure 20. Taux du glutathion (uM/mg de protéines) dans la chair au cours des stades d’un
cycle de mue chez P. adspersus témoin (m + SD, n = 3-4). (Les valeurs affectées d'une méme
lettre ne sont pas significativement différentes, P> 0,05).

GSH (uM/mg de protéines)

Tableau 21. Taux du glutathion (WM/mg de protéines) dans la chair au cours du cycle de mue
chez P. adspersus témoin. Analyse de la variance a un critére de classification.

Sources de variation | DDL SCE CM Fobs P
Stades 3 0,027827 | 0,009276 13,67 0,002
Erreur résiduelle 12 | 0,005430 | 0,000679 - -
Totale 15 | 0,033258 - - -

Tableau 22. Effet du DFB et du RH-2485 sur le taux du glutathion (uUM/mg de protéines)
dans la chair de P. adspersus témoins et traitées (m £ SD, n = 3-4). Les moyennes affectées
d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P> 0,05).
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Mode de traitement Témoin DFB (16 ng/L) DFB 1 pg/L RH-2485
24 H 0,138 £ 0,02 a 0,137 +£0,02a 0,119+£0,03b 0,128 + 0,02c
A A A A
Continue 0,138 £ 0,02 a 0,131 +£0,01a 0,094 £0,04 b 0,104 £ 0,03 c
A B B B
0,18 -
= 016 - d
o
£ 014
'g_ 012 -
3 o H24h
2 008 -
g 0,06 - M Continu
‘E’ 0,04 -
& 002 -
0
Témoins DFB16ng/L DFB1pg/L  RH-2485

Figure 21. Effet du DFB et du RH-2485 sur le taux GSH chez P. adspersus témoins et
traitées (m + SD, n = 3-4). Les moyennes affectées d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Tableau 23. Effet du DFB et du RH-2485 sur le taux du glutathion (uUM/mg de protéines)
dans la chair de P. adspersus témoins et traitées (m + SD, n = 3-4). Analyse de la variance a
deux criteres de classification.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Modes de traitement 1 | 0,0045840 | 0,0045840 | 63,82 | <0,001
Insecticides 3 0,0065486 | 0,0021829 | 30,39 | <0,001
Insecticides X mode de traitement 3 | 0,0019676 | 0,0006559 | 9,13 < 0,001
Erreur résiduelle 24 | 0,0017237 | 0,0000718 - -
Totale 31 | 0,0148240 - - -

3.1.3.2. Effet sur P’activité spécifique de I’acétylcholinestérase

L’activité de 1’acétylcholinestérase (AChE) a été déterminée au niveau de la chaine

nerveuse des individus témoins et traités, elle est déterminée selon la méthode d’Ellman et al.
(1961) a la fin du traitement qui a duré pres de 10 jours (du stade A jusqu’au stade C dans des

conditions de laboratoires). Les résultats sont rassemblés dans le Tableau 24 et la figure 22.

Au cours du cycle de mue on remarque qu’il n’y a pas de variation significative de

cette activité du stade A jusqu’au stade B. Au stade C, on enregistre une augmentation du taux
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de I’AChE (0,035 + 0,003 nM/min/mg de protéines), puis une diminution du taux I’AChE est
enregistré au stade D. L’analyse de la variance a un critére de classification révele qu’il a une
différence significative (P> 0,05) entre les différents stades (Tab. 25). Le test de Tukey
montre qu’il n’y a pas de différence significative (P> 0,05) entre le stade A et le stade B et
entre le stade A et le stade D. Une augmentation significative (P<0,05) est noté entre le stade
A et le stade C et entre le stade B et le stade C. Il n’y a pas de différence entre le stade B et le
stade D (P> 0,05) et enfin une diminution significative est enregistrée entre le stade C et le
stade D (Tab. 24).

Pour les séries traitées exposees au DFB (16 ng/L et 1ug/L) et RH-2485 (24,54 pg/L)
le taux de GSH est déterminé pour les 2 modes de traitements (24H et continu) a I’intermue

(Tab. 26 et fig. 23).

On note que le taux le plus bas pour le mode de traitement de 24H est enregistré chez
les crevettes traitées par le DFB (1ug/L) (0,031 = 0,014 nM/min/mg de protéines). Les
résultats obtenus chez les crevettes traitées par le mode 24H, révelent qu’il n’y a pas de
différence significative (P> 0,05) entre les témoins et les 3 traitements (témoins vs DFB (16
ng/L), témoins vs DFB (1pg/L), témoins vs RH-2485). On note aussi qu’il n’y a pas de
différence significative (P> 0,05) entre les traitées par le DFB (16 ng/L) et les traitées par le
DFB (1ug/L), entre les traitées par le DFB (16 ng/L) et les traitées par le RH-2485, entre les
traitées par le DFB (1ug/L) et traitées par le RH-2485 (Tab. 26).

Au niveau du mode de traitement continu on observe que la valeur la plus basse est
noté chez les traitées par le DFB (1ug/L) (0,027 £ 0,013 nM/min/mg de protéines) (Tab. 26).
Les résultats obtenus chez les crevettes traitées par le mode continu, indiquent qu’il n’y a pas
de différence significative (P> 0,05) entre les témoins et les 3 traitements (témoins vs DFB
(16 ng/L), témoins vs DFB (1ug/L), ttmoins vs RH-2485). Pas de différence significative (P>
0,05) entre les traitées par le DFB (16 ng /L) et les traitées par DFB (1 pg/L), les traitées par
le DFB (16 ng /L) et les traitées par le RH-2485, entre les traités par le DFB (1 pg/L) et les
traitées par le RH-2485.

L’analyse de la variance & deux critéres de classification révele qu’il n’a pas un effet
mode de traitement (F1 4= 6.58 ; P =0.077) pas d’effet d’insecticides (Fs3 4= 2.23 ; P = 0.111)
et pas d’effet interaction mode de traitement/insecticides (F324= 1.91; P = 0.155) (Tableau
27).
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Tableau 24. Activité spécifique (nM/min/mg de protéines) de I’acétylcholinestérase au
niveau de la chaine nerveuse chez P. adspersus témoin au cours du cycle de mue (m + SD, n
= 3-4). Analyse de la variance & un critere de classification suivie du Test de Tukey: les
moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 5%.

AChE (nM/min/mg de protéines)

Stades | AChE (nM/min/mg de protéines)
A 0,016 + 0,002 a
B 0,018 + 0,004 a
C 0,025 + 0,003 b
D 0,017 £ 0,002 a
0,04 -

0,035 -
0,03 -
0,025 -
0,02
0,015
0,01

0,005

b
a
_ a ' a
0 ' [
A B c D

Figure 22. Activité spécifique (nM/min/mg de protéines) de 1’acétylcholinestérase au niveau
de la chaine nerveuse chez P. adspersus témoin au cours du cycle de mue (m £ SD, n = 3-4).
(Les valeurs affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes, P> 0,05).

Tableau 25. Activité spécifique (nM/min/mg de protéines) de 1’acétylcholinestérase au
niveau de la chaine nerveuse chez P. adspersus témoin au cours du cycle de mue. Analyse de
la variance a un critere de classification.

Sources de variation | DDL SCE CM Fobs P
Stades 3 0,0025390 | 0,0008463 35,48 0,012
Erreur résiduelle 8 | 0,0001908 | 0,0000239 - -
Totale 11 | 0,0027298 - - -

Tableau 26. Effet du DFB et du RH-2485 sur le taux du glutathion (uUM/mg de protéines)
dans la chair de P. adspersus témoins et traitées (m £ SD, n = 3-4). Les moyennes affectées
d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P> 0,05).

Mode de traitement Témoin DFB (16 ng/L) DFB 1 ug/L RH-2485
24 H 0,035+ 0,003a | 0,034+0,002a | 0,031+0,004a 0,039 + 0,005 a
A A A A
Continue 0,035+ 0,003a | 0,033+0,007a | 0,027 £0,003 a 0,028 + 0,004 a
A A A A
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Figure 23. Effet du DFB et du MEF sur le taux AChE chez P. adspersus témoins et traitées
(m £ SD, n = 3-4). (Les valeurs affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement
différentes, P> 0,05).

Tableau 27. Effet du DFB et du MEF sur le taux du glutathion (uUM/mg de protéines) dans la
chair de P. adspersus témoins et traitées (m + s, n = 3-4). Analyse de la variance a deux

critéres de classification.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Modes de traitement 1 | 0,0001950 | 0,0001950 | 6,58 | 0,017
Insecticides 3 0,0001983 | 0,0000661 | 2,23 | 0,111
Insecticides X mode de traitement 3 | 0,0001701 | 0,0000567 | 1,91 | 0,155
Erreur résiduelle 24 | 0,0007117 | 0,0000297 - -
Totale 31 | 0,0012752 - - -

3.2. Effet du spiromesifen sur Palaemon adspersus

3.2.1. Essai insecticide

Les tests de toxicité sont réalisés chez P. adspersus nouvellement exuviées avec

différentes concentrations du spiromesifen (6, 12, 24, ug/L). Le produit a été additionné a

I’eau de mer d’¢élevage. La mortalité observée est mentionnée dans le tableau 28 avec des taux

variant de 15 % pour la dose 6 ug/L a plus de 52 % pour la dose 24 ug/L avec une relation

dose-réponse. La mortalité observee est corrigée a partir d’'une mortalité naturelle (tab. 29).

Aprés une transformation angulaire des pourcentages de mortalités (Tab. 30). Les données ont

fait I’objet d’une analyse de la variance a un critére de classification (Tab. 31) qui révéle un

effet dose significatif (P = 0,008).
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Tableau 28: Effet du spiromesifen (ug/L) additionné a I’eau de mer chez P. adspersus

nouvellement éxuviées, sur le taux de mortalité observée (m

comportant chacune 20 individus).

+

SD, n= 3 répétitions

Répétitions Concentration (ug/L)
Témoins 6 12 24
1 5 15 25 60
2 10 10 40 40
3 10 20 35 55
m + SD 8,33+ 2,89 15+5 33,33+7,64 | 51,67+10,41

Les mortalités observées sont corrigées par la formule d’Abbott (1925) qui montre

I’effet réel des différentes concentrations (Tab. 32).

Tableau 29: Effet du spiromesifen (ug/L) additionné a I’eau de mer chez P. adspersus
nouvellement éxuviées, sur le taux de mortalité corrigée (m £ SD, n= 3 répétitions comportant
chacune 20 individus).

Répétitions Concentration (ug/L)
6 12 24
1 14,74 25,26 62,11
2 8,89 42,22 42,22
3 20,00 36,67 58,89
m + SD 14,54 + 5,56 34,72 + 8,65 54,41 + 10,68

Tableau 30: Effet du spiromesifen (ug/L) additionné a I’eau de mer chez P. adspersus
nouvellement éxuviées. Tansformation angulaire du taux de mortalité corrigée (m + SD, n=3
répétitions comportant chacune 20 individus).

Répétitions Concentration (ug/L)
6 12 24
1 22,79 30 50,77
2 15,43 39,93 39,93
3 26,57 36,27 47,87
m + SD 21,59 + 5,67 35,4 +5,02 46,19 + 5,61

Tableau 31: Effet du spiromesifen (ug/L) additionné a 1’eau de mer chez P. adspersus
nouvellement éxuviées. Analyse de la variance a un critere de classification des données
transformées. (m £ SD, n= 3 répétitions comportant chacune 20 individus).

Sources de variation | DDL SCE CM Fobs P
Factorielle 2 1088 543,9 | 11,89 0,008
Résiduelle 6 2744 | 45,73 -

Totale 8 1362,4

Les concentrations létales (CLsg et CLgp) sont déterminées a partir de 1’équation de la

droite de régression (Fig. 24) qui exprime le probit du pourcentage de la mortalité corrigée en
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fonction du logarithme décimal des concentrations du spiromesifen (Tab. 33 et 34). Le
coefficient de détermination (R2 = 0,995) révele une liaison positive trés forte entre les
probits et le logarithme des concentrations testées. Les ClLsy et CLgy déterminées sont
respectivement 19,13 pg/L (intervalle de confiance : 9,197 -39,77) et 38,536 ug/ L (intervalle
de confiance : 13,475 — 45,32), avec un slope de 0,1541 (Tab. 35).

Tableau 32: Effet du spiromesifen (ug/L) additionné a 1’eau de mer chez P. adspersus
nouvellement éxuviées. Transformation en probits des mortalités corrigées. (m £ SD, n = 3
répétitions comportant chacune 30 individus).

Concentrations (ug/L) 6 12 24
mortalités corrigées 15 33,33 51,67
Probit 3,96 4,56 5,04

Tableau 33: Effet du spiromesifen (ug/L) additionné a 1I’eau de mer chez P. adspersus
nouvellement éxuviées sur le taux de mortalité corrigée : transformation des concentrations
(ug/L) en logarithmes décimaux. (m £ SD, n = 3 répétitions comportant chacune 30
individus).

Concentrations (ug/L) 6 12 24
Log concentrations 0,77 1,07 1,38

Tableau 34: Efficacité du spiromesifen additionné a 1’eau de mer sur P. adspersus
nouvellement éxuviées, analyse des probits (IC: intervalle de confiance).

Droite de régression R? | Slope | CL50 (IC) CL90 (IC)

Y =1,769 X + 2,621 | 0,995 | 0,1541 19,13 38,536
9,197 -39,77 | 13,475 45,32
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L d
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Figure 24. Droite de régression exprimant les probits en fonction des logarithmes décimaux
des concentrations (R?: coefficient de détermination).
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Tableau 35: Toxicite du spiromesifen additionné a 1’eau d’élevage de P. adspersus
nouvellement éxuviées: détermination des concentrations létales et sublétales et létales
(Logiciel GraphPad Prism).

CL (ng/L) Valeur Intervalle de confiance
CLig 4,21 0,66 - 26,61
Clys 8,98 3,43 - 23,47
Clso 19,13 9,19 -39,77
Clgo 38,54 13,47 - 45,32

3.2.2. Effets du spiromesifen sur la glutathion S-transférase

Le dosage de la GST a été réalisé au niveau de la chair de P. adspersus nouvellement
éxuviée a 0, 4, 8 et 12 jours pour les séries témoins et traitées (CLio et CLys). Les résultats
concernant I’évolution de I’activité de la GST sont représentés dans le Tableau 36 et la figure
25.

Dans les conditions normales (témoins), en enregistre de variation non significative
(P> 0,05) au niveau de I’activité de la GST. La valeur la plus faible est enregistrée a 0 jours
tandis que la valeur la plus élevée est enregistrée a 12 jours (0,009 + 0,007 uM/mn/mg de

protéines).

Le traitement par le spiromesifen a la CL1o a provoqué une augmentation significative
(P <0,05) a 4, 8 jours de traitement. L’activité de la GST a 12 jours pour la CLjg est de
I’ordre de (0,009 + 0,007 uM/mn/mg de protéines) chez les témoins et atteint (0,014 + 0,0005
uM/mn/mg de protéines). Chez les séries traitées par le spiromesifen & la CLys 1’activité de la
GST augmente de maniere hautement significative (p< 0,001) a 4, 8 et12 jours de traitement
également pour attendre une valeur maximal de (0,032 + 0,004 uM/mn/mg de protéines).

Le traitement des résultats par ’analyse de la variance a deux criteres de classification
révéle un effet Jours (Fs4s = 48,96; P < 0,001), un effet Concentrations (F;4s= 35,08; P <
0,001) et un effet interaction temps x concentrations (Fs 45 = 11,54; P < 0,001) (Tab. 37).

Tableau 36: Effet du spiromesifen (CLjo=4,21ug /L et CLys= 8,98 nug /L) sur Iactivité de la
GST (uM/min/mg protéines) aux différents jours de traitement chez P. adspersus témoins et
traittes (m £ SD, n = 4). Les moyennes affectées d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).
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Concentrations Temps
0 4 8 12
Témoins 0,004 +0,0002a | 0,007 +£0,0001a | 0,006 +0,0006 a | 0,009 +0,0007 a
A A A A
CLyo 0,005 +0,0004 a | 0,010 £0,0004 b | 0,012 +0,0003b | 0,014 £ 0,0005b
A B B B
CLys 0,007 £ 0,0006 a | 0,015+0,0005b | 0,023 +0,004 c 0,032 £0,004d
A C C C
004 -
C
0,035 - I
E\ 003 - c
P
g 0025 - ]
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Figure 25. Effet du spiromesifen sur I’activité du GST (uM/min/mg protéines) chez
Palaemon adspersus. (Les valeurs affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement
différentes, P> 0,05).

Tableau 37. Effet du spiromesifen sur 1’activit¢ du GST (uM/min/mg protéines) chez
Palaemon adspersus. Analyse de la variance a deux critéeres de classification (temps,
concentrations).

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Temps 3 0,0010835 | 0,0003612 48,96 < 0,001
Concentrations 2 0,0005175 | 0,0002588 35,08 < 0,001
Temps X Concentrations 6 0,0005106 | 0,0000851 11,54 < 0,001
Erreur résiduelle 48 0,0003541 0,0000074 - -
Totale 59 0,0024656 - - -

3.2.3. Effets du spiromesifen sur I’acétylcholinestérase

Le dosage de I’AChE est réalisé au niveau de chaine nerveuse ventrale

de P.

adspersus nouvellement éxuviée a 0, 4, 8 et 12 jours pour les séries témoins et traitées (CLo
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et CLys). Les résultats concernant I’évolution de I’activité de 1’ AChE sont représentés dans le
tableau 38 et la figure 26.

Les résultats obtenus chez les crevettes témoins indiquent qu’il y a une variation
significative (P< 0,05) au niveau de D’activit¢ de I’AChE. La valeur la plus faible est

enregistrée a 4 jours (0,028 + 0,001 nM/min/mg protéines).

L’application du spiromesifen se traduit par une diminution hautement significative (P
< 0,001) de I’activité de I’AChE. Les valeurs obtenue a 12 jours de traitement ont diminué
jusqu'a (0,018 £+ 0,009 nM/min/mg protéines de protéines) a la CLyo et (0,012 + 0,0016
nM/min/mg protéines) a la CLys par rapport a la série témoin (0,039 + 0,006 nM/min/mg
protéines). A 8 jours on note également une diminution hautement significative (P < 0,001) de
I’activité de I’AChE, (0,020 £ 0,003 uM/mn/mg de protéines) a la CLo et (0,017 + 0,001
nM/min/mg protéines) a la CL,s comparativement aux témoins (0,042 £+ 0,002 nM/min/mg
protéines). Tandis qu’il n’y a pas de différence entre témoins et traitées aux deux
concentrations a 0. A 4 jours aucune différence est enregistrée entre témoins et traitées a la
CLo par contre on note une différence significative entre les témoins et les traitées a la CL 5 et

entre les traitées aux deux concentrations.

Le traitement des résultats par I’analyse de la variance a deux critéres de classification
révéle un effet Jours (F34s = 10,24; < 0,001), un effet Concentrations (F24s = 7,70; P = 0,001)
et un effet temps x concentrations (Fg 45 = 3,71 ; P = 0,004) (Tab. 39).

Tableau 38: Effet du spiromesifen (CLyo= 4,21pug /L et CLys= 8,98 ug /L) sur Iactivité de
I’AChE (nM/min/mg protéines) aux différents jours de traitement chez P. adspersus témoins
et traittes (m + SD, n = 4). Les moyennes affectées d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P> 0,05).

Concentrations Temps

0 4 8 12

Témoin 0,032+0,001a | 0,028 +0,001a | 0,042+0,002b | 0,039+ 0,006 b
A A A A

CLuo 0,028 £ 0,004 a | 0,023+0,001b | 0,020+0,003b | 0,018 + 0,009 c
A A B B

Clys 0,026 £ 0,002a | 0,020 +0,006b | 0,017 +0,001c | 0,012 +0,0016 d
A B C C
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Figure 26. Effet du spiromesifen sur I’activité de I’AChE (nM/min/mg protéines) chez
Palaemon adspersus. (Les valeurs affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement

différentes, P> 0,05).

Tableau 39. Effet du spiromesifen sur I’activit¢ de I’AChE (nM/min/mg protéines) chez
Palaemon adspersus. Analyse de la variance a deux critéeres de classification (temps,

concentrations).

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Temps 3 0,0010031 | 0,0003344 10,24 < 0,001
Concentrations 2 0,0005026 | 0,0002513 7,70 < 0,001
Temps X concentrations 6 0,0007273 | 0,0001212 | 3,71 0,004
Erreur résiduelle 48 0,0015668 0,0000326 - -
Totale 59 0,0037998 - - -

3.2.4. Effets du spiromesifen sur le taux du glutathion

Le taux de GSH chez les individus témoins indique qu’il y a une diminution non

significative (P> 0,05) du jour 0 au jour 12. On note une diminution significative (P<0,05) du

taux de GSH a 0 jour de traitement a la CLj et CLys. Le taux de GSH continu de diminué

significativement (P<0,05) jusqu'a attendre les valeurs les plus basse a 12 jours de traitement
a la CLyo (0,1963 + 0,011 uM/mg de protéines) comme a la CLys (0,122 + 0,007 pM/mg de
protéines) (Tab. 40 et Fig. 27).

L’analyse de la variance révéle des effets Jours (Fs4s= 65,35; P < 0,001), un effet

Concentrations (F2 4= 136,49 ; P <0,001) ainsi qu’un effet interaction temps x concentrations

(Feas= 14,34 : P <0,001) (Tab. 41).
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Tableau 40. Effet du spiromesifen sur le taux du GSH (uM/mg de protéines) chez P.
adspersus. Les moyennes affectées d’une méme lettre ne sont pas significativement
différentes (P> 0,05).

Concentrations Temps
0 4 8 12
Témoins 0,309 £ 0,028 a | 0,303 +0,001a | 0,302 = 0,008 a | 0,300 £ 0,020 a
A A A A
CLio 0,268 +0,034a | 0,247 £0,011b | 0,227 £0,014c | 0,196 £ 0,011 d
B B B B
Clys 0,225 +0,035a | 0,202+0,013b | 0,173 £0,012 ¢ | 0,122 + 0,007 d
C C C C
04 -
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Figure 27. Effet du spiromesifen sur le taux du GSH (uM/mg de protéines) chez Palaemon
adspersus. (Les valeurs affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes,

P> 0,05).

Tableau 41. Effet du spiromesifen sur le taux du GSH (uM/mg de protéines) chez Palaemon
adspersus. Analyse de la variance a deux criteres de classification (temps, concentrations).

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Temps 3 0,150859 0,050286 65,35 < 0,001
Concentrations 2 0,048153 0,024076 136,49 < 0,001
Temps x concentrations 6 0,031705 0,005284 14,34 < 0,001
Erreur résiduelle 48 0,008842 0,000368

Totale 59 0,239559

3.2.5. Effets du spiromesifen sur les taux de lipides totaux corporels

Le dosage du taux des lipides chez la crevette a été realise au niveau de la chair. La

teneur en lipides totaux corporels a éte estimée chez les séries témoins et traitées (CLyo et
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CLys) a différents jours de traitement (Tab. 42 et Fig. 28). Les résultats enregistrés chez
crevettes témoins indiquent une variation non significative du taux de lipides corporels de 0 &
12 jours.

Pour les séries traitées, le spiromesifen réduit de maniére significative la teneur en
lipides totaux des crevettes au cours de traitement (0, 4, 8 et 12 jours). Le taux le plus bas est
enregistré chez les traités a la CLys a 12 jours (10,50 + 0,23 ug/mg de tissu).

L’analyse de la variance révele des effets hautement significatifs jours (F3 45= 22,83 ; P
< 0,001), concentrations (F,4s= 1064,64 ; P < 0,001) et interaction temps x concentrations
(Fe48= 157,58 ; P <0,001) (Tab. 43).

Tableau 42. Effet du spiromesifen sur le taux des lipides (pug/mg de tissu) chez Palaemon

adspersus. Les moyennes affectées d’une méme lettre ne sont pas significativement
difféerentes (P> 0,05).

Concentrations Temps
0 4 8 12
Témoins 56,57+0,36a | 5795+047a | 58,28+0,86a | 57,60+0,47 a
A A A A
CLo 55,44 +3,06a | 47,10+2,20b | 40,25+1,63¢c | 2543+4,11d
A B B B
Clys 50,80+ 3,72a | 33,278+1,78b | 16,61+1,09¢c | 10,50+ 0,23 d
A C C C
70 -
a
- 60 4 a aa a
2 50 - T b
9 b
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Figure 28. Effet du spiromesifen sur le taux des lipides (ug/mg de tissu) chez Palaemon
adspersus. (Les valeurs affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes,
P> 0,05).
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Tableau 43. Effet du spiromesifen sur le taux des lipides (pg/mg de tissu) chez Palaemon
adspersus. Analyse de la variance a deux criteres de classification (temps, concentrations).

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Temps 3 7888,7 2629,6 592,35 <0,001
Concentrations 2 9452,4 4726,2 1064,64 <0,001
Temps x concentrations 6 4197,2 699,5 157,58 < 0,001
Erreur résiduelle 48 213,1 4.4 - -
Totale 59 21751,4 - - -

3.2.6. Effets du spiromesifen sur le taux de malondialdéhyde

Les taux de malondialdéhyde (MDA) ont été déterminés au niveau de la chair chez les
séries témoins et traitées selon la méthode de Draper & Hadley (1990). Les résultats sont

représentés dans le Tableau 44 et la figure 29.

Chez les témoins, le taux de MDA ne varie pas significativement (p>0,05) au cours du temps.
Tandis que les résultats obtenus chez les séries traitées a la CLyo et CL,s montrent une
augmentation significative immédiate a 0 jour (quelques heures seulement aprées traitement)
(p< 0,05). A 4 et 8 jours les taux continuent a augmenter d’une maniére trés significative (p<
0,01) avec la CLyg et la CLys. Finalement a 12 jours le taux de MDA se stabilise chez les

traitées par les deux concentrations.

L’analyse de la variance montre un effet Jours hautement significatif (Fs4s =
275,07; P < 0,001); les résultats indique également un effet concentration (F, 4= 384,87 ;P
<0,001) et un effet interaction temps x concentrations (Fg 4s= 90,37 ; P <0,001) (Tab.45).

Tableau 44. Effet du spiromesifen sur le taux de MDA (uUM/mg de protéines) chez

Palaemon adspersus. Les moyennes affectées d’une méme lettre ne sont pas significativement
différentes (P> 0,05).

Concentrations Temps
0 4 8 12
Témoins 0,016 +0,008a | 0,015+0,004a | 0,014+0,008a 0,016 £ 0,005 a

A A A A

CL 10 0,020+ 0,001a | 0,024+0,001b | 0,032+0,001c | 0,033+ 0,0003c
B B B B

CL s 0,026 +£0,0002a | 0,029 +0,002b | 0,037 +£0,0005¢c | 0,038+ 0,009 c
C C C C
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Figure 29. Effet du spiromesifen sur le taux de MDA (uM/mg de protéines) chez Palaemon
adspersus. (Les valeurs affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes,

Tableau 45. Effet du spiromesifen sur le taux de MDA (UM/mg de protéines)

P> 0,05).

chez

Palaemon adspersus. Analyse de la variance a deux criteres de classification (temps,

concentrations).

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Temps 3 0,0004487 | 0,0001496 275,07 < 0,001
Concentrations 2 0,0004185 | 0,0002093 384,87 < 0,001
Temps x concentrations 6 0,0002948 | 0,0000491 90,37 < 0,001
Erreur résiduelle 48 0,0000261 0,0000005 - -
Totale 59 0,0011881 - - -




DISCUSSION
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4- Discussion

Suite au lessivage des terres agricoles par les pluies, les pesticides et les produits
phytosanitaires se répandent dans les milieux aquatiques (Freitas et al., 2012 ; Fang et al.,
2013) contaminant ainsi les organismes marins non vises. Il été intéressant d’étudier les effets
secondaires de certains insecticides selectifs sur les Arthropodes aquatiques non ciblés. les
Arthropodes sont des constituants écologiques essentiels des milieux marins et jouent un role
crucial dans la chaine trophique intermédiaire (Janas & Bruska, 2010 ; Seitz et al., 2013 ;
Solari etal., 2017).

Les Arthropodes présentent une grande variété d'espéces, adaptées a la survie dans
presque n'importe quel habitat, couvrant la terre, la mer, I'eau douce et l'air (Fabritius et al.,
2009 ; Fabritius et al., 2011 ; Kunkel et al., 2012). Les Crustacés appartiennent a ce phylum
qui possede un exosquelette rigide jouant le role d’une barriere sélective entre le milieu
intérieur et I’environnement (Hartnoll, 1982 ; Prabu & Natarajan, 2012 ; Nagasawa, 2012).
Cet exosquelette est multifonctionnel : il empéche la déshydratation et la perte des ions (Roer,
2015), soutient le corps, assure la défense contre les prédateurs, protége 1’animal des maladies
infectieuses, assure la locomotion, permet la réception de stimuli externes tels que les produits

chimiques et la température (Neville, 1975 ; Sanchez, 2005 ; Nagasawa, 2012).

Chez les Crustacés, comme chez tous les Arthropodes, I'exosquelette est rejeté
périodiquement et reconstruit selon un processus biologique d'importance vitale tout au long
de leur vie, qui est régulée par un systeme complexe multi-hormonal (Meng & Zou, 2009 ;
Kuballa, 2011 ; Lv, 2017) et influencé par plusieurs facteurs environnementaux (Weis, 2014).
Ce processus est connu sous le nom de mue ou exuviation, permettant ainsi la croissance, la
régénération des tissus et le développement des gonades (Skinner, 1985 ; Chang, 1995). Ce
phénomene est accompagné d’une série de modifications tissulaires et comportementales

(Wang et al., 2003).

Un haut degré de similitude en ce qui concerne I'histologie, l'ultrastructure, la fonction
et la composition de la cuticule a été démontré entre les insectes et les crustacés tels que les
pancrustacés (Mrak et al., 2014 ; Roer, et al., 2015). D’autres travaux ont démontré aprés

I’isolement de I'hormone de mue chez 1’homard, Jasus lalandei, que cette hormone est
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similaire a I'normone de mue des insectes (20-hydroxyecdysone) (Hampshire & Horn, 1966).

Ainsi, I'hormone de mue est commune entre les insectes et les Crustacés (Nagasawa, 2012).

La présente recherche a été envisagée afin de tester chez un organisme non visé P.
adspersus les effets secondaires de trois molécules avec des modes d’actions différents. Le
dimilin et le méthoxyfenozide des IGRs (Staal, 1982) qui présentent une haute spécificité et
une faible toxicité a 1’égard des auxiliaires et des Vertébrés (Dhadialla et al., 2005,2010 ;
Pener & Dhadialla, 2012 ; Tiwari et al., 2012). Ils ont fait I’objet d’une étude qui évolue leur
impact sur le poids corporel des crevettes, la composition biochimique de la cuticule et sur la
réponse de deux biomarqueurs: du stress environnemental, le glutathion (GSH), et de
neurotoxicité 1’acétylcholinestérase (AChE). Le spiromesifen un insecticide sélectif moins
toxique et plus spécifique, capables d’interférer spécifiquement sur le développement des
insectes (Dhadialla et al., 2005 ; Bruneton, 2009). On a examiné sa toxicité et son impact sur

la biochimie et sur I’activité des biomarqueurs.

Le diflubenzuron est le premier représentant commercialisé de la classe de
benzoylphenyl urée (BPU). C’est un inhibiteur de la synthése de la chitine (Soltani et al.,
1993 ; Soltani et al., 2009 ; Merzendorfer, 2013) qui se caractérise par son mode d’action qui
perturbe la formation de la chitine (Ishaaya & Casida, 1974 ; Ishaaya, 1990 ; Chebira et al.,
2006) et produit des modifications dans la structure cuticulaire (Morsli & Soltani, 2003 ;
Weis, 2014 ; Taylor, 2015) et trouble aussi I’activité normale du systéme endocrine, affectant
ainsi, la reproduction et la métamorphose des insectes ciblés (Dhadialla et al., 1998, 2005). Il
en résulte que les insectes affectés meurent lors de la mue suivante. Benzoylphénylurée sont
considérés comme hautement nocifs pour les stades larvaires de quelque insectes, car ils sont
rapidement absorbés par leur cuticules (Medina et al., 2003a ; Schneider et al., 2004). Des
résultats similaires indiquent aussi que le DFB a faibles doses n’affecte que les larves de
crustacés (Antia et al., 1985 ; Cunningham, 1986 ; Fischer & Hall, 1992). Sanchez-Fortun et
al. (1995) confirme que les stades larvaires des crustacés sont plus sensibles a une variété
d'insecticides par rapport aux adultes. Des travaux faits sur la crevette grise Palaemonetes
pugio, affirme que la CLso du DFB chez les larves été de 1,44 mg/L, alors que chez les adulte
la ClLsp été de I'ordre de 200 mg/L (Wilson & Costlow 1987). Macken et al. (2015), ont
enregistré un taux élevés de mortalité d'un copépode marin exposé a une faible dose de 32
ng/L de DFB. La toxicité du DFB a éte étudiée chez les larves de crabe (Christiansen et al.,
1978) et de nombreux crustacés (Eisler, 1992). Dans une expérience en eau douce, un declin
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immédiat des populations de crustacés a été enregistré lorsque le DFB a été appliqué a la
surface du lac (Ali & Mulla, 1978). Au niveau du Laboratoire de Biologie Animal Appliquée,
des études montrent que le DFB peut avoir des effets néfastes sur les organismes aquatiques
(Morsli, 2003 ; Sotani et al., 2009 ; Zaidi & soltani, 2011 ; Zaidi & soltani, 2013 ; Zaidi et al.,
2013 ; Morsli, 2015).

Le meéthoxyfénozide (RH-2485) est un PCIl (= Perturebateur de Croissance des
Insectes) appartient au groupe des agonistes et inhibiteurs de I’hormone de mue, il accélérent
le processus de mue des insectes (Tirello et al., 2013) et interféré avec le récepteur de
I'hnormone mue, induisant une mue précoce et incomplétes (Dhadialla et al., 2005 ; Hami et
al., 2005 ; Gelbic et al., 2011 ; Smagghe et al., 2013 ; Ono et al., 2017). 1l a été démontré que
le méthoxyfénozide agissait de la méme maniére que la 20E endogéne fixent aux récepteurs
nucléaires EcR spécifiques de 1’ecdysone des cellules épidermales (Riddiford et al., 2000 ;
Beckage et al., 2004 ; Dhadialla et al., 2005; Paul et al., 2006 ; Henrich, 2011) empéchant
I’expression des génes normalement activés en 1’absence de 1’ecdysone endogene (1'action de
I'normone ecdysone naturelle est limitée dans le temps) (Wing et al., 1988 ; Retnakaran et al.,
1995). Le méthoxyfénozide Spécifiques aux Lépidoptéres (Dhadialla et al., 2010 ; Smagghe
et al., 2012) et toxiques aprés ingestion ou application topique a des doses élevées (Hsu,
1991). L'effet commence par I’arrét d'alimentation pendant 3 a 14 h (Retnakaran et al., 1997),

ce qui est tres important pour prévenir des dommages aux cultures.

Le troisieme insecticide est le spiromesifen qui est un dérivé des acides tétroniques,
plus précisément un kétoenol; il a un mode d’action spécifique car agit il inhibe la
biosynthese des lipides (Bretschneider et al., 2003) chez les insectes nuisibles (Nauen et al.,
2002 ; Liu 2004 ; Elbert et al., 2005 ; Nauen et al.,2005). Il est conseillé dans les programmes
de gestion et de surveillance de la résistance aux insecticides (Guthrie et al., 2003 ; Horowitz
& Ishaaya, 2004 ; Nauen & Konanz, 2005 ; Ishaaya & Horowitz, 2007) tout en respectant
I’environnement (Nicolaus et al., 2005 ; Sharma et al., 2007). 1l se décompose rapidement
dans le sol (Babczinski & Arthur, 2005) et dans I'eau (Vieira, 2009). Sa toxicité est évalué
comme faible pour les Arthropodes non ciblés (Nicolaus et al., 2005) comme les abeilles
(Nauen et al., 2002 ; Nicolaus et al., 2005) et les bourdons (Bielza et al., 2005).

4.1. Effet du dimilin et du méthoxyfenozide sur P. adspersus

4.1.1. Effet sur le poids corporel de P. adspersus
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La croissance des individus est I'une des principales caractéristiques de la plupart des
organismes. C'est un élément important qui nous informe sur les conditions physiques des
individus et peut avoir un impact direct sur le succeés des populations (Wo, 1999). La
croissance a été utilisée comme indicateur du stress de pollution chez les vertébrés marins
(Widdows, 1995), est peu varier suite a des modifications environnemental (la température, la
disponibilité des aliments, salinité de 1’eau) (weis, 2014). Chez les Arthropodes la croissance
augmente principalement pendant les stades larvaires, une fois adultes les insectes arréte de
croitre (Dennell, 1943, 1946 et 1947 ; Delachambre, 1970). La plupart des variations de
croissance chez les crustacés sont liés au cycle de la mue, les petits individus (larves) doivent

muer fréqguemment pour atteint leur taille maximale (adultes) (Weis, 2014).

Dans notre travail le poids a été mesuré a chaque stade du cycle de mue chez les
crevettes témoins. Tandis que le poids des individus traités par le DFB et RH-2485 a été
mesuré au stade C. Les résultats obtenus chez les séries témoin montrent que le poids le plus
bas a été enregistré a la postemue (stade A et B) augmente progressivement pour attendre une
valeur maximale a I’intermue (stade C). Par la suit en remarque une réduction du poids des

crevettes a la prémue (stade D).

Ziegler et al., (2005) ont enregistré, tout au long du cycle de mue, des variations de
croissance chez le crabe P. trituberculatus. La cuticule a la poste mue (stade A et B) n’est pas
encore calcifiée; chez les Crustacés aquatiques la calcification ajoute du poids a 1’organisme
(Nagasawa, 2012). Cela expligue que le poids le plus bas est noté aux stades A et B tandis que

le plus élevé est enregistré au stade C.

La croissance est le résultat final d'un certain nombre de processus, y compris I'apport
alimentaire et I'énergie du métabolisme. Dans notre expérience, nous avons remarqué que les
Crevettes a la fin de la prémue (stade D) cessent de s’alimenter suite au stresse subit par
I’exuviation. Ceci engendre la chute du poids. Aprés la mue, les crevettes reprennent

I’alimentation jusqu'au prochain stade de prémue (Anger, 2001).

Allan et al. (1995) ont remarqué que la croissance est plus rapide lorsque les crevettes
augmentent leur taux dalimentation. Weis (2014) mentionne aussi qu’une baisse de
croissance est souvent renvoyee a un apport alimentaire réduit. D’autres travaux indiquent

l'augmentation du taux d'alimentation avait un effet négatif sur I'efficacité alimentaire; les
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Crevettes ne pouvaient pas utiliser efficacement les nutriments excédentaires pour la
croissance, un taux d'alimentation élevé entrainant une mauvaise qualité de l'eau et cela
pourrait réduire la croissance des crevettes (Partridge & Jenkins, 2002). Le dimorphisme
sexuel apporte aussi des variations de croissance, Gheid, (2015) a noté que le poids des
femelles est plus important que celui enregistré chez les méles de P. kerathurus. Des résultats
similaires sont rapportés par Bezzazel (2001) et Ghorab (2002) sur la biométrie chez la méme

Crevette.

Lorsqu’un organisme est affecté par une pollution, il réduit son alimentation et doit
dépenser ses réserves énergétiques pour se défendre contre ces contaminants en déclenchant
le systeme de détoxification (Lucas & Beninger, 1985 ; Nicholson & Lam, 2005). C’est ce
qui conduit a un abaissement de la croissance (weis, 2014). En muant, les crustacés pourraient
étre en mesure de se débarrassé des contaminants qui sont présent dans leur exosquelette
(Keteles & Fleeger 2001 ; Bergey & Weis, 2007). Les IGRs utilisé actuellement sont trés
toxiques pour 1’évolution de croissance des crustacés (Weis, 2014). En plus du mode d’action
du DFB qui interfére avec la synthese de la chitine et engendre des perturbations dans la
structure et la composition cuticulaire (Weis, 2014), il a été prouvé que le DFB a des effets
néfastes sur la croissance des crustacé (Macken et al., 2012).

Nos résultats révelent qu’au niveau des deux modes de traitements : 24h et continu, il
y a une diminution du poids chez tous les individus traités par les différentes doses
d’insecticides. Le poids le plus bas a été enregistré chez les crevettes exposees au DFB a une
dose de 1lug/L. Le traitement par le mode continue affecte plus les poids corporels des

crevettes comparativement au mode de 24h.

Des travaux sur un organisme aquatiques, affirme que le DFB affecte la croissance des
juvéniles de Gambusia affinis (Drardja-Beldi & Soltani, 2003). Zaidi & Soltani, (2013),
enregistrent que le traitement avec le DFB n’a pas d’effet significatif sur la croissance chez
les femelles de la méme espéce. Colwell & Schaeffer, (1983) ont rapporté que le traitement
des étangs avec du SIR-8514 un IGR, n'avait aucun effet significatif sur la croissance des

poissons adultes.

Hook et al., (2018) observe que les Crevettes traité par I’insecticide imidaclopride,

arrétent leurs alimentation ce qui induit une baisse de croissance. Méme résultats ont été
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enregistré chez les amphipodes exposés au méme insecticide, une fois transféré dans de 1’eau
non contaminé les amphipodes reprennent leurs alimentation (Agatz et al., 2014 ; Nyman et
al., 2013). Le traitement de P. kerathurus par la DLgy de I’halofénozide (un agoniste de
I'normone de mue) engendre une diminution hautement significative du coefficient de
condition chez les femelles, les méles présentent aussi une réduction significative a la méme
dose aux stades C et D. (Gheid, 2015).

Les Crustacés, dont 1’affiliation phylogénique avec les insectes est forte, montrent une
grande sensibilité aux insecticides (Coppage & Matthews, 1974 ; Bocqueneé et al., 1997 ;
Bocquené & Galgani, 1998), c’est ce qui nous a permis de comparer nos résultats avec des

travaux sur des insectes.

Des travaux ont indiqué que le traitement des larves de Spodoptera littoralis (les
papillons de nuit) avec du RH-2485 provoque une diminution de leurs poids (Pineda et al.,
2007). Gobbi et al. (2000) ont observé apres un traitement de 48h avec le tébufénozide
(mimétique de I’hormone de mue) entraine une réduction de 55 et 74% du poids de Mythimna
unipuncta et S. littoralis respectivement. Un traitement de 48h avec le RH-2485 réduit jusqu'a
60% du poids des larves de Diatraea grandiosella (Trisyono & Chippendale, 1998). Les
larves de S. littoralis qui ingérent du RH-2485, perdent 40% de leurs poids apres 72h de
traitement (Amin & Mohamady, 2009). Des résultats similaires ont été enregistrés chez les
chenilles (Pineda et al., 2006).

Les résultats obtenus par (Bensafi-Gheraibia, 2015) aprés I’application topique de
deux doses sublétales du spiromesifen (CLjyg et la CLys) sur les pupes nouvellement exuviées
de Drosophila melanogaster révelent une réduction du poids des pupes au cours du
développement nymphal & la CLys a 1 jour seulement aprés traitement. L’impact du
spiromesifen (DLsy et DLgo) sur les différents stades de C. longiareolata et C .pipiens
provoque une réduction sur divers parametres biométriques comme la largeur du thorax des
larves du 4eme stade, la largeur céphalothoracique des pupes, la longueur des ailes des adultes

ainsi que le poids et le volume corporel (Bouabida, 2014 ; Bouabida et al., 2017).

4.1.2. Effet sur la composition biochimique de la cuticule

La cuticule est principalement composée de microfibrilles cristallines: les

microfibrilles chitino-protéiques (Blackwell & Weih, 1980 ; Lowenstam & Weiner, 1989 ;


https://scholar.google.fr/citations?user=eD0RoUkAAAAJ&hl=fr&oi=sra
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Chandran, 2016) enrobées de maniere étanche par une enveloppe protéinique forment la phase
fibreuse (Hepburn, 1985 ; Erko, 2013). Les fibres forment des feuilles bidimensionnelles qui
s'empilent pour former ce qu'on appelle la structure de Bouligand (Bouligand, 1972 ; Giraud-
Guille, 1984). L’exosquelette est endurci par le dépbt de minéraux, principalement du
carbonate de calcium sous forme cristalline ou amorphe (Dennell, 1947 ; Roer & Dillaman,
1984 ; Lowenstam & Weiner, 1989, Dillaman et al., 2005 ; Hild et al., 2008, 2009 ; Neues et
al., 2011 ; Seidl et al., 2011 ; Luquet, 2012 ; Dillaman et al., 2013 ; Erko, 2013 ; Glazer,
2013) qui procure une rigidité mécanique a 1’animal (Chen, 2008). La calcification de la
cuticule ne semble se produire que chez les Crustacés (Nagasawa, 2012). Les proportions
relatives de ces trois composants varient en fonction de I'espece et de I'emplacement sur le

corps, méme dans le corps du méme animal (Cribb, 2009).

4.1.2.1. Effet sur la chitine

La chitine est considéré comme le composant principal de la cuticule (Zou, 2004 ;
Regier, 2010), C'est un polysaccharide contenant de l'azote généralement composé de
monomeres N-acétyl-d-glucosamine (GIcNAc, A) et d-glucosamine (GIcN, D) liés par des
liaisons B-1,4 (Winkler et al., 2017). Il s’associe aux protéines, formant une structure
fibreuse, qui devient un échafaudage qui permet le dépbt de carbonate de calcium (Roer,
1984 ; Simkiss & Wilbur, 1989).

Les résultats obtenues indiquent que le taux de chitine cuticulaire au cours du cycle de
mue chez P. adspersus témoin augmente du stade A (34,17 %) jusqu’au stade C (58,46 %); au
stade D on enregistre une légére diminution (46,99 %). Nos données sont en accord avec les
travaux de Wilinder (1974) et Olav (1991) qui ont trouvé que les teneurs en chitine varient
entre 66 et 72% dans la cuticule déminéralisée de la crevette Pandalus borealis. Des taux de
chitine cuticulaire élevés ont été enregistrés chez Cancer pagurus (71,4%), Carcinus maenas
(62,5%) et chez Nephrops norvegicus (77%) (Lafon, 1941, 1948). D’apres les travaux de
Morsli (1994), le taux de la chitine cuticulaire au cours du cycle de mue varie entre 66 et 72%
chez la Crevette P. kerathurus. Chez cette derniére espece, le taux de chitine cuticulaire au
cours du cycle de mue augmente environ du stade A (27,56%) jusqu’au stade D (69.99%)
pour chuter a la veille de ’exuviation (Morsli et al., 2015 ; Morsli, 2016). Des résultats
similaires montrent que le taux de chitine augmentent au cours du cycle de mue de la période

allant du stade A au stade C, avec une légere diminution Au stade D chez P. adspersus
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(Benradia, 2016). 1l faut noter que des travaux antérieurs ont signalé que la chitine chez les
Crustacés est hydrolysée partiellement pendant la prémue (stade D), pour permettre la

séparation de la vieille cuticule et la nouvelle cuticule (Koga, 1999 ; Nagasawa, 2012).

Concernant 1’effet des insecticides, on remarque que le taux de chitine diminue suite
aux deux traitements, mais les résultats révélent que I’effet du DFB méme a faible dose est
plus significatif par rapport au RH-2485. On note aussi que les taux de chitine les plus bas

sont enregistrés au niveau du traitement continu.

Soltani et al. (2009) ont également rapporté une diminution du taux de la chitine
cuticulaire chez P. kerathurus exposé au diflubenzuron de I’exuviation jusqu'a I’intermue. Les
travaux de Horst et al. (1995) sur le crabe bleu Callinectes sapidus révélent que le dimilin a
un effet inhibiteur sur I’incorporation de la N-acetylglucosamine tritiée dans la chitine
cuticulaire. Chez les deux espéces de crustacés : Daphnia pulex et Daphnia magna, Duchet et
al. (2011) demontrent que le diflubenzuron provoque une stimulation de la chitobiase une
enzyme qui intervient dans la dégradation de 1’exosquelette. Il a été mis en évidence une
interférence du diflubenzuron et du teflubenzurone (deux insecticides inhibiteurs de la
synthese de la chitine) avec les enzymes impliquées dans la synthése de la chitine chez des

especes Crustacés tel que le Copépode benthique Tisbe battagliai (Macken et al., 2015).

Morsli. (2016) et Morsli et al. (2015) ont montré que le DFB réduit le taux de la
chitine cuticulaires chez P. kerathurus. Un résultat similaire a été obtenu chez la Crevette P.
adspersus traitée avec le novaluron un autre inhibiteur de la synthese de la chitine (Berghiche
etal., 2016).

Nos résultats concorde parfaitement avec d’autres travaux qui affirment que les
dérivées de la benzoylphenylurée interférent avec le processus de mue en perturbant la
sécrétion cuticulaire, via la synthése de la chitine (Cohen, 1987 ; Retnakaran & Wright, 1987 ;
Ishaaya, 1990 ; Morsli & Soltani, 2003 ; Dhadialla et al., 2005 ; Dhadialla et al., 2010 ;
Salokhe et al., 2013).

4.1.2.2. Effet sur les protéines

Les protéines jouent un role fondamental dans I’organisme de toutes les especes

biologiques vivantes (Mahler & Cordes, 1968 ; Fujisawa & Tamura, 2012). Elles jouent
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également un role vital dans la formation des minéraux chez les invertébrés (Glazer & Sagi,
2012 ; Luquet, 2012 ; Tynyakov et al., 2015). 1l faut savoir, que la rigidité de la cuticule est
obtenue aussi par sclérotisation des proteines, a savoir I'oxydation enzymatique des phénols
ou des catechols, qui se relient ensuite avec les protéines et la chitine et les durcissent
(Giraud-Guille et al., 2004 ; Kuballa & Elizur, 2008 ; Nagasawa, 2011 ; Glazer & Sagi, 2012 ;
Mrak, 2014).

L’¢évolution du taux de protéines cuticulaires chez les crevettes témoins de P.
adspersus durant la période du cycle de mue, montre une diminution significative qui va du
stade A (65,84%) jusqu’au stade C (41,54 %) puis on enregistre une légere augmentation au
stade D. Des résultats similaires sont enregistrés chez les Crevettes P. kerathurus (Morsli,
2016) et P. adspersus exposé au novaluron (Berghiche, et al., 2016). Selon Sugmar et al.
(2013), le taux des protéines cuticulaires augmente du stade A jusqu’au stade D durant le
cycle de mue du crabe Portunus pelagicus. Wilinder, (1974) a constaté que la carapace de
I’écrevisse Astacus fluviatilis est constituée de 30% de protéines cuticulaires et de 35.3% chez

Penaeus duorum.

Les résultats relatifs a 1’effet des insecticides sur les protéines cuticulaires révélent une
augmentation hautement significative chez les séries traitées comparativement aux séries
témoins. Le taux le plus élevé a été enregistré chez les crevettes exposées au RH-2485 au
niveau des deux modes de traitement. Morsli, (2016) enregistre les mémes effets sur les
protéines de la cuticule chez P. kerathurus traités par le DFB. Aussi, Soltani et al., 2009 ont
rapporté que le diflubenzuron, a augmenté le taux des protéines cuticulaires chez la méme
espece. Le méme effets a été remarqué chez P. adspersus traité par le novaluron (Berghiche,
etal., 2016).

4.1.2.3. Effet sur les sels calciques

Le durcissement de la cuticule chez les crustacés implique non seulement la
sclérotisation des protéines, mais aussi la calcification par les carbonates de calcium
(Lowenstam & Weiner, 1989 ; Giraud-Guille et al., 2004 ; Luquet, 2012 ; Nagasawa, 2012).
Les carbonates dans la cuticule aident a maintenir la dureté de I'exosquelette. Cependant, cette
dureté peut interférer avec le processus de mue. Les crustacés réduisent donc la teneur en
carbonate de calcium de la cuticule avant de muer pour augmenter leur flexibilité (Nagasawa,

2012). Les gastrolithes, organe au niveau de 1’appareil digestive, servent de sites de stockage



62

temporaire pour les carbonates de calcium qui sont dissous juste avant 1I’exuviation (Luquet &
Marin, 2004 ; Glazer et al., 2010), puis apres la mue ils reprennent leur place au niveau de la
cuticule (Shechter et al., 2008).

Nos résultats indiquent que le taux le plus bas des sels calciques est enregistré au stade
A (30,26 %), il est au maximum au stade C (42,26 %) puis on remarque une légere baisse au
stade D (40,02%). Nos résultats sont comparables a ceux de Benradia. (2016) chez P.
adsperus et Morsli (2016) chez P. kerathurus. Nagasawa, (2012) a expliqué que les cellules
épithéliales facilitent le transfert du carbonate de calcium de la cuticule a I'némolymphe avant

de muer et leur permet de reprendre place dans la cuticule apres la mue.

Svend Olav. (1991) rapporte que le taux des sels calciques varie entre 50 et 60% du
poids sec des cuticules chez Pandalus borealis. Ces valeurs correspondent a celles rapportées
chez Penaeus duorarum 53,1% et Leander adspersus 55,8% (Wilinder, 1974). Lafon ,1943
note que le taux des sels calciques est de 87.2% chez Cancer pagurus, 72.2% chez Nephrops
norvegicus. Drach & Lafon, 1942, enregistrent que le taux des sels calciques est de 84.3%
dans la cuticule de Carcinus maenas. D’autres travaux indiquent que le taux des sels calciques
le plus élevé est approximativement de 22% chez le Crabe bleu Callinectes sapidus (Vight &
Dendinger, 1982). Ces valeurs sont en accord avec les résultats obtenues 18.8% chez
I’écrevisse Procambarus clarkii (Huner & Avault, 1976), mais ils sont plus élevés que les
taux des sels chez Penaeus californiensis (12.6%) et chez Uca pugilator (9.5%) (Kleinholz,
1941).

Des travaux plus récents indiquent que la minéralisation de la cuticule par le dépot de
cristaux de carbonates se fait aprés 1’exuviation pendant la postmue (stade A et B) (Marlowe
et al., 1994 ; Shafer et al., 1994 ; Roer et al., 2001). Dillaman et al. (2005) observent les
premiéres preuves de dépot de calcium chez les Callinectes (crabe) n'apparait que apres 2h de

I’exuviation.

Les résultats obtenus apres le traitement par les PCls en mode continu, indiquent une
diminution significative du taux des sels calciques par le DFB a la dose de 1ug/L. Une
augmentation significative du taux a été enregistrée lors du traitement au DFB a la dose de 16
ng/L et par le RH-2485. Pour le traitement de 24h on n’enregistre aucune différence

significative entre les témoins et les traités. Le traitement au novaluron aux deux
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concentrations (CLsp et ClLgg) n’affecte pas le taux des sels calciques chez P. adspersus
(Benradia, 2016). De méme, les travaux de Soltani et al. (2009) et Morsli (2016) précise que

sels calciques de P. kerathurus ne sont pas affectés apreés traitement par le dimilin

4.1.3. Effets du dimilin et du méthoxyfenozide sur les biomarqueurs

Au cours des dernieres années, l'effet des produits chimiques toxiques sur le biote
aquatique a suscité des préoccupations mondiales en raison de la recrudescence de la
contamination des écosystémes aquatiques par les métaux lourds et les composés organiques
tels que les hydrocarbures et les pesticides (Romero et al., 2011 ; Chen, 2016). Les dangers
écologiques associés a l'utilisation de composés organochlorés, organophosphorés et
carbamates et les problémes potentiels associés a l'utilisation des pesticides comprennent, la
toxicité pour les animaux non ciblés, la santé et la sécurité humaine (Radosevich et al., 2007),
ont favorisés I’utilisation des biomarqueurs comme avertissement pour I'évaluation de la

qualité de I'environnement (Peakal, 1992).

Les biomarqueurs sont des signaux «d'alerte précoce» mesurant I’interaction entre un
systeme biologique et un agent environnemental qui peuvent étre chimiques, physiques ou
biologiques (WHO, 1993 ; Van de Oost et al., 2003). Ce sont des substances clé pour détecter
toute réponse physiologique ou comportementale liée aux polluants (Jones et al., 1991 ; Kirby
et al., 2000). Au cours des derniéres décennies, l'utilisation des biomarqueurs a augmenté
dans le cadre de la biosurveillance de 1’environnement et en laboratoire par les tests de
toxicité (Glngdrdi & Ozmen, 2012). Il existe quelques travaux sur le dosage des
biomarqueurs chez les invertébrés aquatiques en tant gu'indicateurs de la pollution de I'eau
(Xuereb et al., 2009 a,b; Richardson et al.,, 2010). Les effets de deux PCls sur des
biomarqueurs sensibles aux effets toxiques de pollution de I'eau : 1’activité spécifique de
I’acétylcholinestérase (AChE) et le taux du glutathion (GSH) ont été examinés.

4.1.3.1. Effet sur le taux du glutathion

Les organismes aquatiques présentent un mécanisme de défense antioxydant pour
atténuer le stress oxydatif provoqué par une grande variété de facteurs de stress
environnementaux et anthropiques (Van der Oost et al., 2003 ; Vijayavel et al., 2012 ;
Pavlovi¢ et al., 2013 ; Chainy et al., 2016). Le stress oxydatif est le terme utilisé pour décrire
un déséquilibre favorisant les pro-oxydants et/ou les antioxydants défavorables, pouvant
entrainer des dommages (Dinu, 2010). Les antioxydants sont les premieres lignes des
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mécanismes de défense cellulaire agissant pour ralentir ou prévenir le stress oxydatif
(Winston & Di Guilio, 1991).

La Crevette possede un systeme antioxydant intégré, contenant des antioxydants
enzymatiques et non enzymatiques pour maintenir un statut normal contre les facteurs de
stress naturels ou induits (Castex et al., 2010 ; Parrilla-Taylor & Zenteno-Savin, 2011).
Geénéralement, la capacité antioxydante d'un organisme dans certaines conditions refléte son
état de santé (Xu & Pan, 2013).

Le glutathion (GSH) est un tripeptide composé d'acide glutamique, de cystéine et de
glycine. C’est I'antioxydant non enzymatique majeur dans les cellules animales. Il est trés
sensible et dépend de nombreux facteurs externes et internes qui déterminent ses
concentrations dans différents tissus de l'organisme, dans différents milieux de vie et
différentes périodes de I'année (Mika et al., 2012). Le GSH agit comme antioxydant efficace
chez les animaux marins et comme réactif en conjugaison avec des substances électrophiles
(Ren et al., 2015). Ainsi, les changements dans les niveaux de GSH sont des indicateurs utiles
de la capacité de détoxification des animaux marins (Hannam et al., 2009). Chez les
Crustaceés, la synthese du GSH se produit dans I'hépatopancréas et les branchies (Mika et al.,
2012) et la synthese de GSH est meilleure avec une intensité lumineuse plus elevée (Maciel et
al., 2004).

Nos résultats déterminés au cours du cycle de mue des crevettes témoins révelent que
le taux du GSH le plus faible est noté au stade B, puis le GSH augmente pour attendre le taux
maximal au stade D. Dans une étude antérieure nous avons déterminé le taux du GSH au
cours du cycle de mue de P. kerathurus, les résultats obtenus révelent que le taux du GSH est
au maximum au stade A et le plus faible taux est noté au stade B, on a remarqué que le taux
du GSH augmente au stade C et au stade D (Lechekhab, 2009). 1l faut savoir que la teneur en
GSH dépend de la structure et de la fonction des cellules, de la capacité d'oxydation, des
conditions externes (photoradiation) et de I'influence d'autres tissus (Ji & Leeuwenburgh,
1995). De plus, la production de GSH dans les tissus n'est pas constante, elle est régulée par
plusieurs enzymes et dépend de l'activité de la glutathion réductase (Kovacevi¢ et al., 2008).
Des concentrations élevées de GSH peuvent étre causées par une augmentation des volumes

de cystéine ou de glutamine dans les cellules (Humbert et al., 2007).
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Ces variations peuvent s’expliquer par des facteurs environnementaux (Pacheco &
Santos, 2003), ce qui contribue a la complexité lors de I'interprétation des résultats (Hellou et
al., 2012). Downs et al. (2001) notent que le taux du GSH augmente en réponse au stress
thermique. Le stress oxydatif peut résulter des changements de température, d'oxygene ou de
salinit¢ de I’eau (Hellou et al., 2012). Les Crustacés sont exposés aux fluctuations
quotidiennes et saisonniéres de la température et de la concentration d'oxygene dissous (Filho,
1996, Power & Sheehan, 1996). Ils doivent constamment s'adapter aux conditions de I'habitat
(Mika et al., 2012). Da Rocha et al. (2009) constatent que le taux du GSH est influencé par
les variations saisonniéres. Les différences les plus importantes du taux du GSH dans les
tissus des organismes marins ont été observées durant I'automne (Mika et al., 2012),. Anto et
al. (2009) ont observé que les plus faibles concentrations de GSH été noté au printemps et en
automne, dans les muscles de C. crangon. Ragunathan. (2017) a enregistré aussi une

diminution du taux du GSH due au changement météorologiques chez le crabe Scylla serrata.

Des études démontrent que des changements du taux du GSH sont liés a I'age des
individus (Canesi & Viarengo, 1997). La capacité de défense contre les dommages oxydatifs a
été réduite chez les individus plus agés par rapport aux individus plus jeunes; par conséquent,
le vieillissement était associé a un stress oxydatif plus élevé chez les moules (Hellou et al.,
2012). Les variations du taux de GSH sont également provoqué par le cycle de reproduction
et le sexe des individus (Forlin & Haux, 1990 ; Hellou et al., 2012) et 1’alimentation
(Grasman et al., 2000).

Chez les séries traitées, nos résultats révelent que les insecticides administrés dans
I’eau d’¢élevage des Crevettes, causent des variations significatives du taux du GSH au niveau
de la chair a I’intermue pour les deux modes de traitement. On remarque que les insecticides
peuvent provoquer des diminutions significatives du taux du GSH pour les deux modes de

traitement. Cependant, cette diminution est plus marquée avec le traitement continu.

Cheung et al. (2001) ont suggéré qu'il a une relation étroite entre les variations des
biomarqueurs et les concentrations des contaminants dans 1’environnement, quand la pollution
est élevé les variations sont importantes. Oost et al. (2003) ont exprimé le méme point de vue
sur la norme d'évaluation des biomarqueurs. Les substances toxiques augmentent initialement
la concentration de GSH en tant que réponse immunitaire de lI'organisme (Li et al., 2010),

mais finalement la teneur en GSH diminue (Kovacevic¢ et al., 2008). Pefia-Llopis et al. (2002)
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ont également noté que le taux du GSH dans le foie et les muscles diminue avec le temps

d'exposition aux substances toxiques.

De méme Drardja-Beldi & Soltani. (2003) notent une diminution du taux du GSH dans
le corps entier des femelles de G. affinis traitées avec du DFB. Ren et al. (2015) enregistrent
une inhibition du taux du GSH chez les juvéniles de la Crevette Litopenaeus vannamei
exposées au benzo[a]pyrene. Ceci est similaire a une étude réalisée sur Macrobrachium
borellii (Crustacea: palaemonidae) rapportée par Lavarias et al. (2011). Plusieurs études ont
montré que l'exposition a 1’arsenic (As) augmente les taux du GSH (Schuliga et al., 2002 ;
Costa et al., 2012 ; Lobato et al., 2013). Le méme effet a été observé au niveau des branchies
de Litopenaeus vannamei exposées a 1’As (Cordeiro et al., 2015), un résultat semblable a été
enregistré au niveau des branchies du poisson Danio rerio apres une exposition de 48h a I’AS
(Ventura-Lima et al., 2009a). Dinu et al. (2010) enregistrent une augmentation du taux du
GSH au niveau de I’hépatopancréas et une diminution du taux du GSH intestinal chez les
poissons Carassius auratus traités par la deltaméthrine. Des augmentations similaires
d'environ 150%, ont également été rapportées au niveau du foie du poisson Channa punctatus
Bloch aprés une exposition a la deltaméthrine (Sayeed et al., 2003 ; Atif et al., 2005).
L'augmentation du taus du GSH a été décrite comme I'un des mécanismes protecteurs que les
poissons adoptent dans les phases initiales d'exposition aux polluants aquatiques (Hasspielar
etal., 1994 ; Stephensen et al., 2002 ; Ansari et al., 2009).

Aucune variation du taux du GSH n’a été enregistré chez les adultes de la Crevette
Palaemonetes pugio aprés exposition au a la perméthrine; par contre, chez les larves exposées
au méme produit, les taux de GSH étaient variables (Key et al., 2011). De Lorenzo et al.
(2006) rapportent que les Crevettes adultes de Palaemonetes pugio exposées a la perméthrine
pendant 96h, présentent des augmentations significatives du taux du GSH. Chez la méme
espéce des crevettes adultes exposées a la bifenthrine pendant 96h ne présentent aucune

différence significative dans le taux du GSH (Harper et al., 2008).

Les changements dans les niveaux de GSH sont des indicateurs utiles de la capacité de
détoxification des animaux marins (Hannam et al., 2009). Une trop grande capacité
antioxydante peut entrainer une oxydation massive du GSH conduisant a I'excrétion du
disulfure de glutathion oxydée (GSSG) de la cellule entrainant une réduction de la

concentration intracellulaire de glutathion total (Hannam et al., 2010). Ren et al. (2015)
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rapportent que les rapports GSH / GSSG ont été inhibés chez les juveniles de Litopenaeus

vannamei exposées a la chrysene (constituant naturel du goudron).

4.1.3.2. Effet sur activité de ’acétylcholinestérase

L'AChE est une enzyme d'importance cruciale impliquée dans la transmission de
I'influx nerveux (Peakal 1992). Elle est responsable de I'nydrolyse du neurotransmetteur
I'acétylcholine (ACh) en choline et acide acétique a la jonction neuromusculaire (Frasco et al.,
2005 ; Matozzo et al., 2005). L'inhibition de l'activité de I’AChE indique I'effet de substances
neurotoxiques (Talesa et al., 1992) qui empéche I'hydrolyse de I'ACh et conduit & son
accumulation en exces dans les synapses cholinergiques (Tu et al., 2010). Ceci provoque une
transmission permanente de I'influx nerveux, conduisant ainsi a une stimulation excessive du
nerf cholinergiques entrainant des tremblements et des convulsions puis la mort (Fernandez-
Vega, 2002 ; Garric et al., 2008).

L'AChE est sensible aux pesticides organophosphorés et carbamates bien connus
comme inhibiteurs puissants de I'AChE (Van der Oost et al., 2003 ; Oliveira et al.,2007 ;
Kamel et al., 2012). Plusieurs études ont indiqué qu’elle est également sensible a d’autres
types de contaminants environnementaux, tels que les métaux lourds, les détergents et les
insecticides (Guilhermino et al., 2000 ; Fulton & Key 2001 ; Key et al., 2003 ; Badiou &
Belzunces, 2008 ; Tim-Tim et al., 2009 ; Richardson et al., 2010).

L'AChE a été mesuré chez les poissons (Kumar & Chapman, 1998 ; Kirby et al.,
2000), les invertébrés aquatiques (Abdullah et al., 1994 ; Olima et al., 1997 ; Forget et al.,
1999 ; Den Besten et al. 2001 ; Key & Fulton, 2006). La plupart des études sur l'activité de
I’ AChE chez les organismes aquatiques ont été réalisées dans des tissus tels que les muscles,

le cerveau, les branchies et les yeux (Garcia-de la Parra et al., 2006).

Le taux de I’AChE déterminé dans notre étude au cours du cycle de mue révele qu’il y
a une légére variation entre les quatre stades du cycle de mue et le taux le plus élevé est
enregistré au stade C. Dans un travail antérieur (Lechekhab, 2009) sur 1’évaluation du taux de
I’AChE au cours du cycle de mue de P. keraturus, nous avons trouvé qu’il n’y avait aucune
variation entre les quatre stades du cycle de mue. Bocquené et al. (1990) suggére que le
niveau d’activité est inversement proportionnel a 1’dge de 1’organisme, les activités les plus
fortes sont mesurées chez les plus jeunes individus. La relation entre 1’activité de I’AChE et la

mue n'est pas bien comprise, mais une corrélation positive entre I’AChE et la 20-
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hydroxyecdysone (20HE) a été déterminée dans chez la Crevette, Artemia franciscana (Key
& Fulton, 2006), a mesure que la 20HE augmentait, l'activité neurologique augmentait
également (Gagne & Blaise, 2004).

Les Crustacés marins sont influencés par de nombreux facteurs environnementaux tels
que les changements naturels de I'environnement selon les rythmes quotidiens ou saisonniers
et les changements physico-chimiques (Tu et al., 2012). Ce qui fait que quelques parameétres
tels que les variables abiotiques, comme la température, la salinité de 1'eau affectent 1’activité
de ’AChE (Leinio & Lehtonen, 2005 ; Menezes et al., 2006 ; Cailleaud et al., 2007).
Quelques travaux indiquent que l'activité AChE augmente a des températures élevées de 1’eau
chez la moule (Escartin & Porte 1997 ; Pfeifer et al., 2005) et chez les poissons (Quintaneiro
et al., 2008). Giingdrdi & Ozmen. (2012) ont également noté une variation de 1’activité de
I’AChE chez les poissons Cyprinus carpio qui sont récolté dans les sites a une température
d’eau de 10°C et chez les poissons au laboratoire dont I’eau d’élevage été de 15°C. Des
travaux antérieurs ont montrés que la température et la salinité influencent I'activité AChE
chez certaines especes telles que les poissons Lepomis macrochirus, Rutilus rutilus L. et
Oryzias latipes (Hogan, 1970 ; Chuiko et al., 1997 ; El-Alfy & Schlenk, 1998). Il est
également possible que d'autres facteurs, tels que le jene et / ou la manipulation, affectent le

taux des biomarqueurs (Tu et al., 2012).

Concernant les effets secondaires des PCIs sur les Crevettes, on note qu’il n’y a
aucune différence significative entre les séries traitées par différents insecticides et les séries
témoins. 1l n'y a pas également de différence entre les deux modes de traitement.

Le DFB est I’un des insecticides les plus employés dans la pisciculture brésilienne
(Mabilia & Souza, 2006) en raison de son efficacité dans la lutte contre les ectoparasites tels
que les crustacés Lernaea cyprinacea (Martins, 2004) et Dolops carvalhoi (Schalch et al.,
2005). L’exposition des poissons Prochilodus lineatus au DFB pendant 6, 24 et 96h a une
dose de 25 mg/L provoque la diminution de ’AChE au niveau musculaire (Martinez &
Maduenho, 2008). Le DFB a 16 et 78 ng/L n’a présenté aucun effet significatif sur I'activité
de I’AChE chez G. affinis; par contre, G. affinis exposée au flucycloxuron présente une
inhibition de cette activité (Zaidi & soltani, 2013). Chez la méme espéce, 1'activité de I’AChE
diminue de 79% au niveau du cerveau apres une exposition au monochrotofique (Kavitha &

Venkaswara, 2007). Le DFB a 25 mg/L induit une diminution significative de l'activité de
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I'AChE musculaire chez P. lineatus (Pereira Maduenho & Martinez, 2008). Venkateswara
Rao et al. (2005) ont rapporté que le chlorpurifos a 60 ug/L réduit significativement I'activité
cérébrale de I’AChE chez G. affinis. L'activité spécifique de I’AChE dans I'eeil de
Litopenaeus vannamei est restée relativement constante malgré 1’exposition a des
concentrations trés élevées du méthamidophos (Garcia-de la Parra, 2006). Cette absence
d'inhibition a également été observée chez les Crustacés Artemia salina et Artemia

parthenogenetica exposées a la méme molécule (Varo et al., 2002).

Les embryons de la crevette Palaemonetes pugio exposés pendant 24h au chlorpyrifos
et au malathion présentent une forte inhibition de I'AChE (Lund et al., 2000). Ce résultat était
similaire a celui sur la carpe Cyprinus carpio L. qui a montré 1’effet inhibiteur du chlorpyrifos
sur I’activité de I’AChE dans les branchies, le foie et les reins (Xing et al., 2013a). La
Crevette d'eau douce, Paratya australiensis exposé au carbaryl, profenofos et au chlorpyrifos
pendant 96h présentaient une inhibition significative de I'AChE (Kumar et al., 2010). Les
Crevettes Litopenaeus vannamei ont été exposées au methyl parathion par voie orale
(alimentation) présentent une inhibition de 53% de l'activité de I’AChE (Roque et al., 2005).
Une diminution significative de activité I’AChE a été enregistré chez les Crustacés Daphnia
magna exposées pendant 48h a quatre concentrations de carbaryl, cette inhibition a augmenté
avec l'augmentation de la concentration du produit (Toumi, 2016). L'activité de I’AChE était
inhibée dans les muscles de la crevette Penaeus monodon de 30% aprés une exposition de 4
jours a 0,9 mg/L a I’endosulfan (Tu et al., 2009). De méme, Saravana & Geraldine (2000). ont
rapporté que les juvéniles de Macrobrachium malcolmsonii exposés a 32 ng/L d'endosulfan

pendant 21 jours avaient une activité d’AChE musculaire inhibée de 27%.

Selon Barata et al., (2004) une inhibition significative de l'activité de I'AChE a été
enregistrée chez D. magna aprés exposition au carbofuran. Les mémes résultats ont
également été démontrés par Jeon et al. (2013) chez la méme espece aprés exposition au
carbaryl. L’AChE dans les muscles de Penaeus monodon était fortement inhibée par la
deltaméthrine (Tu et al., 2012). Le chlorpyrifos entraine une forte inhibition de I’AChE chez
G. pulex (Xuereb et al., 2007). L'activité de I’AChE dans le cerveau d’Oryzias latipes n'a pas
été affectée par I'exposition au chrome « Cr » dissous (Chen et al., 2016). Une étude récente a
démontré une diminution de 39% de I'activité de I’AChE chez le poisson de roche Sebastes

schlegelii exposé au Cr pendant 2 semaines (Kim & Kang, 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X07002314#!
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4.2. Effet du spiromesifen sur Palaemon adspersus

L'utilisation intensive de pesticides en agriculture a entrainé la contamination des
différents milieux de 1’écosystéme. Seulement 0,1% des pesticides utilisés atteignent les
ravageurs ciblés et les 99,9% restants contaminent les différents éléments de 1’environnement
(Tripathi & Shasmal, 2011). Les écosystémes aquatiques sont menaces par le ruissellement
des eaux de surface contenant des pesticides provenant des zones agricoles (Scholz et al. 2012
: Velisek et al. 2015). Ces substances peuvent affecter les organismes non-ciblés qui jouent
des roles fonctionnels importants dans I'écosysteme (Schulz, 2001). Les signes de toxicité et
les conséquences néfastes de 1’usage massif des pesticides conventionnels sur les organismes
non visés ont poussé 1’industrie phytosanitaire a déployer des efforts considérables dans la
recherche et le développement de nouvelles molécules plus sélectives a faibles risques
écotoxicologiques et de grande stabilité métabolique et environnementale (Grafton-Cadwell et
al., 2005 ; Dhadialla et al., 2010; Hui et al., 2013).

Le spiromesifen est un nouvel insecticide / acaricide dérivé des acides tétroniques
spirocycliques. C'est un inhibiteur de lipogenese (Bretschneider et al., 2003 ; Dekeyser, 2005)
via I’inhibition d'acetyl CoA carboxylase (Nauen et al., 2002), enzyme qui catalyse la
biosynthése des acides gras (Svensson et al.,2016), causant ainsi une baisse de lipides chez les
insectes traités (Nauen et al., 2002 ; Liu 2004 ; Elbert et al., 2005 ; Nauen et al., 2005). Des
travaux ont démontré sa faible toxicité a 1’égard des especes d’Arthropodes non ciblées,
notamment les abeilles (Nicolaus et al., 2005). Dans notre étude il nous a paru intéressant
d’évaluer les effets du spiromesifen a I’égard d’un Arthropode aquatique non visé P.

adspersus en mesurant différents biomarqueurs ainsi que le taux des lipides totaux.

4.2.1. Toxicité a I'égard de P. adspersus

La toxicité du spiromesifen a été réalisée sur des Crevettes de P. adspersus
nouvellement exuviées. Les paramétres de létalité ont eté déterminés ainsi que les différentes
concentrations létales (ug/L). La molécule manifeste une activité insecticide a 1’égard des
Crevettes nouvellement éxuviées avec une relation dose-réponse significative. Ces résultats
sont similaires aux travaux antérieurs portant sur la toxicité du spiromesifen chez D.
melanogaster (Bensafi-Gheraibi, 2016). L’effet toxique du spiromesifen a été évalué
4éme

récemment sur d'autres especes de Diptéres comme les larves du stade nouvellement
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exuviées de Culiseta longiareolata et Culex pipiens et les résultats indiquent une toxicité avec
une relation dose-réponse significative (Bouabida, 2014). Ces résultats sont similaires a ceux
trouvés chez B. tabaci en appliquant le produit sur les feuilles de coton en laboratoire
(DLsp=500 et DLgo= 1400 pg/L) (Kontsedalov et al., 2008b). Par ailleurs, le spiromesifen est
extrémement efficace contre B. tabaci biotype Q résistantes au pyriproxyfen et aux
insecticides néonicotinoides (Horowitz et al., 2004 ; Nauen & Konanz, 2005 ; Roditakis et al.,
2009 ; Luo et al., 2010), mais aussi chez B. tabaci biotype B (Schuster et al.,2010). Chez B.
tabaci biotype B également, le spiromesifen présente un effet plus marqué sur les ceufs et les
stades larvaires, tandis que son effet est modéré sur les adultes et les stades nymphaux (Nauen
et al., 2003 ; Nauen & Konanz, 2005).

4.2.2. Impact sur les biomarqueurs

Au cours de ces dernieres années, l'utilisation des biomarqueurs comme indicateur de
la pollution par des xénobiotiques a augmenté tant dans les programmes de biosurveillance
que dans les bioessais de toxicité en laboratoire (Xuereb et al., 2009 a ; Glingérdi & Ozmen,
2012). Il semble que les résultats obtenus par le dosage d’un seul biomarqueur ne peuvent pas
donner un diagnostic complet sur I’impact de la pollution (Lagadic et al., 2000). C’est pour
cela que dans notre étude plusieurs biomarqueurs ont été déterminé pour bien démontré les

éventuels effets secondaires causés par le spiromesifen.

4.2.2.1. Effets sur ’activité de la glutathion S-transférase

La GST est une enzyme qui joue un r6le important dans la protection des organismes
contre le stress oxydatif. C’est un outil prometteur dans la biosurveillance des systémes
aquatiques (Hasselberg et al., 2004 ; Ozcan, 2010). Les organismes aquatiques ont développé
plusieurs voies de défense cellulaire qui dans des conditions metaboliques normales, régulent
le niveau des especes réactives de I'oxygéne (ROS) et protégent contre les effets nocifs des
radicaux libres (Dinu, 2010). La GST est considérée comme un biomarqueur sensible a
I'exposition a une large gamme de contaminants dont les pesticides (Jinlin et al., 2011 ;
Stéfani et al., 2011 ; Simonato et al., 2011). En effet, la GST joue un role primordial dans le
mécanisme de détoxication des ROS (Hayes & Pulford, 1995 ; Solé et al., 2004) lors d’une
toxicité par les pesticides (Regoli et al., 2003 ; Van der Oost et al., 2003), la régulation de
I'équilibre redox (Konings & Penninga, 1985 ; Siritantikorn et al., 2007 ; Lushchak 2011).

Elle intervient également dans la destruction des peroxydes et des époxydes provenant de
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I’oxydation non enzymatique des acides gras (Valko et al., 2006 ; Mansour & Mossa, 2009),
cette enzyme catalyse la réaction d’addition entre ces composés et le groupement thiol (—SH)
du glutathion générant ainsi des composes plus hydrosolubles par neutralisation des sites
électrophiles des xenobiotiques pour protéger les différents composés de la cellule (Enayati et
al., 2005), facilitant ainsi leur expulsion hors de la cellule par les pompes membranaires
(Salinas & Wong, 1999 ; Hayes et al., 2005).

Le présent travail montre que le spiromesifen provoque une augmentation significative
de Dactivité de la GST chez P. adspersus a partir du 4°™ jour du traitement. Cette
augmentation continue pendant toute la durée du traitement pour attendre son maximum au
12°™ jour de traitement avec une relation dose-réponse. Zaidi & Soltani. (2010) suggérent que
I'activité GST est un bon biomarqueur du stress oxydatif induit par les insecticides. Une
augmentation significative de I’activité de la GST a été enregistré chez P. adspersus apres
96h d'exposition aux concentrations sublétales (CL;q et CL,s) du thiaméthoxam (Berghiche et
al., 2018).

Zaidi & Soltani. (2011) ont enregistrés chez G. affinis des variations dans ’activité de
la GST suite a I’exposition aux dimilin et a ’andalin. L'activité de la GST & augmenté chez G.
affinis exposés au dimilin a la LCsp et LCqyy et chez les larves de Culex pipiens (Zaidi &
soltani, 2013). L’activité de la GST de G. affinis a augmenté significativement suite au
traitement par du monocrotophos (Kavitha & Venkaswara, 2007). Une augmentation de
I’activité de la GST (10 fois plus que chez les témoins) a été notée chez Oryzias latipes aprés
une exposition aux concentrations sublétales CL,s, CLsg et CLgs du chlorpyrifos pendant 96h
(Hwang et al., 2016). Wang et al. (2011) ont constatés que 1’activités de la GST a augmenté
significativement chez la palourde Ruditapes philippinarum exposée au benzo[a]pyrene. Chez
Carassius gibelio exposés a la deltaméthrine, 1’activité de la GST dans le foie augmente
significativement notamment au cours des trois premiers jours de traitement (Dinu et al.,
2010).

En revanche, la GST a diminué chez G. affinis apres une exposition au chlorpyrifos
(Kavitha & Venkateswara Rao, 2008) et chez Oreochromis mossambicus aprés une exposition
sublétale au profenofos (Kavitha & Venkaswara, 2009). Lidova et al. (2016) ont noté une
diminution significative de D’activit¢é de la GST apres l'exposition a la cyperméthrine.

Rychterova et al. (2015) ont également observé une diminution significative de I'activité de la
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GST chez les larves de Cyprinus carpio aprés 35 jours d'exposition au Cyperkill 25 EC. Une
diminution de I’activité de la GST hépatique a été notée chez Anguilla Anguilla exposée a la
béta-naphtoflavone (Ahmad et al., 2005), chez Carassius auratus lors d'une exposition
chronique au 2,4 dichlorophénol (Zhang et al., 2004) et chez Jenynsia multidentata exposee
aux 1,2 et 1,4- dichlorobenzéne (Monferran et al., 2007). Une diminution significative a été
observée chez les poissons Chanos chanos exposé pendant 96h a la CLsp de chlorpyrifos et la

CLso de carbendazime (Palanikumar et al., 2014).

4.2.2.2. Effets sur Pactivité de I’acétylcholinestérase

L’ analyse de I’activité de I’AChE dans les différents tissus des organismes aquatiques
est considérée comme un biomarqueur de la contamination des milieux aquatiques par les
pesticides anticholinestérasiques (Zinkl et al., 1991 ; Fernandez-Vega et al., 1999 ; Dutta &
Arends, 2002). L’AChE constitue la cible de certains insecticides comme les
organophosphorés ou les carbamates (Kamel et al., 2012 ; Lavarias et al., 2013 ; Lavarias et
al., 2015), les herbicides et d’autres molécules neurotoxiques telque les métaux lourds et les
hydrocarbure (Amiard-Triquet et al., 1998 ; Tim-Tim et al., 2009 ; Tu et al., 2009).

Nos résultats montrent que le spiromesifen inhibe I’activité de I’AChE dés le début du
traitement, cette inhibition augmente avec le temps et la dose du traitement. De nombreuses
études ont rapporté que I’inhibition de l'activité AChE est proportionnelle a une augmentation
d'exposition aux substances toxiques (Mensah et al., 2012). Une inhibition de 50 a 80% de
I’activité de ’AChE a été enregistrée chez le poisson Oryzias latipes apres une exposition au
chlorpyrifos pendant 96h aux concentrations sublétales CL,s, CLsg et CLgs (Hwang-Ju et al.,
2016). Des résultats semblables ont été rapportés concernant I'AChE au niveau des branchies,
du foie et des reins chez la carpe commune Cyprinus carpio L. exposée au chlorpyrifos (Xing
et al., 2013a). Le chlorpyrifos a la Clsg entraine une forte inhibition de 1’activité de I’AChE
(94%) chez un Crustacé Gammarus pulex aprés une exposition de 96h (Xuereb et al., 2007).

Récemment, une inhibition a été notée chez P. adspersus suite a une exposition de 96h
au thiamethoxam aux concentrations sublétales (CLo et CLys) avec un effet dose/réponse
(Berghiche et al., 2018). Toumi et al. (2015) ont enregistré une inhibition de I’activité de
I'AChE chez Daphnia magna suite a une exposition de 48h a la Clsg de la deltaméthrine. Chez

Palaemonetes pugio et Americamysis bahia, Key et al. (2013) ont enregistré une inhibition de
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I’activité de I’AChE suite a I’exposition & la CLso du chlorpyrifos. Bolton-Warberg et al.
(2007) ont démontré que le dichlorvos a la CLsy provoque une inhibition de I’activité de
I’AChE chez Palaemonetes pugio. Les poissons Chanos chanos exposes pendant 96h a la
CLso du chlorpyrifos et du carbendazime présentent une diminution significative de I’activité
de I’AChE (Palanikumar et al., 2014).

4.2.2.3. Effets sur le taux du glutathion

Le glutathion est I’antioxydant non enzymatique majeur dans les cellules animales,
c’est le thiol cellulaire le plus abondant, impliqué dans la protection des cellules contre les
effets toxiques des composés endogenes (Martinez-Alvarez et al., 2005 ; Lam, 2009) et
exogenes (Fanjul-Moles et al., 2009); il est le cofacteur de nombreux enzymes qui catalysent
la détoxification et I'excrétion de plusieurs composés toxiques (Regoli & Principato, 1995).
Un déficit en GSH provoque un risque de stress oxydatif pour la cellule, qui se traduit par des
troubles pathologiques tels que le cancer et les désordres neuro-dégénératifs (Townsend et al.,
2003). Selon les auteurs, la diminution du taux de GSH est liée a l'augmentation de la
peroxydation lipidique et du stress oxydatif (Power & Sheehan 1996 ; Valavanidis et al.,
2006).

Une diminution significative du taux de la GSH a été enregistré dés le 1* jour de
traitement et cette diminution continu jusqu'a la fin du traitement. Les taux les plus bas sont
observés chez les Crevettes exposées a la CLys. Des résultats similaires ont démontrés que le
Dimilin et le FCX a la CLso et a la CLgo pour les larves de Culex pipiens ont causés une
diminution du taux du GSH hépatique chez G. affinis (Zaidi, 2011). Des réductions du taux du
GSH ont été observées chez les larves de truites arc-en-ciel aprés une exposition de 96h au
cypermethrin (Sakin et al., 2011). Dans les travaux de Lidova et al. (2016) il a été noté que
I'exposition pendant 96h au Cyperkill 25 EC des écrevisses marbrées (Procambarus fallax f.

Virginalis) provoquait une augmentation significative du taux du GSH.

4.2.2.4. Effets sur le taux des lipides corporels

Les lipides sont les principaux sources d'énergie, d'acides gras, de phospholipide et de
glycolipide essentiels pour les animaux aquatiques (Watanabe, 1982 ; NRC, 2011). lls
agissent egalement comme les transporteurs de vitamines liposolubles (He et al., 1992). Les

lipides représentent le taux le plus important parmi les trois principaux composants
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nutritionnels (protéines, glucides et lipides) (Okuzumi & Fujii, 2000 ; Chen et al., 2017) et
jouant un role de précurseurs des eicosanoides, des hormones et des cofacteurs enzymatiques
chez les Crustacés (Watanabe, 1982 ; Higgs et Dong, 2000). Les variations des teneurs en
lipides dépendent de plusieurs facteurs tels que 1’espéce étudiée, la croissance et la taille de
I’animal, le sexe, le stade de reproduction, la température, les saisons et 1’abondance des
aliments (Nagabhushanam & Farooqii, 1982 ; Akbar et al., 1988 ; Nair & Suseela, 2000 ;
Soundarapandian & Ananthan, 2008 ; Kumara et al., 2018). Chez les Crustacés,
I'népatopancréas est considéré comme 1’0organe majeur de stockage des lipides (Muriana-
Francisco et al., 1993). En outre, les lipides sont également des substrats importants dans les
processus d'osmorégulation chez plusieurs especes aquatiques telles que le crabe
Chasmagnathus granulata, le saumon atlantiqgue Salmo salar L. et Salvelinus alpinus
(Nordgarden et al., 2002 ; Luvizotto-santos & Bianchini, 2003 ; Bystriansky et al., 2007).

Chez P. adspersus exposée au spiromesifen, le taux des lipides diminue
significativement a 4 jours de traitement. Cette diminution est accentuée jusqu'a la fin du
traitement a 12 jours avec une relation dose-réponse, confirmant ainsi son mécanisme d’action
primaire sur la syntheése des lipides via I’inhibition de I’acétyl-CoA carboxylase, une enzyme
catalysant la carboxylation de 1’acétyl-CoA en malonyl-CoA, qui est une des premiére étapes
de la biosynthése des acides gras (Bretschneider et al., 2003 ; Nauen et al., 2005).

L’exposition a un certain nombre d'agents toxiques provoque des perturbations dans
les teneurs en lipides dans différents organes du corps des animaux vertébrés et invertébres
(Canavoso et al., 2001 ; Rodriguez-Ortega et al., 2003). La perturbation de la synthese des
lipides entraine une perturbation de la physiologie affectant par conséquent des fonctions
vitales telles que la reproduction la croissance la locomotion (Tanani et al., 2017).

Chez le moustique C. pipiens nouvellement exuvié exposé au spiromesifen, les
analyses biochimiques ont révélé une diminution des taux des lipides dans les extraits du
corps entier (Bouabida et al., 2017). Une diminution rapide et significative des taux des
lipides totaux sont notés chez D. melanogaster traité par le spiromesifen a la CLjp et a la CLys
est observée au cours du développement nymphal et ceci avec une relation dose-réponse de
(Bensafi-Gheraibia et al., 2013). Bairi et al. (2018) ont enregistré une dimunution
significative avec une relation dose-réponse du taux des lipides chez 1’escargot Helix aspersa

exposé pendant 96h au deux concentration létales (CLsg) de 5 et 10 pg/ml du spiromesifen.
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4.2.2.5. Effets sur le taux du malonedialdéhyde

Les conséquences de la pollution ou I’exposition a certains pesticides se manifestent
en premier lieu par une peroxydation des lipides membranaires avec le malonedialdéhyde
(MDA) comme produit final (Zielinski & Portner, 2000) et dont la teneur est en relation
étroite avec les dégradations de la membrane cellulaire. C'est donc un indicateur précoce
d’une agression toxique et par conséquent il peut étre utilisé comme biomarqueur du stress
oxydatif lie au dommages oxydatifs des lipides (Funes et al., 2005 ; Box et al., 2007 ;
Ladhar-Chaabouni et al., 2009 ; Lavarias et al., 2011 ; ParrillaTaylor et al., 2013). Les
radicaux libres oxygénés sont a I’origine d’une dégradation des lipides a travers la B
oxydation (Aurousseau, 2002).

La péroxydation lipidique est suivie d’un changement au niveau de la structure des
membranes biologiques (Bebianno et al., 2005) ou d’autres éléments contenant des lipides
(Al-Mutairi et al., 2007). Il en résulte une perte de la perméabilité, et une inactivation des
récepteurs et des enzymes membranaires (Pampanin et al., 2005). Ces perturbations
fonctionnelles peuvent aboutir a la mort des cellules. Ainsi, la peroxydation lipidique est une

source endogéne des dommages de I'ADN (Marnett, 2002).

La présente expérimentation montre que le spiromesifen appliqué chez les Crevettes
nouvellement exuviées augmente rapidement le taux de MDA par rapport aux témoins apres
quelques heures de traitement. L’augmentation du taux de MDA observée dans cette étude
suggere des dommages oxydatifs provoqués par le spiromesifen. Le niveau élevé de MDA
indique que le systeme antioxydant n'a pas pu éliminer compléetement I'anion superoxyde O,
(Tao et al., 2013).

Ren et al. (2015) enregistre une diminution significative du taux de MDA chez les
juvéniles de Crevette Litopenaeus vannamei exposées au benzo[a]pyrene. Le taux de la
peroxydation lipidique (LPO) a diminué significativement chez 1’écrevisse Procambarus
fallax forma virginalis traités par cyperméthrine (Lidova et al., 2016). Par contre, une
augmentation significative de la LPO a été observée dans les hépatopancréas (Wei & Yang,
2015a) et dans les branchies (Wei & Yang, 2015b) de 1’écrevisse rouge Procambarus clarkii
aprés 96h d'exposition a la béta-cyperméthrine a des concentrations allant de 0,005 a 0,04

ug/L. Chez le poisson Oryzias latipes exposé au chrome « Cr » dissous, Chen et al. (2016) ont
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noté une augmentation du taux de MDA de 2,4 fois par rapport aux témoins et une diminution

significative au niveau des branchies du poisson.

Bouabida et al. (2017) notent une augmentation significative du taux de MDA
enregistré suite a une déficience du systéeme de défense antioxydant a été rapportée chez
Culex pipiens exposes au spiromesifen (CLsg et CLgg). Ces résultats sont similaires a ceux
rapporté chez D. melanogaster exposee au méme insecticide (CLsp et ClLgy) (Bensafi-
Gheraibia et al., 2013) et C. longiareolata et C. pipiens (Bouabida, 2014 ; Bouabida et al.,
2017). Enfin, Bairi et al. (2018) ont enregistré une augmentation significative a relation dose-
réponse du taux de MDA chez I’escargot Helix aspersa exposeé pendant 96h au deux

concentration létales (CLso) de 5 et 10 pg/ml du spiromesifen.
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les Crevettes ont fait I’objet de plusicurs études au niveau du laboratoire de Biologie
Animale et Appliquée. Le présent travail vise a évaluer I’impact de trois insecticides sélectifs
chez la Crevette P. adspersus (Decapoda, Palaemonidae). Les résultats obtenus sont subdivés

en deux parties:

Dans une premiere partie nous avons déterminé les effets secondaires de deux
perturbateurs de croissance des insectes (PCIs): le dimilin (DFB), inhibiteur de la synthése de
la chitine et le méthoxyfénozide (RH-2485), analogue de I’hormone de mue sur le poids
corporel de la Crevette, la composition biochimique de la cuticule (chitine, protéines et sels
calciques) ainsi que sur le taux de GSH au niveau de la chair et I’activité enzymatique de I’AChE
au niveau de la chaine nerveuse. Les insecticides sont additionnés a I’eau d’élevage aux doses de
16 ng/L et 1 pg/L pour le DFB et 24,54 pg/L pour le RH-2485. On a procede a deux modes de
traitement : traitement de 24h et traitement continu (traittement de I’exuviation jusqu’a
I’intermue).

L’application des insecticides se traduit par une diminution du taux de chitine, le DFB
a la dose de 1 pg/L a un effet plus prononcé par rapport au RH-2485 pour les deux modes de
traitement, ce qui confirme son mode d’action primaire. Concerne le taux des protéines
cuticulaires, on remarque une augmentation significative du taux des protéines chez les
Crevettes traitées par les deux modes, le RH-2485 a un effet plus marqué sur le taux de
protéines que le DFB. Pour les sels calciques, le traitement par les PCls durant 24 h est sans
effet significatif sur les taux. En revanche, le traitement continu, affecte les taux des sels
calciques chez les séries traitées par le DFB et RH-2485. Le traitement par les deux PCls
provoque une induction du systéme de détoxification se traduisant par une diminution du taux
du GSH pour les deux types de traitement. Pour 1’activité de I’AChE on constate que le DFB
et le RH-2485 sont sans effet.

Dans la seconde partie de notre étude, des essais insecticides nous a permis de
préciser les doses sublétales du spiromesifen chez la Crevette P. adspersus, un inhibiteur de la
biosynthese des lipides (CLyo = 4,21 et CLys = 8,98 ng/L). Cet insecticide a été additionné a
I’eau d’élevage des crevettes nouvellement exuviées et plusieurs paramétres biochimiques ont

été évalués a 0, 4, 8 et 12 jours de traitement.
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L’activité enzymatique de la GST a été reduite chez les Crevettes exposées au
spiromsifen. On note une inhibition immédiate de D’activit¢ de I’AChE chez les Crevettes
exposées au spiromsifen, cet insecticide a un effet neurotoxique a 1’égard de P. adspersus aux
doses sublétales. Le spiromesifen provoque I’induction du systeme de détoxification qui se
traduit par une diminution au cours du traitement du taux de la GSH avec un effet dose-
réponse. Les analyse biochimiques révélent que le spiromesifen réduit de maniere
significative la teneur en lipides chez les Crevettes au cours du traitement et ceci avec une
relation dose-réponse significative. On enregistre également une induction du taux de
malondialdéhyde un biomarqueur de la péroxydation lipidique chez les séries traitées

comparativement aux témoins.

L'ensemble des résultats acquis confirme le mécanisme d’action primaire du dimilin
sur la synthése de la chitine cuticulaire: le méthoxyfénozide perturbe le développement de la
crevette. De plus, le spiromesifen affecte la synthése des lipides et induit le MDA confirmant
son action sur la biosynthése des lipides. Compte tenu du rdle des ecdystéroides dans le
développement et la reproduction des Arthropodes en général, il serait intéressant de complété
ce travail par I'évaluation des effets du méthoxyfénozide, un agoniste des ecdystéroides, sur le
profil de I'normone de mue et la reproduction (vitellogénése) de cette espéce de Crevette.
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6. RESUMES
6.1. Résumé

Cette étude conduite dans les conditions de laboratoire, porte dans une premiére partie
sur I’effet de deux perturbateurs de croissance des insectes (PCIs): le dimilin (DFB),
inhibiteur de la synthése de la chitine et le méthoxyfénozide (RH-2485), agoniste de
I’hormone de mue sur le poids corporel, la composition biochimique de la cuticule, sur le taux
du glutathion (GSH) et I’activité spécifique de I’acétylcholinestérase (AChE) chez la Crevette
Palaemon adspersus Rathke, 1837 (Crustacea, Decapoda). Le GSH et I'AChE sont des
biomarqueurs du stress environnemental et de neurotoxicité, respectivement. La deuxiéme
partie consiste a évaluer 1’impact des doses sublétales d’un insecticide sélectif, inhibiteur de la
synthese des lipides, le spiromesifen, sur I’activité de la glutathion S-transférase (GST) et
I'AChE, le taux du GSH, la teneur des lipides et, enfin, sur les taux de malondialdéhyde

(MDA), un biomargueur de la peroxydation lipidique.

Les PCls sont additionnés a I’eau d’élevage des Crevettes aux doses de 16 ng/L et 1
pg/L pour le DFB et 24,54 pg/L pour le RH-2485. Les crevettes nouvellement exuviées sont
exposées aux insecticides selon deux modes de traitement : traitement de 24h ; les crevettes
sont plongées dans de 1’eau de mer traitée pendant 24h, puis elles sont transférées dans de
I’eau de mer non contaminé jusqu’a I’intermue (Stade C), traitement continu ; Les crevettes
sont exposées aux insecticides du stade A jusqu’au stade C (intermue) ou la minéralisation et

le dépdt des couches cuticulaires sont achevés.

L'évolution du poids corporel des crevettes dans les conditions normales révéele que le
poids le plus bas est enregistré au stade A puis il augmente progressivement pour atteindre
son maximum au stade C; on a noté également une Iégere baisse du poids corporel au stade D.
Apres ’exposition aux insecticides, le poids du corps des crevettes diminue significativement,

cette diminution est plus importante chez les crevettes traitées au mode continu.

La composition biochimique de la cuticule chez les séries témoins montre que le taux
de la chitine cuticulaire augmente au cours de la période allant du stade A jusqu’au stade C,
une légere diminution est noté au stade D. Pour les taux de protéines on enregistre les taux les
plus bas a la post-mue (stade A et stade B) et a I’intermue (stade C). Les variations des taux
des sels calciques indiquent que le taux le plus faible est observé au stade A, ces taux

augmentent significativement par la suite pour atteindre un maximum au stade C. Suite a



81

I’application des insecticides on enregistre une diminution du taux de la chitine; le DFB a la
dose de 1 pg/L provoque une diminution plus marquée comparativement a la dose 16 ng/L
tandis que le RH-2485 réduit ces taux avec les deux modes de traitement. Ces effets
confirment le mode d’action primaire du dimilin. Le taux des protéines chez les Crevettes
traitées par les insecticides aux deux modes de traitement augmente significativement: le RH-
2485 affecte plus le taux de protéines par rapport au DFB. Les deux PCls administrés pendant
24 h sont sans effet sur le taux des sels calciques. Par contre, le traitement continu provoque
une variation significative du taux des sels calciques chez les Crevettes traitées par DFB et le
RH-2485.

La mesure du taux du GSH au cours du cycle de mue des animaux témoins révele que
le taux le plus élevé est noté au stade A, et le taux le plus bas est marqué au stade C. Il
augmente significativement au stade D. Le taux du GSH au niveau des séries traitées par
rapport aux séries témoins indique une induction du systéme de détoxification. Enfin,
I’analyse de I’activité spécifique de I’AChE durant le cycle de mue montre une légere
augmentation de I’activité au stade C. La détermination de ’effet des PCIs sur 1’activité de

I’AChE révele que les insecticides sont sans effet neurotoxique.

Le traitement par le spiromesifen a été réalisé chez des Crevettes nouvellement
exuviées et plusieurs concentrations (6, 12 et 24 g/L) ont été testées. Les doses sublétales
(CLip = 4,21 et CLys = 8,98 ng/L) ont été déterminées et évaluées en fonction du temps sur
plusieurs paramétres biochimiques. Le spiromesifen augmente d’une maniére significative et
rapide Iactivité de la GST avec une relation dose-réponse. En outre, il provoque une inhibition
immediate de I’activité de I’AChE chez les Crevettes traitées. 1l induit également une diminution
rapide et continue au cours du traitement du taux du GSH avec une relation dose-réponse. Le
traitement réduit également significativement et rapidement les teneurs en lipides chez les
Crevettes au cours du traitement et ceci avec une relation dose-réponse. En paralléle on
enregistre une induction immédiate du taux de MDA chez les Crevettes traitées

comparativement aux témoins.

Mots clés : Crustacés, Palaemon adspersus, Cycle de mue, Cuticule, Chitine, Dimilin,
Méthoxyfénozide, Spiromesifen, Toxicité, Acétylcholinestérase, Glutathion, Glutathion S-

transférase, Lipides, Malondialdéhyde.
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6.2. Abstract

This study carried under laboratory conditions deals in a first part with the effect of
two insect Insect Growth Disruptors (IGDs): dimilin (DFB), a chitin synthesis inhibitor (CSI)
and methoxyfenozide (RH-2485), a molting hormone agonist on body weight, the
biochemical composition of the cuticle, on glutathione (GSH) levels, and the specific activity
of acetylcholinesterase (AChE) in shrimp Palaemon adspersus Rathke, 1837 (Crustacea,
Decapoda). GSH and AChE are biomarkers of environmental stress and neurotoxicity,
respectively. The second part consists in evaluating the impact of sublethal doses of a
selective insecticide, inhibitor of lipid synthesis, spiromesifen, on the activity of glutathion S-
transferase (GST) and AChE, the rate of GSH, lipid content and, finally, on malondialdehyde

(MDA) levels, a biomarker of lipid peroxidation.

IGDs are added to rearing water of shrimps at a 16 ng/L and 1 pg/L for DFB and
24.54 pg/L for RH-2485. Newly molted shrimps were exposed to insecticides in two
treatment types: 24h treatment (shrimps were exposed for 24 hours), and continuous treatment
(shrimps were exposed from stage A to stage C corresponding to intermolt where
mineralization and deposition of the cuticular layers are completed). The evolution of a body
weight of shrimps under normal conditions indicate that the lowest weight is recorded to stage
A then it increases progressively to reach its maximum in stage C; there was also a slight
decrease in body weight in stage D. After exposure to insecticides, shrimps’ body weight
decreased significantly, this decrease was greater in shrimp treated in continuous way. The
biochemical composition of the cuticle in the control series shows that the cuticular chitin
level increases during the period from stage A to stage C, a slight decrease is noted in stage D.
Protein levels were lowest at post-molt (stage A and stage B) and intermolt (stage C).
Variations in calcium salt levels indicate that the lowest rate is observed at stage A. These
rates increase significantly thereafter to reach a maximum at stage C. Following the
application of insecticides there is a decrease in the rate of chitin; the DFB at a dose of 1 pug/L
causes a marked decrease compared to the 16 ng/L dose while the RH-2485 reduces these
rates with the two treatment types. These effects confirm the primary mode of action of
dimilin on chitin synthesis. Protein levels in shrimp treated with insecticides in both treatment
ways were significantly increased s: RH-2485 affects protein levels more than DFB. The two

IGDs administered for 24 hours have no effect on the calcium salt levels. On the other hand,
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the continuous treatment causes a significant variation in the calcium salt level in the shrimps
treated with DFB and RH-2485.

Measurement of GSH level during the molt cycle of the control shrimps reveals that
the highest rate is noted at stage A, and the lowest rate is marked at stage C. It increases
significantly at stage D. The GSH level in the treated series indicates an induction of the
detoxification system as compared to the controls. Finally, analysis of the specific activity of
AChE during the molt cycle shows a slight increase at stage C. The tested IGDs on AChE
activity reveal that these insecticides have no neurotoxic effect.

Treatment with spiromesifen was performed in newly molted shrimps and several
concentrations (6, 12 and 24 g / L) were tested. Sublethal doses (CLjp = 4.21 and CL,5 = 8.98
ng/L) were determined and evaluated as a function of time on several biochemical parameters.
Spiromesifen increases significantly and rapidly the activity of GST with a dose-response
relationship. In addition, it causes an inhibition of AChE activity in treated shrimps. It also
induces a rapid and continuous decrease during the treatment of the GSH level with a dose-
response relationship. The treatment also reduces significantly and rapidly the lipid levels
from shrimp during treatment and this with a dose-response relationship. In parallel, there is

an immediate induction of MDA level in treated shrimp compared to controls.

Key words: Crustacean, Palaemon adspersus, Moult cycle, Cuticle, Chitin, Dimilin,
Methoxyfenozide, Spiromesifen, Toxicity, Acetylcholinesterase, Glutathione, Glutathione S-

transferase, Lipids, Malondialdehyde.
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ABSTRACT

The present study aimed to assess, under labor-
atory conditions, the side effects of a trade formula-
tion of diflubenzuron (Dimilin® 25 WP), a chitin
synthesis inhibitor (CSI), on the biochemical com-
position of the cuticle and on the level of the bi-
omarker of environmental stress glutathione (GSH),
in a non-target species Palaemon adspersus (Rathke,
1837) (Crustacea, Decapoda). The insecticide was
added to the shrimps’ rearing water at two concen-
trations: 16 ng of active ingredient/L and 1 ug/L. The
shrimps were exposed to Dimilin from stage A
(newly molted shrimp) to Stage C (Intermolt), where
mineralization and deposition of the cuticular layers
are completed. The results show a significant de-
crease (p < 0.05) in the amounts of chitin in the
treated batches as compared to controls for both as-
says. Moreover, there was a significant difference
(p< 0.05) in the cuticular proteins between treated
and control individuals. However, the compound
had no significant effect on the amounts of calcium
salts. Regarding GSH level, there was a significant
inhibition (p< 0.05) in treated individuals as com-
pared to controls. Our results show an induction of
the detoxification system and confirm the mecha-
nism of action of Dimilin on chitin biosynthesis. and
indicate that this product can pose side-effects on
non-target Arthropod organism like shrimps.

KEYWORDS:
Crustacea, Palaemon adspersus, Insecticides, Difluben-
zuron, Cuticle, Chitin, Calcium salts, Glutathione.

INTRODUCTION

Human actions are one of the main factors af-
fecting the quality of the environment and water [1].
Pollution of the aquatic ecosystem is due to human
development and its side effects such as radioactive
discharges, organic matter, heavy metals [2, 3], in-
dustrial and domestic discharges, and the intensive
use of pesticides by farmers [4, 5]. Some pesticides
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are applied directly to aquatic systems to reduce
numbers of mosquito larvae (larvicides) and thereby
reduce transmission of pathogens that mosquitoes
vector to humans and wildlife [6]. Environmental
imperatives [7] have pushed research towards the
use of natural pesticides or biopesticides [8, 9, 10]
and prompted the phytosanitary industry to develop
more selective molecules with high metabolic and
environmental stability [11, 12], acting on biochem-
ical processes specific to the target organisms [13].
These new products are the insect growth disruptors
(IGDs). These include the inhibitors of chitin synthe-
sis which interferes in the formation of the cuticle
[14, 15].

Dimilin (25% WP) is a trade formulation of
diflubenzuron, a benzoylurea derivative and inhibi-
tor of the synthesis of chitin [16, 17, 18, 19], one of
the major compounds of the Arthropod cuticle. It is
an approved insecticide in Algeria and is used on a
large scale to fight forest defoliating insects. In addi-
tion, DFB was found a potent insecticide for control-
ling mosquito pullulations [20]. It was also Its leach-
ing by rains contaminates the aquatic ecosystem in-
cluding the sediments in which all stages of the life
cycle of a crustacean take place. This prompted to
study the degradation of the insecticide (DFB) in
seawater [21].

In this study, we used the shrimp Palaemon ad-
spersus (Rathke, 1837), a very abundant shrimp in
the Northeastern region of Algeria and is of a rela-
tively important interest to the local fishing industry.
This shrimp was used as a bioindicator species in or-
der to assess the quality of the water from the Mellah
lagoon (Northeast, Algeria) [22] and as well as a
model organism to test the effects of Novaluron, an-
other chtin synthesis inhibitor (CSI), on chitin and
cuticular proteins [23]. The Crustaceans from the
gulf of Annaba have been the subject of several stud-
ies on the physiological [22-25] and toxicological as-
pects [23, 26, 27, 28, 29]. Within this context, the
current study is a continuation of the previous re-
search conducted by [23] who determined the
amount of chitin and cuticular proteins of the same
species when exposed to another molecule (Novalu-
ron). This research adds to the latter in that it shows
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the amount of calcium salts content of the cuticle and
also measures the level of glutathione (GSH), a bi-
omarker that plays a central role in intracellular an-
tioxidant defense processes.

MATERIALS AND METHODS

Shrimp collection. P. adspersus (Decapoda,
Palaecmonidae) is a common shrimp in Norwegian
coast and South of the Baltic Sea to the Mediterra-
nean. This species is transparent, fairly uniform with
yellow strips at the level of articulations and presents
dark chromatophores on the ventral half of the ros-
trum. The shrimps (length: 8-10 cm; weight: 12-16
g) were collected from the lagoon of El Mellah
(Northeast, Algeria) and transported to the labora-
tory. They were reared in aquariums (100 X 60 cm)
filled with sea water under laboratory conditions (sa-
linity 37 psu; temperature 24-27°C; photoperiod 14h
light). They were daily fed with fresh mussels ad-
ministered in the afternoon.

Shrimp datation. In crustaceans, the molt cy-
cle, corresponding to the modifications that occur
between two successive molts, is subdivided into
five stages: A (early post-molt), B (late post-molt),
C (intermolt) and D (pre-molt) and molting (E). Molt
stages were determined according to [30] by micro-
scopic examination of the uropod setae. Under these
conditions, P. adspersus has a molt cycle of 20 + 2
days, and the relative duration of each stage is 9%
for A+B, 36% for C, and 59% for D.

Insecticide and treatment. Dimilin® (Wetta-
ble powder, 25% active ingredient, a.i.), a trade for-
mulation of diflubenzuron, is an insecticide belong-
ing to the benzoylphenylurea derivatives. It was
kindly provided by Pr. G. Smagghe (Ghent Univer-
sity, Belgium). Dimilin was added to the rearing sea-
water at a final concentration of 1 pg active ingredi-
ent/L according to concentrations tested on several
shrimp species [27, 28] and 16 ng/L corresponding

1cm

FIGURE 1
Palaemon. adspersus (Crustacea, Decapoda).
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to the LCsy determined against fourth instar larvae of
the most abundant mosquito species Culex pipiens
[20]. Newly molted adult shrimps (0-8 h old) were
continuously exposed to treatment up to intermolt.
Control shrimps were reared in seawater alone.

Biochemical procedure. Shrimps were sam-
pled at the beginning of the inter-molt and killed by
freezing. The entire carapace was removed and the
cuticle was separated from adhering tissue, washed
and dried at 60°C to constant weight and decalcified
by means of 10% trichloroacid acetic (TCA) accord-
ing to [29]. The decalcified cuticle was extracted in
2 N NaOH at 110°C for 3-4 h. The colorless residues
were washed in distilled water and dried at 60°C to
constant weight. The weight loss was supposed to be
due to removal of proteins, and the residue to be chi-
tin.

Glutathione assay. The glutathione was deter-
mined according to the method of [32] previously
described [33]. The flesh of the shrimp was homog-
enized in 1 ml EDTA solution (0.02M; pH 6) and
subjected to a deproteinisation with sulfosalysilic
acid (SSA) at 0.025%. Then the homogenates were
maintained for 15 min on ice and centrifuged
(3000g, 15 min). The mixture was vortexed, left for
15 minutes in an ice bath and centrifuged (1000
rpm/min for 5 min). The supernatant (0.5 mL) was
taken and then 1 mL of Tris-EDTA buffer (0.02 M,
pH 9.6) and 0.025 mL of DTNB (0.01 M) were
added. The mixture was then left for 5 min at room
temperature. The optical density was measured at a
wavelength of 412 nm after 5 min. GSH levels are
expressed in uM /mg proteins.

Protein assay. The protein assay was prepared
according to the method of [34] described previously
[27]. This uses the Coomassie brilliant blue (BBC)
G 250 as a reagent and a solution of bovine serum
albumin (BSA) as a standard. The absorbance was
read by the spectrophotometer at a wavelength of
595 nm.

Cl

O O

NJKN
H H
=

FIGURE 2
Molecular structure of diflubenzuron.
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TABLE 1
Effect of Dimilin (1pg/L and 16ng/L) on cuticle chitin levels (%) of P. adspersus at intermolt stage
in control and treated series (mean = SD, n = 4-5).

Treatment Control DFB 16 ng/L DFB 1 pg/L P
Level (%) 5846+ 13.41a 4576 + 8.47b 30.68 + 10.55b 0.003
Values followed by a different letter are significantly different (p < 0.05).

TABLE 2
Effect of Dimilin (1pg/L and 16ng/L) on cuticle protein levels (%) of P. adspersus at intermolt stage
in control and treated series (mean = SD, n = 4-5).

Treatment Control DFB 16 ng/L DFB 1 pg/L P
Level (%) 41.54+ 1341 a 69.31+10.55b 69.17+7.26 b 0.001
Values followed by a different letter are significantly different (p < 0.05).

TABLE 3
Effect of Dimilin (1pg/L and 16ng/L) on cuticle calcium salt levels (%) of P. adspersus at intermolt stage
in control and treated series (mean = SD, n = 4-5).

Treatment Control DFB 16 ng/L DFB 1 pg/L p
Level (%) 42.26+6.21 a 49.40 = 13.04 a 30.83+7.26 a 0.065
Values followed by a different letter are significantly different (p < 0.05).

TABLE 4
Effect of Dimilin (1pg/L and 16ng/L) on GSH amounts (uM/mg protein) in the flesh of P. adspersus
atintermolt stage in control and treated series (mean = SD, n = 4-5).

Treatment Control DFB 16 ng/L DFB 1 pg/L P
Amounts 0.14+0.02a 0.13+0.01a 0.09+0.04 a 0.026
Values followed by a different letter are significantly different (p < 0.05).

Statistical analysis. Data are expressed as Effect on calcium salt levels. The result for the
mean * standard deviation (m + SD) and were sub- calcium salt level in controls was 42.26 + 6.21%. As
jected to one-way analysis of variance (ANOVA) for the treated series, it was noted that the level of
followed by Tukey test. All statistical analyses were calcium salts did not vary significantly (p = 0.065)
performed using Minitab software (version 16, PA, compared to the levels in the control series (Table 3).
State College, USA). With p< 0.05 considered as a
statistically significant difference. Effect on glutathione amounts. For the treated

series, the GSH amounts recorded in stage C decreased
significantly (0.13 + 0.01 uM/mg proteins for the dose

RESULTS of 16 ng/L and 0.09 + 0.04 for the dose of 1 ug/L) com-

pared to the control series (0.14 + 0.02 pM/mg proteins)

Effect on chitin levels. The amount of cuticu- (Table 4). The comparison of the mean values in the con-

lar chitin noted in the control series was 58.46 + trol and treated series shows that there was a significant
13.41%. The treatment with Dimilin led to a signifi- difference in the GSH level (p < 0.05).

cant decrease (p = 0.003) in the chitin level (Table 1).

The lowest level was observed in individuals ex-

posed to a dose of 1 pg/L (30.68 = 10.55%) com- DISCUSSION
pared with the dose of 16 ng/L (45.76 £ 8, 47%).

Crustaceans have an exoskeleton or cuticle

Effect on protein levels. Under normal condi- which acts as a selective barrier between the internal
tions, the protein level at the intermolt is (41.54 + and external environments [35, 36]. This non-exten-
13.41%). In the treated series, there was a significant sible exoskeleton is periodically disposed of and re-
increase (p < 0.001) in the level of proteins for both placed by a new cuticle during molting. The cuticle
doses: 69.31 + 10.55% for the dose of 16 ng/L, and is a complex macromolecular structure. It is mainly
69.17 + 7.26% for the dose of 1 pug/L (Table 2). composed of chitin fibers to which proteins bind.
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These fibres are in turn associated to a protein matrix
[37] and impregnated with limestone [38].

Regarding the effect of Dimilin on the amount
of chitin at the intermolt, the compound was found
to significantly reduce the level of chitin in the
treated series as compared to controls. Our findings
are consistent with those commonly reported and
which assert that benzoylphenylurea derivatives in-
terfere with the molting process by disrupting cutic-
ular secretion via chitin synthesis [27, 39, 40, 41].
According to [42], diflubenzuron interferes with en-
zymes that contribute to the synthesis of chitin in
crustacean species such as the benthic copepod Tisbe
battagliai. Our results confirm previous studies us-
ing the same product on another shrimp species, Pe-
naeus kerathurus [27]. It was also reported that No-
valuron, another inhibitor of chitin synthesis, caused
a decrease in the level of cuticular chitin of P. ad-
spersus [23].

The proteins play a fundamental role within the
organism of all living biological species [43]. Our
results show a significant increase in their levels in
the treated series compared to the control series. This
is reflected in the composition of the cuticle, which
consists of chitin which binds to proteins. Thus, there
is a strong correlation between the two components
[44]. Similar results have been reported by [26] and
concluded that treatment with diflubenzuron causes
an increase in the level of cuticular proteins in P.
kerathurus. The same effect was observed in the
treatment of P. adspersus with Novaluron [23].

Finally, regarding the effect of this xenobiotic
on the calcium salt content, it is noted that Dimilin
has no effect on the calcium salt levels. The same
results were obtained in P. kerathurus following
treatment with Dimilin [26]. Similarly, the work of
[22] states that calcium salts in P. adspersus are not
affected.

During the environmental stress caused by the
presence of pollutants, biochemical responses are
immediate in exposed organisms [45]. Little work
has been done on the detoxification system in crus-
taceans. GSH is considered as one of the most im-
portant antioxidant agents involved in the protection
of cell membranes against free radicals damage [46,
47, 48]. So in the treated series, our experiments
show that Dimilin causes a decrease in GSH amounts
measured at the intermolt (Stage C). In the work of
[49], it was noted that the exposition of marbled
crayfish (Procambarus fallax f. virginalis) to Cyper-
kill 25 EC (Pyrethroid insecticide) in concentration
of 0.05 pg/L caused significant increase in GSH
amounts (p< 0.05). Other research [50] shows that in
shrimp Palaemonetes pugio and after 96-h exposure
to phenothrin at five concentrations, the sublethal bi-
omarkers glutathione were examined and there were
no statistically significant differences in these levels
in adults or larvae compared to controls.
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CONCLUSION

Our experiments assessed the impacts of an in-
hibitor of chitin synthesis, Dimilin, on a non-target
aquatic Arthropod P. adspersus. The obtained re-
sults confirm its mechanism of action on chitin bio-
synthesis. This compound can show secondary ef-
fects even at low doses on this edible shrimp species.
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