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l. Introduction

Pendant longtemps les hommes se sont peu préoccupes de leur milieu naturel, s’ingérant
dans la nature et usant d’elle sans compter, aménageant a tour de bras et rejetant largement
effluents et déchets industriels, domestiques et agricoles dont la diversité et la quantité ne
cesse de s’amplifier avec une urbanisation en croissance exponentielle. Le constat est
aujourd’hui plus inquiétant, des régions entieres sont devastées et nombre de cours d’eau, lacs
et nappes souterraines sont altéres de par le monde : une pollution que la nature a du mal a
résorber.

L’utilisation abusive en agriculture intensive, des engrais chimiques et des pesticides est a
I’origine de la situation dramatique des écosystéemes aquatiques particulierement. Les
substances évacuées dans les eaux usées par les industries, emises dans I’atmosphére ou
répandues sur les sols sous forme de gaz, de substances dissoutes ou de particules, finissent
pour la plupart par rejoindre les milieux aquatiques ou elles ont tendance a s’accumuler en
mince couche a la surface de I’eau. La fugacité, le maintien et la permanence a des
concentrations diverses des molécules toxiques sont fonction de la rémanence du produit
(Hurtig, 1972). Ces états peuvent provoquer dans le temps des fluctuations plus ou moins
grandes des caractéres physico-chimiques de I’eau, élément dont dépendent d’une fagon
extrémement étroite les étres vivants a respiration aquatique (Arrignon, 1998).

Ces composes ingérés par les organismes marins vont s’accumuler dans les différents
tissus du consommateur (fois, 0s, graisse, muscles), entrainant en plus des différents troubles
graves, la mort de I’individu et une bioaccumulation tout au long de la chaine alimentaire.
Ainsi, les travaux de Buet et al., (1998, 2001) ; Roche et al., (2000, 2001),ont mis en évidence
chez les poissons, la présence de concentrations notables d’insecticides organochlorés (O.C.),
d’Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (H.A.P.) et de ChloroBiphényls (P.C.B.).

L’exposition répétée a la présence de certains polluants ou leur bioaccumulation peut
avoir des conséquences sur la croissance, le développement et la reproduction des organismes
marins. Cette situation résulte du fait que des composés chimiques qualifiés de perturbateurs
endocriniens (Tiler et al., 1999, Lyons, 1999) dont les carbamates, peuvent se fixer sur les
récepteurs d’hormones dans la cellule et se comporter comme des hormones a activité
eestrogene ou antiandrogéne.

Leurs effets sublétaux se traduisent par des réponses hiérarchisées selon le type de

perturbation, sa chronocité ou son intensité et le niveau d’organisation biologique de I’espece



concernée. Ainsi la réponse primaire est endocrinienne, elle se concrétise par la libération des
catecholamines dans le pool sanguin et la production de I’hormone corticostéroide
(Kumschemebel et Lackner, 1993). La réponse secondaire associe les effets métaboliques des
catécholamines et du cortisol aux prestations osmotiques et ioniques et aux effets
hématologiques (Roche et Broge, 1996). Quant a la réponse tertiaire, elle est plus
préoccupante, ses conséquences sont de nature démoécologique qui conduisent souvent a
terme, au travers d’un ralentissement de la croissance et d’une discrete réduction du potentiel
biotique, a un déclin des populations (Jobbling, 1995).

John et Mac Crean (1992) ont pu répertorier diverses pathologies chez différentes espéces
aquatiques parmi lesquelles, les malformations et la mortalité accrue chez les alevins,
embryons déformés et mortalité chez la tortue d’eau douce, stérilité, perturbation du systéme
immunitaire et problemes de développement chez les phoques, diminution du niveau

d’hormone chez les baleines.

Le probleme est suffisamment sérieux pour que les scientifiques du monde entier mettent
en place un programme de surveillance de ces perturbateurs (Wright et Nebel, 2002).
De nombreux travaux ont été réalisés a cet effet sur le carbofuran (2,3-dihydro-2,2-diméthyl-
benzofuran-7-dilmethylcarbamate), un carbamate utilisé couramment en agriculture comme
insecticide (Gupta, 1994). Certains chercheurs ont rapporté son extréme toxicité sur le
poisson (Trotter et al.1991). Il est connu comme producteur de I’activité hypercholinergique
aussi bien du systeme central que périphérique (Gupta et Kabal, 1989 ; Yadav et al., 1998) par
inhibition de [I’acétylcholinestérase, enzyme des synapses des brins et des jonctions
neuromusculaires (Yadav et al.,1998 ; Sing et Sharma, 1999).
Bhakt, (1998); Sing et Sharma, (1998) ont étudié I’effet du carbofuran sur la lactate
déshydrogénase et le métabolisme des protéines. Quant a Bretaud et al., (2000) et Osten et
al.,(2005), ils ont travaillé  sur son impact sur la biochimie, le comportement et
I’acétylcholinestérase du cerveau respectivement chez Carassius auratus et Gambusia
yucatama. Begum et Vijavara, (2001) et Begum, (2004) ont étudié I’effet du carbofuran sur

les lipides et les acides gras libres des différents tissus de Clarias batrachus.

Les recherches en écotoxicologie aquatique concernent le développement du concept de
biosurveillance des écosystemes. Actuellement les gestionnaires de I’environnement et les
scientifiques envisagent un contréle strict de I’utilisation des ressources naturelles, telle que

I’eau qui tient compte du respect de I’ensemble des communautés vivant dans les ecosystémes



aquatiques. Pour atteindre un tel objectif une gestion adaptée et pertinente doit reposer sur des
outils d’evaluation de I’intégrité des écosystéemes mis a mal par le transfert et I’accumulation
dans I’environnement des produits de I’activité humaine.

L’analyse chimique qui mesure les concentrations en produits toxiques dans les différents
compartiments des écosystéemes aquatiques n’est pas toujours possible du fait de la
multiplicité des molécules présentes, et ceci souvent a des concentrations inférieures aux
limites de détection analytique (Narbonne ,1998). Une telle approche ne renseigne pas sur les
risques encourus par les populations animales ou végétales exposées aux polluants
(Leveque,1997), et ne peut a elle seule prédire les effets biologiques des mélanges de
contaminants ni quantifier simplement la biodisponibilité des polluants pour les organismes
vivants (Dutka,1998) ; De ce fait le gestionnaire manque d’information sur I’urgence des
mesures a prendre pour améliorer I’état de santé de ces écosystemes(Lascombe,1997), ou
protéger leur biodiversité et leur intégrité (Leveque,1997 ; Flammarion et al., 2000). Dans ce
contexte, le suivi de la perturbation des cibles biologiques peut pallier cette difficulté et les
variables biologiques sont un complément indispensable aux mesures chimiques utilisées au
sein d’un programme de surveillance et d’alerte (Lascombe, 1997). La mesure de variables
biologiques est désormais susceptible d’apporter une information intégrée sur I’état de
I’écosysteme aquatique ainsi que sur les phénoménes de bioaccumulation et de
bioamplification (Leveque, 1997). En cela, elles viennent en complément des mesures
traditionnelles de bioindication. C’est ainsi que les chercheurs se sont intéressés au
développement des biomarqueurs qui traduisent I’interaction entre le systéme biologique et
I’agent environnemental par un changement observable ou mesurable au niveau moléculaire,
biochimique, physiologique, histologique ou méme comportemental révélant I’exposition
présente ou passée d’un individu a au moins une substance chimique a caractere polluant
(Amiard et al., 1998). L’inhibition ou I’induction des biomarqueurs est un bon indicateur de la
qualité du milieu pour connaitre I’exposition et I’effet potentiel du xénobiotique sur les
organismes (Dembele et al., 1999 ; Ozmen et al.,1999 ; Mcloughlin et al., 2000 ; Sturn et al.,
2000 ; Varo et al.,2001).

Les organismes testés utilisés a cet effet sont des bioindicateurs, étres vivants, animaux
ou végétaux susceptibles de refléter la qualité du milieu de vie. Gambusia affinis, un
poecilidae rustique, d’élevage facile, constitue I’un des poissons le plus utilisé au laboratoire
(Adraim, 1993). Il est le modele biologique le plus précieux pour les toxicologues chargés de
suivre le devenir et d’évaluer les effets immédiats et différés des substances étrangéres dans

les écosystéemes aquatiques (Goodsell et Kats, 1999).



De nombreux chercheurs I’ont utilisé dans des travaux réalisés sur le plan cytologique (Russo
et al.,1999), biologique (Nakamura et al., 1998 ; Sepencer et al.,1999 ; Koya et Kamia, 2000 ;
Roya et al., 2003), endocrinologique (Drysdal et Bortone, 1989 ;Bortone et David, 1994 ;
Rosa-Moliner et al.,1998 ; Tolar et al.,2001 ; Park et al., 2005), écologique et toxicologique
(Orlando et al.,2002 ; Sivagnaname et Kalyanasundaram, 2004).

En Algérie Gambusia affinis a fait I’objet de différentes études sur la physiologie et la
reproduction. Ainsi Ouali (1997) a observé I’influence de quelques facteurs internes et
externes sur les principales phases du cycle de reproduction, une étude sur I’écophysiologie
de la reproduction a été réalisée par Drarja-Beldi (1993 et 2001) ; Tidjani (1997) a étudié la
topographie et la structure des mécanorecepteurs . Des travaux réalisés sur la détermination de
I’impact de quelques insecticides sur la reproduction et la croissance ont été réalisés par
Aissaoui (1998), Soltani et al., (1999), Bouzioukh (2000).

Dans ce contexte, ce travail s’inscrit dans une demarche de validation des effets
toxiques d’un xénobiotique « le carbofuran » chez Gambusia affinis, un poisson larvivore des
milieux dulcaquicoles.

A cet effet nous avons privilégié une approche multibiomarqueurs en étudiant au sein de cet
organisme, apres son exposition a des conditions controlées, les variations de plusieurs
parameétres biochimiques considérés comme biomarqueurs potentiels de pollution.

L’objectif de cette étude est principalement axé sur :

-L’évaluation de la nocivité du carbofuran sur la physiologie de la reproduction de Gambusia
affinis notamment la phase de vitellogénése et la croissance des alevins, par une exploration
du systéme de défense antioxydant et un suivi histologique des gonades.

-L’étude du comportement du poisson vis-a-vis du polluant par I’appréciation de la
corrélation entre I’activité de la nage et I’activité de I’acétylcholinestérase, un marqueur en

puissance de la neurotoxicité.



1. Matériel et Méthodes

1. Présentation du matériel biologique

1.1 Intérét de I’espéce :

Originaire des pays d’Amérique du Sud, Gambusia affinis est un petit poisson vivipare
acclimaté en Algérie en 1928 pour servir dans la lutte biologique contre la prolifération des
moustiques notamment les larves d’anopheles responsables du paludisme (O.M.S., 1977).

Le choix de cette espéce comme matériel biologique utilisé dans cette étude est motivé par :
- Son abondance dans les ruisseaux et les étangs de la région d’Annaba.

— Sa facilité d’élevage dans des aquariums grace ses capacités (robustesse et rusticite) qui lui
permettent de survivre et de s’adapter aux changements de pH et de température.

1.2 Position systematique

Embranchement . Chordata

Classe . Actinopterygii

Sous classe . Neopterygii

Super ordre . Acanthopterygii (Téléostéens)
Ordre : Cyprinodontiformes

Famille : Poeciliidae

Genre : Gambusia

Espéce : affinis (Baird et Girard, 1853)

1.3 Morphologie de I’espéce

Gambusia affinis (Fig.1), est un poisson appartenant a la grande famille des Poecilidés,
comprenant dans le monde 30 genres et 293 espéces (Nelson, 1994). C’est un vivipare de
petite taille variant de 2 a 6 cm, de couleur grise a bleuatre, dos vert olive, flancs irisés et
ventre blanc, la livrée est plus brillante chez le méle que chez la femelle, la bouche dirigée

vers le haut pour la capture des larves et des insectes dérivant a la surface de I’eau.



Bouche orientée
dorsalement

/'

Nageoire dorsale
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Figure 1 : Gambusia affinis (Famille des Poeciliidés) ( Swanson

Nageoire anale

Gambusia affinis présente un dimorphisme sexuel se manifestant par une différence de
taille tres nette a I’état mature. La femelle peut atteindre jusqu'a 6 cm, son corps est trapu avec
une tache sombre plus au moins étendue se trouvant du coté de la nageoire anale (Fig.2a), elle
est plus nette au moment de la gestation et marque I’emplacement de I’ovaire unique qui est
formé par les yeux des alevins qui transparaissent a travers la paroi ventrale (Pivincka et
Cerny, 1996). Sa nageoire anale est ronde et transparente. Le méle en revanche, a I’état de
maturité est plus petit, il ne dépasse pas les 3,5 cm (Bentj et Dahalstrom, 1991), le corps
allongé légérement comprimé, les rayons de la nageoire anale forment une gouttiére qui est
I’organe copulateur dit gonopode (Fig.2b) assurant la fécondation interne des femelles grace a

des muscles associés permettant une grande mobilité (Jaques Bruslé et al., 2002).

Tache de
gravidité
(Ovaire)

Nageoire anale

(a)-Femelle 2 a 6cm (x2)

Nageoire caudale

Figure 2 : Présentation du Dimorphisme sexuel de la gambusie (Swanson et al., 1996).
1.3. Comportement et reproduction

Gambusia affinis est une espéce diurne qui fait appel a ses capacités visuelles pour son
alimentation, sa sélection sexuelle et son évitement des prédateurs (Bruslé, 2001).

(b)-M:



Extrémement vorace elle consomme des crustacés, peut étre prédatrice de ses alevins mais ce
sont les larves des moustiques présentes a la surface de I’eau qui représentent son

alimentation préférée (Sheldon et Meffe, 1993) d’ou son nom mosquitofish.

Son cycle biologique (Fig.3) et ses diverses activités sont sous contréle thermique. La
température optimale se situe a 25C° (Swanson et al., 1966). Aprés maturation des jeunes
alevins, les femelles sont fécondees. Leur période de fécondation s’étale du mois de mars a
septembre et leur fécondité tend a augmenter avec la taille mais diminue avec I’age (Swanson
et al., 1966). Elles peuvent faire 4 a 5 gestations sans nouvelle insémination et ceci grace a la
chambre ovarienne qui se trouve au centre de I’ovaire et des replis qui assurent la longue
survie des spermatozoides. La durée de ses cycles de gestations varie de 25 a 35 jours
(Drardja-Beldi, 1993) ; celle du premier cycle dure plus longtemps (Tunner, 1937), elle est
d’environ 35 jours selon Dreze et al., 1998). Au moment de la gestation I’ovaire est plein
d’alevins de taille homogéne. Ces derniers quittent leur mére I’un aprés I’autre a des temps
différents, alors que I’ovaire contient d’autres ovocytes déja matures de la génération
suivante (Chambole, 1973).

_~ Naissance
-~

l Croissance 4 a 12 semaines

Maturation

l Fécondation

Reproduction

e l Gestation (4 a 5)
o Parturition
Mort

Figure 3 : Cycle Vital de la gambusie a 25° (Swanson et al., 1966)

1.4. Ecologie :

Gambusia affinis est un petit poisson originaire de I’Est et du Sud des Etats-Unis. Compte

tenu de sa robustesse, sa rusticité et sa facilité d’élevage il est tres apprécié en aquariophilie.



On le trouve en abondance dans divers plans d’eau (Lac, Oued,...) et plus précisément dans
les petits fonds et les ruisseaux (Drardja-Beldi, 1993). Son biotope est trés interessant car il
est assez atypique pour cette espéce qui, dans son aire d’origine affectionne particuliérement
les étangs d’eaux calmes, ensoleillées, de faible profondeur et de forte densité de végétation

ou elle se reproduit (Garcia-Berthou, 1993).
2. Présentation du xénobiotique

2.1 Caractéres physicochimiques

Le Carbofuran dont les caractéristiques physicochimiques portés par le tableau (1),
appartient a la grande famille des carbamates. C’est un produit cristallin, stable en milieu
neutre ou acide, mais instable en milieu alcalin. 1l se dégrade facilement lors d’une
augmentation de température, changement de pH ou en présence des rayons solaires.
Dans le sol sa mobilité est tres élevée et dans I’eau il se dégrade par hydrolyse, photolyse ou

par dégradation microbienne. Sa concentration peut étre déterminée par :

-chromatographie liquide a haute performance.
-hydrolyse de sodium.

-chromatographie sur phase gazeuse.

2.2. Intérét de la molécule

Le carbofuran est une substance active utilisée comme insecticide et nématicide en
agriculture pour lutter contre une grande variété d’insectes foliateurs et fouisseurs. Il est
considéré comme un des pesticides utilisés le plus souvent de fagon anarchique. On le trouve
en forte concentration dans les régions agricoles, dans I’atmosphére et dans les cours d’eaux,
ou il est fréquemment détecté dans les eaux superficielles (Trotter et al., 1991 ; Bushway et
al., 1992 ; Gutta, 1995).

Le Carbofuran peut étre ingéré par voie orale ou par inhalation (Baron, 1991).
Il est fortement toxique pour I’lhomme, la végétation et aussi pour les poissons (Trotter et al.,
1991),car il est connu pour altérer les fonctions neurologiques et surtout I’acétylcholinestérase
sa cible privilégiée qui est une enzyme qui hydrolyse I’acétylcholine, un neurotransmetteur
impliqué dans la transmission des cholinergiques (Trotter et al, 1991 ; Grue et al., 1997 ;
heath et al., 1997).

Tableau 1 : caractéristiques physicochimiques du Carbofuran



Propriété physicochimique Présentation de la molécule

Apparence Cristaux incolores
Propriété chimique
Formule brute C12H1sNO3

Masse molaire C 65,14 %, H 6,83 %,

N 6,33 %, O 21,69 %,
Propriété physique

T° fusion H
T° ébullition 153°c

Solubilité Décomnosition a 295°c O
Masse volumique Dans I’eau & 25°c : 0.7a/l | Carbofuran

AN22°" - N NNI7 Pa

Pression de vapeur saturante 1,2 g-cm3
Précautions >0 | B4

Directive 67/548/EEC T

(

. ) http://fr.wikipedia.ora/wiki/Fichier: Carbofuran.sva).
3. Enceinte d’élevage

L’élevage des poissons a été réalisé dans des aquariums d’une capacité de 50 a 70 litres
remplis d’eau du robinet préalablement exposée a I’air libre pendant 48 heures pour la
débarrasser de I’hypochlorite de sodium qui peut causer des mortalités surtout chez les
alevins. Afin de désinfecter I’eau, quelques gouttes de bleu de méthyléne ont été ajoutées.
Gambusia affinis est un poisson résistant surtout au changement thermique progressif
(Vondreck, 1988) donc il n’est pas nécessaire de chauffer leur bac (Guv, 2002). Au fond des
aquariums nous avons mis une couche mince de gravier soigneusement lave qui servira a
maintenir les déchets des poissons et le reste de I’alimentation en profondeur pour garder la
netteté de I’eau. A cet égard nous avons équipé les aquariums de pompes filtrantes (ATMAN,

AT-1000F) et une pompe a air (NIROX 5) munie d’un diffuseur d’oxygéne.

Afin de précipiter la période de reproduction qui, dans le milieu naturel se déroule entre

le printemps et I’été, nous avons augmenté la température de I’eau jusqu’a 26 °C. Cette



régulation thermique est obtenue a I’aide d’une résistance couplée a un thermostat. Les
poissons sont alors nourris deux fois par jour par la TETRAMIN (préparation commercialisée
a base de crevettes et de poissons déshydratés) et exposés pendant 12 a 13 heures a la lumiére

pour ne pas changer leur systeme naturel de photopériode.
4. Collecte des poissons

L’échantillonnage a été réalisé a oued Boularoug (Fig.4) qui prend sa source au Sud-Ouest
du lac Oubeira (36°50 Nord et 8°23 Est) et se jette au Sud du lac ElI Mellah (36°53 Nord et
8°20 Est). La collecte a été effectuée a I’aide d’un filet de 0,40 mm de vide de maille. La
capture des poissons a été meilleure en matinée (entre 8 et 11 heures), car en cette période les
poissons montent en surface pour s’alimenter. Ces poissons sont alors transportés au

laboratoire et mis dans des enceintes d’élevage.

Figure 4 : Site de prélevement de Gambusia affinis (Oued Boularoug El-Kala)
5. Dispositif expérimentale et mode de traitement
5.1 Dispositif expérimental

Pour la réalisation de cette étude nous avons utilisé trois aquariums: un pour les témoins
et les deux autres pour les traités. Chaque aquarium contient une trentaine de poissons (5
males, 25 femelles). Par la suite une dizaine de femelles est prélevée de chaque lot et en deux
étapes :
-la premiere étape a eu lieu 15 jours aprés I’élévation de la température (phase de
vitellogeneése).
-la deuxiéme étape aprés 45 jours. Lors de cette étape deux prélévements ont été effectués
(Fig. 5a): le premier concerne les femelles qui ont mis bas et le second leurs alevins qui sont

séparés dans des pondoirs pour qu’ils ne soient pas dévorés par les adultes. Les femelles



prélevées sont disséquées pour I’extraction de leurs organes (ovaire, hépatopancréas, SNC).
Quant aux alevins, ils sont récuperés et mis dans des bacs (Fig. 5b) ou ils poursuivent leur

croissance dans les mémes conditions que leurs meres.

5.2. Mode de traitement

Les femelles a traiter sont réparties en deux lots d’une trentaine de femelles chacun. Le
1% lot et le 2° lot recoivent des doses respectives de carbofuran de I’ordre de 7,66 et 5,75 mg/I
correspondant respectivement au 1/3 et au 1/4 de la DLsy. Les doses sont obtenues par
mélange de la quantité requise de pesticide avec de I’eau physiologique. Une fois préparées,
les doses sont versées dans I’eau contenant les différents lots de poissons destinés a étre
traités. Des préelevements de femelles des différents lots sont réalisés apres 15 jours de

traitement et apres la mise bas.
6. Pesées et mensurations biométriques

Ces parametres ont ete analysées seulement sur les alevins traites au 1 /4 de la DL 50.
Afin de suivre leur croissance, des prélévements ont été effectués a partir du lot témoin et du
lot traité a la dose indiquée. Aprés avoir pesé leur corps entier a I’aide d’une balance de
précision SARTORIUS (1/10mg), les alevins sont étalés sur du papier millimétrique pour la
détermination de leur longueur totale (Macer, 1977) qui est la distance entre I’extrémité de la
nageoire caudale et I’extrémité du maxillaire. En attendant leur utilisation pour les dosages
des biomarqueurs (Fig.5b), les corps entiers des alevins sont conservés dans des tubes a basse

température.

T Possonscolets

Répartis en 3 lots

Lot Lot traité

Témoin Lot;;alte au
co,ntenant carbofuran carbofuran
I’eau de 7,66mg/l
robinet 2] (252+53)
(259+53)

(259+53) 5,75mg/I



45jrs
(Mise bas)

o

Figue 5 « a »: Techniques expérimentales Gambusia affinis (Femelles)

Fécondation
+ mise bas




Y Bac traité Bac traité
B au au
T carbofuran carbofuran
5,75mg/I 7,66mg/l

Figue 5 « b »: Techniques expérimentales Gambusia affinis (Alevins)

7. Dissection et prélévement des organes

La dissection des poissons a été realisee sous binoculaire a I’aide de microciseaux. Ainsi le

poisson prélevé est fixé en position dorsale sur une plaque de paraffine a I’aide d’épingles par

I’orifice buccal ¢ Figure 6 : Mesure de la taille de la femelle Gambusia affinis x opercules

) ) (A : Extrémité caudale ; B : Extrémité maxillaire) (X3) L i
(Fig.6). L ovaire ligestif puis

retire, le systeme ,
L’hépatopancréas et le SNC ont été pesés a I’aide d’une balance a précision (SARTORIUS

1/10 mg) puis mis dans des tubes a une température de -4°C afin d’inhiber toute activité



enzymatique et servir par la suite au dosage des bio marqueurs. Quelques ovaires sont fixés

dans du formol a 10% pour I’étude histologique. (Fig.5a)

Figure 6 : Dissection de la femelle Gambusia affinis

8. Dosage des biomarqueurs
8.1 Préparation des prélévements et de I’hnomogénat

Les organes prélevés (hépatopancréas, SNC) des femelles des différents lots et
différentes périodes, sont mis séparément dans des tubes eppendorf et additionnés du tampon
TBS a pH = 7,4 et le DTT (dithiothreitol dilué au 1/200°™ dans le tampon TBS a pH=7,4) et
le cocktail anti- protéase (dilué au 1/1000°™ dans le tampon TBS & PH=7,4) puis broyés a
I’aide d’un broyeur a ultrason en maintenant les tubes a basse température. Apres avoir
homogénéisé tous les tubes nous les avons placés dans la centrifugeuse a 9000 tours/25 min a
4°C. Les surnageants récupérés sont fractionnés dans d’autres tubes et conservés a -80°C pour

la réalisation des dosages.

8.2 Dosage des protéines

La quantification des proteines a été déterminee selon la méthode de Bradford (1976).
Nous avons utilisé 100 ul du surnageant de chaque organe, homogénéisé avec 4 ml de bleu
brillant de comassie (BBC) (G250), Merck) comme réactif. Le mélange est agité et laissé a
température ambiante (T°C) pendant 5 mn pour la stabilisation de la couleur (pour le blanc a
la place du surnageant nous avons mis de I’eau distillée). La lecture s’effectue au

spectrophotométre a une longueur d’onde de 595 nm.



Pour la gamme d’étalonnage nous avons utilisé le sérum albumine de beceuf (Sigma,

France) comme standard selon les indications du tableau 2.

Tableau 2 : Réalisation de la gamme d’étalonnage

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution d’Albumine (BSA pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 |80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

8.3. Dosage de glutathion (GSH)

8.3.1. Principe

Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance du DTNB (2-nitro-5

mercapturique) résultant de le réduction d’acide 5,5' dithio-bis-2-nitro benzoique (connu sous

le nom de réactif d’Ellman) par les groupements (-SH) du glutathion. (Weckberker et cory,

1988)
8.3.2. Mode opératoire

e Prélever 0,8 ml de I’lhomogénat

e Ajouter 0,2 ml de SSA (0,25% solution acide salicylique) et laisser pendant 15 mn

dans un bain de glace.
e Centrifuger a 1000 tours /mn pendant 15 mn.

e Prélever 0,5 ml de surnageant.

e Ajouter Iml du tampon Tris-EDTA (contenant 0,02M d’EDTA, PH=9,6)

e Meélanger et ajouter 0,025 ml de DTNB (acide 5,5' dithio-bis-2-nitro benzoique a 0,01

M dissous dans le méthanol absolu).

e Laisser a T° ambiante pendant 5 min pour la stabilisation de la couleur (la réaction

colorimétrique se développe instantanément).




e Mesurer I’absorbance optique a 412 nm.

8.3.3. Calcul de la concentration
Elle est obtenue apres application de la formule suivante :
[GSH] uM/mg de protéine= Dox L x1,525 / 13100 x0,8 x0,5 x[Prt] mg

DO : Densité optique.

L : Volume totale des solutions utilisées dans la protéinisation.

1,525 : le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant.
13100 : Coefficient d’absorbance (concernant le groupement —SH a 412 nm).

0.8 : le volume d’homogeénat tracer dans 1 ml.

0.5 Le volume de surnageant trouvé dans 1,525 pl.

8.4. Dosage de glutathion S transférase (GST)

8.4.1. Principe :

Les glutathion S transférase appartiennent a une famille d’enzyme multifonctionnelle
essentiellement cytosolique, impliques dans le transport et la biosynthese intracellulaire, elles
catalysent des réactions de conjugaison entre un peptide endogene, le glutathion, et des
molécules réactives comportant des sites électrophiles. La technique que nous avons utilisée
et celle d’Habig et al., (1974) elle mesure la cinétique de formation entre un substrat modele,
le chlorodinitrobenzene (CDNB) et le glutathion, qui absorbe la lumiére & 340 nm. La vitesse

initiale de la réaction est proportionnelle a la quantité d’enzyme introduite dans la cuve.
8.4.2. Mode opératoire

-Mettre au bain marie a 37°C les solutions CDNB, Tampon phosphate et GSH.



-La lecture au spectrophotometre se fait en micro cuve en quartz et a I’abri de la lumiére. -La

mesure des échantillons doit se faire en plusieurs temps pour établir une moyenne.

Longueur d’Onde : 340nm

Introduire dans les tubes :

Blanc Dosage
CDNB (ul) 50 50
Tampon phosphate pH=7 850 840
Echantillon (ul) 0 10
GSH (ul) 100 100

8.4.3 Calcul de I’activité de la GST

A DO ech- A DO Blanc Vtot

X
exL Venz

AV=

ADOech - ADoblanc : moyenne des DO des échantillons par minute-moyenne des DO des
Blancs par minute
£=9,6 mM L.cm 1!représente le coefficient d’extinction moléculaire du CDNB.

L : Trajet optique de la micro cuve= 1cm.
L activité spécifique de I’enzyme (AS) se calcule en rapportant I’AV a la concentration de
protéines de I’échantillon : AS = AV x 1000/ [Prot]

[Prot] : représente la concentration en protéines de I’échantillon en mg/ml de protéines.

8.5. Dosage de la catalase
8.5.1. Principe

Les catalases sont des enzymes tétramiques qui interviennent dans la défense de la
cellule contre le stress oxydant en éliminant les espéces oxygéneées réactives et en accelérant
la réaction spontanée de dismutation du péroxyde d’hydrogéne (H202) (qui peut étre toxique

pour la cellule) en eau et en oxygéne (Regoli et Principato, 1995).

8.5.2. Mode opératoire



Remplir les cuves comme indiquées ci-dessous en se plagant a I’obscurité :

e 990 pul de solution Tampon phosphate + H202 qui on été mis préalablement au bain marie
a 25°C et dont la valeur de la densité optique de cette solution doit étre entre 0,520 et 0,550.
e Echantillon : 10ul

e Bien agiter la cuve pour avoir un mélange homogéne

e La lecture est une cinétique sur environ 1mn, la réaction commence dés I’ajout de
I’échantillon.

e Mesurer la pente. La valeur de la pente sans échantillon nous sert de blanc.
8.5.3. Calcul de I’activite de la catalase
L activité est mesurée par la disparition de I’eau oxygénee

A DO ech y Vtot

AVumol/min/ml =

exL Venz

ADOech : Moyenne des densités optiques des échantillons par minute.
£=0.040 mM *.cm 1représente le coefficient d’extinction moléculaire de I’eau oxygénée.

L : Trajet optique de la micro cuve= 1cm.
L activité spécifique de I’enzyme (AS) se calcule en rapportant I’AV a la concentration de
protéines de I’échantillon [Prot] :  AS = AV x 1000/ [Prt]

8.6. Dosage de I’acétylcholinestérase
8.6.1. Principe

La méthode de dosage d’acétylcholinestérase la plus courante (Ellman et al., 1961)
consiste a fournir a I’enzyme un substrat, I’acétylcholine (AChE), dont I’hydrolyse catalysée
libére de la thiocholine (SCh) et de I’acide acétique. La quantité de thiocholine obtenue est
proportionnelle a I’activité enzymatique ; on la révéle grace a une méthode colorimétrique
faisant intervenir un ion (le dithiobisnitrobenzoate ou DTNB) qui se lie avec la thiocholine

pour former un complexe de couleur jaune que I’on mesure a 410nm.



8.6.2. Mode opératoire

Les échantillons sont homogéneisés dans 1 ml du tampon phosphate puis centrifugés
a 9000 tours/5mn, le surnageant récupéré est utilisé immédiatement pour le dosage comme

suit :

-La lecture au spectrophotometre est immédiate elle se fait tout de suite aprés avoir mis
I’AChE.

-La D.0O. a 410 nm est suivie en fonction du temps (15mn) aprés la derniére addition d’AChE
.La pente de la courbe D.O.= f(t) donnera donc une valeur proportionnelle a la quantité

d’enzyme présente.

8.6.3. Calcul de I’activité de I’acétylcholinestérase

ADOech x 1000 xVtot/Vech

AV =
exLx [Prot]

ADOech : Moyenne des densités optiques des échantillons par minute.
£ =13.6 mM t.cm ?*représente le coefficient d’extinction moléculaire de I’eau oxygénée.

1000 : pour étre en nmole.
L : Trajet optique de la micro cuve= 1cm.
[Prot] : concentration des protéines en mg/ml.

Vtot/Vech : dilution de I’échantillon dans la microcuve.
9. Etude histologique des ovaires

L’étude histologique a été effectuée sur les ovaires des femelles adultes. L’épaisseur des
coupes realisees se situe aux alentours de 7. En effet le microscope photonique ne peut
fournir d’images que si la préparation a examiner est suffisamment fine pour se laisser
traverser partiellement par la lumiére. La préparation des coupes histologiques a été réalisée

selon la méthode de Martoja et Martoja (1967) qui comporte plusieurs étapes.

9.1. Fixation du matériel



La fixation doit étre réalisée pendant 24h a 48h dans un fixateur tel que F.A.A
(Formol, acide acetique et alcool) ou le liquide de Bouin (fixateur couramment utilisé, bien
qu’il serve souvent de liquide d’attente). 1l est déconseillé par Marjota et Marjota (1967) de
laisser reposer les coupes plus de 48h. Pour une bonne pénétration des différents milieux plus

les coupes sont petites et fines plus la pénétration est meilleure et rapide.

Les pieces aprés fixation sont bien rincées a I’eau distillée pour les débarrasser du
fixateur puis déshydratées a I’alcool éthylique a titrage croissant 70°, 90°, 100° ceci

permettra une bonne inclusion par la suite.
9.2. Inclusion

La résistance des tissus a la pression de I’instrument coupant n’est pas suffisante, ce
qui entraine des detériorations qui rendent inexploitable les observations qui en résultent ;
c’est pourquoi on pratique I’inclusion dans un milieu qui va se substituer a I’eau tissulaire

pour augmenter la tenue du bloc a couper.

Pour cette étude nous avons choisi la paraffine qui existe en plusieurs déclinaisons et
qui est la plus connue et la plus utilisée ;I’inclusion des échantillons se fait d’une facon
séparée en utilisant les barres de leuckard pour former un moule dans lequel la paraffine

encore liquide est versée, puis la piéce est placée dedans en prenant soin de bien I’orienter.
9.3. Coupes et coloration

Les blocs d’inclusion sont collés sur un porte échantillon. La surface a coller est
ramollie au moyen d’une lame métallique chauffée modérément a la flamme puis posée sur
le bloc porte-objet sur lequel le bloc adhére tres bien aprés une Iégére pression. Les coupes
sériees sont réalisées a I’aide d’un microtome (Microtome 2030 Reichert Jung). Ces series de
coupes sont reliees entre elles sous forme de ruban, ce qui facilite la reconstitution

(tridimensionnelle) des structures observées. L’épaisseur des coupes est de 4 a 7 microns.

Les rubans des coupes obtenues sont déposés sur des lames de verre dégraissées
enduites de glycéralbumine, puis recouverts d’eau distillée et posés sur une platine
chauffante (dont la température est inférieure a la température de fusion de la paraffine).La

chaleur permet I’étalement des rubans de coupes.



Les coupes déparaffinées sont colorées a I’hémalum-éosine. On déshydrate la

préparation dans des bains d’alcool et on monte au baume de canada ou a I’eukitt.

L’observation des coupes est réalisée a I’aide d’un microscope photonique équipé d’un

appareil photographique.
10. Etude du comportement de la nage

10.1 Mesure comportemental

L’activité de nage de Gambusia affinis a été suivie dans 3 aquariums contenant les
différents lots de poissons témoins et traités par les 2 doses sublétales (7,66mg/l et 5,75mg/l)
(Fig.8). Des repéres visuels ont été apposés sur les vitres afin de déterminer 3 zones
d’observation de 21cm et permettre la quantification des déplacements. Chaque observation
effectuée a porté sur des groupes de 5 individus naifs (testés une seule fois). Au cours de 6
heures d’exposition, un suivi des déplacements des poissons a été effectué toutes les 2 heures,
pendant une période de 15mn, avec un releve de positionnement toutes les 30 secondes.
L activité de déplacement est donnée par le nombre d’individus qui sont passés d’une zone a

une autre au cours des 15mn d’observation. Chaque traitement a fait I’objet de 5 répétitions.

Figure 7 : Aquarium d’observation. (1, 2, 3: zones d’observations. A : zone d’abri.)

10.2 Mesure neurochimique

L activité de I’AChE du cerveau des femelles adultes de Gambusia affinis a été mesurée
apres 2h, 4h, et 6h d’exposition au carbofuran aux mémes concentrations sublétales testées
pour le suivi de I’activité de nage. Les poissons ont été exposés par groupe de 5 dans des
aquariums. Des groupes témoins ont été également constitués. Au terme de chaque période
d’exposition, les cerveaux sont rapidement prélevés et I’activité de I’acétylcholinestérase a été
mesurée selon la méthode d’Ellman déja citée. Les resultats ainsi obtenus ont été exprimés en

pourcentage d’inhibition de I’AChE par rapport aux témoins non traites.



11. Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyennes et écart-type. Nous avons utilisé
le test d’analyse de la variance a deux critéres de classification « ANOVA » suivi du test
« Tukey » pour comparer les moyennes entre elles d’une part et entre celles des témoins

d’autre part. P<0,05 est considéré comme étant le seuil significatif.



Résultats

I11. Résultats
1. Effets du carbofuran sur la concentration des protéines hépato-

pancréatiques

1.1 Réalisation de la courbe d’étalonnage

Tableau 3 : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Quantité d’albumine BSA
(Hg/ml)

0 20 40 60 80 100

DO 0 0,08 0,172 0,303 0,434 0,591

07

06 - y=0,122x + 0,0041 R?*=0,9994 .
0,51

DO

04
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01+

0
01
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Figure 8: Droite de régression exprimant les absorbances en fonction des quantités de BSA
(1g). (R?: ceefficient de détermination).




1.2 Dosage des protéines hépatopancréatiques :

Le carbofuran entraine chez les femelles exposées aux 2 doses, une baisse de la teneur en

protéines hépatopancréatique par rapport au lot témoin. Chez les deux lots traités, cette baisse

est de 40% et 30% respectivement a 15 jours et 40 jours d’exposition

La comparaison des moyennes des teneurs en protéines entre le lot témoin et le lot traité

révele I’existence d’une différence tres significative a la dose de 5,75mg/l (1/4 DLsg) aprés 15

jours et 40 jours de traitement (Tableau 4, Figure 9).

Tableau 4 : Concentration des protéines en g hépatopancréatiques chez Gambusia affinis
traité par le carbofuran aux doses de 7.66 et 5.75 mg/l (1/3 et 1/4 DLs).

Lots
Durée

T (0 mg/l)

Traité ¥z DLsg

Traité 1/3 DLsg

15 jours

39.2+21

23.9 £ 3.1**

23.6 £ 1.4**

40 jours

29.4+15

21.2 £ 1.2**

20.8 £ 1.1***

**%:P<001vsT;***:P<0.001vsT

Concentration des protéines en g
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o

RN

S
‘

a

**
**

o Témoin
o 1/4 D50
0 1/3DLs0

*k*k
**

15 Jrs

Traitements

40 Jrs

Figure 9: Concentration des protéines en g hépatopancréatiques chez Gambusia affinis traité
par le carbofuran aux doses de 7.66 et 5.75 mg/l (1/3 et 1/4 DLsy).




2. Effet du carbofuran sur la variation des biomarqueurs chez les femelles
2.1. Effet sur la teneur du GSH hépatopancréatique

Les résultats portés par la figure (10) et le tableau (5) révélent que le traitement des
femelles adultes de Gambusia affinis par le carbofuran induit une réduction de la teneur en
GSH hépatopancréatique. Chez les femelles traitées pendant 15 jours aux deux doses (1/4
DLso, 1/3 DLsg) (5,75mg/l, 7,66mg/l), la diminution est respectivement de I’ordre de 27% et
de 33% par rapport au témoin ; mais aprés 40 jours de traitement cette baisse s’amplifie et
atteint 37% et 48% respectivement au ¥2 DL50, et au 1/3 DL50.

. La comparaison des moyennes des taux de GSH (nmole/mg de protéine) par rapport au
témoin par ANOVA révéle que la différence est significative (p<0,05) et trés significative
(p<0,001) respectivement aprés 15 et 40 jours de traitement a 5,75mg/l de carbofuran. Cette
différence devient trés significative et hautement significative respectivement pendant les

deux périodes d’exposition a la dose 7,66 mg/l.

Tableau 5 : Teneur du GSH hépatopancréatique en nmol/mg protéine chez Gambusia affinis
traité par le carbofuran a raison de 7.66 et 5.75 mg/l (1/3 et 1/4DLs).

Lots T (0 mg/l) Traité ¥2 DLsg Traité 1/3 DLsy
Durée
15 jours 68.9 + 4.6 50.6 + 3.2* 46.5 + 3.6**
40 jours 65.4 + 4.3 41.8 + 4.2** 34.4 £ 2.7***ah

*:P<005vsT,**:P<001vsT et ***:P<0.001vsT
a:P<0.05 effet dose a 40 joursetb : P <0.05 effet temps
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Figure 10: Teneur du GSH hépatopancréatique en nmol/mg protéine chez Gambusia affinis
traité par le carbofuran aux doses de 7.66 et 5.75 mg/l (1/3 et 1/4DLs).




2.2. Effet sur I’activité de la GST dans I’hépatopancréas

Selon le tableau (5) et la figure (11), la comparaison des résultats du témoin par rapport a
ceux des femelles traitées pendant 15 jours au 1/4 et au 1/3 DLsy du carbofuran révéle chez
ces derniéres, une augmentation de I’activite de la GST hépatopancréatique de I’ordre de 55%
et 185% respectivement. Ces augmentations passent a 79% et a 176% par rapport aux témoins
aprés 40 jours de traitement respectivement pour les deux doses citées.

La comparaison par ANOVA, des moyennes de I’activité enzymatique (um/min/mg) par
rapport au témoin révele que la différence est significative (p<0,05) a la dose 5,75mg/l durant
toute la période du traitement. Avec la dose 7,66mg/l cette différence est trés significative
(p< 0.01) et hautement significative (p<0,001) respectivement apres 15 jours et 40 jours du

traitement (Tableau 6, Figure 12).

Tableau 6 : Activité de la GST en um/min/mg chez Gambusia affinis traité par le carbofuran
a raison de 7.66 et 5.75 mg/l (1/3 et 1/4DLsy).

Lots T (0 mg/l) Traité ¥2 DLsg Traité 1/3 DLsy

Durée
15 jours 932+17 14.52 + 0.97* 26.6 + 0.86**a
40 jours 10.34 + 1.3 18.6 + 1.9* 28.6 + 1.2***3

*:P<005vsT,**:P<001vsT et ***:P<0.001vsT
a:P<0.05 effet dose a 15 et 40 jours
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Figure 11:Activité de la GST en um/min/mg chez Gambusia affinis traité par le carbofuran a
raison de 7.66 et 5.75 mg/l (1/3 et 1/4 DLsy).




2.3 Effet sur I’activité de la CAT dans I’hépatopancréas

En comparaison avec les femelles témoins, chez les femelles traitées pendant 15 jours aux
doses de 5,75mg/l et de 7,66mg/l de carbofuran, nous relevons une augmentation de I’activité
de la catalase de I’ordre de 24% et 64 % respectivement. Aprés 40 jours de traitement les
augmentations relevées sont de I’ordre de 89% a la dose de 5,75mg/l et de 144% a la dose de
7,66mg/l La comparaison des moyennes de I’activité de la catalase (um/min/mg) par rapport
aux témoins par le test de Tukey’s a montré qu’il y a une différence significative (p<0,05) a la
dose 5,75mg/l aprés 40 jours du traitement. A la plus forte dose (7,66mg/l) les différences
sont significative (p<0,05) et tres significative (p<0,01) respectivement apres 15 et 40 jours de
traitement (Tableau 7, Figure 12).

Tableau 7 : Activité de la CAT en um/min/mg chez Gambusia affinis traité par le carbofuran
a raison de 7.66 et 5.75 mg/l (1/3 et 1/4 DLsy).

Lots T (0 mg/l) Traité ¥2 DLsg Traité 1/3 DLsy
Durée
15 jours 49+0.14 6.12 £ 0.84 8.05 + 0.46*
40 jours 4.2+0.12 7.96 + 1.09* 9.02 + 1.12**

*:P<005vsT,**:P<0.01vsT.

@\ Ténoin

**
10 - * * B V4DL50

O /3050

15 Jrs 40 Jrs
Traitements

Activité de la CAT en pm/min/mg

Figure 12 : Activité de la CAT en um/min/mg chez Gambusia affinis traité par le carbofuran
a raison de 7.66 et 5.75 mg/l (1/3 et 1/4 DLsy).




2.4. Effet sur ’activité de I’ AchE cérébrale

Chez les femelles traitées au carbofuran, I’activité de I’acétylcholinestérase cérébrale est
inhibée. Aux doses 1/4 et 1/3 de la DL50 on enregistre respectivement des réductions de
I’ordre de 30% et 37% par rapport au témoin apres 15 jours d’exposition. Mais aprés 40 jours
de traitement les reductions relevées sont de I’ordre de 40% et 50% respectivement aux doses
citées (Tableau 8, Figure.13).

Tableau 8 : Activité de la AchE en um/min/mg chez Gambusia affinis traité par le carbofuran
aux doses de 7.66 et 5.75 mg/l (1/3 et 1/4 DLs).

Lots T (0 mg/l) Traité ¥ DLsg Traité 1/3 DLsg
Durée
15 jours 1.14 +0.03 0.81 £ 0.04* 0.72 £ 0.03**a
% d’inhibition 28.84% 52.18%
40 jours 1.25+0.04 0.75 = 0.06** 0.63 + 0.05***a
% d’inhibition 40.1% 62.2%

*:P<005vsT,*:P<001vsT et **:P<0.00LvsT
a:P<0.05 effet dose a 15 et 40 jours
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Figure 13 : Activité de la AchE en um/min/mg chez Gambusia affinis traité par le carbofuran
aux doses de 7.66 et 5.75 mg/l (1/3 et 1/4 DLsy).




3. Effet du carbofuran sur la croissance des alevins

Les résultats relatifs a la croissance des alevins en I’occurrence le poids et la taille chez le
lot témoin et le lot traité par le carbofuran au 1/4 de la DL 50 montrent au 2™ mois
d’exposition au xénobiotique une diminution de la taille et du poids absolu respectivement
significative et tres significative.

Au 3™ mois les différences sont statistiquement trés significatives pour les deux parametres
mesurés.(Tableau 9,10 ; Figure 14,15).

Tableau 9 : Variation de la taille des alevins G.affinis témoins et traités a 1/4 DLs, de

carbofuran
Lots 1 jour 1 mois 2 Mois 3 mois
Témoin 8,33 +0,96 9,16 +0,36 13,75+ 0,67 16,75 +0,87
Traité 1/4 DLso | 8,2 +0,66 8,95+1,16 10,66+ 0,95* 13,2 £1,2**
e 20-
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Figure 14 : Variation de la taille des alevins G.affinis témoins et traités a 1/4 DLz, de carbofuran



Tableau 10: Variation du poids absolu des alevins G.affinis témoins et traités par le

carbofuran a 1/4 DLsg

Lots 1 jour 1 mois 2 mois 3 mois
Témoin 4,25 +0,8 18,1 +1,6 57,75+ 3,5 69,5 +2,16
Traité 1/4 DLso | 4,33 £0,6 16,25 +1,2 38,82+ 4,7** 51,33+4,2**
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Figure 15: Variation du poids absolu des alevins G.affinis témoins et traités par le carbofuran

a1/4 DLs

4. Analyse des biomarqueurs chez les alevins

4.1 Variation de la teneur en GSH

Le taux de GSH diminue significativement et d’une maniére croissante sous I’effet du

carbofuran. Par rapport aux témoins, le taux de diminution est de 28% au premier mois, 57%

au 2°™ mois et il atteint la valeur de 59% aprés 3 mois de traitement.

La comparaison des moyennes du taux de GSH par rapport au témoin révéle I’existence des

différences significatives, trés significatives et hautement significatives respectivement aprés

1 mois, 2 mois et 3 mois d’exposition (Tableau 11, Figure 16).

Tableau 11 : Teneur du GSH en nmol/mg protéine chez les alevins Gambusia affinis traités

par le carbofuran a raison de 5.75 mg/l (1/4 DLsy).

Durée 1 mois 2 Mois 3 mois
Lots
témoin 33.5+3.6 38.20+4.2 37.80+34
Traité 1/4 DLsg 24.20 + 2.6* 16.61 £ 2.33**b 14.75 + 2.06 ***b

*:P<005vsT,**:P<001vsT et ***:P<0.001vsT
b:P<0.05vs 1/4 1mois : effet temps
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Figure 16 : Teneur du GSH en nmol/mg protéine chez les alevins de Gambusia affinis

exposes au carbofuran a la dose de 5.75 mg/l (1/4 DLsy).

4.2. Variation de I’activité de la GST

Nos résultats montrent clairement que le cabofuran induit une augmentation hautement
significative de I’activité de la GST chez les alevins exposés au 1/4 de la DL50 de ce
xénobiotique pendant une période de 3 mois. Nous constatons que cette augmentation est
corrélée avec le temps d’exposition et que par rapport aux témoins, elle est de 82%, 152% et

184% respectivement au 1%, 2° et 3° mois du traitement (Tableau 12, Figure 17).

Tableau 12 : Activité de la GST en pmol thioéther formé/min/mg protéine chez les alevins

Gambusia affinis traités par le carbofuran a raison de 5.75 mg/l (%2 DL50).

Durée 1 mois 2 mois 3 mois
Lots
témoin 3.8+0.18 4.35 +0.47 4.66 £ 1.03
Traité 1/4 DLsg 6.95 + 0.47*b 9.25 £ 1.06*b 13.26 £1.25 **

*:P<0.05vsT,* :P<0.0lvsT etb:P<0.05vs¥% 1mois : effet temps
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Figure 17 : Activité de la GST en umol thioéther formé/min/mg protéine chez les alevins de

Gambusia affinis exposés a 5.75 mg/l (1/4 DLsp) de carbofuran.

4.3. Variation de I’activité de la catalase (CAT)

Le carbofuran provoque également une augmentation de I’activité de la catalase qui, par

rapport aux témoins elle passe de 30% a 61% et 85% respectivement aprés un mois, deux

mois et trois mois d’exposition.

La comparaison par ANOVA des moyennes révele I’existence d’une différence significative

au 1% et au 2°™S, Cette différence est trés significative au 3° mois d’exposition (Tableau 13,

Figure 18).

Tableau 13 pfetivité de la catalase en pmol H,O, métabolisé/min/mg protéine chez les

alevins de Gambusia affinis exposés a 5.75 mg/l (1/4 DLso) de carbofuran.

1 mois 2 Mois 3 mois
Lots
témoin 4.85+0.22 5.06 £ 0.66 4,79 +0.86
Traités aul/4 DLsg 6.32 +0.81* 8.16 + 0.49* 9.83 £ 0.69 **b

*:P<0.05vsT,* :P<0.0lvsT etb:P<0.05vs¥% 1mois : effet temps
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Figure 18 : Activité de la catalase en pumol H,O, métabolisé/min/mg protéine chez les alevins

Gambusia affinis traités par le carbofuran a raison de 5.75 mg/l (1/4DLso).

5. Suivi Histologique des ovaires

Les photographies des coupes sériées pratiquées au niveau de I’ovaire de Gambusia affinis
des femelles adultes témoins et de celles traitées au 1/4 de la DL50 du carbofuran, nous ont
permis d’établir un suivi histologique et une analyse comparative des ovaires en phase de
vitellogeéneése.

Sur le plan topographique, les coupes (fig.19) montrent des structures ovariennes
confirmant les différentes phases de la vitellogénése.
Les ovaires des femelles témoins (figure 20, A, B et C) sont en pleine évolution. On note le
développement d’une cavité ovarienne préparant la fécondation ainsi que la présence
d’ovocytes aux différents stades de développement avec maturation ovocytaire active.
La figure (2, C) révéle la présence d’un oviducte signe d’un ovaire post-partum.
Les ovaires des femelles traitées (Fig.19, D, E et F) montrent en revanche, une altération de
la cavité et de I’eépithélium ovariens ainsi qu’une diminution significative du nombre
d’ovocytes de différents stades. La présence de plusieurs follicules atrésiques correspondants
a I’ensemble ovocytes et follicules en dégénérescence a été également observé.

La photo (22, F.) montre un ovaire avec dégéenerescence totale des follicules.



Résultats

Figure 19: Coupes histologiques colorées a I’hémalun éosine montrant la topographie des

ovaires de Gambusia affinis témoins (A, B et C) et Gambusia affinis traitées au carbofuran a
la dose de 1/4 DL (D, E et F) (grossissement 150X). A : ovaire témoin au debut de la phase
de vitellogenése montrant des ovocytes a différents stades de développement 1, 2 et 3 avec
une cavité ovarienne réduite (cv) préparant la fécondation. B : ovaire témoin montrant des
stades ovocytaires plus avancés stade 4, avec un épithélium ovarien bien développé (Ep) et
une paroi ovarienne noiratre (P). C : ovaire témoin post-partum montrant des ovocytes 3 et 4
avec présence d’un oviducte signe d’une mise bas. D : ovaire traité au carbofuran montrant
une altération de I’épithélium ovarien (étoile) et de la cavité (fleche) et une diminution
significative des ovocytes matures stade 3. E: ovaire traité montrant un début de
dégénérescence folliculaire (Df) et présence de plusieurs follicules atrésiques (Fa). F : ovaire
traité montrant une diminution du nombre d’ovocytes principalement les ovocytes de stades 3

et 4. La fleche montre une dégénérescence totale du follicule.




6. Effet du carbofuran sur le comportement de la nage des femelles.

6.1. Réponse comportementale au carbofuran

Chez les femelles exposées a 5,75mg/l et 7,66mg/l de carbofuran nous notons une
faiblesse de I’activité de nage aprés 2 heures d’exposition au xénobiotique. Cette activité
diminue au fur et a mesure qu’on augmente la dose du carbofuran ainsi que la duree
d’exposition. Ainsi par rapport au témoin des diminutions de la nage de I’ordre de 40% et
50% ont été observées respectivement aprées 4h et 6h d’exposition (Tableau 14, Figure 20).
La comparaison par ANOVA des moyennes des activités de déplacement, montre que ces
diminutions sont significatives jusqu’a 4h d’exposition aux doses 5,75mg/l et 7,66mg/l de
carbofuran. Elles sont significatives a trés significatives apres 6h d’exposition respectivement

au 1/4 et au 1/3 de la DL50O.

Tableau 14 : Activité de déplacement des femelles de Gambusia affinis aprés 2, 4 et 6h
d’exposition a 7.66 et 5.75 mg/l de carbofuran. Chaque point est la moyenne * I’erreur type de

5 observations.

Durée d’expérimentation
Concentrations 2h 4h 6h
0 86.4 £ 3.34 94.8 £5.10 96.6£7.9
1/4 78.6 +7.34 74.9 £ 9.8* 65.6 + 8.3*
1/3 71.6 £6.9* 58.5 £ 6.6* 49.2 £ 7.5 **ab

*:P<005vsT,**:P<0.01vsT.
a:P<0.05 effetdose a6 hetb : P <0.05 effet temps
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Figure 20: Activité de déplacement des femelles de Gambusia affinis aprés 2, 4 et 6h
d’exposition a 7.66 et 5.75 mg/l de carbofuran. Chaque point est la moyenne + I’erreur

type de 5 observations.



6.2. Effet neurochimique au carbofuran

L’activité de I’acétylcholinesterase diminue en fonction des concentrations et des durées
d’exposition au carbofuran. Les inhibitions de cette activité passent de 26% a 44,2% puis a
49,1% avec la dose de 5,75mg/l respectivement aprés 2h, 4h et 6h d’exposition. Aux mémes
périodes les inhibitions passent respectivement de 42% a 57,3% et a 60,3% avec la dose de
7,66mg/l (Tableaul5, Figure21). La comparaison par ANOVA des moyennes des activités de
I’acétylcholinestérase montre qu’avec la dose de 5,75mg/l de carbofuran la différence est
significative aprés 2h d’exposition, elle devient trés significative apres 4h et 6h d’exposition .
Avec la dose de 7,66mg/l, les différences sont tres significatives a partir de 2h et 4h

d’exposition et hautement significative apres 6h de traitement.

Tableau 15: Activité de I’AchE en pm/min/mg chez Gambusia affinis traité par le
carbofuran aux doses de 7.66 et 5.75 mg/l (1/3 et 1/4 DLsp) pendant une exposition de 2h, 4h,

et 6 heures.
Durée 2h 4h 6h
concentrations
0 1.15+0.03 1.20 £ 0.05 1.18 + 0.06a
1/4 0.89 £ 0.04* 0.76 £0.13** b 0.69 £ 0.08**b
% d’inhibition 26% 44.2% 49.1%
1/3 0.73 £ 0.03**a 0.63 £ 0.07** 0.58 + 0.05***p
% d’inhibition 42% 57.3% 60.3%

*:P<005vsT,**:P<0.01vsT et **:P<0.001vsT
a:P<0.05 effetdose a 2het6 h, b : effet tempsa 4 et6 h.
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Figure 21: Activité de I’AchE en um/min/mg chez Gambusia affinis traité par le carbofuran

aux doses de 7.66 et 5.75 mg/l (1/3 et 1/4 DLsp) pendant une exposition de 2h, 4h, et 6

heures.




V. Discussion

Les écosystemes aquatiques sont menacés par le rejet dans I’environnement d’un
nombre croissant de polluants dont la toxicité souvent mal définie affecte les organismes
marins qui y vivent et qui peuvent avoir un intérét bénéfique pour I’homme tel que Gambusia
affinis utilisé dans la lutte biologique contre les moustiques. Ce poisson est considéré comme
matériel médical et sert pour la démoustication (procéde de lutte biologique) surtout dans les
régions menacées de Malaria. Pour cela il est impératif de prendre conscience de la nécessité
de protéger cette espéce tout comme les autres organismes vivants. Dans cette optique et afin
d’estimer la toxicité des effluents sur les écosystemes, plusieurs approches de dépistage des
effets ont été elaborées parmi lesquelles I’utilisation intégree des biomarqueurs. Cette
approche est plus appropriée pour I’estimation des risques engendrés par la pollution sur la
santé des écosystémes (Langlois et Lapierre, 1989 ; Pellerin-Massicotte et al.1989 ; Pelletier
& Pellerin-Massicotte, 1990 ; Hugget et al.1992 ; Tarvis, 1993). Elle permet I’évaluation de
I’exposition et des effets des polluants sur un organisme vivant.

La capacité d’adaptation d’un organisme a I’environnement dépend principalement des
mécanismes efficaces de la détoxification de divers composés endogenes et exogenes
(Jakanovic, 2001); chez les organismes aquatiques ces mécanismes sont les premiers
sollicités par la présence des xénobiotiques (Roche et al., 2003) ; de ce fait les biomarqueurs
constituent un signal précoce d’effets de la contamination sur ces organismes. Ils permettent
d’évaluer leur état de santé et celui des populations des écosystemes (Flammarion et al.,
2000). Leur inhibition ou leur induction in vivo est un bon outil environnemental pour évaluer
les effets potentiels des xénobiotiques et de leur niveau de toxicité a différents niveaux
d’organisation biologique d’un organisme vivant (Dembéle et al., 1999 ; Ozmen et al., 1999 ;
Mc longhlin et al., 2000 ; Sturn et al., 2000 ; Varo et al., 2001). Afin de prendre en compte la
multiplicité des effets des contaminants il est apparu nécessaire de recourir a une approche
multi-biomarqueurs basée sur la mesure de plusieurs biomarqueurs complémentaires (Blaise
et al., 2002 ; Galloway et al., 2004).

1. Effet du carbofuran sur la variation des biomarqueurs
11. Effet sur la teneur de la GSH hépatopancréatique

Face au dommage oxydatif cause par les radicaux libres oxygénés (souvent endogenes),

et a I’effet toxique provoqué par les métabolites actifs des xénobiotiques, la cellule vivante



peut se défendre grace a plusieurs systemes de détoxification dont le plus important est celui
du glutathion (kaplowitz et al., 1985). Cette propriété réside dans sa grande capacité de
détoxifier un grand nombre de composés dont I’organisme vivant n’a pas besoin. Ces
composés nuisibles peuvent étre endogéniques (métabolites actifs des hormones), ou

exogéniques (métabolites toxiques des xénobiotiques).

De notre travail il ressort que les doses sublétales (1/3 et 1/4 DLs) peuvent réduire de
maniére significative a trés significative le taux de GSH hépatopancréatique chez G.affinis.
Cette altération augmente avec la dose administrée du carbofuran, I’age de I’individu et sa
durée d’exposition. En effet chez les alevins traités au 1/4 de la DLsg le taux de réduction est
de 28% au premier mois, puis il atteint 57% au deuxieme mois et continue de progresser
jusgu'a la fin de traitement. Pour la méme dose nous notons chez les femelles adultes que le
taux subit des réductions de I’ordre de 27% et 37% respectivement aprés 15 jours et 40 jours
d’exposition. Ces valeurs sont encore plus importantes chez les femelles exposees au 1/3 de la
DLso.

La diminution du taux de la GSH a été également signalée chez plusieurs espéces animales
traitées par divers xénobiotiques :

Selon Drarja-Beldi et Soltani, (2003) ; Zaidi, (2005), I’exposition des poissons femelles
de G.affinis au diflubenzuron provoque également une réduction du taux de GSH hépatique.

Raho et scharma, (2001) ont observé chez des souris males adultes (Mus musculus)
traités pendant 45 jours avec du HgCl, (1,25mg/kg/j), une diminution du glutathion
testiculaire. Avec une dose plus faible de ce xénobiotique (0,25mg/Kg) du poids corporel chez
le rat male Wistar (Ratus ratus), Merzoug, (2005) a observé également aprés 45 jours de
traitement, une diminution de la teneur hépatique en glutathion.

Une diminution de la GSH a été rapportée par Thoma et Wofford, 1984 chez le Mulet
(Mugil cephalus) apres une exposition a un mélange de cadmium et de mercure.

Ringwood et al., (2000) et Wang et al., (2008) ont observé chez Crassostrima verginica
et le crabe d’eau douce (Sinopotam yangtsekede) exposés durant 4h au cadmium une

réduction de la GSH hépatopancréatique.

Une diminution du taux de glutathion chez Gambusia affinis traité au malarion et au
cadmium, chez Donax trunculus et la dorade (Sparus aurata) exposés pendant 24h au
malathion, a été observée respectivement par Roquia et Rouachdia, (2006) ; Braya, (2009) et
Rosety et al.,( 2005).



En revanche des résultats contradictoires révélant I’augmentation du taux de GSH ont été
signalés au niveau de la glande digestive de Mytilus galopovincialis et du foie de la truite
traitées au cadmium respectivement avec des concentrations de I’ordre de 1,5mg/100g de
poids corporel (Viarengo et al., 1999 ; Regali et Principato, 1995) et 200ug/l (Ait-Aissa et al.,
2003).

12. Effet sur I’activité de la GST dans I’hépatopancréas

La GST est une enzyme qui catalyse dans le cytosol la réaction de conjugaison des
xénobiotiques a caractere électrophile et de leurs métabolites avec un ligand endogéne polaire
qui est le glutathion (Habig et al.1974).

Cette enzyme a été employée dans le laboratoire et dans les etudes sur terrain comme
biomarqueur pour plusieurs contaminants (Alman et al., 1998 ; Fenet, 1998 ; Yu et al., 2000 ;
2002).

En marge de la GST cytolosique, il existe la GST membranaire, une isoenzyme qui est activée
par les especes réactives de I’oxygene. Elle participe a la protection cellulaire vis-a-vis des

dommages induits par des molécules oxydantes (Aniya et Anders, 1989).

Nos résultats relatifs au dosage de la GST dans I’hépatopancréas des femelles adultes et
chez les alevins des G.affinis traités au carbofuran aux concentrations sublétales testés
révelent une stimulation de I’activité de la GST en réponse aux effets de la plus faible
concentration du carbofuran (1/4 de la DLsg). Cette réaction s’amplifie avec la dose du
carbofuran et reste progressive jusqu'a la fin de I’exposition (40 jours).

D’apreés les résultats de notre travail, nous constatons que I’augmentation de la teneur en
GST est accompagnée de la diminution du taux de GSH. Selon Chatter glu et
Bhachattacharya, (1984) le carbofuran conjugué par le GSH est déeménage par la GST dans le
but de diminuer son effet toxique sachant que la GST fait parti des enzymes substrats
spécifiques qui catalysent la conjugaison de GSH avec les xénobiotiques favorisant leur

élimination de I’organisme (Leaver et al., 1992 ; Malmezet, 2000).

Dans notre travail nous signalons que l’augmentation de I’activité GST est plus
importante chez les alevins que chez les adultes. Les effets du 1/4 de la DLsp induisent chez
les alevins une stimulation de 82% au premier mois, 152% au deuxiéme mois et 184% au

troisieme mois, alors chez que les femelles adultes, la méme dose du carbofuran entraine



seulement une augmentation de 55% et 79% respectivement apres 15 et 40 jours de
traitement.

L’induction de I’activité de la GST a été observee par Leinio et al., (2005) chez Perna
viridis exposé aux hydrocarbures aromatiques polycycliques et aux pesticides organochlorés
et par Yao et al., (2002) chez Sogatella furcifera, un insecte ravageur de riz récolté au niveau
du site pollué de Zhejianj (Chine).

La stimulation de cette activité a éte signalée également chez les larves de Grassoshea
gigas (Guiniou et al., 2007) chez le crabe, Carsinus maenas (Morales-caselle et al., 2008),
chez Mytilus edulis (Gagné et al., 2008) exposés a une pollution par les hydrocarbures
respectivement sur la Cote atlantique francaise, la cote espagnole et la cote canadienne.

Manjit et al., (2006) ont démontré que I’activité du glutathion S-transférase est stimulée
tant aprés I’exposition aigue que chronique au carbofuran. L’augmentation était beaucoup
plus haute chez les animaux chroniquement exposés en comparaison avec les animaux
exposes a une pollution intense.

Une augmentation de la GST a été également obtenue chez les femelles adultes et les
alevins de G.affinis traités pendant 60 jours par le halofénozide. Les mémes effets ont été
observés avec le malathion et le cadmium (Rouachdia et Roquia, 2006). Des effets sur des
alevins traités au cadmium ont été également observés par Chouahda ( 2006).

Des résultats similaires ont été observés apres exposition de divers organismes a
différents xénobiotiques. Chez les femelles adultes de G.affinis traitées au diflubenzuron
(Zaidi, 2005), chez Angilla angilla du lac woodruff (Giallagher et al., 2001), chez Poecilia
reticulata (Frasco et guilhermino, 2002) exposée a la naphtaléne.

Braia, (2009) a pu constaté une augmentation progressive jusqu'a la fin de traitement
(24h) de la GST dans le manteau de Donax trunculus traité par le malathion. Avec le méme
xénobiotique le résultat est comparable aprés 28h d’exposition dans le foie des rats
(Naraharisetti et al., 2008), chez Anopheles arabiensis Patton (Matambo et al., 2007), chez les
larves de Carponisa niponensis( Zhnj et al., 2007) et chez les rats (Brocardo et al., 2005).

Les métaux lourds semblent eux aussi augmenter I’activité de la GST. Une induction de
la GST a été remarquee dans le foie et le rein des crabes (Dautrenepuits et al., 2002), chez les
poissons (Ritola et al., 2000) et (Iqubal et al., 2000).

Différents auteurs ont remarqué la stimulation de la GST chez Mytilus trossulus exposé a
50ug/l de cadmium pendant 2 semaines (Pempkowiak et al., 2006). Ola-Mudathir et al.,

(2008) sont arrivés aux mémes résultats chez les rats traités pendant 7 jours avec 1,5 mg de



cadmium pour 100 g de poids corporel. Une induction de la GST provoquée par une
exposition au cadmium a été observée tout aussi bien chez Gambusia affinis (Rouachdia et
Roquia, 2006) que chez Daphnia magna traité avec 25ug/l (Jemec et al., 2007), ainsi que
dans le foie de la dorade Sparus aurata exposée pendant 48h a une concentration de
200ug/Kg (Bouraoui et al., 2008).

La stimulation de [P’activit¢ de GST s’explique par une biotransformation des
xénobiotiques et des substances androgéniques. La GST joue donc un réle important dans la
neutralisation et la détoxication de certains xénobiotiques en augmentant leur hydrosolubilite
et en facilitant ainsi leur élimination (Van der Oost et al., 2003). Donc le réle physiologique
de la GST est dans la protection de I’organisme contre de nombreux composés toxiques et
ceci a été démontré chez les poissons (Gallagher et al., 2001 ; Ait Aissa et al., 2003), et les
Bivalves (Hugg et al., 1992 ; Burgeot et al., 1996 ; Sties et al., 1996).

1.3. Effet sur I’activité de la catalase (CAT)

La catalase est une enzyme du systeme antioxydant. Elle est majoritairement localisée
dans le cytosol et dans les péroxysomes principalement du foie et des reins ou elle catalyse la
réduction du péroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire. Sa rapidité est I’une de
ses caractéristiques, elle peut convertir 40 millions de molécules de péroxyde d’hydrogéne en
une seule seconde.

Elle apporte une information importante quant a I’exposition des organismes a des polluants
inducteurs de stress oxydant et a leur capacité de défense vis-a-vis de ce dernier. Elle peut étre
mesuree soit par détermination monomérique de I’oxygéne dégagé soit par dosage par le

permanganate du H,O, non transforme.

Dans notre travail les résultats ont montre que les deux doses de carbofuran utilisées ont
causé une augmentation de I’activité de la catalase dans I’hépatopancréas des femelles adultes
et chez les alevins de Gambusia affinis qui se prolonge jusqu’a la fin du traitement. Ceci
pourrait étre du a une dégradation des radicaux oxygeénés, et une catalyse de la conversion du
peroxyde d’hydrogene (toxique pour les cellules) en oxygéne gazeux et en eau selon la
réaction suivante :

2H,0, — 0, + 2H0
Cette augmentation a été enregistrée sur le muscle de Hexaplex truculus (Romes et al., 2005)

et sur le cerveau des rats (Rai. et Sharma, 2007).



1.4. Effet sur I’activité de I’acétylcholinestérase cérébral (AchE)

Au niveau des jonctions neuromusculaires et interneuronales, I’influx nerveux est

transmis grace a la libération d’acétylcholine par la terminaison nerveuse dans I’espace
synaptique, ce qui permet la transmission du message nerveux d’une cellule a une autre. Une
fois  I'information  transmise, I’acétylcholine est rapidement inactivée par
I’acétylcholinestérase, ce qui permet au systéme de revenir a son état de repos.
L’inhibition de I’enzyme par de nombreux toxiques entraine une accumulation du médiateur
chimique dans les espaces synaptiques qui maintiennent de ce fait une transmission de
I’influx, laquelle conduit généralement a la tétanie (Badila 1995; Boquene, 1996 ;
Bainy2000).

Les mesures de I’activité de I’AchE que nous avons effectuées dans le cerveau de
G.affinis apres une durée d’exposition de 15 a 40 jours aux doses sublétales testées, montrent
que le carbofuran induit chez cette espece une réponse significative se traduisant aprées 15
jours d’exposition, par une réduction de I’ordre de 30 a 37% de I’activité de I’AchE.

Ces valeurs atteignent 50% aprés 40 jours d’exposition au 1/3 de DL50. Nos résultats sont en
accord avec ceux de Renden-Vonosten et al., (2005) qui rapportent que le carbofuran inhibe
aprés 24h d’exposition, I’activité de I’AchE dans le cerveau de Gambusia yucatana.

De nombreux autres travaux ont démontreé la capacité de divers xénobiotiques a inhiber in
vitro et in vivo chez différentes espéces animales, I’activité de I’AchE.

La durée d’exposition, la concentration du xénobiotique, I’age de I’individu et le stress
peuvent influencer la sensibilité de I’activité de cette enzyme (Hogan, 1970 ; Zinkelrad,
1987 ; Fairbrother et al., 1991 ; Chniko et al., 1997).

Ainsi le dosage de I’AchE dans les tétes des alevins et des femelles adultes de G.affinis

exposeées au halofénozide révele une inhibition de I’ AchE aprés 60 jours de traitement.

Chuiko, (2000) ; Fernandez-Vega et al., (2002) et Bernhoorn et VVuren, (2004) ont souligné
eux aussi une diminution de I’AchE respectivement dans le cerveau de plusieurs familles de
poissons exposees a un pesticide organophosphoré (DDVP), dans le muscle et le cerveau
d’Anguilla anguilla traité par différentes concentrations d’un herbicide (le thiobencarbe) et
dans le muscle d’autres poissons ( Oreochroms moscambicus et Labeo umbratus) dans un
écosysteme pollué.

Une exposition de 24h au Chloropyrifes inhibe I’activité de I’AchE dans le cerveau de
G.ucatama (Rendon-Von Osten et al., 2005).



Une diminution de I’activité de I’AchE au niveau de I’hépatopancréas chez les femelles
adultes de G.affinis exposees au diflubenzuron a été également rapportée par Zaidi, (2005).

L’ exposition au cadmium entraine une diminution de ce parametre seulement chez les
femelles adultes (Chouahda, 2006).

Des résultats exprimant la diminution de I’activité de I’AchE dans les muscles et les
cerveaux rapportés chez Macoma balthica, un mollusque bivalve dans le Nord de la mer
baltique (Leino et al., 2005), chez Ceras todermaglaucum exposé au metaux lourds dans le
golf de gabes (Machreki-Ajmi et al., 2008), chez Cronia contracta vivant sur un site pollué
par les métaux lourds de la Cote indienne (Gatant et al., 2006) et chez Hexaplexe trunculus

exposé au carbofuran, cadmium et cuivre dans la lagune de Bizerte (Roméo et al., 2006).

2. Effet du carbofuran sur la croissance des alevins

La croissance est considérée comme un indicateur de pollution chez les organismes vivants
(Widdows et al., 1997 ; Gomot, 1997).. Elle représente un élément essentiel d’aptitude et peut
avoir un impact sur le devenir des populations naturelles (Burrows & hughes, 1990 ; Wo et
al., 1999). La croissance d’un animal dépend de I’efficacité de son métabolisme qui est
abaisse par les xénobiotiques (Folker-Hansen et al., 1996).
L’analyse de la croissance estimée par rapport a la longueur et au poids absolu des alevins
traités avec le 1/4 de la DL50 du carbofuran révéle une diminution des deux parameétres a
partir du 2°™ mois d’exposition. Les résultats de I’analyse statistique font apparaitre
I’existence des différences significatives et tres significatives respectivement pour la taille et
le poids absolu. différences réconfortées par ANOVA sont significatives pour la taille et tres
significatives pour le poids absolu.

Au 3°™ mois les différences sont trés significatives pour les deux paramétres.

3. Analyse histologique des ovaires

La vitellogenése est une phase importante dans la reproduction des poissons téléostéens au
cours de laquelle I’ovocyte accumule les réserves nutritives pour arriver a maturité. Elle
comporte deux étapes :
- La premiére étape est la vitellogenese endogéne : elle consiste en la mise en place des
métabolites nécessaires a la croissance ultérieur de I’ovocyte.
-la deuxieme étape est la vitéllogenése exogene : elle est caractérisée par I’incorporation de la

vitellogenine, grosse molécule lipoprotéique



Chez G.affinis la maturation ovocytaire comprend 4 stades successives ou |’ovocyte
immature de volume assez petit acquiert pendant I’ovogenése, des inclusions de vitelline qui
fusionnent ensemble pour donner a I’ovocyte mure une taille importante. Au cours de la phase
de repos les ovocytes du stade 1 sont prédominants. En phase d’activité de vitellogenése les
ovocytes du stade 4 sont plus nombreux.

En fin de vitellogenese, la maturation ovocytaire et I’ovulation peuvent intéresser une partie

ou la totalité du stock d’ovocytes.

Dans ce travail I’observation des coupes seriées de I’ovaire au cours des différentes
étapes de I’ovogenése nous a permis de suivre I’évolution des principales structures qui
composent I’ovaire des femelles adultes de G. affinis témoins et de celles traitées au
carbofuran a la concentration 1/4 de la DL50.

Les ovaires des poissons non traitées présentent des ovocyte a difféerents stades de
maturation avec une nette prédominance des ovocytes du stade (4) et I’apparition d’un
oviducte illustrant la présence d’un ovaire post-partum ; I’histologie des ovaires des femelles
traitées révéle en revanche une altération de la cavité ovarienne avec réduction du nombre

d’ovocytes et une dégénérescence folliculaires.

Des travaux réalisés par Ram et al., (2001) sur I’impact du carbofuran sur les gonades de
Channa punctatus révélent une inhibition significative du développement des ovaires

associée a des anomalies dégénératives des ovocytes.

4. Impact neurochimique et comportemental

Les carbamates comme dans le cas d’autres insecticides (organophosphorés), sont connus
pour altérer les fonctions neurologiques. En effet, leur cible privilégiée est
I’acétylcholinestérase  (AChE), une enzyme qui hydrolyse [I’acétylcholine, un
neurotransmetteur impliqué dans la transmission cholinergique (Trotter et al., 1991; Grue et
al., 1997!; Heath et al., 1997).

L’inhibition de P’AChE induite par les carbamates conduit a une accumulation
d’acétylcholine au niveau des synapses cholinergiques, phénoméne susceptible de provoquer
des perturbations comportementales affectant plus particulierement la locomotion et
I’équilibre (Zinkl et al., 1991!; Saglio et al., 1996).



La relation entre I’impact neurochimique et comportementale des insecticides et en particulier
des organophosphorés a éte tres peu étudiée chez les poissons (Dutta et al., 1992 ; Pavlov et
al., 1992).

Afin d’apporter notre contribution a I’étude de ces relations, nous avons analysé dans ce
travail en parallele, les effets des mémes conditions d’exposition (concentration et durée) au
carbofuran sur I’activité de I’ AchE cérébrale et sur I’activité de nage chez Gambusia affinis.

Nos résultats révélent que le carbofuran semble agir de maniere dose-dépendance puisque
I’effet de I’insecticide augmente avec la concentration et la durée d’exposition. La méme
relation a été également mise en évidence chez Carassius auratus exposé au carbofuran
(Bretaud et al., 2001) et le saumon atlantique (Salmo saler) sous I’effet du penitrithion
(insecticide organochloré).

L’estimation de I’importance de déplacement de Gambusia affinis que nous avons menée
en parallele avec les mesures de I’acétylcholinestérase, révéle aux doses expérimentales des
effets significatifs qui se maintiennent jusqu’a 6h d’exposition. L’effet est trés significatif au
bout de 6h avec le 1/3 DL50. Ces effets se traduisent par une diminution de I’activité de nage
de I’ordre del0, 20 et 33% sous I’action du % DL50 et de 18, 40 et 50% sous celle du 1/3
DL50 respectivement apres 2h, 4h et 6h d’exposition au carbofuran.

Ces résultats semblent en accord avec ceux observés chez Cyprinus carpio (carpe commune)
exposée pendant quatre heures a 10ug/l de carbofuran (Anonyme, 1991).

A des concentrations proches des valeurs de toxicité létales, des perturbations de
I’activité locomotrice et de la vitesse de nage des poissons ont été également rapportées en
réponse a |I’exposition aux carbamates et a divers insecticides organophosphorés ( Petterson,
1974 ;Rand,1977 ; Little et al., 1990 ; Heath et al., 1993).

Dans la gamme des concentrations et des durées d’expositions testées, I’activité de
I’AchE cérebrale s’est révélée plus sensible au ¥ DL50 du carbofuran que I’activité
locomotrice. En effet une dimunition de 20% de I’activité de deplacement n’est observée
qu’apres 4h d’exposition, lorsque I’activité de I’AChE est inhibée a 37%.

Avec le 1/3 DL50 une inhibition de I’activité de déplacement de I’ordre de 18% est apparue
aprés 2h d’exposition, période au cours de laquelle 37% de réduction d’acétylcholinestérase
ont été observés.

Des observations concernant I’impact du carbofuran sur le comportement et I’activité de

I”’AChE de jeunes brochets (Amblard et al., 1998) et de Carriassus auratus (Bretaud et al.,



2001), ont également montré un effet de I’exposition sur I’AchE avant que ne se manifeste un
effet sur la capacité de nage.

En réponse a I’exposition au malathion (insecticide organochlore), Post et Leasure (1974)
ont aussi noté que la capacité de nage de juvéniles de Salmonidae se trouvait moins diminuée
(24 a 34%) que I’activité de I’AChE (55%).

En revanche Dutta et al.,(1992) et Rosic et al., (1974) ont constaté que I’activité de nage
était plus affectée que I’activité de I’AChE respectivement chez Leponis machrochirus ( la
perche Soleil) exposée au diazinon et chez Seranus scriba (Serranidae) ayant recu une

injection subcutanée d’un organophosphoré

Ainsi, les perturbations comportementales observées chez Carrassius auratus
(Cyprinidea) en réponse a des expositions a court terme au carbofuran (Saglio et al., 1996) et
I’inhibition significative de I’activité de I’AChE au niveau du cerveau et du muscle de cette
espéce exposée dans les mémes conditions a ce carbamate (Bretaud et al., 2000), suggerent
que les perturbations comportementales pourraient étre étroitement liées a I’action de ce

pesticide sur la transmission cholinergique.



V. Conclusion

Notre travail a porté sur I’évaluation des réponses du systéeme de détoxification des
femelles adultes de Gambusia affinis au cours de la vitéllogénése, traitées par le carbofuran
aux doses sublétales (5,75 et 7,66 mg /l) (1/4 et 1/3 de la DLs) diluées dans I’eau d’élevage
de ce poisson larvivor.

Des résultats obtenus il en ressort que les biomargeurs hépatopancreatiques des femelles
adultes montrent une réduction significative du taux de GSH avec une induction des activités
enzymatiques (GST, CAT) et une inhibition de I’AchE cérébrale durant les 40 jours
d’exposition.

Chez les alevins, on note une diminution significative de la croissance a partir de 2 mois
d’exposition et du taux de GSH avec une induction des activités enzymatiques (GST, CAT)
durant les 3 mois d’évolution.

La réponse des biomarqueurs des femelles adultes de G. affinis et de leurs alevins montre
que leur systeme de détoxification répond aux doses sublétales (1/3 et 1/4 de la DLsg) du
carbofuran.

L’impact du carbofuran sur les réponses neurochimiques et comportementales aux
doses et durées d’exposition testées révélent des perturbations de I’activité locomotrice qui
s’associent a une inhibition significative de I’acétylcholinestérase.

Sur le plan topographique de I’ovaire, le carbofuran induit une dégénérescence
folliculaire avec réduction du nombre d’ovocytes durant le traitement.

Au terme de cette étude, il convient de préciser que des relations doses-réponses ont été
obtenues. Pour I’ensemble des parametres, les réponses sont fonction de la dose et de la durée
d’exposition. Les résultats les plus significatifs sont obtenus avec la dose la plus élevée.

En perspectives, notre travail sera poursuivi dans le cadre d’une thése de doctorat par
I’évaluation de la genotoxicité du carbofuran via le test micronoyaux et le dosage de

vitellogenine.



Résumé

Ce travail porte sur I’évaluation de certaines réactions d’un poisson de I’espece Gambusia
affinis a la présence d’un carbamate, le carbofuran, un pesticide d’usage fréquent et trés
souvent rencontré dans les écosystéemes aquatiques.

L expérimentation s’est déroulée dans des conditions de laboratoire. Elle a consisté a utiliser
le 1/3 et le 1/4 de la DLso du carbofuran correspondant a 7,66 mg/l et 5,75mg/l dilués dans
I’eau de divers lots de femelles en phase de reproduction et des alevins en periode de
croissance.

L’évaluation de I’impact du carbofuran sur Gambusia affinis a consisté a observer chez les
femelles exposées le comportement de nage, a doser certains biomarqueurs du stress oxydatif
et a réaliser un suivi histologique des gonades. Chez les alevins, I’étude a porté sur la
variabilité de leur croissance et de quelques marqueurs biochimiques.

L’ exposition des femelles adultes a des doses de 7,66 et 5,75 mg/l de carbofuran, induit au
niveau hépatique une baisse des teneurs de GSH et une hausse de I’activité de la GST et de la
catalase. L’analyse statistique fait apparaitre I’existence de différences hautement
significative des teneurs de GSH et de I’activité de la GST chez les femelles exposées pendant
30jours au 1/3 de la DLsg par rapport aux femelles témoins ; mais en ce qui concerne I’activité
de la catalase, les femelles de ce méme lot montrent des différences tres significatives.
L’activité de I’AchE au niveau du systéme nerveux central montre une baisse tres
significative et hautement significative respectivement a 15j et 40j d’exposition a la dose de
7,66mg/I de carbofuran.

L’estimation de I’activité de déplacement des femelles revélent des ralentissements
proportionnels aux doses du carbofuran et aux durées d’exposition La comparaison des
moyennes des activités de déplacement par ANOVA montre que ces diminutions sont
significatives jusqu’a 4h d’exposition aux doses 5,75mg/l et 7,66mg/l de carbofuran. Elles
sont significatives a tres significatives apres 6h d’exposition respectivement au 1/4 et au 1/3
de la DL50. Dans les mémes conditions, I’activite de I’AchE cérebrale s’est révélée plus
sensible au carbofuran que I’activité locomotrice.

Chez les alevins exposés au 1/4 de la DL50, nous notons, en comparaison avec les témoins,
une diminution de la taille et du poids absolu respectivement significative et trés significative
a partir du 2° mois d’exposition. Au 3° mois la différence est trés significative pour les deux

parameétres. La GSH affiche une baisse des teneurs tres significative et hautement significative



respectivement apres 2 et 3 mois d’exposition. En ce qui concerne la GST et la catalase, leur
activité montre une hausse trés significative aprés 3 mois d’exposition.
L étude histologique des gonades montre chez les femelles traitées une altération de

I’épithélium et une dégénérescence folliculaire avec baisse du nombre d’ovocytes.

Mots clés: Gambusia affinis; carbofuran; biomarqueurs; histologie des gonades ;

comportement de nage.



Abstract

This work is about the assessment of certain reactions of a fish of Gambusia affinis species
with the presence of carbamate “carbofuran”, it is a usual pest destroying, and it’s often
encountered in aquatic environmental systems.

The experimentation has occurred in laboratory conditions; it consists in the use of the 1/3,
and the 1/4 of DL50 of carbofuran, corresponding to 7,66mg/l and 5,75mg/I diluted in water
of different lots of females in stage of reproduction.

The impact of carbofuran consisted of observing the females which are exposed to the
swimming behaviour, to dose certain biomarkers of oxidative stress and to achieve a
histological monitoring of gonades

When adult females are exposed to 7, 66 and 5,75mg/l of carbofuran induced hepatic level, a
decrease of amount of GSH, and an increase of the activity of GST and of catalase. The
statistical analysis shows the existence of differences highly significant of amounts of GSH
and of the activity of GST with females exposed for 30 days to the third (1/3) of DL50 in
relation witness-females, but, as concerns the activity of catalase, the females of the same lot
show very significant differences.

The activity of AchE at the level of central nervous system shows a very significant decrease
and highly significant to 15 days, and 40 days of exposure to the amount of 7,66 mg/l of
carbofuran.

The activity of displacement of females reaches its minimum value, after 6 hours of exposure
to the third of DL50. The analysis of the number of conditions defining a physical or a
chemical system with two criterions of classification shows the existence of interaction of
amounts in a dose-duration of exposure

With the Alvins exposed to the third of DL50, we notice in comparison with the witness, a
decrease in the height and the absolute weight respectively significant and very significant
from the second month of exposure. At the third month, the difference is very significant for
the 2 parameters. The amounts of GSH decrease very significant and highly significant
respectively after 2 and 3 months of exposure. Concerning the GST and the catalase, their
activity shows significant in crease after 3 months of exposure.

The histological gonad study shows in the females treated a modification of the epithelium
and for a follicular degeneracy with a decrease of the number of the oocytes.

Key words: Gambusia affinis, carbofuran, biomarkers, histology of gonad; swimming
behaviour.
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