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Introduction

ctuellement, la prise de conscience des problemes environnementaux est reelle.
ﬂ Parmi les principales préoccupations exprimées par 1’homme, figurent les
pollutions directes liées a 1’industrie et a 1’utilisation massive et excessive des
produits chimiques dans 1’agriculture. Ces produits ont entrainé a long terme une altération
des ressources naturelles, et un risque de dégradation accru de la qualité de 1’environnement,

se répercutant sur I’économie (Adamo et al., 2008; An et al., 2012; Ben Ameur et al., 2012).

Compte tenu de son statut de réceptacle final, le milieu aquatique regroupe les
écosystemes les plus touchés directement ou indirectement par une grande variété de
polluants toxiques. Environ 200 millions de tonnes de substances chimiques sont produites
annuellement sur le marché européen (EEA, 2011). Plus de 100 000 molécules chimiques
produites ou utilisées par les activités anthropiques (urbaines, industrielles et agricoles) sont
rejetées dans tous les ecosystemes de la planéte (Depledge & Galloway, 2005; Rao et al.,
2007). Et par le biais des eaux usées (domestiques et/ou industrielles) et le lessivage des sols
lors des pluies finissent, ils par se retrouver dans les milieux aquatiques (Freitas et al., 2012;
Fang et al., 2013).

Les écosystemes aquatiques sont les plus exposés aux différents types de pollution,
comme les rejets radioactifs, les matiéres organiques, les métaux lourds (Onivogui et al.,
2015; El Hassani et al., 2016), les polychlorobiphényles (PCBs) (Kanzari et al., 2014; Jayed
et al., 2015), les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) (Simon, 2012; Souyel,
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2015), les pesticides (Delorme et al., 2002; Mokbel et al., 2015) ou encore les substances
médicamenteuses et les rejets de nanoparticules (Trabelsi & Dris, 2005; Buffet et al., 2011).
Toutes ces substances provoquent 1’eutrophisation et la dégradation de la qualité des eaux
(Ippolito et al., 2012) tandis que leur bioaccumulation le long de la chaine alimentaire
représente une grave menace pour la santé humaine mais aussi pour I'environnement (An et
al., 2012; Ben Ameur et al., 2012).

Les pesticides sont actuellement utilisés dans de nombreux domaines comme la santé
publique, I’hygiene vétérinaire, la protection des denrées alimentaires, les usages domestiques
ou encore I’entretien des espaces publiques. Cependant, ces produits restent principalement
utilisés dans le domaine agricole afin d’accroitre, de stabiliser les rendements et d’assurer une
meilleure rentabilité de la production alimentaire (Nauen & Bretschneider, 2002; Calvet et al.
2005). Leur utilisation a également contribué a I’amélioration de la santé publique en luttant
contre certains insectes vecteurs de maladies (Ramade, 2011). De ce fait, ils sont devenus un
enjeu économique et sanitaire important. Néanmoins, leur utilisation massive dans
I’environnement peut perturber plusieurs systémes physiologiques tels que la croissance, la

reproduction et le métabolisme des organismes non visés (Kegley et al., 1999).

L’usage des pesticides en agriculture existe depuis des millénaires. D’abord, on utilisait
des composés relativement simples a base d’arsenic, de soufre, de chaux, ensuite des dérivés
du pétrole et des substances a base de fluor ou extraits de plantes comme la nicotine
(Philogene et al., 2002). Cependant, ce n’est qu’au XIXe si¢cle que ’utilisation des pesticides
a connu un développement important justifieé par 1’accroissement démographique de la
population humaine, ’affaiblissement des terres agricoles et 1’apparition du machinisme
agricole. Depuis, les traitements des cultures sont a base de sulfate de cuivre ou de mercure.
Les insecticides tels I'arsénite de cuivre, l'acétoarsénite de cuivre, l'arséniate de plomb et le

pyréthre ont fait leur apparition.

Au cours de la seconde Guerre mondiale, les pesticides ont profité tres largement
du développement de la chimie organique avec ’apparition des insecticides de synthése qui
sont majoritairement des composes organochlorés. Le dichlorodophenyltrichloroethane
(DDT) fut tres efficace dans la lutte contre les insectes ravageurs comme les moustiques
vecteurs du  paludisme.  D’autres  organochlorés  furent  utilisés  comme

I’hexachlorocyclohexane (HCH) [I’endosulfan, I’aldrine ou la dieldrine. Cependant, ces
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molécules ont provoqué des effets secondaires; par leur bioaccumulation dans la chaine
alimentaire, leur rémanence et leur toxicité élevée chez les Mammiferes (Hoffman & Lorenz,
1998; Bonde et al., 2008). Aussi, I’apparition des espéces resistantes a ces pesticides a limité

leur efficacité (Hemingway et al., 2002).

Afin de faire face aux problémes de toxicité, d’effets néfastes ou d’apparition d’especes
résistantes, les industries chimiques ont développé au cours de la seconde moitié du XXe
siecle, une deuxiéme génération d’insecticides de synthése dont le principe actif est différent.
Ce sont les organophosphorés (téméphos, malathion), les carbamates (carbaryl, propoxur) et
les pyréthrinoides de synthése (perméthrine, deltaméthrine). Ces insecticides a action
neurotoxique agissent sur le systtme nerveux des insectes, soit en bloguant
I’acétylcholinestérase (organophosphorés et carbamates) soit en perturbant le fonctionnement
des canaux sodium (pyréthrinoides) (Haubruge & Amichot, 1998). Leur forte capacité
insecticide associée a une toxicité aiglie considérée modérée chez les mammiféres et une
stabilité relativement faible dans I’environnement (par rapport aux organochlorés) ont fait des
organophosphorés et des carbamates, les principales classes d’insecticides les plus utilisés
dans le monde (Casida & Durkin, 2013).

L’apparition des effets secondaires des insecticides (neurotoxiques) et les impératifs
environnementaux, ont encouragé la recherche de méthodes alternatives de lutte contre les
ravageurs et les vecteurs de maladies. Les recherches se sont tournées vers 1’utilisation des
pesticides naturels ou biopesticides (Maiza et al., 2013; Tome et al., 2013; Cepeda-Palacios et
al., 2014). Les bactéries comme Bacillus thuringiensis peuvent étre utilisées car elles
produisent des endotoxines déléteres pour I’insecte (Bravo et al., 2011). D’autres familles
d’insecticides agissent au niveau de cibles bien distinctes tels que les néonicotinoides
(imidaclopride, acetamepride) mimant 1’action de la nicotine via les récepteurs de
I’acétylcholine (Tomizawa & Casida, 2003), les phénypyrazoles (pyriprole) agissant sur les
récepteurs GABAergiques (Nauen et al., 2012), les oxadiazines ciblant les canaux sodium
(Wing et al., 2000) ou encore les régulateurs de croissance des insectes (Insect growth
regulators: IGRs), renommeés IGDs (Insect growth disruptors) ou perturbateurs de croissance
des insectes appartenant aux insecticides de la troisieme génération (Pener & Dhadialla,
2012).

Les IGDs présentent beaucoup d’avantage par rapport aux pesticides conventionnels,

notamment une haute spécificité et une faible toxicité a 1’égard des auxiliaires et des
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Vertébrés (Dhadialla et al., 2005; 2010; Pener & Dhadialla, 2012). lls sont classés en 2
groupes selon leurs cibles d’actions. Le premier correspond a des substances qui perturbent
I’action des hormones spécifiques des insectes, que ce soit en mimant, ou en inhibant 1’action
de I’hormone juvénile (Brook & McCaffery, 1990; Dhadialla et al., 2005, Bensbaa et al.,
2015) et ecdysone (Tunaz & Uygun, 2004; Dhadialla et al., 2005; 2010). Le second aux
inhibiteurs de la synthése de la chitine qui interviennent dans la formation de la cuticule
(Tunaz & Uygun, 2004; Sun et al.,2015).

Les inhibiteurs de la synthése de la chitine (un groupe de composés chimiquement
différents) incluent les peptides de pyrimidine-nucléoside, les oxazolines, les thiazolidines, les
tétrazines, les thiadiazines, les thiophthalimides, certains chromo-et fluorophores et les
benzoylurées (Merzendorfer, 2013). Ces derniers empéchent la formation de structures
chitineuses et interférent avec le processus de mue qui entrave le développement normal de
l'exosquelette chez différents ordres d’insectes (Muthukrishna et al., 2012). En raison de leur
faible toxicité pour les mammiferes et les insectes prédateurs, les benzoylurées sont largement
utilisés dans les programmes de lutte intégrée et de gestion de la résistance aux insecticides
(Sun et al., 2015). En 2011, la part du marché mondial des benzoylurées est de 504 millions $
US, soit 3,6%. Bien que ce taux soit faible, il n’en demeure pas moins qu’ils sont encore
largement utilisés comme insecticides verts pour la protection des cultures agricoles et le
contréle des insectes nuisibles sanitaires, en particulier les mouches et les moustiques (Sparks
2013; Sun et al., 2015).

Au cours des dernieres décennies, plus de 10 000 composés benzoylurées sont
synthétisés. Seulement 15 parmi ces derniers sont commercialisés (Sun et al., 2015). Le
diflubenzuron est le prototype des benzoylurées, développé et commercialisé dans les années
1970 par Dutch scientists from Philips-Duphar (van Daalen et al., 1972). Depuis, plusieurs
dérivés ont été établis et classés en trois générations selon la méthode de synthése, la relation
structure-activité (SAR), le mécanisme d'action, le comportement environnemental et
I'écotoxicologie. Le diflubenzuron forme avec le dichlorbenzuron, le chlorbenzuron et le
teflubenzuron la premiere génération des benzoylurées. La seconde génération, regroupe le
penfluron, le triflumuron, ’hexaflumuron, le lufenuron, le bistrifluron, noviflumuron et le
novaluron (qui va faire 1’objet de cette étude). La troisieme génération englobe le

flufénoxuron, le flucycloxuron, le chlorfluazuron et le fluazuron (Sun et al., 2015).
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Le novaluron, un composé inhibiteur de la synthese de la chitine, appartenant a la
classe des benzoylurées est trés efficace contre les larves de moustique comme Culiseta
longiareolata (Bouaziz et al., 2011), Ades aegypti (Farnesi et al., 2012) et Culex pipiens
(Djeghader et al., 2013). Il agit en affectant la mue par le dép6t d’une endocuticule anormale
(Farnesi et al., 2012). En 2011, la part du marché mondial du novaluron était de 80,4 millions
$ US, classé troisieme par rapport au montant de vente total des benzoylurées (Sun et al.,
2015). Il est désigné comme alternative a risque réduit par rapport aux organophosphorés, car
il présente une faible toxicité aigué pour les mammiferes et ne présente aucun effet
subchronique significatif chez les mammiferes (EPA, 2001; FAO, 2003; FAO/WHO, 2005;
PMRA, 2006). Selon ces agences internationales, le novaluron est considéré comme étant une
molécule a faible risque pour I'environnement et pour les organismes non visés. Seulement,
son utilisation pourrait contaminer les rivieres qui déversent leurs polluants dans les milieux
aquatiques, ce qui est le cas du golfe d’Annaba et des lacs du littoral de la région d'El-Kala
(Nord-Algérie).

Par ses propriétés physicochimiques, le novaluron (FAO 2003) pourrait s’accumuler
dans le sédiment et contaminer les crustacés aquatiques et particulierement les crevettes,
puisque toutes les étapes de leur cycle de vie sont en contact direct avec les sédiments. De
plus, les crustacés représentent un groupe voisin des insectes qui sont caractérisés par la
présence d’une cuticule chitino-protéique. De ce fait, ils peuvent étre des cibles potentielles
pour les inhibiteurs de la synthése de la chitine. C’est dans ce contexte, que 1’étude envisagée
est en continuité avec les travaux antérieurs realisés dans la lagune EI-Mellah, notamment sur
les Crustacés de la région qui ont fait I'objet de recherche 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). Par
ailleurs, en Algeérie, trés peu de travaux ont été consacrés a l'impact des inhibiteurs de la
synthése de la chitine sur les crustaces (Morsli & Soltani, 2003; Soltani et al., 2009; Morsli et
al., 2015).

Les travaux de recherche de cette thése s’inscrivent dans le cadre du projet de
recherche du Laboratoire de Biologie Animale Appliquée (2011-2015) «Biosurveillance de
I’environnement: bioactivité des xénobiotiques et évaluation des risques» et consistent a

utiliser la crevette Palaemon adspersus Rathke, 1837 (Decapoda, Palaemonidae) comme une
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espéce modéle, pour son abondance dans la lagune El-Mellah (Nord-Algérie) et pour son

importance dans le domaine de 1’industrie de la péche locale. Ainsi, ce travail consiste a:

- Evaluer la qualité des eaux de la lagune El-Mellah (El-Kala, Algérie) par la
détermination de I’activité de deux biomarqueurs la glutathion S-transférase (GST) et
I’acétylcholinestérase (AChE) chez P. adspersus durant deux saisons, 1’été et I’automne

de deux années consécutives (2013-2014) au niveau de trois sites dans la lagune.

- Examiner I’impact du novaluron, un inhibiteur de la synthése de la chitine appartenant
a la classe des benzoylurées sur le profil des ecdystéroides hémolymphatiques, la
composition biochimique des cuticules (chitine, protéines, sels calciques) et la sécrétion

cuticulaire chez cet organisme non visé, la crevette P. adspersus.
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«Comment (indomptable recherche scientifique va-t-elle vester au
service du mieux-étre physique et mental de tous ? Deux maitre mots :
éducation et éthique, qu’il faut traduire en pratique.»

Ftienne-Emile Baulieu
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2. Matériel et méthodes

2.1. Présentation de I’espéce

La crevette P. adspersus (Rathke, 1837) communément appelée "bouquet balte™ est tres
répandue dans les cbtes norvégiennes et le sud de la mer baltique a la méditerranée (Hayward &
Ryland, 1996). Sa longueur totale est d’environ 80 mm, elle est transparente, assez uniforme avec
des bandes jaunes au niveau des articulations et présente des chromatophores sombres sur la
moitié ventrale du rostre (Fig. 1). Ce qui permet de la distinguer facilement des autres crevettes
Palaemonidés de la zone. La position systématique de P. adspersus selon la derniére
classification d’aprés la source d’inventaire national du patrimoine naturel de France (MNHN,

2006) 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
Espeéce: adspersus (Rathke, 1837).

15cm

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

—
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2.1.1. Morphologie et anatomie d’une crevette

Les crevettes sont des Crustacés Déecapodes caractérisés par la présence de nombreux
appendices articulés, d'un exosquelette segmenté chitineux, de deux paires d'antennes, et d’yeux
composés. Le corps est constitué d’un céphalothorax qui unit la téte avec le thorax et un abdomen
composé de six segments. Au cours de 1’évolution, les segments et certaines parties du corps se
sont spécialisés: Les appendices prenant part a la respiration, la nage, la reptation, 1’alimentation,
se sont fortement modifiés pour devenir machoires, organes reproducteurs ou autres, quand ils

n’ont pas régressé ou disparu.

La crevette posséde une «carapace» ou exosquelette qui 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 mandibules), derriere lesquelles se trouvent deux paires de piéces buccales
(maxilles). Elle comprend également une paire d’yeux composés et le céphalothorax qui 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
I’abdomen servent a la locomotion ou a la respiration, mais sont souvent de taille réduite. La

portion caudale, le telson, est parfois sert a la nage (Fig. 2A).

La cavité principale du corps fait partie du systeme circulatoire dans lequel le sang est
pompé par un cceur dorsal. 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 (Fig. 2B).

—
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Figure 2. Morphologie (A) et anatomie (B) d’une crevette. (Anatomie d’une crevette: Crusta-Fauna.htm).

2.1.2. Cycle de vie et datation

P. adspersus effectue des migrations saisonniéres dues aux régimes hydrologiques et a la
reproduction. La population évolue dans le bas estuaire en période de crue [Décembre - Awvril],
puis dés I’amorce de I’étiage [Mai - Juin], elle se déplace vers le haut estuaire. Pendant la période
de la reproduction, les femelles effectuent une migration vers I’aval. Ces derniéres portent leurs

ceufs attachés en grappe entre leurs pléopodes ou ils incubent durant plusieurs semaines. Les
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larves naissent directement au stade dit Zoél, suivi de cing a sept stades Zoé (Fincham &
Figueras 1986), puis un stade post-larve au vingtieme jour (Fincham & Williamson 1978). Enfin,

les juvéniles issus de ces pontes investissent en été et en automne la zone moyenne de 1’estuaire.

Accouplement
(Avril-juillet)

= o
%& %".‘. Fécondation
3
Adultes \

Ségrégation '(-\;_/
sexuelle spatiale Femelle Incubation
~ —— grainée
-.@ ;o
! a
O’ ? ™ Zoé | Eclosion
= Zoéll
 Zoélll
S ZoéIV/ Métamorphoses
> Z0éV
ﬁ 5{ Post-larve
Juvéniles /

Figure 3. Cycle de vie de P. adspersus (Béguer, 2009).

Chez les Crustacés Décapodes le cycle de mue est subdivisé en quatre stades essentiels
selon la nomenclature de Drach & Tchernigovizeff (1967) et Cognie (1970): Deux stades en post-
mue A et B, un stade intermue C, le stade prémue D, lui-méme subdivisé en D0-D1; D2-D3.
Enfin, le stade E correspond a I’exuviation de I’animal avec le rejet de 1’ancienne cuticule se

produisant uniquement dans la nuit.

La méthode de datation utilisée est celle de Robertson et al. (1987), elle est simple, rapide
et efficace. Cette technique est basée sur I’étude de la morphogénése des sois au niveau des
appendices fins. Elle consiste a prélever un organe de référence: 1’extrémité de I’uropode qui sera
placé entre une lame et une lamelle dans de I’eau de mer et observé a 1’aide d’un microscope
binoculaire photonique (Wild). Les caractéristiques des différents stades de mue sont
représentées dans le tableau 1 et la figure 3.

Tableau 1. Les différents stades du cycle mue et leurs caractéristiques chez les Crustaceés.
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Durée Caractéristiques

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

soies adhérentes entre-elles.

Post-mue 2 jours _ _ _
Le corps commence & se consolider, la pigmentation

s’accentue d’avantage. Le matériel cellulaire commence a se

rétracter des soies.

L’exosquelette est formé et acquiert sa consistance,

Intermue | C 5-7 jours pigmentation acheveée, les soies sont transparentes sauf a la

base ou subsistent encore quelques cellules.

Comporte 3 sous stades:

-Stade D0-D1: début de la phase active du processus de mue.
Décollement de 1’épiderme de 1’ancienne cuticule, délimitation
un espace exuvial, ainsi on observe un début de formation de

nouvelles soies.

Prémue D 13 jours -Stade D2: la nouvelle cuticule (épicuticule) est bien visible et

les soies sont entierement formées; absence des barbules.

-Stade D3: les nouvelles barbules et les soies sont formées et
bien organisées, laissant apparaitre leur apex, ce qui donne

I’impression d’un « peigne », terme cité par Cognie (1970)

Exuviation | E | 10 secondes | S¢ produit la nuit, ’animal se dépouille de son ancienne

cuticule.




Matériel & méthodes

»

) DD R D A5 3 AR \1,;

w

iﬁ‘ Q“i' 3

Figure 4. Différents stades du cycle de mue d’aprés (Schiavone, 2003) (A: post-mue, B: post-mue, C:
inter-mue, D: pré-mue, E: exuviation).
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2.2. Présentation du site d’échantillonnage

La lagune El-Mellah appartient au complexe des zones humides du Parc National d’El-
Kala (PNEK) (Nord-Est Algérien), avec les lacs Oubéira et Tonga. Créé en 1983, ce parc est
classé comme reserve de la biosphére en 1990 et comme catégorie Il (parc national) selon la
classification de I’'UICN (Union Internationale pour la Conservation de la Nature). Elle est
considérée comme I'unique lagune du pays et est classée en 5™ position par rapport aux 14
lagunes Nord-Africaines (Baba-Ahmed, 2008). 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 ’est de la ville d’Annaba), en
bordure de la méditerranée entre le cap rosa et le cap roux (Fig. 5). De forme ovalaire, elle
s’étend du Nord au Sud sur 4 km et d’Est en Ouest sur 2 km (Messerer et al., 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 1’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 psu, respectivement (Draredja et al., 2012).

La lagune du Mellah est un écosystéme d’une richesse considérable, car il dispose de 199
espéces de phytoplancton (Rétima, 1999) et 47 espéces du zooplancton (Haridi, 1999). Les
Crustacés Copépodes sont les mieux représentés avec 28 especes appartenant a 14 genres. La
macrofaune benthique est composée de 44 especes (Polychetes, Mollusques, Crustacés et
poissons) (Draredja et Kara, 2004 ; Melouah et al., 2014; Mebarki et al., 2015). De plus, 38
espéces de Poissons Téléostéens sont recensées, dont 71% sont des migrateurs marins. Les
espéces sédentaires représentent 23,7% de la richesse ichtyologique totale du milieu (Chaoui et
al.,2005; Chaoui et al., 2006; Derbal et al., 2005; Laouira et al., 2010, Hamdi, 2011).
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Figure 5. Localisation géographique de la zone d'échantillonnage: la lagune EI-Mellah, El-Kala
(Algérie Nord-Est) (Benyacoub, 1996).
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2.3. Stratégie d’échantillonnage et élevage

Les crevettes sont péchées dans la lagune EI-Mellah par une méthode de tractage a I’aide
d’un filet appelé la senne ou (seine), dont les mailles sont réguliéres et de forme rectangulaire (la
maille de 4 mm et la longueur environ 8 m). La bordure supérieure est garnie de flotteurs tandis
que la partie inférieure est lestée et plombée. Le filet possede des anneaux dans lesquels passe un
filin de chaque cété, et une poche de 1,60 m (Fig. 7). Son orientation est conduite par deux

personnes a une profondeur qui varie de 0,5 a 1 m puis trainé afin de tirer les crevettes.

Figure 7. Schéma du filet la senne (hauteur des ailes: 1,5m ; la poche: 1,6m ; maille: 4 mm) (photo
personnelle).

Pour le dosage des biomarqueurs: les crevettes sont collectées au niveau de trois sites de la

lagune El-Mellah (Fig 8).

e Le site 1: se localise dans la zone d’étranglement du chenal qui débouche sur la
méditerranée (36°54° N, 008°18’E): Point d’arrivée du chenal dans la lagune, sous
influence des eaux marines avec une profondeur de 2,80 m.

e Le site 2: ou se déverse Oued EI-Mellah au Sud de la lagune (36°52"' N,
008°19' E), a proximité du village Boumalek avec une profondeur de 1 métre.

e Lesite 3: ou se déverse Oued R’kibet a I’Ouest de la lagune (36°54' N, 008°18' E) avec une

profondeur d’un métre.

Les crevettes sont disséquées puis un fragment de la chair et la téte, sont prélevés et

placés dans les solutions appropriées pour le dosage de la GST et I’acétylcholinestérase,

respectivement.
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Figure 8. Localisation des trois sites d’échantillonage au niveau de la lagune EI-Mellah El-Kala
(site 1: zone d’étranglement du chenal qui débouche sur la méditerranée; site 2: ou déverse Oued
El-Mellah au Sud: site 3: ou se déverse Oued R’kibet a 1’Ouest) (Figure personnelle).

Pour la réalisation de 1’élevage au laboratoire: les crevettes sont péchées au niveau du site

le moins pollué (le chenal), puis elles sont transportées dans un bac en plastique d’une
contenance de 25 L d’eau de mer. L’aération des échantillons est assurée par une pompe a air
(BOYU® D-200) jusqu’a I’arrivé au laboratoire. Les crevettes capturées sont transférées dans des
aquariums d’une capacité de 80 litres, constitués d’une fine couche de sable fin de 4 cm
d’épaisseur. Le milieu d’élevage est éclairé de lumiére artificielle blanche (1000 lux) avec une
photophase 14h/10h (lumiere/obscurité). La salinité est proche de celle de I’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). La filtration est assurée par des filtres a eau
ayant un débit de 180 1/h (Rena 225) (Fig. 9).

Les animaux en captivité 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.
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Figure 9. Les différentes étapes de la technique de péche de P. adspersus (A: tractage, B: triage, C:
transport des crevettes D: élevage au laboratoire) (Photo personnelle).
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2.4. Dosage des biomarqueurs

2.4.1. 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 homogenéisés 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 CONB (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 spectrophométre 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 ul d’eau distillée remplagant la quantité du surnageant. L’activité

spécifique est déterminée d’apres la formule suivante:

Activité de la GST

ADO/mn

(uM/mn/mg de protéines)= X %/ mg de protéines

X: micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/mn/mg de protéines).
A Do: pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du temps.
€:9,6 coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM*cm™).

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.

2.4.2. Dosage de I’acétylcholinestérase

Le dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) est réalisé selon la méthode d’Ellman et al.
(1961) qui consiste a fournir a I’enzyme un substrat, 1’acétylthiocholine (ASCh) dont I’hydrolyse
libére de la thiocholine (SCh) et de I’acide acétique. La thiocholine en présence de DTNB (acide
5, 5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique) forme un complexe de couleur jaune dont I’intensité est lue a

une longueur d’onde de 412 nm. Les échantillons (tétes) sont homogénéisés dans 1 ml de solution
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détergente (solution D) [38,03 mg EGTA (acide éthyléne glycol-bis, B-aminoéthyl éther NNN’N’
tétra-acétique), 1ml Triton X 100%, 5,845 g NaCl (chlorure de sodium), 80 ml tampon tris (10
mM, pH 7)], puis centrifugés (5000 trs/mn, 5 mn). Le surnageant récupéré servira comme source

d’enzyme.

Le dosage de I’activité AChE est réalisé sur une fraction aliquote de 100 ul a laquelle on
ajoute 100 pl de DTNB préparé extemporanément [39,6 mg DTNB, 15 mg COsHNa (bicarbonate
de sodium), 10 ml tampon tris (0,1 M, pH 7)] et 1 ml de tampon tris (0,1 M, pH 7). Apres 3a 5
minutes, 100 pl de substrat acétylthiocholine préparé extemporanément [23,6 mg ASCh, 1 ml eau
distillée] sont ajoutés. La lecture des absorbances (spectrophomeétre WPA) s’effectue toutes les 4
mn pendant 20 mn a une longueur d’onde de 412 nm contre un blanc ou 100 pl de la solution

détergente remplace les 100 pl du surnageant.

Activité de AChE

ADO/mn

(uM/mn/mg de protéines)= X %/ mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (uUM/mn/mg de protéines).
A Do : pente de la droite de régression obtenue aprées hydrolyse du substrat en fonction du temps.
e: 1,36 x 10* : coefficient d’extinction molaire du DTNB (M'* cm™).
Vt : volume total dans la cuve : 1,3 ml [0,1 ml surnageant + 0,1 ml DTNB + 1 ml tampon tris (0,1 M,
pH 7) + 0,1 ml acétylthiocholine].
Vs : volume du surnageant dans la cuve: 0,1 ml.
mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

2.4.3. Dosage des protéines

Le dosage des protéines est effectué selon la technique de Bardford et al., (1976) 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 I’eau distillée) et 1’albumine sérum

de beeuf (Sigma, France) comme standard.
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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 bceuf (1 mg/ml) selon les

indications ci-dessous.

Tableau 2: 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 (pul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

2.5. Insecticide et traitement

Le novaluron ou (x)-1-[3-chloro-4-1,1,2-trifluoro-2-trifluorométhoxyéthoxy) phenyl]-3-
(2,6-difluorobenzoyl) urea, est un composé de la classe des benzoylurées qui agissent sur la
sécrétion cuticulaire et I’inhibition de la synthése de la chitine (Dhadialla et al., 2010, Sun et al.,
2015). Sa formule brute est le C17 Hg Cl Fg N, Oy, et son poids moléculaire est de 492,7 g/mol
(Fig. 7). Le novaluron (EC 20%) a été gracieusement fourni par le Pr. G. Smagghe (Laboratoire
d’Agrozoologie, Université de Ghent, Belgique). Firme: EC, courtesy by Rohm and Hass, Spring
house, PA.
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Figure 10. Le novaluron (A: Formule de structure; B: structure 3D).

http://toxnet.nlm.nih.gov/cqi-bin/sis/search/r?dbs+hsdb: @term+@rn+@rel+116714-46-6

Le novaluron (EC 20%) est additionné dans 1’eau d’élevage contenant des adultes de P.

adspersus a I’exuviation (stade A). Le produit est utilisé a deux concentrations (0,91 ug/L et 4,30



http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/search/r?dbs+hsdb:@term+@rn+@rel+116714-46-6
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pg/L) correspondant, respectivement, aux CLsp et CLgy obtenues a 1’égard des larves du
quatrieme stade de Culiseta longiareolata (Diptera, Culicidae) (Bouaziz et al., 2011). Les
prélevements des échantillons (hémolymphe, céphalothorax et uropode) sont effectués chez des
individus de P. adspersus a différents stades du cycle de mue (A, B, C, et D) des séries témoins

et traitées par le novaluron aux deux concentrations testées.

2.6. Préléevement des échantillons

Les échantillons sont préleves sur des individus témoins et traités aux différents stades
(A-D) du cycle de mue. L’hémolymphe (3 pl/animal) est prélevée a 1’aide de capillaires
préalablement calibrés, par ponction entre le deuxieme et le troisiéme sternite abdominal.
L’hémolymphe collectée est additionnée & 500 pl de méthanol puis stockée a 4°C et servira au
dosage enzymo-immunologique de I’hormone de mue (ecdystéroides). Parallelement, le
céphalothorax est coupé en deux parties égales. Une moitié servira a la détermination de la
composition biochimique des cuticules (chitine, protéines cuticulaires et sels calciques) par une
méthode gravimétrique. La deuxieme moitié du céphalothorax permetra la quantification de la
chitine par un dosage colorimétrique. Enfin, I’extrémité de 1’uropode est prélevé puis fixé selon

la technique histologique afin d’examiner la sécrétion et I’épaisseur des cuticules.

2.7. Le dosage enzymo-immunologique des ecdystéroides

La quantification des ecdystéroides est réalisée dans 1’hémolymphe (3 ul) des séries
témoins et traitées. Les échantillons sont broyés aux ultra-sons (2-3 minutes) dans 500 pl de
méthanol. Aprés centrifugation (5000 trs/min, 10 minutes), les surnageant sont récupérés et
évaporés (60°C). Chaque extrait est repris dans 500 pl de tampon EIA (100 ml tampon phosphate
0,1 M; pH 7,4; 23,4 g NaCl; 0,37 g EDTA; 1 g BSA et ajusté a 1 1 d’eau distillée) et

individuellement analysé par un dosage immuno-enzymatique (EIA).

Le dosage est realisé selon la technique spécifique aux ecdystéroides, adaptée par
Porcheron et al. (1989) puis modifiée par De Reggi et al. (1992). La méthode utilise un traceur
enzymatique la peroxydase, couplée a la 2-succinyl 20-hydroxyecdysone (Aribi et al., 1997), qui
est mise en compétition avec les ecdystéroides des extraits biologiques pour les sites d’anticorps

anti-ecdystéroides de lapin (anticorps primaire). Les complexes sont alors fixés par un second
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anticorps polyclonal anticorps anti-immunoglobine de lapin (Sigma) retenu, préalablement, au
cours d’un coating, sur une microplaque a 96 puits (NUNC Immunoplate Maxisorp F96,
Danemark). Les anticorps polyclonaux et le traceur enzymatique utilisés sont fournis
gracieusement par Dr. J.P. Delbecque (Laboratoire de neuroendocrinologie, Université de
Bordeaux I, France) et C. Blaise (Université Pierre & Marie Curie, Paris, France),
respectivement. Le coating est suivi d’une saturation pendant une heure dans le tampon EIA a

0,3% d’albumine (Sigma France) distribuée a raison de 100 pl dans chaque puits.

Les plaques subissent un ringage avec un tampon de lavage (tampon phosphate 0,01 M pH
7,4 additionnée tween 20 a 0,5%) dans le but d’éliminer tous les éléments non retenus au cours
de D’incubation. Puis la distribution des différents composés est réalisée a 1’aide d’une

micropipette multicanaux (Scorex, Suisse):

50 pl de traceur enzymatique dans tous les puits.

50 pl de tampon EIA dans les puits de blanc By (absence d’hormone) et 100 ul dans le puit
témoin (T).

50 pl des différentes concentrations de solutions standards dans les puits réservés a cet effet.
50 ul des différents échantillons dans les puits réservés a cet effet.

50 pl d’anticorps dans tous les puits excepté dans le puit témoin.

Au bout de 3 heures d’incubation & température ambiante, les éléments non retenus seront
¢liminés au cours d’un ringage des plaques. La révélation est réalisée avec 1’addition de 200 pl du
réactif de révélation de la péroxydase: la tétraméthylbenzidine ou TMB (Sigma, France) a 0,5%
dans le DMSO, 25 ml du tampon acétate 0,1 M a pH 6 et 250 ul de peroxyde d’urée et 22,5 ml
d’eau distillée. La coloration se fait pendant 15 & 30 minutes a température ambiante. Les
densités optiques sont lues grace au lecteur de plaque (Labsystem, Finlande) a 630 nm. La
mesure de la quantité de peroxydase fixée permet de déterminer la quantité d’ecdystéroides
contenue dans les échantillons biologiques par comparaison avec une courbe de référence
obtenue avec les solutions standards de la 20E. Les résultats sont exprimés en picogramme de 20
E par mg de tissu. Les densités optiques seront inversement proportionnel a la quantité

d’ecdystéroides contenus dans les échantillons et exprimés selon la formule suivante:

B/B, (%) = (B-T)/(By-T) x 100
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(B: absorbance de 1’échantillon ou du standard;
B,: absorbance en I’absence de I’hormone;
T: absorbance en I’absence de I’hormone et de I’anticorps).

2.8. Détermination de la composition biochimique de la cuticule

La technique utilisée pour la détermination des composants de la cuticule (chitine, protéines

et sels calciques) est celle de Wilinder (1974). La moitié du céphalothorax est rincée a 1’eau

distillée puis séchée a 60°C et pesée (Po). Une décalcification 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 (Po) et (P1) correspond au poids des sels

calciques.

La composition en protéines est déterminée aprés un traitement de la cuticule décalcifiée

par la soude NaOH 2N & 110°C pendant 3 a 4 h. Le résidu décoloré est rincé abondamment avec

de I’cau distillée, puis séché a 60°C et pesé (P2). Ce dernier correspond au poids de la chitine. La

différence entre P, et P, est le poids des protéines.

Les poids des cuticules sont exprimés en mg et les différents composants sont exprimés en

mg puis representés en % selon les calculs suivants:

Contenu en sels calciques:

Contenu en protéines:

Contenu en chitine:

Taux des sels calciques (%) =

POPL 100
PO

Taux des protéines (%) = rre

P1

x 100

Taux de chitine (%) = g x 100

2.9. Dosage de la chitine

PO : poids du départ
P1 : poids décalcifié
P2 : poids de la chitine

La quantification de la chitine est réalisée selon le protocole de Lehnman et al. (1976) et

adaptee par Fortwendel et al. (2008), modifié pat Farnesi et al. (2012) et récemment par Bensbaa
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et al. (2015). La quantification de la chitine repose sur trois étapes: la deacétylation, la

dépolymérisation et la déamination du polymére N-acetyl-glucosamine.

Les échantillons (la moitié du céphalothorax) sont homogénéisés dans 0,5 ml d’eau
distillée puis centrifugé a 1800 trs/mn pendant 15 mn a température ambiante. Une quantité de
0,4 ml de 3% SDS (dodécylsulfate de sodium) est ajoutée au culot et incubée pendant 15 mn a
100°C. Les échantillons refroidis a température ambiante subissent une deuxieme centrifugation
a 1800 trs/mn pendant 10 mn, puis une quantité de 0,5 ml d’eau est additionné au culot puis
centrifugée a 1800 trs/mn pendant 2 mn a température ambiante. Le culot est suspendu dans 0,3
ml de KOH (Hydroxyde de potassium) a 14 M et incubé pendant une heure a 130°C dans un bain
a sec. Les tubes sont transférés dans la glace pendant 15 mn. Cette étape vise a désacétyler la

chitine de I’échantillon et former le chitosane (un polymeére de la glucosamine).

L’étape suivante consiste a ajouter 0,8 ml d’éthanol a 75% préalablement refroidi a -20°C,
aux différents tubes (le culot suspendu dans KOH) puis vortexé et laissé au repos dans la glace
pendant 15 mn. Ensuite, 3 ml d’une suspension de Celite (100 mg de Celite par 1ml d’eau
jusqu’a ce qu’une phase mousseuse soit formée) sont ajoutés dans chaque tube puis mélangés
manuellement et centrifugés a 1800 trs/mn pendant 5 mn a température ambiante. Cette étape est
suivie d’une addition de 0,5 ml d’éthanol a 40% (préalablement refroidie a -20°C) au culot puis
centrifugée a 1800 trs/mn pendant 2 mn a température ambiante. Ultérieurement, 0,5 ml d’eau
froide sont ajoutés au culot puis centrifugés a 1800 trs/mn pendant 2 mn a température ambiante.
Le culot récupéré peut étre conservé dans le réfrigérateur jusqu’au lendemain. Il est suspendu

dans 0,5 ml d’eau a température ambiante.

Une quantité de 200 pl de chaque échantillon ainsi que les différents points de la gamme
préalablement préparé (50 a 1000 pg de glucosamine) est prélevée. 200 ul d’eau seront utilisé
pour le blanc. Dans chaque tube une quantité de 200 ul de NaNO, (Sodium nitrite) a 10% est
ajouté, apres 200 ul de KHSO, (Potassium bisulfate) a 10% sont ajoutés respectivement apres
avoir agité les tubes 3 fois pendant une péeriode de 15 mn (Agitation douce). Les tubes sont
centrifugés a nouveau a 1500 trs/mn pendant 2 mn a 4° C. Une quantité de 200 pl d’ Ammonium
sulfate (NH4SO3NH) a 12,5% est ajoutée a une fraction aliquote de 150 ul prélevée de chaque

surnageant. Les échantillons sont vortexés toutes les minutes pendant 5 mn. Le MBTH (3-Méthyl



https://fr.wikipedia.org/wiki/Potassium
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-2-benzothiazoline) fraichement préparé est ajouté aux échantillons, avant de mettre les tubes au
bain marie pendant 5 mn & 100°C et les laissés refroidir a température ambiante. Ensuite dans
chaque tube 200 ul de FeCl;z (Chlorure de fer) a 0,83% sont ajoutés et laissés incuber pendant 25
mn a température ambiante. Enfin les absorbances sont lus au spectrophometre (WPA) a une

longueur d’onde de 620 nm.

2.10. Technique histologique

L’étude histologique est réalisée sur I’extrémité de 1’uropode a différents stades du cycle de
mue (A-D) selon les indications de Martoja & Martoja, (1967).

Les echantillons sont prélevés sur des individus témoins et traités, puis fixés dans le formol
(10%) pendant 48 heures. Apres déshydratation dans des bains gradués d'éthanol et trois bains de
xylene; les pieces sont imprégnées puis incluses dans un bloc de paraffine. Des coupes
transversales de 1’uropode (4 um) sont réalisées a 1’aide d’un microtome Leica RM2125T (Leica
Microsystems Nussloch GmbH, Wetzlar, Germany), étalées avec de I'eau gélatinée puis séchées a
I’étuve a 60°C.

Les coupes sont ensuite déparaffinées par trois bains de xylene (3 mn chacun), puis
hydratées dans trois bains d’alcool 95° (2 mn chacun) et lavée a 1’eau avant de subir une
coloration a hématoxyline-éosine. La coloration proprement dite est réalisée d’abord, dans un
bain d’hématoxyline (10 mn) suivie d’un ringage et d’un traitement & I’eau ammoniaqué et un
rincage. Ensuite, les lames sont plongées dans un bain d’éosine (5 mn) suivi également d’un
ringage. Enfin, I’excés d’éosine est éliminé par un ringage dans 2 bains d’alcool et un mélange

acetone/xyléne a volume égal (50 /50) et un bain de xyléne.

Le montage est réalisé grace au baume de Canada qui consiste a interposer entre lame et
lamelle une goutte de baume en recouvrant les coupes d’une lamelle, évitant leur dessechement,
et assurant une meilleure conservation possible. Les observations des coupes et les mensurations
sont faites a 1’aide d’un microscope Leica DM500 équipé d'une camera Leica ICC50 HD et

I'épaisseur des cuticules est mesurée avec un logiciel Leica Las EZ dans chaque série.
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2.11. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés par la moyenne arithmétique plus ou moins 1’écart
type (m + SD). L'étude statistique est réalisée a I’aide du logiciel graphpad prism d’analyse et de
traitement statistiqgue des données version 6.01 pour Windows (GraphPad software, La Jolla
California, USA, www Graphpad. com) et Minitab version 16. Pour toutes les séries de données,
I’égalité des variances est controlée par les tests de Bartlett et de Levene (Dagnelie, 1998). La
normalité des données a été vérificée par I’application des tests d’Anderson—Darling et de

Kolmogorov-Smirnov (Dagnelie, 1998).

Les résultats obtenus ont subit différents tests statistiques: La régression linéaire et non
linéaire pour la détermination des différentes équations de régressions, le test t de Student, et
I’analyse de la variance a deux critéres et trois criteres de classification. De plus, le test HSD

(honest significative difference) de Tukey nous a permis de classer les différentes moyennes.




Resultats

“Peu réussissent d goiiter au fruit de leurs succés et au rvésultat de leur
ceuvre.”

Alexandre Stamboliski


http://evene.lefigaro.fr/citation/peu-reussissent-gouter-fruit-succes-resultat-oeuvre-13430.php
http://evene.lefigaro.fr/citation/peu-reussissent-gouter-fruit-succes-resultat-oeuvre-13430.php
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3. Résultats

3.1. Détermination de I’activité enzymatique chez P. adspersus
3.1.1. Activité spécifique de la glutathion S-transférase

Le dosage de la GST est réalis¢ au niveau de la chair des adultes de P. adspersus
péchés dans les trois sites de la lagune El-Mellah (le site 1: se localise dans la zone
d’étranglement du chenal qui débouche sur la méditerranée; le site 2: ou déverse Oued El-
Mellah au Sud de la lagune, a proximité du village Boumalek; le site 3: ou se déverse Oued
R’kibet a 1I’Ouest de la lagune). Les données enregistrées pendant 1’année 2013 révelent que
I’activité de la GST au niveau du site 2 est de ’ordre de 14,19 + 1,49 uM/mn/mg de protéines
concernant I’été et de 13,46 + 2,23 uM/mn/mg de protéines en automne. Ces valeurs sont sans
différence significative (p> 0,05) par rapport aux valeurs enregistrées au niveau du site 1 qui
sont de 1’ordre de 10,89 + 1,90 pM/mn/mg de protéines en été et 6,86 + 0,48 pM/mn/mg de
protéines en automne. Par contre, 1’activité de la GST au niveau du site 3 augmente de
maniére hautement significative (p< 0,001) par rapport au site 1 durant les deux saisons: été
(21,24 + 1,52 pyM/mn/mg de protéines) et automne (24,25 + 2,25 uM/mn/mg de protéines)

durant la méme année.

Les résultats acquis pendant 1’ét¢ 2014 montrent une augmentation hautement
significative (p< 0,001) de I’activité de la GST qui est de I’ordre de 75,17 + 8,06 et 85,97 +
25,69 uM/mn/mg de protéines, respectivement, chez les individus de P. adspersus des sites 2
et 3, comparativement a ceux péchés au niveau du site 1 qui enregistre une valeur de 46,05 +
3,10 pM/mn/mg de protéines. De plus, les valeurs de I’activité de la GST au niveau du site 1
ainsi que le site 3 sont plus €levées en été par rapport aux valeurs obtenues en automne. Au
niveau du site 1 ’activité de la GST est de I’ordre de 21,16 + 0,08 uM/mn/mg de protéines.
Celle-ci augmente pour atteindre une valeur de 51,74 + 4,65 uM/mn/mg de protéines au
niveau du site 3 et la valeur de 61,42 £ 1,02 uM/mn/mg de protéines au niveau du site 2

(Tableau 3).

L’analyse de la variance a trois criteres de classification (sites, saisons, années) suivie
du test HSD de Tukey démontre une différence hautement significative (p< 0,001) entre les
trois sites 1, 2 et 3 (Fa, 41 = 44,96; p< 0,001), entre les deux saisons d’été et automne (F; 4 =

31,25; p<0,001) et les années considérées (F; 41 = 318,04; p< 0,001).
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Le classement des sites durant les deux saisons (été et automne) de I’année 2013,
révele Iexistence de deux groupes. Le premier renfermant les sites 1 et 2, le second: les sites
2 et 3. Pendant 1’été et ’automne 2014, le test de Tukey a permit de distinguer également
deux groupes: le premier représenté par le site 1. Tandis que, le second regroupant les sites 2
et 3. En effet, il existe une induction significative de I’activité de la GST au niveau des sites 2

et 3 plus élevée en comparaison a celle enregistrée chez des individus du site 1.

Tableau 3: Activité spécifique de la glutathion S-transférase (UM/mn/mg de protéines) dans la chair
de P. adspersus dans trois sites de la lagune El-Mellah durant 1’été et I’automne des années 2013 et
2014 (m+SD,n=4-7).

10,89+190a 1419+149ab 21,24+x152b

Eté
Automne 6,86+048 a 1346+223ab 2425+225 b
Eté 46,05+3,10a 7517+806b 8597 +25690b
Automne 21,16 +0,08a  61,42+1,02b 51,74+4,65 b

B A B

Les moyennes suivies d 'une méme lettre minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre

les trois sites durant la méme saison et la méme année.

Les moyennes suivies d 'une méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre

les deux saisons au sein du méme site. (comparaison: test HSD de Tukey).

3.1.2. Activité spécifique de I’acétylcholinestérase

La détermination de I’activité spécifique de I’AChE est réalisée au niveau de la téte
des adultes de P. adspersus péchés dans les sites 1, 2 et 3 au niveau de la lagune El-Mellah.
Les données relatives a la saison estivale de I’année 2013 révelent une activité maximale de
I’ordre de 62,03 + 10,04 uM/mn/mg de protéines chez les crevettes péchées au niveau du site
1. Cette activité diminue de maniere significative (p< 0,05) au niveau des sites 2 (51,32 + 2,09
uM/mn/mg de protéines) et 3 (45,50 + 3,25 uM/mn/mg de protéines) comparativement au site
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1. Aussi, pendant I’automne 2013, une diminution hautement significative (p< 0,001) de
I’activité spécifique de ’AChE est enregistrée. En effet, les valeurs obtenues sont de 1’ordre
de 107,45 £ 13,96 uM/mn/mg de protéines pour le site 1 et diminue jusqu’a 77,77 + 4,82
uM/mn/mg de protéines pour le site 2 et 66,22 + 3,54 uM/mn/mg de protéines pour le site 3
(Tableau 4).

Quant a 1’été de I’année 2014, une diminution hautement significative (p< 0,001) de
I’activité spécifique de I’AChE avec les valeurs respectives de 26,38 = 2,21 et 14,23 + 1,08
uM/mn/mg de protéines est observée dans le second et le troisiéme site par rapport au premier
qui est de I’ordre 44,18 £ 6,66 uM/mn/mg de protéines. En ce qui concerne les résultats de la
période automnale de 1’année 2014, Iactivité spécifique de I’AChE chez P. adspersus est
inhibée, car elle passe de 55,5 £ 2,78 au niveau du site 1, a 24,44 + 3,92 au niveau du site 2 et
a 15,37 £ 2,85 uM/mn/mg de protéines au niveau du site 3 (Tableau 4).

L’analyse de la variance a trois critéres de classification (sites, saisons, années) est
suivie du test HSD de Tukey. Elle révéle une différence hautement significative (Fp, 42 =
101,01 p< 0,001) entre les sites 1, 2 et 3, entre les deux saisons (Fy, 4, = 48,55; p< 0,001) et les
années considérées (Fy, 4o =397,17; p< 0,001).

Le classement des sites durant 1’été et 1’automne 2013, révele deux groupes: le premier
renferme les sites 1 et 2, le second, les sites 2 et 3. Concernant les données relatives a
l'automne de la méme année, on distingue également deux groupes : le premier représente le
site 1, le second représente les sites 2 et 3. Par contre, durant I’année 2014, 3 groupes sont
enregistrés. Chacun d’eux correspondant a un site et ceci pour les deux saisons (été, automne).
En effet, I’inhibition de l'activit¢ de I’AChE est plus marquée au niveau du site 3

comparativement a celui du site 2.
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Tableau 4: Activité spécifique de 1’acétylcholinestérase (AChE) (uM/mn/mg de protéine) dans la téte
des crevettes P. adspersus dans trois sites de la lagune EI-Mellah durant 1’été et I’automne des années
2013 et 2014 (m = SD, n = 4-6).

62,03+10,04a 51,32+209ab 455325 b

A A A

Automne 107,45+ 13,96a 77,77+4,82b 66,22+3,54b
B B B

Et6 4418 +6,66a 2638+221b 1423+1,08c
A A A

Automne 5550 +2,78a 2444+392b 1537+285¢C

B A A

Les moyennes suivies d’'une méme lettre minuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre

les trois sites durant la méme saison et la méme année.

Les moyennes suivies d 'une méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre

les deux saisons au sein du méme site. (comparaison: test HSD de Tukey).

D’aprés les données de pluviométrie (2013, 2014) fournies par le Service Agricole
d’El-Tarf, les précipitations annuelles (mm) sont intenses durant 2013 par rapport a I’année
2014. lls ont enregistré 63 jours pluvieux avec 938 mm de précipitations, contre seulement 39
jours avec des précipitations de 649,6 mm en 2014. Ainsi, I'effet saison serait en rapport avec
les apports des Oueds qui, en période humide, dilueraient la concentration des polluants.
L’effet année est du a une pluviométrie plus importante en 2013. Le niveau de pollution

s'établit par ordre décroissant: site 1> site 2> site 3.

3.2. Impact du novaluron sur la crevette Palaemon adspersus

3.2.1. Effet sur les ecdystéroides

Le dosage quantitatif des ecdystéroides hémolymphatiques (pg 20E/ul) chez P.
adspersus est réalisé a différents stades (A-D) du cycle de mue chez les séries témoins et
traitées au novaluron (CLsg, CLgp). La quantité des ecdystéroides est déterminée a partir d’une
courbe de référence qui exprime le rapport B/By (%) en fonction des concentrations molaires
de I’hormone standard. (Fig. 11).
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Figure 11. Courbe de référence établie avec un anticorps polyclonal (B de lapin) et exprimant le
rapport B/B,en fonction des concentrations molaires (M) de la 20- hydroxyecdysone (20E).

Dans les conditions normales, la concentration des ecdystéroides hémolymphatiques
augmente au cours du cycle de mue allant du stade A (33,48 £ 0,25 pg 20E/ul) jusqu’au stade
C, ou elle atteint une valeur de 83,77 + 8,53 pg 20E/ul. Au stade D: a la veille de I’exuviation
on observe une augmentation remarquable avec une valeur de 115,57 £+ 2,51 pg 20E /ul. Le
méme profil hormonal (A-D) est enregistré chez les séries traitées au novaluron (CLs et
CLgo), avec une augmentation trés significative (p< 0,01) des ecdystéroides a tous les stades.
Les valeurs enregistrées au stade C sont de 1’ordre de 116,59 + 7,20 pg 20E /ul a la CLsg et
119,63 = 2,12 pg 20E /pl a CLgo. Au stade D, on observe toujours une augmentation tres
significative de la concentration des ecdystéroides. En effet, elles sont de 1’ordre de 139,23 +
1,07 et 137,44 £ 2,87 pg 20E /ul, respectivement avec la CLsg et CLgg (Tableau 5, Fig. 12).

L’analyse de la variance a deux criteres de classification (stade, traitement) des données
de la concentration des ecdystéroides hémolymphatiques (pg 20E /ul) au cours du cycle de
mue de P. adspersus, indique un effet traitement (F, 24 = 16,02; p< 0,001), stade (Fs, 24
=124,8; p= 0,0006) et une interaction stade/traitement significative (Fs 24 = 2,06, p = 0,0207).
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Tableau 5: Effet du novaluron (CLsy = 0,91 pg/L et ClLgy = 4,30 pg/L) sur la concentration des
ecdystéroides hémolymphatiques (pg 20E /ul d’hémolymphe) a différents stades du cycle de mue chez
P. adspersus témoins et traitées (m + SD, n = 4).

3348+3,8la 36,41+4,40a 30,57 +2,15a
A A A

68,57 £9,13 a 90,84+35 b 93,76 15 Db
B B B

83,77 £ 8,53 a 116,59+ 7,20 b 119,63+ 2,12 b
B Cc C

11557+ 251 a 139,23+1,07b 137,44 £2,87 b
C Cc C

o Les moyennes suivies d 'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).

o Les lettres en minuscule comparent les moyennes entre les traitements au sein d 'un méme stade.

o Les lettres en majuscule comparent les valeurs des différents stades au sein d’un méme traitement.

(Comparaison: test HSD de Tukey, 5%).
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Figure 12. Effet du novaluron (CLsy = 0,91 pg/L et CLgo = 4,30 pg/L) sur la concentration des
ecdystéroides hémolymphatiques (pg 20E /ul d’hémolymphe) a différents stades du cycle de mue chez
P. adspersus témoins et traitées (m = SD, n = 4).

32

——
 —



Résultats

3.3.2. Effet sur la composition biochimique des cuticules

La composition biochimique des cuticules de P. adspersus est réalisée au niveau du
céphalothorax des series témoins et traitées au novaluron aux deux concentrations testées (CLso
= 0,91 pg/L et CLgy = 4,30 ug/L). Le poids total (mg) ainsi que leurs les composants
biochimiques des cuticules: la chitine (ug/mg de tissu, %), les protéines cuticulaires (%) et les
sels calciques (%) sont déterminés tout le long d’un cycle de mue (A-D). Le traitement est

effectué au début du cycle (stade A) et dure 15 jours, jusqu’au stade D. (Fig. 13)

A B C\, \D

I ] I | L L 3 1 |

o

Postmue| Intermue Prémue

Exuviation Apolyse Exuviation

Figure 13. Durée relative des différents stades du cycle de mue de P. adspersus (F =un
jour).

3.3.2.1. Effet sur le poids des cuticules

Le poids des cuticules témoins augmente d’une maniére hautement significative (p<
0,001) au cours du cycle de mue. En effet, au début du cycle (stade A), le poids des cuticules

est de I’ordre de 5,1 + 0,69 mg. Cette valeur passe a 7,29 + 0,26 mg au stade D.

Chez les séries traitées au novaluron, la CLsy n’affecte pas le poids des cuticules, par
contre, la CLgo le diminue d’une maniére significative aux stades B et D (p< 0,05), et de facon
hautement significative au stade C (p< 0,001). Le poids des cuticules enregistré au stade D
chez la série témoin est de 1’ordre de 7,29 + 0,26 mg; il diminue pour atteindre la valeur de
6,07 £ 0,41 mg a la CLgo durant le méme stade (Tableau 6, Fig. 14).

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (stade, traitement) des données
du poids des cuticules au cours du cycle de mue de P. adspersus, indique un effet traitement
(F 2 36 = 16,55; p< 0,001), un effet stade (F 3 35 = 28,77; p< 0,001) et une interaction
stade/traitement (Fg 36 = 1,67; p=1569).
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Tableau 6: Effet du novaluron (CLsy = 0,91 pg /L et CLg = 4,30 pg /L) sur le poids des cuticules a
différents stades du cycle de mue chez P. adspersus témoins et traitées (m + SD, n = 4-5).

51+0,69 a 5,15+0,354a 481+031a
A A A

6,17 +0,39 a 5,54 £ 0,56 ab 519+0,26 b
B A A

7,11+0,57 a 6,61 + 0,56 ab 58+0,38 b
C B AB

7,29+0,26 a 6,58 £ 0,06 ab 6,07£0,41Db
C B B

o Les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p> 0,05).
o Les lettres en minuscule comparent les moyennes entre les traitements au sein d 'un méme stade.

o Les lettres en majuscule comparent les valeurs des différents stades au sein d’un méme traitement.

(Comparaison: test HSD de Tukey, 5%).
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Figure 14. Effet du novaluron (CLsy = 0,91 pg /L et CLgo = 4,30 pg /L) sur le poids des cuticules a
différents stades du cycle de mue chez P. adspersus témoins et traitées (m £ SD, n = 4-5).
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3.3.2.2 Effet sur le contenu et le taux de la chitine

Le contenu en chitine chez P. adspersus est estimé au cours du cycle de mue des séries
témoins et traités au novaluron. Les quantités en chitine sont déterminées a partir d’une
courbe étalon, exprimant les densités optiques en fonction des différentes quantités du

glucosamine (Fig. 15).

y = 0,0549 + 0,000768x

R%Z=0,9929

o o o R
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o
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Quantité de glucosamine (png)

Figure 15. Courbe étalon exprimant les densités optiques en fonction des quantités de
glucosamine (ug).

Les résultats de 1’évolution du contenu et du taux en chitine au cours d’un cycle de mue

sont rassemblés dans les tableaux 7 et 8 et représentés graphiquement dans la figure 16.

Dans les conditions normales, le contenu et le taux en chitine augmentent d’une
maniére hautement significative (p < 0,001) au cours de la période allant du stade A (71,12 £
1,92 ug /mg de tissu; 44,09%) jusqu’au stade C, pour atteindre une valeur de 150,37 + 6,02
Mg /mg de tissu correspondant a 58,33%. Au stade D, il y a eu une diminution significative du
contenu et du taux de chitine. Les valeurs enregistrées chez les séries témoins sont de 1’ordre
de 150,37 £ 6,02 g/ mg de tissu (58%) au stade C et 104,22 * 8,45 pg /mg de tissu (49,13%)
au stade D.

L’application du novaluron se traduit par une diminution hautement significative (p<
0,001) des quantités et des taux de chitine a tous les stades A, B et C. Les valeurs obtenues au
stade C ont diminué jusqu’a 97,82 £ 7,51 pg /mg de tissu (52,97%) a la CL so, et 76,44 + 4,63
Mg / mg de tissu (43,09%) a la CLgo par rapport a la série témoin (150,37+ 6,02 pug / mg de
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tissu: 58,33%). Tandis qu’au stade D, les valeurs obtenues sont de 1’ordre de 87,25 + 8,88 g
/mg de tissu (45,13%), et 49,79 + 4,378 pg /mg de tissu (33,64%), respectivement, chez les
séries traitées a la CLsp et CLgo, comparativement a la série témoin, ou le contenu en chitine
était de ’ordre de 104,22 + 8,45 pg /mg de tissu, I’équivalent de 49,13%. (Tableau 7 et 8;
Fig. 16).

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (stade, traitement) des
données du taux et du contenu de la chitine au cours du cycle de mue de P. adspersus, indique
un effet traitement (F,, 41 = 43,41; p< 0,001); (F2, 5» = 465,8; p< 0,001), un effet stade (F3, 41 =
53,11; p< 0,001); (F3 52 = 216,4; p< 0,001), et une interaction stade/traitement (Fg 41 = 5,63;
p=0,0002) (F¢, 52 = 40,77; p< 0,001) respectivement.

Tableau 7 : Effet du novaluron (CLsy=0,91pg/L ; CLgo= 4,30 pg/L) sur le contenu en chitine (ug de
glucosamine/mg de tissu) au cours du cycle de mue chez P.adspersus (m+ SD, n= 4-7).

71,12+1,92a 73,03 +4,23 a 48511 b
A A A
101,71+ 4,57 a 8543+2,11b 67,06 +19 c
B B B
150,37 £ 6,02 a 97,82+751b 76,44 +4,63 C
C C C
104,22 +8,45a 87,25+8,88 b 49,79 +4.38 ¢
B B A

o Les moyennes suivies d 'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).
o Les lettres en minuscule comparent les moyennes entre les traitements au sein d’un méme stade. Les

lettres en majuscule comparent les valeurs des différents stades au sein d’'un méme traitement.

(Comparaison: test HSD de Tukey,5%)
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Tableau 8: Effet du novaluron (CLsy = 0,91 pg /L et CLgo = 4,30 pg /L) sur le taux (%) de la chitine
dans la cuticule a différents stades du cycle de mue chez P. adspersus témoins et traitées (m + SD, n =
4-5).

44,09+2,12 a 42,04 +1,30 a 3534+£546 Db
A A A

45,07+0,93 a 3561+330 b 3761+£6,10 b
A B A

58,33+1,19 a 5297+£294 Db 43,09+1,80 c
B Cc B

49,13+3,18 a 4513+3,18 a 3364+£377 Db
A B A

o Les moyennes suivies d 'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).

o Les lettres en minuscule comparent les moyennes entre les traitements au sein d’'un méme stade. Les
lettres en majuscule comparent les valeurs des différents stades au sein d’'un méme traitement.
(Comparaison: test HSD de Tukey,5%).
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Figure 16. Effet du novaluron (CLso = 0,91 pg /L et CLg = 4,30 pg /L) le contenu (ug de
glucosamine/ mg de tissu) et le taux (%) de la chitine dans la cuticule a différents stades du cycle de
mue chez P. adspersus témoins et traitées (m + SD, n = 4-5).
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3.3.2.3. Effet sur les protéines cuticulaires

Les résultats concernant I’évolution du taux de protéines cuticulaire sont représentés
dans le tableau 9 et la figure 17. Dans les conditions normales, les taux de protéines
cuticulaires les plus élevés sont enregistrés au cours de la postmue (stade A: 60,54 + 4,26%;
stade B: 54,92 = 0,93%). A I’intermue (Stade C) le taux de protéines cuticulaires diminue
d’une manicre hautement significative (p< 0,001) pour atteindre la valeur de 41,25 *+ 1,28 %
par rapport au stade A. Enfin, en prémue (stade D) on remarque une légére augmentation

(49,02 + 3,67%) du taux de protéines cuticulaires par rapport au stade C.

Le traitement par le novaluron a la CLsp a provoqué une augmentation significative (p<
0,05) uniquement au stade C. En effet, le taux des protéines cuticulaires est de 1’ordre de
41,25 + 1,28% chez les témoins et atteint a 48,93 + 1,13% a la CLsg. Chez les séries traitées
au novaluron a la ClLgg le taux de protéines cuticulaires augmente de maniere hautement
significative (p< 0,001) aux stades A, C et D et de maniere trés significative (p< 0,01) au
stade B. En effet, les valeurs enregistrées sont de 1’ordre de 56,28 + 1,09% au stade C et 66,35
+ 3,77% au stade D (Tableau 9; Fig. 17)

Le traitement des résultats par 1’analyse de la variance a deux critéres de classification
révele un effet traitement (F», 33 = 635,7; p< 0,0001), un effet stade (F3 3 = 545,6; p< 0,0001)
et une interaction stade/traitement (Fs 33 = 14,67; p = 0,1237).

Tableau 9 : Effet du novaluron (CLsp = 0,91 pg /L et ClLg = 4,30 pg /L) sur le taux (%) des
protéines dans la cuticule aux différents stades du cycle de mue chez P. adspersus témoins et traitées
(m+SD, n=238).

raitements .
Stades Témoins Novaluron (CLsp) Novaluron (CLg)
A 60,54 + 4,26 a 63,37 +2,79a 73,12+0,78 b
A A A
B 54,92 +0,93 a 57,41+3,84a 62,38+6,10 b
AC B B
c 4125+1,28a 4893 +1,13b 56,28 + 1,09 c
B C C
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D 49,02 + 3,67 a 52,87 +1,69a 66,35+ 3,77 b
C CB B

o Les moyennes suivies d 'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).

o Les lettres en minuscule comparent les moyennes entre les traitements au sein d 'un méme stade.

e Les lettres en majuscule comparent les valeurs des différents stades au sein d’un méme traitement.
(Comparaison : test HSD de Tukey, 5%).
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Figure 17. Effet du novaluron (CLsy = 0,91 pg /L et CLgo = 4,30 pg /L) sur le taux (%) des protéines
dans la cuticule aux différents stades du cycle de mue chez P. adspersus témoins et traitées (m + SD, n
= 8).

3.3.2.4. Effet sur le taux des sels calciques

Les résultats de I’évolution du taux des sels calciques au cours d’un cycle de mue

chez P. adspersus sont rassemblés dans le tableau 10 et représentés graphiquement dans la
figure 18.

Chez les séries témoins, le taux de sels calciques augmente significativement (P< 0,05)
uniquement au stade D, il passe de 42,69 + 1,87% au stade A a 51,15 + 0,33% au stade D. Le
traitement par le novaluron aux deux concentrations testées s’avere sans effet significatif (p>
0,05) sur le taux des sels calciques.

L’analyse de la variance a deux criteres de classification révele qu’il n’existe aucun

effet significatif : ni traitement (F, .7 = 1,285; p= 0,2931), ni stade (Fs, 27 = 2,111; p= 0,1222)
ni interaction stade/traitement (F ¢, 27 = 0,9726; p= 0,4625).
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Tableau 10 : Effet du novaluron (CLs, = 0,91 pg /L et CLgy = 4,30 pg /L) sur le taux (%) des sels
calciques dans la cuticule aux différents stades du cycle de mue chez P. adspersus témoins et traitées
(m+SD, n=38).

A 42,69 + 1,87 a 46,17+ 3,81 a 42,04 £3,23 a
A A A

B 42,1+850 a 4413+ 4,27 a 41,6 £0,67 a
A A A

C 39,98 +7,52a 42,71+ 7,88 a 38,86 + 7,96 a
A A A

D 51,15+0,33a 48,89+ 3,11a 44,64 £ 3,47 a
B A A

o Les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p> 0,05).

o Les lettres en minuscule comparent les moyennes entre les traitements au sein d’'un méme stade

o . Les lettres en majuscule comparent les valeurs des différents stades au sein d’un méme traitement.

(Comparaison : test HSD de Tukey, 5%).
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Figure 18. Effet du novaluron (CLsy = 0,91 pg/L et CLgy = 4,30 pg/L) sur le taux (%) des sels
calciques dans la cuticule aux différents stades du cycle de mue chez P. adspersus témoins et traitées
(m+£SD, n=28).

3.2.3. Effet sur la sécrétion cuticulaire

Les observations des coupes histologiques sous microscope optique, nous donnent les
informations sur la secrétion cuticulaire. En effet, dans les conditions normales, 1’épaisseur de
la cuticule de P. adspersus augmente progressivement au cours des trois premiers stades (A,
B, C) et diminue a la fin du cycle de mue (stade D) (Tableau 11, Fig. 19; 20). Au début du
cycle (stade A), I’épaisseur de I’ancienne cuticule est de 2,43 + 0,82um, elle augmente pour
atteindre une valeur maximale de 8,06 £ 0,71 um durant le stade C. A la fin, du cycle, c’est a

dire au cours du stade D, 1’épaisseur des cuticules diminue jusqu’a une valeur de 4,83 £ 0,28

um.

Les mensurations des cuticules chez les séries traitées au novaluron (CLs et la CLgp)
révélent une diminution hautement significative (p< 0,001) de I’épaisseur de I’ancienne
cuticule au cours du stade C et D. En effet, les épaisseurs enregistrées au stade C sont de
I’ordre de 5,25 + 2,14 pum a la CLsp et de 3,58 + 0,52 um a la CLgo. Au stade D, les épaisseurs
obtenues sont de 1’ordre de 3,58 + 0,52 et 2,77 + 0,11 um, respectivement, chez les séries
traitées au novaluron a CLsg et la CLgo (Tableau 11, Fig. 19; 20).

L’analyse de la variance a deux critéres a révélé un effet traitement (F,, 23 = 35,82; p<
0,001), un effet stade (F; 25 = 4,73; p< 0,001) et I’interaction traitements/ stades (F4, 25 = 4,73;
p=0,0048).

Les observations des coupes histologiques, montrent que la sécrétion de la nouvelle
cuticule chez les témoins a eu lieu au cours du stade D (3,31 + 0,28 um). Le traitement par le
novaluron a la CLsp a réduit significativement (p< 0,001) 1’épaisseur de la nouvelle cuticule
jusqu’a 1,54 = 0,48 um. Celle-ci absente chez les séries traitées par le novaluron a la CLg
(Tableau 12, Fig. 20).
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Tableau 11: Effet du novaluron (CL= 0,91 pg/L; CLg= 4,30 pug/L) sur I’épaisseur de la cuticule (um)
au cours du cycle de mue chez P. adspersus (m £ SD, n=4-7).

Traitements ..
Stades Témoins Novaluron (CLs) Novaluron (CLg)
A 2,43+0,82 a 211+04a 1,71+0,28 a
A A A
B 3,97+0,30 a 3,18 +0,61a 2,05+0,31 a
AC A A
C 8,06 0,71 a 525+2,14b 3,58+0,52¢c
B B A
D 483+0,28 a 3,58+0,52h 277+0,11b
C A A

o Les moyennes suivies d 'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).

o Les lettres en minuscule comparent les moyennes entre les traitements au sein d’un méme stade. Les
lettres en majuscule comparent les valeurs des différents stades au sein d’un méme traitement.
(Comparaison : test HSD de Tukey, 5 %).
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Figurel9. Effet du novaluron (CLso= 0,91 pg/L ; CLgo= 4,30 pg/L) sur I’épaisseur de la cuticule (um)
au cours du cycle de mue chez P. adspersus (mz SD, n= 4-7).

Tableau 12: Effet du novaluron (CLse= 0,91ug/L et Clgo= 4,30 ug/L) sur I’épaisseur de la nouvelle
cuticule (um) au stade D du cycle de mue chez P. adspersus (m + SD, n= 4-7).

Traitements

Témoins

Novaluron (CLsp)
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Nouvelle = 5340282 1540480 _ UDR
cuticule

o Les moyennes suivies d 'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).
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Figure 20. Coupes transversales de la cuticule chez les Témoins et les traités de P. adspersus durant
le cycle de mue. (1) témoins: stages A-B, C, D; (2) Novaluron CL50: stages A-B, C, D; (3) Novaluron
CL90: stages A-B, C, D. (e: epiderme; oc: exo cuticule; nc: nouvelle cuticule; es: espace exuvial
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Discussion

«La théorie c’est quand on sait tout et que rien ne fonctionne. La
pratique, c’est quand tout fonctionne et que personne ne sait pourquoi.
Ici, nous avons réuni théorie et pratique : rien ne fonctionne... et
personne ne sait pourquoi !»

Albert Finstein



Discussion

4. Discussion

4.1 Détermination de I’activité enzymatique chez P. adspersus

Le milieu lagunaire est un écosysteme tres sensible en raison de sa situation
d'interface, entre I’environnement continental et marin, et sa proximité aux activités
anthropiques. Lors d'un stress environnemental causé par la présence des polluants, les
réponses biochimiques sont immédiates dans les organismes exposés (David et al., 2012).
C’est pourquoi nous avons utilisé la crevette P. adspersus (Crustacea, Decapoda) comme
espéce bioindicatrice, afin d’investiguer I'impact des activités anthropiques, sur la qualité des
eaux de la lagune El-Mellah. L’étude consiste a examiner I’activité de la glutathion S-
transférase (GST) et 1’acétylcholinestérase (AChE), qui ont été largement utilisées comme
biomarqueurs environnementaux chez différentes especes (Mollusques, Poissons, Annélides)
(Corsi et al., 2003; Monteiro et al., 2006).

4.1.1 Activité spécifique de la glutathion-S-transférase

La GST est impliquée dans diverses opérations de transport et de biosynthése
intracellulaire (Sheehan et al., 2001). C’est l'une des enzymes les plus sollicitées lors d'un
processus de détoxification d’un organisme soumis a un xénobiotique (Quiniou et al., 2007).
Les GSTs catalysent la réaction de conjugaison qui permet d’associer le substrat, au
groupement thiol de la molécule glutathion réduit (GSH). Cette conjugaison neutralise les
sites électrophiles des substrats pour protéger les différents composés de la cellule (Enayati et
al., 2005), en rendant le substrat hydrosoluble, facilitant ainsi son excrétion. Elles ont été
mises en évidence dans la plupart des étres vivants, tels que les Mollusques (Tlili et al., 2013;
Sifi et al., 2013), les Crustacés (Rodrigues & Pardal, 2014), les Insectes (Shi et al., 2012), les
Poissons (Perez-Lopez et al., 2002), les Mammifeéres (Pascal et al., 1998) et les plantes (Hong
etal., 1999). (Fig. 21).
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Figure 21. Schéma de conjugaison d’un substrat avec le glutathion réalisée par une GST.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent une induction de la GST chez les
individus récoltés au niveau des sites 2 et 3 (ou déversent I’Oued El-Mellah et I’Oued R’kibet,
dans la lagune, respectivement) comparativement au site 1 (la zone d’étranglement du chenal
qui débouche sur la méditerranée). Cette augmentation de I'activité de la GST nous permet de
suggerer que le processus de détoxification contre les forces de pro oxydation est déclenché
par cette enzyme (induite). En outre, les activités maximales de la GST sont enregistrées
durant 1’été par rapport a I’automne et durant I’année 2014. Le climat de la zone d'étude est de
type méditerranéen, avec une température annuelle moyenne de 18°C et une pluviométrie
annuelle de 650 a 1000 mm avec un pic des précipitations en hiver et des déficits qui se
produisent généralement en été (Debieche, 2002). Ainsi, I'effet saison peut étre da a des pluies
en automne qui favorisent la dilution des polluants qui suivent I'approvisionnement en eau par
les riviéres, tandis que I'effet année peut étre expliqué par une pluviométrie plus élevée en

2013 par rapport a I’année 2014.

Nos résultats sont similaires aux travaux de Mebarki et al., (2015) sur le Mollusque
Cerastoderma glaucum, qui montrent que I’activité de la GST est maximale en période
estivale et les valeurs les plus élevées sont enregistrées au niveau des site 2 et 3 (ou déversent
I’Oued El-Mellah et I’Oued R’kibet dans la lagune) par rapport au site 1 (la zone
d’étranglement du chenal qui débouche sur la méditerranée). De plus, I’induction de I’activité
de GST est observée chez différentes especes de Crustaces tel que la crevette Palaemonetes
argentinus exposée au fénitrothion, la crevette Macrobrachium borelli exposée a des

insecticides organophosphorés (Lavarias et al., 2013), et également la crevette Palaemon
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serratus exposee au benzo (a) pyréne (BaP) (Silva et al., 2013). Des travaux antérieurs sur la
biosurveillance de 1’état de santé du golfe d’ Annaba, ont signalé également une augmentation
de Tactivit¢ de la GST chez Donax trunculus (Mollusca, Bivalvia) a Sidi Salem
comparativement a El-Battah (Abbes et al., 2003; Sifi et al., 2007 Amira et al., 2011;
Bensouda & Soltani-Mazouni 2014). D’autre études effectuées dans le cadre de la
biosurveillance de la qualité des eaux de la lagune de Bizerte ont montré une induction de la
GST chez le Crustacé Carcinus maenas (Ben-Khedher et al., 2012) et le Mollusque Mytilus
galloprovincialis (Barhoumi et al., 2014). Des travaux récents ont montré également une
augmentation de la GST chez des crevettes Litopenaeus vannamei exposés a différents pH du
milieu (basic et acide) et au métaux lourds (le cadmium et le zinc) (Furtado et al., 2015; Yu et
al., 2016). De méme, une augmentation de GST est observée chez la crevette Marsupenaeus

japonicus exposeée a la dessiccation (Duan et al., 2016).

4.2 Activité spécifique de I’acétylcholinestérase

L'AChE est une enzyme impliquée dans les mécanismes de transmission de l'influx
nerveux. Elle catalyse I’hydrolyse de 1’acétylcholine en choline et acide acétique (Matozzo et
al., 2005). L’inhibition de I’AChE par de nombreux neurotoxiques entraine 1’accumulation de
I’acétylcholine dans 1'espace synaptique, ce qui maintient une transmission permanente de
I'influx nerveux, conduit généralement a la tétanie musculaire et a la mort de I’organisme
(Matozzo et al., 2005). L’AChE constitue la cible de certains insecticides comme les
organophosphoreés ou les carbamates (Oliveira et al., 2007; Kamel et al., 2012), les herbicides
et d’autres molécules neurotoxiques incluant les métaux lourds ou les huiles (Amiard-Triquet
etal., 1998; Tim-Tim et al., 2009) (Fig. 22).

organophosphorés carbamates

Figure 22. Schéma de 1’action d’un organophosphoré ou d’un carbamate sur le site actif
de I’acétylcholinestérase (AchE).

46

—
| —



Discussion

Nos résultats ont demontré une inhibition de I’activité de I'AChE chez les crevettes P.
adspersus récoltées aux niveaux des deux sites, 2 et 3 comparativement au site 1. De plus,
I’inhibition est plus élevée en période estivale par rapport a la saison automnale et également
plus élevée en 2014 par rapport a ’année 2013. Ces résultats nous permettent de suggerer une
contamination par des polluants neurotoxiques tels que les métaux lourds et /ou pesticides. En
effet, ces conclusions sont similaires a ceux rapportés par Mebarki et al. (2015). lls
confirment une inhibition de I’activité de I’AChE en période estivale au niveau des sites 2 et 3
par rapport au site 1 chez C. glaucum. Des travaux antérieurs ont montré que la lagune El-
Mellah est contaminée par le fer, le nickel et le chrome au niveaux des sites 2 et 3 (Bendjama
et al., 2011). Abbes et al. (2006) ont également rapporté une inhibition élevée de ’activité
AChE au niveau des sites Oued Bouaroug et EI-Mellah durant la période estivale chez la
palourde Ruditapes decussatus. Les travaux de Kamel et al. (2012) ont révélé une inhibition
de I’AChE due a différents effluents sur la palourde R. decussatus récoltées dans la lagune de
Bizerte en Tunisie, des résultats similaires ont été obtenus avec le mollusque Mytilus
galloprovincialis (Barhoumi et al., 2013a, b; Barhoumi et al., 2014). Aussi, Tlili et al. (2010)
ont enregistré une inhibition de ’activité de I’AChE chez D. trunculus récoltés dans les sites
pollués sur les cotes tunisiennes. Chez la méme espéce du golfe d’Annaba a El-Battah et Sidi
Salem (Algérie), plusieurs auteurs ont enregistrés une importante inhibition de I’activité de
I’AChE qui est due a I’émission des déchets domestiques et industriels provenant du
complexe FERTIAL (Usine de production de fertilisants et de produits phytosanitaires) (Sifi
et al., 2007; Amira et al., 2011; Bensouda et al., 2014). De nombreux travaux ont montré que
I’activité de I’AChE est inhibée chez les crevettes d’eau douce Palaemonetes argentinus
exposées au fénitrothion organophosphorée (Lavarias et al., 2015) et chez les bivalves
Modiolus babatus exposées a un stress thermique (Dimitriadis et al., 2012) et Scrobicularia
plana soumises a un stress par des nanoparticules métalliques (Fossi-Tankoua et al., 2013).
On note aussi une inhibition de 1’activité de I’AChE Chez les crabes Carcinus maenas exposé
au fluorenthéne (Rodrigue et al., 2013) et chez la crevette Macrobrachium borelli contaminée

par des organophosphates (Lavarias et al., 2013).

4.2. Effet du novaluron sur la crevette Palaemon adspersus

Chez les Crustaces, le cycle de mue est sous le contrle direct des ecdystéroides
sécrétés par I'organe Y (OY) (Lachaise et al., 1993; Le Blanc et al., 1999). Ce dernier est

sous le contrdle négatif d’un neuropeptide sécrété par le complexe organe X/glande du sinus
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(OX/GS) appelés hormone inhibitrice de la mue (MIH) (Lachaise et al., 1993; Abuhagr et
al.,2014) (Fig. 23). La concentration de MIH circulante reste constante, au cours du cycle de
mue, excepté un fort déclin durant les premiéres phases de la prémue (Nakatsuji et Sonobe,
2004) impliquant la synthése et I’augmentation de la 20E dans I’hémolymphe. Au méme titre
que pour 1’OY, l’activité¢ de 1’Organe Mandibulaire (OM) est négativement régulée par un
neuropeptide appelé hormone inhibitrice de 1’organe mandibulaire (MOIH) qui est Sécrété par
le complexe OX/GS, (Borst et al., 2001; Nagaraju et al., 2003; Nagaraju, 2007).

4.2.1 Effet sur les ecdystéroides hémolymphatiques

Chez les Crustacés, la régulation de la mue, la reproduction et I’embryogenése sont
assurées par les ecdystéroides (Subramoniam, 2000; Chang & Mykles, 2011). L’OY
synthétise a partir d’un précurseur biosynthetique le cholstérol, une grande variété de
prohormone (d’ecdystéroides) dans 1’hémolymphe (Gilbert & Rewitz, 2009 ; Mykles, 2011).
En fonction des espéces, YO peut produire I’ecdysone, la 3-dehydroecdysone (3De), la 25-
deoxyecdysone (25dE) et la 3-déshydro-25-deoxyecdysone (3D25dE) (Chang & Mykiles,
2011). Les tissus périphériques convertissent ces composés en hormone active: la 20E et la
ponastérone A (PoA) (25-désoxy-20-hydroxyecdysone ou 25d20E) par le cytochrome P-450
mono-oxygénases (Mykles, 2011). En effet, chez les Crustacés décapodes, la 20E et la PoOA
représentent les hormones actives majeures circulant dans 1’hémolymphe (Okumura et al.,
1989 ; Yu et al., 2002 ; Soltani & Bezzazel, 2002) (Fig. 24). Les dosages des ecdystéroides
ont été effectués chez un bon nombre de Crustacés Décapodes dans des extraits totaux,
I’hémolymphe, les ovaires ou encore les ceufs en utilisant des techniques comme la
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) (Baldaia et al., 1984), la méthode
radio-immunologique (Cuzin-Roudy et al., 1989) et une méthode enzymo-immunologique
(Soltani & Bezzazel., 2002).
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Figure 23. Schéma simplifié de la cascade hormonale qui régule les processus de la mue chez les
Crustaces (modifié par : Hyne, 2011: Jubeaux, 2012).
Fleche en vert: stimulation; fleche en rouge: inhibition; fleche en orangé: sécrétion.
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Figure 24. La voie de la biosynthése des ecdystéroides dans la glande de mue chez les Crustacés.
(Mykles, 2011).
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L’analyse quantitative des ecdystéroides révele une variation de la concentration de la
20E d’un stade a 1’autre. Ces concentrations sont basse en période de postmue (A-B) et
augmentent en intermue (stade C). Un seul pic a eu lieu en période de prémue (D). Le profil
des ecdystéroides durant les différents stades de mue, met en évidence le rble de ces
hormones dans la mue de P. adspersus. Ainsi, le pic observé au stade D, semble étre une
stimulation hormonale pour la sécrétion de la nouvelle cuticule. Nos résultats sont
globalement semblables a ceux enregistrés par d’autres auteurs, dans 1’hémolymphe de
plusieurs Crustacés: Orchestia cavimana (Cuzin-Roudy et al., 1989); Penaeus vannamei
(Blais et al., 1994); Penaeus kearathurus (Soltani & Bezzazel., 2002) et Callinectes sapidu
(Chen et al.,, 2012). En accord avec nos résultats, Hurberman (2000) précise que la
concentration de la 20E subit des variations impressionnantes tout au long du cycle de mue. I
souligne qu’immédiatement apres 1’exuviation, les concentrations de 1’hormone de mue sont
peu importantes et augmentent généralement durant 1’intermue. Cependant, les plus
importantes concentrations sont enregistrées au stade D (Yu et al., 2002; Cuzin-Roudy et al.,
1989).

Les résultats obtenus suite a un traitement par le novaluron avec les deux
concentrations CLsp et la ClLgy, ont révélé une augmentation des concentrations
d'ecdystéroides hémolymphatiques par rapport aux témoins. L'augmentation de ces hormones
est en grande partie due a l'augmentation de la biosynthése et la conversion des prohormones
en ecdystéroides actifs. Le novaluron est connu pour étre tres efficace contre plusieurs
Insectes nuisibles importants (Cutler & Scott-Dupree, 2007). Son activité est plus importante
que les autres benzoylurées tel que le diflubenzuron et le téflubenzuron (Ishaaya et al., 1996).
Il présente une activité larvicide contre Spodoptera littoralis a 0,05 mg/L; A. aegypti a 0,002
mg/L et Leptinotarsa decemelineata a 5 mg/L (Sun et al., 2015). Selon plusieurs auteurs, les
especes les plus sensibles au novaluron sont des moustiques comme Aedes aegypti (Farnasi et
al., 2012); Culex spp (Su et al., 2003); Anopheles albopictus, A. albimanus, A. punctipennis
pseudo, Culex quinquefasciatus, (Arredondo-Jiménez & Valdez-Delgado, 2006); Culex
pipiens (Djeghader et al., 2013) et Culisetae longiareolata (Bouaziz et al., 2011). L’activité
larvicide de ce composé est le résultat de son interférence avec le processus de mue,
notamment, la synthése de la chitine qui conduit a une mue incompléete (Merzendorfer et al.,
2012; Salokhe et al., 2013).
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4.2.2. Effet sur la composition biochimique des cuticules

Les Crustacés sont dotés d’un exosquelette ou cuticule qui sert de barriére sélective
entre le milieu intérieur et I’environnement (Prabu & Natarajan, 2012; Nagasawa, 2012). La
cuticule est rejetée périodiquement (exuviation) et remplacée par une nouvelle cuticule. Ce
phénomeéne est accompagné d’une série de modifications tissulaires et comportementales
(Wang et al., 2003). La cuticule est un édifice macromoléculaire complexe, tant par sa
structure que par sa composition chimique. Elle est principalement constituée de fibres
chitino-protéiques qui sont elles-mémes entourées par une matrice protéique (Hepburn, 1985)

et imprégnées de calcaire (Dennell, 1947).

Les trois constituants majoritaires, chitine, protéines et CaCO3, forment un réseau
dense. La chitine est un polymére linéaire composé de N-acetyl-glucosamines (Fig. 25). La
biosynthése de ce polymeére fait intervenir plusieurs enzymes pour convertir différents sucres
(glucose, tréhalose) en UPD-N-acétylglucosamine (Merzendorfer, 2013; Merzendorfer &
Zimouch, 2003). Elle contribue considérablement a la fonction de la mise en forme de la
cuticule, car elle constitue jusqu'a 40% de la masse seche de la cuticule et varie

considérablement selon les especes (Van Leeuwen et al., 2012).
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Figure 25. Structure chimique de la chitine (Karine, 2012).

4.2.2.1. Effet sur le poids des cuticules

Dans les conditions normales, le poids des cuticules de P. adspersus adultes augmente
progressivement au cours du cycle de mue (de la période allant du stade A jusqu'au stade D).
Le traitement par le novaluron provoque une diminution significative du poids des cuticules

uniquement avec la CLgg. De méme Soltani et al. (2009) ont trouvé une réduction du poids
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des cuticules chez la crevette P. kerathurus suite a un traitement par un autre inhibiteur de la
synthése de la chitine, le dimilin. De méme, chez les Insectes dont I’affiliation phylogénique
avec les Crustaceés est forte, Bouaziz et al. (2011) et Djeghader et al. (2013) ont démontré que
le novaluron provoque une réduction du poids des larves de moustiques C. longiareolata et C.
pipiens. Aussi une réduction du poids des larves et des nymphes de Schistocerca gregaria est
obtenue suite a un traitement par un autre benzoyluré, le diflubenzuron, (Tail et al., 2015; Al
Mokhlef et al., 2012).

4.2.2.2. Effet sur la chitine

Nos résultats montrent que le contenu et le taux et en chitine cuticulaire augmentent au
cours du cycle de mue de la période allant du stade A au stade C. Au stade D, c'est-a-dire a la
veille de I’exuviation, une 1égére diminution du contenu et du taux en chitine sont observes.
L’augmentation de la chitine est due a la genése et la mise en place des nouvelles couches
cuticulaires. Wilinder (1974) a montré, qu’apreés déminéralisation de la cuticule de la crevette
Pandalus borealis, le taux de chitine varie entre 66 et 72%. Aussi, Svend Olav (1991) a
précisé qu’au poids sec des cuticules, les teneurs en chitine varient entre 66% et 72% chez P.
borealis. D’aprés 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. Christiansen et al. (1984)
ont mesuré la biosynthése de la chitine par I’incorporation in vivo de deux précurseurs
radiomarqués le D-[3-*H(N)]-glucose et le N-acétyl-D-[1-3H]-glucosamine (NAGA) dans la
cuticule des larves du crabe Rhithropanopeus harrisii (Crustacés: Brachyura) aux différents
stades du cycle de mue. Les auteurs ont montrés que 1’incorporation des deux précurseurs
était a son maximum & la postmue (stade A et stade B) lors de la sécrétion de 1I’endocuticule,
elle diminue a I’intermue (stade C) (la ou la sécrétion de la cuticule est compléte). Le taux le
plus bas de I’incorporation des deux précurseurs est noté a la prémue (stade D) ou la sécrétion

de ’exocuticule est achevée.

L’application du novaluron provoque une réduction des quantités et du taux de la
chitine chez les séries traitées aux différents stades du cycle de mue comparativement aux
séries témoins. Nos résultats sont en accord avec ceux de Soltani et al. (2009) réalisés avec un
autre inhibiteur de la synthése de la chitine, le diflubenzuron, sur P. kerathurus. Des travaux
antérieurs de Horst et al. (1995) ont révélé que le dimilin a un effet inhibiteur sur

I’incorporation de la 3H-N-acetylglucosamine dans la chitine cuticulaire au cours de la post
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mue chez le crabe bleu Callinectes sapidus. Récemment, Duchet et al., (2011) ont démontré
un effet stimulateur de la chitobiase (intervient dans la dégradation de 1’exosquelette) par le
diflubenzuron chez deux espéces Crustacés Daphnia pulex et Daphnia magna. Aussi selon les
travaux de Macken et al., (2015), le diflubenzuron et le teflubenzurone interférent avec les
enzymes qui contribuent a la synthése de la chitine chez des espéces Crustacés tel que le
Copépode benthique Tisbe battagliai. Ceci affirme que les dérivées de la benzoylphenylurée
interferent avec le processus de mue en perturbant la sécrétion cuticulaire, via la synthése de
la chitine (Morsli & Soltani, 2003; Dhadialla et al., 2010, Salokhe et al., 2013).

L efficacité du novaluron a été démontrée a 1’égard de plusieurs espéces de moustiques
(Apiwat et al., 2007; Nwankwo et al., 2011; Fontora et al., 2012). Selon Farnasi et al. (2012)
le novaluron réduit le contenu en chitine chez les larves d’A. aegypti. Parmi les différents
effets induits par le diflubenzuron, une diminution du contenu en chitine chez Tribolium
castaneum (Merzendorfer et al., 2012). Par ailleurs, une augmentation de l'activité des
4éme

chitinases a eu lieu lors d'un traitement des larves de S. littoralis au stade par le

diflubenzuron. Des résultats similaires ont été décrits pour le 3™ stade larvaire des
Anopheéles traitées par le diflubenzuron (Zhu et al., 2007) et les Armigeres Helicoverpa

armigera traitées au chlorfluazuron (Abdel-Aal, 2006, Al-shannaf et al., 2012).

4.2.2.3 Effet sur les protéines cuticulaires

Les protéines jouent un rdle fondamental dans 1’organisme de toutes les espéces
biologiques vivantes (Mahler & Cordes, 1968). Les protéines peuvent assurer la catalyse
biochimique (enzyme), la régulation hormonale et s’intégrer dans la cellule en tant que
constituants structuraux (Jacob & Monod, 1961). Par ailleurs, la chitine forme, avec les
protéines, des microfibrilles cristallines. L’¢élasticité de la carapace dépend du degré de liaison
entre la chitine et les protéines, et de leur répartition dans la matrice (Bouligand, 1972). La
relation entre les protéines et la chitine est assurée par un résidu d’hystidyle et un groupe
catéchol (Stankiewicz et al., 1996).

L’évolution du taux de protéines cuticulaires chez les témoins de P. adspersus, durant la
période du cycle de mue, montre une diminution significative qui va du stade A jusqu’au
stade D. Wilinder (1974) a constaté que la carapace de 1’écrevisse Astacus fluviatilis est
constituée de 30% de protéines cuticulaires et de 35,3% chez Penaeus duorum. Le taux de

protéines cuticulaires est beaucoup plus important aprés une récente exuviation, qu’en période
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d’intermue. Selon Sugmar et al. (2012), le taux des protéines cuticulaires augmente du stade
A jusqu’au stade D durant le cycle de mue du crabe Portunus pelagicus.

Les résultats relatifs a I’effet du novaluron sur les protéines cuticulaires révélent une
augmentation hautement significative chez les séries traitées comparativement aux séries
témoins. Des résultats similaires ont été rapporté par Morsli et al., (2015) précisant que le
traitement par diflubenzuron provoque des variations dans les composants biochimiques, il
augmente les taux des protéines au cours du cycle de mue de P. kerathurus. Aussi, Soltani et
al., 2009 ont rapporté que le diflubenzuron, a augmenté le taux des protéines cuticulaires
chez la méme espece. Les travaux de Hamadah et al., (2012; 2014) et Tanami et al., (2012)
révélent une augmentation des protéines chez les Lépidopteres suite a un traitement par le
Novaluron. Selon Salokhe et al., 2006 le flufenoxuron augmente le taux des protéines chez les
Lépidopteres .

4.2.2.4 Effet sur les sels calciques

La minéralisation de la cuticule a été étudiée chez le crabe par Giraud-Guille et al.
(2004). Les cristaux de calcite sont produits a la surface de 1’épicuticule par trois enzymes
(protéines GAP 65, protéine de matrice gastrolithe (GAMP) et orchestine, stockées dans les
organes de stockage de calcium chez les Crustacés appelés gastrolithes (Glazer et al., 2010).
Les mémes auteurs Glazer et al. (2010) suggerent qu’il existe une quatriéme protéine (GAP
10) qui est impliqué dans I'assemblage du complexe chitine-protéine-minérale en particulier
dans le dépdt de carbonate de calcium amorphe. La production de ces complexes s’étend en
surface tels des disques plats, puis s’infiltre verticalement et horizontalement, la ou 1’espace

est libre entre les cellules épidermiques (Giraud-Guille et al. (2004).

Cependant Lafon (1943) note que le taux des sels calciques est de 87,2% chez Cancer
pagurus, 72,2% chez Nephrops norvegicus. Pour Drach & Lafon (1942), 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 1’écrevisse Procambarus clarkii (Huner & Avault, 1976), mais ils sont
plus éleves que les taux des sels chez Penaeus californiensis (12,6%) et chez Uca pugilator
(9,5%) (Kleinholz, 1941).
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Nos résultats indiquent que le taux le plus bas des sels calciques est enregistré au stade
A (42%), il est au maximum au stade D (51%). Nos résultats sont comparables & ceux de
Svend Olav (1991) qui 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). D’autres travaux
indiquent que le taux des sels calciques le plus éleve est approximativement de 22% chez le
Crabe bleu Callinectes sapidus (Vight & Dendinger, 1982).

Le traitement au novaluron aux deux concentrations (CLso, CLgg) n’affecte pas le taux
des sels calciques chez P. adspersus. De méme, les travaux de Soltani et al. (2009) précise

que sels calciques de P. kerathurus ne sont pas affectés.

4.2.3. Effet sur la sécrétion cuticulaire

La cuticule des Crustacés est composée d'une épicuticle externe, une exocuticule, une
endocuticule, ainsi qu’une couche membraneuse interne reposant sur I'nypoderme. Les trois
couches externes de I'épiderme sont calcifiées. La structure de la procuticule est composée par
des lamelles de microfibrilles avec une disposition hélicoidale au niveau des couches
principale et membraneuse (Bouligand, 1972; Wilinder, 1974; Morsli & Soltani 2003). La
formation et la consolidation de la cuticule post-exuviale, débutent en post-mue et se

terminent en intermue, comme 1’ont signalé¢ Drach & Tchernigovtzeff (1967).

L épaisseur de la cuticule chez les témoins de P. adspersus augmente progressivement
au cours des trois premiéres étapes (A, B, C) et diminue a la fin du cycle de mue (stade D).
Les mesures de I'épaisseur de la cuticule ont montré que le traitement avec le novaluron aux
deux concentrations testées (CLso, CLgg), provoque une diminution significative de I'épaisseur
de la cuticule avec un effet dose-réponse par rapport aux témoins. Le produit provoque une
inhibition de la sécrétion de la nouvelle cuticule a la concentration la plus élevée (CLgo). Ces
résultats sont cohérents avec ceux rapportés par Morsli & Soltani (2003) qui précisent que
I’ultrastructure de la cuticule de P. kerathurus est affectée aprés un traitement par le
diflubenzuron. Les mémes auteurs demontrent que le nombre de lamelles au niveau de la
couche membraneuse est réduit et les fibrilles ne montrent pas d’orientation particuliére. Ceci
a été observé également chez le crabe Callinectes sapidus suite a un traitement par le

diflubenzuron (Horst & Walker, 1995). Plusieurs auteurs ont précisé que le novaluron
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présente des effets semblables a ceux obtenus dans notre étude mais sur des Insectes. Il
affecte I’épiderme des larves de A. aegypti (Farnasi et al., 2012) et le phénotype des genes qui
interviennent dans la formation de la cuticule chez D. melanogaster (Moussian, 2010) ou sur
les génes codant la synthese de la chitine chez T. castaneum (Arakan et al., 2004). Ainsi, les
benzoylurées interferent avec le processus de mue en perturbant la sécrétion de la cuticule par
la synthese de la chitine (Salokhe et al., 2013; Dhadialla et al., 2010). Ils induisent
généralement des malformations de I'épiderme et une réduction du contenu en chitine
(Merzendorfer et al., 2012) en interférant une étape post catalytique de la synthése de la
chitine (Merzendorfer et al., 2006).

Les résultats obtenus dans cette étude ont démontré que le novaluron a exercé des
effets négatifs chez la crevette P. adspersus. Cet insecticide peut augmenter les quantités des
ecdystéroides et perturber le contenu en chitine entrainant ainsi une inhibition de la sécrétion
cuticulaire chez cette espéce non cible. Ces effets pourraient étre expliqués soit par blocage
directe de la synthése de la chitine ou par un blocage du transport et de I'incorporation du
précurseur biosynthétique de la chitine, la N-acétyl-D-glucosamine (GIcNAc). Selon Abo-
Elghar et al., (2004) et Gangishetti et al., (2009), les benzoylurées ont une structure similaire
aux sulfonylurées, les deux agissent sur les récepteurs sulfonylurées (SUR) des membranes
intracellulaires des vésicules: subunités des canaux ioniques Ca™ K* provoquant 1’inhibition
du flux des ions Ca*™* au niveau des vésicules tégumentaires, ce qui conduit & une inhibition de

la synthese de la chitine. Toutefois, ces mécanismes d'action restent a clarifier.
Ainsi, compte tenu de la composition biochimique de leur cuticule chitino-protéique,

les Crustacés peuvent donc étre des cibles potentiels de ces insecticides dérivés de la

benzoylurée.

57

—
| —



Conclusion &
perspectives

“Toute science crée une nouvelle ignorance.”

Henri Michaux


http://evene.lefigaro.fr/citation/toute-science-cree-nouvelle-ignorance-10841.php

Conclusion & Perspectives

5. Conclusion et perspectives

La présente étude est réalisée dans le cadre de la bioactivité des xénobiotiques et
I’évaluation des risques environnementaux. Elle consiste a préciser la qualité des eaux de la
lagune El-Mellah (El-Kala, Algérie) par la détermination de 1’activité de deux biomarqueurs,
la glutathion S-transférase (GST) et 1’acétylcholinestérase (AChE), et I’évaluation de 1’impact
d’un insecticide inhibiteur de la synthése de chitine (le novaluron) chez la crevette P.

adspersus (Decapoda, Palaemonidae).

Les dosages de deux biomarqueurs, la GST et AChE durant les saisons d’été et
d’automne de deux années consécutives (2013-2014) au niveau de la lagune El-Mellah a
démontré une induction de I’activité de la GST et une inhibition de I’AChE dans les deux
sites 2 et 3 par rapport au site 1. Les sites les plus contaminés sont situés a proximité des
sources des polluants d'origine domestique et agricole comme les pesticides et les détergents.
L'effet saison serait en rapport avec les apports des Oueds en période humide qui dilueraient
la concentration des polluants et 1’effet année est du a une pluviométrie plus importante en
2013. Le niveau de pollution s'établit ainsi par ordre décroissant: Site 1> site 2> site 3 qui est
plus élevé en été durant l'année 2013 comparativement a 1’année 2014. Les sites les plus
contaminés sont situés pres des sources de polluants agricoles et domestiques, tandis que les
variations saisonniere et annuelle sont liées aux apports d'eau par les Oueds durant les

périodes pluvieuses.

Le novaluron (EC20%), un insecticide de la classe des benzoylurées, trés efficace contre
les larves de moustiques, est testé sur un organisme non ciblé la crevette Palaemon adspersus.
Les crevettes sont péchées au niveau du site le moins pollué et élevées au laboratoire puis
traitées par le novaluron & deux concentrations (0,91 mg/L et 4,30 mg/L) correspondant,
respectivement, a la CLsy et CLgo déterminée contre le quatrieme stade larvaire de Culiseta
longiareolata (Diptéres, Culicidae). Le traitement est effectué juste aprés 1I’exuviation (stade A) et

se prolonge jusqu’au stade D.

Le dosage enzymoimmunologique des ecdystéroides a révélé une augmentation
progressive au cours du cycle de mue. Le pic est enregistré a la veille de I’exuviation (stade
D). Le traitement par le novaluron aux deux concentrations testées (CLs et CLgg), augmente
les concentrations des ecdysteroides hémolymphatiques avec un effet dose-réponse.
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L’étude de la composition biochimique des cuticules nous a permis de préciser que le
poids, la quantité et le taux de chitine augmentent de la période allant du stade A jusqu’au
stade C, puis diminuent a la veille de I’exuviation (stade D). L’application du novaluron se
traduit par une diminution significative du poids total des cuticules ainsi que les quantités et
les taux de chitine a tous les stades avec un effet doses-réponses. Les résultats concernant
I’évolution des taux de protéines cuticulaires révélent une diminution au cours de la période
allant du stade B jusqu’au stade D dans les conditions normales. Tandis que, le traitement par
I'insecticide a la CLgp augmente significativement le taux des protéines cuticulaires. Le taux
des sels calciques augmente uniquement au stade D chez les séries témoins alors que le

traitement par le novaluron s’avere sans effet significatif.

L’étude histologiqgue nous a montré que I’épaisseur de la cuticule augmente
progressivement au cours des trois premiers stades A, B et C puis diminue a la fin du cycle
(stade D). L’effet du novaluron aux deux concentrations (CLso et la CLg) entraine une
diminution significative de 1’épaisseur de I’ancienne cuticule avec un effet dose-réponse. De
plus, la formation de la nouvelle cuticule n’a lieu au cours du stade D. Le traitement au
novaluron avec la concentration CLsg a réduit 1’épaisseur de la nouvelle cuticule. Celle-Ci

absente avec la CLagy.

Ainsi, Le novaluron peut perturber les concentrations des ecdystéroides
hémolymphatiques et des constituants biochimiques de la cuticule de P. adspersus. Ces
perturbations pourraient s’expliquer soit par un blocage du transport et de I’incorporation du
précurseur biosynthétiques de la chitine, la N-acetyl-D-glucosamine (GIcNACc), ou bien une
inhibition directe de la synthése de la chitine. Toutefois, ces mécanismes d’action restent a

clarifier.

A TPavenir, il parait intéressant de compléter ce travail par I’évaluation des effets du

novaluron sur;:

- Lastructure fine des cuticules.
- Technique de marquage par N-acetyl-D-glucosamine*.
- Analyse des résidus dans I’cau et le sédiment de la lagune EI-Mellah.

- Analyse des résidus dans les organes.

—
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6. Résumes

6.1. Résumé

La présente étude s’inscrit dans le cadre du projet de recherche du Laboratoire de
Biologie Animale Appliquée (2011-2015) «Biosurveillance de 1’environnement: bioactivité
des xénobiotiques et évaluation des risques». A cet effet, nous avons utilisé la crevette
Palaemon adspersus Rathke, 1837 (Crustacea, Decapoda) comme une espéce modeéle. D’une
part pour la détermination de la qualité des eaux du site d’échantillonnage (la lagune El-
Mellah, El-Kala, Algérie), et d’autre part pour 1’évaluation de I’impact d’un insecticide de la

classe des benzoylurées, le novaluron, sur cette espéce non visée.

La mesure de I’activité enzymatique (uM/mn/mg de protéines) de la glutathion S-
transférase (GST) et ’acétylcholinestérase (AChE) a été réalisée au niveau de trois sites dans
la lagune El-Mellah (Site 1: zone d’étranglement du chenal qui communique avec la
Méditerranée; site 2: ou se déverse 1’Oued El-Mellah au Sud de la lagune; site 3: ou se
déverse I’Oued R’kibet a I’Ouest de la lagune). Les résultats ont montré une induction de la
GST et une inhibition de l'activité spécifique de I'AChE significatives chez les individus
récoltés aux niveaux des deux sites, 2 et 3 comparativement a ceux du site 1. Les réponses des
biomarqueurs sont plus marquées en été en comparaison a la saison automnale en 2014 par

rapport a ’année 2013. Ainsi, les sites 2 et 3 sont plus pollués que le site 1.

Les crevettes ont été récoltées au niveau du site de I’embouchure du chenal dans la
lagune, puis maintenues dans les conditions de laboratoire et traitées par le novaluron.
L’insecticide a été additionné a I’ecau d’élevage des adultes de P. adspersus a deux
concentrations (0,91 pg/L et 4,30 ug/L) correspondant, respectivement aux CLsy et Clgg
obtenues a I’égard des larves du quatrieme stade de Culiseta longiareolata (Diptera,
Culicidae) (Bouaziz et al., 2011). Le traitement a été effectué au stade A et a duré jusqu’au
stade D.

L’analyse des ecdystéroides hémolymphatiques par dosage enzymoimmunologique a
révélé que les concentrations des ecdystéroides (pg équi 20E /upl) dans les conditions

normales, augmentent progressivement au cours du cycle de mue pour atteindre une valeur
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maximale a la veille de I’exuviation (stade D). Le traitement par le novaluron aux deux
concentrations testées (CLso et ClLgg), augmente les concentrations des ecdystéroides

hémolymphatiques avec un effet dose-réponse.

Le poids des cuticules (mg), la quantité (ng/mg de tissu) et le taux (%) de chitine
augmentent de la période allant du stade A jusqu’au stade C puis diminuent a la veille de
I’exuviation (stade D). L’application du novaluron se traduit par une diminution significative
du poids des cuticules, les quantités et le taux de chitine a tous les stades avec un effet doses-
réponses. Les résultats concernant I’évolution des taux de protéines cuticulaires chez les
témoins révelent une diminution au cours de la période allant du stade B jusqu’au stade D.
Tandis que, le traitement par l'insecticide a la CLgy augmente de facon significative le taux
des protéines cuticulaires. Dans les conditions normales, le taux des sels calciques augmente

uniquement au stade D et le traitement par le novaluron s’avere sans effet significatif.

Enfin, I’étude histologique a démontré que ’épaisseur (um) de la cuticule augmente
progressivement au cours des stades B et C puis diminue a la fin du cycle (stade D). L’effet
du novaluron avec les deux concentrations (CLsp et ClLgo) a entrainé une diminution
significative de 1’épaisseur de I’ancienne cuticule avec un effet dose-réponse. De plus, la
formation de la nouvelle cuticule a eu lieu au cours du stade D et le traitement par le

novaluron réduit I’épaisseur de la nouvelle cuticule a CLsg et I’inhibe a la CLgo.

La somme des résultats obtenus démontre que le novaluron a exercé des effets
secondaires sur cette espece non visée P. adspersus. Compte tenu de la composition
biochimique de leur cuticule, les crustaces peuvent étre des cibles potentielles des dérivés des

benzoylurées.

Mots clés: Pollution, Palaemon adspersus, Lagune EI-Mellah, Biomarqueurs,

Novaluron, cuticule, chitine.
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6.2. Abstract

The present study is part from the research project in the Laboratory of Applied Animal
Biology (2011-2015) «Environmental biomonitoring: bioactivity of Xenobiotics and risk
assessment». We used shrimp Palaemon adspersus Rathke, 1837 (Crustacea, Decapoda) as a
model species to determine the quality of the water in the lagoon EI-Mellah, El-Kala, Algeria
and for the assessment of the impact of a class of the benzoylurees insecticide novaluron on
this non-target species.

The measurement of the enzymatic activity (uM/min/mg protein) of the glutathion S-
transferase (GST) and acetylcholinesterase (AChE) was conducted at three sites in the El
Mellah lagoon. (Site 1: constriction zone of the channel with Mediterranean, site 2: output of
El Mellah River in South of the lagoon, site 3: the output of R’kibet River to West of the
lagoon). The results showed a significant induction in GST and also a significant inhibition in
AChE activities in individuals from the sites 2 and 3 compared to those of the site 1. Indeed,
marked responses are observed in the summer compared to autumn. Also, induction of GST
and inhibition of the activity of AChE were higher in 2014 compared to 2013.

The shrimp were collected at the site level of the channel mouth in the lagoon, and then
maintained in the laboratory conditions and treated by novaluron. Insecticide was added to the
rearing water of P. adspersus adults at two concentrations (0.91 mg / L and 4.30 mg / L)
corresponding respectively to the LCsp and LCgqy determined against fourth-stage larvae of
Culiseta longiareolata (Diptera, Culicidae) (Bouaziz et al., 2011). The treatment was

performed in stage A until stage D.

Analysis of hemolymphatic ecdysteroids by enzyme-immunoassay revealed that the
concentrations of ecdysteroids (pg 20E /ul). Under normal conditions, changes in
hemolymphatic ecdysteroid concentrations during the molting cycle presented a gradual
increase to achieve a maximum value just before moulting (stage D). Treatment with
Novaluron at two concentrations tested (LCso and LCgp), increases the concentrations of

haemolymph ecdysteroids with a dose-dependent manner.

Cuticle weights (mg), the amount (g/mg) and the rate (%) of chitin increase during the
period from stage A until stage C then they decrease just before moulting (D stage ).
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Novaluron-treatment resulted in a significant decrease in weight of the cuticles, the amounts
and the rate of chitin in all stages with a dose-response effect. Results for the evolution of
cuticular protein levels in the controls showed a decrease during the period from stage B to
stage D. Treatment with insecticide at the LCgqq increase significantly the cuticular proteins.
Under normal conditions, the rate of calcium salts increased only in stage D and treatment

novaluron turns without significant effect.

The percentage of cuticular protein showed a decrease from stage B to stage D in
controls. Novaluron can cause a significant increase in cuticular proteins. Therefore, the
overall data confirm the primary mode of action of novaluron to inhibit chitin biosynthesis.
Lastly, under normal conditions, the percentage of calcium salts increases only in stage D and

novaluron-treatment appears with no significant effect.

Finally, histological study showed that the thickness (um) of the cuticle increased in
stages B and C and then decreased at the end of the cycle (stage D). The effect of novaluron at
the concentrations (LCso and LCgp) resulted in a significant decrease in the thickness of the
old cuticle with a dose-dependent manner. Moreover, the formation of the new cuticle
occurred during stage D. Cuticle thickness measurement showed that novaluron-treatment
affect the cuticle secretion with a reduction in the thickness of the old cuticle with CLsq as

compared to controls and an inhibition of the new cuticle with CLg.

Thus, the overall data showed that novaluron present secondary effects on this non-
target shrimp species P. adspersus. Given the biochemical composition of the cuticle, the

crustacean can be a potential target of benzoylureas derivatives.

Key words: Pollution, Palaemon adspersus, lagoon EI-Mellah, biomarkers,

Novaluron, cuticle chitin.
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Tableau 1: Activité spécifique de la glutathion S-transférase (UM/mn/mg de protéines) dans la
chair de P. adspersus dans trois sites de la lagune EI-Mellah durant 1’été et I’automne des années
2013 et 2014 (m £ SD, n = 4 - 7). Tableau de I’analyse de la variance a trois critéres de
classification.

Source SCE MS DDL Fobs P
Sites 6634,9 3317,4 2 44,96 0,000
Saisons 2305,9 2305,9 1 31,25 0,000
Années 23468,8 2346838 1 318,04 0,000
Sites* saisons 265,3 132,6 2 1,80 0,179 ns
Saisons* Années 2110,9 2110,9 1 28,61 0,000
Sites* Années 2302,7 1151,4 2 15,60 0,000
Interaction 485,3 2426 2 3,29 0,047
Erreur résiduelle 3025,4 73,8 41

52
Total

Tableau 2: Activité spécifique de 1’acétylcholinestérase (AChE) (uM/mn/mg de protéine) dans la
téte de P. adspersus dans trois sites de la lagune EI-Mellah durant 1’été et I’automne des années
2013 et 2014. Analyse de la variance a trois critéres.

Source SCE MS DDL Fobs P
Sites 9766,2 4883,1 2 101,01 0,000
Saisons 2347,1 23471 1 48,55 0,000
Années 19200,3  19200,3 1 397,17 0,000
Sites* saisons 95,0 47,5 2 0,98 0,383 ns
Saisons* Années  3973,7 3973,7 1 82,20 0,000
Sites* Années 89,9 449 2 0,93 0,403 ns
Interaction 861,8 430,9 2 8,91 0,000
Erreur résiduelle 2030,4 48,3 42

Total 53




Différence significative. (p < 0,05), *** Différence hautement significative (p < 0,001).
SCE: somme des carrés des écarts, DDL: degré de liberté, CM : somme des carrés, Fq,: F observé, P:
seuil de signification.

Tableau 3 : Effet du novaluron (CLso = 0,91 pg /L et CLgo = 4,30 pg /L) sur la concentration des
ecdystéroides hémolymphatique (pg équi 20E /ul d’hémolymphe) a différents stades du cycle de
mue chez P. adspersus témoins et traitées (m + SD, n = 4). Analyse de la variance a deux critéres
de classification.

Source de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitements 2 4005 2003 16,02  P<0,0001
Stades 3 46780 15593 1248  P<0,0001
Interaction 6 1551 258,5 2,069 P =0,0952 ns
Erreur résiduelle 24 3000 125,0

* Différence significative. (p< 0,05), *** Différence hautement significative (p< 0,001). SCE: somme des
carrés des ecarts, DDL: degré de liberté, CM : somme des carrés, F obs: F observé, P: seuil de
signification.

Tableau 4: Effet du novaluron (CLsy = 0,91 pg /L et CLgo = 4,30 pg /L) sur le poids des cuticules
dans la cuticule a différents stades du cycle de mue chez P. adspersus témoins et traitées (m +
SD, n = 4-5). Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de DDL SCE CM Fobs P
variation

Traitements 2 7,589 2,838 16,55 P < 0,0001***
Stades 3 19,78 6,496 28,77 P < 0,0001***
Interaction 6 2,296 0,243 1,670 P =0,1569 ns
Erreur résiduelle 36 8,252 0,2193

* Différence significative. (p < 0,05), *** Différence hautement significative (p < 0,001).
SCE: somme des carrés des écarts, DDL: degré de liberté, CM : somme des carrés, F obs: F observé,
P: seuil de signification.



Tableau 5 : Effet du novaluron (CLsy = 0,91 ug /L et CLgy = 4,30 ug /L) sur le taux (%) de la
chitine dans la cuticule a différents stades du cycle de mue chez P. adspersus témoins et traitées
(m x5, n=4). Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Sou_rC(_e de DDL SCE CM Fobs P
variation

Traitements 2 939,3 383,8 43,41 P <0,0001 ***
Stades 3 1151 496,9 53,11 P <0,0001 ***
Interaction 6 298,7 49,79 5,63 P =0,0002 ***
Erreur résiduelle 41 362,5 884,3

Tableau 6: Effet du novaluron (CLsq=0,91pg/l; CLg= 4,30 pg/L) sur le contenu en chitine
(Mg/mg de tissu) au cours du cycle de mue chez P.adspersus (mz sd, n= 4-7). Analyse de la
variance a deux critéres de classification.

Source de variation DDL SCE CM Fobs P
Traitements 2 22836 11418 4658 P<0,0001
Stades 3 15918 5306 216,4 P<0,0001""
Interaction 6 5997 9995 40,77 P<0,0001""
Erreur résiduelles 52 1275 24,51

* Différence significative. (p < 0,05), *** Différence hautement significative (p < 0,001).
SCE: somme des carrés des écarts, DDL: degré de liberté, CM: somme des carrés, F obs: F observé,
P: seuil de signification.

Tableau 7 : Effet du novaluron (CLsy = 0,91 ug /1 et ClLgy = 4,30 ug /1) sur le taux (%) des
protéines dans la cuticule aux différents stades du cycle de mue chez P. adspersus témoins et
traitées (m £ s, n = 8). Analyse de la variance a deux criteres de classification.

Source de DDL SCE CM Fobs P

variation

Traitements 2 1461 730,6 635,7 P < 0,0001
**kx

Stades 3 1702 567,4 545,6 P < 0,0001
**xk

Interaction 6 141,1 2351 14,67 P=0,1237 ns




Erreur résiduelle 40 309,4 773,4

* Différence significative. (p< 0,05), *** Différence hautement significative (p< 0,001).
SCE: somme des carrés des écarts, DDL: degré de liberté, CM: somme des carrés, F obs: F observé, P:
seuil de signification.

Tableau 8: Effet du novaluron (CLsp = 0,91 pg/L et CLgy = 4,30 pg/L) sur le taux (%) des sels
calciques dans la cuticule aux différents stades du cycle de mue chez P. adspersus témoins et
traitées (m + SD, n = 4). Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de DDL SCE MS Fobs P
variation

Traitements 2 69,33 34,66 1,285 P =0,2931ns
Stades 3 170,9 56,96 2,111 P =0,1222ns
Interaction 6 157,4 26,24 0,9726 P =0,4625 ns
Erreur résiduelle 27 728,5 26,98

* Différence significative. (p< 0,05), *** Différence hautement significative (p< 0,001).
SCE: somme des carrés des écarts, DDL: degré de liberté, F obs: F observé, CM: somme des carrés P:
seuil de signification.

Tableau 9 : effet du novaluron (CLs;=0,91 pg/L ; ClLgo= 4,30 pg/L) sur I’épaisseur de la cuticule
(um) au cours du cycle de mue chez P. adspersus (m+ SD, n= 4-7). Analyse de la variance a deux
critéres de classification.

Source de DDL SCE CM Fobs P
variation
Traitement 2 24,01 12 35,28 P<0,0001
Stades 3 56,23 18,74 473 P<0,0001
Interaction 6 17,88 2,981 4,37 P =0,0035"
Erreur résiduelle 35 12,41 0,4966

* Différence significative. (p < 0,05), *** Différence hautement significative (p < 0,001).
SCE: somme des carrés des écarts, DDL: degré de liberté, CM : somme des carrés, F obs: F observé,
P: seuil de signification.
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MEASURE OF ENVIRONMENTAL STRESS
BIOMARKERS IN THE SHRIMP PALAEMON ADSPERSUS
FROM THE MELLAH LAGOON (ALGERIA): SPATIAL AND
TEMPORAL VARIATIONS
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Laboratory of Applied Animal Biology, Department of Biology, Faculty of Science
Badji Mokhtar University 23000 Annaba, Algeria

ABSTRACT

The objective of this study was to investigate
the impact of anthropogenic activities on the water
quality of the Mellah lagoon using the shrimp
Palaemon adspersus (Crustacea, Decapoda) as a
bioindicator. The activities of glutathion S-
transferase (GST) and acetylcholinesterase (AChE),
biomarkers of oxidative stress and neurotoxicity,
respectively, were measured in shrimps collected
from each site. The samples were collected for two
consecutive years (i.e. 2013 and 2014) and two
seasons, summer and autumn, were considered in
each year. Three sampling sites were chosen: the
first one corresponds to the channel of the Mellah
lagoon (site 1) is considered as reference site, the
second one located in the output of ElI Mellah River
(site 2) is characterized by their proximity to urban
activities, and the last one situated in the output of
R’kibet River (site 3) is exposed to agricultural and
domestic activities. GST and AChE activities were
found to vary between sites and by season and year.
The results showed a significant induction in GST
and also a significant inhibition in AChE activities
in individuals from the sites 2 and 3 compared to
those of the site 1. Indeed, marked responses are
observed in the summer compared to autumn. Also,
induction of GST and inhibition of the activity of
AChE were higher in 2014 compared to 2013. The
differences recorded between the sites studied in
the Mellah lagoon are related to their level of
pollution, while the seasonally and annually
variations were due to the water supply by the
Rivers during rainy periods.

KEYWORDS:

Pollution, Biomonitoring, Lagoon El Mellah, Crustacea,
Palaemon adspersus, Glutathione S-transferase,
Acetylcholinesterase.

INTRODUCTION

Urbanization, industrialization and agricultural
intensification have caused an increase and
diversification of discharges which caused in long-
term a high risk of degradation of ecosystems.
Coastal lagoons are receiving increasing attention
worldwide in recognition of their multiple uses and
services [1, 2], but also because of their exposure to
anthropogenic disturbances and stress [3, 4]. Today
aquatic ecosystems were exposed to pollution such
as radioactive wastes, organic matter, heavy metals,
polychlorinated biphenyls (PCBs), pesticides,
polycyclic aromatic hydrocarbons (HAPs) or drugs
and nanoparticles [5-8]. These compounds exert
their negative impacts on environment even on very
low concentrations and often have great spatial and
temporal variability which complicates the
assessment of quantity released and their impacts
on ecosystems [9]. However, both complementary
approaches were used as pollution indicators:
biomarkers and bioindicators [10-12]. In recent
years, ecotoxicological researches on biomarkers
have made considerable progress, to synthesize
biological responses of organisms to pollutants for
diagnosing the degree of contamination and the
state of the environments health [9].

The Mellah lagoon belongs to the complex
of wetlands National Park of El Kala (PNEK)
(North-eastern Algeria), with Oubeira and Tonga
lakes. Created in 1983, this park is classed as
Biosphere Reserve in 1990 and Category Il
(National Park) as classified by the International
Union for Conservation of Nature. Various studies
were performed in ecosystem [13,14,2] exposed to
agricultural and domestic pollutants provides by the
R'kibet and EI Mellah Rivers, causing
contamination of aquatic organisms such as fish,
mollusks and crustaceans [15, 16]. In this context,
the current study, in continuation with previous
works especially made on bivalve molluscs from
this lagoon [17, 18]. Moreover some crustacean
species from the Annaba gulf have been the subject
of research on physiological [19-21] and
toxicological aspects [22-25]. This study aims to
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evaluate the response of two biomarkers,
glutathione S-Tansferase (GST) a biomarker of
oxidative stress and acetylcholinesterase (AChE) a
biomarker of neurotoxicity, measured in Palaemon
adspersus (Ranthke, 1837) (Crustacea, Decapoda).
The activity of both biomarkers was determined
during the summer and autumn seasons during two
consecutive years 2013 and 2014.

MATERIALS AND METHODS

Study sites and sampling. The Mellah lagoon
is located in the extreme northeast of the Algerian
coast, between Rosa Cap and Roux Cap (36 ° 53'
565 N - 8 ° 19' 560 E). It is extended from North to

Fresenius Environmental Bulletin

FEB

.

South on 4 Km and from East to West on 2 Km
covering an area of 865 hectares. The salinity
varied from 15.9 to 37.1 psu and the temperature
from 114 to 305 °C [14]. The lagoon
communicates with the Mediterranean by a channel
with 870 meters long and 15 meters wide [26] and
received gentle waters from three rivers: EI Mellah
and Bouaroug to the South and R'kibet in the West
(Fig. 1). Three sites were chosen for collecting the
shrimps. The site 1 is considered as reference site,
the second one located in the output of EI Mellah
River (site 2) is characterized by their proximity to
urban activities, and the last one situated in the
output of R’kibet River (site 3) is exposed to
agricultural and domestic activities.
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FIGURE 1
Location of the sampling sites in the Mellah lagoon (Northeast Algeria). Site 1: constriction zone of the
channel with Mediterranean, site 2: output of EI Mellah River in South of the lagoon, site 3: the output of
R’kibet River to West of the lagoon [14].

Sampling of shrimps. P. adspersus (Rathke,
1837) is a common shrimp distributed in
Norwegian coast and South of the Baltic Sea to the
Mediterranean Sea. This species is clear with no
lines or bands, excepting presence of dark
chromatophores on the half wventral rostrum.
Shrimps length: 25 mm, weight: 850 mg were
fished by the seine net (mesh: 4 mm; length: 1.80
m) at three sites in the Lagoon during two seasons
(summer and autumn) of two consecutive years
2013-2014.

Determination of glutathion S-transferase
activity. Shrimps were collected and the flesh

fragments and the shrimp heads were used for
guantification of GST and AChE activities,
respectively. GST activities were determined with
the soluble fraction as enzyme source. GST
activities toward 1-chloro-2, 4-dinitrobenzene
(CDNB) were measured [27] as previously
described [20]. Flesh fragments were homogenized
in sodium; phosphate buffer (0.1 M, pH 6) and
centrifuged (14000 g, 30 min). 200 pl of the
resulting supernatant was added to 1.2 ml of
reaction mixture containing 1 Mm CDNB and 5
Mm  reduced glutathione (GST) in the
homogenization buffer. Changes in absorbance
were recorded at 340 nm.
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Determination of cholinesterasic activity.
The AChE activity was determined [28] as
previously described [29] using acetylthiocholine as
a substrate. Heads were homogenized in the
following solution containing 38.03 mg ethylene
glycol tetraacetic (EGTA), 1ml Triton X-100, 5.845
g NaCl and 80 ml Tris buffer (10Mm, pH 7). After
centrifugation (9000g, 5 min), the AChE activity
was measured in aliquots (100ul) of resulting
supernatants added to 100 ul of 5-5' dithiobis -(2-
nitrobenzoic acid) (DNTB) in Tris buffer (0.01 M,
pH 8) and 1 ml Tris (0.1 M, pH 8). After 5 min, 100
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pl - acetylthiocholine was added. Measurements
were conducted at a wavelength of 412 nm with a
run time of 20 minutes. In parallel, total protein
content was quantified according to Bradford [30]
using bovine serum albumin as a standard. Enzyme
activities were expressed as pM/min/mg proteins.

Rainfall data. The annual rainfall data (mm)
and number of rainy days from two consecutive
years 2013 and 2014 were kindly provided by the
Agricultural Service of EI-Tarf, Algeria (Table 1).

TABLE 1
Annual rainfall (mm) and number of rainy days during the experimental study.

Years Rainfall Number of rainfall days
2013 938 63
2014 649 39

Data analysis. Results were represented as
mean * standard deviation (SD). The statistical
analyses were performed using prism version 6.01
for Windows (GraphPad software, La Jolla
California, USA, www Graphpad.com). The
homogeneity of variances was checked by Bartlett’s
and Brown-Forsythe tests. Data from enzyme
activities (GST, AChE) were tested using three-way
analysis of variance (ANOVA) followed by a post-
hoc HSD Tukey test.

RESULTS

Seasonal and annual variations of
glutathione S-transferase activities. The GST
activity was performed on flesh adults of P.
adspersus fished in the different sites. Data were
summarized in table 1. Results obtained during the
summer of 2014 showed a higher significant
increase (p < 0.001) in the GST activities in P.
adspersus from the sites 2 (75.17 = 8.06 puM/
min/mg) and 3 (85.97 = 25.69 pM/ min/mg) as
compared to individuals the site 1 (46.05 + 3.1
MM/min/mg). In addition, the values of the GST
activity in individuals from the site 1 and 3 were
higher in summer in comparison to values obtained
in autumn. The induction of GST is also higher in
2014 compared to 2013 (Table 2). The three-way

ANOVA (sites, seasons and years) showed a
significant difference (F2, 1= 44.96; p< 0.001)
between the three sites: 1, 2 and 3 between the two
seasons: summer and autumn (F1, 41 = 31.25; p
0.001) and the years: 2013 and 2014 (F1, a1
318.04; p< 0.001) (Table 3).

I IA

Seasonal and annual variations of
acetylcholinesterase activities. The AChE activity
was evaluated in heads of adult P. adspersus
collected in three sites of Mellah lagoon. As shown
in table 4, data obtained in summer 2013 indicated
a maximum AChE activity was about 62.03 + 10.04
UM / min / mg in shrimp collected in the site 1.
This activity was inhibited significantly (p < 0.05)
at the site 2 (51.32 £ 2. 09 uM / min / mg) and the
site 3 (45.50 = 3.25 uM / min / mg) compared to the
first one. As for the summer of 2014 showed a
significant inhibition (p < 0.001) of the AChE
activity with the respective values of 26.38 £+ 2.21
and 14.23 £ 1 08 uM / min / mg in the sites 2 and 3
compared to the site 1 which was about 44.18 +
6.66 UM / min / mg. The three-way ANOVA (sites,
seasons and years) showed a (F2, 42 = 101.01; p <
0.001) between the three sites 1, 2 and 3 between
the two seasons, summer and autumn (F1, 42 =
48.55; p <0.001) and the years considered (F1, 42 =
397.17; p<0.001) (Table 5).
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TABLE 2
Glutathione S-transferase (GST) activity (UM/min / mg protein) in the flesh of P. adspersus in three sites
from Mellah lagoon in the summer and autumn of 2013 and 2014 (m = SD, n = 4-7)

Years Seasons Site 1 Site 2 Site 3
Summer 10.89+1.90 a 14.19+£1.49 ab 21.24+152 b
2013 A A A
Autumn 6.86 +£0.48 a 13.46 +£2.23 ab 2425+225 b
A A A
Summer 46.05+£3.10 a 75.17 +£8.06 b 85.97 £ 25.69 b
2014 A A A
Autumn 21.16+0.08 a 61.42+102 b 51.74+465 b
B A B

For the same season and year, means followed by the same small letter are not significantly different (p> 0.05)
while for the same site and season, means followed by the same capital letter are not significantly different (p>
0.05).

TABLE 3
Glutathione S-transferase (GST) activities (UM/min/ mg protein) in the flesh of P. adspersus in three sites
from Mellah lagoon in the summer and autumn of 2013 and 2014 three-way ANOVA.

Sources of variation FD SS MS Fobs P
Sites 2 6634.9 33174 44,96 0.000™"
Seasons 1 2305.9 2305.9 31.25 0,000
Vears 1 23468.8 23468.8 318.04 0.000™"
Sites/Seasons 2 265.3 132.6 1.80 0.179ns
Seasons/Years 1 2110.9 2110.9 28.61 0.000™"
Sites/Years 2 2302.7 1151.4 15.60 0.000

Interactions

Sites/Seasons/Years 2 485.3 242,6 3.29 0.047
Residual Error 41 3025.4 73.8
Total 52

DF: Degrees of freedom; SS: Sum of squares; MS: Mean squares

TABLE 4
Acetylcholinesterase (AChE) activity (UM / min / mg protein) in the head of P. adspersus in three sites
from Mellah lagoon in the summer and autumn of 2013 and 2014 (m = SD, n = 4-7).

Years Seasons Site 1 Site 2 Site 3
2013 Summer 62.03+ 10,04 a 51.32 +2.09 ab 455+325 b
A A A
Autumn 107.45+ 13,96 a 7777+482 b 66.22+3.54 b
B B B
2014 Summer 44,18 + 6.66 a 26.38+221 b 14.23+1.08 ¢
A A A
Autumn 55,50+ 2.78 a 2444 £392b 15.37+285 ¢
B A A

For the same season and year, means followed by the same small letter are not significantly different (p> 0.05)
while for the same site and season, means followed by the same capital letter are not significantly different (p>
0.05)
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TABLES
Acetylcholinesterase activities (UM / min / mg protein) in the head of P. adspersus in three sites from
Mellah lagoon in summer and autumn of 2013 and 2014 three-way ANOVA (sites, seasons and years).

Sources of variation DF SS MS Fobs P
Sites 2 9766.2 4883.1 101.01 0.000 ***
Seasons 1 2347.1 23471 48.55 0.000 ™
Years 1 19200.3 19200.3 397.17 0.000 ™
Sites/Seasons 2 95.0 475 0.98 0.383 ns
Seasons/years 1 3973.7 3973.7 82.20 0.000 ™
Sites/Years 2 89.9 44.9 0.93 0.403 ns
Interactions 2 861.8 430.9 8.91 0.000"
Sites/Seasons/years

Residual Error 42 2030.4 48.3 - -
Total 53 - -

DF: Degrees of freedom; SS: Sum of squares; MS: Mean squares

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

Lagoon environments are sensitive ecosystems
due to their situation of interface between
continental and marine environments and their
proximity to anthropogenic activities. During
environmental stress caused by presence of the
pollutants, the biochemical responses are immediate
in exposed organisms [31]. GST is involved in
various operations of transport and biosynthesis
intracellular [32]. This is one of the most solicited
enzymes during a detoxification process of
organisms subjected to pollution [33]. GST and
AChE activity were found to vary between sites and
by season. Indeed, the results obtained in this study
showed an induction of GST in individuals
collected from the both polluted sites 2 and 3,
compared to reference site 1. This increase in GST
activity suggests that the detoxification process
against pro oxidation forces, which are mediated by
this enzyme, is induced. In addition, the highest
levels of GST activity were registered during the
summer and also during the year 2013 in
comparison to 2014. The climate of the study areas
is Mediterranean, with an average annual
temperature of 18 °C and an annual rainfall ranging
from 650 to 1,000 mm with peak rainfall in winter
and deficits occurring typically during summer
[34]. Thus, the effect of seasons may be due to
autumn rains which promote dilution of pollutants
following water supply by the Rivers, while the
year effect can be explained by a rainfall higher in
2013 in comparison to 2014. Similarly, in the
mollusc Cerastoderma glaucum, a maximum of
GST activity was recorded in summer and the

highest values were obtained from sites 2 and 3 by
comparison to the site 1 [16]. Moreover, an
induction in the GST activity was observed in
several crustacean species such as Palaemonetes
argentinus a exposed to fenitrothion [35],
Macrobrachium borelli treated with
organophosphorus insecticides [36] and also
Palaemon serratus exposed to benzo a pyrene
(BaP) [37]. Previous studies on the biomonitoring
of health status of the Annaba gulf reported a
highest GST activities in Donax trunculus
(Mollusca, Bivalvia) from Sidi Salem as compared
to El-Battah [17, 38-40].

Several works were focused on
measurement of the enzymes activity involved in
the degradation of some neurotransmitters such as
AChE [41, 42]. Measurements of AChE activity
provided information about exposure to
contaminants such as pesticides [43,44] and other
contaminants as heavy metals [45] or oils [46]. In
the current study, the AChE activity in P. adspersus
was inhibited in the individuals collected from sites
2 and 3 compared to the site 1. In addition,
inhibition is higher in summer compared to the
autumn and also in 2013 than 2014. This result
suggests a contamination by neurotoxic pollutants
such as heavy metals and/or pesticides. Indeed, a
contamination of sites 2 and 3 by several heavy
metals (iron, nickel and chromium) [47] support the
inhibition of AChE activity observed in the clam
Ruditapes decussates [48] and also our finding
using P. adspersus. Similarly, an inhibition of
AChE activity due to different effluents to the clam
R. decussatus from the lagoon of Bizerte in Tunisia
was also demonstrated [44]. Many studies revealed
an inhibition of AChE activity in P. argentinus a
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freshwater shrimp exposed to fenitrothion
organophosphoree [35] and in the bivalve Modiolus
babatus exposed to thermal stress [49] and
Scrobicularia plana subjected to stress by metal
nanoparticles [50]. There is also an inhibition of
AChE activity in crabs Carcinus maenas, exposed
to the fluoranthene [51] and in shrimp M. borelli
contaminated with organophosphates [36]. Also,
inhibition of AChE activity is due to neurotoxic
insecticides and metal heavy was observed in the
mussel Dreissenna polymorpha collected from
different contaminated sites from French coast [52]
and among the clam Ruditapes phillipinarium
collected from different contaminated sites from
Venice (Italy) [53].

Induction of GST and inhibition of AChE
activities were higher in both sites 2 and 3
compared to the site 1 and it was higher in summer
and during 2014 compared to 2013. Then, it can be
concluded that site 2 and 3 were more polluted to
site 1 as supported by heavy metal analysis. The
most contaminated sites were located near the
sources of the domestic and agricultural pollutants.
In addition, season and annual effects were due to
the water supply by de River during rainy that
dilute the concentration of pollutants. Based on the
biomaker responses, the shrimp P. adspersus is
more suitable for the assessment of the health status
of the Mellah lagoon than the mollusc C. glaucum
[16].
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Impact of insect growth disruptor, novaluron, on
biochemical composition of cuticle from the
shrimp Palaemon adspersus

Hinda berghiche, Hamida Benradia, Noureddine Soltani

Abstract

novaluron (20% Wettable Powder), is a recently developed benzoylurea insecticide which is
considered as chitin synthesis inhibitor with excellent activity against mosquito larvae. The current study
aimed to evaluate under laboratory conditions the potential side-effects of novaluron on non-target
shrimp, Palaemon adspersus Rathke, 1837 (Decapoda, Palaemonidae). The compound was tested at two
concentrations (0.91 pg/L and 4.30 pg/L) corresponding respectively to LCso and LCoo determined
against fourth-instar larvae of Culiseta longiareolata (Diptera, Culicidae). Novaluron was added to the
rearing seawater of newly-ecdysed adult shrimps of P. adspersus and exposed for 15 days, i.e. untill
stage D during the molting cycle. The weight of cuticles and their biochemical composition (chitin,
proteins) were measured in peripheral integument by a gravimetric method. Under normal conditions, the
weight of cuticle increase significantly during the period from the stage A untill the stage D. Novaluron-
treatment was found to reduce the weight of cuticle at the stage B, C and D. The chitin percentage,
increase from stage A to stage C followed by a decrease at stage D. Exposition of shrimps to novaluron
resulted in a significant decrease of values at all molting stages with a dose-dependent manner. Lastly,
the percentage of cuticular protein showed a decrease from stage B to stage D in controls. Novaluron can
cause a significant increase in cuticular proteins. Therefore, the overall data confirm the primary mode of
action of novaluron to inhibit chitin biosynthesis.

Keywords: Cuticle, chitin, protein, Novaluron, Palaemon adspersus.

Introduction

The use of pesticides in agriculture is the most widespread method for pest control [,
However, the intensive utilisation of neurotoxin insecticides becomes environmentally hostile
and ecologically hazardous 12!, So, in this context, search for new insect-selective insecticides
with minimal ecotoxicological risks is relevant. Insect growth disruptors (IGDs) seem
promising because of their specific mode of action on insect and their lower toxicity against
non-target organisms than conventional insecticides [ 4. On the basis of the mode of action,
these compounds can be grouped on the substances that interfere with the action of insect
hormones (i.e. juvenile hormones, ecdysteroids) and chitin synthesis inhibitors (i.e. of cuticle
formation). The prototype of a benzoylurea insecticide is diflubenzuron, which was developed
as a commercial insecticide in the early 1970s. In the following years, many
derivatives with insecticidal activities enhanced have been successfully established
such as triflumuron ), chlorfluazuron ', teflubenzuron !, hexaflumuron ®
flufenoxuron ), lufenuron " and more recently, novaluron ['l. Novaluron is a new
derivative of the benzoylurea class which is considered as a chitin synthesis inhibitors ['?], with
excellent activity against several important insect pests with a high toxicity level and
effectiveness against several mosquito larvae as, Culiseta longiareolata, ['*! Aedes aegypti '
and Culex pipiens ['. The US Environmental Protection Agency (EPA) and Canadian Pest
Management  Regulatory Agency (PMRA) designed novaluron a "reduced-
risk/organophosphorus alternative" as it exhibit low acute mammalian toxicity and no
significant subchronic effects in mammals ', According to these agencies, novaluron was
considered a low risk to the environment and non target organisms. Use of novaluron can
contaminate rivers which diverse their pollutants into the lakes of El- kala and the Annaba gulf
(Northeast Algeria). Thus, in the present study, we examine the impact of novaluron on a non-
target organism, shrimp Palaemon adspersus Rathke, 1837 (Decapoda, Palacmonidae)
abundant in the lagoon El-Mellah (Northeast Algeria) and a relatively important species for the
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local fishery industry. Novaluron was added to the rearing
seawater of newly-ecdysed adult shrimps during a molt cycle.
The effects of this compound were examined on the weight
and biochemical composition of cuticle (chitin, proteins).

Materials and Methods

Collection and rearing of shrimps

P. adspersus Rathke, 1837 (Decapoda, Palaemonidae) were
collected from the lagoon El- Mellah (Northeast Algeria), in
the constriction zone of the channel that leads to the
Mediterranean Sea (Fig. 1). This site is far from any source of
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pollution and expected as a relatively clean site away from
pollution sources ?* 2!, Shrimps were transported to the
laboratory alive and reared in laboratory conditions by
maintaining them in glass aquaria (100 x 60 x 80 cm) filled
with sea water (salinity 37 psu; temperature 22-25 °C;
photoperiod 14 h of light). Filtration is performed by water
filter having a flow rate of 180 1/h (Rena 225). The animals
were daily fed with fresh mussels distributed in the afternoon.
Prior to exposure, shrimps were acclimated to laboratory
conditions for a week. Shrimps with of similar size (length: 25
mm and weight: 850 mg) were used in the experiment.

Fig 1: Geographical location of the sampling sites of lagoon El Mellah, El-Kala (Northeast Algeria). *: constriction zone of the channel with
Mediterranean, (www.Google Earth.com).

Shrimp datation

P. adspersus is a Decapod Palemonides a common shrimp in
Norwegian coast and South of the Baltic Sea to the
Mediterranean. This species is clear with no lines or bands,
excepting presence of dark chromatophores on the half ventral
rostrum. Shrimps were fished by the seine net (mesh: 4 mm;
length: 1.80 m). The moult cycle is divided into five stages: A
(early postmolt), B (late postmolt), C (intermolt) and D
(premolt) and moulting (E). The datation was made according
to the method of 2], based on morphogenesis at the uropod.
This method is simple, fast and efficient. Under these
conditions, P. adspersus has a molt cycle of 20 days with 20%
for A+B, 25% for C, and 65% for D.

Insecticide and treatment

Novaluron (wettable powder 20% active ingredient), was
kindly provided by Pr. G. Smagghe (Ghent University,
Belgium) (Fig. 2). The compound was added to the rearing sea
water at two final concentrations (0.91 pg/L and 4.30 mg/L)
corresponding respectively to the LCso and LCog obtained with
respect to the fourth-stage larvae Culiseta longiareolata
(Diptera, Culicidae) [31. Newly-ecdysed adult shrimps (0-8 h
old) were exposed continuously to treatment. Control shrimps
were reared in sea water only. Samples (cephalothorax) were
collected from each shrimp at different stages of molt cycle
(A, B, C, and D) in control and treated series.

Cl N N
H

Fig 2: Molecular structure of novaluron

Biochemical procedure

The biochemical composition of cuticle was determined in
peripheral integument at different stages during the molting
cycle. The percentage of chitin and cuticular proteins were
performed following the procedure of 1. Samples were
washed and dried at 60 °C to constant weight and decalcified
by means of 10% TCA. The decalcified cuticle was extracted
in 2 N NaOH at 110 °C for 3-4 h. The colourless 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 chitin.
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Statistical analysis

Results were represented as mean + standard deviation (SD).
The statistical analyses were performed using the Prism
software version 6.01 for Windows (GraphPad Software Inc.,
www.graphpad.com). The homogeneity of variances was
checked by Bartlett’s test. Data were subjected to two-way
analysis of variance (ANOVA) followed by a post-hoc HSD
Tukey test.

Results

Effect on the cuticular weight

In control series, the cuticular weight of P. adspersus
increased progressively during the period from the stage A
(5.1£0.69 mg) untill the stage D (7.29+£0.26 mg) at the end of
the cycle (Table 1). Treatment with novaluron at the two tested
concentrations (LCsy and LCy), reduced very significantly (p<
0.01) weight of cuticle at all stages as compared to controls.
ANOVA indicated significant effects of concentration (F 2, 36
=16.55; P<0.0001) and stage (F 3, 36 =28.77; P<0.0001) and

Effect on cuticular proteins

In control series, the highest percentage of cuticular proteins
were observed at stage A (60,54+4,26%). Then they decrease
at the three stages of the molt cycle, B (54,92+0,93%), C
(41.25+1.28%) and D (49,02+3,67%). In treated series by
novaluron at the two tested concentrations (LCsp and LCy),
presented a significant increase (p< 0.01) at stages B, C and D
as compared to control series. The values recorded at the end
of the cycle were in order of 52,87+1,69% and 66,3543,77%
with LCso and LCop, respectively (Table 3). In addition,
ANOVA revealed a significant effects of concentration (F 2,
38 = 635.7; P< 0.0001), stage (F 3, 38 = 545.6; P< 0.0001)
and interaction concentration /stage (F6, 38 = 14.67, P =
0.1237).

Table 3: Effect of novaluron (LCso = 0.91 pg/l and LCoo = 4.30 pug /1)
on the percentage (%) of cuticular protein in the cuticle of P.
adspersus during the molt cycle in control and treated series (mean +

interaction stage/treatment (F6, 36 = 1.67; P=1569).

Table 1: Effect of novaluron (LCso = 0.91 pg/l and LCo = 4.30 pg /1) on
the cuticular weight (mg) of P. adspersus during the molt cycle in control

and treated series (mean £+ SD, n = 4-5).

Stages Control Novaluron (LCsp) Novaluron (LCgp)

5.140.69 a 5.1540.35a 4.81+0.31 a

A A A A
6.17+0.39 a 5.54+0.56 a 5.19+0.26 b

B B A A
7.11£0.57 a 6.66+0.56 ab 5.840.38 b

C C B AB
7.29+0.26 a 6.58+0.06 ab 6.07+0.41 b

D C B B

SD, n = 4-5).
Stages| Control Novaluron (LCso) | Novaluron (LCgo)

60,54+4,26 a 63,37+2,79 a 73,12+0,78 b

A A A A
54,92+0,93 a 57,41+£3,84 a 62,38+6,10 b

B AC B B
41,25+1,28 a 48,93+1,13 b 56,28+1,09 ¢

C B C C
49,02+3,67 a 52,87+1,69 a 66,35+3,77 b

D C CB B

Different capital letters indicate a significant difference between stages of
the same series; different small letters indicate a significant difference

between control and treated series of the same stage (p> 0.05).

Discussion

Different capital letters indicate a significant difference between stages of
the same series; different small letters indicate a significant difference
between control and treated series of the same stage (p> 0.05).

Effect on the percentage of chitin

Under normal conditions, the percentage of chitin showed a
progressive increase from stage A (44.09+2.12%) untill stage
C to reach a maximum of 58.33 + 1.19% and decreased at
stage D (45.1343.18%) compared to the stage C. Novaluron
treatment (LCsp and LCo) resulted in a significant (p< 0.01)
decrease in the percentage of chitin with a dose-response
relationship comparatively to controls. The percentage
recorded at stage C was 52.97+2.94% with novaluron at the
LCso and 43.09+1.80% with the LCoy as compared to the
controls (Table 2). ANOVA showed significant effects of
concentration (F 2, 41 = 43.41; P<0.0001), stage (F 3, 41 =
53.11; P<0.0001) and interaction concentration/stage (F6, 41 =
5.63; P=0,0002).

Table 2: Effect of novaluron (LCso = 0.91 pg/l and LCoo = 4.30 pg /1)
on the percentage (%) of chitin in the cuticle of P. adspersus during
the molt cycle in control and treated series (mean + SD, n = 4-5).

Stages Control Novaluron (CLso) | Novaluron (CLgo)
44.09+2.12 a 42.04£1.30 a 35.34+5.46 b
A A A A
45.07£0.93 a 35.61+3.30 b 37.61+6.10 b
B A B A
58.33+1.19a 52.97£2.94 b 43.09+1.80 ¢
C B C B
D 49.13£3.18 a 45.13+£3.18 a 33.64+3.77 b
A B A

Different capital letters indicate a significant difference between
stages of the same series; different small letters indicate a significant
difference between control and treated series of the same stage (p>
0.05).

Chitin a polymer of N-acetyl-b-D-glucosamine, contribute
considerably to barrier and shaping function of exoskeletons or
cuticle which is an extracellular matrix covering the animal
(241 Tt constitutes up to 40% of the exuvial dry mass depending
on the species and varies considerably with the different
cuticle types even in a single organism !, In this current
study, weight and biochemical composition of cuticle in P.
adspersus adults were determined by the gravimetric method
during a molting cycle. In control individuals weight increased
progressively during the period from the stage A until the
stage D, at the end of the cycle. While, the chitin percentage
showed a progressive increase from stage A until stage C to
reach a maximum and decreased at stage D. These variations
are correlated with the apolysis, the secretion of the new
cuticle and the digestion of the old cuticle ?°). So according to
27 the chitin content varied between 66 and 72% during
molting cycle in shrimp P. kerathurus. The same authors
reported an incorporation of two precursors, D-[3-3H(N)]-
glucose and N-acetyl- D-[1-3H]-glucosamine (NAGA) in the
postmolt (stage A and B) leading to the secretion of
endocuticle, followed by a decrease at the intermolt (stage C)
(where the secretion of cuticle is complete) and the least
content of incorporation of the two precursors is noted in
premolt (stage D) where exocuticle secretion is completed.

Novaluron-treatment increased significantly the percentage of
chitin with a dose-response effect probably by inhibit of the
incorporation of sugars into the growing chitin chain. In
addition, the modification of the produced cuticle could be
explained by the decrease in the chitin and thereby the weight
of cuticle. This is in accordance with a previous report made
with diflubenzuron, another chitin synthesis inhibitor on P.
kerathurus 2% 21 and several benzoylurea derivatives which
interfere with the molting process by disrupting secretion
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cuticular, via the synthesis of chitin [> 3%, The effectiveness
novaluron was demonstrated by several studies in respect of
several species "> 321, Indeed, this insecticide is very effective
against mosquito larvae such as C. longiareolata [, A,
aegypti 4 and C. pipiens 1.

Cuticular proteins are suggested to be involved in the
calcification process 3! and in chitin binding in crustacean
exoskeleton. The evolution of cuticular proteins in control
series of P. adspersus, showed a significant decrease at all
stages of the molt cycle. [ Found that the Astacus fluviatilis
shell consists of 30% of cuticular proteins and 35.3% in
Penaeus duorum. The cuticular protein content is much more
important after a recent exuviations then the intermoult stage
(2], The results for the Novaluron-effect on cuticular proteins
reveal a significant increase at stages B, until stage D as
compared to control series. Also [ reported that
diflubenzuron, showed an increase in the amount of cuticular
proteins on P. kerathurus. Variations in the cuticular weight,
chitin and proteins during the molting cycle of P. adspersus
were modified by novaluron. Thus, the biochemical
composition of their cuticle, the crustaceans can be the
potential targets of these benzoylurea derivatives.

Conclusion

In current study, P. adspersus present a significant variation in
the biochemical composition of cuticle during the molt cycle.
Novaluron-treatment resulted in biochemical modification of
the produced cuticle as evidenced by a decrease in the chitin
and thereby the weight of cuticle. Therefore, novaluron caused
side-effects on the non target organism the shrimp P.
adspersus. These effects could be explained by different
modes of action, such as a blockage of transport and
incorporation of the precursor biosynthetic chitin, N-acetyl-D-
glucosamine (GIcNAc), or by direct inhibition of chitin
synthesis. However, these mechanisms of action remain to be
clarified.
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