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INTRODUCTION

« Soit A un succes dans la vie. Alors A =x +y + z, ou x = travailler, y = s'amuser, 7 = se
taire. »

Albert Einstein.



INTRODCUCTION

1. INTRODUCTION

La surface terrestre est couverte d’environ 70 a 72% d’eau représentée par 97,3%
d’eau saline et 2,7 % d’eau douce, cependant les ressources en eau douce accessibles pour les
besoins humains directs sont inférieures a 1% (Qadri & Bhat, 2020). Fondamentalement, les
milieux aquatiques sont ouverts aux pollutions anthropiques (Zhu et al., 2017 ; Shao et al.,
2018 ; Karkman et al., 2018 ; Jiang ef al., 2018) provenants d'un large éventail d'influences,
notamment les eaux pluviales/les déchets agricoles ou les écoulements de surface (Ahmed et
al., 2018), effluents hospitaliers (Harnisz & Korzeniewska, 2018), déchets industriels
(Karkman et al., 2018), ruissellements agricoles des abattoirs (Wan & Chou, 2015 ; Fang et
al., 2018), effluents des décharges, eaux de crue et fonctions récréatives (Ekundayo & Okoh,
2020). La croissance démographique peut également étre un facteur polluant (Haseena et al.,
2017). En nécessitant une production alimentaire accrue, 1’agriculture devient un probleme
majeur pouvant entrainer une eutrophisation des eaux douces (Okumah et al., 2019 ; Davey
et al., 2020). Les pesticides fréquemment appliqués sur les produits agricoles pour améliorer
la qualité et la quantité des aliments, avec une utilisation massive et sans restriction de
produits de synthese, entrainent des effets déléteres, et un effet 1étal sur divers organismes non
ciblés dans l'environnement aquatique (Kalavathy et al., 2001 ; Sathyamoorthi ef al., 2019 ;
Kumaresan ef al., 2018 ; Al-Ghanim et al., 2019).

Les pesticides sont un groupe de produits chimiques utilisés en agriculture pour
lutter contre les maladies et les insectes ainsi que pour réguler la croissance des plantes.
Certains pesticides sont des composés naturels et d’autres sont synthétisés par 'homme. Selon
les différentes applications des pesticides, ils peuvent étre divisés en herbicides, insecticides
et fongicides (He et al., 2020). Parmi les insecticides, les néonicotinoides sont apparus
comme une nouvelle génération d'insecticides respectueux de 1'environnement pour remplacer
des composés plus toxiques et persistants tels que les organophosphorés et les carbamates
(Simon-Delso et al., 2015 ; Cossi et al., 2020). En tant que classe d'insecticides systémiques,
les néonicotinoides se lient au récepteur d'acétylcholine nicotine (nAChR) du systeme
nerveux central de l'insecte. Cela provoque une excitation neuronale inhabituelle, des spasmes
du corps entier, une paralysie et méme la mort chez les insectes (Yamamoto & Casida,
1999 ; Tian et al., 2020). Cependant, leur potentiel toxique est plus faible chez les vertébrés

car ces derniers ont une affinité relativement faible pour les récepteurs nicotiniques et que les
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néonicotinoides ne traversent pas facilement la barriere hémato-encéphalique (Gupta &

Milatovic, 2014 ; Ensley, 2018 ; Stara et al., 2020).

Parmi les néonicotinoides de deuxieme génération, le thiaméthoxame (Abd-
Alrahman, 2014 ; Jyot & Singh, 2017 ; Chouahda et al., 2018 ; Pang et al., 2020) en est le
premier (Gomez-Herrero et al., 2019). 1l est utilisé dans la région Nord-Est Algérienne
contre les insectes piqueurs et suceurs des céréales, des arbres fruitiers et des cultures
maraicheres. Le TMX est utilis€ en culture a des doses allants de 800 a 4000 mg/L
d’insecticide (formulation commerciale), correspondant a 200 a 1000 mg/L. de thiaméthoxame
(matiere active) (Ait Hamlet et al, 2019). Le TMX est connu pour se transformer
efficacement en son métabolite, la clothianidine, lorsqu'il est présent dans les plantes ou les
insectes (Coulon et al, 2018 ; Tesovnik et al., 2020). Sa solubilité dans l'eau lui permet
d’étre facilement libéré dans l'environnement a partir des zones agricoles pendant son
utilisation (Barbosa et al., 2016 ; Wang et al., 2020). Actuellement, il n'existe pas de normes
sur la qualit¢ de l'eau douce pour protéger la santé des animaux aquatiques pour le
thiaméthoxame. Le probleme des fortes concentrations de néonicotinoides qui s'infiltrent dans
les systemes aquatiques est aggravé par le fait que les néonicotinoides sont rarement trouvés
isolément, mais plus souvent dans des mélanges potentiellement toxiques (Morrissey et al.,

2015 ; Rohonczy et al., 2020).

Bien que les principaux modes d'action des néonicotinoides sur les especes ciblées
ont ét€ bien caractérisés, les récentes découvertes de leurs effets indésirables sur des
organismes non ciblés ont soulevé de nouvelles inquiétudes quant aux modes d’action
supplémentaires de ces composés (Wei ef al,, 2020). Leurs effets sur les organismes non
ciblés dépendent de facteurs tels que la structure chimique, la voie d'exposition, le stade de
vie de l'organisme et la durée de 1'exposition (Harding & Burbidge, 2013 ; McClure ef al.,
2020).

Dans les programmes de surveillance et les études scientifiques qui évaluent la
qualité de 1'eau et la santé des organismes aquatiques, les biomarqueurs s’averent étre un outil
avantageux (Calado et al., 2020). Leur pertinence est due au fait qu’ils indiquent directement
tout effet toxique sur les organismes (Gao et al., 2020) car ils sont définis comme étant des
changements biochimiques et tissulaires détectables qui indiquent une altération de la
physiologie (Smit et al., 2009 ; Martinez-Morcillo et al., 2020). Il existe plusieurs

biomarqueurs tels qu’un biomarqueur biochimique (mesure de 1'activité enzymatique) (Betim
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et al., 2016) comme l'activité de la cholinestérase (ChE) qui a été largement utilisée comme
biomarqueur de la neurotoxicité chez les poissons (Sobjak et al., 2018 ; Folle et al., 2020) ;
chimique (quantification des composés) (Soares et al., 2007 ; Salgado et al., 2019) ;
génotoxique (mesure des dommages causés a I'ADN) (Klingelfus et al., 2017 ; Delmond et
al., 2019) ; morphologique (histopathologie) (Simonato et al., 2016). Ces biomarqueurs sont
aussi utilisés pour évaluer 1’'impact de l'exposition aux pesticides dans les cours d'eau
influencés par les activités agricoles (Vieira et al., 2016) pour la compréhension des
processus d'adaptation et de dépuration (Ramesh et al, 2015 ; Korkmaz et al, 2018).
L’étude du processus de dépuration est importante car elle permet de révéler si les effets du
contaminant persistent longtemps apres sa disparition (Sanghvi et al.,, 2003 ; Sundin ef al,
2019). Les niveaux de dépuration chez les poissons sont influencés par plusieurs parametres,
notamment la concentration initiale du composé, la teneur en graisse des tissus, la température
et l'activité physique des poissons (Howgate, 2004 ; Johnsen et al., 1996 ; Schram et al.,
2017 ; Podduturi et al., 2021).

Bien que moins sensibles que les indicateurs primaires (c'est-a-dire
neuroendocrinaux) et secondaires (c'est-a-dire hématologiques) du stress des poissons, les
indices organosomatiques sont relativement plus faciles a recueillir et contribuent souvent a la
compréhension des réponses a long terme des poissons aux facteurs de stress (Sopinka et al.,
2016). Les indices de condition et croissance ont €té utilisés de manieére exhaustive comme
indicateurs de I'état nutritionnel et de la santé des poissons (Vasconcelos et al., 2009 ;
Fonseca et al., 2015). Ces indices englobent différents niveaux de réponse biologique, allants
des mesures morphométriques aux mesures biochimiques, en tenant compte des changements

de poids (Weber et al., 2003 ; Duarte ef al., 2018).

Le rapport Gonado-Somatique (RGS) est le rapport entre le poids des ovaires et le
poids somatique (Basilone et al., 2006 ; Basilone et al., 2020). Il est utilis¢ comme 1'un des
indicateurs du développement et de la maturité des gonades (Khaironizam & Zakaria-
Ismail, 2013 ; Mukti et al., 2020), notamment pour décrire le moment et la durée de la saison
du frai (West, 1990 ; Flores et al., 2019). Pendant la maturation des gonades, le RGS
augmente en raison du dépot de grandes quantités de protéines et de lipides dans les ovules et
les spermatozoides en développement (Htun-Han, 1978 ; Erasmus et al., 2019). La
diminution du RGS des poissons exposés pourrait étre le reflet de la réduction de la masse des

gonades. En outre, la réduction du RGS pourrait avoir résulté de la diminution de l'activité
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hypothalamique et hypophysaire et/ou des changements morphologiques et pathologiques, des
gonades, causés par les effets toxiques (Louiz et al., 2009 ; Sayed et al., 2012 ; Saravanan et
al., 2019).

Le rapport Hépato-Somatique (RHS) reflete 1'état physiologique du poisson, qui
peut étre le résultat de mécanismes d'adaptation sous influence anthropique (Prysiazhniuk et
al., 2019). 11 reflete, également, son état nutritionnel (Landa & Antolinez, 2018). En effet,
cet indice physiologique dépend de la disponibilit¢ des nutriments dans l'eau. Ainsi, la
disponibilité des aliments peut affecter la répartition de I'énergie, ce qui se manifeste par des
changements de la valeur de l'indice de masse corporelle (Huuskonen & Lindstrom-Seppi,
1995 ; Louiz et al., 2018). Le rapport Hépato-Somatique peut étre suggéré, de ce fait, comme
biomarqueur qui indique 1'état de 1'alimentation et du métabolisme. La taille du foie indique
une activité métabolique élevée, tandis que la petite taille du foie peut étre due a un manque

de nourriture (Larsson ef al., 2000 ; Sandstrom et al., 2005 ; Pandit et al., 2019).

Parmi les indices organo-somatiques, I’indice de condition (K) est utilis€ pour
comparer la "condition" ou le statut de santé inter et intra spécifique des poissons provenants
d'habitats identiques. C’est un indice utile pour le suivi de l'intensité de l'alimentation, de
I'age, des taux de croissance des poissons (Oni ef al., 1983 ; Famoofo & Abdul, 2020), le
moment et la durée du processus de reproduction (Zamri et al., 2016 ; Luczynska et al,
2018). L’indice de condition permet, également, de déduire les réponses physiologiques des
poissons au stress (Sopinka et al., 2016) ainsi que d’évaluer leurs réponses aux changements
environnementaux (Miranda et al., 2019 ; Champion et al., 2020), en effet, de faibles
valeurs indiquent aussi une mauvaise condition somatique chez les poissons (Pope & Kruse,

2001 ; Camara ef al., 2011 ; Neves et al., 2020).

L'acétylcholinestérase (AChE) est un biomarqueur sensible de neurotoxicité chez
les organismes confrontés a des substances toxiques et a des conditions environnementales
défavorables (Ajima et al., 2017 ; Theanacho & Odo, 2020). L’AChE appartient a une
famille d'enzymes appelées estérases, et a pour role physiologique de mettre fin a la
neurotransmission par hydrolyse de 1'acétylcholine (Bernal-Reya et al., 2020). Ce dernier, est
le plus important neurotransmetteur qui intervient dans la régulation des processus corporels
(El Alami et al., 2020). L'inhibition de I' AChE a été largement utilisée pour évaluer les effets
toxiques des pesticides tels que les carbamates, et les organophosphorés (Sayed et al., 2019 ;

Amamra et al., 2019 ; Parrino et al., 2020), ou encore les néonicotinoides qui interferent
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avec le systéme nerveux en agissant comme agonistes du neurotransmetteur acétylcholine
(Jeschke et al., 2011 ; 2013 ; Taillebois et al., 2018). Le degré élevé d'affinité et la liaison
presque irréversible des néonicotinoides aux récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine
(nAChR) entrainent une altération de la transmission du signal nerveux (Paquet-Walsh et al.,
2019). L’inhibition de I’activité de I’AChE en présence de pesticides peut engendrer une
augmentation des cellules apoptotiques (Koktiirk et al., 2020). Son activité est donc un
indicateur fiable pour évaluer et surveiller les effets des polluants environnementaux sur les

poissons (Samanta ef al., 2014 ; Kim et al., 2020).

Les glutathion S-transférases (GST) sont une grande famille complexe d'enzymes
localisés dans le cytosol et le réticulum endoplasmique (Ioannides, 2002 ; Sandamalika et
al., 2019), qui agissent comme d'importants régulateurs dans de nombreuses étapes
métaboliques clés (Edwards & Dixon, 2002 ; Ulrich et al., 2002 ; Gao et al., 2020)
d'oxydoréduction et de détoxification (Omiecinski et al., 2011 ; Painefila ef al., 2020). Les
GST catalysent la liaison du glutathion nucléophile (GSH) aux produits chimiques exogenes
électrophiles pour les détoxifier (Hayes et al., 2005 ; Zhou et al., 2020), mais aussi, les
composés et les polluants endogenes, tels que les pesticides et les herbicides (Nebert &
Vasiliou, 2004 ; Zhou et al., 2020). En outre, I'augmentation de l'activité de la GST facilite
les réactions de conjugaison synthétique de diverses substances électrophiles avec le
glutathion tripeptidique, ce qui rend les xénobiotiques plus hydrophiles pour le transport ou
I'excrétion afin de défendre les organismes contre le stress oxydatif (Srikanth et al., 2013 ;

Clui et al., 2020).

Les protéines sont des cibles pour les radicaux libres, et leur oxydation est définie
comme la modification covalente qui peut €tre induite soit directement par les ROS (les
especes oxygénées réactives), soit indirectement par la réaction avec des sous-produits
secondaires du stress oxydatif, conduisant a 1'altération de certains résidus d'acides aminés
formants des dérivés de la protéine carbonylée (Dalle-Donne et al., 2003 ; Copat et al.,
2020). Cependant, certains chercheurs ont confirmé que divers facteurs de stress,
généralement considérés comme des réponses non spécifiques, pourraient également induire
les protéines carbonylées (Li et al., 2020). Les protéines carbonylées représentent donc une
modification post-traductionnelle irréversible (Mufioz et al., 2018), leur permettant d’étre

considérées comme un biomarqueur précieux pour 1'évaluation de l'oxydation des protéines
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qui reflete la perte de leur fonction de protéines (Wong ef al., 2010 ; Schwarzbacherova et

al., 2019) et de la perturbation des tissus (Yan et al., 1997 ; Bobori ef al., 2020).

La vitellogénine est une lipoprotéine majeure et un précurseur de la protéine
ovarienne (Utarabhand & Bunlipatanon, 1996 ; Pan et al, 2019). Au cours de la
vitellogénese, les poissons ont besoin d'aliments riches en graisses et en protéines pour
produire de la vitellogénine, un précurseur phospholipoprotéique du lipovitelline et de la
phosphovitelline qui sont stockés dans les ovocytes sous forme de vitelline. La quantité et la
qualité de la vitelline sont des facteurs clés pour une reproduction réussie, car la vitelline est
la seule source de nourriture pour l'embryon et les premiers stades larvaires (Alvarez-
Lajonchere, 2006 ; Gonzalez-Silvera et al., 2020). L’utilisation de biomarqueurs de la
vitellogénine (vtg) pour détecter l'impact des substances chimiques perturbant le systeme

endocrinien chez les poissons (Matthiessen et al., 2002 ; 2018 ; Khatir et al., 2020).

Parmi les especes non ciblées de ces substances, Gambusia affinis (Baird &
Girard, 1853) (Pisces, Poeciliidae) est un petit poisson d'eau douce introduit dans les cours
d'eau du monde entier pour lutter contre les moustiques (Pyke, 2008 ; Jyotsna et al., 2020).
Sa capacité a résister a différents types de pollution lui permet d’étre considéré comme un
indicateur de la pollution de l'environnement (Huang et al., 2019 ; Liu et al., 2020). En effet,
pendant la période de croissance de son cycle de reproduction, des mécanismes complexes se
développent lui permettant de s'adapter aux changements de I'environnement (El-Greisy &
El-Gamal, 2015 ; Adam et al., 2019) mais aussi pour son rdle possible dans la chaine
alimentaire aquatique, et sa culture pratique en laboratoire (Ou et al., 2015 ; Huang et al.,
2016 ; Bao et al., 2018). Les travaux antérieurs sur cette espece ont porté sur sa croissance, sa
reproduction et son rdle écotoxicologique a I’égard de différentes substances, notamment le
diflubenzuron, le cadmium, 1’halofenozide, le malathion, le flucycloxuron (Draredja-Beldi &
Soltani, 2001 ; Beldi & Soltani, 2003 ; Chouahda et al., 2006 ; 2007 ; 2010 ; Chouahda &
Soltani, 2009 ; 2013 ; Soltani et al., 2008 ; Zaidi & Soltani, 2010 ; 2011 ; 2013), et ont

confirmé son utilit¢é comme modele biologique.

La présente these s’inscrit dans le cadre du projet P.R.F.U « Etude de certaines
especes aquatiques : aspects bio-écologiques, morphométriques et biochimiques liés aux
facteurs environnementaux » du Laboratoire de Biologie Animale Appliquée, a pour objectif
d’évaluer I’'impact d’un insecticide néonicotinoide (thiaméthoxame) sur un organisme non

visé Gambusia affinis (Cyprinodontiforme : Poeciliidae), et se présente en deux parties :
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La premieére consiste a évaluer 1’effet d’une exposition chronique (28 jours) a
différentes concentrations, a savoir, 10 ; 20 ; 40 mg.L'l de la maticre active (thiaméthoxame)
sur les parametres morphométrique et pondérale (taille et poids totaux), les indices organo-
somatiques (le rapport gonado-somatique, le rapport hépatique-somatique et 1’indice de
condition), ainsi que sur les différents biomarqueurs (Acétylcholinestérase, glutathion-S-
transférase, protéines carbonylées et vitellines). Cette expérience est effectuée dans les deux

phases du cycle de reproduction (activité et repos sexuel) chez les femelles adultes.

La seconde partie vise a révéler la capacité de dépuration des adultes femelles de
G. affinis suite a D’exposition chronique, en les transvasant dans une eau non contaminée
durant 28 jours. Les parametres pris en charge sont les mémes que ceux considérés dans la
partie d’exposition. Cette partie est, également, effectuée dans les deux phases du cycle de

reproduction (activité et repos sexuel).
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« Je me sers des animaux pour instruire I’homme. »

Jean de la Fontaine.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation du matériel biologique

2.1.1. Morphologie et anatomie

Gambusia affinis est une espece ovovivipare de petite taille, allant de 1 2 5 cm de
longueur, qui ne possede pas de couleurs vives comme ses cousins (Guppy), elle est
caractérisée par des couleurs assez ternes (suivant le milieu) et translucides sur le dos et la
cavité abdominale laissant apparaitre les visceres. Elle est capable de changer de couleur (du
noir au gris tres clair) en changeant le niveau d’agrégation des pigments de mélanine dans les

chromatophores pour s’adapter a la couleur de son environnement (Pyke, 2005).

La morphologie interne et externe de G. affinis reflete son régime alimentaire et
son comportement de recherche de nourriture (Odum & Caldwell, 1955 ; Rosen &
Mendelson, 1960 ; Meffe & Snelson, 1989). Selon Cadwallader & Backhouse (1983), le
corps de la gambusie est petit et trapu, le dos un peu arqué en avant de la nageoire dorsale. La
téte est aplatie dorso-ventrale (Lewis, 1970). La bouche est petite, pourvue de nombreuses
dents, solides et coniques (Odum & Caldwell, 1955 ; Rosen & Mendelson, 1960 ; Meffe &
Snelson, 1989) pointées vers le haut qui correspondent a leur habitude de se nourrir a la
surface de I'eau. Un cesophage et un intestin relativement courts, caractéristiques typiques des
poissons prédateurs (Odum & Caldwell, 1955 ; Rosen & Mendelson, 1960 ; Meffe &
Snelson, 1989). Elle ne possede pas de canaux céphaliques (Rosen & Mendelson, 1960) et,
par conséquent, a une capacité relativement faible de détecter les perturbations ou vibrations
de l'eau (Walker, 1987 ; Helfman et al, 1997). Les gambusies comptent sans doute
d’avantage sur la vue pour détecter les proies, les prédateurs et autres prédateurs physiques
(Lanzing & Wright, 1982). Les yeux sont larges et positionnés pres du profil dorsal. La
nageoire dorsale est courte, haute et bombée, elle est située en arriere de 1’anale, et les
nageoires pelviennes sont tres abdominales (Keith & Allardi, 2001). La nageoire caudale est
plus grande en forme d’éventail arrondi. La nageoire ventrale se situe a la base de la queue,
elle est courte et arrondie chez la femelle et se transforme chez le male en un long organe
copulateur pointu, le gonopode. La téte et le tronc sont couverts de grandes écailles. La ligne
latérale est absente chez cette espece, on répertorie 30 a 32 grandes écailles le long d’une
rangée longitudinale (Terofal, 1987). Le dos est d’un vert olive a brun, les cotés gris d’un

éclat bleuatre, et le ventre d'un blanc argenté.
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Nageoire dorsale

T |—>Nageoir'e
: caudale
Nageoire anale

Nageoire pectorale

Bouche

0,47 cm
—

Figure 1. Morphologie externe de G. affinis (photo personnelle).
Ce poisson présente un dimorphisme sexuel se manifestant par :

Une différence de taille tres nette (Beldi, 2007). La femelle est deux a trois fois
plus grande que le male (5 a 6 cm pour la femelle et 3,5 a 4 cm pour le male) (Chouahda,
2011).

Les males de la Gambusie sont caractérisés par un organe externe appelé un
gonopode, qui est la nageoire anale (Cohen, 1946 ; Singh & Zutshi, 2020). Certains auteurs
ont avancé que le développement du gonopode est médié€ par la signalisation androgene qui
contribue a la croissance de la nageoire anale et au développement de nouveaux segments
osseux et qui fait finalement la transition de la nageoire anale vers le gonopode (Ogino et al.,
2011 ; Hou et al., 2019). Les males fécondent les femelles lors d'une copulation rapide "a la
nage", au cours de laquelle le male utilise son gonopode cannelé (Fraile et al., 1992 ;

Edwards et al., 2013) pour introduire le sperme a l'intérieur de la femelle (Xie et al., 2010).

La nageoire anale de la femelle reste inchangée et est de forme arrondie. Pendant
la gestation, en avant de cette nageoire (Chambolle, 1970) on distingue par transparence une

tache sombre latérale qui marque I’emplacement de ’ovaire (Jacques et al., 2001).
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Figure 2. Dimorphisme sexuel chez G. affinis (photo personnelle).

L’étude de I’anatomie interne, apres dissection du poisson de la bouche a I’orifice

anal, révele que 1’cesophage est court, droit et trés musculeux, qui fait suite directement a

I’intestin moyen (tube digestive), on ne note pas I’estomac. A 1’avant de 1’abdomen et au-

dessous du cceur se situe la glande hépatopancréatique, appelée ainsi car le tissu pancréatique

est confondu avec celui du foie et forme un seul organe (Bouhafs, 1993).

1,04 cm L I
Figure 3. Morphologie interne de G. affinis (photo personnelle).
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2.1.2. Position systématique

La Gambusie est un mot latin qui signifie « rien » ou « frustration » (Gall et al.,
1980). Poey, (1854) a ajouté : « on dit de pécher les Gambusinos quand on n’a rien attrapé »
(Jordan & Gilbert, 1882 ; Jordan & Evermann, 1896 ; Kuntz, 1913). G. affinis appartient
a la famille des Poeciliidae (Miller et al., 2005 ; Pérez-Lopez et al., 2020) qui compte 30

genres et 293 especes.

Au milieu du 19™ siecle, trois especes ont été reconnues : G. affinis, G. patruelis
et G. holbrooki. Peu apres, elles ont été considérées comme une seule espece polytypique
avec deux sous-especes, 1'une occidentale, G. affinis affinis (englobant les anciennes especes
G. dffinis et G. patruelis) et l'autre orientale, G. affinis holbrooki. Cependant, leur statut
taxonomique a continué a €tre remis en question. Black & Howell, (1979) rapportent
l'existence de barrieres reproductives entre eux, et 1'étude génétique de Wooten et al. (1988),
basée sur l'analyse des allozymes, a révélé un taux élevé de degré de divergence génétique
ainsi que de la structuration des fréquences des alleles (Landeka, 2015). Les poissons de ce
genre ont d'abord été percus comme étant « de non importance » et « sans valeur » (Kuntz,
1913). Le poisson occidental (Gambusia affinis, Baird & Girard, 1853) et son proche parent,
le poisson-moustique de I'Est (Gambusia holbrooki Girard, 1859), ont été introduits comme
agents de contrdle contre les moustiques dans les systemes aquatiques frais et salins sur tous
les continents sauf 1'Antarctique (Pyke, 2008 ; Cheng ef al., 2018). La répartition de ces deux
especes dans les zones d'introduction est encore largement inconnue et elles sont souvent
confondues principalement alors que la plupart des introductions ont eu lieu avant les derniers
changements dans leur taxonomie, mais aussi en raison de l'absence ou l'insuffisance des

archives historiques sur les origines des stocks introduits ainsi que sur les schémas complexes

de leur transfert (Pyke, 2005 ; Vidal ef al., 2010).
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La classification taxonomique la plus complete est proposée par 1’Inventaire

National du Patrimoine Naturel (INPN) (mise a jour en Octobre 2019), et est la suivante :

Tableau 1 : Position systématique de G. affinis.

Domaine

Biota

Regne

Animalia (Linnaeus, 1758)

Sous-Regne

Eumetazoa (Biitschli, 1910)

Clade

Bilateria (Haeckel, 1874)

Infra-Reégne

Deuterostomia (Karl Grobben, 1908)

Embranchement

Chordata (Haeckel, 1874)

Sous-embranchement

Craniata (Janvier, 1981)

Infra-embranchement Vertebrata

Super-Classe Gnathostomata

Clade Euteleostomi

Classe Actinopterygii

Sous-Classe Neopterygii (Regan, 1923)
Infra-Classe Teleostei

Ordre Cyprinodontiformes

Famille Poeciliidae (Bonaparte, 1831)

Sous-Famille

Poeciliinae (Bonaparte, 1831)

Genre

Gambusia (Poey, 1854)

Espece

affinis (Baird & Girard, 1853).
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2.1.3.Répartition géographique

G. affinis, a été introduite dans de nombreuses régions du globe, notamment dans
de nombreux pays tropicaux et subtropicaux, afin de faire face a un probleme de santé
humaine, le paludisme, par la démoustication (Spillmann, 1961 ; Terofal, 1987 ; Pascal et
al., 2006). Elle est considérée comme 1’'une des especes les plus invasives du littoral

méditerranéen et en Europe Centrale (Benejam et al., 2009).

Aux Etats-Unis, les premigres introductions connues de mousquito fish ont eu lieu
au début des années 1900 (Krumholz, 1948). En 1905, environ 150 G. affinis ont été
introduits a Hawai a partir du Texas pour tester leur efficacité dans la prédation des larves de
moustiques (Seale, 1905), et en 1910 leurs descendants ont été libérés dans des parties
d'Oahu, Hawai, Maui, Kauai et Molokai (Van Dine, 1907 ; Stearns, 1983a). De plus, en
1905, G. affinis, de la Caroline du Nord, a été relachée dans les eaux du New Jersey pour
contrdler les moustiques (Seal, 1910 ; Krumholz, 1948). En 1922, des mousquito fish du
Texas (900 d'Austin et 300 de Hearne) ont été introduits dans un étang de nénuphar, au fort de
Sutter. Cet étang a servi d'écloserie pour répandre G. affinis a travers la Californie et le

Nevada pendant les années 1920 et 1930 (Stockwell et al., 1996).

Elle a été introduite volontairement en Europe, dans de nombreux pays, en
Espagne des 1921 (Garcia-Berthou ef al., 2005 ; Vidal et al., 2010), du Portugal au Sud de
la Russie, comme dans le lac Pamvotis au Nord-Ouest de la Grece (Leonardos ef al., 2008),
le Sud de la Caspienne (principalement cotes Ouest et Sud-Ouest) et le pourtour de la mer
Noire ainsi que dans d’autre parties du monde, pour combattre la Malaria via le controle des
moustiques. Introduite en France métropolitaine de 1927 a 1931, elle est présente en
Provence, Camargue, dans le canal du Midi et les étangs saumatres du Languedoc-Roussillon,
en Corse en 1924 (Pascal et al., 2006), et sur les coOtes atlantiques, dans les rivieres de la
Charente-Maritime aux Landes, et est abondante dans les étangs et marais de la région

bordelaise (Chambolle, 1973).

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

de lutte biologique contre les larves d’Anopheles agent vecteur du paludisme. L’opération de

,,,,,,

Ahras.
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2.1.4. Habitat

Les Gambusies sont capables d'utiliser un tres large éventail d'habitats dans un
tres large éventail de paysages et d'environnements et sont capables de tolérer, et parfois de
prospérer, sous des caractéristiques physiques, chimiques et biologiques trés différentes
(Rees, 1958 ; Lloyd et al., 1986 ; Hubbs, 2000) avec une tolérance élevée a la salinité
(Hubbs, 2000). Leurs habitats préférés sont les étangs de plaine, les lacs et les cours d'eau
(Lloyd et al., 1986 ; Lee et al., 2017), ils sont probablement capables de se propager entre les
bassins versants par les lagunes cotieres et les zones humides (Regmi et al., 2016). Dans leur
habitat naturel, les Gambusies se trouvent dans une région chaude (elles préferent des
températures avoisinantes les 31 et 35 °C (Pyke, 2005), dense en macrophytes, a faible
vitesse d’eaux (Pyke, 2008) et peu profonde (Walton, 2007) (une profondeur d’eau comprise
entre 8 et 15 cm (Pyke, 2005). Ces caractéristiques, offrent des conditions de reproduction
favorables (Koya & Kamiya, 2000) et leur permettent de s'abriter des courants rapides et des
prédateurs (Britton & Moser, 1982 ; Pyke, 2005). Winkler, (1979) ainsi que Maglio &
Rosen, (1969) décrivent chez G. affinis une recherche de la meilleure place au niveau
thermique dans le plan d’eau, qui provoque des relations sociales hiérarchisées. Winkler,
(1979) décrit que les places les plus profitables sont toujours occupées par les plus grands

individus (c’est-a-dire les plus grosses femelles).

La stabilit¢ de l'habitat influence également les caractéristiques du cycle de
reproduction des populations de poissons-moustiques. Des analyses génétiques ont révélé que
la fluctuation de 1'eau dans les habitats des réservoirs était positivement corrélée a la fécondité

et négativement corrélée a la taille & maturité (Stearns, 1983a ; 1983b ; Walton, 2007).

2.1.5.Régime alimentaire

Le prédateur d’anopheles G. affinis (Couret et al., 2020) n’est pas strictement
culiciphage. C’est un prédateur opportuniste qui a une préférence pour la nourriture animale
(Pyke, 2005). Une étude des contenus stomacaux a décrit une tres large gamme de proies
(Crivelli & Boy, 1987; Arthington, 1989), rendant son régime omnivore comportant des
petits crustacés, du zooplancton, divers mollusques et arthropodes aquatiques, des débris, des
juvéniles de poissons (y compris de sa propre espece), des hexapodes terrestres tombés dans
I’eau (collemboles, fourmis) flottants en surface (la dérive) et avec une préférence pour les
larves d’insectes et notamment de moustiques, gobés surtout au moment de I’émergence de

I’imago. D’autres auteurs tels que Hurlbert & Mulla, (1981) les qualifient de poissons
Page | 14



MATERIEL ET METHODES

Zooplanctonophages. Le menu préféré de G. affinis varie selon le sexe, la taille, la saison et
le milieu (Fraval, 2002). Elle adapte donc son régime alimentaire en fonction de la

disponibilité des proies (Arthington, 1989 ; Bounaceur, 1997).

2.1.6. Cycle biologique

Le cycle annuel de reproduction du male et de la femelle de la Gambusie est
marqué par une saison de reproduction distincte qui, dans la plupart des endroits, s'étend du
milieu du printemps jusqu'au milieu de 1'automne, avec un pic en été (Pyke, 2005 ; Gao et al.,
2019). Chez les males matures, la libération des spermatozoides se fait pendant presque toute
la période de spermatogenese (Self, 1940 ; Fraile et al., 1992 ; Pyke, 2005). Chez G. affinis,
comme chez tous les Poeciliidae de type cystovarien, le cortex de l'ovaire embryonnaire,
tapissé par 1'épithélium germinal, subit une invagination qui fusionne intérieurement pour
devenir la structure sacculaire de l'ovaire. Cette structure possede un espace interne, la
lumiere ovarienne (Grier et al., 2016). En conséquence de ce développement unique, au
moment de 1'ovulation, les ovules sont libérées dans la lumiere de 1'ovaire (ovulation interne)
(Dodd, 1977 ; Uribe et al., 2019). La fécondation et la gestation sont dites intrafolliculaire
(Pandian, 2013 ; Bhat & Ganesh, 2019). En effet, la gestation intra-ovarienne des
poeciliidae est initiée lorsque les ovocytes sont fécondés dans le follicule ovarien et le
développement des embryons s’effectue dans le follicule jusqu'a la naissance (Koya et al.,

2000 ; Uribe et al., 2009 ; Jourdan et al., 2014).

La durée de gestation est assez variable ; Krumholz, (1948) a indiqué que la
période de gestation des Gambusies était de 21-28 jours tandis que Turner, (1937) a indiqué
28-30 jours. Les femelles de gambusie peuvent avoir plusieurs portées au cours d'une seule
saison de reproduction, a savoir, que les femelles plus agées et plus grandes ont plus de
portées pendant la saison de reproduction que les jeunes femelles (Pyke, 2005). Cependant, le
nombre de couvées qu’une seule femelle pourrait avoir au cours d’une saison dépend de son
statut (Haynes & Cashner, 1995 ; Singh & Gupta, 2016). Elle est généralement considérée
comme lécithotrophe, c’est-a-dire que la progéniture dépend entierement des réserves
vitellines (Greven, 2011 ; Cazan & Klerks ; 2015), autrement dit, les embryons et les larves
en développement n'obtiennent des nutriments que de l'ceuf (Praveenraj et al., 2018). La
fécondité et la taille de I’embryon sont en fonction de la taille de la mere ; les jeunes nés en
début de saison mirissent rapidement (a des tailles plus petites), mais la taille initiale de leur

couvée (nombre de jeunes produits) est petite, tandis que ceux nés tard en saison, la
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croissance est plus lente et mdrissent a des tailles plus grandes et peuvent donc porter des
couvées beaucoup plus grandes (Krumholz, 1948 ; Haynes & Cashner, 1995 ; Fernandez-

Delgado & Rossomanno, 1997; Singh & Gupta, 2014).

En général, la température et la photopériode jouent un role important dans la
reproduction des téléostéens, suggérant que le recrutement ovarien commence par une
augmentation de la température (Koya et al., 2000). En effet, la vitellogénese et la grossesse
chez G. affinis nécessitent des températures seuils de 14°C et 18°C respectivement (Koya &
Kamiya, 2000 ; Edwards et al., 2006) et la vitellogénese est d’environ 8 jours chez G. affinis
(Beldi, 2007).

La femelle de gambusie peut présenter une superfétation, caractérisée par la
présence de plus d'une couvée d'embryons en développement chez la méme femelle
(Norazmi-Lokman et al., 2016), c’est une adaptation reproductive pour réduire la charge
reproductive des femmes pendant leur grossesse (Pollux et al., 2009 ; Pires et al., 2010 ;
Fleuren et al., 2019) sans affecter leur fécondité (Thibault & Schultz, 1978 ; Ziiiga-Vega
et al., 2010 ; Fleuren et al., 2019). Différents stades de développement embryonnaire ont été
identifiés, a savoir, embryon précoce (stade de la tache oculaire), embryon tardif (stade du sac
vitellin) et stades juvéniles (Koya et al., 1998 ; Ganesh et al., 2015). Les variations de
développement s’atténuent au cours de la gestation ; en homogénéisant les portées avec la fin
du développement (Beldi, 2007) pour qu’a la naissance, les alevins aient tous le méme état de
développement. Au moment de la parturition la femelle est animée de contractions
abdominales, et prend part activement a I’expulsion des embryons (Chambolle, 1970). La
femelle gravide met au monde (parturition) de 10 a 100 néonates par portée (maximum 314
aux Etats-Unis), toutes les 3 a 4 semaines a 25-30°C soit 3 a 5 fois dans I’année, de la fin du
printemps (Mai) a la fin de I’été (fin Aout mi-Septembre) (Chouahda, 2011). Cependant, la
taille a la naissance des alevins est liée au nombre d’alevins portés dont ils sont issus (Meffe,

1987, 1990).

Page | 16



MATERIEL ET METHODES

~
N
N\
\

‘ v ) | Fécondation | “a.

\ /

\\ ‘._,'J B S i \, {
: y

FS /./,-»-"' A \\ , = ‘\—‘\ S~ ———
Mararite y/ N N\ Stade précoce
sexuelle / 4 \ /
“ SlEaens N\ L |
/
Cronssance ~_
| Stade larvaire | | Stade tardif |

U

Figure 4. Cycle de reproduction de G. affinis (photo personnelle).

2.1.7. Choix de I’espece pour I’étude toxicologique

La gambusie, Gambusia affinis (Baird & Girard, 1853) a été utilisée dans les
expériences toxicologiques (Pyke, 2005 ; Kavitha & Venkaswara, 2007 ; Zaidi & Soltani,

2010), et le choix de cette espece comme matériel biologique dans cette étude est motivé par :

e Son abondance dans les ruisseaux et les étangs de la région de Annaba ;

e Safacilité d’élevage dans des aquariums grace a sa robustesse et rusticité ;

e Sa haute résistance aux températures €levées, au manque d'oxygene et aux fortes
turbidités ;

e Sa pertinence en tant que modele pour les essais de toxicité.
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2.2. Technique d’élevage

2.2.1.Localisation et présentation du site d’échantillonnage

L’échantillonnage a été pratiqué dans une retenue d’eau douce a Chbaita Mokhtar
(El Tarf) (36°46°00,51°° N et 7°44°54,30”” E) (figure 5) caractérisée par son éloignement des
sources de pollution potentielles et apparentes (figure 6). La péche a été effectuée a I’aide
d'une grande épuisette (filet a manche) avec des ouvertures de mailles de 1 mm. Cette
technique n’est pas agressive pour le milieu et permet de capturer les poissons vivants, aux

conditions nécessaires a nos expérimentations.

8 E

Mer Méditerranée

Annaba

El Tarf

Chbaiita

Figure 5. Localisation du site d’échantillonnage Chbaita Mokhtar, El Tarf (photo
personnelle).

Figure 6. Site d’échantillonnage Chbaita Mokhtar, El Tarf (Photo personnelle).
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2.2.2.Elevage des poissons

Les expérimentations ont été effectuées durant trois années (2016 ; 2017 ; 2018),
au cours de la période de reproduction (Avril) et la période de repos sexuel (Novembre) de
chaque année. Les Gambusies sont transférées au laboratoire dans des bacs en plastiques
contenants de 1’eau du site d’échantillonnage dans les heures qui suivent leurs péches, pour
étre élevées au laboratoire. 200 individus de taille moyenne d’environ 38,6 + 3,4 mm et de
poids total moyen de 399,9 + 15,6 mg, sont placées dans un aquarium d’une capacité de 80
litres contenant 50 litres d’eau de robinet, exposées préalablement a 1’air libre pendant au
moins 48h, afin d’éliminer 1’hypochlorite de sodium (Draredja-Beldi, 1993). Les aquariums
ont été munis de pompes a air (Nirox), de filtres et de diffuseurs, dans des conditions de
laboratoire (Photopériode 14L : 10D ; Température 16,33 + 0,66 °C; pH 7,66 + 0,53 ;
Oxygene Dissous 14,52 + 6,65 % ; Salinité 242,00 + 33,57 mg.L'l). Les Gambusies ont été
quotidiennement nourries de Tetramin® (Tetrawerk, Allemagne), aliment fait & base de

crevettes et de poissons déshydratés.

Figure 7. Elevage de G. affinis au laboratoire (90 x 31 x 38) (Photo personnelle).
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2.3. Application de I’insecticide

2.3.1.Présentation de I’insecticide

MATERIEL ET METHODES

Le thiaméthoxame est un insecticide de seconde génération, doté d’un large

spectre d’activité et homologué en Algérie, est destiné au traitement des parties aériennes

dans la lutte contre les insectes piqueurs suceurs et quelques insectes broyeurs des pommiers,

de la pomme de terre, des cultures légumieres, du tabac, les fruits a pépins et les petits fruits.

Il démontre un transport translaminaire et systémique acropétale a la fois dans les racines, les

tiges et les feuilles. Il agit sur les insectes par contact et ingestion. La matiere active interfere

avec le récepteur acétyl-choline nicotinique du systeme nerveux ; déja 1 heure voire 30

minutes apres 1’absorption d’Actara, I’insecte arréte de s’alimenter ; immobile et inactif, il

meurt 1 jour plus tard. Il agit contre tous les stades larvaires et les adultes des insectes.

Selon la classification et I’étiquetage harmonisés [(ATP 01) « léreAdaptation au

Progres Technique »] approuvé par 1'Union européenne, cette substance est trés toxique pour

la vie aquatique avec des effets a long terme et est nocif en cas d’ingestion.

Tableau 2 : Fiche technique du thiaméthoxame (Actara).

Nom chimique

3-[(2-chloro-5-thiazolyl) methyl] tetrahydro-5-

methyl-N-nitro-4H-1, 3, 5- oxadiazin-4-imine)

Nom commercial ACTARA® 25WG
Type de pesticide Insecticide

Types d’utilisations Phytosanitaires
Groupe chimique (famille) Néonicotinoides
Sous-classe Thianicotinyls

Classe toxicologique

Classe C (cancérigene)

Formule chimique

CsH 0CIN5O3S

Hydrosolubilité (mg.L™") 4100
Demi-vie, sols aérobies (j) 121
Demi-vie, tissus végétaux (j) 4,4

Dose journaliére admissible

0,6 mg.Kg"' poids corporel /jour

Le taux d'application recommandé pour

les cucurbitacées et les Iégumes-fruits

140 g /ha
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|

Figure 8. Structure Chimique du thiaméthoxame.
2.4. Traitements

2.4.1. Toxicité aigiie

Afin de déterminer la CL50 du thiaméthoxame, correspondant a la concentration
qui induit la mortalité de 50% de la population, différentes concentrations (20 ; 70 ; 80 ; 85 ;
95 ; 100 mg.L’l) de matiere active ont été additionnées a 1’eau d’élevage des femelles adultes
de G. affinis. Chaque concentration a été additionnée dans 4 bacs remplis chacun d’un litre
d’eau de robinet et contenants 10 individus. Un suivi quotidien a été effectué a la méme heure

tout au long du bioessai (24h) et les individus morts sont aussitot enlevés des bacs.

Pour les différentes concentrations, les pourcentages de mortalité observée ont été
déterminés a 24 heures puis corrigés selon la formule d’Abbott, (1925) afin d’éliminer la
mortalité naturelle. Les pourcentages de mortalité corrigée subissent ensuite une
transformation angulaire selon les tables de Bliss, (1938), citées par Fisher & Yates, (1957)
puis font ’objet d’une analyse de la variance a deux criteres de classification afin d’évaluer
les effets du pesticide et du temps. Le test HSD (Honest Significant Difference) de Tukey
permet le classement des doses puis une régression non linéaire, exprimant le pourcentage de
mortalité corrigée en fonction du logarithme de la dose, précise la concentration 1étale (CL50)

des femelles adultes avec leur intervalle de confiance.
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Figure 9. Toxicité aigiie de I’Actara chez les femelles de G. affinis (photo personnelle).

2.4.2. Toxicité chronique

Les concentrations utilisées pour la présente expérience de toxicité chronique ont

été choisies 2 la lueur des bioessais précédents a savoir la CL50-24h = 84,7 mg.L™".

L’expérience est divisée en deux phases, la premiere concerne 1’exposition des
femelles de G. affinis a différentes concentrations du thiaméthoxame : 10 ; 20 et 40 mg.L’1 de
la matiere active (thiaméthoxame), additionnées dans de 1’eau de robinet pendant 28 Jours.
Pour se faire, chaque concentration est additionnée a un aquarium (90 x 30 x 30 cm)
contenant 40 individus. La deuxieme phase est dite de dépuration qui correspond au transfert
des individus dans de 1’eau de robinet non contaminée et les y laisser pendant 28 jours. Le
dernier jour d’exposition a I’insecticide (28 jours) est considéré comme 0 jour pour la phase
de dépuration. Pour chaque expérience les individus non traités ont été utilisés comme
témoins. Au cours des deux phases un prélevement des échantillons a été effectué a 0;1;7;
14 ; 21 et 28 jours afin d’évaluer leurs effets sur les parametres biométriques (taille et poids

totaux), mais aussi, sur 1’activité enzymatique des biomarqueurs de 1’acétylcholinestérase, la

glutathion-S-transférase, et des taux de protéines carbonylées ainsi que les vitellines.

N

L’ensemble de D’expérience, a savoir les deux phases d’exposition et de
dépuration, est effectué pendant les deux périodes de vie de la gambusie : au cours de la
période de reproduction pendant le mois d’Avril de 1’année 2018, et la période de repos

sexuel pendant le mois de Novembre de 1’année 2018.
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2.5. Analyse de la croissance

2.5.1.Mensurations et prélevement des organes

La taille totale (L), est la distance entre 1’extrémité de la nageoire caudale et
I’extrémité du maxillaire ol le poisson doit étre bien étalé sur une regle (Kerstant, 1985). Les
corps entiers ainsi que les différents organes ont été pesés a 1’aide d’une balance de précision
OHAUS. L’anesthésie est réalisée a 1’aide de 1’éther éthylique, dans laquelle le poisson est
immergé quelques minutes (3-5 mn) jusqu'a ce que ses opercules cessent de battre (Kah,
1986). Le poisson est fixé latéralement sur une plaque de paraffine. La dissection est réalisée
sous loupe binoculaire, une incision est faite de 1’orifice urogénital jusqu’aux opercules. Une
fois le tégument dégagé, I’ovaire ainsi que I’hépatopancréas sont récupérés (Beldi, 2007). Les
organes prélevés sont pesé€s puis conservés dans les produits de conservation correspondants

aux différents dosages biochimiques.

2.6. Analyse des indices organo-somatiques

2.6.1.Rapport gonado-somatiqe

Le rapport gonado-somatique (RGS) permet de caractériser 1’importance

pondérale des gonades, et il s’exprime selon Bougis, (1952) par la formule suivante :
GS = 22x100
PT
PG : Poids frais des gonades (mg), PT : Poids frais total du corps (mg).

2.6.2.Rapport hépato-somatique

Le rapport hépato-somatique (RHS) est exprimé selon Bougis, (1952) par la

formule suivante :
RHS = 22x100
PT
PH : Poids frais de ’hépatopancréas (mg), PT : Poids frais total du corps (mg).

2.6.3. Coefficient de condition

Le coefficient de condition s’exprime par la formule de LeCren, (1951) :
K=< x100
L3

P : poids frais total du corps (mg), L : longueur totale (mm).
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2.7. Analyses des biomarqueurs

2.7.1.Dosage de I’acétylcholinestérase

L’activité spécifique de 1’acétylcholinestérase (AChE) est mesurée au niveau du
cerveau des individus prélevés au cours des deux phases de I’expérience (exposition et
dépuration) pour les différents temps considérés (0; 1; 7 ; 14 ; 21 et 28 jours) pour les deux
périodes de reproduction selon la méthode d’Ellman et al. (1961) qui consiste a fournir a
I’enzyme un substrat, I’acétylthiocholine (ASCh), dont I’hydrolyse libére de la thiocholine
(SCh) et de I’acide acétique. La quantité de thiocholine obtenue est proportionnelle a 1’activité
enzymatique et révélée grace a une méthode colorimétrique faisant intervenir un ion (Le
dithiobisnitrobenzoate ou DTNB) qui se lie avec la thiocholine pour former un complexe de

couleur jaune que I’on dose a 412 nm.

Les échantillons sont homogénéisés pendant quelques secondes dans 1 ml de
solution détergente (38,03 mg éthylene glycol tris-béta-aminoéthyl éther NNNN’ou EGTA, 1
ml triton X 100%, 5,845 g Nacl, 80 ml tampon tris 10mMn, pH 7) a 1’aide d’un
homogénéisateur a ultrasons (Sonifer B-30) puis centrifugés a 5000 tours/min pendant 5

minutes. Le surnageant est utilisé immédiatement pour la mesure de 1’activité AChE.
L’activité spécifique de I’ AChE est déterminée comme suit :

100 ul de surnageant sont additionnés a 100 ul de DTNB (0,1 M, pH 8) (39,6 mg de DTNB,
15 mg CO3 Na, dans 10 ml tris 0,1 M pH 7) et 1 ml du tampon tris (0,1 M pH7)

\ 4

Apres 3 a 5 minutes de repos nécessaire pour épuiser la réaction spontanée

\ 4
100 ul de substrat acétylthiocholine iodide (23,6 mg ASCh dans 1 ml d’eau distillée) sont

ajoutés.

l

La lecture des densités optiques s’effectue a 412 nm toutes les 4 minutes pendant 20 minutes
contre un blanc ou le surnageant a été remplacé par un volume équivalent de solution

détergente (100ul).
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L’activité spécifique de I’ AChE est déterminée par la formule suivante :

_ ADo/mn XVt/ P L
= 136 x10°~ Vs mg de protéines

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

protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du

temps.
1,36 x 10*: coefficient d’extinction molaire du DTNB (M'1 cm'l).

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.

2.7.2.Dosage du glutathion S-transférase

L’activité de la glutathion-S-transférase mesurée au cours des deux phases de
I’expérience (exposition et dépuration) pour les différents temps considérés (0, 7, 14, 21 et 28
jours) pour les deux périodes de reproduction, au niveau du hépatopancréas des individus
prélevés selon la méthode de Habig et al. (1974), qui consiste a fournir a I’enzyme un
substrat : le 1-chloro-2,4 dinitrobenzéne (CDNB), qui réagit facilement avec le glutathion
réduit. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation d’une molécule

nouvelle, qui absorbe la lumiere a 340 nm de longueur d’onde.

Les hépatopancréas des femelles témoins et traitées sont homogénéisés dans 1 ml
du tampon d’homogénéisation (20 ml de tampon phosphate 0,1 M, pH = 7 ; 1,71 g
saccharose) pendant quelques secondes a I’aide d’un broyeur a ultrasons (Sonifer B-30).
L’homogénat hépatique ainsi obtenu est centrifugé a 5000 tours/min et le surnageant servira

au dosage de I’activité de la GST.
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Le protocole utilisé pour le dosage de I’activité de la GST est le suivant :

200 pl de surnageant est ajouté a 1,2 ml du mélange CDNB (1 mM)/GSH (5mM) ;
(20,26 mg CDNB ; 153,65 mg GSH ; 100 ml tampon phosphate 0,1 M pH 7).

La variation de la densité optique due a I’apparition du complexe CDNB-GSH est
mesurée toute la 1 minute pendant 5 minutes a 340 nm dans un spectrophotometre
(SHIMADZI-UV-1202), contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec 200 ul

d’eau distillée remplacant le surnageant.

L’activité spécifique de la GST est déterminée par la formule :

P ADo/mn y %4 p vy
Y Ve / mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/min/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'1 Cm'l).
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.

2.7.3.Extraction et dosage des protéines carbonylées

La détermination des protéines carbonylées se fait au niveau du tube digestif des
individus prélevés au cours des deux phases de I’expérience (exposition et dépuration) pour
les différents temps considérés (0; 1 ;7 ; 14 ; 21 et 28 jours) par spectrophotométrie, pour les

deux périodes de reproduction.

Le dosage est basé sur la réaction du 2,4- dinitrophenylhydrazine (DNPH) avec
les groupements carbonyles formant des 2,4- dinitrophenylhydrazones de couleur jaune, le
DNPH se fixe aux groupements carbonyles mole a mole. Les teneurs en dérivés carbonylés
sont déterminées selon la méthode de Levine ef al. (1990) modifiée par Mesquita et al.
(2014).
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Le tissu est homogénéisé dans 1 ml du tampon phosphate (50 mM, pH 7,4)
contenant 200 ul de I’Ethyléne Diamine Tétra-Acétique (EDTA ; 1mM) puis incubé pendant
15 min a température ambiante. Un blanc (sans DNPH) a été réalisé. L’ensemble est

centrifugé (14000 rpm pendant 10 min).
Pour le calcul des proportions des protéines carbonylées :

100 pl de I’homogénat sont prélevés pour étre utilisés dans le dosage des protéines
totales (Bradford, 1976). 500 ul d’homogénat sont mélangés avec 500 pl d’une solution a 10
mM de 2,4dinitrophénylhydrazine (DNPH) dans de I’acide chlorhydrique HCL (2 M), puis
100ul de streptomycine sulfate (10 % dans 50 mmol/L de tampon HEPES, pH 7,2) est ajoutée

pour précipiter les acides nucléiques.

l

L’ensemble est incubé pendant 1h a température ambiante et a 1’obscurité en
agitant toutes les 10 a 15 min. Ensuite, du TCA (0,5 ml a 20 %) est additionné dans chaque

tube pour précipiter les protéines.

!

Apres homogénéisation au vortex, les tubes sont centrifugés a 10000 rpm pendant
Smin. Le 2,4-DNPH n’ayant pas réagi est éliminé par 3 lavages successifs du culot dans un

mélange éthanol/éthyle acétate (1:1 v/v)

!

Puis centrifugé a nouveau a 6 000rpm pendant 10 min. Le culot est remis en
suspension dans 0,5 ml de solution de guanidine (6 M) est incubé pendant 15 min a 37 °C
puis tout matériel insoluble a été enlevé par une centrifugation a 10000 rpm pendant 5

minutes afin d’éliminer les débris insolubles.

l

L’absorbance du surnageant a été lue a 370 nm et les résultats sont exprimés en
mM par mg de protéines grace a I’utilisation du coefficient d’absorbance molaire de la 2,4

dinitrophénylhydrazone formée (22 000 M-1cm-1).

Le contenu en carbonyles est ensuite normalisé par la concentration finale de
protéines totales mesurées au spectrophotometre (WPA). Les teneurs en protéines sont

estimées par la méthode colorimétrique au bleu de Coomassie (Bradford, 1976). La gamme
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N

d’étalonnage est réalisée a partir d’une solution d’albumine de sérum de bceuf (BSA)

contenant 1 mg/ml.

Le coefficient d'extinction (¢) de la dinitrophénylhydrazine a 375 nm est de 22
000 M-1 cm-1. Lorsque l'absorbance de I'échantillon est lue a 375 nm contre le blanc, la

teneur en carbonyle est calculée :

Protein Carbonyl (M) = A375 nm /22,000 M-1 (en cas d'utilisation d'une cuvette de 1 cm de

largeur)
Protein Carbonyl (nmol/mL) = A375 nm x 45.45 (nmol/mL)

Protein Carbonyl (nmol/mg) = Protein Carbonyl (nmol/mL) / Protein Concentration (mg/mL)

A370 X 45,45 (nmol/ml)
protein concentration (mg/ml)

carbonyl (nmol carbonyl/mg de protein) =

A370 : Densité optique / absorbance.
Protein concentration (mg/ml) : quantité de protéines exprimée.

2.7.4.Dosage des vitellines

» Technique d’extraction

L’extraction des vitellines est réalisée selon la méthode de Descamps, 1996 in
Fabre et al. (1990) au niveau de 1’ovaire des échantillons prélevés au cours des deux phases
de I’expérience (exposition et dépuration) pour les différents temps considérés (0, 7, 14, 21 et

28 jours) pour la période de reproduction.

Les échantillons biologiques, conservés dans 500l de tampon d’extraction’ Tris-
HCI-NaCl (pH 7,4), sont broyés aux ultrasons puis 1’homogénat obtenu est ensuite centrifugé
a 5000 tours/min pendant 10 minutes. Apres centrifugation, trois couches distinctes sont
visibles mais seule la couche intermédiaire contient les vitellogénines ou les vitellines (en
fonction des échantillons). Celle-ci, récupérée a I’aide d’une seringue est ensuite déposée dans

un tube Eppendorf puis tous les échantillons sont maintenus au froid (-20°C) jusqu’au dosage.
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'La préparation de la solution mére de Tris-HCI consiste a diluer 3,02g de Tris
(0,5M) dans 300 ml d’eau distillée puis cette solution est ajustée a un PH de 7,4 en utilisant de

I’HCI concentré ; le tout est complété avec 500 ml d’eau distillée.

Pour réaliser le tampon complet : diluer 2,9g de NaCl (0,5M) dans 10 ml de la solution mere

de Tris-HCI et compléter a 100 ml d’eau distillée.
» Dosage des vitellines

Les vitellines ont été quantifiées selon la méthode de Bradford, (1976). Le
dosage des vitellines chez G. affinis a été effectué¢ dans une fraction aliquote de 100 pl. La

lecture des absorbances se fait a une longueur d’onde de 595 nm contre un blanc de gamme.
2.7.5.Dosage des protéines

La quantification des protéines a été faite selon Bradford, (1976) sur une fraction
aliquote de 0,1 ml de ’homogénat, avec le bleu brillant de Coomassie (G 250, Merck) comme
réactif (50 mg de bleu brillant de Coomassie, 25 ml d’éthanol (95%), 50 ml d’acide
orthophosphorique (85%) et complété a 500 ml avec 1’eau distillée). L’albumine de sérum de
beeuf (Sigma, France) a été utilisée comme standard. Les absorbances ont été lues a une
longueur d’onde de 595 nm, et la gamme d’étalonnage a été réalisée a partir d’une solution

d’albumine a 1 mg/ml selon le tableau 2 ci- dessous.

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

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution d’albumine (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
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0.6

y = 0,0054x + 0,0161  R2 = 0,9948

Absorbance

0 20 40 60 80 100
Quantité d'albumine (ug)

Figure 10. Dosage des protéines : droite de régression exprimant I’absorbance en fonction de la
quantité d’albumine (ug) (R2 : coefficient de détermination).

2.8. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés par la moyenne arithmétique plus ou moins
I’écart type (Moyenne + SEM). La régression linéaire ainsi que ’analyse de la variance a un
critere de classification ont été réalisées respectivement grace au logiciel PRISM version 7
francaise d’analyse et de traitement statistique des données. L’homogénéité des variances est
confirmée préalablement par les tests de Bartlett et de Brown-Forsythe. Dans le cas de non

égalité des variances, une normalisation des données est alors effectuée (Dagnelie, 1998).

Différents tests ont été utilisés : régression linéaire pour la détermination des
différentes droites de régression ; les activités spécifiques des biomarqueurs ont été
déterminées a partir de cette derniere exprimant la densité optique en fonction du temps ;
I’analyse de la variance (ANOVA) a deux criteres de classification (traitement, temps) a été
utilisée afin de comparer les moyennes deux a deux. De plus, le test de Tukey nous permet de

classer les différentes moyennes, et de déterminer les différences entre les groupes étudiés
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« Je suis de ceux qui pensent que lascienceest d'une grande beauté.
Un scientifique dans son laboratoire est non seulement un technicien : il est aussi un enfant placé

devant des phénomeénes naturels qui l'impressionnent comme des contes de fées. »

Marie Curie.



RESULTATS

3. RESULTAS

3.1. Toxicité aigiie du thiaméthoxame chez les femelles de G. affinis

Le thiaméthoxame a été appliqué a différentes concentrations (20 ; 70 ; 80 ; 85 ;
95 et 100 mg.L™") dans I’eau de robinet dans quatre bacs contenants chacun 10 individus de G.
affinis. Les mortalités enregistrées au cours des tests de toxicité varient de 2,5 + 2,5 % a la
dose la plus faible (20 mg.L'l) a 100 £ 0 % a la dose la plus forte (100 mg.L’l) (tableau 4). La

mortalité naturelle enregistrée chez la série témoin est nulle.

L’analyse de la variance a un critere de classification effectuée apres
transformation angulaire des pourcentages de mortalité révele une différence hautement
significative (p<0,001) entre les concentrations utilisées. Le classement des doses par le test

HSD de Tukey révele I’existence de 6 groupes (figure 11).

La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction du
logarithme de la dose appliquée (figure 12) a permis l’estimation de la valeur de la
concentration l1étale (CL50) ainsi que son intervalle de confiance et le Hill Slope.

Tableau 4 : Toxicité du thiaméthoxame (mg.L™) a I’égard des femelles adultes de G. affinis apres une

exposition de 24h : mortalité corrigées (%) (m £ SEM ; n= 4 répétitions comportant chacune 10
individus).

Concentrations 20 70 80 85 95 100
(mg.L")

R1 10 10 20 20 100 100

R2 0 10 50 50 100 100

R3 0 10 50 80 50 100

R4 0 10 10 50 50 100

m = SEM 25+25 10£0 | 325+£10,31 | 501225 | 75+1443 100 +0
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Tableau 5 : Toxicité du thiaméthoxame (mg.L™") a I’égard des femelles adultes de g. affinis aprés une

exposition de 24h : transformation angulaire (m *

SEM ; n= 4 répétitions comportant chacune 10

individus).
Concentrations 20 70 80 85 95 100
(mg.L™)
R1 18,43 18,43 26,57 26,57 84,26 84,26
R2 0 18,43 45,00 45,00 84,26 84,26
R3 0 18,43 45,00 63,43 45,00 84,26
R4 0 18,43 18,43 45,00 45,00 84,26
m + SEM 4,61 +£4,61 | 18430 | 33,75+6,70 | 45+7,52 | 64,63 11,33 | 84,26+0

Tableau 6 : Toxicité du thiaméthoxame (mg.L") 4 I’égard des femelles adultes de G. affinis apres
une exposition de 24h : transformation en probits (m + SEM ; n= 4 répétitions comportantes

chacune 10 individus).

Concentration (mg,L-1)

Concentrations (mg.L'l) 20 70 80 85 95 100
Mortalités corrigées 2,50 10,00 32,50 50,00 75,00 100,00
Probits 3,0400 | 3,7184 4,5462 5,0000 5,6745 8,7190
120
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Figure 11. Toxicité du thiaméthoxame (mg.L™"), a I’égard des femelles adultes de G. affinis apres
une exposition de 24h : Mortalité corrigée (% des stades immatures (m = SEM, n = 4 répétitions
de 10 individus). Les lettres représentent le classement des doses selon le test HSD de Tukey.
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Tableau 7: Toxicité du thiaméthoxame (mg.L'l) apres une exposition de 24h des femelles
adultes de G. affinis : analyse des probits de la CL50 (IC : intervalle de confiance).

Traitement Droite de régression Slope CL50 (IC)
Thiaméthoxame Y= 1,0595X —-34,298 2,19 84,70 (81,70 - 87,81)
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Figure 12. Toxicité du thiaméthoxame (mg.L™"), a I’égard des femelles adultes de G. affinis aprés
une exposition de 24h : courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée
chez les femelles de g. affinis en fonction du logarithme de la dose. R*= 97,64 %.

3.2. Effet de I’Actara sur la morphométrie durant I’exposition et la dépuration chez

les femelles de G. affinis

Le thiaméthoxame (matiere active de 1’Actara) a été testé a trois concentrations

différentes, 10 ; 20 et 40 mg.L'1 sur la morphométrie des femelles de G. affinis exposées en

continu (28 jours) a 'insecticide. La taille totale (longueur) et le poids corporel total des

poissons ont été déterminés a différents temps : de la phase de traitement (0; 1;7; 14; 21 et

28 jours) et de la phase de dépuration (7 ; 14 ; 21 et 28 jours) chez les séries témoins et

traitées.
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3.2.1.Effet sur la morphométrie de G. affinis en période de reproduction
3.2.1.1. Taille totale

Les résultats obtenus de 1’effet du thiaméthoxame sur la taille totale en période de
reproduction, représentés dans la figure 13 ci-dessous, révelent que le thiaméthoxame

n’affecte pas la taille totale des femelles de G. affinis.

La variation de la taille totale des femelles durant le traitement montre une taille
individuelle minimale de 37 + 1 mm chez la série témoin, et maximale de 42,5 + 0,5 mm chez
la série traitée 2 10 mg.L"' de thiaméthoxame au 28°™ jour d’exposition. Durant la
dépuration, la taille totale minimale était de 34 + 0,91 mm chez la série témoin, et maximale
de 41,5 + 1,5 mm chez la série traitée 2 40 mg.L"' de thiaméthoxame au 7°™ jour de

dépuration (tableau 25).

La comparaison des moyennes par le test de «tukey » ne présente aucune
différence significative entre les trois concentrations comparativement aux témoins durant les

phases de traitement et de dépuration.

L’analyse de la variance a 2 criteres de classification (traitement, temps) en
période de reproduction montre (tableau 8) un effet temps significatif (Fs 7, = 6,813 ;
P<0,0001), mais un effet traitement (F3, 7,» = 0,762; P= 0,5191) et une interaction
traitement/temps (Fis, 72 = 0,5658 ; P= 0,8913) non significatifs durant la phase de
traitement ; tandis que, durant la phase de dépuration les effets temps (Fs 45 = 13,6
P<0,0001), traitement (F3 45 = 6,356 ; P= 0,0010) significatifs ont été enregistrés cependant

I’interaction traitement/temps (Fo 43 = 1,417 ; P=0,2075) n’était pas significative.
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Figure 13. Effet du thiaméthoxame sur la taille totale (mm) des femelles adultes de G. affinis en
période de reproduction durant la phase de traitement et de dépuration (Moyenne = SEM, n= 4).
La série des astérisques ci-dessus traités indique une différence significative avec les témoins du
méme temps (*: différence significative a p<0,05 ; **: différence significative a p<0,01 ; *¥*;
différence significative a p<0,001).

3.2.1.2. Poids total

Les résultats obtenus de 1’effet du thiaméthoxame en période de reproduction sur
le poids total sont représentés dans la figure 14 ci-dessous. La variation du poids total des
femelles durant le traitement montre un poids total individuel minimal de 378,1 + 26,98 mg
chez la série traitée a 20 mg.L'1 de thiaméthoxame apres 14 jours d’exposition, et maximal de
427,1 + 30,06 mg chez la série témoin au 0 jour de I’expérience. Durant la dépuration, le
poids total minimal est de 572,1 + 9,60 mg chez la série témoin au 7°™ jour de 1’expérience,
et maximal est de 616 = 10,15 mg chez la série traitée a 40 mg.L‘1 de thiaméthoxame au 14°™

jour de dépuration (tableau 26).

La comparaison des moyennes par le test de «tukey» ne présente aucune
différence significative entre les trois concentrations comparativement aux témoins durant les

phases de traitement et de dépuration.

L’analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) des
poissons exposés en période de reproduction (tableau 9) ne montre pas d’effets temps (Fs 72 =
1,152; P= 0,3413), traitement (F3 7, = 0,07469; P= 0,9734) et interaction traitement/temps
(Fis5.72 = 0,05116; P>0,9999) significatifs durant la phase de traitement ; tandis que, durant
la phase de dépuration des effets temps (F3, 45 = 4,235; P= 0,0098), traitement (F5_ 43 = 7,606;

Page | 35

-



RESULTATS

P= 0,0003) significatifs et 1’interaction traitement/temps (Fo 43 = 0,4433; P= 0,9044) non

significative ont été enregistrés.
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Figure 14. Effet du thiaméthoxame sur le poids total (mg) des femelles adultes de G. affinis en
période de reproduction durant la phase de traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n= 4).
La série des astérisques ci-dessus traités indique une différence significative avec les témoins du
méme temps (*: différence significative a p<0,05 ; **: différence significative a p<0,01 ; ***:
différence significative a p<0,001).
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Tableau 8 : Analyse de la variance a 2 critéres de classification (temps, traitement) sur la taille totale (mm) des femelles adultes de G. affinis en période de
reproduction durant la phase de traitement et de dépuration.

Phase de traitement Phase de dépuration
Source de variation DDL | SCE CM Fobs | DDL | SCE CM Fobs P
Temps 5 312,7 | 62,54 6,807 <0,000 1 #*%* 3 162,4 | 54,13 13,6 <0,0001 #*x*
Traitement 3 18,75 | 6,25 0,6803 0,5670 NS 3 75,88 | 25,29 6,356 <0,0010 =%
Interaction temps/traitement | 15 80,38 | 5,358 0,5832 0,8785 NS 9 50,75 | 5,639 1,417 0,2075 NS
Erreur Résiduelle 72 | 661,5 | 9,187 48 191 3,979
Total 95 63

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.

Tableau 9 : Analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) sur le poids total (mg) des femelles adultes de G. affinis en période de
reproduction durant la phase de traitement et de dépuration.

Phase de traitement Phase de dépuration
Source de variation DDL | SCE CM Fobs P DDL | SCE CM Fobs P
Temps 5 19170 3834 1,152 0,3413 NS 3 3473 1158 4,235 <0,0098 ==
Traitement 3 745,8 248,6 0,07469 0,9734 NS 3 6237 | 2079 7,606 <0,0003 s
Interaction temps/traitement | 15 2555 170,3 0,05116 >0,9999 NS 9 1091 | 121,2 0,4433 0,9044 NS
Erreur Résiduelle 72 | 239671 | 3329 48 13121 | 273,3
Total 95 63
DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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3.2.2.Effet sur la morphométrie de G. affinis en période de repos

3.2.2.1. Taille totale

Les résultats obtenus de 1’effet du thiaméthoxame sur la taille totale en période de
repos représentés dans la figure 15 ci-dessous, révelent que le thiaméthoxame n’affecte pas la

taille totale des femelles de G. affinis.

La variation de la taille totale des femelles durant le traitement montre une taille
individuelle minimale de 31,5+ 0,29 mm chez la série témoin au 1 jour de ’expérience, et
maximale de 43,5+ 0,96 mm chez la série traitée a 20 mg.L'1 de thiaméthoxame au 28°™ jour
d’exposition. Durant la dépuration, la taille totale minimale a été de 31,75+ 0,63 mm chez la
[eme

série témoin au 2 jour de I’étude de dépuration, et maximale de 41,5 = 1,50 mm chez la

série traitée 2 40 mg.L"' de thiaméthoxame au 78me jour de dépuration (tableau 27).

La comparaison des moyennes par le test de «tukey » ne présente aucune
différence significative entre les trois concentrations comparativement aux témoins durant les

phases de traitement et de dépuration.

L’analyse de la variance a 2 criteres de classification (traitement, temps) en période de
repos (tableau 10) montrent un effet temps (Fs 7, = 68,58 ; P<0,0001) significatif, mais pas
d’effet significatifs traitement (F3 7, = 1,265 ; P=0,2928) et interaction traitement/temps (F;s,
72 = 1,736 ; P=0,0627) durant la phase de traitement ; la méme signification d’effets a été
enregistré durant la phase de dépuration, temps (F3 43 = 26,94 ; P<0,0001), traitement (F;_ 43
= 2,358 ; P=0,0834) et I’interaction traitement/temps (Fo_43 = 1,186 ; P=0,3256).
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Figure 15. Effet du thiaméthoxame sur la taille totale (mm) des femelles adultes de G. affinis en
période de repos durant la phase de traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n= 4). La
série des astérisques ci-dessus traités indique une différence significative avec les témoins du
méme temps (*: différence significative a p<0,05 ; **: différence significative a p<0,01 ; **%*;
différence significative a p<0,001).

3.2.2.2. Poids total

Les résultats obtenus de I’effet du thiaméthoxame sur le poids total en période de
repos sont représentés dans la figure 16 ci-dessous. La variation du poids total des femelles
durant le traitement montre un poids total individuel minimal de 387,6 + 0,87 mg chez la
série traitée 2 20 mg.L' de thiaméthoxame aprés 21 jour d’exposition, et maximal de 389,5 +
0,26 mg chez la série témoin au 1° jour de ’expérience. Durant la dépuration, le poids total
minimal était de 385 + 0,21 mg chez la série traitée a 40 mg.L'1 apres le 7ome jour de
dépuration, et maximal de 385,8 + 0,23 mg chez la série témoin au dernier jour de I’étude de

dépuration (tableau 28).

La comparaison des moyennes par le test de «tukey » ne présente aucune
différence significative entre les trois concentrations comparativement aux témoins durant les

phases de traitement et de dépuration.

L’analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) des
poissons exposés en période de repos (tableau 11) ne montre pas d’effets temps (Fs, 7o =
0,7618 ; P=0,5803), traitement (F3 7o = 2,671 ; P=0,0539) et interaction traitement/temps (Fis,
72 = 0,7432 ; P= 0,7330) significatifs durant la phase de traitement ; de méme, durant la
phase de dépuration, temps (F5 45 = 1,51 ; P=0,2238), traitement (F3 45 = 1,976 ; P=0,1301)

et interaction traitement/temps (Fy 43 = 1,121 ; P=0,3669).
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Figure 16. Effet du thiaméthoxame sur le poids total (mg) des femelles adultes de G. affinis en
période de repos durant la phase de traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n= 4). La
série des astérisques ci-dessus traités indique une différence significative avec les témoins du
méme temps (*: différence significative a p<0,05 ; **: différence significative a p<0,01 ; ***:
différence significative a p<0,001).
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Tableau 10 : Analyse de la variance a 2 critéres de classification (temps, traitement) sur la taille totale (mm) des femelles adultes de G. affinis en période de
repos durant la phase de traitement et de dépuration.

Phase de traitement

Phase de dépuration

Source de variation DDL | SCE CM Fobs P DDL | SCE CM Fobs P
Temps 5 1185 | 236,9 68,58 <0,0001 s 3 406,2 | 1354 26,94 <0,0001 s
Traitement 3 13,11 | 4,372 1,265 0,2928 NS 3 35,55 | 11,85 2,358 0,0834 NS
Interaction temps/traitement 15 89,95 | 5,997 1,736 0,0627 NS 9 53,64 5,96 1,186 0,3256 NS
Erreur Résiduelle 72 248,8 | 3,455 48 241,3 | 5,026
Total 95 63

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.

Tableau 11 : Analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) sur le poids total (mg) des femelles adultes de G. affinis en période de repos
durant la phase de traitement et de dépuration.

Phase de traitement Phase de dépuration
Source de variation DDL | SCE CM Fobs P DDL | SCE CM Fobs P

Temps 5 3,467 | 0,6934 0,7618 0,5803 NS 3 1,162 | 0,3873 1,51 0,2238 NS

Traitement 3 7,292 | 2,431 2,671 0,0539 NS 3 1,521 | 0,5069 1,976 0,1301 NS
Interaction temps/traitement | 15 10,15 | 0,6764 0,7432 0,7330 NS 9 2,587 | 0,2874 1,121 0,3669 NS

Erreur Résiduelle 72 65,53 | 0,9101 48 12,31 | 0,2565
Total 95 63
DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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3.3. Effet du thiaméthoxame sur les indices organo-somatiques durant 1’exposition et
la dépuration chez les femelles de G. affinis
Les effets du thiaméthoxame a différentes concentrations (10 ; 20 et 40 mg.L'l)
ont été examinés sur les divers indices organo-somatiques chez les femelles de G. affinis
exposées en continu (28 jours) a I’insecticide. Ainsi, le rapport gonado-somatique (RGS), le
rapport hépato-somatique (RHS) et I’indice de condition (K) ont été déterminés a différents
temps d’exposition (0; 1;7; 14 ; 21 et 28 jours) et de dépuration (7 ; 14 ; 21 et 28 jours) en

période de reproduction et de repos sexuels chez les séries témoins et traitées.

3.3.1.Effet sur les indices métriques de G. affinis en période de reproduction

3.3.1.1. Rapport gonado-somatique

Les résultats obtenus représentés dans la figure 17 et le tableau 12 montrent que
le thiaméthoxame n’affecte pas le rapport gonado-somatique des femelles de G. affinis.
Durant le traitement, il atteint une valeur minimale de 17,92 + 1,40 chez la série témoin au
1 jour de I’expérience et une valeur maximale de 29,86+ 1,64 chez la série traitée a 40 mg.L"
! au 28%m jour d’exposition au thiaméthoxame. Cependant, durant la dépuration une valeur
minimale de 21,63+ 0,78 chez la série traitée a 20 mg.L'1 apres 7 jours de dépuration et une
valeur maximale de 26,37+ 0,77 apres 21 jours de dépuration chez la série traitée a 40 mg.L'1

ont été enregistrées (tableau 29).

La comparaison des moyennes par le test de «tukey » ne présente aucune
différence significative entre les trois concentrations comparativement aux témoins durant les

phases de traitement et de dépuration.

L’analyse statistique des données par AV2, révele que durant la phase de
traitement il y a un effet temps (Fs, 7 = 6,485 ; P<0,0001) significatif, mais pas d’effet
traitement (F3 7o = 1,502 ; P= 0,2213) et interaction traitement/temps (F;s 72 = 0,3769 ; P=
0,9810) significatifs. Concernant la phase de dépuration aucun effet significatif, temps (F3, 43
= 1,601 ; P= 0,2015), traitement (F3, 43 = 2,299 ; P= 0,0893) et interaction temps/traitement
(Fo, 48 = 1,25 ; P=0,2882) ont été enregistrés.
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Figure 17. Effet du thiaméthoxame sur le rapport gonado-somatique (RGS) des femelles de G.
affinis en période de reproduction durant la phase de traitement et de dépuration (Moyenne *
SEM, n= 4). La série des astérisques ci-dessus traités indique une différence significative avec les
témoins du méme temps (*: différence significative a p<0,05 ; **: différence significative a
p<0,01 ; ***: différence significative a p<0,001).

3.3.1.2. Rapport hépato-somatique

Les résultats obtenus résumés dans la figure 18 et le tableau 13 montrent que le
thiaméthoxame n’affecte pas le rapport hépato-somatique des femelles de G. affinis en
période d’activité sexuelle. Durant le traitement la valeur minimale enregistrée de 0,07 +

8éme

0,025 chez la série traitée a 40 mg.L'1 au 2 jour d’exposition et la valeur maximale de
0,16 + 0,023 chez la série traitée 2 10 mg.L"' aprés 24 heure d’exposition. Durant la
dépuration, une valeur minimale de 0,30 + 0,002 chez la série traitée a 10 mg.L‘1 apres 7
jours de dépuration et une valeur maximale de 0,31 + 0,001 apres 21 jours de dépuration chez

la série témoin ont été enregistrés (tableau 30).

La comparaison des moyennes par le test de «tukey » ne présente aucune
différence significative entre les trois concentrations comparativement aux témoins durant les

phases de traitement et de dépuration.
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L’analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) pendant
la période de reproduction, révele que durant la phase de traitement aucune différence
significative pour le temps (Fs 72 = 0,633 ; P= 0,6747), le traitement (F3 7o = 2,143 ; P=
0,1023) ainsi que I’interaction traitement/temps (Fis. 72 = 0,3792; P= 0,9805) n’a été
enregistrée, de méme durant la phase de dépuration, pas d’effet temps (Fs 45 = 2,409 ; P=
0,0785), traitement (F3 43 = 2,255 ; P= 0,0940) et interaction temps/traitement (Fy 43 =
0,6908 ; P=0,7136) n’ont été enregistrés.
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Figure 18. Effet du thiaméthoxame sur le rapport hépato-somatique (RHS) des femelles de G.
affinis en période de reproduction durant la phase de traitement et de dépuration (Moyenne +
SEM, n= 4). La série des astérisques ci-dessus traités indique une différence significative avec les
témoins du méme temps (*: différence significative a p<0,05 ; **; différence significative a
p<0,01 ; ***: différence significative a p<0,001).

3.3.1.3. Indice de condition

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 19 et le tableau 14 ci- dessous,
révelent que le thiaméthoxame affecte 1’indice de condition des femelles de G. affinis en
période d’activité sexuelle, ou il atteint une valeur minimale durant la phase traitement de
0,86 + 0,02 chez la série traitée a 40 mg.L’1 au 21°™ jours d’exposition au thiaméthoxame et

1 eme

une valeur maximale de 1,19 + 0,02 chez la série témoin au 2 jour de I’expérience.

Concernant la phase dépuration, la valeur minimale etait de 0,85 + 0,05 chez la série témoin
apres 7 jours de I’étude de dépuration, et la valeur maximale de 1,01 £ 0,03 chez la série

eme

traitée 2 10 mg.L™ au 7°™ jour de dépuration (tableau 31).
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La comparaison des moyennes par le test de «tukey » durant la phase de
traitement indique une différence significative (p=0,0014) a la concentration 40 mg.L'1 du
thiaméthoxame 2 partir 21°™ jour comparativement aux témoins, cependant durant la phase
de dépuration aucune différence significative n’a été observé pour les trois concentrations

comparativement aux témoins.

L’analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) pendant
la période de reproduction, révele que durant la phase de traitement des effets significatifs
temps (Fs, 720 = 2,798 ; P=0,0230), traitement (F3 7, = 3,821 ; P= 0,0134) ont été enregistrés
mais I’interaction traitement/temps (Fis 7o = 1,795 ; P=0,0521) était non significative. Durant
la phase de dépuration, aucune signification n’a été enregistrée pour le temps (F3, 45 =
1,121 ; P= 0,3498), le traitement (F3 43 = 2,32 ; P= 0,0871) et ’interaction temps/traitement
(F9, 43 = 1,425 ; P=0,2043).
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Figure 19. Effet du thiaméthoxame sur I’indice de condition (K) des femelles de G. affinis en
période de reproduction durant la phase de traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n= 4).
La série des astérisques ci-dessus traités indique une différence significative avec les témoins du
méme temps (*: différence significative a p<0,05 ; **: différence significative a p<0,01 ; ***;
différence significative a p<0,001).
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Tableau 12 : Analyse de la variance a 2 critéres de classification (temps, traitement) sur le rapport gonado-somatique (RGS) des femelles adultes de G. affinis
en période de reproduction durant la phase de traitement et de dépuration.

Phase de traitement Phase de dépuration
Source de variation DDL | SCE| CM Fobs | DDL | SCE | CM Fobs |
Temps 5 897,5| 179,5 6,485 <0,0001] #*** 3 28,03 | 9,344 1,601 0,2015 NS
Traitement 3 1247 | 41,57 1,502 0,2213 NS 3 40,26 | 13,42 2,299 0,0893 NS
Interaction temps/traitement 15 156,5 | 10,43 0,3769 0,9810 NS 9 65,7 7.3 1,25 0,2882 NS
Erreur Résiduelle 72 1993 | 27,68 48 |280,2 | 5,838
Total 95 63

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.

Tableau 13 : Analyse de la variance a 2 critéres de classification (temps, traitement) sur le rapport hépato-somatique (RHS) des femelles adultes de G. affinis en
ériode de reproduction durant la phase de traitement et de dépuration.

Phase de traitement Phase de dépuration
Source de variation DDL | SCE CM Fobs P DDL SCE CM Fobs P
Temps 5 0,01016 | 0,002031 | 0,6336 | 0,6747 NS 3 0,0006451 0,000215 2,409 0,0785 NS
Traitement 3 0,02061 | 0,006869 | 2,143 0,1023 NS 3 0,0006039 | 0,0002013 2,255 0,0940 NS
Interaction temps/traitement 15 |0,01824 | 0,001216 | 0,3792 | 0,9805 NS 9 0,000555 6,167¢-005 | 0,6908 0,7136 NS
Erreur Résiduelle 72 | 0,2308 | 0,003206 48 0,004285 8,927e-005
Total 95 63

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.

Tableau 14 : Analyse de la variance a 2 critéres de classification (temps, traitement) sur I’indice de condition (K) des femelles adultes de G. affinis en période de
reproduction durant la phase de traitement et de dépuration.

Phase de traitement Phase de dépuration
Source de variation DDL SCE CM Fobs P DDL SCE CM Fobs P
Temps 5 0,2115 0,04231 2,798 0,0230 * 3 0,0169 | 0,005632 1,121 0,3498 NS
Traitement 3 0,1734 0,05779 3,821 0,0134 * 3 0,03497 | 0,01166 2,32 0,0871 NS
Interaction temps/traitement 15 0,4071 0,02714 1,795 0,0521 NS 9 0,06441 | 0,007157 1,425 0,2043 NS
Erreur Résiduelle 72 1,089 0,01512 48 0,2411 | 0,005023
Total 95 63

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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3.3.2.Effet sur les indices organo-métriques de G. affinis en période de repos

3.3.2.1. Rapport gonado-somatique

Les résultats obtenus représentés dans la figure 20 et le tableau 15 montrent que
le thiaméthoxame n’affecte pas le rapport gonado-somatique des femelles de G. affinis en
période de repos. Durant le traitement, il atteint une valeur minimale de 1,05 + 0,02 chez la
série traitée 2 20 mg.L™" au 28tme jour d’exposition au thiaméthoxame, et une valeur maximale
de 2,94 + 0,04 chez la série traitée a 40 mg.L'1 au 1° jour d’exposition au thiaméthoxame.
Durant la dépuration, une valeur minimale de 1,69 +0,01 chez la série t€émoin apres 14 jours
de I’étude de dépuration et une valeur maximale de 1,82 + 0,01 apres 7 jours de dépuration

chez la série traitée a 20 mg.L‘1 (tableau 32).

La comparaison des moyennes par le test de «tukey » ne présente aucune
différence significative entre les trois concentrations comparativement aux témoins durant les

phases de traitement et de dépuration.

L’analyse statistique des données par ANOVA a 2 criteres de classification, révele
que durant la phase de traitement il y a un effet temps significatif (Fs 7, = 1287 ; P<0,0001)
mais pas d’effet traitement (Fz 7, = 1,131 ; P= 0,3424) et interaction traitement/temps (Fis_ 72
= 1,423 ; P= 0,1603) significatifs. Concernant la phase de dépuration aucune signification
pour le temps (F3 45 = 0,9088 ; P= 0,4438), le traitement (F3 43 = 2,545 ; P= 0,0670) et

I’interaction temps/traitement (Fy 43 = 1,068 ; P=0,4029) n’a été enregistrée.
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Figure 20. Effet du thiaméthoxame sur le rapport gonado-somatique (RGS) des femelles de G.
affinis en période de repos durant la phase de traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n=
4). La série des astérisques ci-dessus traités indique une différence significative avec les témoins
du méme temps (*: différence significative a p<0,05 ; **: différence significative a p<0,01 ; ***;
différence significative a p<0,001).

3.3.2.2. Rapport hépato-somatique

Les résultats obtenus représentés dans la figure 21 et le tableau 16 montrent que
le thiaméthoxame n’affecte pas le rapport hépato-somatique des femelles de G. affinis en
période de repos sexuel. Durant le traitement la valeur minimale était de 0,11 + 0,003 chez la
série témoin au 21°™ jour de I’expérience et la valeur maximale de 0,32 + 0,007 chez la série
témoin a 0 jour de I’expérience. Durant la dépuration une valeur minimale de 0,29 + 0,024
chez la série traitée a 40 mg.L'1 apres 7 jours de dépuration et une valeur maximale de 0,35 +

0,015 apres 21 jours de dépuration chez la série traitée a 20 mg.L'l (tableau 33).

La comparaison des moyennes par le test de «tukey » ne présente aucune
différence significative entre les trois concentrations comparativement aux témoins durant les

phases de traitement et de dépuration.

L’analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) pendant
la période de repos, révele que durant la phase de traitement un effet significatif pour le
temps (Fs, 72 = 1399 ; P<0,0001) est enregistré, tandis qu’il ne 1’est pas pour le traitement (F;,
72 = 0,3975 ; P= 0,7552) et I’interaction traitement/temps (F;s 70 = 1,85 ; P= 0,0437). Durant
la phase de dépuration aucun effet n’a été enregistré pour le temps (F5 45 = 1,112 ; P=
0,3537), le traitement (Fs 45 = 2,206 ; P= 0,0995) et I’interaction temps/traitement (Fy 45 =

0,6379 ; P=0,7590).
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Figure 21. Effet du thiaméthoxame sur le rapport hépato-somatique (RHS) des femelles de G.
affinis en période de repos durant la phase de traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n=
4). La série des astérisques ci-dessus traités indique une différence significative avec les témoins
du méme temps (*: différence significative a p<0,05 ; **: différence significative a p<0,01 ; ***;
différence significative a p<0,001).

3.3.2.3. Indice de condition

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 22 et le tableau 17 ci- dessous,
révelent que le thiaméthoxame n’affecte pas I’indice de condition des femelles de G. affinis en
période de repos sexuel, ol il atteint une valeur minimale durant la phase traitement de 0,92
1éme

+ 0,03 chez la série traitée 2 40 mg.L" au 2 jour d’exposition au thiaméthoxame et une

valeur maximale de 1,20 + 0,05 chez la série traitée a 20 mg.L'l au 7°me jour d’exposition.
Pour la phase dépuration, la valeur minimale etait de 0,68 + 0,04 chez la série traitée a 10
mg.L'1 apres 7 jours de dépuration et la valeur maximale de 0,88 + 0,04 chez la série témoin

au 21°™ jour de 1’étude de dépuration (tableau 34).

La comparaison des moyennes par le test de «tukey » ne présente aucune
différence significative entre les trois concentrations comparativement aux témoins durant les

phases de traitement et de dépuration.

Page | 49



RESULTATS

L’analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) pendant
la période de repos, révele que durant la phase de traitement un effet significatif temps (Fs_ 7,
=20 ; P<0,0001), et pas d’effets significatifs pour le traitement (F3, 7, = 0,9629 ; P=0,4151) et
I’interaction traitement/temps (F;s 72 = 0,7528 ; P= 0,7232) ont été enregistrés. Durant la
phase de dépuration, aucun effet significatif n’été enregistré pour le temps (F3 43 = 1,819 ;

P=0,1564), le traitement (F3 43 = 1,831 ; P=0,1541) et ’interaction temps/traitement (Fo 43 =

1,14 ; P=0,3545).
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Figure 22. Effet du thiaméthoxame sur I’indice de condition (K) des femelles de G. affinis en
période de repos durant la phase de traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n= 4). La
série des astérisques ci-dessus traités indique une différence significative avec les témoins du
méme temps (*: différence significative a p<0,05 ; **: différence significative a p<0,01 ; ***;
différence significative a p<0,001).
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Tableau 15 : Analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) sur le rapport gonado-somatique (RGS) des femelles adultes de G. affinis
en période de repos durant la phase de traitement et de dépuration.

Phase de traitement

Phase de dépuration

Source de variation DDL SCE CM Fobs P DDL | SCE CM Fobs P
Temps 5 41,75 8,35 1287 <0,0001 s 3 0,0132 | 0,004402 | 0,9088 0,4438 NS
Traitement 3 0,02201 | 0,007337 1,131 0,3424 NS 3 0,03698 | 0,01233 2,545 0,0670 NS
Interaction temps/traitement 15 0,1385 | 0,009231 1,423 0,1603 NS 9 0,04656 | 0,005174 1,068 0,4029 NS
Erreur Résiduelle 72 0,4671 | 0,006488 48 0,2325 | 0,004843
Total 95 63

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.

Tableau 16 : Analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) sur le rapport hépato-somatique (RHS) des femelles adultes de G. affinis en
période de repos durant la phase de traitement et de dépuration.

Phase de traitement

Phase de dépuration

Source de variation DDL SCE CM Fobs P DDL SCE CM Fobs P
Temps 5 0,4815 0,0963 1399 <0,0001 s 3 0,003706 | 0,001235 | 1,112 0,3537 NS
Traitement 3 8,208e-005 2,736¢e-005 0,3975 0,7552 NS 3 0,007356 | 0,002452 | 2,206 0,0995 NS
Interaction temps/traitement 15 0,00191 0,0001273 1,85 0,0437 * 9 0,006381 | 0,000709 | 0,6379 0,7590 NS
Erreur Résiduelle 72 0,004956 6,883e-005 48 0,05335 | 0,001111
Total 95 63

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.

Tableau 17 : Analyse de la variance a 2 critéres de classification (temps, traitement) sur I’indice de condition (K) des femelles adultes de G. affinis en période de
repos durant la phase de traitement et de dépuration.

Phase de traitement

Phase de dépuration

Source de variation DDL SCE CM Fobs P DDL SCE CM Fobs P
Temps 5 0,5459 0,1092 20 <0,0007 #s 3 0,05555 | 0,01852 1,819 0,1564 NS
Traitement 3 0,01577 0,005256 0,9629 0,4151 NS 3 0,05593 | 0,01864 1,831 0,1541 NS
Interaction temps/traitement 15 0,06164 0,004109 0,7528 0,7232 NS 9 0,1045 0,01161 1,14 0,3545 NS

Erreur Résiduelle 72 0,393 0,005459 48 0,4888 | 0,01018
Total 95 63
DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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3.4. Effet du thiaméthoxame sur les biomarqueurs chez G. affinis

L’effet du thiaméthoxame sur les différents biomarqueurs AChE, GST, PCo et
taux des vitellines ont été déterminés chez les femelles adultes de G. affinis pendant les deux
périodes du cycle de reproduction (activité et repos sexuel), pour les deux phases, a savoir,
phase de traitement (0; 1; 7; 14 ; 21 et 28 jours) et phase de dépuration (7 ; 14 ; 21 et 28

jours) aux différentes concentrations du thiaméthoxame 10 ; 20 et 40 mg.L™.

3.4.1.Effet sur les biomarqueurs chez G. affinis en période de reproduction

3.4.1.1.  Effet sur I’activité spécifique de I’acétylcholinestérase

L’activité spécifique de I’acétylcholinestérase est déterminée selon la méthode d
’Ellman ef al. (1961) au niveau du cerveau des femelles de G. affinis en période de
reproduction durant les deux phases (traitement et dépuration). L’activité spécifique de
I’acétylcholinestérase a été calculée par les pentes des équations de régression exprimant

I’absorbance en fonction du temps.

Au cours de la phase de traitement, les individus traités avec les différentes
concentrations du thiaméthoxame présentent une inhibition de [’activité spécifique de
I’acétylcholinestérase marquée dans le temps avec 1’augmentation des doses comparativement
aux témoins (figure 23). Elle est estimée a 12,30 + 0,44 nM/min/mg de protéines chez la série
traitée 2 10 mg.L" contre 13,73 + 0,08 nM/min/mg de protéines chez la série témoin apres 1
jour d’exposition au thiaméthoxame. L’inhibition de I’activité de I’AChE continue a diminuer
jusqu’a atteindre une valeur de 6,15 + 0,44 nM/min/mg de protéines chez la série traitée a 40
mg.L" contre 10,82 + 0,31 nM/min/mg de protéines chez la série témoin le dernier jour
d’exposition (28°™ jours). Durant la phase de dépuration on remarque que 1’activité
enzymatique de I’AChE a été restaurée chez I’ensemble des séries témoins et traitées ou elle
passe de la valeur de 1,17 £ 0,01 nM/min/mg de protéines apres 7 jours a 11,20 + 0,10
nM/min/mg de protéines, chez la série traitée 2 40 mg.L™' apres le 28°™ jour de dépuration

(tableau 35).

La comparaison des moyennes par le test de «tukey » durant la phase de
traitement indique une inhibition hautement significative (p<0,001) de I’activité spécifique de
I’AChE chez les individus traités & la concentration la plus élevée 40 mg.L' du
thiaméthoxame comparativement aux témoins apres le 1 jour d’exposition et a partir du 14°™

jour durant la phase de dépuration.
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L’analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps/traitement) de
Pactivité spécifique de 1’acétylcholinestérase révele des effets temps (Fs, .o = 149,7;
P<0,0001), traitement (F3 70 = 64,8 ; P<0,0001) et interaction traitement/temps (Fis 720 =
4,701 ; P<0,0001), significatifs durant la phase de traitement. De méme durant la phase de
dépuration, pour le temps (F3 45 = 5981 ; P<0,0001), le traitement (F5, 45 = 334,5 ; P<0,0001)
et I’interaction temps/traitement (Fy 45 = 81,95 ; P<0,0001) (tableau 18).
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Figure 23. Effet du thiaméthoxame sur P’activité spécifique de 1’acétylcholinestérase
(nM/min/mg de protéines) des femelles de G. affinis en période de reproduction durant les
phases de traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n= 4). La série des astérisques ci-dessus
traités indique une différence significative avec les témoins du méme temps (*: différence
significative a p<0,05 ; **: différence significative a p<0,01 ; ***: différence significative a
p<0,001).

3.4.1.2.  Effet sur I’activité de la glutathion S-transférase

L’activité enzymatique de la glutathion S-transférase est déterminée selon la
méthode de Habig ef al. (1974) au niveau de 1’hépatopancréas des femelles de G. affinis en

période de reproduction durant les deux phases (traitement et dépuration).

Au cours de la phase de traitement, les individus traités avec les différentes
concentrations du thiaméthoxame présentent une induction marquée de ’activité enzymatique
de la GST a partir du 14°™ jour d’exposition pour les 3 concentrations (10 ; 20 et 40 mg.L™")
par rapport aux témoins (figure 24). L’induction la plus importante a été enregistré chez la
série traitée a 40 mg.L’1 avec 0,24 = 0,009 nM/min/mg de protéines contre 0,04 + 0,006
nM/min/mg de protéines chez la série témoin, puis continue d’augmenter progressivement
avec le temps jusqu’a atteindre une valeur de 0,44 £ 0,017 a la fin du traitement contre
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0,04 + 0,003 nM/min/mg de protéines chez la série t€émoin. Durant la phase de dépuration,
on remarque que I’activité enzymatique de la GST a été restaurée chez I’ensemble des séries
témoins et traitées ou elle passe d’une valeur de 0,25 + 0,002 nM/min/mg de protéines apres 7
jours de dépuration a 0,02 £+ 0,002 nM/min/mg de protéines, chez la série traitée a 40mg.L'1

apres le 28°™ jour de dépuration (tableau 36).

La comparaison des moyennes par le test de «tukey » durant la phase de
traitement indique une induction hautement significative (p<0,001) chez les individus traités a
la concentration la plus élevée 40 mg.L'1 du thiaméthoxame comparativement aux témoins a
partir 14°™ jour d’exposition. Cependant durant la phase de dépuration une différence
hautement significative (p<0,001) a été observé a partir du 78me jour pour les individus traités

aux trois concentrations comparativement aux témoins.

L’analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps/traitement) de
I’activité de la GST révele des effets significatifs pour le temps (Fs 7, = 201,8 ; P<0,0001), le
traitement (Fz 7, = 121,9; P<0,0001) et l’interaction traitement/temps (F;s5 70 = 27,16
P<0,0001), durant la phase de traitement. Les mémes effets ont été enregistrés, durant la
phase de dépuration pour le temps (F3 43 = 759,3 ; P<0,0001), le traitement (F3, 45 = 73,38 ;
P<0,0001) et I’interaction temps/traitement (Fo_43 = 9,494 ; P<0,0001) (tableau 19).
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Figure 24. Effet du thiaméthoxame sur P’activité enzymatique de la glutathion S-transférase
(nM/min/mg de protéines) des femelles de G. affinis en période de reproduction durant les
phases de traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n= 4). La série des astérisques ci-dessus
traités indique une différence significative avec les témoins du méme temps (*: différence
significative a p<0,05 ; **: différence significative a p<0,01 ; ***: différence significative a
p<0,001).
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3.4.1.3.  Effet sur le taux des protéines carbonylées

Le taux des protéines carbonylées a été exprimé chez les femelles adultes de G.
affinis pendant la période de reproduction durant la phase d’exposition au thiaméthoxame et
la phase de dépuration selon la méthode de Levine et al. (1990) modifiée par Mesquita et al.

(2014).

Au cours de la phase de traitement, les individus traités avec les différentes
concentrations du thiaméthoxame présentent une augmentation marquée du taux des protéines
carbonylées par rapport aux témoins (figure 25). En effet, nos résultats démontrent que chez
les individus traités une augmentation des taux est noté a partir du 7¢me jour d’exposition pour
la concentration 40 mg.L™" et du 14°5me jour pour les concentrations 10 mg.L" et 20 mg.L™".
Les taux d’induction les plus importants ont été enregistrés chez les traitées 2 20 mg.L™ et 40
mg.L'1 avec une valeur de 78,27 + 0,44 nmol/mg de protéines et 78,81 + 1,29 nmol/mg de
protéines respectivement au 28°me jour d’exposition au thiaméthoxame. Durant la phase de
dépuration, on remarque que le taux des protéines carbonylées a été restauré chez 1’ensemble
des séries témoins et traitées a partir du 78me jour de dépuration, ou le taux le plus important
passe d’une valeur de 29,82 + 0,79 nmol/mg de protéines a une valeur de 12,48 + 0,32

nmol/mg de protéines chez la série traité a 40 mg.L'1 au 28°™ jour de dépuration (tableau

37).

La comparaison des moyennes par le test de «tukey » indique une induction
hautement significative (p<0,001) chez les individus traités a la concentration la plus élevée
40 mg.L" du thiaméthoxame 2 partir 7°™ jour et a partir du 14°™ jour chez les individus
traités aux deux concentrations 20 et 40 mg.L"' du thiaméthoxame comparativement aux
témoins durant la phase de traitement. Durant la phase de dépuration une différence
hautement significative (p<0,001) a été observé pour les individus traités aux trois

concentrations a partir du 7°™ jour comparativement aux témoins.

L’analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps/traitement) du taux
des protéines carbonylées révele durant la phase traitement des effets significatifs pour le
temps (Fs, 72 = 87,68 ; P<0,0001), le traitement (F3 7, = 30,74 ; P<0,0001) et I’interaction
traitement/temps (Fys, 72 = 4,515 ; P<0,0001). De méme, durant la phase dépuration pour le
temps (F3, 45 = 641,8 ; P<0,0001), le traitement (F3, 45 = 612,5; P<0,0001) et I’interaction
temps/traitement (Fo 43 = 31,75 ; P<0,0001) (tableau 20).
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Figure 25. Effet du thiaméthoxame sur le taux des protéines carbonylées (nmol/mg de protéines)
des femelles de G. affinis en période de reproduction durant les phases de traitement et de
dépuration (Moyenne + SEM, n= 4). La série des astérisques ci-dessus traités indique une
différence significative avec les témoins du méme temps (*: différence significative a p<0,05 ; **:
différence significative a p<0,01 ; ***; différence significative a p<0,001).
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Tableau 18 : Analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) sur I’activité de I’acétylcholinestérase des femelles adultes de G. affinis en période
de reproduction durant les phases de traitement et de dépuration.

Phase de traitement Phase de dépuration
Source de variation DDL | SCE CM Fobs P DDL SCE CM Fobs |
Temps 5 363,7 | 72,73 149,7 <0,0001 *** 3 686,6 228.9 5981 <0,0001 #*:*
Traitement 3 94,46 | 31,49 64,8 <0,0001] #*** 3 38,4 12,8 334,5 <0,0001 #**:*
Interaction temps/traitement | 15 3426 | 2,284 4,701 <0,0001 == 9 28,22 3,136 81,95 <0,0007 **:*
Erreur Résiduelle 72 | 34,98 | 0,4859 48 1,837 0,03826
Total 95 63

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.

Tableau 19 : Analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) sur ’activité de la glutathion S-transférase des femelles adultes de G. affinis en
période de reproduction durant les phases de traitement et de dépuration.

Phase de traitement Phase de dépuration
Source de variation DDL | SCE CM Fobs P DDL SCE CM Fobs P
Temps 5 1,003 0,2007 201,8 <0,0001 *** 3 0,7014 0,2338 759,3 <0,0001 ***
Traitement 3 10,3635 0,1212 121,9 <0,0001 *** 3 0,06779 0,0226 73,38 <0,0001 ***
Interaction temps/traitement | 15 | 0,4052 | 0,02701 27,16 <0,0001 *** 9 0,02631 | 0,002924 9,494 <0,0001 ***
Erreur Résiduelle 72 | 0,07159 | 0,0009944 48 | 0,01478 | 0,0003079
Total 95 63

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.

Tableau 20 : Analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) sur le taux des protéines carbonylées des femelles adultes de G. affinis en période de
reproduction durant les phases de traitement et de dépuration.

Phase de traitement Phase de dépuration
Source de variation DDL | SCE CM Fobs P DDL SCE CM Fobs P
Temps 5 6566 1313 87,68 <0,0001 *** 3 1568 522.,8 641,8 <0,0001 ***
Traitement 3 1381 460.,4 30,74 <0,0001 *** 3 1497 498.,9 612,5 <0,0001 ***
Interaction temps/traitement 15 1014 67,63 4,515 <0,0001 #*** 9 2327 25,86 31,75 <0,0001 ***
Erreur Résiduelle 72 1078 14,98 48 39,1 0,8146
Total 95 63

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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3.4.14. Effet de I’Actara sur le taux des vitellines

Le taux de vitellines est déterminé selon la méthode de Descamps, 1996 in Fabre
et al. (1990) au niveau des ovaires des femelles adultes de G. affinis en période de

reproduction durant la phase de traitement.

Au cours de la phase de traitement, les individus traités avec les différentes
concentrations du thiaméthoxame présentent une diminution progressive avec le temps du
taux des vitellines ovariennes par rapport aux témoins (figure 26). En effet, on enregistre une
valeur minimale de 0,13 + 0,03 pg/mg de protéines chez la série traitée a 40 mg.L"' de
thiaméthoxame au dernier jour d’exposition contre une valeur maximale de 0,61 = 0,04

pg/mg de protéines chez la série témoin a O jour de traitement (tableau 38).

La comparaison des moyennes par le test de «tukey » indique une différence

hautement significative (p<0,001) durant la phase de traitement au 28°me jour d’exposition
chez les individus traités a la concentration la plus élevée du thiaméthoxame 40 mg.L’

comparativement aux témoins.

L’analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps/traitement) du taux
des vitellines durant la phase de traitement révele des effets temps (Fs, 7 = 77,37 ;
P<0,0001) et traitement (F;, 70 = 6,371 ; P= 0,0007) significatifs mais une interaction
traitement/temps (F;s,72 = 0,5361 ; P=0,9115) non significative (tableau 21).
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Figure 26. Effet du thiaméthoxame sur le taux des vitellines ovariennes (ug/mg de protéines) des
femelles de G. affinis en période de reproduction durant les phases de traitement (Moyenne *
SEM, n= 4). La série des astérisques ci-dessus traités indique une différence significative avec les
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témoins du méme temps (*: différence significative a p<0,05 ; **: différence significative a
p<0,01 ; ***; différence significative a p<0,001).

Tableau 21 : Analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) sur le taux des
protéines carbonylées des femelles adultes de G. affinis en période de reproduction durant les
phases de traitement et de dépuration.

Phase de traitement
Source de variation DDL SCE CM Fobs P
Temps 5 1,854 0,3708 77,37 <0,0001 ***
Traitement 3 0,09158 0,03053 6,371 0,0007 ***
Interaction temps/traitement 15 0,03854 0,002569 0,5361 0,9115 NS
Erreur Résiduelle 72 0,345 0,004792
Total 95

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.

3.4.2. Effet sur les biomarqueurs chez G. affinis en période de repos

3.4.2.1.  Effet sur I’activité spécifique de I’acétylcholinestérase

L’activité spécifique de I’acétylcholinestérase est déterminée selon la méthode d
’Ellman ef al. (1961) au niveau du cerveau des femelles de G. affinis en période de repos
durant les deux phases (traitement et dépuration). L’activité spécifique de
I’acétylcholinestérase a été calculée par les pentes des équations de régression exprimant

I’absorbance en fonction du temps.

Au cours de la phase de traitement, les individus traités avec les différentes
concentrations du thiaméthoxame présentent une inhibition marquée de 1’activité spécifique
de [Dacétylcholinestérase marquée dans le temps avec 1’augmentation des doses
comparativement aux témoins (figure 27). Elle atteint une valeur de 14,42 + 0,15 nM/min/mg
de protéines chez la série traitée a 10 mg.L'1 contre 18,29 + 0,28 nM/min/mg de protéines
chez la série témoin apres 1 jour d’exposition au thiaméthoxame. L’inhibition de 1’activité de
I’ AChE continue avec le temps jusqu’a atteindre 3,23 + 0,15 nM/min/mg de protéines chez la
série traitée a 40 mg.L‘] contre 18,56 + 0,57 nM/min/mg de protéines chez la série témoin au
dernier jour d’exposition. Durant la phase de dépuration on remarque que 1’activité
spécifique de ’AChE a été restaurée chez 1’ensemble des séries témoins et traitées ou elle
passe d’une valeur de 7,97 + 0,38 nM/min/mg de protéines a partir du 7°™ jour 2 19,60 + 0,83
nM/min/mg de protéines au 28°™ jour de dépuration chez la série traitée 2 40 mg.L™ (tableau

39).
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La comparaison des moyennes par le test de «tukey » indique une inhibition
hautement significative (p<0,001) chez les individus traités aux trois concentrations du
7éme

thiaméthoxame comparativement aux témoins a partir jour durant les phases de

traitement et de dépuration.

L’analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps/traitement) de
Pactivité spécifique de 1’acétylcholinestérase révele des effets temps (Fs, 7o = 998,7;
P<0,0001), traitement (F3 70 = 1538 ; P<0,0001) et interaction traitement/temps (Fis 7, =
110,1 ; P<0,0001) significatifs durant la phase de traitement, ainsi que, pour la phase de
dépuration temps (F; 45 = 282,7 ; P<0,0001), traitement (F5 45 = 229,9; P<0,0001) et
interaction temps/traitement (Fy_ 45 = 36,82 ; P<0,0001) (tableau 22).
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Figure 27. Effet du thiaméthoxame sur Dactivité spécifique de 1’acétylcholinestérase
(nM/min/mg de protéines) des femelles de G. affinis en période de repos durant les phases de
traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n= 4). La série des astérisques ci-dessus traités
indique une différence significative avec les témoins du méme temps (*: différence significative a
p<0,05 ; **: différence significative a p<0,01 ; ***: différence significative a p<0,001).
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3.4.2.2.  Effet sur I’activité de la glutathion S-transférase

L’activité enzymatique de la glutathion S-transférase est déterminée selon la
méthode de Habig et al. (1974) au niveau de 1’hépatopancréas des femelles de G. affinis en

période de repos durant les deux phases (traitement et dépuration).

Au cours de la phase de traitement, les individus traités avec les différentes
concentrations du thiaméthoxame présentent une induction marquée de 1’activité enzymatique
de la GST a partir du 14°5me jour d’exposition pour les 3 concentrations (10 ; 20 et 40 mg.L™)
par rapport aux témoins (figure 28). L’induction la plus importante a été enregistrée chez la
série traitée a 40 mg.L'1 avec 11,97 £ 0,099 uM/min/mg de protéines contre 2,61 + 0,059
uM/min/mg de protéines chez la série témoin, puis continue d’augmenter progressivement
avec le temps jusqu’a atteindre une valeur maximale de 27,72 = 0,176 uM/min/mg de
protéines chez la série traitée a 40 mg.L’1 contre 1,84 + 0,031 uM/min/mg de protéines chez
la série t€émoin a la fin du traitement. Durant la phase de dépuration, on remarque que
I’activité de la GST a été restauré chez 1’ensemble des séries témoins et traitées et passe d’une
valeur de 20,08 £ 0,006 uM/min/mg de protéines a partir du 78me jour de dépuration a 2,05 +
0,002 uM/min/mg de protéines, chez la série traitée a 40 mg.L‘1 a 28 jours de dépuration

(tableau 40).

La comparaison des moyennes par le test de «tukey » durant la phase de
traitement indique une induction significative (p=0,0145) chez les individus traités a la
concentration 20 mg.L'1 et hautement significative (p<0,001) a la concentration la plus élevée
40 mg.L" du thiaméthoxame 2 partir 14°™ jour comparativement aux témoins. Cependant
durant la phase de dépuration une différence hautement significative a été observé pour les
individus traités aux trois concentrations a partir du 78me jour comparativement aux témoins.

L’analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps/traitement) de
I’activité de la GST révele des effets temps (Fs, 72 = 597,3 ; P<0,0001), traitement (F3 7, =
812,7 ; P<0,0001) et interaction traitement/temps (Fis 70 = 242,4 ; P<0,0001) significatifs
durant la phase de traitement, les effets significatifs ont été enregistrés, également, durant la
phase de dépuration pour le temps (F3 45 = 4608 ; P<0,0001), le traitement (F5 45 = 6793 ;
P<0,0001) et I’interaction temps/traitement (Fg 43 = 1443 ; P<0,0001) (tableau 23).
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Figure 28. Effet du thiaméthoxame sur ’activité enzymatique de la glutathion S-transférase
(uM/min/mg de protéines) des femelles de G. affinis en période de repos durant les phases de
traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n= 4). La série des astérisques ci-dessus traités
indique une différence significative avec les témoins du méme temps (*: différence significative a
p<0,05 ; **; différence significative a p<0,01 ; ***: différence significative a p<0,001).

Page | 62




RESULTATS

3.4.2.3.  Effet sur le taux des protéines carbonylées

Le taux des protéines carbonylées a été¢ déterminé chez les femelles adultes de G.
affinis pendant la période de repos durant la phase d’exposition au thiaméthoxame et la phase

de dépuration selon la méthode de Levine ef al. (1990) modifiée par Mesquita et al. (2014).

Au cours de la phase de traitement, les individus traités avec les différentes
concentrations du thiaméthoxame présentent une augmentation marquée du taux des protéines
carbonylées par rapport aux témoins (figure 29). En effet, nos résultats démontrent que chez
les individus traités une induction significative a partir du 1* jour d’exposition jusqu’a la fin
du traitement. Les taux d’induction les plus importants ont été enregistrés au 28™ jour
d’exposition au thiaméthoxame chez les traitées a 10 ; 20 et 40 mg.L‘1 avec une valeur de
23,36 £+ 0,10 nmol/mg de protéines, de 25,21 + 0,26 nmol/mg de protéines et de 35,04 £+ 0,08
nmol/mg de protéines respectivement. Durant la phase de dépuration on remarque que le
taux des protéines carbonylées a été restauré chez I’ensemble des séries témoins et traitées a
partir du 78me jour de dépuration, ou elle passe d’une valeur maximale de 32,96 + 0,22
nmol/mg de protéines a une valeur minimale de 19,02 + 0,18 nmol/mg de protéines chez la

série traité 2 40 mg.L™ au 28°™ jour de 1’étude (tableau 41).

La comparaison des moyennes par le test de «tukey » durant la phase de
traitement indique une induction hautement significative (p<0,001) chez les individus traités
aux trois concentrations du thiaméthoxame a partir du 1” jour d’exposition comparativement
aux témoins. Cependant durant la phase de dépuration une différence hautement significative
7éme

a été observé pour les individus traités aux trois concentrations a partir du jour

comparativement aux témoins.

L’analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps/traitement) du taux
des protéines carbonylées révele, durant la phase de traitement, des effets temps (Fs, 7, =
5878 ; P<0,0001), traitement (F3 7, = 15791 ; P<0,0001) et interaction traitement/temps (Fis,
72 = 967,9 ; P<0,0001) significatifs. Les mémes significations ont été observées, durant la
phase de dépuration pour le temps (F3 45 = 2029 ; P<0,0001), le traitement (F3 43 = 11323 ;
P<0,0001) et I’interaction temps/traitement (Fg_43 = 298.,4 ; P<0,0001) (tableau 24).
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Figure 29. Effet du thiamethoxame sur le taux des proteines carbonylees (nmol/mg de proteines)
des femelles de G. affinis en periode de repos durant les phases de traitement et de dépuration
(moyenne + SEM, n= 4). La serie des asterisques ci-dessus traites indique une difference
significative avec les temoins du meme temps (*: difference significative a p<0,05 ; **: difference
significative a p<0,01 ; ***: difference significative a p<0,001).
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Tableau 22 : Analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) sur ’activité de 1’acétylcholinestérase des femelles adultes de G. affinis en

période de repos durant les phases de traitement et de redépurationstauration.

Phase de traitement

Phase de dépuration

Source de variation DDL | SCE CM Fobs P DDL SCE CM Fobs P
Temps 5 1567 | 313,5 998,7 <0,0001 *** 3 199,3 22,14 36,82 <0,0001 ***
Traitement 3 1448 | 4827 1538 <0,0001 *** 3 509,9 170 2827 <0,0001 ***
Interaction temps/traitement | 15 518,2 | 34,54 110,1 <0,0001 == 9 414,7 138,2 2299 <0,0001 ==
Erreur Résiduelle 72 22,6 | 0,3139 48 28,86 0,6013
Total 95 63

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.

Tableau 23 : Analyse de la variance a 2 critéres de classification (temps, traitement) sur I’activité de la glutathion S-transférase des femelles adultes de G. affinis en
ériode de repos durant les phases de traitement et de dépuration.

Phase de traitement

Phase de dépuration

Source de variation DDL | SCE CM Fobs P DDL SCE CM Fobs P
Temps 5 3870 | 773,9 5973 <0,0001 *** 3 469 156,3 4608 <0,0001 ***
Traitement 3 3159 1053 812,7 <0,0001 *** 3 691,4 230,5 6793 <0,0001 ***
Interaction temps/traitement | 15 4711 314,1 242 .4 <0,00017 = 9 440,7 48,97 1443 <0,00017 =
Erreur Résiduelle 72 93,3 1,296 48 1,629 0,03393
Total 95 63

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.

Tableau 24 : Analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, traitement) sur le taux des protéines carbonylées des femelles adultes de G. affinis en période
de repos durant les phases de traitement et de dépuration.

Phase de traitement

Phase de dépuration

Source de variation DDL | SCE CM Fobs P DDL SCE CM Fobs P

Temps 5 2911 582,2 5878 <0,0001 *** 3 644,3 214,8 2029 <0,0001 ***

Traitement 3 4692 1564 15791 <0,0001 *** 3 3595 1198 11323 <0,0001 ***
Interaction temps/traitement | 15 1438 95,86 967,9 <0,0001 *** 9 284,2 31,58 298.4 <0,0001 ***

Erreur Résiduelle 72 | 7,131 | 0,09905 48 5,08 0,1058
Total 95 63
DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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« Discussion. Moyen de confirmer les autres dans leurs erreurs. »

Jurgen Habermas.



DISCUSSION

4. DISCUSSION

Les pesticides ont été largement utilisés dans plusieurs secteurs de la production
agricole afin d'accroitre la production alimentaire et d'améliorer la qualit¢ du produit
(Doruchowski et al., 2017 ; Baldissera et al., 2018). Malgré ses nombreux mérites,
l'utilisation abusive et aveugle des pesticides représente un probleéme environnemental et de
sanitaire publique important dans le monde entier en raison de la toxicité, de la
bioaccumulation et de la contamination de l'environnement, y compris de 1'écosysteme
aquatique (Zheng et al., 2016 ; Rodrigues et al., 2018), car seulement 0,1 % des pesticides
atteignent leur objectif. Les organismes aquatiques, tels que les poissons, sont inévitablement
exposés a plusieurs pesticides par différentes voies, principalement par ruissellement ou par
dérive de pulvérisation a partir des champs agricoles, y compris le thiaméthoxame. Ce
pesticide était 1'un des plus utilisés dans les systemes de riziculture simultanée du sud-ouest
du Bangladesh (Sumon et al, 2016). Le thiaméthoxame est le premier insecticide
néonicotinoide commercial de deuxieme génération de la sous-classe des thianicotinyles et est
utilisé pour lutter efficacement contre plusieurs insectes nuisibles importants sur le plan
commercial sur diverses cultures (Tang et al.,, 2017). Son mécanisme d'action est exercé par
des effets antagonistes associés sur le récepteur synaptique et extra synaptique de
l'acétylcholine nicotinique (nACh) de l'insecte (Thany et al, 2007). Bien que le
thiaméthoxame représente un faible risque pour certains organismes non ciblés (par exemple
les mammiferes) (Jeschke et al., 2011), la faible absorption par le sol, la forte capacité de
lixiviation, la grande solubilité dans l'eau et la résistance au traitement biologique font du
thiaméthoxame un contaminant potentiel des eaux de surface et souterraines (Zhang et al.,

2012), ce qui représente un risque important pour la santé des poissons.
4.1. Effet sur la croissance

La pollution du milieu aquatique par les pesticides nuit a la survie des organismes
aquatiques, y compris des especes de poissons commercialement importantes (Holden, 1973 ;
Johnson, 1973 ; Vidhya et al., 2019). L'utilisation intensive de ces substances constitue une
menace constante pour la vie aquatique en modifiant le fonctionnement de I'habitat, la
croissance et le potentiel de reproduction (Jarvinen et al., 1977 ; Vidhya ef al., 2019). La
croissance est considérée en termes d'augmentation de volume, représenté par le poids et est
lié au cube de dimension linéaire (Longueur). Il est donc vrai qu'une relation existe entre la
longueur (dimension linéaire) et le poids chez les animaux (Shakir et al, 2008). La
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croissance des poissons est généralement évaluée en mesurant leur poids ou leur longueur
(Vidhya et al., 2019).

Les poissons ne sont généralement pas des organismes cibles pour les pesticides
(Vidhya et al., 2019) et les connaissances des effets des insecticides néonicotinoides tels que
le thiaméthoxame sur la croissance de G. affinis (poisson culi¢iphage d’eau douce) sont
encore rares. Par conséquent, la présente étude a été réalisée pour déterminer ses effets sur la
croissance, représentée par le poids corporel total et la taille totale, des femelles adultes de G.
affinis exposées pendant 28 jours aux concentrations 10 ; 20 et 40 mg.L'l.

Les résultats obtenus révelent qu’il n’y a pas des variations significatives pendant
la période d’exposition pour les parametres considérés. Plusieurs chercheurs rappellent qu’un
stress chimique ne conduit pas forcément a une altération de la croissance moyenne des
individus comme cela a pu étre observé sur les poissons Gambusia helbrooki, Gambusia
affinis et Leuciscus cephalus contaminé en eau douce (Mulvey et al., 1995 ; Theodorakis &
Shugar, 1997 ; Larno et al., 2001). Cette réponse est soutenue par une étude antérieure de
Zaidi & Soltani, (2011), qui a montré que le diflubenzuron et le flucycloxuron n'avaient
aucun effet significatif sur la croissance des femelles adultes de G. affinis, aussi, 1’étude
d’Elias ef al. (2020), ou il n'y avait pas eu de différences significatives dans la longueur
corporelle moyenne entre les traités au thiobencarbe et le groupe témoin du poisson-chat
africain (Clarias gariepinus).

Cependant, Majumder & Kaviraj, (2018) et Ibrahim ef al. (2019), ont observé,
apres une exposition de 90 jours le chlorpyrifos (insecticide organophosphoré) modifiait les
performances de croissance du poisson d’eau douce tilapia du Nil (Oreochromis niloticus) en
engendrant sa réduction. L’exposition de la méme espece au deltaméthrine a engendré un taux
de croissance significativement plus faibles (Dawood et al, 2020). La croissance des
poissons Oryzias latipes mesurée en longueur totale (taille totale), a été affectée par
I'exposition a l'imidaclopride (Vignet ef al., 2019). Celle d’Etroplus suratensis (poisson d’eau
douce), mesurée par le poids, a diminué progressivement avec l'augmentation des
concentrations de lambda-cyhalothrine (insecticide, pyréthrinoide) (Vidhya et al., 2019).

Prosser et al. (2016), ont enregistré une inhibition de la croissance des escargots
d'eau douce Planorbella pilsbryi exposés a l'imidaclopride, la clothianidine et au
thiaméthoxame, tandis que, Velisek et al. (2018), ont montré que I'exposition chronique au
métolachlore (un pesticide organochloré) a affecté la croissance de 1’écrevisse marbrée

(Procambarus virginal).
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4.2. Effet sur les indices organo-somatique

Les indices organo-somatiques (par exemple : 1’indice de condition, le rapport
gonado-somatique et le rapport hépato-somatique) sont des approches courantes pour évaluer
le stress environnemental chez les poissons (Adams et al., 1993 ; Elias ef al., 2020) dans des
études toxicologiques (Nwani et al., 2015 ; Elias et al., 2020). IIs représentent, donc, des
indicateurs intégratifs des conditions du poisson (Zezza et al., 2020).

L'indice hépato-somatique reflete la taille relative du foie et est 1ié aux activités
des enzymes hépatiques pour la détoxification des composés, indiquant une exposition a des
polluants (Yeom ef al., 2007 ; Fang et al., 2009 ; Elias et al., 2020). 11 est défini comme le
rapport entre le poids du foie et le poids corporel, et donne une indication sur I'état de la
réserve énergétique des animaux. Dans de mauvaises conditions environnementales, les
poissons ont généralement un foie plus petit (avec moins d'énergie réservée dans le foie)
(Elias et al,, 2020). Selon Bonifacio et al. (2016), parmi les indices somatiques, 1'indice
hépato-somatique est un biomarqueur plus spécifique que I’indice de condition, car il est
directement 1i€ aux effets toxiques sur le foie. Dans notre étude, le RHS des femelles adultes
de G. affinis n'était pas assez sensible pour montrer des différences entre les traitées et les
témoins au cours des deux périodes du cycle de reproduction. Nos résultats sont en accord
avec ceux d’Elias et al. (2020), ou il n'y avait pas de différences significatives du RHS entre
les femelles du poisson-chat (Clarias gariepinus) exposées a l'herbicide thiobencarb et les
témoins sur les différentes périodes d'exposition. Des études antérieures ont montré que des
valeurs du RHS normales étaient également observées chez différentes especes de poissons :
par exemple Carassius auratus (poisson rouge d’eau douce) (Yi et al., 2007 ; Elias et al.,
2020) ainsi que Cyprinus carpio (poisson téléostéen) exposés a l'alachlore (Mikula et al.,
2009 ; Ensibi et al, 2013 ; Elias et al, 2020) et Oncorhynchus mykiss (truite arc-en-ciel
poisson téléostéen) exposé a la carbamazépine (Li et al., 2011 ; Elias et al., 2020). Aussi,
Zaidi & Soltani, (2011), ont indiqué que le diflubenzuron et le flucycloxuron n'avaient aucun
effet significatif sur le RHS de G. affinis. De méme pour le poisson téléostéen médaka
japonais (Orizyas latipes) traité au diclofénac (Anti-inflammatoire) (Lee et al, 2011 ;
Guiloski et al., 2015) ; Cnesterodon decemmaculatus apres l'exposition chronique au
Roundup Max®, Clorfox® et au mélange (Bonifacio et al., 2016), et chez Clarias gariepinus

exposé au dichlorvos (pesticide organophosphoré) (Ogamba et al., 2014).
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Le Rapport gonado-somatique est une métrique qui représente le poids relatif des
gonades par rapport au poids du poisson. Il est généralement considéré comme un bon
indicateur du succes de la reproduction (Lowerre-Barbieri ef al., 2011 ; Elias et al., 2020) et
largement utilisé pour évaluer le moment de la reproduction, car il est peu cofiteux et facile a
calculer (Elias et al., 2020). 1l est aussi, exploité comme indicateur de la dépense des gonades
(Parker et al., 2017) ; de 1'état de santé des poissons (Adams et al., 1996 ; Al-Deghayem et
al., 2017) et de 1'évolution de 1'état nutritionnel et énergétique (Anderson & Gutreuter, 1983
; Goede & Barton, 1990 ; Al-Deghayem et al., 2017). Dans notre étude, le RGS des
femelles adultes de G. affinis n'a montré aucune différence entre les groupes traités aux
différentes concentrations et les témoins pendant les deux périodes de vie étudiées. Nos
résultats sont en accord avec les études antérieures de Zaidi & Seoltani, (2011), qui ont
montré que diflubenzuron et flucycloxuron n'avaient aucun effet significatif sur le RGS des
femelles adultes de G. affinis, de méme, chez Oreochromis niloticus exposé au chlorpyrifos
(Orug, 2010) et chez Hoplias malabaricus traité au diclofénac (Anti-inflammatoire)
(Guiloski et al., 2015).

L’indice de condition montre le degré de bien-€tre des poissons dans leur habitat
et exprime l'interaction entre les facteurs biotiques et abiotiques relatifs a 1'état physiologique
des poissons (Olurin & Aderibigbe, 2006 ; Elias et al., 2020). 1l est basé sur I'hypothese que
les poissons plus lourds d'une certaine longueur sont dans un meilleur état physiologique
(Bagenal, 1978 ; Toke & Aung, 2020). Les différences dans 1’indice de condition ont été
interprétées comme une mesure d'événements histologiques tels que la réservation de graisse,
I'adaptation a l'environnement et le développement gonadique (LeCren, 1951 ; Toke &
Aung, 2020). Gupta & Banergee, (2015) ont signalé que la valeur de I’indice de condition
(K) des poissons était affectée par des facteurs tels que l'intensité de l'alimentation, la

disponibilité de la nourriture, la taille du poisson, 1'age, le sexe et le stade de maturation.

Les résultats obtenus dans la présente étude indiquent qu’une différence
significative 2 partir du 21°™ jour d’exposition au thiaméthoxame pendant la période de
reproduction a été enregistrée, et qu’aucune différence entre les femelles adultes de G. affinis
traitées et témoins n’a été enregistrée pendant la période de repos. La réduction de K, si elle
est persistante, pourrait entrainer une réduction du taux de croissance et de la capacité de
reproduction (Jenkins, 2004 ; Gabriel ef al., 2009 ; Uedeme-Naa & Deekae, 2016). La
présente €tude n’a pas révélé de persistance, ce qui peut expliquer 1’absence d’effets du TMX
sur la croissance et la reproduction de notre espece.
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Elias et al. (2020), ont obtenu les mémes résultats avec une réduction significative
de I’indice de condition chez les femelles du poisson-chat (Clarias gariepinus) au dernier jour
d’exposition a l'herbicide thiobencarb. Nnadi et al. (2018), ont montré que la diminution de
I’indice de condition chez la méme espece était plus importante a la concentration 6,00 p g.L71
aux 21 et 28°™ jours d’exposition au Termex® (imidaclopride 35,50% SC). Apres
I'exposition chronique de Cnesterodon decemmaculatus aux pesticides, I’indice de condition a
montré une diminution significative a la concentration la plus élevée de Clorfox® (Bonifacio
et al., 2016). Zaidi & Soltani, (2011), ont montré que seul le flucycloxuron a CL90 réduisait

significativement 1’indice de condition au 210me jour d'exposition. L’indice de condition n'a
changé dans aucun des traitements au chlorpyrifos chez le poisson-chat africain diploide et

triploide (Clarias gariepinus) (Karami et al., 2016).
4.3. Effet du thiaméthoxame sur les biomarqueurs

Le poisson moustique G. affinis a été utilis€ dans un programme de lutte
biologique en Algérie, au niveau du Laboratoire de Biologie Animale Appliquée, en étudiant
I’efficacité de G. affinis a1’égard de divers stades de Culex pipiens (Bendali et al., 2001), les
effets du cadmium et de 1’halofenozide sur la croissance et 1’activité enzymatique des alevins
(Chouahda et al, 2006), ainsi que, 1’évaluation de 1’halofenozide contre les larves de
moustiques (proies) et son impact sur la croissance et 1’activité enzymatique de G. affinis
(prédateur) (Soltani et al., 2008). L’étude de la toxicité aigué du malathion a 1’égard des
adultes (Chouahda et al., 2010), de la toxicité chronique du flucyloxuron (Zaidi & Soltani,
2010), une évaluation des risques environnementaux de deux inhibiteurs de la synthese de la
chitine sur G. affinis (Zaidi & Soltani, 2011), I’étude de la toxicité aigué€ et chronique du
cadmium (Chouahda & Soltani, 2013), enfin, une étude de la bioconcentration du
diflubenzuron (Zaidi et al., 2013) et I’évaluation de la toxicité du dimilin® (Zaidi & Soltani,

2013) ont été réalisées.

A ce jour, aucune expérimentation n'a étudié les effets d'une exposition chronique
au thiaméthoxame chez le poisson G. affinis. Sa toxicité potentielle sur cet organisme non
ciblé fait I’objet de la présente étude par la mesure de divers biomarqueurs qui permettent de
révéler de maniere substantielle les effets du toxique sur l'organisme exposé, tels que la
neurotoxicité qui peut entrainer une modification du comportement, des profils
histopathologiques, morphologiques, anatomiques, physiologiques, hématologiques et

biochimiques (Ullah et al., 2019), et donc, d’intégrer 1'ensemble de la cascade d'événements
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qui suit l'exposition (Lionetto et al., 2019). Le suivi des différents biomarqueurs,
acétylcholinestérase ; glutathion-S-transférase ; protéines carbonylées et le taux de vitellines a
été effectué chez des individus exposés pendant 28 jours au thiaméthoxame aux

concentrations 10 ; 20 et 40 mg.L'l, ainsi que chez des individus témoins.

4.3.1. Effet du thiaméthoxame sur ’activité spécifique de I’AChE

L'acétylcholinestérase (AChE) est une sérine hydrolase, que 1l'on trouve
principalement dans le tissu musculaire et le systtme nerveux des organismes. C'est une
enzyme clé impliquée dans la neurotransmission (Jebali et al., 2013 ; Kim & Lee, 2018) a la
fois chez les vertébrés et les invertébrés (Valbonesi et al., 2003 ; Singh ef al., 2019). L’ AChE
se lie tres étroitement aux récepteurs présents dans le systeme nerveux central (SNC) des
organismes (Jeschke et al., 2011 ; Jameel et al, 2020), et favorise l'hydrolyse du
neurotransmetteur, 1'acétylcholine, pour assurer des impulsions nerveuses intermittentes (qui
caractérisent la communication neuronale) tout en prévenant le syndrome cholinergique aigiie
qui peut résulter d'une accumulation de ce neurotransmetteur dans les terminaisons nerveuses
du systeme nerveux central et périphérique (Karczmar, 1998 ; Kellar, 2006 ; de Araujo et
al., 2018). Cette enzyme peut étre inhibée par les métaux, les pesticides, les insecticides, les
produits pharmaceutiques et d'autres types de polluants (Piner & Uner 2012 ; Rhee et al.,
2013 ; Ezeoyili et al., 2019), ce qui provoque une accumulation d'acétylcholine et une
hyperstimulation des récepteurs. Pour cette raison, I'enzyme AChE est 'un des biomarqueurs
essentiels utilisés pour démontrer les effets des polluants environnementaux (Colovic et al.,
2013 ; Demirci ef al., 2018), notamment chez les poissons d’eau douce pour surveiller la

contamination par les pesticides (Walker ef al., 2006).

Parmi les insecticides, les néonicotinoides sont chimiquement similaires a la
nicotine, ils agissent sur les récepteurs nicotiniques postsynaptiques situés entierement dans le
systeme nerveux central des invertébrés, ils présentent un risque relativement faible pour les
vertébrés et sont tres spécifiques aux sous-types de récepteurs nicotiniques présents chez les
invertébrés (Ensley, 2018). En raison de leur utilisation généralisée, les néonicotinoides sont
fréquemment détectés dans l'environnement, I'eau et les aliments, ce qui représente un risque
potentiel pour les organismes non ciblés (SiiB} et al., 2006 ; Klarich et al., 2017 ; Bradford et
al., 2018 ; Craddock et al., 2019 ; Fedrizzi et al., 2019 ; Stara et al., 2020).

La présente étude a révélé que 1'exposition d’une espece non ciblée, G. affinis, aux
trois concentrations du thiaméthoxame entraine une inhibition dans 1’activité spécifique de
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I’AChE. Les réponses observées varient significativement en fonction des concentrations, et
du temps d'exposition, avec une diminution marquée a partir du 1 jour pour les trois
concentrations en période de reproduction et de repos. Cette diminution est soutenue par des
études antérieures portées sur des pesticides de la méme famille telles que celle de Kocamaz
& Oruc, (2020), qui ont noté une inhibition de I'AChE dans le tissu gonadique
d’Oreochromis niloticus le 15°™ jour d’exposition au thiaméthoxame. L’étude de Qi et al.
(2018), a révélé que l'activité spécifique de 1’AChE a été inhibée par deux nouveaux
insecticides néonicotinoides : le Cycloxaprid (CYC) et le Guadipyr (GUA) chez Daphnia
magna, celle de Topal et al. (2017) I’a révélé dans le cerveau du poisson truite arc-en-ciel
Oncorhynchus mykiss suite a 1’exposition a l'imidaclopride. Ce dernier a eu le méme effet sur
divers tissus (glande digestive, branchies et muscle adducteur) d’un mollusque bivalve
Sydney rock oyster (SRO) (Saccostrea glomerata) (Ewere et al., 2019a ; 2019b ; 2020).
L’étude des effets du oxytétracycline sur les yeux du poisson d'eau douce Oncorhynchus
mykiss (Rodrigues ef al., 2018), et du fipronil sur le cerveau et le muscle de la carpe Cyprinus
carpio, ainsi que, sur le muscle du poisson-chat argenté Rhamdia quelen (Menezes et al.,

2016) a révélé une inhibition significative de I’AChE dans les différents tissus.

D’autres études ont indiqué que differents pesticides provoquent une inhibition
de I'AChE dans les tissus des poissons (Almeida et al., 2010 ; Xing et al., 2010 ; Xing ef al.,
2013 ; Topal et al, 2017 ; Severo et al., 2020) avec une accumulation marquée
d'acétylcholine dans le cerveau (Pala & Serdar, 2018 ; Theanacho & Odo, 2020) tel que le
chlorpyrifos, un insecticide organophosphoré, qui a induit le méme effet au niveau du tissu
cérébral du poisson téléostéen Cyprinus carpio (Berkoz et al., 2019) ainsi que, chez G.
affinis (Rao et al., 2005), et Cyprinus carpio (poisson téléostéen) (Stoyanova et al., 2020).
L’étude de Singh et al. (2018), a révélé que le triazophos (organophosphoré) et le
deltaméthrine (pyréthrinoide), provoquent une inhibition des activités de 1’AChE dans le
cerveau d’un poisson téléostéen d'eau douce, Channa punctatus. Le deltaméthrine a
également provoqué une inhibition musculaire de I'AChE chez les poissons-zeébres Danio
rerio (Ren et al., 2016), et une inhibition chez leurs embryons (Parlak, 2018). Folle ef al.
(2020), a noté une inhibition de l'activité de 'AChE chez les embryons du poisson-chat
argenté d'eau douce d'Amérique du Sud Rhamdia guelen (Quoy & Gaimard, 1824) apres
I'exposition au 2,4,6-tribromophénol (TBP), un polluant environnemental persistant largement
utilis€é comme insecticide dans la préservation du bois et la production de plastique. L'activité
de I'AChE a également été significativement inhibée avec I’augmentation du temps
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d’exposition dans le cerveau du poisson chat africain d’eau douce Clarias gariepinus, exposé
aux microparticules de chlorure de polyvinyle (PVC) lors du 45%me jour d'exposition
(Iheanacho & Odo, 2020), ainsi que, chez les embryons du poisson zebre (Danio rerio)
exposés au n-butano (Koktiirk et al., 2019). L’étude de Kim et al. (2020), portant sur
I'exposition de Paralichthys olivaceus, poisson téléostéen élevé en bio-floc et en eau de mer,

aux nitrites d'origine hydrique a révélé une inhibition de I'AChE dans le foie et les branchies.

4.3.2.Effet du thiaméthoxame sur P’activité de la GST

Les biomarqueurs biochimiques tels que l'acétylcholinestérase (AChE) et les
glutathion S-transférases (GST) sont de plus en plus utilisés pour identifier les impacts
potentiels des pesticides sur les organismes (Wu et al., 2014 ; Li et al., 2020). Diverses
familles d'enzymes, notamment les GST sont impliquées dans I'absorption, la détoxification et
I'excrétion des pesticides (Srivastava et al., 2020) et autres composés xénobiotiques via la
modulation du transport, de la biosyntheése des hormones et des protéines (Ketterman ef al.,
2011 ; Srivastava et al., 2020). La glutathion S-transférase, est 1'antioxydant le plus soluble et
largement distribué dans tous les compartiments cellulaires (Birnie-Gauvin et al., 2017 ;
Hoseinifar et al., 2020), qui permettent la fusion du groupe cystéine sulfthydrile du tripeptide
glutathion (GSH) avec les xénobiotiques (Srivastava et al., 2020), catalysant ainsi la
conversion d'un grand nombre de composés électrophiles dérivés de xénobiotiques en
substances solubles dans 1'eau (Samanta et al., 2014 ; Demirci & Giingordii, 2020). Son
role essentiel dans le systeme de détoxification permet de protéger les cellules contre les
dommages oxydatifs induits par les pesticides chez les poissons (Atamaniuk et al., 2013 ; El

Euony et al., 2020).

De nombreuses études ont montré que les organismes aquatiques exposé€s a
plusieurs xénobiotiques présentaient une augmentation de 1'activité de la GST (Salaberria et
al., 2009 ; Qi et al., 2013 ; Liu et al., 2015 ; Demirci & Giingordii, 2020). La présente étude
a révélé une induction de cette enzyme, au niveau du foie des femelles de G. affinis, traitées
avec les différentes concentrations du thiaméthoxame, marquée a partir du 14°5me jour
d’exposition pour les 3 concentrations (10 ; 20 et 40 mg.L") par rapport aux témoins en
période de reproduction, et pour les concentrations 20 mg.L"' et 40 mg.L"' en période de
repos. Le foie des poissons remplit un certain nombre de fonctions associ€es au métabolisme
des xénobiotiques ; il est le principal tissu de détoxification et réagit principalement apres un

stress causé par des substances toxiques (Salbego et al., 2010 ; Golombieski et al., 2016 ;
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Salbego et al., 2020). L’induction de la GST observée dans notre étude pourrait indiquer une
altération de 1'homéostasie dans le foie ; ou l'activation du systeme de défense antioxydant
naturel par I’insecticide (Radwan & Mohamed, 2013). Cette induction par le TMX a
également été notée chez le poisson-chat africain (Clarias garipenus) (El1 Euony et al., 2020),
et dans le foie des poissons zebres (Danio rerio) (Yan et al., 2015). L’étude de Kocamaz &
Oruc, (2020), a révélé une augmentation de 96,42% et 38,78% suite a une exposition a 23,86
mg.L'1 (correspondant a 1/20 de la CL50 a 96 heures), et 47,72 mg.L'1 (correspondant a 1/10
de la CL50 a 96 heures) de thiaméthoxame respectivement chez Oreochromis niloticus

(poisson téléostéen).

Li et al. (2020), ont déclaré que l'activité enzymatique de la GST pouvait
dépendre de plusieurs facteurs, tels que la concentration, la durée d'exposition, et la sensibilité
des especes exposées. L’exposition du poisson zebre (Danio rerio) a 1’imidaclopride, un
néonicotinoide, a engendré I’induction de I’activité de la GST apres 7 jours d'exposition (Ge
et al., 2015 ; Chang et al., 2020), ainsi que le mélange de I’imidaclopride, 1’acétochlore et la
tébuconazole apres 14 jours d’exposition (Chang et al.,, 2020). Le cyperméthrine modifie,
également, l'activité de la GST chez les larves de poisson zebre apres une exposition
combinée au chlorpyrifos (Zhang et al., 2017). La pyraclostrobine a eu le méme effet au
niveau du foie du poisson zebre, avec une augmentation de I’activité a mesure que la dose de
la substance augmente (Zhang et al., 2017). Chang et al. (2020), ont étudié la toxicité
individuelle et combinée de l'insecticide néonicotinoide imidaclopride (IMI), de I'herbicide
acétochlore (ACT) et du fongicide tébuconazole (TBZ) sur le poisson zebre (Danio rerio) et
ont démontré que l'activité de la GST a augmenté de maniere significative apres 7, 14 ou 21
jours d'exposition a I’imidaclopride par rapport a celle du groupe témoin dépendamment des
doses et apres 14 ou 28 jours d'exposition au mixte (IMI+ACT +TBZ). L’étude de la toxicité
de I’iinsecticide a base d'acétamipride (ABI) (appartenant a la famille des néonicotinoides) sur
Gambusia holbrooki a montré que I’activité de la GST a été significativement augmentée a la
concentration la plus élevée d’ABI par rapport aux témoins apres une exposition de 24 h
(Demirci & Giingordii, 2020). Une augmentation significative de 1'activité hépatique de la
GST chez le bar européen (Dicentrarchus labrax) a été signalée aprés une exposition au
fipronil (Dallarés et al., 2019), et chez Channa punctata aprés une exposition a la

deltaméthrine (Yang et al., 2020).

D’autres especes aquatiques ont aussi montré une induction de 1’activité de la
GST suite a une exposition a un pesticide telles que les crevettes Palaemon adspersus
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exposées aux concentrations sublétals (CL10 et CL25) du thiaméthoxame (Berghiche et al.,
2018) et Daphnia magna, un petit crustacé planctonique, apres une exposition de 2 jours a
I’imidaclopride (Butcherine et al, 2019), ou encore, chez la moule d'eau douce Unio

ravoisieri exposée au perméthrine (insecticide pyréthrinoide) (Khazri ef al., 2016).

Ewere et al. (2020), ont montré que la molécule de défense antioxydante, GST,
dans I'hémolymphe du mollusque bivalve Sydney rock oyster (Saccostrea glomerata) a été

induite apres une exposition de 4 jours d’imidaclopride (insecticide néonicotinoide).

4.3.3. Effet du thiaméthoxame sur le taux des protéines carbonylées

La protéine est le constituant fondamental et le plus abondant présent chez les
poissons (Parvez & Raisuddin, 2005 ; Tabassum et al.,, 2016a), elle représente une cible
potentielle pour les dommages oxydatifs (Tabassum et al,, 2016a) induit par les pesticides
(De Moura et al., 2017 ; Gongalves et al., 2018). L’attaque des protéines par les ERO ou un
sous-produit du stress oxydatif entraine la formation des groupements carbonyles (Levine et
al., 1994 ; Soladoye et al., 2015). Les groupes carbonyles (aldéhydes et cétones réactifs)
peuvent étre introduits dans les protéines par I'oxydation des chaines latérales d'acides aminés
ou ils peuvent étre générés par le clivage oxydatif des protéines par la voie d'amidation de a-
ou par l'oxydation des chaines latérales de glutamyl, conduisant a la formation de peptides
avec un dérivé o-keto a l'extrémité N-terminale. La carbonylation des protéines peut
également étre générée par conjugaison avec des aldéhydes produits lors de la peroxydation
d'acides gras polyinsaturés (PUFA) (appelés produits finaux de peroxydation avancée, ALE)
et avec des dérivés carbonyle réactifs générés par réaction avec des hydrates de carbone
réducteurs (appelés produits finaux de glycation avancée, AGE) (Mgller et al., 2011). Cette
modification peut aboutir a l'altération de la structure ou de la fonction des protéines (Levine
et al., 1990 ; Martinez et al., 2020). Le mécanisme chimique de 'oxydation des protéines et
les conséquences biologiques qui en résultent dépendent de plusieurs facteurs, tels que la
structure primaire ; I’accessibilité de 1’oxydant aux résidus d'acides aminés sensibles dans une
molécule de protéine, c'est-a-dire les contraintes de structure tridimensionnelle et I'espece

oxydante (Nystrom, 2005, Augustyniak et al., 2015 ; Cropotova & Rustad, 2019).

Les PCo peuvent étre considérés comme un bon biomarqueur de l'exposition des
organismes aquatiques aux contaminants environnementaux (Wei & Yang, 2015 ;

Falfushynska et al., 2016 ; Sturve et al., 2017). La carbonylation élevée des protéines a été
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trouvée pour la premiere fois dans les moules bleues Mytilus edulis en 2005 par McDonagh
et al. Elle a été utilisée pour évaluer les dommages oxydatifs causés par les métaux lourds
toxiques et les pesticides chez les poissons, les amphibiens et les crevettes, par exemple : le
poisson zebre Danio rerio , Carpe de couleur Oujiang Cyprinus carpio var, poisson rouge
Carassius auratus, napoléon Symphodus melops, poisson d'eau douce Channa punctata,
grenouille Rana nigromaculata et crevette tigrée noire Penaeus monodon (Parvez &
Raisuddin, 2005 ; Craig et al., 2007 ; Jia & Shi, 2010 ; Braconi et al., 2011 ; Liu et al.,
2011 ; Cao et al., 2012 ; Wei & Yang, 2015).

La présente étude a démontré que les individus traités avec les différentes
concentrations du thiaméthoxame présentent une induction marquée des taux des PCo a partir
du 7°™ jour d’exposition pour la concentration 40 mg.L"' et & partir du 14°™ jour pour les
deux concentrations (10 et 20 mg.L’l) par rapport aux témoins en période de reproduction. En
période de repos, une induction a été notée a partir du 1 jour pour les trois concentrations
(10 ; 20 et 40 mg.L™"). Nos résultats concordent avec les études antérieures portées sur des
poissons d’eau douce tels que 1’exposition de Channa punctata (Bloch) a différents pesticides
(la deltaméthrine, 1'endosulfan et le paraquat) (Parvez & Raisuddin, 2005), et chez Labeo
rohita exposés au malathion avec une augmentation dans les tissus branchiaux, hépatiques et
rénaux (Patil & David, 2013). L’étude de Murussi et al. (2016) a révélé qu’une exposition
de Cyprinus carpio a l'azadirachtine a provoqué une induction des taux de protéines
carbonylées pour aider les branchies a se protéger contre I'oxydation ; celle de Gongalves et
al. (2018) a montré une augmentation des protéines carbonylées chez Astyanax jacuhiensis

(poisson d’eau douce) exposé a I’insecticide propoxur.

Des taux de protéines carbonylées ont augmenté dans les branchies du poisson-
chat argenté d'eau douce Rhamdia quelen apres une exposition de 96h au thiaméthoxame
(Baldissera et al., 2018) ; dans le foie, les branchies et le rein du poisson d’eau douce
Prochilodus lineatus exposé a 1’imidaclopride (Vieira et al., 2018), ou encore, chez
Oreochromis niloticus un poisson téléostéen exposé au thiaméthoxame et au mélange
thiaméthoxame et a la cyhalothrine A (Kocamaz & Oruc, 2020) et chez Cyprinus carpio
(poisson téléostéen) exposé au fipronil (Clasen et al., 2012 ; Menezes et al., 2016 ; Monteiro
et al., 2019 ; Moraes et al., 2020).

Les poissons téléostéens néotropical d'eau douce curimba Prochilodus lineatus
exposés au mélange d'insecticides pyréthroide lambda-cyhalothrine (LC) avec le
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néonicotinoide imidaclopride (IMI), ont montré une augmentation significative des PCo dans
les branchies apres 48 heures, et dans le foie, apres 96 h d’exposition par rapport aux poissons

exposés a la LC et a 1'IMI seuls (Alvim & Martinez, 2019).

L’étude de Tabassum et al. (2016b) qui porte sur I’exposition des poissons d'eau
douce Channa punctata Bloch a la pendiméthaline (substance active de produit phytosanitaire
herbicide) a induit un stress oxydatif dans le foie, les reins et les branchies. Celle de Da Silva
et al. (2018) sur Hoplias malabaricus (une espece de poissons d'eau douce) exposée a la
cylindrospermopsines (toxines produites par des cyanobactéries) a, également, indiqué une

augmentation significative des PCo.

L’induction des PCo a été étudiée chez d’autres especes aquatiques telles que
I’écrevisse d'eau douce Procambarus clarkii aprés 96 h d'exposition au cuivre et au béta-
cyperméthrine (insecticide pyréthrinoide) (Wei & Yang, 2015) ; la Carpe commune Cyprinus
carpio (poisson téléostéen) exposée a la fipronil apres 30 et 90 jours (Wang et al., 2016) et au
chlorpyrifos (Berkoz et al., 2019). Ce dernier a également, provoqué une élévation des
protéines carbonylées chez les deux especes Mytilus galloprovincialis et Littorina littorea

(Shaw et al., 2019).

La cyperméthrine (un insecticide pyréthrinoide) a induit une augmentation des
niveaux de PCo dans 1’hépatopancréas de Cherax quadricarinatus (écrevisse d'eau douce)
(Yuan et al., 2019), ainsi que, chez Unio gibbus (moule d’eau douce) (Khazri et al., 2015) et

Labeo rohita (poissons d'eau douce) (Dawar et al., 2016).
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4.3.4.Effet du thiaméthoxame sur le taux de vitelline

La vitellogenese est un processus clé pour la croissance ovarienne, impliquant la
synthese de lipoprotéines essentielles pour le développement de 1'embryon. Le composant
principal de cette matiere nutritive est appelé vitellogénine (Tsukimura, 2001 ; Huberman,
2000 ; Charmantier et al., 1997 ; Silveyra et al., 2020). Ce précurseur du jaune (Wilder et
al., 2010 ; Silveyra et al., 2020), est une phospholipoglycoprotéine, qui se présente sous la
forme de dimere de deux polypeptides différents. Chaque polypeptide de vitellogénine se
compose d'une partie riche en phosphate et d'une partie riche en lipides (Saravanan et al.,
2016). Chez les vertébrés ovipares, la production hépatique de vitellogénine est étroitement
controlée par les taux endogenes d'E2, une fois produite, elle est transportée dans le sang vers
les ovaires pour former la principale protéine « vitelline » (Chen & Chan, 2016). Leurs
absorption et conversion en protéines ovariennes (protéines du jaune) est le principal
mécanisme de croissance des ovocytes, et représentent jusqu'a 90% de ce processus chez
certaines especes (Brooks et al., 1997 ; Yilmaz ef al., 2018). Leur concentration est donc
élevée pendant la maturité chez les femelles, en particulier pendant la saison de reproduction
(Hiramatsu et al,, 2015 ; Zezza et al., 2020). La multiplicité des vitellogénines a été
largement étudiée au cours des deux dernieres décennies, et il semble maintenant que tous les
téléostéens produisent plusieurs formes de vitellogénines (Hiramatsu et al., 2005 ; Reading
& Sullivan, 2011 ; Yilmaz et al., 2018). L’exposition des femelles a des facteurs de stress
pendant la gestation (stress maternel) pourrait fortement influencer la biologie de la
reproduction des especes. Cependant, le poisson moustique G. affinis (Baird & Girard 1853)
présente une gestation intra-ovarienne et est censé €tre principalement lécithotrophes ou les
embryons dépendraient principalement du jaune plutét que de l'approvisionnement maternel
apres la fécondation (Morrison et al., 2017 ; Bhat & Ganesh, 2020). Rendant 1'expression de

la vitellogénine un biomarqueur pertinent pour la reproduction (Chen & Chan, 2016).

Nos résultats montrent que le TMX ajouté a l'eau de robinet pendant la saison de
reproduction des femelles adultes de G. affinis affecte la vitelline, avec une diminution
progressive plus marquée le dernier jour d’exposition a la concentration la plus élevée. Chez
G. affinis la vitellogenese dure environ 8 jours et la durée de gestation est assez variable ;
entre 25 jours pour les grossesses courtes et 35 jours pour les plus longues, a peu pres dix
jours apres la parturition (Chambolle, 1970). L’expérimentation a duré 28 jours, de ce fait, la
vitellogenese devrait étre achevée d’ou la diminution des taux de vitellines. Cette diminution

peut €tre due a une baisse de la fonction hépatique qui modifie le trafic, la libération ou la
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production de vitellogénine. Il est connu chez les femelles que le foie est impliqué dans le
développement des gonades et assure l'approvisionnement en réserves de vitellogénine pour
les ceufs issus d'embryons en développement. L’exposition d’une femelle téléostéenne a un
insecticide active la détoxification au niveau du foie menant a une compétition entre la
détoxification de l’organisme et 1’approvisionnement en réserve nutritive. La demande
métabolique sur le foie devient tres importante, étant donné que le poids de l'ovaire peut
augmenter jusqu’au quart ou plus du poids corporel en raison de la croissance vitellogene des
ovocytes. Ces besoins métaboliques supplémentaires pourraient nuire a la croissance

vitellogene de I'ovaire (Annabi et al., 2012).

Une réduction du niveau de vitellogénine a été observée dans le foie et les ovaires
des poissons Esomus danricus exposés a différentes concentrations de cyperméthrine
(insecticide appartenant a la famille des pyréthrinoides) (Saravanan ef al., 2016), ainsi que,
dans l'ovaire des femelles Procambarus clarkii exposées a l'atrazine (Silveyra ef al., 2018).
Ce dernier, a provoqué les mémes effets chez les femelles du crabe Neohelice granulata

(Silveyra et al., 2017 ; 2020).

L’étude d’Annabi ef al. (2012), révele que le cadmium inhibe l'induction in vivo
de la vitellogénine chez les femelles de G. affinis. Pereira et al. (1992), ont montré que
I'exposition au cadmium diminuait les concentrations plasmatiques de vitellogénine chez la
plie rouge a maturité (Pleuronectes americanus) alors qu'Olsson et al. (1995), suggerent que
le cadmium inhibe la transcription de vitellogénine chez la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus

mykiss).
4.4. Dépuration

Les insecticides contenant du thiaméthoxame font partie de la classe des
néonicotinoides ; ils sont mis au point pour remplacer les organophosphorés ainsi que les
carbamates (Anderson et al., 2015 ; Telé et al., 2015 ; Salbego et al., 2020), et sont
considérés comme essentiels pour le développement de 1'agriculture (Do Amaral et al., 2018
; Das & Mukherjee, 2003 ; Dolci ef al., 2014 ; Salbego et al., 2020). Seculement 1% des
pesticides atteignent 1'organisme cible et les 99% restants sont dispersés dans l'environnement
(Zhang & Zhao, 2017 ; Demirci & Giingordii, 2020), méme les pesticides appliqués dans
des zones locales, peuvent étre emportés par ’irrigation des eaux, les pluies et les courants
vers les rivieres ainsi que les lacs et étre hautement toxiques pour les populations de poissons

(Yhasmine, 2013 ; Korkmaz et al., 2018). Ces derniers sont considérés comme des éléments
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importants structurants les communautés aquatiques, avec une grande variété de tailles,
d'habitats et de positions trophiques (Daufresne & Boét, 2007 ; Ernst et al., 2018),
présentant, ainsi, des profils différents d'accumulation de contaminants tels que les pesticides
(Yim et al., 2005 ; Wei et al., 2014 ; AKoto ef al.,, 2016). Ces substances constituent, donc,
une menace cruciale pour les zones aquatiques et les organismes non ciblés (Do Amaral et
al., 2018 ; Das & Mukherjee, 2003 ; Dolci et al, 2014 ; Salbego et al., 2020). La
détermination de leurs effets a court et long termes est essentielle pour I'évaluation des risques
environnementaux et la détermination de la capacité de dépuration des organismes affectés est
également importante pour la prévision de la santé des organismes non ciblés (Korkmaz et
al., 2018). Ceci est confirmé par les recherches de Rios et al. (2014) ; Kocamaz & Oruc,
(2020), qui ont étudié les effets de différentes périodes de dépuration sur les parametres de
stress oxydatif des poissons exposés aux pesticides. Pham et al. (2017), ont précisé que la

dépuration dépend des produits chimiques, des especes et de la période de dépuration.

La présente étude vise a déterminer la capacité des femelles de G. affinis,
exposées au thiaméthoxame pendant 28 jours puis transférées dans 1'eau de robinet propre, a
surmonter les effets nocifs du TMX apres une période de dépuration de 7 ; 14 ; 21 et 28 jours,
en fonction des trois concentrations testées (10 ; 20 et 40 mg.L™") et de la période étudiée
(repos/reproduction). Les résultats obtenus ont révélé un potentiel de purification important

chez G. affinis, montrant que la dépuration réduit le stress oxydatif induit par le TMX.

Les schémas de dépuration de l'activité de I’AChE des especes de poissons
exposées peuvent étre un biomarqueur utile pour une meilleure explication des effets
environnementaux des pesticides sur les poissons (Kocamaz & Oruc, 2020). La dépuration
de ’activité spécifique de I’AChE notée a partir du 14°me Jour en période de reproduction et
du 7°™ jour en période de repos pour les trois concentrations étudiées, est attribué soit a la
réactivation spontanée d'enzymes inhibées (Jokanovi¢€ et al., 1996 ; Trac et al., 2016), soit a
la synthese de nouvelles enzymes (Savolainen, 2001 ; Trac et al., 2016). L’étude de Kavitha
& Venkateswara, (2007) a démontré qu’apres une diminution de 1'activité AChE (79%) dans
le cerveau de G. affinis exposée au monocrotophos, une récupération subséquente a été
observée. Celle de Narra ef al. (2017) a révélé qu’apres 30 jours de dépuration dans de l'eau
exempte de substances toxiques, une récupération maximale a été observée dans le cerveau
des poissons Clarias batrachus intoxiqués au monocrotophos. Des résultats similaires ont été

notés chez les poissons Carassius auratus expos€s aux pesticides azinphos-méthyl, parathion
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et carbaryl (Ferrari ef al., 2004), et dans le tissu gonadique d'Oreochromis niloticus exposé

au chlorpyrifos (Orug, 2010).

Pham et al. (2017), ont démontré que lors du transfert dans 1'eau propre, l'activité
de I’AChE de I’écrevisse Cherax destructor exposée au chlorpyrifos, au malathion et au
méthomyl a augmenté de maniere significative au cours de la période de dépuration de 14
jours, bien que la récupération ait été plus rapide dans les écrevisses exposées au méthomyl
par rapport a ceux qui ont été exposées au chlorpyrifos et au malathion, les différences dans
les taux de récupération peuvent étre liées au niveau d'inhibition de I'AChE imposé ou au
potentiel de bio activation des insecticides anticholinestérase (Abdullah ef al., 1994 ; Pham
et al., 2017). Les écrevisses, bien qu'a un niveau taxonomique inférieur, sont similaires aux
poissons dans leur capacité a récupérer une activité enzymatique dans leur systeme nerveux

apres une exposition aux pesticides (Pham et al., 2017).

Une dépuration de 1’activité de la GST a partir du 7°™ jour en période de
reproduction et de repos pour les trois concentrations étudiées a été observée. Ces résultats
concordent avec I’étude de Kocamaz & Oruc, (2020), qui ont rapporté qu’apres une période
de dépuration, l'activité¢ de la glutathion-S-transférase a considérablement diminué chez
Oreochromis niloticus exposée au thiaméthoxame et a la A cyhalothrine par rapport aux
témoins. Des résultats de dépuration similaires ont été notés dans le foie et les reins de
Piaractus mesopotamicus suite a une exposition a la A cyhalothrine (Bacchetta et al., 2014).
Une récupération complete de l'activité de la GST chez Cherax destructor transférées dans
une eau propre suite a une exposition au méthomyl (insecticide, carbamate), chlorpyrifos et le
malathion (insecticide, organophosphorés) a été observée (Pham ef al., 2017). Mundhe et al.
(2016), ont rapporté une récupération maximale de I’activité de la GST dans les tissus
branchiaux (35 %), les tissus du manteau (30%), des muscles (27%) et du pied (21 %) des
bivalves d’eau douce Lamellidens marginalis (Lam.) exposés au monocrotophos (pesticide,

organophosphoré).
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Une dépuration des taux de PCo a partir du 78me jour pour la concentration la plus
élevée et a partir du 14%me jour pour les autres concentrations en période de reproduction, et a

partir du 7°™

jour pour les trois concentrations en période de repos a été notée. Ces résultats
sont semblables a ceux enregistrés chez Oreochromis niloticus exposée au thiaméthoxame et
a la A cyhalothrine, apres une période de dépuration (Kocamaz & Oruc, 2020). La teneur en
protéines carbonylées chez le poisson-chat argenté Rhamdia quelen exposé au Roundup a été
mesuré dans une étude de (Menezes ef al., 2010) comme biomarqueurs du stress oxydatif ; et
a montré un modele de rétablissement lorsque les poissons ont été transférés dans de 1'eau

dépourvue d’herbicide. Le niveau de PCo a également, été restauré chez Cyprinus carpio

exposée au tébuconazole (Toni et al., 2011).



CONCLUSION & PERSPECTIVES

« Le danger qui menace les chercheurs aujourd'hui serait de conclure qu'il n'y a plus rien a

découvrir. »

Pierre Joliot Curie.
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5. CONCLUSION & PERPECTIVES

La présente these qui s’inscrit dans le cadre du projet P.R.F.U « Etude de
certaines especes aquatiques : aspects bioécologiques, morphométriques et biochimiques liés
aux facteurs environnementaux » du Laboratoire de Biologie Animale Appliquée, a pour
objectif d’évaluer I’impact d’un insecticide néonicotinoide (thiaméthoxame) sur un organisme

non visé Gambusia affinis (Cyprinodontiforme : Poeciliidae) et se présente en deux parties :

La premiere consiste a évaluer I’effet d’une exposition chronique (28 jours) a
différentes concentrations, a savoir, 10 ; 20 et 40 mg.L'1 de la matiere active (thiaméthoxame)
sur la croissance (taille et poids totaux), les indices organo-somatiques (le rapport gonado-
somatique, le rapport hépatique-somatique et I’indice de condition), ainsi que sur les
différents biomarqueurs (Acétylcholinestérase, glutathion-S-transférase, protéines carbonylées
et vitellines). Cette expérience est effectuée dans les deux période du cylce de vie (activité et
repos sexuel) chez les femelles adultes. Les résultats obtenus ont révélé que le TMX n’affecte
pas considérablement la croissance et la physiologie de G. affinis a long terme. Cependant,
I’induction des GST et PCo ainsi que I’inhibition de I’activité de I’AChE et la diminution des
taux de Vitelline démontrent que le TMX induit un stress oxydatif et une neurotoxicité chez

cette espece et a un potentiel reprotoxique.

La seconde partie vise a déterminer la capacité de G. affinis a surmonter le stress
oxydatif causé par le TMX, encore mal connue a ce jour, en évaluant les réponses des
différents biomarqueurs (AChE, GST, PCo et vitelline), apres les avoir transvasés dans une
eau non contaminée durant 28 jours. Cette partie est, également, effectuée dans les deux
périodes du cycle de reproduction (activité et repos sexuel). La dépuration dépend étroitement
des concentrations testées, du temps et de la période étudiée. Les résultats ont montré que G.

affinis peut surmonter le stress environnemental et restaurer assez rapidement ses fonctions.

L’étude permet de projeter des perspectives intéressantes qui considereraient les

points suivants :

- Prolongation de la durée d’exposition a I’insecticide.

- Mesure de la taille de portée des femelles gestantes traitées au thiaméthoxame

- Etudier I’effet du thiaméthoxame sur la descendance de G. affinis et observation des
malformations.

- Histologie des ovaires pendant les deux périodes du cycle de reproduction.



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La dépuration sur une durée plus longue afin d'apprécier la réversibilité de la toxicité
sur les organismes exposés et ce, a tous les niveaux (organe, cellulaire et
moléculaire).

Etude comportementale afin d’évaluer I’impact du thiaméthoxame sur la nage.
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6. RESUME

Cette étude conduite dans les conditions de laboratoire a pour but, dans un
premier temps, d’évaluer la toxicité et I'effet d’un insecticide de la classe des néonicotinoides
le thiaméthoxame (matiére active de I’ Actara® 25 WG) sur la croissance, les indices organo-
somatiques et les biomarqueurs de stress environnemental chez les femelles adultes d’un
poisson non ciblé, G. affinis ; et dans un deuxieme temps, a déterminer la capacité de
dépuration de cette espece (G. affinis). Le produit est additionné dans 1’eau d’élevage des
poissons a des concentrations de 10 ; 20 et 40 mg.L™, les femelles y sont exposées pendant 28
jours, puis transvasées dans une eau de robinet non contaminée. L’expérience est effectuée en
période de reproduction et repos sexuel de I’espece. Les différents organes destinés aux
dosages a savoir le cerveau, le foie, le tube digestif et les ovaires sont prélevés a différents

temps de I’expérience d’exposition et de dépuration (0; 1 ;7 ; 14 ; 21 et 28 jours).

L’expérimentation a permis de ne révéler aucun effet significatif du
thiaméthoxame sur la croissance (taille et poids totaux) et les indices organo-somatiques
(Rapport gonado-somatique et hépato-somatique) de Gambusia affinis pour les deux périodes
de reproduction (activité et repos sexuels). L’analyse des biomarqueurs en phase d’exposition
a démontré une inhibition de I’activité spécifique de I’AChE a partir du 1 jour pour les trois
concentrations en périodes de reproduction et de repos sexuel ; une induction de la GST et des

PCo a partir du 14°™ jour pour les trois concentrations et du 7™

jour pour la concentration
40 mg.L" respectivement en période de reproduction et a partir du 14°™ jour pour les
concentrations 20 mg.L™' et 40 mg.L" et du premier jour pour les trois concentrations en
période de repos sexuel. Une diminution des taux de vitellines en période de reproduction a
été notée au 28 jour pour la concentration 40 mg.L'l. L’étude de la dépuration de G. affinis
a révélé une restitution de 1’activité de I’AChE et de la GST a partir du 14°™ jour et 7™ jour
respectivement pour les trois concentrations ; et a partir du 7°™ jour 2 la concentration 40
mg.L'1 pour les taux de PCo en période de reproduction. Une dépuration de I’activité de
I’AChE et de la GST a été notée a partir du 1 jour et du 7ome jour respectivement pour les
trois concentrations, ainsi qu’une dépuration des taux de PCo 2 partir du 7°™ jour pour les

trois concentrations en période de repos sexuel.

L’ensemble des résultats montre que le thiaméthoxame n’affecte pas la croissance
des femelles adultes de G. affinis, cependant, il semble affecter sa physiologie et provoquer

un stress oxydatif et une neurotoxicité en période de reproduction et de repos sexuel. Les
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femelles répondent rapidement a ce stress en mettant en place un systéme de détoxication.
L’étude de la dépuration en périodes de reproduction et de repos démontre que cette espece

est capable de surmonter relativement rapidement le stress induit par cet insecticide.

Mots clés: toxicité ; biomarqueurs ; thiaméthoxame ; Gambusia affinis; croissance.
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ABSTRACT

The purpose of this laboratory study is, first, to assess the toxicity and effect of
the neonicotinoid class of insecticides thiamethoxam (the active ingredient in Actara® 25
WG) on growth, organosomatic indices and environmental stress biomarkers in adult females
of a non-target fish, G. affinis ; and second, to evaluate the depuration capacity of this
species (G. affinis). The product is added to fish farm water at concentrations of 10 ; 20 and
40 mg.L", the females are exposed for 28 days and then transferred to uncontaminated tap
water. The experiment is conducted during the breeding and sexual rest periods of the species.
The various organs to be assayed, namely the brain, the liver, the gastrointestinal tract and the
ovaries, are taken at different times of the exposure and restoration experiments (0 ; 1 ;7 ; 14

; 21 and 28 days).

The experiment revealed no significant effect of thiamethoxam on the growth
(total height and weight) and organo-somatic indices (gonado-somatic and hepato-somatic
ratio) of G. affinis for the two reproduction periods (sexual activity and rest). Biomarkers
analysis during the exposure phase demonstrated inhibition of specific AChE activity from
day 1 for all three concentrations in the reproductive and sexual rest periods; induction of
GST and PCo from day 14 for all three concentrations and from day 7 for the 40 mg.L'1
concentration respectively in the breeding period and from day 14 for the 20 mg.L" and 40
mg.L" concentrations and from day 1 for all three concentrations in the sexual rest period. A
decrease in yolk levels during the breeding period was noted on day 28 for the 40 mg.L'1
concentration. The G. affinis restoration study revealed a recovery of AChE and GST activity
from day 14 and day 7 respectively for all three concentrations and from day 7 at the 40 mg.L"
! concentration for PCo levels during the breeding period. A restoration of AChE and GST
activities was noted from day 1 and day 7 respectively for all three concentrations, and

recovery of PCo levels from day 7 for all three concentrations during sexual rest period.



ABSTRACT

The overall results show that thiamethoxam does not affect the growth of adult
females of G. affinis, however, it appears to affect its physiology and causes oxidative stress
and neurotoxicity during breeding and sexual rest periods. Females respond rapidly to this
stress by establishing a detoxification system. The study of restoration during breeding and
resting periods shows that this species is able to overcome the stress induced by this

insecticide relatively quickly.

Key words: toxicity; biomarkers; thiamethoxam; Gambusia affinis; growth.
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ANNEXE 1 : Données Statistiques



ANNEXES

Tableau 25 : Taille totale (mm) des femelles adultes de G. affinis en période de reproduction durant les phases de traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n=4 ;
pour chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes suivies d'une lettre minuscule ne sont pas
significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les traitements.

Phase de traitement Phase de dépuration
Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L"! Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L"
0 38,25 £ 1,32a 38,25 £ 1,32a 38,25 £ 1,32a 38,25 +1,32a - - - -
A A A A
1| 3475+085a 37,25 £2.25a 37,75 £ 1,44a 33,75+ 0,85a - - - -
A A A A
7 37+ 1a 39,25 £0,75a 40 +1,08a 39,25+ 2,46a 38+£0,71a 38+£0,71a 41,5 +0,65a 41,5+ 1,5a
A A A A A A A A
14 | 37.25+202a 37+2,12a 375+ 1,19a 38,5+ 2,062 36,5 +0,65ab 34,5+ 0,65a 38,25 +0,75ab 35,5 +0,65b
A A A A A A A A
21 39,25 +£2,18a 39,5+ 1,44a 40,75 £0,48a 37,5+ 1,32a 34 +£0,91b 36,75 £ 0,85a 37,25 £0,48b 35,5+0,48b
A A A A A A A A
28 42 +1,78ab 42,5 +0,5a 40,75 £ 1,44a 42 +1,41ab 34,5 + 1,85ab 36,5 +1,32a 37,75 £ 1,65ab 36 +0,58b
A A A A A A A A

Tableau 26 : Poids total (mg) des femelles adultes de G. affinis en période de reproduction durant les phases de traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n=4 ; pour
chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes suivies d'une lettre minuscule ne sont pas
significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les traitements.

Phase de dépuration

Phase de traitement
Témoins TMX 10 mg.L"! TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L" Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L™ TMX 40 mg.L"
0 427,1 £ 30,06a 427,1 £ 30,06a 427,1 +30,06a 427,1 +£30,06a - - - -
A A A A
1 | 4085%2576a 403,6 + 33,062 400 % 39.94a 401,8 + 6,752 - - - -
A A A A
7 | 392.1+36.86a 4019 + 17,162 385.5 + 39,62 393,2 +45,65a 572.1%9.60a 580.8 + 10,22a 599.8 + 5,44a 587.8 +5,26a
A A A A A A A A
14 379,6 £ 35,62a 386 +22,04a 378,1 £26,98a 379,3 £45,44a 5854+ 12,11a 591,5 £10,70a 607,9 £ 8,05a 616 + 10,15a
A A A A A A A A
21 405,7 +7,78a 397,7+31,51a 414,5 £ 19,98a 387,1 £21,88a 581,2+7,77a 601,2 £ 6,24a 610,3 £ 6,55a 611,2 £5,02a
A A A A A A A A
28 | 4052%29.65a 393,6 £ 10,77a 392,9 £9,96a 385,3£9,10a 591,7 £ 12,01a 606,7 + 6,47a 612,9 * 6,282 605,6 £ 4,192
A A A A A A A A
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Tableau 27 : Taille totale (mm) des femelles adultes de G. affinis en période de repros durant les phases de traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n=4 ; pour
chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes suivies d'une lettre minuscule ne sont pas

significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les traitements.

Phase de traitement Phase de dépuration
Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L"! Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L"
0 42 +1,08a 42 +1,08a 42 +1,08a 42 +1,08a - - - -
A A A A
1 31,5+ 0,29b 32,5+ 1,26b 31,75+ 1,18b 34,5+ 0,87b - - - -
A A A A
7 35,75+ 1,25¢ 36,25+ 0,48b 34,25+ 0,48b 34,25+ 0,48b 40,25 £ 1,25a 39+ 1,23a 41,25+ 0,48a 41,5+ 1,50a
A A A A A A A A
14 38,75+ 1,03ac 36+ 1,08b 36,25+ 0,48ch 35,5£0,29b 37,75+0,85a 38+0,71a 38+ 0,71ab 36,25+ 0,48b
A A A A A A A
21 39 +0,58ac 36,25+ 0,48b 38 £0,82ch 39 +£1,29bc 31,75+ 0,63b 32 +£0,82b 34,75+ 1,70b 35,5+ 0,65b
A A A A A A A A
28 42+ 1,23a 40,5+ 0,65a 43,5+ 0,96d 43,25+ 1,32d 34,5 + 1,85ba 36,5+ 1,32a 37,75+ 1,65ab 36 +0,58b
A A A A A A A A

Tableau 28 : Poids total (mg) des femelles adultes de G. affinis en période de repros durant les phases de traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n=4 ; pour
chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes suivies d'une lettre minuscule ne sont pas
significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les traitements.

Phase de traitement Phase de dépuration
Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L" Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L™!
0 | 3882+047a 3882+ 0,47a 3882+ 0,47a 3882+ 0,47a - - - -
A A A A
1 | 389.5+0,26a 389,1+0,21a 388,2 % 0,88a 387,9+0,42a - - - -
A A A A
7 | 3884+033a 388.8 +0,32a 388 +0,41a 389 + 0,692 385.1+0.41a 385.8+0,11a 386.1 + 0,262 385+0.21a
A A A A A A A A
14 | 388,7+0.27a 387.9 +0,39a 387.9+0,51a 388.5 % 0,37a 3853 +0,23a 385 +0,19a 385.6 +0,23a 385.5 +0,29a
A A A A A A A
21| 389+0,26a 388.3 +0,50a 387.6 +0.87a 388.1 +0,42a 385.5 +0,29a 385,7%0.,17a 386 £0,21a 385.5 +0,29a
A A A A A A A A
28 | 388.1%0.14a 388.8 +0,14a 387.9+0,13a 387.7 +0,25a 385.8 +0,23a 385.6 = 0,23a 385,70,18a 385.5 +0,29a
A A A A A A A A
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Tableau 29 : Rapport gonado-somatique (RGS) des femelles adultes de G. affinis en période de reproduction durant les phases de traitement et de dépuration
(Moyenne + SEM, n=4 ; pour chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes suivies d'une
lettre minuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les

traitements.
Phase de traitement Phase de dépuration
Témoins TMX 10 mg.L™" TMX 20 mg.L"! TMX 40 mg.L" Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L"!

0 19,97 £ 1,73a 19,97 £ 1,73a 19,97 £ 1,73a 19,97 £ 1,73a - - - -
A A A A

1 17,92 + 1,40a 18,39+ 2,08a 20,42+ 3,37a 21,7+ 2,68a - - - -
A A A A

7 20,26 + 3,46a 22,5+ 2,84a 25,42+ 3 46a 21,09+ 3,29a 22,68+ 0,95a 24,01+ 1,58a 21,63+ 0,78a 25,86+ 0,86a
A A A A A A A A

14 19,18+ 0,92a 23,5+ 2,68a 23,87 +£3,75a 23,87+ 0,84a 23,11+ 0,58a 23,38+ 0,92a 24,12+ 1,55a 23,4+ 1,18a
A A A A A A A

21 26,93+ 4,48a 29,14+ 4,31a 27,09+ 0,40a 29,63+ 1,39a 26,13+ 1,14a 24,98+ 1,66a 23,03+ 1,75a 26,37+ 0,77a
A A A A A A A A

28 23,59 +3,69a 24,19+ 2.,51a 25,56+ 0,63a 29,86+ 1,64a 26,3+ 1,39a 23,12+ 1,28a 22,29+ 0,81a 23,66+ 1,31a
A A A A A A A A

Tableau 30 : Rapport hépato-somatique (RHS) des femelles adultes de G. affinis en période de reproduction durant les phases de traitement et de dépuration
(Moyenne = SEM, n=4 ; pour chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes suivies d'une
lettre minuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p> 0,05) entre les

traitements.
Phase de traitement Phase de dépuration
Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L" Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L™!
0 | 0.13+0,034a 0,13 +0,034a 0,13 0,034a 0,13 0,034a - - - -
A A A A
1 0,14 £ 0,017a 0,16 £0,023a 0,15 +0,029a 0,11 +£0,013a - - - -
A A A A
7 | 0.15+0,035a 0,12+0,017a 0,16 % 0,039a 0,12 +0,032a 0,31 +0,003a 0,30 + 0,002a 0,31 +0,005a 0,31 +0,003a
A A A A A A A A
14| 0.15%0,021a 0,17 0,030a 0,13 = 0,026a 0,12 % 0,006a 0,32 20,0052 0,32 +0,002a 0,31 %0,002a 0.31%0,012a
A A A A A A A
21| 0.12£0017a 0,11 +0,043a 0,14 % 0,034a 0,09 0,017a 0.31%0,001a 0,32 +0,003a 0,32 +0,002a 0,31 +0,005a
A A A A A A A A
28 | 0,14 +0,038a 0,13 10,0282 0,14 +0,014a 0,07 0,025a 0,32%0,001a 0,31 +0,003a 0,32 % 0,008a 0,31 +0,004a
A A A A A A A A
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Tableau 31 : Indice de condition (K) des femelles adultes de G. affinis en période de reproduction durant les phases de traitement et de dépuration (Moyenne + SEM,
n=4 ; pour chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes suivies d'une lettre minuscule ne
sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les traitements.

Phase de traitement Phase de dépuration
Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L"! Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L"
0 1,13 +0,05a 1,13+ 0,05a 1,13 +0,05a 1,13+ 0,05a - - - -
A A A A
1 0,95 +0,03a 1,01 £0,07a 1,08 £0,07a 1,00 £ 0,07ab - - - -
A A A A
7 1,17 £ 0,06a 1,06 £ 0,05a 1,07 £0,04a 0,95 = 0,06ab 0,85 +0,05a 1,01 £0,03a 0,91 £0,03a 0,89 £ 0,04a
A A A A A B AB AB
14 1,09 £0,07a 1,12 £0,08a 1,07 £ 0,06a 1,19 £0,04a 0,87 £0,05a 0,98 £0,03a 0,86 +£0,01a 0,87 £0,05a
A A A A A A A
21 1,19 £0,02a 1,03 £0,06a 1,09 £0,12a 0,86 = 0,02b 0,89 £0,05a 0,89 £0,01a 0,89 £0,02a 0,92 £0,03a
A AB AB B A A A A
28 1,17+£0,11a 0,95 £0,08a 1,05 £0,02a 0,89 = 0,06ab 0,97 £0,01a 0,94 + 0,06a 0,94 £0,01a 0,90 £ 0,04a
A AB AB B A A A A

Tableau 32 : Rapport gonado-somatique (RGS) des femelles adultes de G. affinis en période de repros durant les phases de traitement et de dépuration (Moyenne +
SEM, n=4 ; pour chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes suivies d'une lettre minuscule
ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les traitements.

Phase de traitement Phase de dépuration
Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L" Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L™!

0 2,71 £0,02a 2,71 £0,02a 2,71 £0,02a 2,71 £0,02a - - - -

A A A A
1 2,92 +0,06b 2,88 +0,07a 2,93 +0,02b 2,94 +0,04b - - - -

A A A A
7 2,12 £ 0,04¢ 2,22 +0,02b 2,08 £0,05¢ 2,22 £0,02¢ 1,71 £0,01a 1,79 £ 0,03a 1,82 +£0,01a 1,77 £ 0,03a

A A A A A A A A
14 1,78 + 0,06d 1,82 £ 0,03¢ 1,75 £ 0,06d 1,90 + 0,02d 1,69 £0,01a 1,77 £ 0,04a 1,71 £0,04a 1,78 £0,01a

A A A A A A A
21 1,42 £ 0,03e 1,37 +£0,01d 1,47 £ 0,04e 1,40 £ 0,01e 1,73 £ 0,02a 1,77 £ 0,05a 1,70+ 0,01a 1,76 £ 0,07a

A A A A A A A A
28 1,12 £ 0,03f 1,05 £ 0,05e 1,05 £ 0,02f 1,07 £ 0,06f 1,78 £ 0,03a 1,81 £0,05a 1,70 £ 0,02a 1,77 £0,01a

A A A A A A A A
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Tableau 33 : Rapport hépato-somatique (RHS) des femelles adultes de G. affinis en période de repros durant les phases de traitement et de dépuration (Moyenne +
SEM, n=4 ; pour chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes suivies d'une lettre minuscule
ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les traitements.

Phase de traitement Phase de dépuration
Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L"! Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L"
0 | 032%0,007a 0,32 +0,007a 0,32 %0,007a 0,32 +0,007a - - - -
A A A A
1| 020%0004b 0,20 £ 0,003b 0,19 £ 0,003b 0,20 £ 0,008b - - - -
A A A A
7 0,18 £0,002¢ 0,17 £0,005¢ 0,16 = 0,006¢ 0,17 £0,003¢ 0,30 £0,017a 0,34 £ 0,025a 0,36 £0,012a 0,29 £0,024a
A A A A A A A A
14 0,12 £0,002d 0,12 £0,001d 0,13 £0,002d 0,13 £0,003d 0,32 £0,028a 0,31 £0,017a 0,34 £0,012a 0,33 £0,011a
A A A A A A A
21 0,11 £0,003d 0,12 £0,003d 0,12 £0,002d 0,11 £0,003e 0,33 +0,016a 0,35 +£0,017a 0,35+ 0,015a 0,32 = 0,006a
A A A A A A A A
28 0,14 £ 0,002e 0,13 £0,002d 0,13 £0,002d 0,13 £0,002d 0,32 £0,022a 0,32 £0,012a 0,34 £0,011a 0,32 £0,009a
A A A A A A A A

Tableau 34 : Indice de condition (K) des femelles adultes de G. affinis en période de repos durant les phases de traitement et de dépuration (Moyenne + SEM, n=4 ; pour
chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes suivies d'une lettre minuscule ne sont pas

significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les traitements.

Phase de traitement Phase de dépuration
Témoins TMX 10 mg.L™"! TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L™" Témoins TMX 10 mg.L™" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L™!

0 0,94 % 0,04a 0,94 % 0,04a 0,94 % 0,04a 0,94 % 0,04a - - - -

A A A A
1| 099=+002ab 0,91 +0,04a 0,96 +0,02a 0,93 +0,04a - - - -

A A A A
7 1,13 +0,02b 1,15 +0,03b 1,20 + 0,05b 1,14+ 0,02b 0,74 +0,05a 0,68 = 0,04a 0,82 % 0,062 0.85 % 0,03a

A A A A A A A A
14| 0.97+0,02ab 1,00 +0,03ab 0,99 % 0,05ab 1,01 0,05ab 0,71 +0.,05a 0,73 +0,04a 0,75 % 0,06a 0.82 % 0,03a

A A A A A A A
21| 097%005a 0,98 + 0,02ab 0,97 = 0,04ab 0,92 +0,03a 0.88 = 0,04a 0,76 = 0,06a 0,73 = 0,062 0.85 % 0,05a

A A A A A A A A
28| 1.11%004b 1,09  0,05b 1,04 + 0,04ab 0,98 % 0,04a 0.83 = 0,06a 0.83 = 0,04a 0.83 = 0,062 0.82 % 0,02a

A A A A A A A A
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Tableau 35 : Activité spécifique de ’acétylcholinestérase (AChE) des femelles adultes de G. affinis en période de reproduction durant les phases de traitement et de

dépuration (Moyenne + SEM, n=4 ; pour chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes
suivies d'une lettre minuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre

les traitements.

Phase de traitement Phase de dépuration
Témoins TMX 10 mg.L™ TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L" Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L"
0 | 13.82£040a 13,82 % 0.40a 13,82 0,402 13,82 % 0,402 - - - -
A A A A
1 13,73 £0,08a 12,30 £ 0,44b 11,58 £ 0,50b 10,92 £ 0,33b - - - -
A B BC C
7 12,90 £ 0,47ab 9,96 £ 0,30c 10,11 £0,08¢ 10,17 £ 0,07b 1,17 +£0,01a 1,17 +£0,01a 1,17 £0,01a 1,17 £0,01a
A B B B A A A A
14 | 11,85%034b 10,00 + 0,13¢ 9,85 % 0,16¢d 9,51 0,14bc 1,28 £0,05a 1,69 + 0,08b 1,96 = 0,05b 2,22 +0,03b
A B B B A B BD D
21| 10,84+032b 9,45 £0,37¢ 8,49 +0,43d 8,33 + 0,44c¢ 2,71 £0,10b 3,13+0,07¢ 3,88 +0,26¢ 6,60 +0,17¢
A B B B A B C D
28 10,82 £0,31b 7,83 +£0,41d 6,17 £0,38e 6,15 +0,44d 7,64 +0,08¢ 8,99 £0,11d 10,10 £ 0,03d 11,20 £0,10d
A B C C A B C D

Tableau 36 : Activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST) des femelles adultes de G. affinis en période de reproduction durant les phases de traitement

et de dépuration (Moyenne + SEM, n=4 ; pour chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les
moyennes suivies d'une lettre minuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes

(p>0,05) entre les traitements.

Phase de traitement Phase de dépuration
Témoins TMX 10 mg.L™" TMX 20 mg.L"! TMX 40 mg.L™" Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L™" TMX 40 mg.L"!
0 0,05 + 0,003a 0,05 £ 0,003a 0,05 + 0,003a 0,05 £ 0,003a - - - -
A A A A
1 0,04 + 0,005a 0,04 = 0,004a 0,04 + 0,004a 0,05 £0,001a - - - -
A A A A
7 0,04 + 0,005a 0,04 +£0,003a 0,04 £0,001a 0,04 = 0,006a 0,40 £ 0,027a 0,31 +£0,017a 0,26 + 0,005a 0,25 £ 0,002a
A A A A A B C C
14 0,04 + 0,006a 0,21 £0,028b 0,23 £ 0,023b 0,24 = 0,009b 0,23 £0,005b 0,17 £0,011b 0,13 £ 0,002b 0,12 £ 0,002b
A B B B A B C C
21 0,04 + 0,005a 0,25 £0,015bc 0,36 £ 0,029¢ 0,37 £0,034¢ 0,11 £0,00¢ 0,08 = 0,004¢ 0,06 = 0,002¢ 0,05 = 0,002¢
A B C C A AB B B
28 0,04 £ 0,003a 0,27 £0,024¢ 0,37 £ 0,035¢ 0,44 £0,017d 0,04 £0,001d 0,04 £0,001d 0,03 £ 0,002d 0,02 £ 0,002d
A B C D A A A A
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Tableau 37 : Taux des protéines carbonylées (PCo) des femelles adultes de G. affinis en période de reproduction durant les phases de traitement et de dépuration
(Moyenne + SEM, n=4 ; pour chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes suivies d'une
lettre minuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les

traitements.
Phase de traitement Phase de dépuration
Témoins TMX 10 mg.L™" TMX 20 mg.L"! TMX 40 mg.L" Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L" TMX 40 mg.L"!

0 51,20 £ 0,47a 51,20 £ 0,47a 51,20 £ 0,47a 51,20 £ 0,47a - - - -
A A A A

1 54,60+ 1,59a 52,52+ 2,94a 54,50+ 2,01a 57,95+ 1,75a - - - -
A A A A

7 | 56,20+ 1,17ab 54,30+ 3,66a 55,00+ 1,18a 66,89 % 2,56b 9,99+ 0,33a 2336+091a 26,84+ 0,32a 29,82 +0,79a
A A A B A A A B

14 58,55+ 3,71ab 67,89+ 1,36b 73,90+ 0,84b 73,60 £ 1,12bc 7,46%0,29b 15,11 £0,27a 17,93 +£0,53b 22,25 +£0,30b
A B B B A B C D

21| 59,13+ 1.22ab 69,50+ 0,85h 74,93+ 1,26b 75.86% 0,63¢ 5.87+0,37b 12,91 + 0,54b 13,02 + 0,36¢ 13,97 +0,32¢
A B B B A B B B

28 63,78+ 4,82b 72,14+ 1,10b 78,27+ 0,44b 78,81+ 1,29¢ 3,96+ 0,32¢ 11,00 = 0,26¢ 11,11 £0,37d 12,48 +0,32¢
A B B B A B B B

Tableau 38 : Taux des vitellines ovariennes des femelles adultes de G. affinis en période de reproduction durant la phase de traitement (Moyenne + SEM, n=4 ; pour
chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes suivies d'une lettre minuscule ne sont pas
significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les traitements.

Phase de traitement

Témoins TMX 10 mg.L" TMX 20 mg.L™" TMX 40 mg.L™"

0 0,61 +0,04a 0,61 +0,04a 0,61 +0,04a 0,61 +0,04a
A A A A

1 0,61 +0,04a 0,58 +0,03a 0,56 +0,03a 0,51 +0,04a
A A A A

7 0,58 +0,01a 0,55 +0,03a 0,50 + 0,04ab 0,49 +0,04a
A A A A

14 0,40 +0,02b 0,40 +0,02b 0,38 +0,04b 0,33 +0,01b
A A A A

21 0,36 +0,03b 0,32 + 0,04bc 0,32 +0,05bc 0,28 +0,01b
A A A A

28 0,31 +0,04b 0,24 +0,03c 0,22 +0,04c 0,13 +0,03¢
A AB AB B
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Tableau 39 : Activité enzymatique de I’acétylcholinestérase (AChE) des femelles adultes de G. affinis en période de repos durant les phases de traitement et de

dépuration (Moyenne + SEM, n=4 ; pour chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes
suivies d'une lettre minuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre

les traitements.

Phase de traitement Phase de dépuration
Témoins TMX 10 mg.L"! TMX 20 mg.L™! TMX 40 mg.L"! Témoins TMX 10 mg.L"! TMX 20 mg.L"' | TMX 40 mg.L™"
0 19,24 +£0,23a 19,24 +£0,23a 19,24 £ 0,23a 19,24 +£0,23a - - - -
A A A A
1 18,29 + (0,28a 14,42 +0,15b 13,28 +0,41b 11,71 £0,14b - - - -
A B C D
7 18,25 +£0,59a 10,43 +0,03¢ 9,96 +0,13¢ 8,78 +0,14¢ 17,91 = 0,55a 6,73 +0,27a 7,50 +0,20a 7,97 +£0,38a
A B B C A B B B
14 18,72 + 0,42a 7,63 +0,07d 7,26 +0,05d 6,90 +0,13d 16,59 +0,23a 8,64 +0,08b 9,41 +0,18b 9,50 + 0,24b
A B B B A B B B
21 19,35 +0,36a 5,87+0,11e 5,40 + 0,04e 4,85 +0,10e 17,36 + 0,62a 11,34 +0,18¢c 12,76 = 0,29¢ 14,04 + 0,26¢
A B B B A B BC C
28 18,56 = 0,57a 4,04 +0,12f 3,79 + 0,03f 3,23 +0,15f 17,16 £ 0,61a 15,62 +0,17d 16,80 = 0,19d 19,60 + 0,83d
A B B B A B AB B

Tableau 40 : Activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST) des femelles adultes de G. affinis en période de repos durant les phases de traitement et de

dépuration (Moyenne + SEM, n=4 ; pour chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes
suivies d'une lettre minuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre

les traitements.

Phase de traitement Phase de dépuration
Témoins TMX 10 mg.L"! TMX 20 mg.L”' | TMX 40 mg.L" Témoins TMX 10 mg.L"! TMX 20 mg.L' | TMX 40 mg.L"
0 2,28 +£0,024a 2,28 +0,024a 2,28 +0,024a 2,28 +0,024a - - - -
A A A A
1 1,30 £ 0,044a 2,50 +0,027a 2,53 +0,074ab 3,14 £ 0,099a - - - -
A A A A
7 1,82 +0,072a 3,42 +0,043a 3,46 +0,098ab 3,90 + 0,085a 1,00 £ 0,001a 5,04 +0,002a 10,10 = 0,208a 20,08 + 0,006a
A A A A A B C D
14 2,61 +0,059a 4,50 +£0,029a 5,06 +0,096b 11,97 £ 0,099b 1,00 £0,001a 4,03 +£0,003b 9,07 +£0,210b 11,16 + 0,009b
A AB B C A B C D
21 1,56 = 0,040a 4,97 +0,095ab 7,99 + 0,080¢ 25,98 +0,239¢ 1,01 £ 0,002a 3,02 +0,001¢ 4,11 +0,171c¢ 6,12 +0,002¢
A B C D A B C D
28 1,84 +0,031a 6,43 +0,065b 22,30 +£0,189d 27,72 £ 0,176d 1,01 £ 0,002a 2,38 +0,101d 2,38 +£0,095d 2,05 +£0,002d
A B C D A B B B
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Tableau 41 : Taux des protéines carbonylées (PCo) des femelles adultes de G. affinis en période de repos durant les phases de traitement et de dépuration (Moyenne +
SEM, n=4 ; pour chaque temps d'exposition, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p>0,05). Les moyennes suivies d'une lettre minuscule
ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les temps ; Les moyennes suivies par la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (p>0,05) entre les traitements.

Phase de traitement Phase de dépuration
Témoins TMX 10 mg.L"! TMX 20 mg.L™! TMX 40 mg.L"! Témoins TMX 10 mg.L"! TMX 20 mg.L"' | TMX 40 mg.L"
0 5,64 +0,04a 5,64 +0,04a 5,64 +0,04a 5,64 +0,04a - - - -
A A A A
1 5,97 £ 0,09a 18,54 + 0,23b 17,92 +£0,16b 19,39 + 0,29b - - - -
A B C D
7 5,08 +0,12ac 20,38 +0,21c¢ 21,66 +£0,12¢ 20,38 +0,21¢ 4,83 +0,13a 22,69 +0,17a 23,98 +0,19a 32,96 +0,22a
A B C D A B C D
14 3,96 + 0,08b 21,15 +£0,03d 22,97 +0,06d 30,27 +£0,29d 4,19 +0,13b 20,41 +0,18b 20,85 +0,17b 28,22 +0,21b
A B C D A B B C
21 4,98 +0,08¢ 22,74 +0,09e 23,80 = 0,25¢ 32,50 +£0,19¢ 5,18 +0,12a 14,09 + 0,26¢ 17,12 +0,10c¢ 21,03 +0,10c¢
A B C D A B C D
28 5,54 + 0,09ac 23,36 = 0,10e 25,21 £ 0,26f 35,04 + 0,08f 4,77 +0,14ab 13,83 + 0,08¢ 15,12 +0,10d 19,02 +0,18d
A B C D A B C D
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Tableau 1 : Description statistique des données de la taille totale des femelles adultes de G. affinis en
période de reproduction durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 38,083 0,995 2,438 34,750 37,750 42,000
TMX 10 mg. L™ 38,958 0,820 2,009 37,000 38,750 42,500
TMX 20 mg. L™ 39,167 0,615 1,506 37,500 39,125 40,750
TMX 40 mg. L™ 38,21 1,09 2,68 33,75 38,38 42,00

Tableau 2 : Description statistique des données de la taille totale des femelles adultes de G. affinis en
période de reproduction durant la phase de dépuration.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 35,750 0,924 1,848 34,000 35,500 38,000
TMX 10 mg. L™ 36,438 0,724 1,449 34,500 36,625 38,000
TMX 20 mg. L™ 38,688 0,959 1,919 37,250 38,000 41,500
TMX 40 mg. L™ 37,13 1,46 2,93 35,50 35,75 41,50

Tableau 3 : Description statistique des données du poids total des femelles adultes de G. affinis en
période de reproduction durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 403,02 6,55 16,05 379,60 405,43 427,10
TMX 10 mg. L™ 401,65 5,71 13,98 386,03 399,80 427,10
TMX 20 mg. L™ 399,66 7,49 18,36 378,10 396,41 427,10
TMX 40 mg. L™ 395,63 7,03 17,21 379,30 390,15 427,10

Tableau 4 : Description statistique des données du poids total des femelles adultes de G. affinis en
période de reproduction durant la phase de dépuration.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 582,60 4,11 8,22 572,10 583,30 591,70
TMX 10 mg. L™ 595,05 5,70 11,39 580,80 596,35 606,70
TMX 20 mg. L™ 607,72 2,83 5,66 599,80 609,10 612,90
TMX 40 mg. L™ 605,15 6,16 12,32 587,80 608,40 616,00

Tableau 5 : Description statistique des données du RGS des femelles adultes de G. affinis en période de
reproduction durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum
Témoins 21,31 1,36 3,34 17,92 20,12 26,93
TMX 10 mg. L™ 22,95 1,53 3,74 18,39 23,00 29,14
TMX 20 mg. L! 23,72 1,19 2,92 19,97 24,64 27,09
TMX 40 mg. L™’ 24,36 1,78 4,37 19,97 22,79 29,86
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Tableau 6 : Description statistique des données du RGS des femelles adultes de G. affinis en période de
reproduction durant la phase de dépuration.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 24,555 0,963 1,926 22,680 24,620 26,300
TMX 10 mg. L™ 23,873 0,414 0,828 23,120 23,695 24,980
TMX 20 mg. L™ 22,767 0,534 1,068 21,630 22,660 24,120
TMX 40 mg. L™ 24,822 0,755 1,511 23,400 24,7760 26,370

Tableau 7 : Description statistique des données du RHS des femelles adultes de G. affinis en période de
reproduction durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 0,13874 0,00570 0,01397 0,11828  0,13961 0,15455
TMX 10 mg. L™ 0,13685 0,00959 0,02350 0,10747  0,13051 0,16527
TMX 20mg. L' 0,14014 0,00525 0,01285 0,12530  0,13916  0,15778
TMX 40 mg. L' 0,10485 0,00919 0,02252 0,06632  0,11226  0,12807

Tableau 8 : Description statistique des données du RHS des femelles adultes de G. affinis en période de
reproduction durant la phase de dépuration.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 0,31827 0,00261 0,00522 0,31300  0,31805  0,32400
TMX 10 mg. L™ 0,31260 0,00353 0,00706 0,30280  0,31415  0,31930
TMX 20 mg. L' 0,31483 0,00215 0,00430 0,30950  0,31490  0,32000
TMX 40 mg. L'  0,30990 0,00105 0,00210 0,30800  0,30940  0,31280

Tableau 9 : Description statistique des données de K des femelles adultes de G. affinis en période de
reproduction durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 1,1191 0,0369 0,0904 0,9506 1,1525 1,1935
TMX 10 mg. L™ 1,0486 0,0282 0,0691 0,9462 1,0430 1,1319
TMX 20 mg. L™ 1,0813 0,0111 0,0272 1,0531 1,0750 1,1319

TMX 40 mg. L™ 1,0036 0,0536 0,1313 0,8586 0,9747 1,1880

Tableau 10 : Description statistique des données de K des femelles adultes de G. affinis en période de
reproduction durant la phase de dépuration.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum
Témoins 0,8961 0,0258 0,0515 0,8546 0,8801 0,9695
TMX 10 mg. L™ 0,9517 0,0261 0,0523 0,8877 0,9550 1,0090
TMX 20 mg. L™ 0,8997 0,0153 0,0306 0,8646 0,8982 0,9380
TMX 40 mg. L™’ 0,8977 0,0106 0,0213 0,8719 0,8977 0,9236
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Tableau 10 : Description statistique des données de ’AChE des femelles adultes de G. affinis en
période de reproduction durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 12,325 0,554 1,357 10,819 12,373 13,819
TMX 10 mg. L™ 10,558 0,876 2,145 7,829 9,978 13,819
TMX 20 mg. L™ 10,00 1,07 2,61 6,17 9,98 13,82
TMX 40 mg. L™ 9,81 1,05 2,58 6,14 9,83 13,82

Tableau 11 : Description statistique des données de ’AChE des femelles adultes de G. affinis en
période de reproduction durant la phase de dépuration.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 3,20 1,52 3,04 1,17 2,00 7,64
TMX 10 mg. L™ 3,74 1,80 3,59 1,17 2,41 8,99
TMX 20 mg. L™ 4,28 2,02 4,05 1,17 2,92 10,10
TMX 40 mg. L™ 5,30 2,29 4,59 1,17 4,41 11,20

Tableau 12 : Description statistique des données de la GST des femelles adultes de G. affinis en période
de reproduction durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum
Témoins 0,04011 0,00258 0,00631 0,03620  0,03834  0,05280
TMX 10 mg. L™ 0,1437 0,0461 0,1130 0,0360 0,1292 00,2747

TMX 20 mg. L™ 0,1831 0,0652 0,1597 0,0394 0,1419  0,3698
TMX 40 mg. L™ 0,1975 0,0732 0,1792 0,0374 0,1458 0,4419

Tableau 13 : Description statistique des données de la GST des femelles adultes de G. affinis en période
de reproduction durant la phase de dépuration.
Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum
Témoins 0,1936 0,0794 0,1587 0,0396 0,1669 0,4008
TMX 10 mg. L’ 0,1488 0,0603 0,1205 0,0357 0,1256 0,3083
TMX 20 mg. L’ 0,1213 0,0517 0,1034 0,0276 0,0980 0,2615
TMX 40 mg. L’ 0,1100 0,0512 0,1023 0,0200 0,0850 0,2500

Tableau 14 : Description statistique des données des PCo des femelles adultes de G. affinis en période
de reproduction durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum
Témoins 57,24 1,76 4,30 51,20 57,38 63,78
TMX 10 mg. L™ 61,26 3,90 9,55 51,20 61,09 72,14
TMX 20 mg. L™ 64,63 5,01 12,28 51,20 64,45 78,27
TMX 40 mg. L™ 67,39 4,44 10,88 51,20 70,25 78,81
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Tableau 15 : Description statistique des données des PCo des femelles adultes de G. affinis en période
de reproduction durant la phase de dépuration.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 6,82 1,27 2,55 3,96 6,66 9,98
TMX 10 mg. L™ 15,59 2,72 5,44 11,00 14,01 23,36
TMX 20 mg. L™ 17,22 3,51 7,02 11,11 15,48 26,84
TMX 40 mg. L' 19,63 4,02 8,04 12,48 18,11 29,82

Tableau 16 : Description statistique des données des taux de vitelline des femelles adultes de G. affinis
en période de reproduction durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 0,4777 0,0555 0,1360 0,3090 0,4898 0,6091

TMX 10 mg. L™ 0,4514 0,0616 0,1509 0,2445 0,4751 0,6091

TMX 20 mg. L' 0,4318 0,0610 0,1495 0,2246 0,4389 0,6091

TMX 40 mg. L™ 0,3930 0,0719 0,1761 0,1314 0,4099 0,6091
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Tableau 17 : Description statistique des données de la taille totale des femelles adultes de G. affinis en
période de repos durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 38,17 1,64 4,02 31,50 38,88 42,00
TMX 10 mg. L™ 37,25 1,41 3,44 32,50 36,25 42,00
TMX 20 mg. L™ 37,63 1,84 4,51 31,75 37,13 43,50
TMX 40 mg. L™ 38,08 1,60 3,93 34,25 37,25 43,25

Tableau 18 : Description statistique des données de la taille totale des femelles adultes de G. affinis en
période de repos durant la phase de dépuration.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Meédiane Maximum

Témoins 36,06 1,86 3,72 31,75 36,13 40,25
TMX 10 mg. L™ 36,38 1,55 3,09 32,00 37,25 39,00
TMX 20 mg. L 37,94 1,33 2,66 34,75 37,88 41,25
TMX 40 mg. L™ 37,31 1,40 2,81 35,50 36,13 41,50

Tableau 19 : Description statistique des données du poids total des femelles adultes de G. affinis en
période de repos durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 388,65 0,217 0,532 388,10 388,55 389,50
TMX 10 mg. L™ 388,52 0,185 0,454 387,90 388,55 389,10
TMX 20 mg. L™ 387,97 0,0919 0,225 387,60 387,95 388,20
TMX 40 mg. L™ 388,23 0,189 0,463 387,70 388,15 389,00

Tableau 20 : Description statistique des données du poids total des femelles adultes de G. affinis en
période de repos durant la phase de dépuration.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 385,43 0,149 0,299 385,10 385,40 385,80
TMX 10 mg. L™ 385,52 0,180 0,359 385,00 385,65 385,80
TMX 20 mg. L™ 385,85 0,119 0,238 385,60 385,85 386,10
TMX 40 mg. L™ 385,38 0,125 0,250 385,00 385,50 385,50

Tableau 21 : Description statistique des données du RGS des femelles adultes de G. affinis en période
de repos durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 2,012 0,290 0,710 1,123 1,949 2,920
TMX 10 mg. L™ 2,007 0,298 0,730 1,045 2,018 2,878
TMX 20 mg. L™ 1,999 0,295 0,723 1,053 1,914 2,928
TMX 40 mg. L™ 2,039 0,299 0,731 1,068 2,061 2,938
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Tableau 22 : Description statistique des données du RGS des femelles adultes de G. affinis en période
de repos durant la phase de dépuration.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 0,1786 0,0322 0,0789 0,1050 0,1596 0,3220
TMX 10 mg. L™ 0,1762 0,0319 0,0782 0,1153 0,1479 0,3220
TMX 20 mg. L™ 0,1766 0,0310 0,0758 0,1195 0,1488 0,3220

TMX 40 mg. L™ 0,1771 0,0318 0,0780 0,1105 0,1501 0,3220

Tableau 23 : Description statistique des données du RHS des femelles adultes de G. affinis en période
de repos durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 0,31437 0,00524 0,01048 0,30000 0,31625 0,32500

TMX 10mg. L' 032750 0,00968 0,01936 0,30500  0,32750  0,35000

TMX 20 mg. L™ 0,34625 0,00525 0,01051 0,33500 0,34625 0,35750

TMX 40 mg. L' 031750 0,00866 0,01732 0,29250  0,32250 0,33250

Tableau 24 : Description statistique des données du RHS des femelles adultes de G. affinis en période
de repos durant la phase de dépuration.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 1,0161 0,0322 0,0788 0,9370 0,9820 1,1250
TMX 10 mg. L™ 1,0116 0,0367 0,0900 0,9142 0,9907 1,1450
TMX 20 mg. L™ 1,0160 0,0388 0,0951 0,9370 0,9824 1,1960

TMX 40 mg. L™ 0,9852 0,0343 0,0840 0,9186 0,9569 1,1420

Tableau 25 : Description statistique des données de K des femelles adultes de G. affinis en période de
repos durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 0,7881 0,0402 0,0805 0,7050 0,7850 0,8775
TMX 10 mg. L™ 0,7494 0,0305 0,0610 0,6825 0,7438 0,8275
TMX 20 mg. L™ 0,7831 0,0261 0,0522 0,7275 0,7863 0,8325
TMX 40 mg. L™ 0,8325 0,0101 0,0202 0,8150 0,8325 0,8500

Tableau 26 : Description statistique des données de K des femelles adultes de G. affinis en période de
repos durant la phase de dépuration.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum
Témoins 1,7237 0,0185 0,0371 1,6900 1,7150 1,7750
TMX 10 mg. L™ 1,7857 0,0102 0,0205 1,7700 1,7800 1,8130
TMX 20 mg. L™ 1,7315 0,0290 0,0580 1,6950 1,7065 1,8180
TMX 40 mg. L™ 1,7697 0,00582 0,0116 1,7550 1,7705 1,7830
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Tableau 27 : Description statistique des données de ’AChE des femelles adultes de G. affinis en
période de repos durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 18,735 0,191 0,468 18,250 18,640 19,350
TMX 10 mg. L™ 10,35 2,39 5,86 4,04 9,03 19,71
TMX 20 mg. L™ 9,90 2,40 5,87 3,79 8,61 19,71
TMX 40 mg. L™ 9,20 2,43 5,95 3,23 7,84 19,71

Tableau 28 : Description statistique des données de I’AChE des femelles adultes de G. affinis en
période de repos durant la phase de dépuration.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 17,255 0,273 0,545 16,590 17,260 17,910
TMX 10 mg. L™ 10,58 1,93 3,85 6,73 9,99 15,62
TMX 20 mg. L™ 11,62 2,04 4,08 7,50 11,09 16,80
TMX 40 mg. L™ 12,78 2,61 5,23 7,97 11,77 19,60

Tableau 29 : Description statistique des données de la GST des femelles adultes de G. affinis en période
de repos durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 1,901 0,195 0,479 1,300 1,828 2,613
TMX 10 mg. L™ 4,015 0,649 1,589 2,283 3,957 6,430
TMX 20 mg. L™ 7,27 3,13 7,66 2,28 4,26 22,30
TMX 40 mg. L™ 12,50 4,76 11,66 2,28 7,93 27,72

Tableau 30 : Description statistique des données de la GST des femelles adultes de G. affinis en période
de repos durant la phase de dépuration.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum
Témoins 1,0065 0,00176 0,00351 1,0030 1,0065 1,0100
TMX 10 mg. L™ 3,616 0,583 1,166 2,375 3,526 5,035
TMX 20 mg. L™ 6,41 1,88 3,75 2,38 6,59 10,10
TMX 40 mg. L™ 9,85 3,88 7,77 2,05 8,64 20,08
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Tableau 31 : Description statistique des données de la PCo des femelles adultes de G. affinis en période
de repos durant la phase de traitement.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum

Témoins 4,745 0,205 0,410 4,193 4,801 5,183
TMX 10 mg. L™ 17,75 2,24 4,48 13,83 17,25 22,69
TMX 20 mg. L™ 19,27 1,97 3,94 15,12 18,98 23,98
TMX 40 mg. L™ 25,31 3,23 6,45 19,02 24,63 32,96

Tableau 32 : Description statistique des données des PCo des femelles adultes de G. affinis en période
de repos durant la phase de dépuration.

Variable Moyenne SEM SD Minimum Médiane Maximum
Témoins 5,193 0,289 0,708 3,958 5,306 5,970
TMX 10 mg. L™ 18,63 2,69 6,60 5,64 20,77 23,36
TMX 20 mg. L' 19,53 2,96 7,24 5,64 22,31 25,21
TMX 40 mg. L™ 23,87 4,49 11,00 5,64 25,32 35,04
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Actara® 25 WG belongs to neonicotinoids, which is the most widely used insecticide class for controlling
various insect pests in the world. The present study was aimed to assess the potential hazards of this
insecticide on the mosquitofish Gambusia affinis following a chronic exposure. The female adults were
collected during the reproduction period and exposed to various concentrations (10, 20 and 40 mg. L—
1) during 28 days. The effect of actara was investigated on morphometric and selected biomarker mea-
surements. Results showed that the compound was found to affect significantly the condition factor at
days 21 and 28 of exposure with the highest concentration. However, the treatment had no effect on
hepato-somatic and gonado-somatic indices. Biochemical analyses revealed an increase in glutathione S-
transferase activity and carbonylated protein content, and a decrease in acetylcholinesterase activity for
the three tested concentrations while the vitellin level was reduced only for the highest concentration.
Thus, this product can pose side-effects on this non-target freshwater fish.

© 2019 National Institute of Oceanography and Fisheries. Hosting by Elsevier B.V. This is an open access

article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduction

Neonicotinoid insecticides as agonists in nicotinic acetylcholine
receptors, causing excitation, paralysis and death of the target
insect (Moens, De Clercq, & Tarry, 2010). Thiamethoxam is the first
commercially available second generation neonicotinoid and
belongs to the subclass of thianicotinyls (Maienfisch et al., 2001)
and is also one of the most commonly used pesticides in the neon-
icotinoid group (Simon-Delso et al., 2015).

The main side effect of the misuse use of these insecticides is
observed on the natural enemies of mosquitoes such as Odonata,
beetles and fishes in water pools. Consequently, evaluating the
ecological and ecotoxicological risks linked to chemical contamina-
tion is becoming a major issue (Vellinger et al., 2012). Gambusia
affinis (Baird & Girard, 1853) (Pisces, Poeciliidae) are widespread
and extensively used against mosquitoes in the world (Walton,
2007; Zaidi & Soltani, 2013). In addition, G. affinis possesses an
important key role in ecosystem and has been considered as a rep-
resentative of secondary consumers in aquatic ecosystems. Fur-
thermore, this species is characterized by high reproductive

Peer review under responsibility of National Institute of Oceanography and
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Biology, Faculty of Science, Badji-Mokhtar University Annaba 23000, Algeria.
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potential, and the possibility of pre-natal embryo exposure
(Annabi, Kessabi, Kerkeni, Said, & Messaoudi, 2012).

Biomarkers of environmental stress are now generally accepted
as useful tools in assessment of the impact of xenobiotics on aqua-
tic organisms (Lam, 2009). The glutathione S-transferase (GSTs) are
a family of dimeric multifunctional enzymes involved in phase-II
detoxification processes (Fraichard et al., 2018) and are used as
biomarkers of exposure to several groups of pollutants (Hyne &
Maher, 2003; Zhou, Zhang, Fu, Shi, & Jiang, 2008). Carbonylated
proteins (CPs) represent a marker of global protein oxidation
(Weber, Davies, & Grune, 2015; Alomari et al., 2018) and acetyl-
cholinesterase (AChE) is a very important enzyme in the nervous
system because it hydrolyzes acetylcholine in synaptic functions
(Rodriguez-Fuentes, Soto, & Luna-Ramirez, 2013).

G. affinis has been the subject of intensive studies covering sev-
eral aspects (Venkateswara Rao, 2005; Smith & Sargent, 2006;
Huang et al,, 2016). The data obtained provides an experimental
basis for studying the side effects of insecticides on non-target
organisms. Few studies were conducted on this product in contrast
to imidacloprid. Therefore, the objectives of the present study were
to assess the potential hazards following a chronic exposure of G.
affinis females adults sampled during the reproductive period to
actara on growth by measuring some morphometric indices. In
addition, selected biomarkers (GST, CPs, AChE, Vitellin) were also
determined to obtain additional information on the toxicity of this
product.

1687-4285/© 2019 National Institute of Oceanography and Fisheries. Hosting by Elsevier B.V.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Materials and methods
Fish maintenance and treatment

Female adults were collected in April 2017 in Chbaita Mokhtar
(36°46'00.51"N and 7°44'54.30"E) located at El Tarf (Northeast
Algeria). The sampling area water is far from any anthropogenic
activities (dwelling, factories and crop fields). Under natural condi-
tions, the rivers and lakes were contaminated by leaching of insec-
ticides used by water surface. Therefore an exposure through
water was chosen. The assays were conducted in aquariums of 80-
liter (90 30 80 cr¥) with continuous aerated and dechlori- nated
water, and under laboratory conditions (Photoperiod
14L:10D, Temperature 16.33 + 0.66 °C, pH 7.66 + 0.53, Dissolved
Oxygen 14.52 * 6.65%, Salinity 242.00 + 33.57 mg.L™1). The
exposed control adult females (body weight 399.9 + 15.6 mg;
length 38.6 + 3.4 mm). In each experiment, untreated fishes were
also used as controls.

Actara® 25WG (25% active ingredient, water-dispersible gran-
ules), a commercial formulation of thiamethoxam, was added to
farmed water containing adult females during the reproductive
phase. Based on the LCs0-24 h = 84.7 mg.L™* obtained in prelimi-
nary tests using different concentrations (20, 70, 80, 85,
95,100 mg.L™1) G. affinis were exposed to three concentrations of
thiamethoxam 10, 20 and 40 mg.L™ for 28 days (for each concen-
tration, three aquariums each containing 30 fish were used). This
duration could be considered as a chronic exposure (Bartlett
etal., 2019).

Morphometric measurements

The fishes were randomly collected from the control and
the treated series. Then they were anesthetized in 0.04% MS-222
(3-aminobenzoic acid ethyl ester methane sulfonate salt).
Their standard length (L), body weight (BW), liver weight (LW)
and gonad weight (GW) were measured. The hepato-somatic
index (HSI = HW/BW*100) and gonadal-somatic index
(GSI = GW/BW*100) were determined according to Bougis (1952)
while the condition factor (CF = BW/L3*100) was calculated
following Le Cren (1951).

Biomarkers assays

The activity of GST was measured in liver according to the
method of Habig, Pabst, and Jakoby (1974). The reaction solution
contained 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 6.5), 1 mM
GSH, 1 mM CDNB and 10 mL sample volume. The enzymatic activity
of acetylcholinesterase measured from the head of fish was deter-
mined following the procedure of Ellman, Courtney, Andres, and
Featherstone (1961). The reaction solution consisted of 5,5'-dithi
0-bis-[2-nitrobenzoic acid] (DTNB) with NaHCO; as a cofactor
and with acetylcholine iodide (ASCh) as a substrate. The reaction
solution contained 0.1 M Tris/HCI buffer (pH 7). Protein concentra-
tions determined according to Bradford (1976) were used to nor-
malize enzyme activities.

The carbonylated protein content was determined in entire
digestive tract using the method of Levine et al. (1990). The absor-
bance was read at 370 nm and content calculated using a molar
extinction coefficient of 22.000/M/cm and expressed as nmol/mg
proteins.

The vitellin content was measured following the procedure of
Fabre, Descamps, and Baert (1990). Briefly, each ovary was placed
in 500 1L of Tris-HCI-NaCl and homogeneized by ultrasound. After
centrifugation (5000 rpm for 10 min), three distinct layers were
separated and the intermediate layer containing the vitellin was

ANNEXES

removed and stored ( 20 °C) until analysis. The quantification
was made according to Bradford (1976) using Coomassie G 250
(BBC) brilliant blue as a reagent and bovine serum albumin as a
standard. The absorbance was read at 595 nm and the results
expressed in 1g/mg of ovaries.

Data analysis

Statistical analyses were performed using Prism version 7 for
Windows (GraphPad software, La Jolla, CA, USA, www Graphpad.-
com) and p < 0.05 was considered to be a statistically significant
difference. Data have been expressed by the mean + standard devi-
ation (m + SD). Two-way analysis of variance (ANOVA) and a Tukey
post-hoc analysis HSD test were used to evaluate differences
between control and treated series.

Results
Effect on metric indices

Results are summarized in Tables 1—3. Two-way ANOVA indi-
cate no significant effect of time (Fs;. = 0.63; p = 0.6747), treat-
ment (Fs3;» = 2.14; p = 0.1023) and time x treatment interaction
(Fi572 = 0.38; p = 0.9810) on the HSI (Table 1). For GSI the statisti-
cal analysis revealed a significant effect of time (Fs;. = 6.48; p
< 0.0001) and no significant effects of treatment (F; 7. = 1.50; p
= 0. 2213) and time treatment interaction (Fi7. = 0. 38; p =
0. 9805) (Table 2). The variation of condition factor during the
exposure period shows a significant decrease at day 21 and day 28
of treatment only with the highest concentration (40 mg. L™1) of
actara as compared to control series. Two-way ANOVA revealed a
significant effect of time (Fs5;. = 2.79, p = 0.0230) and treatment
(F372 = 3.82; p = 0.0134) and no significant effect of time x
treatment interaction (Fis572 = 1.79; p = 0.0521).

Effect on biomarkers

The activity of GST increased significantly (p < 0.0001) starting
day 14 for the 3 different tested concentrations (Fig. 1). The biggest
activity was observed at day 28 for the 40 mg.L! concentration.
Two-way ANOVA reveals a highly significant time effect
(F572 = 201.8, p < 0.0001) treatment effect (F3;. = 121. o
p < 0.0001) and time/treatment interaction (Fi57» = 27.16,
p < 0.0001).

The level of carbonyl proteins was determined in the digestive
tract at different times during the exposure period. An induction
of CP levels was recorded starting day 7 for the highest concentra-
tion (40 mg.L™1) (Fig. 2). Two-way ANOVA indicated significant
effects of time (Fs7;2 = 87.68, p < 0.0001), treatment
(F372 = 30.74, p < 0.0001) and time/treatment interaction
(Fi572 = 4.52, p < 0.0001).

AChE activity was determined in the fish brain at various time
(days o, 1, 7, 14, 21 and 28) during the exposure period. A signifi-
cant (p < 0.0001) inhibition of AChE activity wasrecorded starting
day 1 for the three tested concentrations (Fig. 3). ANOVA reveals
significant effect of time (Fs;. = 149.7; p < 0.0001), treatment
(F3,15 = 64.82; p < 0.0001) and time/treatment interaction (Fis-
=4.70; p < 0.0001).

The ovarian vitellin was determined at different exposure times
in the ovaries of fish collected during the reproduction period. As
shown in Fig. 4, a significant (p < 0.0001) decrease in the rate of
vitellin was observed over the duration of exposure period. There
is a decrease in both treated and control females over time due
to the end of the vitellogenesis period. Two-way ANOVA reveals
significant effects of time (F5;. =77.37; p < 0.0001) and treatment
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Table 1
Effect of actara on HSI of G. affinis during the exposure periods (m + SD; n = 4); for each exposure time.
Time (days) Control 10 mg.L™! 20 mg.L™! 40 mg.L !
o 0.13 + 0.07a 0.13 £0.07 2 0.13+0.07a 0.13 £0.07 2
A A A A
1 0.14+0.03a 0.16 + 0.05a 0.15 + 0.06 a 0.11+0.03a
A A A A
7 0.15 £ 0.07 a 0.12 £0.03a 0.16 £ 0.08 a 0.12 £ 0.06a
A A A A
14 0.15 £ 0.04a 0.17 £ 0.06 a 0.13+0.05a 0.12 £0.01a
A A A A
21 0.12+0.03a 0.11+0.09a 0.14 £ 0.07 a 0.09 £ 0.03 a
A A A A
28 0.14 +0.08 a 0.13 £ 0.06 a 0.14 £ 0.03 a 0.07 +0.052a
A A A A

The averages followed by the same lowercase letter are not significantly different (p > 0.05) between times; the averages followed by the same capital letter are not

significantly different (p > 0.05) between treatments.

Table 2
Effect of actara on GSI of G. affinis during the exposure period (m + SD; n = 4); for each exposure time.
Time (days) Control 10 mg. L ! 20 mg.L ™! 40 mg.L™!
o 19.97 +3.46 a 19.97 £ 3.46 a 19.97 +3.46 a 19.97 £ 3.46 a
A A A A
1 17.92 £ 2.80 a 18.39 + 4.15a 20.42 + 6.73 a 21.70 £ 5.37 a
A A A A
7 20.26 + 6.91a 22.50 £ 5.68 a 25.42 + 6.92a 21.09 + 6.59 a
A A A A
14 19.18 + 1.84 a 23.50 £ 5.35a 23.87 £ 7.51a 23.87 £ 1.67 a
A A A A
21 26.93 + 8.95a 29.14 £ 8.63a 27.09 £ 0.80 a 29.63 £2.77a
A A A A
28 23.59+7.37 a 24.19 £ 5.01a 25.56 +1.27 a 2.86 +3.27a
A A A A
Table 3
Effect of actara on condition factor of G. affinis during the exposure periods (m + SD; n = 4); for each exposure time.
Time (days) Control 10mg.Lt 20 mg.L™! 40 mg.L 1
o 113+ 0.09 a 1.13 £ 0.09 a 1.13 £ 0.09 a 1.13 £ 0.09 a
A A A A
1 0.95+ 0.07a 1.01+0.13a 1.08+0.15 a 1.0+0.14a
A A A A
7 1.17 £ 0.12a 1.06 £ 0.09 a 1.07 £ 0.08 a 0.95 +0.12a
A A A A
14 1.09 +0.13 a 111+ 0.15a 1.07+0.12 a 1.19 £ 0.07 a
A A A A
21 1.19 £ 0.04 a 1.03+0.13 a 1.09 + 0.23 a 0.86 + 0.05ab
A AB AB B
28 117 £ 0.21a 0.95+0.15a 1.05+ 0.05a o.11ab
A AB AB B
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Fig. 1. Effect of actara® on glutathione S-transferase activity (IM/mn/mg of
proteins) in the females of G. affinis (m + SD, n = 4). Asterisks above treated series
indicated significant difference with controls of the same time (*: significant
difference at p < 0.05; **: significant difference at p < 0.01; ***: significant
difference at p < 0.001).

Fig. 2. Effect of actara® on carbonylated protein contents (nmol.mg™ proteins) in
the females of G. affinis (m + SD, n = 4). Asterisks above treated series indicated
significant difference with controls of the same time (*: significant difference at
P < 0.05; **: significant difference at p < 0.01; ***: significant difference at p < 0.001).
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treated series indicated significant difference with controls of the same time
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Fig. 4. Effect of actara® on ovarian vitellin contents (IM/mg of ovaries) in the
females of G. affinis (m + SD, n = 4). Asterisks above treated series indicated
significant difference with controls of the same time (*: significant difference at
P < 0.05; **: significant difference at p < 0.01; ***: significant difference at p < 0.001).

effect (Fs72 = 6.37; p = 0.0007) and no significant effect of time/
treatment interaction (Fis72 = 0.53, p = 0.9115).

Discussion

Pesticides can exert their impact on vertebrates either directly,
through their toxicity, or indirectly, for example, by reducing their
food supply. Direct effects may be the result of several different
exposure pathways: through ingestion of the formulated product
(Avery, Fischer, & Primus, 1997; Prosser & Hart, 2005), through
uptake via the skin following a spray event (Mineau, 2011) or by
eating contaminated prey. Neonicotinoids are the most widely
used insecticides in the world. They are preferentially toxic to
insects while displaying a low toxicity toward vertebrates and this
selective toxicity has resulted in the rapid and ubiquitous use of
these compounds. However, neonicotinoids have been detected
in agricultural surface waters and are known to cause adverse
effects in non-target aquatic organisms (Bartlett et al., 2019). They
are agonists of the nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) and
disrupt the normal functioning of the central nervous system
(Goulson, 2013).

Effect on morphometric measurements
A report provides an overview and highlights some of the

important advances in our knowledge on mosquitofish (Walton,
2007). The HSI is used in fisheries science as a marker of energy
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reserves in the liver (Cerd4, Calman, LaFleur, & Limesand, 1996).
The GSI is one of the most important parameters of the fish biology,
which gives a detailed idea regarding the reproductive status of the
fish species (Sindhe & Kulkarni, 2004; Kaur, Singh, & Hassan, 2018).
Moreover, the CF is a quantitative and integrative bioindicator,
reflecting the physiological status of fish and the food availability
conditions (Le Cren, 1951) and is sensible to stress in natural envi-
ronment (Barrilli, Rocha, Negreiros, & Verani, 2015). The results
obtained showed that the tested product had no significant effect on
both HSI and GSI in female adults of G. affinis. More recently
flucycloxuron, a chitin synthesis inhibitor, was found less toxic to
G. affinis than conventional insecticides (Zaidi & Soltani, 2011).
On the other hand, a significant decrease of CF has been recorded
in adult females of G. affinis exposed to actara. During the study
period of the effects Termex® (imidacloprid 35.50% SC) in the Afri-
can catfish Clarias gariepinus the condition factor decreased was
greater at 6.00 mg 1™t concentration on days 21 and 28 (Nnadi
etal., 2018).

Effect on biomarkers

GST and AChE activity and CP rate were measured in fish
exposed to actara for 28 days in order to obtain information on
the detoxification system and the neurotoxic property, respec-
tively. Our results show an induction in GST activity starting day
14 during the exposure period. A significant increase in GST activ-
ity has been recorded in some studies involving exposure of the
teleost fish Cyprinus carpio to carbofuran (Clasen et al., 2014).
Induction of GST activity has also been observed in several animal
species treated with actara. In a crustacean species Palaemon
adspersus, Berghiche, Touati, Chouahda, and Soltani (2018)
reported a significant increase in GST activity following an acute
exposure to actara. The activities of GST was increased by 45.4—
48.2% compared to control levels after treatment with titanium
dioxide nanoparticles on red swamp crayfish, Procambarus clarkii
(Abd El-Atti, Desouky, Mohamadien, & Said, 2019).

CPs are a marker of overall protein oxidation because they are
generated by multiple reactive oxygen species in blood, tissues
and cells (Weber et al., 2015). They were used as a biomarker of
oxidative stress induced by some chemical substances such as pes-
ticides. The current experiment revealed that exposure of females
of G. affinis to actara induces a significant increase in CPs levels
from the 7th day of exposure. Abdel-Halim and Massoud (2014)
show that the herbicide thiobencarb acts as an oxidative stressor
in aquatic organisms; in fact, the oxidative protein induced by
thiobencarb in whole body tissues at sublethal concentration in
G. affinis. Wei and Yang (2015) have observed an increase in the
level of CPs in the gills of crayfish species Procambarus clarkia
exposed to beta-cypermethrin while Patil and David (2013) have
found similar effects in gill, liver and kidney tissue of freshwater
edible fish, Labeo rohita exposed to lethal and sublethal concentra-
tions of malathion, the responses observed varied according to the
concentrations and the exposure times.

As a key enzyme that hydrolyzes the neurotransmitter acetyl-
choline in cholinergic synapses of both vertebrates and inverte-
brates, AChE 1is strongly inhibited by organophosphate,
carbamate, pesticides and pyrethroids at low concentrations (De
laTorre, Ferrari, & Salibian, 2002).Inthe present studyasignificant
inhibition of enzymatic activity of AChE was recorded in adult G.
affinis females from day 1 until the last day of treatment (day 28)
for the three tested concentrations. A similar inhibition was also
reported in G. affinis exposed to chlorpyrifos (Venkateswara Rao
etal.,2005). Moreover, Zaidi and Soltani (2011) demonstrated that
diflubenzuron and flucycloxuron added to rearing water of G. affi-
nis females induced significant inhibition of specific AChE activity
with flucycloxuron at the highest concentration.
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Gytri et al. (2017) demonstrated that four neonicotinoids
(ac- etamiprid, clothianidin, thiacloprid and thiamethoxam) are
all able

to inhibit AChE activity in vitro in Electrophorus electricus, a
fresh- water fish in a manner dependent on concentration. Qi et
al. (2018) showed that AChE activity was inhibited in planktonic
crus- tacean Daphnia magna by two new neonicotinoid
insecticides: cycloxaprid and guadipyr.

In order to analyze the probable adverse effect of actara on
reproduction, the vitellin levels were also determined in adult
females sampled during the reproductive period. Yolk is a bio-
marker of defense against toxic exposures (Lechenault, 1968).
In G. affinis, as in all ovoviviparous Poeciliidae, the single
ovary has in its center a cavity called an ovarian chamber. The
dura- tion of gestation is quite variable; it is about 25 days in
the case of short pregnancies and 35 days for the longest. The
vitelloge- nesis duration is about 8 days. About ten days after
parturition, the ovary contains embryos at different stages of
development (Chambolle, 1970). Our results show that actara
added to water during the reproduction season of G. affinis
adult females affect the vitellin process. At the beginning of
treatment, adult females of G. affinis were at the initial stages
of reproduction period. After 28 days of exposure to the
insecticide, vitellogenesis was almost completed; this explains
the decrease in ovarian vitellin content in both treated and
control fish. Another explanation is that a reduction in liver’s
function alters the traffic, the release or the production of
vitellogenin. It is known in the females; the liver is involved
in gonad development and ensures the sup- ply of VTG
reserves for eggs from developing embryos (Annabi et al.,
2012).

Conclusion

The adult females of G. affinis appear susceptible to actara
appli- cations during the reproduction period as indicated by
morphome- tric and selected biomarker measurements in these
results. Thus, this product may present potential risks for this
non-targeted freshwater fish widely used against mosquitoes
worldwide. Fur- ther experiments on the impact of actara on
reproduction are needed like histological study of ovaries and
the expression of the vitellogenin gene.
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