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Résumé

L’utilisation massive des insecticides dans les milieux agricoles a causé d’énormes
dommages sur les organismes non ciblés notamment chez les butineuses algériennes Apis
mellifera intermissa qui est un excellent model biologique trés utilisé par les toxicologues.

Cette recherche porte sur I’évaluation du systéme de détoxification d’un insecticide
de la famille chimique pyréthrinoide « DECIS EC 25 » en condition de laboratoire sur
I’activité enzymatique du GST chez les abeilles adultes d’Apis mellifera intermissa.

Une DLso de 20.90 ppm du DECIS EC 25 « Deltaméthrine » est additionné dans le
sirop d’abeille ensuite est appliqué par la voie orale sur les abeilles pendant 24h, 48h, 72h
et 96h.

L’analyse de variance a I’aide de logiciel MINITAB 16,01Fr révelent une différence
trés hautement significatif durant le temps d’exposition (96h) (0,000***) et significatif par
rapport au facteur de traitement (0.014*) mais aucune signification n’a été enregistrée au
niveau de I’interaction (temps/traitement) entre les lots témoins et traités (0.461 NS), qui
pourrait expliquer par I’impact nocif et la toxicité de ce produit phytosanitaire qui stimule
le systéme détoxification, cet effet est confirmé par une augmentation de I’activité de GST.
Mots clés : Apis mellifera intermissa, Biomarqueurs de détoxification, DECIS EC 25,

Deltaméthrine, GST, Toxicite.



RESUME

Abstract

The massive use of insecticides in agricultural environments has caused enormous
damage to non-target organisms, particularly among Algerian foragers Apis mellifera
intermissa, which is an excellent biological model widely used by toxicologists.
This research focuses on the evaluation of the detoxification system of an insecticide of the
pyrethroid chemical family "DECIS EC 25" under laboratory conditions on the enzymatic
activity of GST in adult honey bees of Apis mellifera intermissa.

An LDsp of 20.90 ppm of DECIS EC 25 "Deltamethrin™ is added in the syrup and
then applied orally to the bees for 24 hours, 48 hours, 72 hours and 96 hours.

Analysis of variance using MINITAB 16,01Fr software revealed a very highly
significant difference during the exposure time (96h) (0,000 ***) and significant with
respect to the treatment factor (0.014 *) but none significance was recorded at the level of
the interaction (time / treatment) between the control and treated batches (0.461 NS),
which could be explained by the harmful impact and the toxicity of this phytosanitary
product which stimulates the detoxification system. Effect is confirmed by an increase in
GST activity.

Key words: Apis mellifera intermissa, Detoxifying biomarkers, DECIS EC 25,
Deltamethrin, GST, Toxicity.
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Introduction

Introduction

La place qu’occupe I’abeille dans 1’environnement revét plusieurs aspects
agronomique, économique, ecologique et scientifique. Elle joue un réle économique
important en tant que support de ’apiculture (production de miel, de gelée royale, de
pollen, de propolis et de cire). (Chahbar. 2011). Elle contribue de maniére importante au
maintien d’une biodiversité essentielle pour les écosystemes (Straub. 2007). Elles jouent
un role primordial dans les diverses phases de la vie de nombreuses espéces végétales et
animales. En effet, les abeilles, présentent de multiples intéréts dont la pollinisation de
nombreux végétaux (Gallai et al., 2009; Rader et al., 2009; Moritz et al., 2010). Les
abeilles ont ainsi un role écologique de premier plan en réalisant la reproduction des
plantes entomophiles et en favorisant le maintien de la diversité génétique (Anderson et
al., 2011; Ashman et al., 2004; Aguilar et al.,, 2006; Krupke et al., 2012).
L’augmentation de la pression environnementale et anthropique a laquelle sont exposées
les populations d’abeilles domestiques est soupgonnée d’étre a la base de leur déclin a
I’échelle mondiale (Beismeijer et al., 2006; Oldroyd. 2007; Paxton et al., 2007;
Stokstad. 2007; Grixti et al., 2009; Ratnieks & Carreck. 2010; Whitehorn et al.,
2012). Dans son environnement, 1’abeille est soumise a divers facteurs tels que les
produits phytosanitaires qui se manifestent par une mortalité de centaines, voire de
milliers d’abeilles dans les cas extrémes gisant sur le sol de la ruche ou devant le trou

d’envol. (Porrini et al., 2003).

L’abeille représente un véritable témoin de la qualité de I’environnement par le biais
de ses caractéristiques biologiques et son activité intense de butinage qui la mettent en
contact avec les produits phytopharmaceutiques et autres polluants environnementaux
(Perugini et al., 2011). Elle mérite le nom d’une espece sentinelle (Lagadic et al., 1998;

Elliott et al., 2011) et constitue un modéle biologique d’intérét majeur.

En effet, pour détecter la présence de pesticides et leur impact sur I’environnement,
une des méthodes utilisées est 1’approche biologique basée sur I’étude d’especes
bioindicatrices et de leurs marqueurs biologiques. Les abeilles constituent un modéle
pertinent pour le développement des biomarqueurs afin d’évaluer la contamination de

I’environnement (Wallwork-baker et al., 1982; Leita et al., 2004).
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Le systeme de détoxification impliqué dans la dégradation des pesticides est un élément
majeur dans le devenir des toxiques dans I’organisme. Il constitue un ¢lément essentiel
pour la survie de I’individu.

Différents biomarqueurs, notamment ceux du systeme de détoxification, ont été étudies
(Hyne et al., 2003; Badiou-Bénéteau et al., 2012). Ces biomarqueurs sont fortement
stimulés aprés une exposition aux molécules toxiques. Le suivi de leur activité dans le
temps constitue le systeme de veille environnementale et la modification de leur activité
crée ’alerte. Parmi ces biomarqueurs enzymatiques, les Glutathion S-Transférases (GSTSs)
jouent un réle important dans le mecanisme de détoxification (Motoyama et al., 1980;
Clark et al., 1985; Fournier et al., 1992; Kostaropoulos et al., 2001; Papadopoulos et
al., 2004).

Les GSTs représentent une famille de protéines multifonctionnelles, mutagenes,
appartenant au systeme de détoxification de phase Il, enzymes cytosoliques qui catalysent
la conjugaison du glutathion réduit (GSH) en une variété de composés électrophiles
endogénes ou exogenes (Maxwell, 1992; Stone et al., 2002; Barata et al., 2005).

L’objectif principal de cette étude est I’évaluation de systéme de détoxification chez
Apis mellifera intermissa.
Nous avons pour cela fait le dosage d’un biomarqueur qui est la GST glutathion s
transférase apres 24h, 48h, 72h et 96h de traitement par la Décis EC 25 qui est produit
phytosanitaire utilisé en agriculture, Ce mémoire comporte quatre sections :
v Une premiére partie concerne les données bibliographiques
% Le premier chapitre, sur ’apiculture et abeille algérienne
s Le deuxiéme chapitre, porte genéralité sur les pesticides et les
biomarqueurs.
v" Une seconde partie décrivant les matériels et méthodes utilisés lors du travail
expérimental.
v Une troisiéme partie exposant les résultats et les discussions.

v Une quatriéme et derniére partie conclusion et perspectives.
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I. Apiculture et abeille
1.1  Apiculture en Algérie

En Algérie, I’apiculture est un élevage ancestral. Elle a toujours revét une importance
sur le plan socio-économique, compte tenu des conditions climatiques et de la flore
importante favorable a son développement. Malgré ces conditions favorables, la production
algérienne en miel, de I’ordre de 4.000 a 5.000 quintaux par an, est inférieure aux besoins
de la consommation locale, alors qu’elle devrait étre supérieure et étre a 1’origine d’un
courant d’exportation important (Berkani. 2007).

L’apiculture algérienne est pratiquée dans de nombreuses régions ou la flore

mellifere est abondante et variée (Zinedine et al., 1997)

1.1.1  Type d’élevage
L’¢levage des abeilles constitue une activité ancestrale pratiquée traditionnellement
depuis tres longtemps par les populations rurales, en assurant ainsi leurs besoins
d'autoconsommation en miel comme elle permet aussi de développer la production de
I'arboriculture fruitiere par la pollinisation des fleurs (FAO. 2015). Le nombre des
nouveaux ruchers dans I'Algérie est estimé a 464282 ruches, alors que le nombre des
ruches traditionnelles est de I'ordre de 100704 ruches (FAO. 2015).

1.1.2 Les types des ruches
1.1.2.1 Ruche vulgaire
La ruche est I’habitat de la colonie. Dans la nature, les abeilles construisent leur nid
dans des cavités formées par des troncs d’arbres creux, dans des fissures (Segeren et al.,
2004). Les premieres ruches dites ruches « vulgaires » furent aménagées dans des vases en
terre cuite, des paniers en osier, en tronc tresse, en paille, en bambou, dans des morceaux
d’écorce de chéne liege plus ou moins circulaires, des caisses en bois ayant plus ou, moins

la forme d’un parallélépipede. (Ruttner. 1987).

1.1.2.2 Ruche moderne
Les ruches modernes les plus utilisées sont des ruches a cadres mobiles. Elles

permettent a 1’apiculteur d’inspecter et de manipuler ses colonies. L’avantage majeur
réside dans la possibilité de récolter le miel sans détruire les rayons et de pouvoir les
réutiliser (Paterson. 2008).

Vue de I’extérieur, la ruche présente 4 parties :
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% Le toit : il peut étre plat ou a 2 pentes selon que la ruche est installée a ’abri de la
pluie ou non.

«» Lecorps : c’est I’endroit ou vivent les abeilles, 1a ou sont disposés les cadres.

< L’entrée ou trou de vol : c’est la porte d’entrée et de sortie. Elle est toujours située
en bas de la ruche. Parfois une porte d’entrée est disposée devant. Celle-ci a pour
fonction de faciliter le travail des gardiennes. Ainsi disposée devant I’entrée, les
gardiennes ont une surface moins importante a defendre.
% La planche de vol : c’est la piste d’atterrissage et de décollage. (Bradbear. 2010).

Dans le corps de la ruche, on trouve 3 types de cadres :
Les cadres garnis de miel ou de pollen, un cadre réservé au couvain, et enfin le cadre ou
réside la reine. (Bradbear. 2010).

1.2 Abeille algérienne

L’abeille est un insecte appartenant 1’ordre des hyménopteres et vivant en sociéte,
celle-ci étant caractérisée par la division et la spécialisation du travail. Dans les colonies
d’abeilles, une seule, la reine, est capable de pondre des ceufs ; les males, appelés aussi
faux bourdons, ont pour principal réle social celui de féconder la reine, les ouvriéres
accomplissent des taches plus diverses, entre autres la récolte de 1’aliment, 1’organisation
du nid, D’entretien des larves, la défense de la ruche contre les attaques d’ennemis
éventuels. Leur rdle est donc de veiller a la sécurité et a la prospérité de la famille (Biri.
2010). L’abeille algérienne appartenant & la lignée Africaine est représentée par Apis

mellifra intermissa (Buttel-Reepen. 1906).

1.2.1 Systématique
La race intermissa est la plus répandue et son aire de répartition s’étend sur toute
I’Afrique du Nord, du Maroc a la Tunisie (Cornuet et al., 1988; Grissa et al.,1990;
Hepburn et al., 1996, Barour et al., 2011; Loucif-Ayad et al., 2014).

Sa position systématique est la suivante:
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Embranchement: Arthropodes
Sous embranchement : Mandibulates
Classe : Insectes
Sous-classe : Ptérygotes
Ordre : Hyménopteres
Sous-ordre : Apocrites
Section : Aculéates
Famille : Apidés

Genre : Apis

Espeéce : Apis mellifera
Sous-espéce : Apis mellifera intermissa (Buttel-Reepen. 1906).

1.2.2 Membre de colonie d’abeille

Les colonies d’abeilles se développent progressivement, une grosse colonie pouvant
comporter entre 50000 et 60000 individus, parfois plus. Lorsqu’une colonie atteint une

certaine taille ou lorsqu’elle est surpeuplée elle se reproduit par essaimage. (Paterson.,

YR,
&\

P

Faux- bourdon ouvriére

Figure 01 : Les trois castes des abeilles (Rasolofoarivao . 2014).

s o
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1.2.2.1 Reine
La reine est la seule femelle parvenue a son complet développement, et donc la seule

a pondre des ceufs. (Paterson. 2006).

A lintérieur de son abdomen se trouvent deux ovaires de taille importante ainsi
qu’une spermatéque (réserve de spermatozoides) faisant de la reine une puissante
«machine a pondre», elle peut pondre environ 1500 a 2000 ceufs par jour, permettant un
renouvellement optimal des ouvrieres. Son deuxiéme rdle, permet la cohésion de la colonie
par le biais de puissantes phéromones régulant la physiologie et le comportement des
ouvriéeres (Winston. 1987). Chaque ruche ne comporte normalement qu’une seule reine,
mais il arrive parfois, lorsque la reine vieillit, que les abeilles en élevent une seconde, qui
vit alors pacifiquement a ses cotés jusqu’a ce qu’elle meure (Paterson. 2006). La reine

commence a pondre 2 & 3 jours apres le vol nuptial (Medjouel. 2008).

Sa durée de développement est de 16 jours (Laidlaw et Page. 1997) et peut vivre jusqu'a

plusieurs années (Fluri. 1994).

1.2.2.2 Faux-bourdons
Sont les males de la colonie qui se développent a partir d’ceufs non fécondés et sont
un peu plus grands que les abeilles ouvriéres, ils peuvent se compter par plusieurs
centaines dans une seule ruche. Contrairement aux ouvriéres, les faux bourdons peuvent
aller et venir d’une ruche a une autre. Leur seule fonction est de s’accoupler avec une

freine vierge (Paterson. 2006).

Leur réle le plus fondamental est de féconder la reine. Ils participeraient également a
la thermorégulation de la ruche : de par leur présence ils produisent de la chaleur et aident

a réchauffer le couvain (Prost. 2005).

1.2.2.3 Ouvrieres
Les ouvrieres sont les abeilles femelles mais elles ne sont pas reproductrices
(Mezhoudi H. 2010), dont I’appareil génital est atrophi¢ (Clément. 2010; Biri. 2002).
C’est la plus petite abeille de la ruche, une ouvriére mesure en moyenne 10 a 12 mm de
long pour 4 mm de diametre de thorax (Biri. 2010; Ravazzi. 2007). Elle pése entre 81 et
151 mg (Wendling. 2012), son corps est moins long que celui de la reine, son abdomen est
moine proéminent et elle affiche souvent une couleur plus foncee et plus marquée. Les

ouvriéres ont moins de poils que la reine avec une anatomie adaptée au transport du pollen
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et de miel (Peacock. 2008). Elles sont les plus nombreux individus de la ruche
(Prost.2005). Leur durée de développement est de 21 jours (Laidlaw & Page, 1997)

Sa durée de vie est trés variable selon la période de I’année. et forte différente selon
que c’est I’hiver ou 1’été (Frérés et al., 2011).environ de 15 a 70 jours pour les abeilles
d’été et de 170 a 243 jours pour celles d’hiver (Fluri. 1994).

La distribution des différentes taches a I’intérieur de la ruche se fait en fonction de la
démographie (polyéthisme d’age). Les jeunes ouvriéres occupent des simples travaux a
I’intérieur de la ruche (Seeley. 1983), elles s’occupent entre autres, de la construction des
batisses, du nettoyage des alvéoles apres la naissance des abeilles, de la nourriture des
larves, de I’accumulation des réserves de miel et de pollen, de la transformation dans leur
jabot du nectar et du miel, etc. (Philippe. 2007).et les plus &gées sont des butineuses
(Seeley. 1983). a noter que les ouvriéres sont diploides qui résultent d’ceufs fertilisés.
(Wendling. 2012). Et nait environ 21 jours, aprés incubation dans les alvéoles (Pham-
Délégue. 1999; Caron. 1999).

1.2.3 Morphologie d’abeille

L’abeille domestique se présente sous 1’aspect typique d’un insecte et comporte une
tete, un thorax et un abdomen. Elle a six pattes, quatre ailes, deux gros yeux composés et
trois yeux simples, également appelés ocelles ou stemmates. Son développement, comme
chez la plupart des insectes, passe par les stades successifs d’ceuf, de larve et de nymphe

avant de parvenir au stade adulte (Paterson. 2006).
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Figure 02: La morphologie de I’abeille. (Hennebelle. 2010).

1.2.3.1 LaTéte
C’est une capsule ovoide (Le conte. 2011) qui présente deux yeux de tres grande
taille, placés de chaque coté de la téte et trois ocelles. Ce sont trois petits yeux situés au
centre de la téte Aussi les antennes qui permettent la communication et les piéces buccales
(Gustin. 2008 ; Clément.2010).

1.2.3.2 Le Thorax
C’est la partie la plus dure du corps (Riondet. 2013).1l assure la locomotion de
I’abeille car il porte trois paires de pattes et deux grandes ailes et deux petites (Clément.
2010). Les ailes antérieures et postérieures s’accrochent grace a des crochets (Pohl. 2008).
Le thorax contient des muscles puissants et trois paires d’orifices respiratoires appelés

stigmates (Le conte. 2011).

1.2.3.3 L’abdomen
C’est la partie la plus grosse de I’abeille qui est composé de 7 anneaux mobiles qui
peuvent s’allonger suivant le besoin (Freres et Guillaume., 2011). Il renferme les
systémes respiratoire, circulatoire, digestif, et un certain nombre de glandes. Il se termine

par I’appareil vulnérant, I’appareil reproducteur et le rectum (Winston. 1993).

1.2.4 Comportement alimentaire :
A I’exception de I’eau , les abeilles dépendant exclusivement de monde végétal pour

leur alimentation, leur nourriture est constituée de nectar et de pollen , auxquels s’ajoute
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régulierement le miellat , le nectar est le liquide riche en sucres produit par les nectaires ,
organes glandulaires souvent situés a la base des pétales des fleures , il est sécrété a partir

de la séve organique de la plante , ¢’est la ressource énergétique principale, avec le miellat.
(Berkani. 2007).

Les abeilles, friandes de substances sucrées, récoltent le nectar qui nait au cceur des
fleurs, ainsi que le miellat, nectar et miellat, qui sont fait de sucres et de 30% a 50% d’eau,
sont stockés dans le jabot de 1’abeille o, mélangés a des enzymes, ils vont commencer a se

transformer en miel (Pascal. 2009).

En regle générale, les abeilles n'ont pas besoins d'étre nourries car elles gérent
naturellement leurs réserves de miel. Cependant, lors de conditions climatiques difficiles
ou dans un environnement déficient, entre deux miellées par exemple, les colonies peuvent
affronter des disettes catastrophiques. Il faut alors leur proposer des nourrissements sucres
en quantite suffisante. Sous forme solide ou liquide, ils remplaceront le miel (ITELV.
2004).

1.2.5 Le role des abeilles dans la pollinisation
Les abeilles domestiques ainsi que de nombreuses espéces sauvages constituent le
groupe de pollinisateurs prédominant et le plus important en termes économiques dans de
nombreuses régions du monde. Elles assurent la pollinisation de nombreuses plantes a
fleurs. On estime ainsi que 87,5% des espéces de plantes a fleurs dépendent de la
pollinisation animale (zoogamie). (Ollerton et al., 2011).
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Il. pesticides et biosurveillance
1.1 Pesticides

L’étymologie du mot pesticide s'est construite a partir du suffixe «-cide » qui
signifie « tuer » et de la racine anglaise pest (animal, insecte ou plante nuisible) provenant
du latin Pestis (peste) qui désignait le fléau en général. Donc les pesticides sont des
composés chimiques dotés de propriétés toxicologiques, utilisés par les agriculteurs pour
lutter contre les animaux ou les plantes jugés nuisibles aux plantations. (El habib. 2013).

Les pesticides tuent souvent directement les abeilles (intoxication aigue), mais ils
peuvent aussi agir a des doses sublétales (intoxication chronique) (Pettigrew. 2008).
I1.1.1 Classification

Les pesticides tuent par contact direct, par empoisonnement de 1’estomac ou par
fumigation. Il existe huit types de pesticides. Les pesticides les plus dangereux pour les
abeilles sont les insecticides, mais certains pesticides sont eégalement toxiques. La plupart
des insecticides sont dangereux tant pour les hommes que les abeilles. (Bradbear. 2010).

Tableau 01 : Principaux types des pesticides (Bradbear. 2010)

Principaux types de pesticides Cibles (especes
tues)

Rodenticides Rats et souris

Fongicides Champignons

Acaricides Acariens

Herbicides Plantes

Insecticides

Il existe quatre groupes principaux d’insecticides: | Insectes
Hydrocarbure chloré (insecticide organochloré) Phosphates
organiques (composé organophosphoré) Carbamates
Pyrethroides

Nématicides Nématodes

Molluscicides Mollusques,
limaces, escargots

Bactéricides Bactéries des étres
humains et d’autres
animaux
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En général les substances actives sont classées en fonction de :

» lanature de I’espéce a combattre (premier systéme de classification).
» la nature chimique de la principale substance active (deuxieme systeme de
classification). (Calvet R. 2005).

11.1.2 Utilisation des pesticides

Dans I’agriculture : les pesticides sont utilises pour lutter contre les insectes, les
parasites, les champignons et les herbes estimés nuisibles a la production et a la
conservation de cultures et produits agricoles ainsi que pour le traitement des locaux.
(Ayad-Mokhtari. 2012).

Dans le domaine de la protection des végétaux 1’utilisation des pesticides s’avere
indispensable pour soigner ou prévenir les maladies des organismes vegétaux. (Detroux.
1996).

11.1.3 Impact des pesticides sur les abeilles

Depuis ces derniéres années, les populations d’abeilles connaissent un déclin
manifeste et alarmant. Le syndrome de 1’effondrement des colonies a été identifié comme
un probléme majeur au début des années 1990. Depuis, on parle d’une véritable « crise de
la pollinisation » due a I’extinction localisée de pollinisateurs, voir a un déclin du nombre

et de la viabilité des espéces pollinisatrices a 1’échelle mondiale. (Abrol. 2012).

L’un des principales raison et 1’utilisation des pesticide toxique pour les abeilles, tel
que des insecticide et herbicide en bordure des champs, pratiques qui détruisent les fleurs
sauvages desquelles se nourrissent les abeilles. Le dernier facteur peut affamer les abeilles
(Tirado et al., 2013).

I11.1.4 Les insecticides

La plupart des insecticides couramment utilisées aujourd’hui sont des neurotoxiques
agissant sur le systeme nerveux des organismes cibles. Parmi les quelques insecticides ne
ciblant pas le systeme nerveux figurent des régulateurs de croissance, tels que les
inhibiteurs de synthése de chitine, ou des molécules agissant sur le systéme respiratoire.
Les insecticides neurotoxiques sont classés en différentes familles chimiques et agissent

sur divers récepteurs Speécifiques. (Julie. 2013).

11



Chapitre 11 : Pesticides et Biosurveillance i

11.1.4.1 Les voies de pénétration
L’intoxication des abeilles par les produits phytosanitaires peut se produire par trois voies

d’intoxication différentes :

e Par contact avec I’insecticide : les abeilles peuvent étre aspergées directement par
le produit ou butiner des fleurs traitées qui contiennent des résidus. (Metas. 2006).

e Par ingestion de produits contaminés (nectar, pollen, eau, miellat). La colonie
entiere peut alors étre concernée, puisque les butineuses raménent a la ruche des
produits contaminés, qui vont servir a 1’alimentation des larves et de congénéres
adultes. (Bourg. 2006 ; Metas. 2006).

e L’exposition par I’inhalation dépend de la concentration dans I’air, du débit
respiratoire et du temps et fréquence de I’exposition. Actuellement, il n’y a aucune
étude qui estime 1’apport de la voie inhalée a I’exposition totale aux pyréthrinoides.
(Leng et al., 1997).

11.1.4.2 Impact des insecticides

Les abeilles vivant et butinant a proximité de cultures agricoles peuvent étre
exposées aux insecticides, notamment durant le printemps et 1’été. La période de plantation
soumet les abeilles a un fort risque d’exposition car une fraction du traitement insecticide
épandu est directement dispersée dans 1’environnement proche sous forme de poussiéres et
de particules volatiles contenant de fortes concentrations de la molécule chimique
(Krupke et al., 2012). Des études ont été réalisés sur les effets nocifs des insecticides sur
la flore (Maja et al., 2009) mais aussi sur la faune tel que les abeilles (Decourtye et al.,
2011) ou il ont montrés la présence des résidus des insecticides non seulement sur 1’espéce

mais aussi sur les produits de la ruches(miel, cire). (Maja et al., 2009).

11.1.4.2.1 Impact des insecticides sur la flore

L’insecticide est distribu¢ via la seve, dans toute la plante, assurant ainsi une
protection de tous les tissus contre les insectes ravageurs dits piqueurs- suceurs. Cette
technique a pour buts de concentrer le produit utilisé vers les parties de la plante ou les
insectes nuisibles sont les plus abondants, et de réduire les risques d’exposition des
organismes non ciblés en comparaison avec les applications par pulvérisation (Charvet et
al., 2004; Thompson. 2010).

12
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11.1.4.2.2 Impact des insecticides sur la faune (les abeilles)

Les pesticides peuvent perturber certaines fonctions physiologiques chez 1’abeille,
notamment la thermorégulation et 1’activité musculaire (Belzunces et al., 2012). La
thermorégulation (controle de la température corporelle) implique la thermogénése, par
contraction tétanique de muscles alaires, et la thermolyse, par battements des ailes et
évaporation de la chaleur, deux processus exercés a I’échelle individuelle et a I’échelle de

la colonie (Belzunces et al., 2012).

11.1.4.2.3 Exposition soudaine a courte terme (toxicité aigue)

Les produits phytosanitaires peuvent engendrer une toxicité sur les insectes
pollinisateurs & court terme mais egalement une toxicité différée, avec des réactions
sublétales. Le symptdme typique d’une intoxication aigu€ est un dépeuplement rapide de
la colonie avec la mort des individus (Metas. 2006).

La toxicité aigué est induite par une exposition ponctuelle & une dose importante de
Pesticide susceptible d’entrainer des effets immédiats ou rapprochés tels que la
manipulation des produits non dilués. La toxicité aigué des substances chimiques est
¢évaluée a I’aide de tests réglementaires réalisés sur des animaux de laboratoire. La notion
retenue est celle de la dose Iétale 50 (DL50) correspondant a la quantité de matiere active
qui, administrée en une seule fois, par ingestion, inhalation ou voie cutanée, entraine la
mort de 50% des animaux traités. (ORSB. 2001).

11.1.4.2.4 Exposition a long terme (La toxicité chronique)

Lorsque les abeilles sont exposeées a des doses moindres que la dose létale, des
perturbations peuvent se mettre en place a plus ou moins long terme, concernant la
physiologie de D’abeille (longévité, développement, immunit¢) ou son comportement

(mobilité, apprentissage, alimentation, orientation). (Mackowiak. 2009).

1.2 Biosurveillance

Actuellement la collaboration entre les scientifiques et les gestionnaires de
I’environnement ont permis le développement d’outils d’évaluation éco toxicologique plus
specifiques basés sur deux approches complémentaires, les bio indicateurs et les

biomarqueurs (Viarengo et al., 2007)
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11.2.1 Définition d’un bioindicateur
Bioindicateurs ont été utilisés pour caractériser la biodisponibilité environnementale des

polluants métalliques (bioindicateurs d’exposition) et la biodisponibilité toxicologique
(biomarqueur d’effet) de I’ensemble des contaminants des sites étudiés dans le programme
Bioindicateur 2 (Péres et al., 2011).

Selon la définition de Banaru et Perez (2010), reprise par plusieurs autres auteurs, un
bioindicateur est un «organisme ou ensemble d’organismes qui, par référence a des
variables biochimiques, cytologiques, physiologiques, éthologiques ou écologiques,
permet, de facon pratique et slre, de caractériser 1’état d’un écosystéme ou d’un
écocomplexe et de mettre en évidence aussi précocement que possible leurs modifications,
naturelles ou provoqueées» (Banaru et Perez, 2010).

Le recours aux bioindicateurs constitue donc « une mesure indirecte, substitutive, d’un

Phénomeéne écologique» (Landres et al., 1988).

11.2.1.1 Intérét des bioindicateurs

Les bioindicateurs peuvent étre définis et classés selon leur mécanisme d’action. D’abord,
certains permettent de quantifier I’exposition aux polluants grace a leur capacité¢ de
bioaccumulation, ce sont les Bioaccumulateurs (Kaiser. 2001). Ce phénomeéne de
résistance aux changements environnementaux (Marques. 2009) permet de surveiller
I’évolution d’une contamination (Kerckhove. 2012).

Le recours a la bio-indication présente plusieurs avantages par rapport aux moyens de
mesure instrumentaux traditionnels. D’abord, [’utilisation des bioindicateurs est
financierement plus économique puisqu’elle permet généralement d’éviter d’employer du
matériel technologique colteux (Markert et al., 2003) et d’économiser du temps
(Carignan & Villard., 2002).

Le choix de I’espece sentinelle sur laquelle les marqueurs biologiques seront mesurés
est essentiel. Elle constitue un compromis entre les exigences scientifiques et les critéres de
faisabilité de terrain. Une espéce bioindicatrice doit avant tout étre disponible, sensible,
facile a prélever et bien refléter la qualité de son environnement (Bocquené et Galgani.,
2004). L’abeille représente un véritable témoin de la qualité de I’environnement, elle
mérite le titre de « sentinelle de 1’environnement » (Perugini et al., 2011 ; Lagadic et al.,
1998; Elliott et al., 2011).

14
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11.2.2 Biomarqueurs
Le terme biomarqueurs désigne « les changements observables ou mesurables de

certains parametres moléculaires, biochimiques, cellulaires ou physiologique qui révélent
une exposition présente ou passée de ’organisme a au moins une substance a caractere
polluant ». (Lagadic et al., 1997).Compte tenu du nombre élevé de variable biochimiques,
moléculaires, cellulaires et physiologique qui peuvent étre utilisées en tant que

biomarqueurs de pollution (Van Der Oost et al., 2003).

Ils mesurent 1'interaction entre un systeme biologique et un agent environnemental.

Ils peuvent étre chimiques, physiques ou biologiques (Who. 1993)

Les biomarqueurs présentent des avantages certains pour la biosurveillance de la
pollution, il existe néanmoins un certains nombre de criteres auxquels ils doivent répondre

pour pouvoir étre applicable sur le terrain (Ait-Aissa et al., 2003 ; Braia. 2009).

11.2.2.1 Classification

Il existe des biomarqueurs « spécifiques », adaptés a la détection d’un polluant donné
et des biomarqueurs « non spécifiques » qui integrent les effets de différents facteurs de
stress. (Lagadic et al., 1997).

11.2.2.2 Les biomarqueurs d’exposition
Ils refletent I’exposition d’un organisme, d’une population, d’une communauté a un

contaminant ou un groupe de contaminant (Delpage. 1994).

11.2.1.1.1. Acétylcholinestérase (AChE) biomarqueur de neurotoxicité

Est une enzyme impliquée dans les mécanismes de transmission de I’influx nerveux
a travers I’organisme (Boquené. 1997). L’utilisation de I’inhibition de 1’activité AChE a
été largement utilisée dans les études de biosurveillance comme étant un indicateur de
neurotoxicité, caractéristique de ’exposition a des substances a caractere neurotoxique
telles que les pesticides de tout genre (Labrot et al., 1996 ; Cajaraville et al., 2000 ;
Fluton & Key., 2001 ; Dellali et al., 2001 ; De la Torre et al., 2002).

11.2.1.1.2. Glutathion S transférase (GST)

la GST représente une famille des enzymes substrats spécifiques qui catalysent la
conjugaison du GSH avec les xénobiotiques dans la phase Il de métabolisation favorisant
leur élimination de I’organisme (Leaver et al., 1992 ; Malmezat et al., 2000). Ces
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substrats peuvent étre des molécules endogénes, mais aussi des xénobiotiqgue comme les
pesticides. (Habig et al., 1974 ; Vijayan Magesh et al., 2017 ; Yu Cheng Zhu et al.,
2017).

11.2.2.3 Les biomarqueurs d’effet
Ils traduisent I’altération d’un organisme, d’une population, d’une communauté a un
contaminant ou un groupe de contaminants. Ce qui ne permet pas de fournir des

indications selon la nature de la contamination (Delpage. 1994).

11.2.2.4 Biomarqueur de sensibilité

Ce sont des composés qui traduisent les variations de la sensibilité. Cette variation
peut étre une diminution de la sensibilité. Elle est alors appelée résistance. Cette derniere a
été beaucoup étudiée chez plusieurs espéces du milieux différents (Beatrice Gagnair et
al., 2010 ; SIFI K et al., 2007) , il existe des biomarqueur de sensibilité tel que
glutathion s transférase(GST) (Vijayan Magesh et al.,2017) et les monooxygénases du
cytochrome P450 enzyme qui joue un rdle important dans la premiere phases de
détoxification pour métaboliser les xénobiotiques, y compris les composés phytochimiques
et insecticides (Mao et al., 2009). La plupart des insectes contiennent 80 genes du
cytochrome P450 ou plus alors que A. mellifera n'a que 46 génesP450 (Claudianos et al.,
2006).

11.2.2.5 Les biomarqueurs de défense
IIs traduisent une acclimatation/adaptation au stress comme la mise en place chez les
organismes exposé de divers mécanismes de détoxification et de métabolisation des

xénobiotiques (De Lafontaine et al., 2000).

11.2.2.6 Les biomarqueurs de dommage

Ils traduisent un véritable dommage quantifiable chez 1’oranganisme exposé¢. Ces
biomarqueurs peuvent étre de différents types comme par exemple 1’inhibition de I’activité
ACHE, le dommage a I’ADN, et perturbation de reproduction. (De Lafontaine et al.,
2000).
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11.2.1.6 Mécanisme d’action du systéme de détoxification
a-Phase |

Les réactions de phase | permettent I'inactivation des composés toxiques et font intervenir
majoritairement des réactions d'oxydation, de réduction, et dhydrolyse, Ila
biotransformation de nombreux produits chimiques impliquent de nombreux processus
Oxydatifs. Un tres grand nombre de réactions d'oxydation est catalysé par des cytochromes
P450 (De Franco. 2009).

b-Phase 11

Lors de la phase Il, les molécules toxiques ou les métabolites intermédiaires de la phase |
subissent une conjugaison. L'association avec un transporteur polaire endogene permet la
génération de conjugués plus hydrosolubles et donc plus facilement excrétés (De Franco.
2009).
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I.Présentation de matériel Biologique
On a réalisé une toxicité d’un produit phytosanitaire décis EC 25 dont la matiere active est
la deltaméthrine sur I’abeille Apis mellifra intermissa, elle est de grande de taille et a
pigmentation uniformément foncée avec quelque fois de nombreux éclaircissement peu
nets sur les tergites abdominaux et scutellum. La longueur de la langue est de 6.5 mm en
moyenne. Le tomentum est étroit ; la pilosité est courte ; I’indice cubitale est trés variable

(2.2 mm en moyenne). (Ruttner. 1975).

I1.Echantillonnage et collecte des abeilles
L’¢échantillonnage a été réalisé de fagon aléatoire sur une ruche a hausse et sur les abeilles
butineuses, la station du ruche située au niveau de ’université Djilali Bounaama khemis
Miliana, loin des terres agricoles qui utilisée les pesticides, donc les abeilles sont en bonne
état sanitaire, le prélevement se fait au niveau de I’entrée de la ruche a la main a 1’aide des

boites de plastique.

Figure 03 : Echantillonnage des abeilles Figure 04 : le site des ruches des abeilles

(Photo personnel) (Photo personnel)
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I11.Présentation du traitement d’étude

I11.1 Décis EC 25 (Deltaméthrine)
La deltaméthrine la matiere active du DECIS est un insecticide de la famille des
pyréthrinoides qui agit principalement au niveau des canaux sodium des fibres nerveuses

qu’elle bloque en position ouverte. (Rey. 2012).

1.2 Structure moléculaire

La Deltaméthrine (C22H19Br2NO3), a été synthétisée en 1974 puis commercialisée en
1977 (Leahey. 1985). Nom commun DECIS EC 25, et le nom Chimique [1R-[10(S*),3a]-
cyano (3-phenoxyphenyl) methyl 3-(2,2dibromoethenyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate, parmi les pyréthrinoides, celle-ci est considérée comme
la plus toxique, car elle n’est ni jamais complétement dégradé ni rapidement métabolisée

et de ce fait s’accumule dans les lipides (Sayeed et al., 2003).

La deltaméthrine a un temps de demi-vie compris entre 32 et 53 jours, mais dans une eau

de mare faiblement acide (pH=5), ce temps dépasse 3 ans (Adamou et al., 2010).

L’¢état physique est liquide, Poids moléculaire 505,2g/mol. T° de fusion : 100-102C°,
solubilité dans 1’eau 0,0002 mg/l, UV/VIS absorption max At 267,271 and 278nm.

Figure 05 : Structure moléculaire de la Deltaméthrine (ANSES. 2010).
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I11.3  Utilisation de deltaméthrine

La deltaméthrine est trés employée dans le secteur agricole et forestier et ce depuis qu’elle
a prouve son efficacité vis-a-vis de nombreux insectes (Villarini et al., 1998). La
deltaméthrine est aussi utilisée dans les programmes de controle de la malaria dans les
pays concernés (Yadav et al., 2001). Elle y est aussi utilisée pour imprégner les

moustiquaires (Darriet et al., 1998).

111.4 Le mode d’emploi

Les agriculteurs utilisent cette molécule sur toutes cultures (cultures légumiéres, céréales,
plantes oléagineuses...), arbres fruitiers, cultures forestiéres (Cluzeau & Paternelle., 2000
; Worthing. 1979; Nabti. 2015).

I11.5 Mode d’action de deltaméthrine
Le mode d’action doit étre essentiellement central dans 1’action, ot au moins provenir des

centres nerveux supérieurs du cerveau.

La mort des insectes semble étre due a des dommages irréversibles au systéme nerveux

survenant lorsque I’empoisonnement dure plus de quelques heures.(Hasibur et al.,2014).

Figure 06: Présentation de DECIS EC 25 (photo personnelle).
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IVV.Méthode de travail expérimentale
Principe :
Le présent travail a pour but d’évaluer le systéme de détoxification chez les abeilles
algériennes par une toxicité aigue du DECIS par la voie orale ou d’ingestion avec une dose
létale (DL50) de 20.92 ppm obtenu aprés 24h d’exposition du méme traitement au
laboratoire d’animale appliquée (Nabti. 2015).

Nous avons réalisé une toxicité sur 6 lots divisés en trois séries témoins et trois traités ces
derniéres sont placées dans des vers en plastique a une hauteur de 6.5 cm et un diamétre de
4 cm couvrant par un Tilos , aprés on a dessiné un cercle avec un marqueur rose sur la face
de ventilation afin de verser tout doucement une goutte du sirop contaminé apres un jeln
de 2 heures (OECD/OCDE.1998a ); Un deuxiéme lot considéré comme des series
témoins sont met dans des cadres en plastiques avec ces dimension
(longueur*largeur*hauteur) (15.5*10.5*10.5) bien ventilée. Apres les étapes de
I’administration du produit nous avons réalisé un dosage enzymatique de la GST selon
Habig et al (1974).

La méthodologie de notre travail est schématisée dans la figure suivante :
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[ Echantillonnage : Abeilles ]

!

Type d’abeille locale :
Ouvriére d’Apis mellifera
intermissa

active (deltaméthrine)

Iy

20,92 Apres
DLS0 ] 24h

U

La voie de pénétration du
traitement : Orale

U

[ Evaluation du systeme de détoxification pendant 24h, 48h, 72h, ]
96h

U

{ Toxicité aigue d’un insecticide Décis Ec 25 dont la matiére J

[ Biosurveillance par deux approches complémentaires J

Utilisation
d’un
bioindicateur

Utilisation
d’un
biomaraueur

\ 4 A4

{ Dosage de I’activité de la GST un J

biomarqueur de détoxification

Figure 07: Méthode expérimentale de toxicité d’un insecticide de la famille chimique des

pyréthrinoides a 1’égard d’Apis mellifera intermissa
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V.Présentation de matériel d’analyse

V.1  Matériel expérimentale
Plusieurs matériels expérimentales a été utilisé: béchers, pipette 1000pul, micropipette

100ul, balance de précision, ph métre, agitateur, centrifugeuse a froid, broyeur a ultrasons,

baros, fiole, spectrophotomeétre, éppendorfs, boite de pétrie, matériels de dissection.

A. Agitateur B. Balance de précision C. pH métre

D. Centrifugeuse a froid E. Broyeur a ultrasons

Figure 08 : Matériels utilisés dans le travail expérimental (A; B; C; D; E) (photo

personnel).

V.2  Produits utilisés
GSH (glutathione réduit), CDNB (chlorodinitrobenzéne), NaOH, HCI, Tampon phosphate,
éthanol, paraffine, BBC (bleu brillant de Coomassie).
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V1.Protocol expérimental
Afin de déterminer I’activité de GST, on a respecté les étapes suivantes de Habig et al

(1974) et (OCDE) pour I’application du traitement.

V1.1 Méthode d’application du DECIS EC 25

VI1.1.1 Application orale

Avant le traitement, les abeilles sont soumises a jedn pendant 2 heures dans une enceinte
climatisée a une température de 25° + 2°C, et une humidité de 50 a 70%. Ainsi que
I'obscurité, pour favoriser le phénomene de trophallaxie (échange de nourriture) et ce afin
d’induire un méme niveau d’appétit. Chaque abeille est nourrie de 10 pL d'une solution
de sucre (saccharose) et 10 pL de traitement (Décis Ec 25+1’eau distille) qui est le produit

a examiner avec une concentration de 20.92 ppm, a été détermine par 1’équation suivante :

C1*V1=C2*V2 J

» C1 25000ppm

» V1 volume du contaminant en pL.
» C2 Doses utilisé (20 ,92ppm)
» V2 Volume de I’cau distille utilise




Matériels et méthodes

VI1.1.2 Valeur de la DL50 des abeilles
Une valeur de la DLs0=20.92ppm de DECIS EC 25 a été administrés oralement sur les
abeilles d’Apis mellifera intermiss (Nabti. 2015 ; OECD/OCDE. 1998).

V1.2 Dissection et conservation

V1.2.1 Dissection

Pour une anesthésie naturel nous avons met 1’échantillon dans le congélateur pendant
2min, apres on le fixe latéralement (Apis mellifera intermissa) dans une boite de pétrie sur
(paraffine) avec des pinces, on a réalisé la dissection des différents organes (séparation de

la téte du reste du corps) en utilisant un ciseaux. Les corps sont conservées dans un 1 ml de

tampon phosphate pour le dosage du GST.

Figure 10 : Dissection d’une abeille (A ; B) (photo personnelle).

V1.2.2 Préparation de solution de conservation (Tampon phosphate)

On a mesure avec une balance de précision 4.451g de NaH2PO4 et 4.751g de Na2H2PO4
et on ajoutant a chacun 125ml de I’eau distillé, et leur rendre a I’aide d’un PH meétre une
valeur de PH a 6.5 (on a ajouté quelque goutte d’HCI). On ajouté un volume de 1 ml de

cette solution pour chaque échantillon.
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Figure 11: Mesure de pH de tampon phosphate (solution de conservation).

V1.3 Dosage de glutathion S transférase GST

La mesure de l'activité des GSTs consiste a fournir a I'enzyme un substrat (en général du
chlorodinitrobenzene (CDNB), qui réagit facilement avec de nombreuses formes de GST et
du glutathion. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation d'une
molécule nouvelle qui absorbe la lumiére a 340 nm de longueur d'onde. 1l est possible de
quantifier cette absorption au moyen d'un spectrophotomeétre et la valeur de la densité
optique mesurée a 340 nm est directement proportionnelle a la quantité de conjugué
formée, elle-méme liée a l'intensité de l'activité GST (Habig et al., 1974). En vue de
I’estimation de D’activité spécifique de GST, les corps (sans tétes) des abeilles adultes
témoins et traités sont homogénéisés dans 1ml de tampon phosphate! (0,1M; pH6) broyage
manuel a ’aide d’un micro ciseaux aprés a ’aide d’un broyeur a ultrasons (92-1IDN).
L’homogénat ainsi obtenu est centrifugé (13000 tours/min pendant 30 min), et le
surnageant recupeéré servira au dosage enzymatique de la GST. Les mesures de 1’activité
GST globale ont été réalisées en utilisant le CDNB (1-Chloro, 2,4-Dinitro Benzéne) qui est
un substrat des différentes isoenzymes de la GST, ce qui permet la mesure globale des
activités GSTs. Le protocole de dosage est réalisé comme suit : une fraction du surnageant
20pl et ajout a 50ul de CDNB et 100 ul GSH dans 830pul tampon phosphate (PH=6,5). La
lecture se fait par un blanc préparé dans méme condition sans le surnageant ; les densités
optiques sont mesurées toutes les minutes pendant 5 min a 340 nm dans

spectrophotometre.

26



Matériels et méthodes TN e ” X

V1.3.1 Préparation des solutions d’analyses

0.0765g de GSH+25ml de I’eau distillé 0.0057g de CDNB+1.25ml de 1’éthanol

*Pour le blanc :

[ 830uL tampon phosphate ] [ 100uL de GSH ] [ 50ulL de CDNB ]
Nl -/
—~

*Pour I’échantillon, on ajoute a la cuve :




V1.4 Dosage des protéines

La quantification des protéines a été faite selon Bradford (1976) sur une fraction aliquote
de 0,1 ml de I’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 I’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 a I’aide d’un spectrophotometre, et la gamme d’étalonnage

réalisée a partir d’une solution d’albumine a 1 mg/ml.
VIl.Analyse statistique

Les données sont représentées par la moyenne plus ou moins 1’écart type et des taux
établies sur les nombres des répétitions précisés dans les figures et les tableaux.

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel MINITAB version 16.01 Fr.
Les résultats obtenus par le dosage de biomarqueur subissent une analyse analyse de la

variance a un et deux critéres de classification.

28



(@

RESULTATS
ET

INTERPRETATION

/




Résultats & Interprétation " & v il Baay

I. Résultats & Interprétation
I.1. Choix de la dose létale DLso
La CL50 (20,92ppm) du DECIS 25 a été obtenu par Djahida Nabti. 2015. Un effet

tres nocif a remarquable apres une pénétration orale de ce xénobiotique (Nabti. 2015)

traduisant par une mortalité importante chez les adultes d’Apis mellifera intermissa.

Aprés une exposition de 24h avec le DECIS EC25 a différentes concentrations les
mortalités observées sont corrigees par la formule d’abbott (1925) qui montre I’effet réel
des différentes concentrations. Une transformation angulaire des mortalités corrigees a éte
effectuée. Par la suite une transformation des moyennes des mortalités corrigées en probits
et les concentrations testées en logarithmes décimaux a été réalisée en déterminant
I’équation de la droite de régression mentionnée dans le tableau 2 dont le coefficient de
détermination (R2=97) révéle une liaison trés forte entre les probits et les logarithmes
décimaux. Les concentrations Iétales CL50 sont estimées a partir de 1’équation et la droite
de régression (Tableau 02).

Tableau 02: Toxicité du DECIS EC25 (ppm) a 1’égard des ouvrieres d’A. mellifera
intermissa apres une exposition orale de 24h : analyse des Probits de la CL50. (Nabti.
2015)

Traitement Droite de régression Slope CI 50(1C)

DECIS EC 25 Y=3,27+1,31 X 5, 34 20,92 ppm
(Déltamethrine) | R?=97%
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Normal Probability Plot of the Residuals
(response is Probits)

Percent
3
.

-0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3
Residual

Figure 13 : Droite de régression des probits des moyennes de mortalité corrigée des
ouvriéres (exposition orale de 24h) en fonction des logarithmes décimaux des
concentrations. Nabti. 2015.

1.2. Dosage de protéine

Le dosage de glutathion a été mesurés au niveau d’organe (Corps entier de 1’abeille)
des adultes femelles d’Apis mellifera intermissa témoins et traités. La quantification des
protéines a été mesurées a partir de la droite de régression de la courbe de référence
exprimant I’absorbance en fonction de la quantité d’albumine (Tableau 03) représentent les

droites utilisées pour le calcul des taux de protéines.

Tableau 03: Dosage des protéines, réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6

Solution d’albumine

0 20 40 60 80 100
(W)

Eau distillée (pl) 100 80 60 40 20 0

Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
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1.3. Effet de Décis EC 25 (deltaméthrine) sur P’activité de Glutathion-S transférase
GST
Apres une exposition du DECIS EC 25 de 24h, 48h, 72 et 96h respectivement a une

concentration de (20.92 ppm).

Les résultats statistiques montrent une induction et augmentation de I’activité

enzymatique durant le temps (UM/mg de protéines).

Les glutathion S-transférases (GST) enzyme utilisé par les insectes pour détoxifier
les insecticides (Carvalho et al., 2013). Les estérases détoxifient de nombreux insecticides
organophosphoreés et pyréthrinoides en hydrolysant les fragments esters et en fabriquant
des produits plus hydrophiles et moins toxiques (Dauterman. 1976). Les GST jouent
également un role dans la défense antioxydant et améliorent les effets du stress oxydatif de

I'exposition aux insecticides (Yunchuan et al., 2005).

Les tableaux (04, 05, 06 et 07) ensuite les figures (14, 15, 16 et 17) représentent les

résultats statistiques de 1’effet de ce traitement sur les abeilles d’Apis mellifera intermissa.

1.3.1 Effet de Décis EC 25 (deltaméthrine) sur D’activité de Glutathion-S transférase
GST pendant 24h d’exposition

Les reésultats statistiques révelent une valeur de I’activité de la GST des traitées qui
est de (5.0038+0.0091uM/mg de protéines) par rapport au témoin qui est réduit
(3.7910+0.0055uM/mg de protéines), ensuite nous avons enregistré une moyenne de la
GST de I’abeille traitée qui est de (4.4158 + 0.154puM/mg de protéines) comparativement
a la moyenne de témoin (3.9020+0.0058uM/mg de protéines), et pour la troisieme activite
on remarque une valeur importante de 6.2260+0.052 uM/mg de protéines contrairement
a lactivité spécifique du GST de témoin (2.6090+0.015uM/mg de protéines)
1.3.2 Effet de Décis EC 25 (deltaméthrine) sur P’activité de Glutathion-S transférase
GST pendant 48h d’exposition

Apres une exposition de 48h, I’activité enzymatique chez 1’abeille traitée est de
4.2298+ 0.0161uM/mg de protéines comparativement au témoin qui présente une valeur
minimale (1.2578+0.033 pM/mg de protéines), et pour la deuxieme activité estimée on
remarque qu’il ‘y a une légere reprise de (2.7280+0.008pM/mg de protéines), par rapport

au lot témoin (2.6351+0.0052 uM/mg de protéines), et le troisiéme lot on a obtenu une
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moyenne de4.0290+0.0100uM/mg de protéines par rapport la moyenne de témoin
(1.8620+0.0051 pM/mg de protéines).

1.3.3 Effet de Décis EC 25 (deltaméthrine) sur Pactivité de Glutathion-S transférase
GST pendant 72h d’exposition

Les valeurs obtenus apres 1’exposition de 72h, révelent une augmentation de la GSt
(5.0400+0.147uM/mg de protéines) par rapport le témoin (4.2891+0.123 puM/mg de
protéines), de méme pour le deuxiéme lot du traitée (4.2930% 0.125uM/mg de protéines)
par rapport au témoin ou on a enregistré une valeur de GST de (4.1130+0.058uM/mg de
protéines), et finalement nous avons signalé une moyenne de chez 1’abeille exposé par le
DECIS EC 25 de (3.4630+0.069uM/mg)

1.3.4 Effet de Décis EC 25 (deltaméthrine) sur D’activité de Glutathion-S transférase
GST pendant 96h d’exposition

Les valeurs de la GST comprise entre 4.102+0.166 et 4.322+0.119 des traités
comparativement aux témoins variant de 2.152+0.087 et 2.836+0.096 uM/mg de protéines
Les effets nocif de cette molécule stimule I’action de la GST par une augmentation de
’activité enzymatique de cette dernier ce qui est expliqué par I’action direct de ce polluant
sur les abeilles. Ceci a été démontré par plusieurs auteurs et sur plusieurs especes (Sifi et
al., 2007; Ferrari et al., 2007).

I.4. Analyse de variance de I’effet de DECIS EC 25 aprés 24h d’exposition

La détermination de ’activité de GST a été réalisée par ’application de formule de

Habig et al (1974).
L’analyse statistique par ’ANOVA 1 présenté dans le tableau (analyse de variance un
critére de classification) révéle une différence hautement significatif (p<0.001***) entre
les lots témoins et traitées, une moyenne de 6.226+0.015uM/mg de protéines (R3) chez les
abeilles traitées comparativement a la moyenne des témoins qui est de 2.609+0.052
HM/mg de protéines (Ra).

L’exposition de la molécule présente des effets nocifs traduisant par une activité
importante de la GST ceci a été observé de fagon alarmante au niveau du troisieme lots des
abeilles testé .la toxicité aigue par la méme dose létal (20,92ppm) confirme 1’action direct
de ce pyréthrinoide, comparativement aux autres lot son on noté un intervalle de cette

activité comprise les lots traitées de R1 (5.0038+0.0055 pM/mg de protéines) et R2
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(4.4158+0.0058 uM/mg de protéines).contrairement aux témoins ou on a signalé des
moyennes de 1’activité enzymatique variant de (figure 14).
Tableau 04: Toxicité du DECIS EC 25 a I’égard des ouvrieres d’A. Mellifera intermissa

apres 24h. L’analyse de la variance a un critére de classification.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Factorielle 1 23.935 23.935 26.62  0.000***
Résiduelle 10 8.992 0.899

Totale 11 32.927

H Temoins

i Traitées

Activité enzymatique des GST chez Apis mellifera
intermissa (um/mg de protéine)

R1 R2 R3

Période d'exposition par la deltamethrine a 24h

Figure 14: Activité du GST (uM/mg) apres une exposition de Décis EC 25 chez les
adultes femelles de Apis mellifera intermissa (m+CE; n= 3) aprés 24 h.
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I.5. Analyse de variance de Dl’effet de Décis EC 25 (deltaméthrine) apres une

exposition de 48h

Le tableau présente ’ANOVA 1 Aprés 48h d’exposition on a enregistré une
moyenne de (4.2298+0.0161pM/mg de protéines) de (R1) par rapport au série témoins qui
présente une valeur de (1.2578 +0.033uM/mg de protéines), la comparaison des différents
activités du GST par 1’analyse a révele une différance significative avec une valeur de ( p=
0.034*) (P<0.05%*).I’études comparative de la GST des différents lots traitées révélent une
induction de ce biomarqueur de détoxification(tableau 05)(figure 15), ce qui est expliqué
par I’action stimulatrice de ce insecticide sur I’espéce d’Apis mellifera intermissa .Ce qui
justifie que la GST joue également un réle dans la défense antioxydante et améliorent les
effets du stress oxydatif de I'exposition du DECIS EC 25 comme insecticide de la famille

chimique des pyréthrinoides (Yunchuan et al., 2005).

Tableau 05: Toxicité du DECIS EC 25 a I’égard des ouvriéres d’A. Mellifera intermissa apres

48h: L analyse de la variance a un critére de classification.

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Factorielle 1 4.994 4.994 5.99 0.034*
Résiduelle 10 8.345 0.834

Totale 11 13.339
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2 H Témoins

protéine

1.5 - M Traitées
1 .

0.5 A

Apis mellifera intermissa uM/mg de

Activité enzymatique du GST chez

0 -

R1 R2 R3
Période d'exposition par la deltaméthrine a 48h

Figure 15: Activité du GST (UM/mg) apres une exposition de DECIS EC 25 a une
DL50=20 ,92ppm chez les adultes femelles de Apis mellifera intermissa (m+CE ; n=3

chaque lot contient 10 abeilles) aprés 48 h.

1.6. Analyse de variance de D’effet de Décis EC 25 (deltaméthrine) aprés une

exposition de 72h

Le résultat obtenu (tableau 06) sur I’activit¢ de GST montre une moyenne de
(5.04£0.147uM/mg de protéines) de (R1) comparativement a une série témoin
(4.2892+0.123uM/mg de protéines), I’analyse statistique par ’ANOVA 1 révéle une
différence hautement significative (P<0.001***).la figure 16 présente les effets du DECIS
EC 25 a I’égard des ouvrieres d’Apis mellifera intermissa ou on signalé une légére
augmentation(4,2930+0.125 uM/mg de protéines) chez les séries traité du deuxiéme lots
testé avec les témoins(4.1130+0.058 uM/mg de protéines) ce qui est probablement due au
systetme de détoxification de cet enzyme qui fait la dilution de ce polluant et I’action
immunitaire des abeilles.des moyennes de ’activité du glutathion-s transférase (GST)
réduits a été enregistrés chez les différents lots témoins(3.4630uM/mg de protéines ;

2.3960uM/mg de protéines) respectivement.
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Tableau 06: Toxicité du DECIS EC 25 a I’égard des ouvrieres d’A. mellifera intermissa

aprés 72h. L’analyse de la variance a un critére de classification (ANOVA 1)

Sources de variation DDL SCE CM Fobs P
Factorielle 1 17.749 17.749 31.71 0.000***
Résiduelle 10 5.598 0.560
Totale 11 23.347

6 -

5
g4
:5-’.-
e
o
o 3
E" H Témoins
< y
s> i Traitées
3

Activité enzymatique du GST chez Apis mellifera
intermissa

R1 R2 R3
Période d'exposition par la deltaméthrine a 72 h

Figure 16: Activité du GST (UM/mg) apres une exposition de Décis EC 25 avec la DL50
(20,92 ppm) chez les adultes femelles de Apis mellifera intermissa (m+CE ; n= 3 ; chaque
lot contient 10 abeilles) apres 72 h.
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.7. Analyse de variance de D’effet de Décis EC 25 (deltaméthrine) aprées une

exposition de 96h

Concernant les résultats obtenus aprés I’exposition de 96h la moyenne des traitées
(4.322+0.119 uM/mg de protéines) (R2) par rapport une série témoin 1.438+0.085uM/mg,

révele une différence significative avec une valeur de 0.012 (P<0.05%*).

L’activité enzymatique de la GST a été noté par une augmentation apres une
exposition aigu du méme traitement.les moyennes enregistrées chez les lots traitees
variant de (4.155+0.204 puM/mg de protéines; 4.322+0.119 pM/mg de
protéines ;4.102+0.166 uM/mg de protéines) comparativement aux témoins qui présente
des valeurs réduits (2.152+0.0871 pM/mg de protéines; 1.438+0.088 uM/mg de
protéines; 2.836+0.096 uM/mg de protéines) expliquant 1’effet et 1’action direct de cette

molécule, le biomargueur montre 1’état de cette action.

Plusieurs chercheurs examinant et testant 1’état physiologique des abeilles par ce type de
toxicité par plusieurs pesticides comme herbicide selon (Déo-Gracias et al., 2017) apres
24h, 48h, 72h et 96h.

Tableau 07: Toxicité du DECIS EC 25 a I’égard des ouvrieres d’A. Mellifera intermissa

apres 96h : L’analyse de la variance a un critére de classification (ANOVA 1).

o DDL SCE CM Fobs P
Sources de variation
Factorielle 1 8.342 8.342 9.46 0.012*
Résiduelle 10 8.814 0.881
Totale 11 17.155
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Figure 17: Activité du GST (uUM/mg) aprés une exposition de DECIS EC 25 chez les
adultes femelles de Apis mellifera intermissa (m+CE ; n= 3 chaque lot contient 10 abeilles)

apres 96 h.

1.8. Comparaison de ’activité spécifique de la GST aprées 96h d’exposition par le
DECIS EC25 (Deltaméthrine)

Le tableau 08 montre que le DECIS EC 25 (Deltaméthrine) administré dans le sirop et
appliqué par la voie orale chez les abeilles Apis mellifera intermissa provoque une
augmentation significative (p=0,000***) de I’activité de la GST pendant 24h avec une
moyenne (5.2152+0.9234uM/mg de protéines) comparativement aux témoins
(3.434+0.7166uM/mg de protéines).

Suite a cela on observe une légére reprise de moyenne (3.6313+0.8685uM/mg de
protéines) aprés 48h d’exposition ceci été expliqué par la mise en place de systeme de
détoxification. La diminution de I’activité du GST est expliquée par le mécanisme
d’adaptation et de résistance chez les abeilles. Une différence significative (p=0,034%*)
entre les série témoins et traitées a eté signalée.

Aprés 72h, 96h on a noté une augmentation de I’activité de glutathion S Transférase
(GST) remarquable (4.2653+0.7888uM/mg de protéines), 4.193+0.1148uM/mg de
protéines respectivement. Les analyses statistiques révelent une différence hautement
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significative (p=0,000***) apres 72h d’exposition du méme traitement par rapport a 96h
d’exposition par la méme molécule qui présente une augmentation significative de
(p=0.012%).

Tableau 08 : Etude comparative des moyennes estimées chez les abeilles traitées et

témoins

Durée d’exposition (heures)

Traitement
24 48 72 96
Témoins \ (3)"7‘?‘6‘6* 1.9492 + 35993+ 1.0458 2.142 +
+SE 0.7389 0.6990
5.2152+ 3.6313 + 4193 +
Traitées 0.9234 0.8685 4.2653+ 0.7888 0.1148

1.9. Etude comparative de I’activité de la GST par PANOVA

Le tableau ci dessus présent les résultats statistique de ’ANOVA a I’aide de logiciel
MINITAB, facteurs traitement et temps a la fois et leur influence sur 1’activité
enzymatique chez les abeilles d’Apis mellifera intermissa. Les résultats statistiques
montrent une différence significative entre les deux lots étudiés traités et témoins avec une
valeur de (p <0.000***), au niveau de facteur temps, de plus nous avons aussi remarque
qu’il ya une signification par la présence de [I’insecticides traduisant (p=0.014) a été
enregistré, mais aucune signification n’a été signalé par au niveau de I’interaction des

deux facteurs (temps et traitement) (tableau 09, figure 18).
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Tableau 09 : Etude comparative de 1’activité de la GST chez les abeilles Apis mellifera

intermissa : Analyse de la variance a deux critéres de classification (ANOVA 2).

Sources DDL SCE CM Fobs P
Temps 1 14.3231 14.3231 23.46 0.000***
Traitement 3 8.8177 2.9392 4.81 0.014*

Interaction : Temps/traitement 3 1.6550 0.5517 0.90  0.461NS

Erreur résiduelle 16 9.7695 0.6106

Totale 23 34.5652

P: Niveau de significatif

NS: non significative

* Significative p<0.05

** trés significative p<0.01

*** Hautement significative p<0.001
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Figure 18: Activité du GST (uUM/mg) aprés une exposition de Décis EC 25 chez les
adultes femelles de Apis mellifera intermissa (m+CE ; n= 3 ; chaque lot contient 10
abeilles) apres 96 h.
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I1. Discussion

L’abeille domestique est un des principaux polinisateurs des plantes et des arbres
fruitiers entomophiles. L’impact de sa disparition serait désastreux pour I’agriculture et la
biodiversité. L’abeille est pourtant soumise durant toute sa vie & de nombreux stress
toxiques environnementaux et iatrogénes. La détermination du risque toxique encouru par
les abeilles est donc une nécessité absolue pour sa protection. Les expositions aux
pesticides perturbent divers parameétres physiologiques, biochimiques, anatomiques et
comportementaux (Hyne & Mabher., 2003).

Les insecticides présentent un facteur de risque major sur les abeilles et d’autres
insectes pollinisateurs (connolly. 2013). d’autres facteurs de stress apparait ces dernier
décennie (potts et al., 2010a; Ollerton et al., 2014 ; potts et al., 2010b). Plusieurs travaux
ont été réalisés sur les produits phytosanitaires utilisées par les agriculteurs qui perturbent
la survie et la santé des abeilles (Franziska D et al., 2018). La deltaméthrine est un
pyréthrinoide de synthese employée a tres faible dose et trés répulsive pour les abeilles
(Christian et al., 1983). Elle est trés nocif aussi bien sur la flore que la faune (Barré et
al., 2008). Des études ont montré les effet toxiques( in vitro et in vivo ) de cette molécule
sur quelques especes (Farhang et al., 2017 ; (Alyssa et al., 2018), d’autre produits
phytosanitaires comme les insecticides (phosalone et pirimicarb), acaricide (propargite),
insecticide et acaricide (fenpropathrin), ont été testés afin de déterminer la DL50 aprés
24h,48h,72h et 96h (Farhang et al., 2017).

Les exigences réglementaires actuelles pour la toxicité des insecticides contre les
insectes non ciblés se concentrent sur 1’abeille Apis mellifera (L., hymenopetra :Apidae),
mais cette espéce ne peut pas représenter toutes les especes d’insectes pollinisateurs en
termes de réponse aux insecticides.

L’évaluation ecotoxicologiques est basée sur deux approche complémentaires: les
biomarqueurs et les bioindicateurs (Viarengo et al., 2007; Vindimian. 2014).

Les biomarqueurs est «une caractéristique objectivement mesurée et évaluée comme un
indicateur de processus biologiques normaux, processus pathogenes ou réponses
pharmacologiques a un traitement intervention. (Palmer et al., 2013). Le principal intérét
des biomarqueurs est qu’ils permettent une évaluation intégrée dans le temps, tant en terme
de présence qu’en terme des effets (des xénobiotiques).

Les xénobiotiques (de nature souvent lipophile vont pénétrés sans aucune difficulté (a

I’intérieur de cellule), ensuite accumulés, et enfin les cellules développent des mécanismes
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de biotransformation afin d’inactiver ces insecticides, en mettant plus au moins
hydrosolubles et facilite leurs excrétion.

Une évaluation du systéme de détoxification a éteé réalisee sur les abeilles d’Apis
mellifera intermissa utilisant le glutathion-s-transférase. Les GST jouent un role dans la
défense antioxydante et améliorent les effets du stress oxydatif de I'exposition aux
insecticides. (Yunchuan et al., 2005).

Le GST est un enzyme détoxifiante qui catalyse la conjugaison d’une variété de
substrats electrophiles au groupe thiol du glutathion (GSH), produisant des formes moins
toxique, et il semble contribuer contre les dommages oxydatifs. (Mohamed et al., 2015).
Chez les insectes, les GSTs représentent un mécanisme trés important dedétoxification dus
a leur participation dans la résistance aux insecticides (Motoyama &Dauterman, 1980;
Clark et al., 1985; Fournier et al., 1992; Kostaropoulos et al., 2001;Papadopoulos et
al., 2004; Yu, 2004). Ce systéme actif d’enzymes de détoxification chez les abeilles est
situé majoritairement a deux emplacements stratégiques: I’intestin et le corps gras (Diao et
al., 2006).

Les GST constituent un mécanisme intracellulaire important de détoxification, les
abeilles ont des systémes enzymatiques détoxifiantes actifs qui jouent un réle important
dans 1’élimination des substances nocives avec les quelle les abeilles entre en contact
(Loucif-Ayad et al., 2008). une étude réalisé sur les effets secondaire des pesticides sur
I’activité biologique du GST chez les abeilles d’Apis mellifera intermissa (Loucif-Ayad et
al., 2008).

L'exposition aux xénobiotiques, y compris les insecticides, altéere les activités
enzymatiques de détoxification par induction et inhibition (Terriere. 1984). Les
biomarqueurs peuvent étre classés selon différents criteres en parle du domaine
thérapeutique. (Colburn et al., 1970). plusieurs travaux ont été réalisé sur le biomarqueurs
de détoxification (Pokhrel et al., 2018 ; Nabti et al., 2015 ; Finsterer etal., 2018).
Une augmentation (aprés 24h d’exposition) significative de la GST ou I’inhibition (aprés
48h d’exposition) sont justifiées et expliquées par 1’états de stress, adaptation ou
résistance de l’organisme et enfin I’efficacité de 1’enzyme et son action contre le
xenobiotique.

Cette résistance meétabolique résulte de différents mécanismes provoquant soit une
production plus importante d’enzymes de détoxication soit une meilleure efficacité de

I’enzyme pour son substrat (Perry et al., 2011) , Cette conjugaison neutralise les sites
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électrophiles des substrats pour protéger les différents composes de la cellule (Enayati et
al., 2005). Elle rend également le substrat hydrosoluble facilitant ainsi son excrétion. Les
GSTs ont été impliquées dans la résistance a différents insecticides appartenant aux
organochlorés, aux organophosphorés et aux pyréthrinoides (Li et al.,, 2007). Ce
phénomene de résistance aux changements environnementaux (Marques. 2009) permette
surveiller I’évolution d’une contamination (Kerckhove. 2012).

Les GSTs ne seraient pas capables de métaboliser directement les pyréthrinoides mais
elles seraient plutdét impliquées dans la séquestration de ces insecticides et la
métabolisation des produits de peroxydation des lipides induits par ces mémes insecticides
(Vontas et al., 2001; Kostaropoulos et al., 2001).

Certaines de ces glutathion S-transférases ont la capacité de métaboliser certains
insecticides comme le DDT (Low et al., 2010).

Nos résultats sont similaires a Carvalo et al., 2013 qui a montré aussi une induction
de la GST avec le méme traitement d’étude de la DLso de 5.07 ng/ abeille et 2.53 ng/abeille
de deltaméthrine. plusieurs travaux ont été réalises sur I’activité de la GST sur les abeilles
(Pokhrel et al., 2018). Xiao et al., (2006) ont montré une augmentation de 5 a 10 % de
I’activité GST chez le ver de terre Eisenia fetida exposé a 1’herbicide acétochlore. Les
travaux de Contardo-Jara et Wiegand (2008) suggérent également 1’utilisation de la
variation de I’activité GST chez le ver de terre Lumbriculus variegatus comme un
biomarqueur sensible de 1’exposition a un polluant organique, l’atrazine. De méme
Ferrari et al. (2007) ont montré que les pesticides organophosphoreés et les carbamates
induisent des variations d’activité GST chez la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss).

Des études similaire on été effectués sur des coléopteres de dame convergents
adultes, convergens de Hippodamia (Guerin-Meneville) ont montrés 1’effet nocif d’un

pyréthrinoide (Antwi et Peterson. 2009).
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Conclusion et perspectives ST &7 e

Parmi les nombreuses menaces qui pesent sur les abeilles, nous avons largement
détaillé un cas des pesticides. lls sont assurément néfastes pour Apis mellifera intermissa.
Dans le cadre de cette étude, nous avons appliqué le traitement Décis EC 25 dont la
matiére active deltaméthrine sur les abeilles ouvrieres de la race Apis mellifera intermissa
par voie orale avec une dose létale DL50=20,92 ppm).

Le principe de ce travail est 1’évaluation de systéme de détoxification par le dosage
de ’enzyme glutathion-s transférase (GST) aprés 24h, 48h, 72h, et 96h de I’ingestion de
traitement. L’insecticide (deltaméthrine) affecte le systéme de détoxification chez Apis
mellifera intermissa .nos résultats montre qu’il y’a une effet toxique sur les espéces
d’abeille testé induisant une augmentation significative de la GST suite 1’exposition des
abeilles de ce xénobiotique provoquant un stress toxique avec la mise en place d’un
processus de détoxification chez les ouvrieres d’Apis mellifera intermissa.

Les résultats statistique par ’ANOVA 2 révelent une différence hautement
significative par le facteur temps (p=0.000***) ainsi qu’une différence significative au
niveau traitement (P=0.014*) mais aucune signification n’a été enregistré entre les deux
facteurs (P=0.461 NS). L’insecticide stimule 1’action de I’activité enzymatique de ce
biomarqueurs.

En perspective en s’intéresse de continuer sur ce volet de recherche étudiant :

v Etudier d’autre biomarqueurs de systéme de détoxification comme : dosage de
I’acétylcholinestérase «AChE » (biomarqueur de neurotoxicité), le catalase et le
cytochrome p450.

v' des études ecotoxicologiques des pesticides in vivo et in vitro sur les abeilles

v"un test cytotoxique et génotoxique

v Test de reprotoxicité et I’impact du DECIS EC 25 sur le potentiel reproducteur
chez les reines.

Cette molécule est toxique pour les abeilles et peut avoir des conséquences négatives sur
leur survie. De ce fait, il est important de respecter d’une manicre rigoureuse les doses
préconisées en agriculture afin de protéger notre race locale contre ces perturbateurs, et
améliorer un systéme de la biosurveillance en utilisant ce type et d’autre type des

bioindicateur et les biomarqueurs.
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ANNEXE

Annexe B : analyse de variance a 2 criteres

Tableau 01 : Etude comparative par ’ANOVA 2 analyse de variance a deux critéres de
classification (Traitement ; Temps).

GST (Glutathion S Traitement (une DL50 du Temps d’exposition

Transférase) DECISEC 24h; 48h; 72h; 96h

25(Déltamethrin matiére
active)

I
N
~
>

3,7910
3,9020
2,6090
5,0038
4,4158
6,2260
1,2578
2,6351
1,8620
4,2298
2,7280
4,0290

2=48h

NNNEPEEFEPEPDNMNMNNMNNMNRERE PR
N NNDNDNMNDNMNDNEFERERPRERPPRP PP

4,2891 3=72h
4,1130
2,3960
5,0400
4,2930

3,4630

NN PR -
W wwwww

2,1520 4=96h
1,4380
2,8360
4,1550
4,3220

4,1020

NNDN P P
R T SR S S




Annexe C : Analyse de variance a 1 critere

One-way ANOVA: temps; DO E/B Aprés 48h de I’exposition du DECIS EC 25 (R1)

Source DF SS MS F P
Factor 1 14,35 14,35 8,20 0,017
Error 10 17,50 1,75

Total 11 31,85

S = 1,323 R-Sq = 45,05% R-Sq(adj) = 39,55%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ------- Fom—————— Fom—————— Fom——————- +-=
temps 6 2,500 1,871 (-—=—————- Koo )
doE/B 6 0,313 0,008 (--————--- Fmm oo )
—————— Fom Fom Fom +-=
0,0 1,2 2,4 3,6

Pooled StDhev = 1,323

One-way ANOVA: DO E/B; Temps Aprés 48h de I’exposition du DECIS EC 25 (R2)

Source DF SS MS F P
Factor 1 13,71 13,71 7,83 0,019
Error 10 17,50 1,75

Total 11 31,21

S = 1,323 R-Sq = 43,93% R-Sq(adj) = 38,32%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ------- Fo—m— - o o N
Do E/B 6 0,362 0,007 (-—-——-—=--- Fmm oo )
Temps 6 2,500 1,871 (————————= Koo )
——————= Fmm— Fmmm Fmmm = +-=
0,0 1,2 2,4 3,6

Pooled StDhev = 1,323

One-way ANOVA: DO E/B; Temps Aprés 48h de I’exposition du DECI EC 25 (R3)
Source DF SS MS F P

Factor 1 13,45 13,45 7,69 0,020

Error 10 17,50 1,75

Total 11 30,95

S = 1,323 R-Sq = 43,46% R-Sq(adj) = 37,81%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ------- t-——————— t-——————— tm——————— +-=
DO E/B 6 0,382 0,006 (-—-————--- Fomm o )
Temps 6 2,500 1,871 (-==—————- Hommm o )
—————— Fem Fomm Fommm - +--
0,0 1,2 2,4 3,6

Pooled StDhev = 1,323
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One-way ANOVA: DO E/B; Temps Témoin R1

Source DF SS MS F P
Factor 1 14,97 14,97 8,55 0,015
Error 10 17,51 1,75

Total 11 32,48

S =1,323 R-Sq = 46,09% R-Sg(adj) = 40,70%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ——-—-——-—-- to——————= Fomm i +-
DO E/B 6 0,266 0,047 (-—-—--—=---- Hmmm e )
Temps 6 2,500 1,871 e Ko )
———————— e s ittt bl S
0,0 1,2 2,4 3,6

Pooled StDhev = 1,323

One-way ANOVA: Individus; GST 24h

Source DF SS MS F P
Factor 1 23,935 23,935 26,62 0,000
Error 10 8,992 0,899

Total 11 32,927

S = 0,9482 R-Sq = 72,69% R-Sq(adj) = 69,96%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ——-—-—- Fm——————— o e ——————— o
Individus 6 1,5000 0,5477 (—==————- e )
GST 6 4,3246 1,2241 [ —— o )
—_——— o o o +———-
1,2 2,4 3,6 4,8

Pooled StDhev = 0,9482

One-way ANOVA: Individus; GST 48h

Source DF SS MS F P
Factor 1 4,994 4,994 5,99 0,034
Error 10 8,345 0,834

Total 11 13,339

S = 0,9135 R-Sq = 37,44% R-Sq(adj) = 31,19%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ——4-———————- o T e ———

Individus 6 1,5000 10,5477 (-————=—=--- [ )

GST 6 2,7903 11,1700 (mm—mmmm———— o )
——tmm e ——— o - Fo——————
0,80 1,60 2,40 3,20

Pooled StDhev = 0,9135
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One-way ANOVA: Individus; GST 72h

Source DF SS MS F P
Factor i1 17,749 17,749 31,71 0,000
Error 10 5,598 0,560

Total 11 23,347

S = 0,7482 R-Sq = 76,02% R-Sq(adj) = 73,63%

Individual 95% CIs For Mean Based on

Pooled StDev

Level N Mean StDev ——+—-———————— t——————— +--
Individus 6 1,5000 0,5477 (-————- e )
GST 6 33,9324 0,9053
—_—t o +—-
1,0 2,0 3,0

Pooled StDev = 0,7482

One-way ANOVA: Individus; GST 96h

Source DF SS MS F P
Factor 1 8,342 8,342 9,46 0,012
Error 10 8,814 0,881

Total 11 17,155

S = 0,9388 R-Sq = 48,62% R-Sq(adj) = 43,49%

_______ fm——————

Individual 95% CIs For Mean Based on

Pooled StDev

Level N Mean Stbhev --——t+--———-————- tomm Fo—————— +————
Individus 6 1,5000 0,5477 (-------- Fommm - )
GST 6 3,1675 11,2094 (-=—————- Fom )
————t e Fomm - Fomm = to———=
1,0 2,0 3,0 4,0

Pooled StDhev = 0,9388
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