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Introduction

Introduction

L’écosystéme aquatique se définit par ’ensemble constitué de I’eau et des espéces qui
y vivent. L’état d’équilibre résulte de toutes les interactions entre les organismes vivants eux-
mémes d’une part, et entre les différentes espéces et leur milieu de vie d’autre part. Cet
équilibre devient de plus en plus menacé par la pollution, due essenticllement a 1’homme et
ses activités (Stirn, 1982 ; Conseil de I'Europe, 1992 ; OCDE, 2001 ; Suty, 2010).

De tout temps, I’homme s’est trouvé dans I’obligation de défendre ses cultures contre
les parasites, les ravageurs et les plantes concurrentes. La lutte physique a d’abord été utilisée
a travers le désherbage ou le ramassage des insectes. Quelques produits étaient utilisés, mais
c’est vraiment a partir de la seconde guerre mondiale qu’avec 1’essor considérable de la
chimie organique, la lutte chimique a pris I’importance qu’on lui connait aujourd’hui par
I’introduction des pesticides. (Vigouroux-Villard, 2006 ; Charbonnel, 2003).ces derniers
sont des produits phytosanitaires (ou phytopharmaceutiques lorsqu’ils sont accompagnés
d’un adjuvant) destinés a protéger les végétaux contre tous les organismes nuisibles et les
biocides qui sont, d’une manicre large, destinés a détruire, repousser ou rendre inoffensifs les

organismes nuisibles (Camard, 2010).

Tous ces pesticides générés par les activités humaines sont déversées dans

I’environnement marin induisant une pollution aquatique.

Cette pollution constitue un probléme majeur tant pour la population humaine que
pour les organismes vivants. Le plus souvent, les effets néfastes sur les organismes aquatiques
se traduisent par une surmortalité ou des modifications comportementales qui ont modifier
leurs capacités physiologiques, ce qui revient, au final, a une diminution sensible des effectifs
jusqu’a la disparition compléte de certaines espéces sensibles (Harrison, 2001 ;
Sindermann, 2006). Parmi les polluants aquatiques, les produits chimiques représentent un

danger sérieux pour les organismes vivants (Jamet, 1994).

Le stress oxydant représente 1’incapacité pour l’organisme a se défendre contre
I’agression des especes oxygénées réactives (EOR), en raison de I’existence d’un déséquilibre
entre la production de ces substances et la capacité de défense des antioxydants (Koechlin-
Ramonatxo, 2006).
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Les radicaux libres peuvent diffuser dans le cytoplasme et a travers les membranes,
pour aller altérer des composants cellulaires eloignés de leur site de production ou encore
pour atteindre d’autres cellules (Boveris et al., 1972). De plus, ’attaque des composants
organiques des cellules (lipides, protéines ou glucides) engendre la transmission d’une
cascade radicalaire, soit a 1’intérieur d’une méme molécule, soit a I’intérieur d’un méme tissu
en agissant d’une molécule a une autre. En absence d’équipement antioxydant tissulaire
efficace pour stopper cet enchainement radicalaire, le phénomene de dégradation connait une
progression rapide, qui, apres interaction avec les autres systemes tissulaires, devient trés vite
exponentielle. Cette transmission extrémement rapide peut alors conduire au transfert de
I’agression radicalaire sur plusieurs centimétres au sein d’un tissu en une fraction de seconde

(Neuzil et al., 1993).

On assiste alors a une désorganisation des structures membranaires, a I'oxydation des
lipoprotéines circulantes qui ne peuvent plus étre épurées, a I'oxydation de protéines qui
perdent alors leur fonction, a I'attaque et a la fragmentation de I'ADN.

Le stress oxydatif touche donc I'ensemble des tissus et des métabolismes et de ce fait

participe a un grand nombre de pathologies.

Ainsi le Mancozebe 80 WP de la famille des dithiocarbamates pourrait étre également
a ’origine du déclenchement d’un stress oxydative. Dés lors, il nous a semblé judicieux de
mesurer les différent biomarqueurs du stress oxydative englobe les divers cible cellulaire. Et
pour cela, nous avons opté pour 1’utilisation de paramécium sp comme modéle biologique
alternatif.
Les paramécies ont été choisies en tant que modele biologique pour notre étude du fait
de:
e Leur facilité a étre cultiver en laboratoire, leur manipulation rapide (cycle de vie court)
ainsi que leur moindre codt (Beal et Anderson, 1993 ; Kamola, 1995).
e Leur mobilité grace a des cils possédant la méme structure que ceux des cellules

épithéliales des mammiferes (Druez et al., 1989 ; Graf et al., 1999).

Enfin Le présent travail a donc pour objectif d’étudier les effets d’un fongicide

(Mancozébe 80 WP) sur la biologie et le comportement de la paramécie.
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Chapitre | Etude Bibliographique

I. Généralité sur les pesticides

1.1. Définition

Le mot pesticide est composé de «Pest» qui signifie animal ou plante nuisibles a la
culture et «cide» qui veut dire tuer. Les pesticides appelés également produits phytosanitaires,
phytopharmaceutiques ou de traitement sont des poisons destinés a tuer les herbe
(herbicides), les insectes (insecticides), a lutter contre les maladies cryptogamique
(fongicides), ou a se débarrasser de divers animaux jugés nuisibles (raticides, nématicides...)

(Loper et al., 2005).
1.2. Classification des pesticides selon leur mode d’action

Les pesticides en contact avec leur cible peuvent agir de diverses manieres :

> Les herbicides :

Destinés a limiter I’installation d’especes végétales adventices. Peuvent étre sélectifs
ou totaux. Les familles de substances les plus importantes sont les acides
aminophosphoriques (glyphosate), les urées (diuron, isoproturon), les triazines (atrazine,
simazine). (Calvet, 2005)

> Les insecticides :

Destinés a tuer les insectes ou a empécher le déroulement normal de leur cycle de vie.
Les familles les plus rencontrées sont les organophosphorés (malathion), les carbamates
insecticides (carbaxyl), les pyréthrinoides (deltaméthrine) et les organochlorés
(endosulfan). (Calvet, 2005)

» Les fongicides :

Destinés a éliminer les champignons. On distingue trois modes d’action différents. Les
multisites qui s’attaquent aux spores des champignons. Ils sont donc préventifs.Les
unisites qui perturbent la perméabilité membranaire des champignons. Les antimitotiques

qui bloquent la division cellulaire. (Calvet, 2005)
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Chapitre | Etude Bibliographique

» Les molluscicides et autres pesticides :

Les molluscicides sont destinés a éliminer les escargots et les limaces. lls sont
épandus essentiellement sous forme de granulés. Les rotenticides agissent contre les
rongeurs. Les anticoagulants représentent 85% du marché. Quelques produits de gazage

sont encore utilisés. Les nématicides agissent sur les nématodes. (Calvet, 2005)

1.3. Devenir des pesticides dans I’environnement

Les pesticides ont été depuis pres d’une cinquantaine d’années mis en évidence dans
tous les compartiments environnementaux qui n’ont subit aucun traitement. Ils ont été
retrouvés dans les eaux de rivieres, les nappes phréatiques, 1’air, les eaux de pluie, mais aussi

dans les fruits, les Iégumes, les céréales et les produits d’origine animale (Pimentel, 1995).

1.4. Toxicité des pesticides

La toxicit¢ d’une substance est [’ensemble des propriétés physiologiques ou
biologiques qui font que cette substance puisse endommager ou altérer un organisme vivant

par des moyens autres que mécaniques (FAO, 2003).

1.4.1.La toxicité aigle des pesticides

I s’agit d’une toxicité induite par une exposition ponctuelle a une dose importante de
pesticides susceptibles d’entrainer des effets immédiats ou rapprochés (manipulation de

produits non dilués...) (ORSB, 2001).
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1.4.2. La Toxicité chronique des pesticides

Selon Multigner(2005), il s’agit d’un risque a long terme difficile a estimer car lié¢ a la
consommation répétée de doses trés faibles. L’exposition chronique serait la cause de
I’augmentation de certains cancers (leucémie, lymphomes non hodgkinien, sarcome et
tumeurs cérébrales), de troubles de la reproduction (avortement, stérilité, infertilité masculine,
malformation congénitale de I’appareil génital masculin), de troubles du systéme nerveux et

du comportement et d’effets endocriniens (Perturbation du systéme hormonal).

1.5.Pesticides en Algérie

L’Algérie est classée parmi les pays qui utilisent les plus grandes quantités de
pesticides. Récemment dans notre pays, 1’usage des pesticides ne cesse de se multiplier dans
de nombreux domaines et en grandes quantités. Ainsi environ 400 produits phytosanitaires
sont homologués en Algérie dont une quarantaine de variétés sont largement utilisées par les
agriculteurs (Bordjiba et Kétif, 2009).
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Figure 01 : Voies et mécanismes de dispersion dans ’environnement

(Jean-Joél et Philippe, 2005).
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Il. Les Fongicides

11.1.Définition

Un fongicide est un produit phytosanitaire concu spécifiquement pour tuer ou contenir
la croissance des champignons parasites sur les végétaux ou des organismes vivants. (Azzouz,
2012).

Par contre, toutes les maladies fongiques ne sont pas contrélables avec un fongicide,
on peut penser a des maladies vasculaires comme la fusariose. Généralement, les maladies
causées par des bactéries ou des virus ne sont pas contrélées par les fongicides. (Carisse D,
2008).

11.2.Classification Des Fongicides

I1.2.1.Classification par mode d’action sur les parasites

Les fongicides ont des modes d’action trés diversifiés, et agissent selon deux voies
principales.L’une est a une action directe sur les parasites et I’autre nécessite 1’intermédiaire

des plantes-hotes pour transformer les fongicides en composés phytotoxiques.

» Fongicides a action directe
Les fongicides a action directe possedent un (uni-site) ou plusieurs sites d’action
biochimique (multi-sites), et perturbent directement le métabolisme (respiration,
biosyntheses) ou la structure du cytosquelette cellulaire. Si les fongicides uni-sites inhibent la
croissance mycélienne et/ou la germination des spores de champignon, les fongicides multi
sites sont cependant plus actifs sur la germination des spores que sur la croissance

mycélienne.

> Fongicides actifs par ’intermédiaire de la plante héte : stimulateurs des défenses

naturelles

Ces fongicides ont pour propriété de stimuler les défenses de la plante a traiter.Au
cours d’un cycle d’infection, les champignons sécretent des protéines phytopathogénes telles
les éliciteurs. En réponse a cette agression, la plante déclenche plusieurs mécanismes de
défense, dont I’induction de phytoalexines, lesquelles inhibent la croissance de ces pathogenes
(INRA — Cemagref, 2005).
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I1.2.2.Classification par mode d’action sur la plante

En se basant sur leur comportement vis a vis de la plante, deux groupes principaux
peuvent étre distingués : les fongicides systémiques et les fongicides non systémique ou de
contact.

11.2.2.1.1es fongicides non systémique

Un fongicide de contact lorsqu’il est appliqué a la surface de la plante forme une
barriére protectrice qui est toxique pour la germination des spores ou pour le mycélium du
champignon responsable de la maladie. Les composeés chimiques ne pénétrent pas dans les

tissus de la plante (Carisse, 2013).
Exemple : Substances polyvalentes ou multi-sites

Ces composés inhibent simultanément plusieurs fonctions essentielles du
champignon; ils n’ont pas de cible enzymatique spécifique. De ce fait, on n’observe pas ou
tres peu de résistance de champignons vis-a-vis de ces molécules (Leroux, 2003). Les
produits multi-sites sont utilisés soit en pulvérisation sur le feuillage des cultures, soit en
traitement des semences. lls inhibent plus particuliérement la germination des spores. Du fait
de leur faible rémanence, leur application doit étre régulierement renouvelée. Plusieurs
familles chimiques appartiennent a cette catégorie comme Les dithiocarbamates (mancozebe,
manebe, zin¢be, zirame, thirame...) qui sont des produits non phytotoxiques et méme

activateurs de croissance des plantes (Francoise R, 2004).
11.2.2.2.Les fongicides systémiques

La systémie des fongicides se limite uniquement & une systémie xylémienne: le produit
diffuse de la semence (zone d’application) vers le sol environnant puis est absorbé par les
racines au moment de la germination pour migrer vers les parties aériennes (FrancoiseR,
2004).

Exemple : Inhibiteurs de la biosynthese des stérols membranaires

Ces inhibiteurs peuvent provoquer 1’apparition de résistance chez les champignons
pathogenes, en particulier si leur utilisation est excessive comme les Inhibiteurs de la 14a-

déméthylase (Francoise R, 2004).
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I11. Généralité sur le xénobiotique utilisé

111.1. Définition de Mancozebe

Le Mancozebe 80 WP est un fongicide de contact de la famille des Dithiocarbamates.
Son action préventive multi-site permet de réduire considérablement les risques d’attaque

fongique sur diverses cultures (Ineris, 2014).

Cette substance est autorisée en Europe, pour son usage agricole en tant que fongicide
En France, une cinquantaine d’intrants sont identifiés pour plus de 40 traitements sur arbres
fruitiers (agrumes, abricotiers, noyers, oliviers, péchers, poirier, pommiers, pruniers), légumes
(betteraves, carottes, courgettes, concombres, haricots, oignons, poireaux, pommes de terre, ,
pois, etc.), fruits (fraisiers, , tomates, etc.), céréales (avoine, blé, orge), tournesol, arbres et

arbustes d’ornements (dont rosiers), fleurs (chrysanthemes), vignes, etc.( Ineris, 2014).

Le principal métabolite de Mancozébe chez les mammiféres est 1’éthyléne thiourée

(ETU), responsable de la toxicité au niveau de I’organe cible, la thyroide.

I11.2.Mode d’action de Mancozébe

Le Mancozébe fait partie des fongicides affectant le processus respiratoire. Selon
Dorothée B (2011) Ces fongicides agissent sur différentes étapes du catabolisme oxydatif de
molécules organiques (glucides, lipides), processus servant a générer de 1’énergie pour la
cellule sous forme d’ATP. De nombreuses molécules affectent en particulier la chaine
respiratoire mitochondriale, constituée d’une série de transporteurs d’électrons. Ces molécules
sont capables d’inhiber la germination des spores des champignons, de bloquer I’élongation
du filament mycélien, et aussi d’immobiliser les zoospores des oomycétes (groupe

comprenant les mildious).

Les dithiocarbamates interagissent avec les enzymes respiratoires métalliques, il y a

chélation entre le fongicide et le métal de I’enzyme respiratoire, formant des complexes de

grande taille (Dorothée B, 2011).

Le Mancozébe inhibe la germination des spores, corrélée avec 1’inhibition de la
respiration, due au blocage d’enzymes ou coenzymes a groupement thiols SH. Ils sont
faiblement toxiques pour I’homme du fait de leur interaction avec le glutathion, qui conduit a

leur dégradation (Dorothée B, 2011).
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Figure 02 : Cible des fongicides affectant les processus respiratoires

(Regnault R C et al., 2005).

111.3. Identification de produit (Mancozébe 80 WP)

Tableau 01 : Identification de fongicide Mancozebe 80 WP (ECH ; 2006) (ECH ;
2009) (Ineris ; 2014)
Nom Mancozébe 80 WP
Fonction Fongicide
Numéro CAS 8018-01-7
Formule brute (C4H6MNN2S4) x(Zn) y

Nom chimique

Ethyléne-bis (dithiocarbamates) de manganese (polymeérisé),
complexe avec le sel du zinc

Structure chimique

S S
Il [
s—Cc=-—NH—CH2=— CH2 —NH—C=— S = NMn Zu1
Etat physique Poudre
Couleur Gris jaune
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I11.4. Propriétes physicochimiques de Mancozebe 80 WP

Tableau 02 : Propriétés physicochimiques de Mancozebe 80 WP (ECH ; 2006)
(ECH;2009) (E.C ; 2009)

Caractéristique Valeur
poids moléculaire (g/mol) 271.3
solubilité dans I’eau a 20°C
(a/) Insoluble
Poids moléculaire [g/mol] 2713
Hydro- solubilité [mg/L] 2_20
Pression de vapeur [Pa] 133105
Coefficient de partage carbone Moyenne des valeurs mesurées (étendue):
organique-eau (Koc) [L/kg] 997,5 (363 — 2334, n=4)
Constante de dissociation (pKa) 10.3a25°C

111.5. Toxicité de Mancozéebe 80 WP

111.5.1.Latoxicité aiglie de Mancozébe 80 WP

Le Mancozébe présente une tres faible toxicité aigué aprés administration par voie
orale, cutanée ou par inhalation. 1l est légérement irritant pour les yeux et sensibilisant pour la
peau. (INRS ,2016).

111.5.2. Toxicité chronique de Mancozebe 80 WP

Chez I’animal, D’exposition répétée par ingestion ou inhalation induit une

hypothyroidie (INRS ,2016).
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111.5.3.Toxicité sur 'Homme

L’exposition aigué aux préparations a base de Mancozebe est responsable d’irritations
cutanées et muqueuses de séverité variable. Les réactions de sensibilisation sont fréquentes et
des cas de photosensibilisation sont rapportés. Les dithiocarbamates peuvent induire un
syndrome antabuse lors de 1’ingestion ou I’application cutanée d’alcool pendant ou apres
exposition. L’exposition répétée entraine une atteinte thyroidienne. Un lien entre 1’exposition
au manebe (fongicide trés proche du Mancozebe) et la survenue d’une maladie de Parkinson a
été établi. Des publications suggerent également la survenue d’effets immuno-modulateurs.
Des effets génotoxiques ont été mis en évidence dans 1’étude. Une étude a mis en évidence un
risque de leucémie lors d’expositions au Mancozebe et au toxapheéne. Une association

modérée est montrée pour des anomalies du tube neural. (INRS ,2016)

Il existe quelques données dans la littérature relatives a I'exposition au Mancozebe seul
chez les travailleurs des usines de production ; la plupart des données publiées concernent les
effets rapportés lors de I'exposition professionnelle aux préparations commerciales. La
présence de co-formulants dans les préparations est susceptible de modifier sensiblement le
profil toxicologique observé chez I'animal a partir des études effectuées sur la substance
active seule. (INRS ,2016).

Page 11



Chapitre 11 :

Geéneéralité sur les
paramecies




Chapitre 11 Etude Bibliographique

I. Rappel sur les protistes

I.1.Définition des protistes

Les Protozoaires sont des organismes unicellulaires, formant wune entité
paraphylétique, ils possédent une cellule eucaryote (c'est a dire possédant un vrai noyau,
contrairement aux Bactéries, dites Procaryotes), trés différenciée qui remplit de nombreuses
fonctions nécessaires a la vie et comportant des organites complexes : "vacuoles pulsatiles”,
"cils”, "flagelles” (Patterson, 1999).

On leur distingue cing sous-embranchements (Adl et al., 2005):

» Les Actinopodes qui émettent de fins pseudopodes rayonnants.

» Les Cnidosporidies sont des parasites dont le stade initial est un germe amiboide et le
stade final une spore pourvue d'un filament évaginable.

» Les Rhizoflagellés qui comprennent les rhizopodes et les flagellés.

» Les Sporozoaires (ou Apicomplexes) sont dépourvus a l'état adulte d'appareil
locomoteur. Ce sont des parasites des cellules animales pourvus d'un complexe apical et
se reproduisant par sporogonie.

» Les Infusoaires ou Infusoires sont des protistes de grande taille (jusqu'a 300 um pour la
paramécie). lls sont munis d'un macronucléus et d'un micronucléus.On ydistingue:

*Les Holotriches (paramécie).

*Les Spirotriches ayant une ciliature buccale en spirale a droite (Stylonichia).
*Les Péritriches ayant une ciliature buccale en spirale a gauche (vorticelle).

Les protophytes sont des organismes végétaux unicellulaires ou a cellules peu
différenciées.

1.2. Phylogénie des Protistes

Les relations évolutives entre les divers groupes de protistes, et méme la composition
de ces derniers, sont toujours un sujet de controverse. Cependant, certaines propositions pour
une phylogénie naturelle ont été faites fondées sur les séquences d’ARNr et d’autres

techniques de biologie moléculaire (Purves et al., 2000).
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Pour la classification phylogénétique moderne, le régne des protistes n'est plus

Pertinent. Certains Protistes sont rattachés aux Opisthocontes d'autres a la lignée des algues

brunes (Straménopiles) ou a la lignée verte des algues et plantes terrestres (Chlorophyta),

d'autres protistes sont divisés en lignées monophylétiques qui pourraient avoir rang de régne.

Enfin, la position d'autres protistes aux affinités incertaines est encore en cours d'étude.

Au total les scientifiques reconnaissent aujourd’hui une soixantaine de lignées. De

plus, en phylogénétique moderne, végétal et animal deviennent des termes obsolétes

(Cavalier Smith et al.,2003).
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Figure 03 : Position du genre Paramecium dans le systéme « Trois domaines »

(Woese et al., 2000).
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I1. Rappelle sur les Paramécies

11.1. Définition

La paramécie est un micro-organisme unicellulaire du groupe des protozoaires, qui Vit
dans les eaux douces stagnantes, une seule espéce vit en eau salée, elle se cultive facilement
en laboratoire (Sbartai I, 2013).

Les représentants du genre Paramécium sont parmi les plus fréquentes des
Protozoaires. Ils sont tres abondants dans les eaux contenant des débris végétaux ou dans les
infusions de foin (infusoires) car les bactéries dont ils se nourrissent pullulent a la surface des
végétaux en décomposition. Le genre Paramecium inclut environ 15 espéces, actuellement
enregistrées, mais moins de 10 peuvent étre considérés comme Paramécium vrai (Benbouzid
H ,2012).

11.2.Morphologie

C’est une cellule allongée a la forme d’une pantoufle, dont I’extrémité antérieure est
arrondie et I’extrémité postérieure effilée. Cette cellule de grande taille (a peu prés 130um) a
une polarité dorso-ventrale, la face ventrale étant reconnaissable par la présence d’une grande
invagination correspondant a 1’appareil oral. Sur la face dorsale se trouvent deux vacuoles

pulsatiles (Gogendeau, 2005).

Leur cytoplasme limité par une mince cuticule présente une zone périphérique hyaline
et visqueuse, cette cuticule est résistante, souple, et ¢lastique, limite I’amplitude des
déformations du corps de la paramécie, elle s’oppose a 1’émission de pseudopodes. Apres
toute déformation, grace a la présence de cette différenciation superficielle le corps de la

paramécie reprend sa forme initiale (Beaumont et Cassier, 1998).

Vivant dans un milieu hypotonique par rapport a son cytoplasme, la cellule absorbe
constamment 1’eau de son environnement par osmose. L’excés d’eau dans le cytoplasme est
alors évacué grace a des vacuoles pulsatiles, ou le cytoplasme se contracte périodiqguement

pour expulser 1’eau a travers la membrane plasmique(Beaumont et Cassier, 1998).

Le corps est uniformément recouvert de cils, la Paramécie est un Cilié holotriche. Au
cours de leurs déplacements, dont la vitesse est de I’ordre de 1 a 3 millimeétres, les battements

des cils assurent le transport des particules alimentaires jusqu’au cytopharynx (la bouche)
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situé au fond d’une sorte d’entonnoir. Ce sont des prédateurs qui se nourrissent d’autres

micro-organismes, principalement des bactéries (Beaumont et Cassier, 1998).

La paramécie posséde également une voie de sécrétion régulée, la voie d’exocytose,
des trichocystes, moyen de défense contre ses predateurs, ainsi qu’un cortex complexe
(Sonneborn, 1974).

Le cortex de la paramécie est composée d'unités corticales répétée longitudinalement
le long de la surface plusieurs milliers de fois. La rangée longitudinale des unités est appelé
cinétie. Le terme cinétosomes est utilisé généralement a la place du “’corps basal’’ ou
“granules basaux’’. Une seule unité corticale consiste a un cil (attaché a un cinétosome) ; a
un systeme de fibres, notamment les fibres cinétodesmales et enfin un sac parasomal (Beale et
Preer, 2008).

La paramécie possede deux noyaux contenant le matériel génetique a fonctions

complémentaires :

e Le macronucléus: volumineux, polyploide, ovoide dont la fonction est indispensable
a la survie de la cellule car il assure toutes les fonctions végétatives. Il se forme a
chaque génération sexuelle par des réarrangements programmés de tout le génome
germinal, qui aboutissent & des chromosomes redessinés pour l'expression des
genes(Cohen, 2007).

e Le micronucleus : sphérique, de taille réduite, diploide et souvent difficile a observer.
Il subit la méiose et transmet l'information génétique a la génération sexuelle suivante
(Cohen, 2007).
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Figure 04 : Structure d’une paramécie sous microscope (Génoscope, 2007).

11.3.Mouvement

Les cils sont le mode de locomotion des paramécies. Ces derniéres peuvent diriger les
battements de leurs cils pour se déplacer en avant ou en arriére dans un mouvement spiralé,

une paramécie peut effectuer un brusque retrait au contact d’un obstacle (Cohen, 2007).
11.4.Reproduction
Les paramécies se reproduisent par :

> Division cellulaire : les micronucleus se divisant par mitose, le macronucléus se
divisant simplement en deux micronucleus fils (Purves et al., 2000).

» Conjugaison : la conjugaison des paramécies est un processus sexuel de
recombinaison génétique (des paramécies individuelles échangent un micronucleus
pendant la recombinaison), mais ce n’est pas un processus de reproduction. Les deux
mémes cellules débutent et achévent le processus et aucune nouvelle cellule n’est

créée (Purves et al., 2000).
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I1. 5. Alimentation

La paramécie posséde un mécanisme d’alimentation permanent constitué par une
cavité buccale (péristome) prolongée vers I’arricre : le vestibule; c’est une cavité tubulaire
invaginée dans 1’endoplasme (I’endoplasme contient les organites de la nutrition: le péristome
et les vacuoles digestives) ou les aliments sont collectés par la combinaison de ’action des
cils couvrant le corps et les autres cils couvrant le vestibule, les paramécies se nourrissent des

organismes comme les bactéries et autres protozoaires (Samworth et Morgan, 2000).

I1. 6.Respiration

Les paramécies sont avides d’oxygene, leur respiration se fait par des échanges gazeux
avec I’environnement exclusivement par la surface corporelle car présentant un rapport

surface / volume donc surface / masse corporelle élevé (Wehner et Gehring, 1995).

11.7.Génomique et mécanismes d’évolution de la paramécie

La paramécie est I'un des premiers organismes unicellulaires a avoir été observé lors
de I'invention du microscope au diseptieme siecle. Depuis lors, sa facilit¢ de culture, sa
grande taille, et la facilité d'observation de ses fonctions cellulaires variées en ont fait un
modele d'étude privilégié pour les scientifiques. Depuis 50 ans, une petite communauté de
biologistes américains, européens et japonais l'utilise pour I'étude de I'organisation cellulaire

et de I'nérédité, en particulier des phénomeénes épigénétiques(Cohen, 2007).

Des chercheurs du CNRS et du Génoscope ont réalisé le décryptage du génome
somatique de la paramécie et découvert qu'il possede prés de 40000 genes, contre "seulement"
25000 pour I'nomme. lls ont ensuite démontré que ce patrimoine exceptionnel résultait d'au

moins trois duplications successives de tout le génome(Cohen, 2007).

Les duplications de génome sont des évenements rares mais qui se sont produits de
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maniére récurrente au cours de I'évolution des eucaryotes. Depuis longtemps, on postulait
qu'elles pouvaient étre a l'origine de transitions évolutives majeures, car le doublement du

nombre de genes offre un large potentiel d'innovation, et donc d'adaptation des especes

(Cohen, 2007).
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l. Définition et origine de Stress oxydatif

Le stress oxydant, déséquilibre entre les systémes producteurs d’especes radicalaires
oxydantes et les systéemes de défense antioxydants (Dominique et al., 2002).En effet, le stress
oxydant représente I’incapacité pour I’organisme a se défendre contre 1’agression des especes
oxygénées réactives (EOR), en raison de 1’existence d’un déséquilibre entre la production de

ces substances et la capacité de défense des antioxydants (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Dans les circonstances quotidiennes normales, les radicaux libres sont produits en
permanence en faible quantité comme les médiateurs tissulaires ou les résidus des réactions
énergétiques ou de défense, et cette production physiologique est parfaitement maitrisée par
des systemes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents. Dans
ces circonstances normales, on dit que la balance antioxydants/pro oxydants est en équilibre.
Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction

de radicaux, I'excés de ces radicaux est appelé « stress oxydant »(Chiali,2014).

Cette rupture d'équilibre, lourde de conséquence, peut avoir de multiples origines.
L'organisme peut avoir a faire face a une production beaucoup trop forte pour étre maitrisée,
qui sera observée dans les intoxications aux métaux lourds, dans l'irradiation, dans les
ischémies/reperfusions suivant des thromboses. La rupture d'équilibre peut provenir d'une
défaillance nutritionnelle ou de la carence en un ou plusieurs des antioxydants apportés par la
nutrition comme les vitamines ou les oligo-éléments, présents en quantité limitée (Favier,
2003).

1. Radicaux libres et systéeme biologique
11.1.Définition et mode de production

Un radical libre se définit comme un atome ou une molécule qui contient un (ou
plusieurs)électron(s) non pairé(s), comme conséquence de la perte d’un (ou plusieurs)
électron(s) de l’orbite externe, aboutissant a la formation d’une demi-liaison qu’il faut
satisfaire par un pillage local d’électron(s) (Berger, 2006). Cet état leur confere une instabilité

énergetique et cinétique (Koechlin- Ramonatxo, 2006).
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Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui joue un role

particulier en physiologie. On distingue :

e Radicaux primaires dérivés de 1I’oxygéne par des réductions a un électron tels I’anion
superoxyde O2 et le radical hydroxyle OH, ou de I’azote tel le monoxyde d’azote
(NO) (Chiali F.Z ,2014).

e Radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les

composés biochimiques de la cellule (Chiali F.Z ,2014).

D’autres especes dérivées de 1’oxygeénes singlet 02, le peroxyde d’hydrogene (H202) ou
le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et
peuvent étre des précurseurs de radicaux. L’ensemble des radicaux libres et de leurs
précurseurs est souvent appelé especes réactives oxygénés (EOR). La formation des EOR
requiert la présence de métaux de transition comme le fer ou le cuivre qui agissent comme des

catalyseurs incontournables dans toute la chimie des radicaux libres(Chiali F.Z ,2014).

La production et le métabolisme des ERO apparaissent tres compartimentés et
indépendants dans les différents compartiments cellulaires mais le transport des EOR d’un
compartiment al’autre est possible lorsque les capacités de neutralisation de ces EOR sont
dépassées. Les sources métaboliques produisant les EOR sont nombreuses : chaine
respiratoire mitochondriale, cytochromes P-450, activitt de la NADPH oxydase,

myéloperoxydase, NO synthase, xanthine oxydase (Afonso et al., 2007).

11.1.1.EOR d’origine mitochondriale

Lors du métabolisme oxydatif, 2 a 5 % de 1’oxygéne consommeé est converti en radical
superoxyde.Ceci est d( a des électrons qui s’échappent de la chaine respiratoire et se fixent
directement sur I’oxygeéne moléculaire (O2)(Chiali F.Z ,2014).

Le radical superoxyde est peu réactif, il ne traverse pas les membranes cellulaires et il
est rapidement dismuté en peroxyde d’hydrogéne lors de la réaction, catalysée par un des

membres de la famille des superoxydes dismutases (SOD)(Chiali F.Z ,2014).

Le peroxyde d’hydrogene est également peu réactif mais il a la capacité de traverser

les membranes cellulaires et, en présence de métaux de transition tel que le Fez2+ de se
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transformer en un puissant oxydant, le radical hydroxyle, selon la réaction de Fenton (Ré et
al., 2005).

11.1.2.Autres sources d’EOR

La cessation de la fourniture d’ATP par les mitochondries entraine une paralysie des
pompes calciques (Ca2+ ATPase) et autorise une entrée massive de Caz+ & I’intérieur de la
cellule qui a comme conséquence 1’activationd’une protéase Caz+ dépendante qui assure la
conversion de la xanthine déshydrogénase (XD) en xanthine oxydase (XO). Contrairement a
la XD, la XO utilise 1’02 au lieu du FAD ou du NAD+ comme accepteur d’électrons pour
former Oz et H202 (Eschweége, 2005).

D’autres études montrent que les NADPH oxydases des cellules vasculaires
constituent une source majeure d’EOR. Ces enzymes sont exprimées dans les cellules
endothéliales, les cellules musculaires lisses, les fibroblastes de 1’adventice et les cellules
mésangiales. Leur activité peut étre régulée par de multiples facteurs dont 1’angiotensine 1l
(Griendling et al., 2000), la thrombine, I’acide arachidonique et ses métabolites, des facteurs
de croissance, le tumor necrosis factor (TNF a), ainsi que par des forces hémodynamiques
(Dominique et al., 2002).
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Figure 05 : La mitochondrie est la principale source d’EOR (Ré et al., 2005).

I11.2.Fonctions des radicaux libres

Les EOR de par leur réactivité participent a de nombreuses fonctions : phagocytose,

bactéricide,signalisation cellulaire(Chiali F.Z,2014).

Les EOR participeraient également a I’amélioration du captage musculaire du glucose,

et a lareconstitution des stocks en glycogene musculaire(Chiali F.Z,2014).

Les EOR régulent de nombreux facteurs de transcription tels que I’activateur protéine-
1 (AP-1) et le heat shock factor-1 (HSF-1) qui activent des génes dits « protecteurs » pour la

cellule (Chiali F.Z, 2014).
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En effet, ces genes régulent I’expression de molécules de défense telles que les
antioxydants ou le heat shock protein (HSP) contribuant aux processus de réparation et
régénération cellulaire (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

En plus, les EOR participent a 1’apoptose, qui physiologiquement représente un
processus bénéfiquequi protege contre le cancer et diverses maladies immunitaires
(Dominique et al., 2002).

11.3.Substances oxygénées réactives et leurs mécanismes d’action

Les radicaux libres sont capables d’entrainer des modifications chimiques altérant
gravement les structures protéiques, lipidiques, glucidiques ainsi que les nucléotides (Tessier
et Marconnet, 1995) mais aussi des lésions secondaires dues aux caractéres cytotoxiques et

mutagénes des métabolites libérés notamment lors de 1’oxydation des lipides (Favier, 2003).
I1l.  Le systeme antioxydant cellulaire

Le maintien d'un niveau non cytotoxique de ROS est assuré par des systéemes
antioxydants. Un déficit ou un dysfonctionnement de ces systemes engendre une
augmentation des dommages tissulaires. Les antioxydants sont des systemes enzymatiques ou
non-enzymatiques (Droge, 2002 ; Packeret al.,1997).

La plupart des antioxydants peuvent étre divisés en 2 groupes, hydrophobes ou
hydrophiles. Les hydrophobes constitués par les vitamines A, E, les flavonoides, 1’ubiquinol
(Coenzyme Q10), la bilirubine, la mélatonine. Les hydrophiles comme lesglutathions, I’acide
urique, la vitamine C, les thiols, les protéoglycans, 1’acide hyaluronique qui proteége contre
I’oxydation des lipides, des protéines, des sucres, et de I’ADN dans les milieux liquides

(Halliwell, 1991 ; Koolman et al.,1999 ;Browne et al., 2008).
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Figure 06 : Les différents niveaux de la défense antioxydant(Hayes et Mc Lellan,

1999).

I11.1.Les antioxydants endogénes

I11.1.1.Les antioxydants endogénes enzymatiques

Des enzymes comme les superoxydes des dismutases (SOD), les catalases (CAT), les

glutathions peroxydases (Gpx), supportés par 1’action des enzymes glutathions réductases

(GR) et glucose-6-phosphate déshydrogénases, font partie du systeme de défense contre les

ERO.

L’activité des enzymes antioxydants dépend de cofacteurs minéraux, qui sont le zinc

(Zn), le cuivre (Cu), le manganese (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe), et sont

qualifiés
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d’antioxydants non enzymatiques indirects (Elosua et al., 2003 ; Morris etal., 2003 ; Lyn
Patrick ,2006 ; Bleys et al., 2006).

111.1.2.Antioxydant endogene non enzymatique

Ce groupe de systemes antioxydants renferme de nombreuses substances endogenes
parmi lesquelles on peut citer le glutathion, 1’acide urique, la bilirubine, la mélanine, la
mélatonine, ’acide lipoique. De tous ces composes endogénes synthétisés par les cellules, le
plus important est sans doute le glutathion réduit (thiol majeur au niveauintracellulaire)
(Favier, 2003).

La bilirubine est, quant a elle, capable de piéger les radicaux pyroxyles et I’oxygéne
singulier, protégeant ainsi 1’albumine et les acides gras lies a 1’albumine des attaques

radicalaires (Neuzil et Stocker, 1993).

I11.2.Antioxydants exogénes ou nutritionnels
111.2.1.Vitamines

111.2.1.1.Vitamine E

La vitamine E agit directement sur une grande variété d’ERO pour former un radical
peu réactif. Par la suite la vitamine E oxydée pourra étre reconvertie principalement par la
vitamine C, mais €également par d’autres composés comme le GSH, la vitamine A et
I’ubiquinol. La vitamine E est liposoluble et a été démontrée comme le principal antioxydant
dans les membranes des cellules, en particulier celles des mitochondries (Morris et al.,2003).
Elle pourrait augmenter 1’activité des SOD et des CAT (Margaritis et al., 2003, Lyn Patrick
,2006).

111.2.1.2. Vitamine A

Le béta-carotene est le principal précurseur de la vitamine A. Les autres caroténoides
peuvent étre de puissants antioxydants, mais ils sont moins connus et abondants (Shils et
al.,2006). La vitamine A est responsable de la neutralisation des singulet d’oxygene, d’anion
superoxyde, de peroxynitrites, de radicaux lipidiques et sonaction se fait dans les milieux

lipidiques.
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La vitamine A agit sur les ERO en formant un radical de vitamine A qui pourra agir
comme antioxydant en réagissant avec un autre radical pour former un non radical, ou sera

régénére en vitamine A (Bleys et al., 2006).
111.2.1.3. Vitamine C

La vitamine C ou acide L’ascorbique est hydrosoluble. Elle est considérée comme le
plus important antioxydant (Koolman et al., 1999). Son action est directe et indirecte, elle
agit directement sur les ERO (superoxydes, hydroxyle, singulet d’oxygéne, radicaux

lipidiques) et indirectement par son action de régénération de la vitamine E et du GSH.
IV.  Biomarqueurs de stress oxydant retenus pour notre étude

A la suite d’une étude bibliographique sur les biomarqueurs de stress oxydant, notre
choix s’est porté sur le suivi de trois marqueurs de stress oxydant : 1’activité de deux enzymes
(catalase et glutathion S transférase) et la concentration d’une molécule clé du systeme
antioxydant (le glutathion). Le choix d’une approche multiparamétrique dans le cas de 1’étude
du stress oxydant a en effet été motivé par le fait que le systéme cellulaire de défense
antioxydant est complexe et régi par de nombreuses interactions entre 1’ensemble de ses
éléments.La catalase est une enzyme présente chez tous les organismes aérobies. Chez les
eucaryotes, elle est principalement située a I’intérieur des peroxysomes (corpuscules
cytoplasmiques entourés d’une membrane simple). Ces derniers contiennent également des
oxydases, génératrices de peroxyde d’hydrogene. La plupart des CAT sont formées de quatre
sous-unités identiques contenant chacune un ion Fes+ situé dans un noyau héminique
(Pelmont, 1995).

IV.1.Le glutathion, un antioxydant non enzymatique

Le glutathion est un tripeptide (L-y-glutamyl-L-cystéinyl glycine) qui représente 1’un
des antioxydants majeurs chez les vertébrés parmi les agents non enzymatiques du systéme
antioxydant cellulaire. Le glutathion est le composé réducteur soufré le plus abondant dans le

compartiment intracellulaire.

En interceptant un radical hydroxyle, le glutathion génere un radical superoxyde qui
doit étre pris en charge par une SOD, ce qui témoigne, la encore, de I'importance de la
coopération entre les différents systemes de défense anti radicalaire. Outre son réle essentiel

d'agent réducteur, le glutathion intervient également a un second niveau dans la défense anti
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radicalaire par son implication dans les réactions de détoxication catalysees par la glutathion-

S-transférase. L’étude de ce composé semble donc justifiée (Pompella et al., 2003).
IV.2.L activité catalase

La catalase est une enzyme présente chez tous les organismes aérobies. Chez les
eucaryotes, clle est principalement située a I’intérieur des peroxysomes (corpuscules
cytoplasmiques entourés d’une membrane simple). Ces derniers contiennent également des
oxydases, génératrices de peroxyde d’hydrogene. La plupart des CAT sont formées de quatre
sous-unités identiques contenant chacune un ion Fes+ situé dans un noyau héminique
(Pelmont, 1995).

V. Les dommages induits par les ROS

Les dommages induits par les ROS sont : une peroxydation des lipides (Hulbert et al.,
2005 ; Pamplona et al.,2000), une oxydation des protéines , des mutations de I'ADN
(Richter et al., 1988). Ces altérations peuvent conduire a des pertes de fonction et d'intégrité,
voire a la mort cellulaire notamment par l'intermédiaire de I'apoptose (mort cellulaire
programmée). Les ROS initient également I'apoptose en activant l'ouverture du port de

transition de perméabilité (PTP).
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1.Matériels
1.1.Matériels biologique

Le matériel biologique utilisé dans notre travail est un micro-organisme unicellulaire
d'eau douce: Paramecium sp.

D’apres Muller, 1773 (Cudmore et al .,1977), les paramécies appartiennent au :
Régne : Protista
Embranchement : Ciliophora
Classe : Oligohymenophora
Ordre : Peniculida
Famille : Parameciidae

Genre : Paramecium

Figure 07:Structure d’une paramécie.
++ Justification du choix de Paramecium sp. comme modéle biologique

Afin d’étre largement utilisables, les tests de toxicité doivent étre simples, rapides,
sensibles, répétables et peu chers (Giesy et al., 1989). Les especes utilisées lors de ces tests
sont choisies afin de répondre au mieux a ces critéres, qui se traduisent par les contraintes

suivantes :

» Leur facilité a étre cultiver en laboratoires, leur multiplication rapide (cycle de vie
court) ainsi que leur moindre co(t (Beal et Anderson, 1993 ; Kamola, 1995).

» Le taxon est présent, abondant et facilement identifiable (Marchese et al., 1996) ;

» Leur mobilité grace a des cils possédant la méme structure que ceux des cellules
épithéliales respiratoires des mammiféres (Grafetal., 1999),

» Sadistribution géographique est large (Bennett et al., 1992) ;

» Leur utilisation comme modeles biologiques dans de nombreuses études
toxicologiques : (Kamola,1995) ; Bernal ,1995 ; Rouabhi,2006).
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» 1l joue un role important dans le fonctionnement de I’écosystéme (Kosmala et
al,1999) ;

» Son habitat naturel correspond au compartiment aquatique testé (Taylor et al., 1991) ;

» Leur utilisation dans le cadre de la lutte contre la pollution des milieux aquatiques
puisqu’ils sont considérés comme des bio — indicateurs (Madoni, 2000 ; Dias et al. ,
2003; Nola et al., 2003).

» |l est sensible au produit testé (Mc Pherson et al., 2000) ;

» 1l est possible d’étudier les effets aigus et chroniques du produit et éventuellement sa
bioaccumulation (Chapman, 2001).

1.2. Matériel chimique

L’ xénobiotique utilisés dans notre étude est un fongicide appelé Mancozebe 80 WP
dont la formule brute est : CgH12MnN4SgZn.

La matiére active de ce dernier est le Mancozebe qui appartient a la famille des
Dithiocarbamates. Cette substances actives confere a Mancozebe 80 WP une action
préventive multi site permet de réduire considérablement les risques d'attaque fongique sur

diverses cultures.

s S
| Il

§—(C=—NH=-—-CH2=CH2 —=NH=—C=— S=— Mn an

x

Figure 08 : formule chimique de Mancozebe 80 WP(Ineris ; 2014)

2. Mode de traitement

On utilise trois concentrations croissantes de Mancozébe 80 WP (0.4, 0.6 et0.8) mg/mi
mesurépar la balance de précision, les concentrations retenues pour le traitement sont le
résultat de plusieurs tests, le suivi de la croissance par la mesure de densité optique des
paramécies se poursuit jusqu’au troisieme jour (72h), (observation microscopique).

Nous avons réalisée des tests sur des aliquotes de 20ml de culture de paramécie
sachant que chaque testes est répété trois fois.
3. Méthodes

La grande diversité des especes aquatiques et des xénobiotique testé rend difficiles les
comparaisons d’une étude a 1’autre, ce qui suggere que le suivi de certains paramétres comme
la cinétique de croissance et le pourcentage de réponse donnera des informations sur la

physiologie de I’organisme a un temps donné.
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» Objectif du travalil

L’objectif de ce travail est d’étudier les effets du Mancozébe 80 WP sur un modele
cellulaire alternatif Paramécium sp, d’abord en raison de la forte similitude entre le
métabolisme des paramécies et les cellules de mammiféres ensuite du fait que ces
cellulespeuvent rendre compte d’éventuelles altérations du milieu aussi minimes soient-elle.
3.1. Culture des paramécies

Nous avons utilisé la technique de Beaumont et Cassier (1998) qui comprend :

3.1.1. Une culture mixte
Nous avons effectué une culture mixte dont la technique est la suivante :
% Faire macérer ou infuser du foin dans un récipient contenant 1 litre d’eau de pluie.
¢ Abandonner I’infusion dans un lieu tiéde (15a 20°¢c), sombre et bien aéré.
% Filtrer, quelques jours plus tard (3 a 4 jours) apparaissent les premiers flagellés, ces
organismes se nourrissent aux dépends du voile bactérien.
3.1.2. Une culture pure

Afin de suivre pendant plusieurs semaines la croissance d’une paramécie et obtenir un
grand nombre de ces protozoaires ciliés il est nécessaire de réaliser des cultures pures
(Wichterman, 1953).

Nous avons prépare le milieu de culture selon la méthode de Beisson et al ., (2010).La
méthode consiste a sécher des feuilles de laitue dans un four jusqu’a ce qu’elles soient brunes
et fripées.les réduire en poudre dans un mortier cette poudre peut étre conservée indéfiniment
dans un récipient hermétiquement clos.

7

* Rajouter 1,5 g de cette poudre a 1 litre d’eau distillée, et porter a ébullition pendant 5
min.

«¢+ Filtrer le liquide chaud et le répartir dans des flacons de 250 ml avant de le passer a
I’autoclave.
++ Laisser reposer au moins une nuit avant I'ensemencement.

3.2. Parametres mesures

3.2.1. Tests de cytotoxicité
3.2.1.1.Cinétique de croissance cellulaire

Le parameétre physiologique étudié est la cinétique de croissance des paramécies qui
s’effectue par la mesure de la densité optique DO a la longueur d’onde A = 600 nm en
fonction du temps (Lavergne, 1986 ; Sauvant et al, 1999).

La cinétique de croissance pour les différents traitements est suivie en fonction du

temps aussi bien pour les témoins que pour les traitées selon le protocole suivant :
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TO : observation microscopique + DO
T1 : aprés 24 H : observation microscopique + DO
T2 : apres 48 H : observation microscopique + DO

T3 : apres 72 H : observation microscopique + DO
La figure (09) illustre le protocole suivi pour les tests de cytotoxicité.
Paramécie traité par le Mancozebe80 WP

bk

Témoin 0.4mg/l 0.6mg/l 0.8mg/l

{

Observation Microscopique (objectif x 10)

Vv
2,5 ml de milieu de culture

\V
Mesure de la densité optique A= 600 nm

Figure 09: Protocole d’essai de cytotoxicité chez les paramécies

3.2.1.2. Calcul du pourcentage de réponse

C’est un calcul qui évalue la réponse du protiste vis-a-vis du polluant, il est basé sur

I’équation suivante :

Pourcentage de réponse = [(NC — NE) / NC) ] x 100

Ou:
NC : nombre des cellules témoins
NE : nombre final des cellules traitées
Les valeurs positives de pourcentage de réponse indiquent une inhibition de la

croissance tandis que les valeurs négatives indiquent une stimulation de la croissance (Wong
etal., 1999).
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3.2.2. Parametres Biochimiques
3.2.2.1. Dosage des principaux métabolites
Le dosage des lipides, protéines et glucides pour les trois traitements ainsi que pour les
témoins est réalisé selon le protocole expérimental de (Shibko et al., 1966).
Protocole expérimental

3ml milieu de culture

+

1ml (TCA 20%)

U

Broyage (Ultra sons)

Centrifugation (5000tr x10 min)

Surrﬁgeant I / \Ctﬁt I

(Aliquote 100ul) 1ml éther / chloroforme
+ (1/2, VIV)
4ml d’ Anthrone / \
Chauffage (80°C, 10min) Surnageant 11 Culot 11
+ +
Lire la DO a 620nm (Aliquote 100pul) 1ml NaOH (0.1N)
Glucides @ @
(Duchateau et Floking,1959)
1ml acide sulfurique Agitation
Agitation Aliquote 100pl +4ml BBC
Chauffage (100°C, 10 min) lire la DO a@5nm
ﬂ Protéines
Aliquote 200ul +2.5ml vanilline (Bradford, 1976)

(Laisser 30min a I’obscurité)
Lire la DO & 530nm
Lipides (Goldsworthy, 1972)

FigurelO : Protocole de dosage des macromolécules biochimiques (Shibko et al., 1966)
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3.2.2.2.Dosage des biomarqgueurs de stress oxydative

Le devenir des xénobiotique dans les organismes dépend de divers voiesmétaboliques
mises en jeu face a 1’agression de ces agents (vidal, 2000).En générale les changements
engendrés par la présence d’un xénobiotique dans I’organisme sont de deuxtypes : la
mobilisation au nivaux moléculaire (protection de 1’organisme par transformationde

contaminant en une forme inoffensive et facile a excréter).

La deuxiémes variante est I’induction des effets toxiques qui sont dus, soit au

xénobiotique lui —méme, soit dus aux métabolites produit de la biotransformation de
cecontaminant (présente une toxicité plus élevée que la substance d’origine (van der Oost et
al., 2003).

» Objectif du travail
L’objectif de ce travail est de mettre en évidence un stress oxydative potentiel induit
par le fongicide Mancozébe 80 WP sur paramécium sp. Et ce a travers le suivi de certains
biomarqueurs du stress aux niveaux cellulaires.
Pour cela, nous nous somme intéressés aux :
¢ Le glutathion qui est le composé réducteur soufré le plus abondant dans le
Compartiment intracellulaire (Pompella et al., 2003).

+ La catalase qui est une enzyme présente chez tous les organismes aérobies.

3.2.2.2.1. Dosage du glutathion (GSH)
% Principe de la méthode :

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker et Cory
(1988), dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de 1’acide 2-nitro 5-
mercapturique, résultant de la réduction de I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique(DTNB)
par les groupements thiol (-SH) du glutathion mesure a une longueur d’onde de412 nm.

% Protocole expérimental :

-Mettre 3ml de milieu de cultures individuellement (témoins et traités) en présence de 1ml
d’EDTA a 0,02M.

-Broyer les échantillons aux ultrasons (Sonifer B-30) pendant 35 secondes dans un bac
contenant des glagons.
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-Prélever 0,8ml de ’homogénat auquel y ajouter 0,2ml d’une solution d’acide sulfosalicylique
(SSA) 0,25%.

-Passer au vortex et laisser pendant 15 min dans un bain de glace.

-Centrifuger a la vitesse de 1000tours/min pendant Sminutes.

-Ajouter au mélange : 1ml de tampon Tris-EDTA (0,02M d’EDTA pH = 9,6), 0,025ml de
DTNB et 0,5ml du surnageant.

-Laisser reposer pendant 5 minutes a température ambiante pour la stabilisation de la couleur.
La réaction colorimétrique se développe instantanément.

-Mesurer les absorbances a 412 nm (Spectrophotométre JENWAY 6105, U.V.et Visible).

La concentration du glutathion est obtenue aprés application de la formule suivante :

(DO x1 x1,525)
13100 x 0,8 X 0,5 mg

GSH (uM /mg) =

1 : Le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation.

1,525 : Le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0,5ml surnageant + 1ml Tris-EDTA + 0,025m| DTNB).

13100 : Coefficient d’absorbance (concernant le groupement (—SH) a 412 nm).

0,8 : Le volume de I’homogénat.

0,5 : Le volume du surnageant.

Mg : quantité de protéine.
3.2.2.2.2. Dosage de P’activité catalase
¢+ Principe de dosage
La catalase est dosée par la méthode spectrophotométrique décrite par Boscolo et al.,

(2003). 11 s’agit de mesurer la chute d’absorbance liée a la disparition du

peroxyded’hydrogene, le substrat de I’enzyme.
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¢ Protocole expérimentale

La mesure de Dactivité catalase (CAT) est réalisée suivant la méthode de Cakmak et

Horst (2003). C’est une méthode de décroissance de 1’absorbance enregistrée pendant
deux minutes pour une longueur d’onde de 240nm et un coefficient d’extinction linéique

molaires =39400 M-1.cm-1.L.

Pour un volume final de 3ml, le mélange réactionnel contient : 100ul de
I’extraitenzymatique brute, 50ul de peroxyde d’hydrogéne H202 a 0,3% et 2850ul de
tamponphosphate (50mM, pH= 7,2). L’étalonnage de I’appareil se fait en [’absence de
I’extraitenzymatique. La réaction est déclenchée par I’addition d’eau oxygénée. L’activité
catalase est exprimée en umol/min/mg de protéines. L’activité catalase est calculée par la

formule suivante :

(ADO x 10)
ex Lx0,05mg

X (umol /mn/mg proteine) =

Ou DO est la densité optique et 0,040 est le coefficient d’extinction de 1’eau oxygénée.
X : umoles de H202 consommées par minute et par mg de protéines

L : Longueur de la cuve utilisée (1cm).
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I. Résultats
I.1. Les tests de cytotoxicité

1.1.1.Courbe de croissance

La courbe de croissance obtenu nous permet d’avoir des données quantitatives, La
figure (11) représente 1’évolution de la densité optique(DO), en fonction du temps, traduisant

ainsi les variations de la croissance cellulaire.
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Figure 11 :Cinétique de la croissance des paramecies en fonction du temps.

Nous constatons une croissance normale des paramécies dont la DO est de 0.200 nm a Tz
correspond a phase de latence, puis une phase trés rapide qui dure presque 2 jours caractérisée
par une augmentation exponentielle de DO pour atteindre a la fin de cette phase une valeur de
0.450 nm, cette phase est suivi par une troisieme phase stationnaire dont la DO atteindre

0.455 nm ou le nombre de cellules demeure constant.

1.1.2.Effet du Mancozébe 80 WP sur la cinétique de croissance

La figure (12) illustre l'effet du Mancozebe 80 WP sur I'évolution de la croissance des
paramécies. Toutes les mesures ont été effectuées pendant la phase exponentielle

decroissance.
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Figure 12 :Cinétique de la croissance des paramécies traitées auMancozébe 80 WP

On observe que dés la mise en contact du xénobiotique avec les cellules et jusqu’ a 1h de
traitement le nombre de cellules témoins et traitées évoluent de maniere similaire.

Entre 1h a 24h de traitement au mancozébe 80WP, nous constatons une différence dans
I’évolution de la courbe de croissance, une diminution de croissance est remarquable en
fonction du temps surtout pour les concentrations 0.6 mg/ml et 0.8 mg/ml.

Au-dela 24h de traitement, cette diminution est bien confirmé, pour le nombre de
cellules traité par les concentrations 0.6 mg/ml et 0.8 mg/ml, apres 48h de traitement la
croissance subit une inhibition totale. Alors que pour la concentration0.4 mg/ml la
diminution de nombre des cellules n’est observée qu’apres 48h.

1.1.3.Effet de du Mancozebe 80 WP sur le pourcentage de réponse

Le pourcentage de réponse (Wong et al., 1999) est un parameétre permettant
d’évaluer I’effet du pesticide aux différentes concentrations et confirme les résultats
obtenus concernant la cinétique de croissance du microorganisme étudié.

La figure (13) montre que le pourcentage de réponse des paramécies est dose dépendant
et proportionnel aux concentrations croissantes: il est de : 24% a 0.4 mg/ml ,60% a0.6 mg/ml
et de 70% a 0.8 mg/ml ou plus de la moitié de la population est inhibée par cette dose.
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Figure 13: Pourcentage de réponse des paramécies traitées avec des concentrations

1.2. Evolution des paramétres biochimiques

1.2.1. Effet du Mancozébe 80 WP sur les principaux métabolites

croissantes de Mancozebe 80 WP

1.2.1.1. Effet de Mancozebe 80 WP sur le taux des protéines

Afin de suivre les différentes activités enzymatiques impliquées dans la métabolisation

et/ou la détoxication du xénobiotique, nous avons procédé en premier lieu a 1’évaluation du

taux de protéines totale. La figure (14) représente 1’évolution du taux de protéines en fonction

du temps et en présence des concentrations croissantes deMancozebe 80 WP.
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Figure 14 : Effet de Mancozebe 80 WP sur le taux des protéines

Nous remarquons que les taux de protéines totales augmente d’une maniére trés

remarquable durant le traitement, nous constatant aussi que cette augmentation est dose

dépendante.

1.2.1.2. Effet de Mancozebe 80 WP sur le taux des lipides

La figure (15) représente I’évolution du taux de lipides en fonction du temps et en

présence des concentrations croissantes deMancozebe 80 WP.

Nous constatons une diminution de taux des lipides a partir de 24h de traitement en

comparaison au témoin, sachant que nous avons observé que cette diminution est dose

dépendante.
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Figure 15 :Effet de Mancozebe 80 WP sur le taux des lipides
1.2.1.3.Effet de Mancozébe 80 WP sur le taux des glucides

La figure (16) représente 1’évolution du taux de glucides en fonction du temps et en

présence des concentrations croissantes de Mancozébe 80 WP.
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Figure 16 : Effet de Mancozébe 80 WP sur le taux des glucides.
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Nous avons enregistré une déplétion des glucides trés remarquable surtout pour les
fortes concentrations (0.6 et 0.8 mg/ml) de xénobiotique qui diminue de maniere tres

importante surtout pour la dose 0.8 mg/ml qui atteint 55ug/ml.

1.2.2. Effets du Mancozébe 80 WP sur I'évolution des biomarqueurs
1.2.2.1. Effet de Mancozebe 80 WP sur le taux de GSH

La figure (17) représente 1’évolution de taux de GSH en fonction de temps en présence

des concentrations croissantes de Mancozeébe 80 WP
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Figure 17 : Effet de Mancozébe 80 WP sur le taux de GSH

Nous remarquons une diminution du taux de GSH apres traitement par différents
concentrations de Mancozebe 80 WP.
Cette diminution est trés remarquable apres 48h de traitements qui est de maniére

dose-dépendante.
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1.2.2.2.Effet de Mancozébe 80 WP sur le taux de P’activité catalase

Les résultats obtenus de 1’activité¢ Catalase en fonction du temps et des différentes

concentrations de Mancozebe 80 WP sont representés sur la figure (18).
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Figure 18 : Effet de Mancozébe 80 WP sur le taux de ’activité catalase

Nos résultats montrent que cette activité augmente de fagon progressivement selon la
dose et le temps d’exposition donc elle est dose dépendante. Cette augmentation est
particulierement observée chez les paramécies traitées avec les plus fortes concentrations de
Mancozebe 80 WP 0.6 et 0.8mg/ml et ce par rapport au témoin aprés 72h de traitement, alors

chez les témoins, I’activité catalase ne subit aucune variation et reste constante.
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I1. Discutions

Le rythme de la courbe de croissance dans le modéle établi par nos expériences est
comparable a celui des bactéries décrites par Prescott et al., (2003). Les étapes de la courbe
de croissance sont les mémes dans les deux types d'organismes malgré que la croissance
bactérienne est plus forte et plus rapide que celle des paramécies de point de vue nombre,

vitesse et le temps de génération (Dreidt et al., 1994 ; Prescott et al., 2003).

L’évaluation des effets cytotoxiques d’un xénobiotique peut étre réalisée en utilisant
différents parametres, parmi lesquels la croissance cellulaire qui reflete chez les
microorganismes 1’¢état du métabolisme de la cellule (Sauvant et al.,1999 ; Perez-Rama et
al.,2001).

Apreés le traitement par le Mancozébe 80 WP nos résultats montre que quel que soit la
concentration de xénobiotique, la croissance est inhibée en fin de traitement (72h). La toxicité
se manifeste en premier lieu par une importante diminution du nombre de cellules qui est dose

dépendant en fonction du temps d’exposition et ce dés le début du traitement.

Ceci nous ameéne a confirmer I’influx du Mancozébe 80 WP a I’intérieur des cellules,
malgré la présence de la paroi cellulaire qui constitue une barriére contre I’entrée massive de
xénobiotique mais qui reste néanmoins perméable (Beaumont et Cassier, 1998). Ces
résultats sont en accord avec ceux d’Einicker-Lamaset al.,(2002) qui a étudié la toxicité du
Zinc et du Cuivre sur Euglena gracilis (algue chlorophyllienne flagellée) ; Cleuvers,(2003)
qui a montré que I’Ibuproféne inhibe la croissance de Desmodesmus subspicatus a la
concentration de 315 mg/L et immobilise les Daphnia magna a 108 mg/L et Benbouzid
(2012) .

Nos résultats sont en accord aussi avec ceux de Sbartai et al., (2009) qui ont testé
I’effet du Bifenazate et de 1’indoxacarbe (pesticides) et qui ont mis en évidence I’importance
du facteur -croissance des paramécies- en toxicologie cellulaire et ceux de Bouaricha et al.,

(2013) qui ont étudié la toxicité du Proclaim (biopesticide) sur les paramécies.

Le pourcentage de réponse (Wong et al., 1999) est un parametre qui confirme bien
I’évolution des courbes de croissance des paramécies traitées par les différentes

concentrations des xénobiotiques utilisés.
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Nos résultats vont dans le méme sens que ceux obtenus par Redouen-salah (2004)
qui a rapporté I'effet inhibiteur de rejets métalliques sur une algue unicellulaire (Tetraselmis
suecica) et ou le pourcentage de réponse est dose — dépendant. De plus, nos résultats
rejoignent ceux de Sbartai (2005) qui confirme cet effet dose —dépendant chez des

paramécies traitées au Cadmium. Sbartai et al., (2009) rapportent de mémes résultats.

Nous avons constaté que I’addition de Mancozébe au milieu induisant une

augmentation du taux des protéines totales, cette augmentation est toujours dose dépendant.

Notre hypothése est que 1’augmentation du taux de protéines totales pourrait étre liée
au déclenchement du processus de détoxication a travers 1’induction de la transcription des
génes de la y-glutamyl cystéine synthétase et des glutathion-S-transférases (GST-a et GST-n),
ainsi que l’augmentation du taux de protéines et de molécules anti oxydantes (Nzengue,
2008).

Les protéines subissent des modifications au cours du stress oxydant, sous 1’action
des radicaux libres oxygénés (Stadtman ,1990 ; 1993).I1 s’ensuite plusieurs types de
modifications : fragmentation de protéine, oxydation des chaines latérales des acides aminé
et formation de liaisons croisées entre deux protéines (Bonnefont, Rousselot et al., 2001)
tous les acides aminés peuvent étre oxydés : ainsi la méthionine peut se transformer en
méthionine sulfoxyde et la tyrosine en nitrotyrosine. Les protéines constituées de ces acides
aminés oxydés peuvent I’étre de fagon irréversible ou non. En effet dans le cas de 1’oxydation
des méthionines, celle-ci peuvent étre régénérées par des enzymes méthionines sulfoxyde
réductase.

L’attaque des radicaux sur les fonctions thiol(SH) des cystéines conduite a la
formation de pontes disulfure (S-S) modifiante la structure de la protéine. Ces modifications
peuvent conduire a la perte de la fonction de I’activité de la protéine (Deanet al., 1997) et il
en résulte que les protéines modifiées deviennent plus sensible a I’action des protéases et

sont donc éliminé par le protéasome.

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Peccini et al., (1994) ; Masaya
etal., (2002) qui ont mis en évidence une augmentation significative du taux de protéines
totales sous D’effet d’un stress chimique chez des modéles biologiques différents
(tétards,protistes ciliés, lapins), Ainsi ces resultats vont dans le méme sens que ceux de

Benbouzid (2012)et Boulassel (2014) qui ont respectivement mise en évidence une
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stimulation de taux des protéines totales chez les Paramecium sp en présence des agents

thérapeutique de synthése et des AINS.

L'évolution du taux de lipides suggere une altération de la membrane cellulaire sachant
que cette derniére est composée de 50% de lipides (phospholipides) et que le pesticide agit sur
les protistes des la mise en contact. Ce résultat a été confirmé par celui de Grara (2011) qui a
rapporté la diminution du taux de lipide en fonction des concentrations croissantes de
cadmium. Selon Aurousseau (2002), les radicaux oxygénés libres sont toxiques via la
dégradation des lipides dont la f oxydation, comme le suggérent les travaux de Padjama et
Rao, (1994) qui ont mis en évidence une diminution des taux de lipides dans les tissus de
Bellamya dissimilis exposés a des pesticides, la forte solubilité du xénobiotique est a l'origine
de cette atteinte des lipides.

Les résultats qui nous avons trouvé sont en accord avec ceux de Benbouzid(2012),ce
qui confirme la toxicit¢é de I’xénobiotique testés particulierement aux plus fortes

concentrations que les faibles concentrations.

Nous avons également mis en évidence une déplétion du taux des sucres totaux en
présence de Mancozebe 80 WP. ce qui en accord avec les travaux de Cherait(2015) qui a
étudié I’effet d’un Nifedipine sur Saccharomyces cerevisiae, et (Boulassel et al., 2013) qui
étudie I’effet du Paracétamol sur Paramicium tetraurelia cette diminution du taux des sucres
peut étre expliquée par I’activation de I’AMPK qui va stimuler les vois cataboliques et inhiber
les vois anaboliques (Foretz et al., 2006) mais aussi par leur hydrolyse afin de produire

certains molécules clés dans la défence antioxydant cellulaire telle que NADPH.

Le GSH est un composé réducteur soufré le plus abondant dans le compartiment
intracellulaire. En interceptant un radical hydroxyle, le glutathion génere un radical
superoxyde qui doit étre pris en charge par une SOD, outre son réle essentiel d'agent
réducteur, le glutathion intervient également a un second niveau dans la défense
antiradicalaire par son implication dans les réactions de détoxication catalysées par la
glutathion-S-transférase (Barillet, 2007).

Dans notre travaille nous avons obtenu une diminution du taux de GSH pour les
échantillons traité par le Paracétamol en fonction du temps. Le glutathion se trouve dans le

cytosol en concentration élevée, le reste étant localisé dans les mitochondries, le noyau et
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les peroxysomes (L.u, 2000). Grace a la fonction thiol de la cystéine, le glutathion a un role
trés important dans le maintien de I'état réduit de la cellule (Yu, 1994). Cette fonction thiol
peut aussi fixer des fonctions électrophiles et sert donc a la détoxication. Une déficience en
GSH expose les cellules a un risque oxydatif (Drogue, 2002). En effet, le GSH élimine les
xenobiotiques comme les pesticides par conjugaison. Ce processus peut faire intervenir la
glutathion-S-transférase (Renneberg, 1982, Noctor et al., 2002).

La réduction du taux de GSH peut étre expliquée par les réactions de réduction des
especes activées de ’oxygene et des lipides hydroperoxydés catalysées par les glutathion
peroxydases et par l'utilisation massive de ce dernier par la GST dans les réactions de
conjugaison. Bien que certains intermediaires réactifs se conjuguent spontanément au GSH, la
majeure partie de ces réactions est catalysée par la GST. De ce fait, la structure des conjugués
est dépendante de la régio-sélectivité des GST impliquées dans la formation de ces composés
(Evans et al., 2004 ; Hayes et al., 2005). Nos résultats sont en accord avec les travaux de
Habig et al.,( 1974 ); Regoli et al., (1998) ; Canesi et al.,( 1999) ;Ringwood et al.,(1999);
Brigelius-Flohe, (1999) ; Roche et al (2003). La diminution du taux de GSH, est dus au fait
que le glutathion est I’antioxydant non enzymatique majeur dans les cellule animales, c’est le
thiol cellulaire le plus abondant, impliqué dans le métabolisme, les procédés de transport et
dans la protection des cellules contre les effets toxiques des composés endogenes et exogenes,
y compris les espéeces réactive de 1’oxygene et les métaux lourds (Dickinson et Forman 2002
; Viarengo et Nott, 1993 ;Viarengo, 1994).

Nos résultats sont en accord avec ceux d’Azzouz (2012), qui a étudié la toxicité d’un
insecticide sur paramecium tetraurelia, et de Benbouzid et al.,(2012), qui ont testé des
phosphoramidate sur paramecium aurelia aussi avec ceux de Bouaricha et al., (2013).

Parmi les enzymes impliquées dans les systemes de détoxification, la catalase occupe
une place de choix. En effet cette enzyme apparait dans les premiéres lignes de défense contre
les radicaux libres.

Nous avons ainsi constaté, une augmentation de 1’activité CAT aprés 1’exposition
pour la molécule Mancozebe 80 WP. Ces résultats sont en accords avec les travaux de
Wenning et al. (1988), car la catalase est considérée comme une enzyme présentant une
réponse claire et rapide a la contamination par les xénobiotiques. En effet, I'activité catalase
consiste en une transformation du peroxyde d'oxygéne (H202) en eau et en oxygene

moléculaire (02). Or la production de H202 est induite par la présence de composes
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exogenes a l'organisme comme notamment nos xénobiotiques de syntheses (Brown et al.,

2004), ce dérivé réactif de I'oxygéne peut entrainer l'oxydation des macromolécules (ADN,
Lipides et protéines) (Vlahogianni et al., 2007).
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Conclusion

La problématique initiale de ce travail était 1’étude des réponses
physiologiques et comportementales de Paramécium sp vis-a-vis d’un fongicide de la
famille des dithiocarbamates, est un fongicides de contacte composé d’une matiere

active (Mancozebe) commercialisée sous le nom Mancozébe 80 WP.

Les paramécies ont été utilisés dans le passé pour I'évaluation rapide de la
toxicité des pesticides (Kamola, 1992; Juchelka et Snell, 1995; Rouabhi et al.,
2006; Rao et al., 2007).

Pour ce faire, nous avons essayé d’optimiser la croissance de Paramécie sp en
maitrisant les conditions physicochimiques du milieu de culture. Nos résultats ont
montré que cette espéce de protozoaires suit, dans des conditions bien précises, une
courbe avec quatre étapes (latence, exponentielle, constance et déclin). L’allure de
cette courbe peut étre influencée par plusieurs facteurs tels que la température, la

composition du milieu de culture...etc.

Le traitement par le Mancozébe a été effectué aprés la réalisation d’un modéle
de croissance a 28°C. L’impact de 1’xénobiotique utilisée sur la croissance est trés
remarquable, particulierement aux concentrations les plus élevées qui peut aller

jusqu'a la mort des cellules.

L’¢évaluation des effets cytotoxiques d’un xénobiotique peut Etre réalisée en
utilisant différents parametres, parmi lesquels la croissance cellulaire et le
pourcentage de réponse. Plusieurs biomarqueurs ont été évalués aussi. Chez la
paramécie, nous avons mesuré la concentration en glutathion réduit (GSH), en

protéines, en glucides et en lipides, ainsi que I’activité enzymatiques catalase (CAT).

A I’issue de ce travail nous pouvons conclure que les paramécies occupent une
place de choix vue son cycle de vie court, sa multiplication rapide et son
comportement et sa culture simple et facile au laboratoire.et que L hypothese la plus
plausible que nous pouvons avancer, est que 1’xénobiotique testé induit la formation

de « radicaux libres » conséquence logique d’un stress chimique cellulaire.



Conclusion et perspectives

Perspectives

En perspectives, il serait intéressant :

» D “¢largir les tests de cytotoxicité sur des cellules animales en culture ;

» D’entamer une recherche pluridisciplinaire en impliquant des chimistes, afin
d’étudier la toxicité des produits de dégradations des pesticides testés sur
I’environnement aquatique.

» D’étudier la respiration a partir de mitochondries isolées des paramécies.

» D’Analyser de maniére fonctionnelle les entités moléculaires induites par le
stress chimique et, identifier et caractériser les génes impliqués dans les
processus mis en jeu dans la signalisation des stress chimiques et/ou dans la
régulation de la réponse cellulaire ;

» D’étudier le devenir de ces toxiques, leurs différentes formes de stockage
(spéciation), afin de comprendre les mécanismes moléculaires responsables de
la concentration et de la biotransformation de ces éléments au niveau

cellulaire.
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Résumé

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de la toxicité
d’un fongicide sur un modeéle cellulaire Paramecium sp.
Le principal objectif de notre travail est d’étudier I’effet de fongicide

Mancozebe 8OWP sur un protiste cilié d’eau douce : Paramecium sp.

Trois concentrations de Mancozebe 80 WP ont été choisis (0.4mg/l, 0.6mg/l,
0.8mg/l) et  différents paramétres : physiologique (croissance et pourcentage de
réponse), biochimiques (protéines total, lipides, glucides) et les biomarqueurs de
stress oxydant (CAT et GSH).

Les résultats obtenus montrent une inhibition de la croissance cellulaire, ainsi
qu’une diminution du taux des lipides et les glucides totaux. Nous avons également
mis en évidence une diminution du taux de GSH et une stimulation d’enzyme de la
métabolisation/détoxification : CAT, en plus une augmentation du taux de protéines
totales. Ces donneées indiquent clairement le déclenchement d’un stress oxydatif.

Mots clé : Toxicité, Mancozebe 80 WP, Paraméciums p, Stress oxydatif , métabolites

principales, Biomarqueurs , pourcentage de réponse, croissance .
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ABSTRACT

In this study we are interested in the total evaluation of the toxicity of one
fungicide , on a cell model Paramecium sp.

Therefore, a culture of paramecium sp. was treated with deferent
concentrations of Mancozébe 80 WP In our approach to assess the effects of this
molecule; we measured the yeast cell growth and the rate of lipids, proteins and
carbohydrates. In addition to the levels of some stress biomarker (GSH and CAT).

As a result of this research,

Mancozébe 80 WP have a decrease on cell proliferation of paramecium sp, this
inhibitory effect was dose-dependent and proportional to increasing concentration of
mancozébe.

The same result was found about the lipids and carbohydrates rates, when the
results of proteins rate shown an increase of this parameter we have also demonstrated
an increase of antioxidant enzyme(CAT) measured after exposure to Mancozébe 80
WP , together a decrease of no enzymatic antioxidants(GSH levels). Our results
indicate clearly an occurrence of oxidative stress.

Keywords: Toxicity, Acetaminophen, paramecium sp, biomarker, growth ,
Oxidative Stress.



