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1. INTRODUCTION

Avant l’utilisation des produits phytosanitaires, les systèmes de culture étaient conçus pour

assurer le meilleur compromis entre le risque phytosanitaire et le potentiel de production de la

culture. Cependant, les pertes en rendement des produits agricoles dues aux maladies, aux

ravageurs et aux mauvaises herbes pouvaient atteindre un seuil important (Oerke et Dehne,

1997).

En Algérie, l’utilisation des insecticides, des fertilisants, des engrais, et autres produits

phytosanitaires s’accentue avec le développement de l’agriculture (Bouziani, 2007). Les

fertilisants minéraux ou organiques (lisiers, boues de stations d’épuration) sont dispersés à la

surface des sols afin d’accroitre les rendements des végétaux cultivés. Les principes de leur

usage est fondé sur la constatation que l’on emporte avec la récolte une certaine quantité de

nutriments : phosphore, azote, potassium, et dans une moindre mesure, soufre, magnésium et

autres oligoéléments (François, 2012).

Parmi les engrais chimique les plus utilisées, nous citerons le nitrate de calcium, le nitrate

d’ammonium, le sulfate d’ammonium et l’Urée (Ces deux dernies sont transformés en nitrates

par les bactéries nitrifiantes présentes dans les sols) (François, 2012).

Des quantités considérable de ces fertilisants sont utilisées chaque année en agriculture. La

consommation mondiale d’engrais chimiques à été multipliée par 21 entre 1946 et 2007, année

où elle a atteinte la valeur record de 168.5 millions de tonnes. A l’opposé, on a assisté au début

des années 1990 à une stagnation voire à un recul de la consommation qui est retombé au –

dessous de 140. 106 t (137. 106 t en 1991). Cela à résulté en grande partie des mesures prises

dans les pays développés pour lutter contre la pollution des eaux en particulier par les nitrates

(François, 2012).

Mais l’application intensive de ces derniers provoque une accumulation des micropolluants

minéraux ou organiques, diminution de teneur en matière organique, dégradation de la qualité

des eaux superficielles provoquant un appauvrissement quantitatif et qualitatif des populations de

champignons endomycorhiziens (Cheverry, 1994).

L’utilisation des invertébrés comme bioindicateurs de la qualité des écosystèmes a une longue

histoire dans les milieux aquatiques (Phillips, 1977) et terrestres (Eijsackers, 1983). Selon la

définition générale de Spellerberg (2005), un indicateur biologique peut être défini comme une

espèce reflétant l’état du milieu dans lequel elle vit (Hopkin, 1993 ; Edward et al., 1996). Il
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existe deux types de bioindicateurs, bioindicateur d’accumulation stocke un polluant issu de son

environnement et un bioindicateur d’effet ou d’impact réagit à une ou plusieurs substances issues

de son environnement, introduites par épandage de déchets, pratique agricoles ou contamination

industrielles (Joëlle, 2005).

Les mollusques, grâce à leur capacité d'accumulation, ont été les premiers organismes

sentinelles utilisés dans les programmes de surveillance de la contamination chimique des

écosystèmes (Siest et al., 1988). Parmi ces derniers, l’escargot qui à été largement utilisé en tant

que organisme renseignent sur l’état et le fonctionnement d’un écosystème (Joëlle, 2015).

L’escargot est en contact avec divers contaminants qu'il absorbe par voie transcutanée, par

voie digestive ou respiratoire (Gomot et al., 2000). Il peut accumuler dans sa coquille des

minéraux (magnésium) ou des métaux lords (plomb) (Beeby et al., 2011).

Notre étude entre dans cette thématique et vise à évaluer les réponses d’une espèce

bioindicateur d’escargot de pollution, Helix vermiculata à deux types d’engrais (Urée et NPK).

Plusieurs paramètres ont été étudiés :

1- Aspect morphométrique par la détermination de l’évolution du poids corporel, diamètre

de la coquille, poids de l’hépatopancréas et de l’appareil reproducteur des témoins et traités

pendant 2 mois.

2- Aspect biochimique par la détermination du taux des glucides, lipides et protéines au

niveau de l’hépatopancréas d’Helix vermiculata des séries témoins et traitées.

3- Détermination du taux de la vitellogénines au niveau de la glande d’albumine après 2

mois de traitement.

4- Dosage des biomarqueurs de neurotoxicité, Acétylcholinestérase et de détoxification tels

que, Glutathions -S- Transférases, glutathion peroxydase (GPX) et lactates déshydrogénases

(LDH).



Matériels et
méthodes



Matériels et méthodes

4

2. MATERIEL ET METHODES

2. 1. Présentation d’Helix vermiculata

La position systématique de cette espèce est la suivante

Règne : Animalia

Embranchement : Mollusca

Classe : Gastéropoda

Ordre : Stylomatophora

Super famille : Hélicacae

Famille : Hélicidae

Sous famille : Helicinae

Genre : Helix

Espèce : Helix vermiculata

Helix vermiculata est un escargot comestible connu aussi sous le nom scientifique

d’Eobania vermiculata (Muller, 1974). Sa coquille est aplatie, chagrinée, déprimée

globuleuse très convexe en dessus (Kerny, 1999), de couleur blanc jaunâtre avec 4 à 5 bandes

marron foncé, par fois interrompues ou fusionnées. (Rémy, 1930). Cette coquille, est épaisse

avec 5 à 6 trous dont le dernier et grand arrondi et descendant à l’extrémité, suture peu

profondes (Figure 2). L’ombiliquée  est complètement obturé par le bord inférieur du

péristome. (Kerny, 1999).

Le péristome de la coquille de cette espèce est fortement épaissi et blanc (péristome

réfléchi).Le diamètre de la coquille de cette espèce peut atteindre environ 30 m (Chevalier,

1983).
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Figure 1 : Morphologie externe d’Hélix vermiculata (Gueddouche, 2017).

Figure 2 : Morphologie de la coquille de l’espèce Hélix vermiculata

(Gueddouche, 2017).
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Figure 3 : Morphologie de la coquille de l’espèce Hélix vermiculata

(Gueddouche, 2017).

2.1.1. Anatomie

Le tube digestif commence par le bulbe buccal, et par une forte masse musculaire, la

radula. L’œsophage reçoit les conduits de deux glandes salivaires. Quant aux canaux de

l’hépatopancréas (qui est une volumineuse glande digestive) ils se déversent dans l’estomac

(Gaillard, 1991) (Fig. 4).

L’escargot possède un système nerveux comprend deux ganglions cérébroïdes, situés au

dessus de l’œsophage. Deux colliers partent de ces ganglions : l’un rejoint les ganglions

pédieux, l’autre, plus externe, les ganglions pleuro-viscéraux et viscéraux. Les organes des

sens sont les yeux, les tentacules sensorielles portés sur la tête et les statocystes situés dans le

pied (Gaillard, 1991).

Les gastéropodes possèdent un appareil circulatoire constitué par un cœur. Celui-ci se

trouve dans le tiers postérieur du corps et commande la circulation du liquide sanguin (appelé

hémolymphe, car il correspond à la fois au sang et à la lymphe des Vertébrés). Il n’existe pas

de vaisseaux sanguins proprement dits, par conséquent l’hémolymphe circule dans les

interstices des organes de la cavité viscérale (Grzimek & Fontaine, 1973). Pour se déplacer,

l'escargot se fie peu à sa vue. Il utilise le plus souvent ses cornes inférieures pour tâter le

terrain, flairer sa nourriture et détecter les dangers. L’escargot utilise son pied élargi en un

disque reptateur pour déplacer. Ce pied qui est en fait un énorme muscle capable de se

contracter et de s'allonger n'autorise qu'un déplacement vers l'avant.

Péristome
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L'escargot sécrète différents types de mucus pour aider sont déplacement. Cette bave est

composée de nombreux éléments chimiques comme de l'allantoïne, du collagène, de l'élastine.

La bave permet à l'escargot de mieux glisser sur des surfaces accidentées et de mieux

s'accrocher sur des surfaces planes ou verticales (www.aujardin.info).

Figure 4 : Anatomie interne d’un escargot (www.aujardin.info).

En hiver quand les températures sont basses, il se terre à quelques centimètres de la surface

ou bien il ferme sa coquille à l'aide d'un mucus calcaire que sécrète par le foie et qui se durcit

à l'air; cet opercule s'appelle l'épiphragme (Fig. 6). En été aussi, quand les températures

augmentent il obstrue son ouverture pour estiver et évité la dessiccation.
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Figure 5 : Diaphragme obstruant l’ouverture de la coquille (1 cm – 4.08 mm).

2. 2. Méthodes d’échantillonnage

Dans notre étude, l’échantillonnage a été effectué au niveau de Djebel El-Guelb situé à 24

Km à l’Ouest de la ville d’El Auinet (Figure 7).

Figure 06 : Photo satellitaire de Djebel-El Guelb (www. Earth. Com).

La collecte des escargots est réalise manuellement et de manière aléatoire, durant la

période étalée du mois de janvier jusqu’au mois d’avril. Une fois les escargots sont collectés,

ils seront triés au laboratoire selon les différentes phases de développement : les jeunes éclos,

les juvéniles, les subadultes et les adultes. Le site d’étude (Djebel-El Guelb) est caractérisé
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par une couverture (figure 8) végétale herbacée variée, qui devient dense au printemps et

l’Atriplex est la plus dominante dans la région.

Figure 07 : Présentation du site d’étude, Djebel El-Guelb.

2. 3. Méthode d’élevage

L’élevage des escargots se fait au laboratoire de biologie animale, dans des boites en

plastiques (Longueur : 14 cm, largeur : 12 cm, hauteur : 15 cm) recouvertes d’un tulle afin

d’assurer une bonne aération. Il est maintenu à une température de 20 ± 2° et une humidité de

(31%). Pour maintenir une humidité adéquate, une éponge humide a été déposée au fond des

boites. Le nettoyage des boites est effectué chaque trois jours (Daumer et al., 2007).

Figure 08 : Elevage d’Helix vermiculata au laboratoire.
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2. 4. Présentation des engrais et traitement

Dans cette étude on applique deux types d’engrais : le NPK et l’Urée.

- Urée

L’Urée contenant 46 % d’azote, c’est l’engrais azoté Solide le plus concentré ;

commercialisée sous forme granulée. Dans le sol, l’Urée s’hydrolyse en carbamate puis en

carbonate d’ammonium sous l’action d’une enzyme microbienne : l’Uréase comme suit :

CO (NH2)2 + H2O → NH4 COONH2 + H2O → (NH4)2 CO3.

La transformation s’opère normalement en quelques jours ; et l’ammonium du carbonate

est normalement transformé en nitrate. L’urée est utilisable pratiquement sur toutes les

cultures.

- NPK

Le NPK est un engrais solide complet, riche en soufre. Sa composition et ses

caractéristiques sont les suivants :

Azote ammoniacale (NH4) : 15%.

Anhydride phosphorique (P2O5) : 15%.

Oxyde de potassium (K2O) :15% sous forme sulfate de potassium.

Anhydride sulfurique (SO3) : 20%.

Humidité : 0.50 % maximum.

Granulométrie : 95 % entre 1-4 mm.

Le NPK peut être utilisé sur toutes les cultures, au moment de la plantation, au semis et en

couverture.

Pour chaque traitement, les escargots sont répartis en 5 lots : un lot témoin non traité et

quatre lots traités par 4 doses de deux types d’engrais différents ; D1de l’Urée= 300 mg, D2

de l’Urée= 600 mg, et D1 de l’NPK= 800 mg, D2 de l’NPK= 1600 mg. Ce traitement est

répété après chaque trois jours pendant deux moins pour le traitement de la croissance et de la

biochimie et biomarqueur, et un moins et 15 jours pour le traitement de la reproduction.

Après chaque trois jour, le nettoyage des boites d’élevage est effectué. La nourriture

apportée est renouvelée, qu’elle soit contaminée ou non. Ce nettoyage est fait, autant que

possible à heure fixée (Cosson et al., 1998).
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Deux types d’engrais ont été appliqués, l’Urée et le NPK, chacun avec deux doses : Dose

recommandée (Tableau 1) et une dose recommandée x2 sur 10 individus / lot. Le traitement

est répété chaque trois jour pendant deux mois selon le schéma expérimental suivant :

Tableau 1 : Les doses de l’Urée et de NPK appliquées au cours de nos expérimentations.

Traitement

Doses
Urée NPK

Dose recommandée (D1) 300 mg 800 mg

Dose recommandée x2 (D2) 600 mg 1600 mg
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2. 4. 1. Traitement de la croissance

Figure 09 : Schéma représentatif du protocole expérimental pour le traitement.

Escargots (juvéniles)

Lot 1

Témoins

Lot 2 :

traité par

la D1 de

l’Urée

(300mg)

Lot 3

traité par

la D2 de

l’Urée

(600 mg)

Lot 4

traité par

la D1 de

NPK

(800mg)

Lot 5

traité par

la D2 de

NPK

(1600

mg)

Chaque semaine, pesée et mensuration
du diamètre de la coquille.

Toxicité et croissance
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2. 4. 2 : traitement de biochimie et biomarqueur

Figure 10 : Schéma représentatif du protocole expérimental pour le traitement de la

biochimie et biomarqueur.

Escargots (juvéniles)

Lot1

Témoins

Lot 2

traité par

la D1 de

l’Urée

(300 mg)

Lot 3

traité par

la D2 de

l’Urée

(600 mg)

Lot 4

traité par

la D1 de

NPK

(800 mg)

Lot 5

traité par

la D2 de

NPK

(1600 mg)

Chaque semaine, pesé et mensuration du diamètre de
la coquille.

Dissection des escargots et prélèvement de

l’hépatopancréas

Dosage des

biomarqueurs

Dosage biochimique

GSTS GPX LDH Protéines Glucides Lipides
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2. 4. 3 : traitement de la reproduction

Figure 11 : Schéma représentatif du protocole expérimental pour le traitement de la

reproduction.

Escargots (subadultes)

Lot1
Témoins

Lot 2

traité par

la D1 de

l’Urée

(300 mg)

Lot 2

traité par

la D2 de

l’Urée

(600 mg)

Lot 4

traité par

la D1 de

l’NPK

(800 mg)

Lot 5

traité par

la D2 de

l’NPK

(1600 mg)

Chaque semaine, pesée et mensuration du diamètre

de la coquille.

Dissection des escargots et prélèvement de

l’hépatopancréas, la tête, la glande

albuminique  et le système reproducteur

Dosage de :
Mesure du poids frais de

l’hépatopancréas, le

système reproducteur et

des glandes albuminiqueVétélogénineA ch.
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2. 5. Dissection de l’escargot

La dissection des escargots a été effectuée selon le protocole présenté par Beaumont et

Cassier (1970). Pour cela nous avons placé l’animal dans un récipient bien rempli d’eau

refroidie après ébullition et hermétiquement fermé. La mort de l’animal est survient au bout

de 24 à 48 heures par asphyxie et s’accompagne de l’extension de l’animal.

Après la mort de l’animal, et à l’aide de gros ciseaux on découpe la coquille en suivant la

ligne de spire, du péristome vers le sommet; pour le dernier tour, et pour enlever le reste de la

coquille, on utilise de grosses pinces.

L’animal est placé dans la cuvette à dissection, et à l’aide d’une épingle enfoncée dans le

pied de l’escargot, on immobilise l’animal la tête orienté vers le manipulateur et le pied vers

le coté opposé pour qui au puisse prélever l’hépatopancréas, la glande albuminique, la tête et

l’appareil reproducteur.

2. 6. Biométrie

Plusieurs paramètres biométriques ont été pris en considération à savoir : le poids des

individus, le poids de l’hépatopancréas, le poids des gonades et le diamètre de  la coquille des

individus témoins et traités avec l’Urée et le NPK. La pesé est réalisée à l’aide d’une balance

de précision, alors que le diamètre de la coquille est déterminé grâce à un pied à coulisse.

2. 7. Extraction et dosage des métabolites

L'extraction des différents métabolites a été réalisée selon le procédé de Shibko et al

(1966), et les principales étapes sont résumées dans la Figure 13. Les échantillons (les

portions de l’hépatopancréas d’Hélix vermiculata) sont placés dans des tubes eppendorf

contenants 1 ml d'acide trichloracétique (TCA) à 20 % et broyés. Après une première

centrifugation (5000 trs/min, 10 mn), le surnageant I obtenu est utilisé pour le dosage des

glucides totaux selon la méthode de Duchâteau & Florkin, (1959). Au culot I, on ajoute 1 ml

de mélange éther/chloroforme (1V/1V) et après une seconde centrifugation (5000 trs/min, 10

mn), on obtient le surnageant II et le culot II, le surnagent II sera utilisé pour le dosage des

lipides (Goldsworthy et al., 1972) et le culot II, dissout dans de la soude (0,1 N), servira au

dosage des protéines selon Bradford (1976).
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Duchateau & Florkin, (1959)

Bradford, (1996)

Goldsworthy et al. (1972)

Figure 12: Extraction des glucides, protéines et lipides totaux (Shibko et al., 1967).

Hépatopancréas d’Helix vermiculata

1 ml de TCA (à 20%)

Broyage (Homogénéiseur à ultrasons)

Centrifugation (5000 trs/min, 10 min)

Surnageant I Culot I

Aliquote (100μl)

Anthrone (4 ml)

Chauffer 80°C (10 mn)

1 ml éther/chloroforme (1V/1V)

Centrifugation (5000 trs/min, 10min)

Surnageant II Culot II

Aliquote (100μl) 1 ml NaOH (0.1N)

1 ml d’acide Sulfurique

Agitation Agitation

10 mn au bain de Sable

Lipides

Glucides

AgitationEvaporation totale

Dosage aliquote (100 μl)

Dosage aliquote (200μl)

Protéines
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2. 7. 1. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de Duchateau & Florkin

(1959). Cette méthode consiste à additionner 100 μl du surnageant contenu dans un tube à

essai, 4 ml du réactif d'anthrone et de chauffer le mélange à 80 °C pendant 10 min. Une

coloration verte se développe dont l'intensité est proportionnelle à la quantité de glucide

présente dans l'échantillon. La lecture de l'absorbance est faite à une longueur d'onde de

620nm. La gamme d'étalonnage est effectuée à partir d'une solution mère de glucose

(1mg/ml). (Tableau1).

Tableau 02 : Dosage des glucides totaux, réalisation de la gamme d’étalonnage.

2. 7. 2. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976), dans une

fraction aliquote de 100 μl à laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de commisse

(BBC) G 250 (Merck). Celui-ci révèle la présence des protéines en les colorants en bleu.

L'absorbance est lue au spectrophotomètre à une longueur d'onde de 595 nm. La gamme

d'étalonnage est réalisée à partir d'une solution d'albumine de sérum de bœuf (BSA) titrant

1mg/ml. (Tableau 2).

Tubes 1 2 3 3 5 6

Glucose (µl) 0 20 40 60 80 100

Eau distillée (µl) 100 80 60 40 20 0

Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4
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Tableau 03 : Dosage des protéines totales : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6

BSA (µl) 0 20 40 60 80 100

Eau distillé (µl) 100 80 60 40 20 0

BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

2. 7. 3. Dosage des lipides totaux

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972), en

utilisant le réactif sulfophosphovanillinique. Le dosage des lipides se fait sur des prises

aliquotes de 100 μl des extraits lipidiques ou de gamme étalon auxquelles on évapore

totalement le solvant puis on ajoute 1ml d'acide sulfurique concentré, les tubes sont agités et

mis pendant 10 mn dans un bain de sable à 25 °C. Après refroidissement, on prend 200 μl de

ce mélange au quel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique. Après 30 mn à

l'obscurité, la densité optique est lue dans un spectrophotomètre à une longueur d'onde de 530

nm. Les lipides forment à chaud avec l'acide sulfurique, en présence de la vanilline et d'acide

orthophosphorique, des complexes roses. La solution mère des lipides est préparée comme

suit : on prend 2,5 mg d'huile de table, tournesol (99% triglycérides) dans un tube eppendorf

et on ajoute 1 ml d'éther chloroforme (1V/1V).
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Tableau 04 : Dosage des lipides totaux : réalisation de la gamme d’étalonnage.

2. 8. Dosage des biomarqueurs

Les portions de l’hépatopancréas des séries témoins et traitées à l’Urée et le NPK ont fait

l'objet d'un dosage de l’acétylcholinestérase (AChE), des glutathion S-transférases (GSTS),

Glutathion peroxydases (GPX) et du lactate déshydrogénase (LDH). Par ailleurs, le contenu en

protéines totales des différents échantillons a été préalablement déterminé, afin de pouvoir

calculer les différentes activités spécifiques des enzymes.

2. 8. 1. Dosage des glutathion S-transférases

Les glutathion S-transférases (GSTs) représentent une famille d’enzymes

multifonctionnelles, essentiellement cytosoliques, impliquées dans diverses opérations de

transports et de biosynthèse intracellulaire. Les GSTs jouent un rôle important dans la

détoxification des xénobiotiques ; elles catalysent souvent la conjugaison des molécules

électrophiles avec le glutathion réduit (GSH). Les produits sont ensuite métabolisés en acide

mercapturique et excrétés au niveau de la bile et des urines (Habig et al., 1974).

Les portions de l’hépatopancréas d’Helix vermiculata témoin et traités, sont pesés puis

broyées dans 1 ml de tampon phosphate de sodium (0,1 M, pH 6). L’homogénat ainsi obtenu

est centrifugé (14000 trs/min à 4°C pendant 30 min), le surnageant récupéré servira au dosage

de l’activité des GSTs (Fig. 14).

Tubes
1 2 3 4 5 6

Solution mère des

lipides (µl)
0 20 40 60 80 100

Solvant

Ether/chloroforme

(µl)

100 80 60 40 20 0

Vanilline (ml)
2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
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Le dosage est réalisé selon la méthode de Habig et al. (1974), il consiste à faire réagir 200

μl du surnageant, avec 1,2 ml du mélange CDNB (1mM)/GSH (5mM) [20,26 mg CDNB,

153,65 mg GSH, 100 ml tampon phosphate (0,1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est

effectuée toutes les 1 mn pendant 5 minutes à une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc

contenant 200 μl d’eau distillée remplaçant la quantité de surnageant.

X : millimoles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (mM/min/mg de

protéines).

Δ Do : pente de la droite de régression obtenue après hydrolyse du substrat en fonction du

temps.

9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM-1 cm-1).

Vt : volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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Figure 13: Extraction et dosage des glutathion S-transférases (Habig et al., 1974).

Hépatopancréas d’Helix vermiculata

+

Tampon phosphate de sodium (0,1 M pH 6)

Broyage à froid

Centrifugation (14000 trs/mn pendant 30 mn)

Echantillon :

-1,2 ml mélange

(CDNB+GSH).

-200μl
Surnageant.

Blanc :

-1,2 ml mélange

(CDNB+GSH).

-200μl eau

distillée.

Lecture des absorbances à une longueur d’onde 340 nm

Agitation
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2. 8. 2. Dosage de l’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique du GPx est mesurée par la méthode de Floche et Gunzler (1984),

en utilisant l’H2O2 comme substrat.

Les échantillons sont homogénéisés dans 1 ml du Tampon phosphate (pH 7,8) et

centrifugés à 3000 trs/min pendant 10 min. 200 μl du surnageant récupéré est additionné à

400 μl de GSH (0.1 mM) et 200 μl du Tampant phosphate (0.067 M). 200 μl d’H2O2 (1.3

mM) ont ajoutés pour initier la réaction, pendant 10 min, puis la réaction est arrêtée par

addition de 1ml de TCA (1%). Après le dépôt du mélange dans de la glace pendant 30 min, il

subit une centrifugation (3000 trs/min pendant 10 min) puis 480 μl de surnageant est placé

dans une cuve auquel on ajoute 2.2 ml de Na2HPo4 (0.32 M) et 320 μl de DTNB (1 mM). La

lecture des absorbances est effectuée au spectrophotomètre dans les 5 minutes à une longueur

d’onde de 412 nm.

La détermination (calcule) de l’activité de la GPx se fait de la façon suivante :

Activité de GSH consommée/min/gr de protéine.

Blanc=0.04 micro mole de GSH réduit

Extrait=0.04 micro mole de GSH réduit

Donc la concentration de GSH réduit qui sera oxydée (disparue)= DOe-DOb

2. 8. 3. Extraction et dosage du lactate déshydrogénase

Les portions de l’hépatopancréas préalablement pesés sont homogénéisées dans 1 ml de

tampon Tris/HCL (0,1 M, pH 7,2) puis centrifugées (3000 trs/min, pendant  5 min. Le

surnageant récupéré (source d’enzyme) sera conservé au congélateur à -80°C jusqu’au

moment du dosage.

DOb

DOe
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Figure 14 : Extraction et dosage des lactates déshydrogénases (Hill et al., 1954).

Hépatopancréas d’Helix vermiculata

+

1 ml Tampon Tris / HCL (0,1 M, pH 7,2)

Broyage à froid

Centrifugation (3000 trs/mn, pendant 5 mn)

Echantillon :

675 μl tampon

substrat (0,2 M,

pH10)

50 μl solution

coenzyme NAD

50 μl surnageant

Blanc :

775 μl tampon

substrat (0,2 M, pH

10)

Agitation

Lecture des absorbances à une longueur d’onde 340 nm
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2. 8. 4. Dosage de l’activité spécifique de l’acétylcholinestérase

L'acétylcholinestérase est une enzyme très courante chez les animaux, elle catalyse la

réaction d’hydrolyse de l’acétylcholine en choline et acide acétique.

Les tètes d’Helix vermiculata sont prélevées puis pesées, elles sont ensuite homogénéisées

dans 1ml de la solution détergente D [38,03 mg EGTA (acide éthylène glycol-bis, β-

aminoéthyl éther NNN’N’ tétra-acétique), 1ml Triton X 100%, 5,845 g NaCl (chlorure de

sodium), 80 ml tampon tris (10mM, pH 7)] qui solubilise les membranes. Après

centrifugation (5000 trs/ min pendant 5 min), le surnageant est récupéré et servira comme

source d’enzyme (Fig.16).

Le dosage de l’activité spécifique de l’AChE est réalisé selon la méthode d’Ellman et al

(1961), sur une fraction aliquote de 100 μl à laquelle on ajoute 100 μl de DTNB préparé

extemporanément [39,6 mg DTNB, 15 mg CO3HNa (bicarbonate de sodium), et 1 ml tampon

tris (0,1 M, pH 7)] après 3 à 5 minutes, 100 μl de substrat acétylthiocholine préparé

extemporanément [23,6 mg Asch, 1 ml eau distillée] sont ajoutés. La lecture des absorbances

s’effectue toutes les 4 mn pendant 20 minutes à une longueur d’onde de 412 nm contre un

blanc où 100 μl de solution détergente remplace les 100 μl de surnageant .

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (μM/min/mg de

protéines).

Δ Do: pente de la droite de régression obtenue après hydrolyse du substrat en fonction du

temps.

1,36 x 104 : coefficient d’extinction molaire du DTNB (M-1 cm-1).

Vt : volume total dans la cuve : 1,3 ml [0,1 ml surnageant + 0,1 ml DTNB + 1 ml tampon tris

(0,1 M, pH 7) + 0,1 ml acétylthiocholine].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,1 ml.
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mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

Figure 15 : Extraction et dosage de l’acétylcholinestérase (Ellman et al., 1961).

Les têtes d’Hélix vermiculata

Broyage dans la solution D

Centrifugation (5000 trs/mn pendant 5mn)

Echantillon :

-100μl DTNB.

-100μl Surnagent.

-1ml tampon tris.

Blanc :

-100μl DTNB.

-100μl Solution D.

-1ml tampon tris.

Agitation

Reposer 3 à 5 min

Lecture des absorbances à une longueur d’onde 412 nm

100μl acétylthiocholine



Matériels et méthodes

26

2. 8. 5. Extraction et dosage de la vitellogénines et des vitellines

2. 8. 5. 1. Prélèvement de la glande albuminique

Les glandes albuminiques prélevées à été posées est mettent, et dans des tubes eppendorf il

est additionnées de 500 µl de tampon complet Tris-HCl-NaCl à pH = 7.4 et conservées à 4 °C

jusqu’au dosage des vitellogénines.

2. 8. 5. 2. Technique d’extraction

Une fois, les glandes a albumines prélevées, elles sont mis dans un tube eppendorf avec

500 µl de Tampant Tris – HCl – NaCl (pH 7,4) puis broyées aux ultrasons pendant 30

secondes à 2 répétitions. L’homogénat est centrifugé à 5000 trs/min pendant 10 minutes. Il en

résulte 3 couches distinctes, une couche  surnageant  qui représente les lipides, un culot

contenant des glycoprotéines et une couche intermédiaire renfermant les vitellogénines. Cette

dernière est récupérée à l’aide d’une simple seringue médicale, déposée dans un autre tube

eppendorf, puis maintenue au congélateur jusqu’au dosage (Fabre et al., 1990).

Figure 16 : Extraction des vitellogénines et des vitellines par Descamps, (1996) à

partir de Fabre et al (1990).

Les glandes albumines d’Helix vermiculat

Broyage dans 500 μl de tampon Tris-HCl-NaCl (pH 7,4)

Centrifugation (5000 trs/mn pendant 10 mn)

Couche intermédiaire contenant

Les vitellines et les vitellogénines.

Surnageant (Lipides) Culot (Glycoprotéines)

100 μl

vitellogénines

+ 4 ml BBC

Lecture des absorbances à une
longueur d’onde 595 nm
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2. 9. Analyse statistique

Les moyennes ± SEM sont calculées pour chaque groupe d’expérience. Le test de student,

l’analyse de la variance à un critère de classification ont permis de mettre en évidence les

différences entre les échantillons pour toutes les expérimentations (Minitab).



Résultats
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3. RESULTATS

3. 1. Effets sur le comportement

Pendant la durée de l’expérience, les escargots traités par l’Urée et le NPK ont montré

une série de symptôme. On signale que les escargots ne sont pas attirés par la nourriture de

façon dose-dépendante comparé aux escargots témoin. Ce comportement dû principalement

à la perte de chimioreception. Dans les lots qui contiennent la dose recommandé D1 (300

mg) de l’Urée et la dose recommandé D1 (800 mg) de NPK, les escargots ont montré une

activité similaire relativement à celle des escargots témoins. Tandis que, dans les lots qui

contiennent la dose recommandé x2 D2 (600 mg) de l’Urée et la dose recommandé x2 D2

(1600 mg) de NPK et à partir la  deuxième semaine, l’activité des escargots est diminuée, et

elles sont en position haute sur le couvercle. Les escargots qui perte sont activité

locomotrices se positionnent au sommet des lots, elles sont généralement fuient les

nourritures.

3. 2. Estimation du taux d'alimentation

La quantité de la laitue consommée par les escargots qui sont traités par l’Urée et le NPK

est mesurée chaque trois jour au cours du période de l’expérience. Le résultat est représente

dans le tableau 5 et la figure 17. On remarque une diminution significative (p<0.05) de la

quantité d’aliment ingérés par les escargots traités par la dose recommandé D1 et la dose

recommandé x2 D2 de l’Urée, et une diminution hautement significative (p<0.01) de la

quantité d’aliment ingérés par les escargots traités par la dose recommandé D1 et la dose

recommandé x2 de NPK comparativement à la série témoin.

Le teste t de Student révèle une diminution significative (p<0.05) de la quantité d’aliment

ingérés (g) par les série traités par la dose recommandé D1 (p= 0.01) et la dose recommandé

x2 D2 de l’Urée (p= 0.019), et une diminution hautement significative (p<0.01) de la

quantité d’aliment ingérés par les séries traités par la dose recommandé D1 (p= 0.008) et la

dose recommandé x2 D2 (p= 0.007) de NPK. De plus, aucun effet dose à été signalé.
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Tableau 05 : Effet de l’Urée et de NPK sur la quantité d’aliment ingérés (g) par les

escargots (m ± sem., n= 15 répétitions comportant chacune 10 individus). (Comparaison des

moyennes pour un même temps entre les différentes séries (lettres minuscules)).

Echant Témoin Urée D1 Urée D2 NPK D1 NPK D2

m±sem. 19.67±2.22 a 7.42±1.23 b 6.09±0.59 b 8.67±1.16 c 9.1±1.26  c

Figure 17 : Effets de l’Urée et de NPK sur la quantité d’aliments ingérés (g) par les

escargots après une période de traitement de deux moins (m ± sem., n=15 répétitions

comportant chacune 10 individus). (* : Différence significative ; ** Différence hautement

significative).
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3. 3. Les paramètres morphométriques

3. 3. 1. La mortalité

Au cours des essais, le contrôle de la vitalité des individus d’Hélix vermiculata est

effectué chaque semaine de teste, les individus morts sont évacués des enceintes d’essai. En

générale, la mort d’un individu est facile à détermines : le pied flasque et jaunâtre est  le plus

souvent  l’escargot sorti de la coquille. La sole pédieuse n’adhère à aucune surface. Ainsi,  le

corps de l’escargot devient luisant et très visqueux, c’est un indice de la liquéfaction des

tissus. L’escargot mort dégage une  odeur nauséabonde. Pour assuré la mort de l’individu,

on fait une stimulation du pied à l’aide d’une aiguille ou d’une paire de pinces brucelles.

Lorsque aucune réaction on conclu la mort de l’individu.

Le résultat est mentionné dans le tableau 06 et la figure 18. La mortalité corrigée (%)

marque une augmentation significative (p<0.05) chez les séries traités par la dose

recommandé D1 de l’Urée et D1 de NPK, et une augmentation hautement significative

(p<0.01) chez les séries traités par la dose recommandé x2 D2 de l’Urée et D2 de NPK

comparativement au série témoin.

Le teste t de Student révèle une augmentation significative (p<0.05) de la mortalité

corrigé (%) chez les séries traités par la dose  recommandé D1 (p= 0.038) de l’Urée et par la

dose recommandé D1 (p= 0.038) de NPK, et une augmentation hautement significative

(p<0.01) chez les séries traités par la dose recommandé x2 D2 (p= 0.004) de l’Urée et par la

dose recommandé x2 D2 (p= 0.003) de NPK. Comparativement à la série témoin. On signale

un effet dose (p= 0.008).
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Tableau 06: Effet de l’Urée et de NPK sur la mortalité corrigée (%) chez les escargots (m ±

sem., n= 5 répétitions comportant chacune 10 individus). (Comparaison des moyennes pour

un même temps entre les différentes séries (lettres minuscules)).

Echant Témoin Urée D1 Urée D2 NPK D1 NPK D2

m±sem. 0.00±0.00 a 16.67±4.44 b 53.33±4.44 c 33.33±8.89 b 56.67±4.44 c

Figure 18 : Effets de l’Urée et de NPK sur la mortalité corrigée (%) chez les escargots après

une période de traitement de deux moins (m ± sem., n=5 répétitions comportant chacune 10

individus). (* : Différence significative ; ** Différence hautement significative).
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3. 3. 2. Effets de l’Urée et le NPK sur le poids des gonades d’Helix vermiculata

Le tableau 07 représente l’indice gonadique (%). On note une augmentation non

significative (p0,05) de poids des gonades chez les individus traités par la dose

recommandé D1 de l’Urée et les doses (D1 recommandé et la dose recommandé x2 D2 de

NPK), et une augmentation hautement significative (p<0.01) chez les individus traités par la

dose recommandé x2 D2 de l’Urée en comparaison avec les individus témoins.

Le test t de Student révèle une augmentation hautement significative  de l’indice

gonadique (%) (p<0.01) chez les individus traités par la dose recommandé x2 D2 de l’Urée

(p= 0.005) comparativement aux témoins, après une période de traitement de un moins et 15

jours. On note un effet dose (p= 0.05).

Tableau 07: Effet de l’Urée et de NPK sur l’indice gonadique (%) chez les escargots

subadultes (m ± sem., n= 5 répétitions comportant chacune 3 individus). (Comparaison des

moyennes pour un même temps entre les différentes séries (lettres minuscules)).

Echant Témoin Urée D1 Urée D2 NPK D1 NPK D2

m±sem. 1.43±0.33 a 1.83±0.17 a 2.76±0.41 b 3.52±1.13 a 2.27±0.67 a



Résultats

33

Figure 19 : Effets de l’Urée et de NPK sur l’indice gonadique (%) chez les escargots

subadultes après une période de traitement de un moins et 15 jours (m ± sem., n=5

répétitions comportant chacune 3 individus). (NS : Différence non significative ; **

Différence hautement significative).
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Tableau 08: Aspect du système reproducteur chez les escargots subadultes traités par l’Urée

et le NPK (Gueddouche, 2017).

3. 3. 3. Effets de l’Urée et de NPK sur le poids de l’hépatopancréas d’Helix

vermiculata

Les résultats présentés dans le tableau 09 et la figure 20. Le poids de l’hépatopancréas

des escargots subadultes traités par les deux doses de l’Urée et le NPK est en diminution

non significative (p0,05) par rapport aux témoins. De plus, aucun effet dose n'a été signalé

au cours des temps testés.

La comparaison des valeurs moyennes ne montre aucune différence entre les individus

témoins et traités.

Traitement

Dose Témoin UREE D1 UREE D2 NPK D1 NPK D2

X 9.5 X 8.5 X 10 X 9.5 X 9

A
s
p
e
c
t
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Tableau 09: Effet de l’Urée et de NPK sur le poids de l’hépatopancréas (g) des escargots

subadultes (m ± sem., n= 5 répétitions comportant chacune 3 individus). (Comparaison des

moyennes pour un même temps entre les différentes séries (lettres minuscules)).

Echant Témoin Urée D1 Urée D2 NPK D1 NPK D2

m±sem. 1.23 ± 0.13 a 1.09 ± 0.01 a 0.98 ± 0 a 0.86 ± 0.06 a 0.67 ± 0.06 a

Figure 20 : Effets de l’Urée et de NPK sur le poids de l’hépatopancréas (g) des escargots

subadultes après une période de traitement d’un mois et demi (m ± sem., n=5 répétitions

comportant chacune 3 individus). (NS : Différence non significative).

3. 3. 4. Evolution de la croissance d’Helix vermiculata

Au bout de 4 semaines de traitement, le pourcentage d’inhibition de la masse moyenne

des groupes Urée D1, D2 et NPK D1, D2 calculé (Tab. 5 ) est de 82.42, 97.7, 65.32, 64.88 et

77.36 respectivement. Le pourcentage d’inhibition du diamètre coquillère moyen est de
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d’inhibition de la masse moyenne des mêmes groupes est de 77.14, 7.64, -68.37 et -06.03

respectivement. Le pourcentage d’inhibition du diamètre coquillère moyen était de 99.29,

23.13, 8.33 et -3.96 respectivement.

Tableau 10 : Effets de l’Urée D1, D2 et de NPK D1, D2 sur le poids et le diamètre

coquillère moyens des escargots juvéniles et subadultes d’Helix vermiculata.

Temps

Témoin UREE D1 UREE D2 NPK D1 NPK D2

Poids Diamètre Poids Diamètre Poids Diamètre Poids Diamètre Poids Diamètre
0

Semaine
5,26 ±
0,85

2,29 ±
0,12

5,25 ±
1

2,28 ±
0,15

5,32 ±
0,33

2,29 ±
0,07

5,29 ±
0,43

2,3  ±
0,07

5,23  ±
0,57

2,3  ±
0,1

1 Ier
Semaine 0 0 96,32 81,25 11,13 97,78 61,65 90,63 94,21 51,04

2ème
Semaine 0 0 99,52 96,43 98,98 91,67 75,66 73,33 26,53 90

3ème

Semaine 0 0 61,3 95,56 39,16 96,43 29,61 88,89 92,26 87,78
4ème

Semaine 0 0 82,42 98,21 97,7 64,88 65,32 78,21 77,36 97,44
5ème

Semaine 0 0 95,76 81,25 -19,23 98,72 79,37 90 60,81 96,43
6ème

Semaine 0 0 89,3 90,91 75,2 91,94 -1,43 -32,29 99,47 98,33
7ème

Semaine 0 0 8,23 91,67 -180,83 11,03 -50,84 -65,38 -61,89 -76,67
8ème

Semaine 0 0 77,14 99,29 7,64 23,13 -68,37 8,33 -6,03 -3,96

% IPm : % d’inhibition du poids moyen,
% IDm : % d’inhibition du diamètre moyen.

3. 3. 4. 1. Effet de l’Urée et de NPK sur le poids corporel d’Helix vermiculata

L’évolution du poids frais moyen des escargots sous l’effet de l’Urée et de NPK durant

les huit semaines de traitement présente une certaine similitude. A la fin de l’expérience, le

poids frais moyen des escargots traités avait tendance à diminuer d’une façon significative

(p<0.05) et hautement significative (p<0.01) par rapport au poids frais moyen des escargots

témoins.

Ainsi, le poids frais moyen des escargots traités au Urée et au NPK a une tendance à

augmenter d’une façon non significative (p0,05) durant la première semaine de traitement.

A partir de la deuxième jusqu'à septième semaine d’exposition, il y a une diminution non

significative (p0,05) du poids frais moyen des escargots, sauf pendant la deuxième semaine

et à la dose D2 de NPK, on note une augmentation très hautement significative (p<0.001) du

poids frais des escargots et une diminution significative (p<0.05) du poids frais moyen des

escargots traités par la dose D1 de l’Urée. Cette diminution du poids touche également les

escargots traités par les doses ; D1 et D2 de l’Urée, de façon significative (p<0.05) et

hautement significative (p<0.01) durant la septième semaine, et les escargots traités par les
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doses ; D1 et D2 de l’Urée, D2 de NPK d’une façon significative (p<0.05) et hautement

significative (p<0.01), durant la huitième semaine de traitement.

Tableau 11 : Effet de l’Urée et de NPK sur le poids des escargots (g) juvéniles et subadultes

(m ± sem., n= 15 répétitions comportant chacune 10 individus). (Comparaison des

moyennes pour un même temps entre les différentes séries (lettres minuscules) et

comparaison des moyennes entre les séries (lettres majuscules)).

Temps

Echantillon

1ièr

Semaine

2ème

Semaine

3ème

semaine

4ème

Semaine

5ème

semaine

6ème

semaine

7ème

Semaine

8ème

Semaine

Témoin 5.24±0.58a

A

5.42±0.88a

A

5.34±0.58a

B

5.37±0.68a

C

5.48±0.61a

C

4.91±0.81a

C

5.39±0.62

C

5.23±0.57a

B

Urée D1 4.73±0.92a

C

4.64±0.81b

C

4.77±0.84a

B

4.63±0.79a

A

4.62±0.69b

A

4.6±0.63a

A

4.66±0.68b

A

4.16±1.15b

B

Urée D2 5.38±0.37a

C

5.06±0.41a

C

5.12±0.45a

B

4.68±0.67a

A

4.8±0.66a

A

4.66±0.64a

A

3.59±1.82c

A

3.26±1.96c

B

NPK D1 5.61±0.72a

C

5.52±0.63a

C

5.47±0.53a

B

4.99±0.82a

A

5.13±0.88a

A

4.61±1.07a

A

4.81±1.81a

A

4.48±1.8a

B

NPK D2 5.58±0.68a

C

5.44±0.64d

C

5.33±0.67a

B

5.13±1.05a

A

4.89±1.06a

A

4.66±0.90a

A

4.37±1.8a

A

3.66±2.2b

B
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Figure 21 : Effets de l’Urée et de NPK sur le poids corporel (g) des escargots juvéniles et

subadultes après une période de traitement de deux mois (m ± sem., n=15 répétitions

comportant chacune 10 individus). (* : Différence significative ; ** Différence hautement

significative ; *** Différence très hautement significative ; NS : Différence non

significative).

3. 3. 4. 2. Effet de l’Urée et de NPK sur le diamètre de la coquille d’Helix

vermiculata

A la fin de l’expérience, le diamètre coquillère moyen des escargots traités diminue d’une

façon non significative (p0,05) et de façon significative (p<0.05) par rapport aux escargots

du groupe témoins. Cette diminution était significative (p<0.05) chez les individus traités

par les doses les plus fortes ; D2 de l’Urée et D2 de NPK. Pendant les trois premières

semaines, le diamètre de la coquille des escargots marque une augmentation parfois non

significative (p0,05) et autre fois significative (p<0.05) chez les individus traités par les

doses ; D1 de l’Urée, D2 de l’Urée et de NPK, et de façon hautement significative (p<0.01)

chez les individus traités par les doses ; D1 et D2 de NPK. A partir de la quatrième semaine

de traitement. Cette augmentation devient non significative (p0,05) au cours de quatrième,

cinquième et sixième semaine. L’exposition aux D1 et D2 de l’Urée et de NPK n’affecte pas
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Figure 21 : Effets de l’Urée et de NPK sur le poids corporel (g) des escargots juvéniles et

subadultes après une période de traitement de deux mois (m ± sem., n=15 répétitions

comportant chacune 10 individus). (* : Différence significative ; ** Différence hautement

significative ; *** Différence très hautement significative ; NS : Différence non

significative).

3. 3. 4. 2. Effet de l’Urée et de NPK sur le diamètre de la coquille d’Helix

vermiculata

A la fin de l’expérience, le diamètre coquillère moyen des escargots traités diminue d’une

façon non significative (p0,05) et de façon significative (p<0.05) par rapport aux escargots

du groupe témoins. Cette diminution était significative (p<0.05) chez les individus traités

par les doses les plus fortes ; D2 de l’Urée et D2 de NPK. Pendant les trois premières

semaines, le diamètre de la coquille des escargots marque une augmentation parfois non

significative (p0,05) et autre fois significative (p<0.05) chez les individus traités par les

doses ; D1 de l’Urée, D2 de l’Urée et de NPK, et de façon hautement significative (p<0.01)

chez les individus traités par les doses ; D1 et D2 de NPK. A partir de la quatrième semaine

de traitement. Cette augmentation devient non significative (p0,05) au cours de quatrième,

cinquième et sixième semaine. L’exposition aux D1 et D2 de l’Urée et de NPK n’affecte pas
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Figure 21 : Effets de l’Urée et de NPK sur le poids corporel (g) des escargots juvéniles et

subadultes après une période de traitement de deux mois (m ± sem., n=15 répétitions

comportant chacune 10 individus). (* : Différence significative ; ** Différence hautement

significative ; *** Différence très hautement significative ; NS : Différence non

significative).

3. 3. 4. 2. Effet de l’Urée et de NPK sur le diamètre de la coquille d’Helix

vermiculata

A la fin de l’expérience, le diamètre coquillère moyen des escargots traités diminue d’une

façon non significative (p0,05) et de façon significative (p<0.05) par rapport aux escargots

du groupe témoins. Cette diminution était significative (p<0.05) chez les individus traités

par les doses les plus fortes ; D2 de l’Urée et D2 de NPK. Pendant les trois premières

semaines, le diamètre de la coquille des escargots marque une augmentation parfois non

significative (p0,05) et autre fois significative (p<0.05) chez les individus traités par les

doses ; D1 de l’Urée, D2 de l’Urée et de NPK, et de façon hautement significative (p<0.01)

chez les individus traités par les doses ; D1 et D2 de NPK. A partir de la quatrième semaine

de traitement. Cette augmentation devient non significative (p0,05) au cours de quatrième,

cinquième et sixième semaine. L’exposition aux D1 et D2 de l’Urée et de NPK n’affecte pas
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le diamètre coquillère moyen durant les quatre semaines de traitement à partir de la

quatrième semaine jusqu'à la septième semaine.

Tableau 12 : Effet de l’Urée et de NPK sur le poids des escargots (g) subadultes (m ± sem.,

n= 15 répétitions comportant chacune 10 individus). (Comparaison des moyennes pour un

même temps entre les différentes séries (lettres minuscules)).

1ièr

Semaine

2ème

semaine

3ème

semaine

4ème

semaine

5ème

semaine

6ème

Semaine

7ème

semaine

8ème

Semaine

Témoin 2.2±0.1a

C

2.26±0.1a

C

2.25±0.09a

B

2.26±0.13a

A

2.27±0.12a

A

2.15±0.26a

A

2.28±0.12a

A

2.27±0.137a

A

Urée D1 2.27±0.13a

C

2.28±0.1b

C

2.26±0.12a

B

2.25±0.12a

A

2.26±0.12a

A

2.28±0.12a

A

2.3±0.11a

A

2.05±0.41a

A

Urée D2 2.32±0.07b

C

2.33±0.07a

C

2.32±0.05a

B

2.20±0.22a

A

2.22±0.22a

A

2.21±0.22a

A

1.74±0.87a

A

1.63±0.98b

A

NPK D1 2.37±0.07c

C

2.39±0.05c

C

2.35±0.08b

B

2.27±0.23a

A

2.3±0.24a

A

2.14±0.43a

A

1.9±0.76a

A

1.88±0.75a

A

NPK D2 2.33±0.1c

C

2.35±0.1b

C

2.33±0.12a

B

2.23±0.26a

A

2.25±0.25a

A

2.25±0.26a

A

1.89±0.76a

A

1.65±0.99b

A
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Figure 22 : Effets de l’Urée et de NPK sur le diamètre (cm) des escargots juvéniles et

subadultes après une période de traitement de deux mois (m ± sem., n=15 répétitions

comportant chacune 10 individus). (* : Différence significative ; ** Différence hautement

significative ; NS : Différence non significative).

3. 4. Effets de l’Urée et de NPK sur la composition chimique  de l’hépatopancréas

d’Helix vermiculata.

Les deux dose de l’Urée ; D1 (300 mg), D2 (600 mg)  et de NPK ; D1 (800 mg), D2

(1600 mg) ont été appliquées sur les escargots pendant une période de traitement de deux

mois. L’effet de ces engrais à été évalué sur le contenu en glucides, protéines et lipides après

la période de traitement.

3. 4. 1. Contenu en glucides totaux

Le contenu en glucide (μg/mg de tissu analysé) marque une augmentation non

significative (p0,05) chez les individus juvéniles traités par l’Urée et le NPK par rapport

au témoin. Aucun effet dose n'a été signalé au cours des temps testés.

La comparaison des valeurs moyennes ne montre aucune différence entre les individus

témoins et traités. Ne signale aucun effet dose (Tableau. 13 et fig. 23).
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Tableau 13 : Effet de l’Urée et de NPK sur le contenu en glucide totaux (μg/mg de tissu

analysé) chez les escargots juvéniles (m ± sem., n= 5 répétitions comportant chacune 3

individus). (Comparaison des moyennes pour un même temps entre les différentes séries

(lettres minuscules)).

Echant Témoin Urée D1 Urée D2 NPK D1 NPK D2

m± sem. 19.6±3.71 a 20.95±6.6 a 24.06±2.25 a 27.97±5.33 a 25.37±1.99 a

Figure 23 : Effets de l’Urée et de NPK sur le contenu en glucides totaux (μg/mg de tissu

analysé) chez les escargots juvéniles après une période de traitement de deux mois (m ±

sem., n= 5 répétition comportant chacune 3 individus). (NS : Différence non significative).
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3. 4. 2. Contenu en protéines totaux

Le tableau 14 et la figure 24 présente les résultats du dosage des protéines. Le contenu en

protéines (μg/mg de tissu analysé) marque en une diminution non significative (p0,05)

chez les individus traités par rapport au témoin.

Le teste t de Student révèle une diminution non significative (p0,05) du contenu en

protéines chez les escargots juvéniles traités par l’Urée et le NPK par rapport aux témoins au

cours de la période de traitement. De plus, ne signale aucun effet dose.

Tableau 14 : Effet de l’Urée et de NPK sur le contenu en protéines totaux (μg/mg de tissu

analysé) chez les escargots juvéniles (m ± sem., n= 5 répétitions comportant chacune 3

individus). (Comparaison des moyennes pour un même temps entre les différentes séries

(lettres minuscules)).

Echant Témoin Urée D1 Urée D2 NPK D1 NPK D2

m±sem. 6.4±2.26 a 5.22±1.87 a 4.73±1.61 a 4.18±1.28 a 1.78±0.38 a
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Figure 24 : Effets de l’Urée et de NPK sur le contenu en protéines totaux (μg/mg de tissu

analysé) chez les escargots juvéniles après une période de traitement de deux mois (m ±

sem., n=5 répétition comportant chacune 3 individus). (NS : Différence non significative).

3. 4. 3. Contenu en lipides totaux

Les résultats présentes dans le tableau 15 et la figure 25, où on observe  une augmentation

non significative (p0,05) du contenu en lipides totaux (μg/mg de tissu analysé) chez les

individus traités par la dose recommandé D1 (300 mg) de l’Urée. Par contre, chez les

individus traités par la dose recommandé x2 D2 (600 mg) de l’Urée, et la dose recommandé

D1 (800 mg) de NPK, l’augmentation du contenu en lipides est significative (p<0.05) et

hautement significative (p<0.01), chez les individus traités par la dose recommandé x2 D2

(1600 mg) de NPK.

Le test t de Student révèle une augmentation significative de contenu en lipides totaux

(p=0.04) chez les individus traités par la dose recommandé x2 D2 (600 mg) de l’Urée, et

(p=0.03) chez les individus traités par la dose recommandé D1 (800 mg) de NPK. Tandis

que, on signal une augmentation hautement significative (p=0.008) chez les individus traités

par la dose recommandé x2 D2 (1600 mg) de NPK comparativement aux témoins. On note

un effet dose (p=0.034) et (p=0.039).
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Tableau 15 : Effet de l’Urée et de NPK sur le contenu en lipides totaux (μg/mg de tissu

analysé) chez les escargots juvéniles (m ± sem., n= 5 répétitions comportant 3 individus).

(Comparaison des moyennes pour un même temps entre les différentes séries (lettres

minuscules)).

Echant Témoin Urée D1 Urée D2 NPK D1 NPK D2

m±sem. 15.07±1.52 a 18.93±2.83 a 29.01±3.53 b 18.04±1.45 b 23.49±1.16 c

Figure 25 : Effets de l’Urée et de NPK sur le contenu en lipides totaux (μg/mg de tissu

analysé) chez les escargots juvéniles après une période de traitement d’un mois et demi (m ±

sem., n= 5 répétitions comportant chacune 3 individus). (NS : Différence non significative ;

* Différence significative (p0,05); ** Différence hautement significative (p0,01)).
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3. 5. Le contenu de la vétélogénine de la glande albuminique d’Helix vermiculata

Le tableau en dessous présente le contenu de la vétélogénine (μM/min/mg). En

comparaison avec les témoins, on note une diminution significative (p0,05) Chez les

individus traités par la dose recommandé D1 (300 mg) de l’Urée et une diminution

hautement significative (p0,01) chez les individus traités par la dose recommandé x2 D2

(600 mg) de l’Urée. Tendus que, chez les individus traités par les deux doses D1 (800 mg) et

D2 (1600 mg) de NPK, on remarque une diminution non significative (p0,05) de contenu

de la vétélogénine.

Le teste t de Student révèle une diminution significative de la contenu en vétélogénine

chez les escargots traités par la dose recommandé D1 (300 mg) de l’Urée ; p= 0.046, et une

diminution hautement significative chez les individus traités par la dose recommandé x2 D2

(600 mg) de l’Urée ; p= 0.003. De plus, ne signale aucun effet dose.

Tableau 16 : Effet de l’Urée et de NPK sur le contenu en vétélogénine (μg/min/mg) chez les

escargots subadultes (m ± sem., n= 5 répétitions comportant chacune 3 individus).

(Comparaison des moyennes pour un même temps entre les différentes séries (lettres

minuscules)).

Echant Témoin Urée D1 Urée D2 NPK D1 NPK D2

m±sem. 99.62±11.95 a 50.96±2 b 31.20 ± 9.47 c 73.22±11.57 a 30.48 ±16.49 a
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Figure 26 : Effets de l’Urée et de NPK sur le contenu en vétélogénine (μg/min/mg) chez

les escargots subadultes après une période de traitement d’un mois et demi (m ± sem., n= 5

répétitions comportant chacune 3 individus). (NS : Différence non significative ; *

Différence significative (p0,05); ** Différence hautement significative (p0,01)).

Tableau 17 : Aspect de la glande albuminique chez les escargots subadultes témoins et

traités par l’Urée et le NPK (Gueddouche, 2017).
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Les  escargots disséqués de chaque modalité da traitement et témoin présentent une

certaine hétérogénéité. Le tableau au dessus mentionne l’aspect de la glande albuminique

des escargots. On remarque une différence de couleur entre les glandes albuminiques ; la

glande des témoins et des escargot traités par la dose recommandé x2 de l’Urée D2 est de

couleur jeune claire, la glande des escargot traités par la dose recommandé D1 de l’Urée est

à un couleur jeune, les escargot traité par la dose recommandé D1 de NPK possèdent un

glande de couleur presque marron, par contre on remarque un glande albuminique de

couleur jeune fiançais chez les escargot traité par la dose recommandé x2 D2 de NPK.

3. 6. Effets de l’Urée et de NPK sur les biomarqueurs

Pour apprécié l’impact de l’Urée et de NPK sur la neurotoxicité, on réalise le dosage d’un

site cible, l’acétylcholinestérase (AChE), le glutathion peroxidase (GPX), le glutathion- S-

transférase, lactate déshydrogénase (LDH), chez Helix vermiculata après deux périodes de

traitement ; période de huit semaines et période de six semaines.

Durant les deux périodes de traitement, on applique sur les juvéniles et les subadultes

d’Helix vermiculata deux doses différentes pour chaque molécule (Urée, NPK). Les résultats

ont été exprimés par rapport à la quantité de protéines (mg) obtenues à partir d’une courbe

de référence.

3. 6. 1. L’activité spécifique des GSTs

Chez les individus témoins et traités, l’activité spécifique des glutathions-S-transférases à

été estimée par application de formule de Habig et al. (1974). Les résultats sont exprimés en

micromoles par minutes et par milligramme de protéines (μM/min/mg de protéines). Ils sont

présentés dans le tableau 18 et la figure 27 , où on note une augmentation non significative

(p0,05) de l’activité spécifique de GST chez les individus traités par la dose recommandé

D1 (300 mg) et la dose recommandé x2 D2 (600 mg) de l’Urée, et une augmentation

significative (p0,05) de l’activité spécifique de GST chez les individus traités par la dose

recommandé D1 (800 mg) et la dose recommandé x2 D2 (1600 mg) de NPK (p=0.24 et

p=0.25) comparativement aux individus témoins. On note un effet dose (p=0.02).

Le test t de Student révèle une augmentation significative de l’activité spécifique de GST

après une période de traitement de deux moins, chez les individus traités par Les deux dose

de NPK appliquées ((dose recommandé D1) 800 mg : p=0.024 et (dose recommandé x2 D2)
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1600 mg : p=0.025) comparativement aux individus témoins. Un effet dose à été signalé (p=

0.016).

Tableau 18 : Effet de l’Urée et de NPK sur l’activité spécifique de GST (μM/min/mg de

protéines) chez les escargots juvéniles (m ± sem., n= 5 répétitions 3 individus).

(Comparaison des moyennes pour un même temps entre les différentes séries (lettres

minuscules)).

Echant Témoin Urée D1 Urée D2 NPK D1 NPK D2

m±sem. 4,92 ±0,52 a 10,48 ±1,68 a 10,5 ±2,01 a 13,13 ±1,12 b 13,27 ±1,52 b

Figure 27 : Effets de l’Urée et de NPK sur l’activité spécifique de GST (μM/min/mg de

protéines) chez les escargots juvéniles après une période de traitement de deux mois (m ±

sem., n=5 répétition comportant chacune 3 individus). (NS : Différence non

significative ; * Différence significative (p0,05)).
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3. 6. 2. L’activité spécifique de la LDH

Les activités spécifiques de la LDH à été estimées chez les individus témoins et traités.

En comparaison avec les individus témoins, nous constatons une augmentation non

significative (p0,05) aux dose recommandé D1 (300 mg) de l’Urée, et une augmentation

significative (p0,05) aux doses : (D2 (600mg) de l’Urée ; p= 0.016), la dose recommandé

(D1 (800 mg ; p= 0.036) et (D2 (1600 mg ; p= 0.035) de NPK.

Le teste t de Student révèle une augmentation significative de l’activité spécifique de

LDH aux dose recommandé x2 D2 ((600 mg de l’Urée ; p= 0.016) et aux dose recommandé

(D1 (800 mg ; p= 0.036, dose recommandé x2 D2 (1600 mg) ; p= 0.035) de NPK. On note

un effet dose (p= 0.05).

Tableau 19 : Effet de l’Urée et de NPK sur l’activité spécifique de LDH (μM/min/mg de

protéines) chez les escargots juvéniles (m ± sem., n= 5 répétitions comportant 3 individus).

(Comparaison des moyennes pour un même temps entre les différentes séries (lettres

minuscules)).

Echant Témoin Urée D1 Urée D2 NPK D1 NPK D2

m±sem. 0,01±0 a 0.01±0 a 0.01± 0 b 0.01±6.07E-05 b 0.01±6.98E-05 b
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Figure 28 : Effets de l’Urée et de NPK sur l’activité spécifique de la LDH (μM/min/mg de

protéines) chez les escargots juvéniles après une période de traitement de deux mois (m ±

sem., n= 5 répétitions comportant chacune 3 individus). (NS : Différence non significative ;

* Différence significative (p0,05)).

3. 6. 3. L’activité spécifique de GPX

La figure 20 et le tableau 29 représente l’effet d’Urée et de NPK sur l’activité spécifique

de GPX. Nous remarque une augmentation significative (p0,05) à la dose recommandé D1

(300 mg) d’Urée ; p= 0.032 et une augmentation non significative (p0,05) à la dose

recommandé x2D2 (600 mg) d’Urée, une augmentation hautement significative aux doses

(D1 (800 mg) ; p= 0.004 et D2 (1600 mg) ; p= 0.003) de NPK comparativement avec les

individus témoins.

Le teste t de Student relève une augmentation significative (p0,05) de l’activité

spécifique de GPX chez les individus traités par la dose recommandé D1 (300 mg) d’Urée ;

p= 0.032 et une augmentation hautement significative aux doses recommandé de NPK, D1

(800 mg) ; p= 0.004 et D2 (1600 mg) ; p= 0.003 en une comparaison avec les individus

témoins. On note un effet dose (p= 0.001, p= 0.003, p= 0.013, p= 0.024, p= 0.016).
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Tableau 20 : Effet de l’Urée et de NPK sur l’activité spécifique de GPX (μM/min/mg de

protéines) chez les escargots juvéniles (m ± sem., n= 5 répétitions comportant 3 individus).

(Comparaison des moyennes pour un même temps entre les différentes séries (lettres

minuscules)).

Echant Témoin Urée D1 Urée D2 NPK D1 NPK D2

m±sem. 1.32±0.004 a 0.151±0.006 b 0.163±0.012 a 0.22±0.008 c 0.246±0.011 c

Figure 29 : Effets d’Urée et de NPK sur l’activité spécifique de GPX (μM/min/mg de

protéines) chez les escargots juvéniles après une période de traitement de deux mois (m ±

sem., n=5 répétitions comportant chacune 3 individus). (NS : Différence non significative ; *

Différence significative (p0,05) ; ** Différence hautement significative (p0,01).

3. 6. 4. L’activité spécifique de l’AChE

L’activité de l’AChE à été estimée chez les escargots témoins et traitée par L’application

de la formule d’Ellman et al. (1961). Les résultats relatifs à l’activité spécifique de l’AChE
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sont exprimés en micromoles par minutes et par milligramme de protéine (μM/min/mg de

protéines).

Le tableau 21 et la figure 30 mentionne les résultats du dosage. On observe une

diminution significative (p0,05) du contenu en protéines totaux chez les individus traités

par la dose recommandé D1 (300 mg) d’Urée et une diminution hautement significative

(p0,01) chez les individus traités par les doses ; D2 (600 mg) d’Urée, D1 (800 mg) et D2

(1600 mg) de NPK. On note un effet dose (p=0.000) et (p=0.008).

Le test t de Student révèle une diminution significative (p=0.041) chez les escargots

traités par la dose recommandé D1 (300 mg) d’Urée et une diminution hautement

significative (p=0.001) chez les individus traités par la doses recommandé x2 D2 (600 mg)

de l’Urée et les doses D1 (800 mg) et D2 (1600 mg) de NPK comparativement aux témoins.

On note un effet dose (p=0.000) et (p=0.008).

Tableau 21 : Effet de l’Urée et de NPK sur l’activité spécifique de l’AChE (μM/min/mg de

protéines) chez les escargots subadultes (m ± sem., n= 5 répétitions comportant chacune 3

individus). (Comparaison des moyennes pour un même temps entre les différentes séries

(lettres minuscules)).

Echant Témoin Urée D1 Urée D2 NPK D1 NPK D2

m±sem. 1.32±0.004 a 0.151±0.006 b 0.163±0.012 a 0.22±0.008 c 0.246±0.011 c
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Figure 30 : Effets de l’Urée et de NPK sur l’activité spécifique de l’AChE (μM/min/mg de

protéines) chez les escargots subadultes après une période de traitement d’un mois et demi

(m ± sem., n=5 répétitions comportant chacune 3 individus). (* Différence significative

(p0,05) ; ** Différence hautement significative (p0,01).
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4. DISCUTION

La contamination des sols à une double origine : par les apports de pesticides et d’engrais

dans les agrosystèmes, et par le lessivage des polluants atmosphériques (gaz et poussières)

par les pluies. Les Gastéropodes terrestres se déplacent à la surface du sol où ils

consomment des végétaux et de la terre, mais certaines phases de leur cycle biologique

(repos, abri, ponte, développement embryonnaire, hibernation) se passent dans le sol dont ils

absorbent des contaminants. Leur vaste répartition, la facilité de leur récolte, leur capacité

importante de bioaccumulation et leur régime phytophage ont amené plusieurs chercheurs à

considérer les Gastéropodes terrestres comme les indicateurs de pollution (Le Bras, 2007).

Les Gastéropodes survivent bien sur des sites contaminés en métaux, ainsi, H. pomatia

est considérée comme l'un des concentrateurs les plus efficaces de métaux traces des habitats

terrestres pollués. Cette résistance résulte de la capacité que présentent ces invertébrés

terrestres de retenir et d’inactiver les métaux toxiques soit par compartimentation

intracellulaire et excrétion, soit par liaison avec des protéines dont les métallothionéines qui

se lient fortement aux métaux (surtout le cadmium) et permettent leur stockage durant de

longues périodes. (Le Bras, 2007).

4. 1. Réponse comportementales

Les doses appliquées de l’Urée et de NPK ont un effet inhibiteur sur le comportement

locomoteur et nutritif des juvéniles et adultes d’Helix vermiculata qui suggère un éventuel

comportement dû principalement à la perte de chimioreception surtout chez les individus

traités par les fortes doses ; D2 de l’Urée et de NPK.En effet, plusieurs travaux ont rapporter

Les effets inhibiteurs du thiaméthoxam sur le comportement locomoteur des insectes

(Bingham et al., 2008) et des abeilles (Aliouane et al., 2009) le comportement des rats

(Rodrigues et al., 2010). De la même manière, les effets inhibiteurs de la téfluthrine ont été

également rapportés chez les rats (Righi et Palermo-Neto et al., 2005). De plus, les

néonicotinoïdes et les pyréthrinoïdes sont des substances neurotoxiques, ayant des effets

délétères sur le système nerveux, mais d’autres systèmes peuvent aussi être affectés par ces

molécules (Glickman et Lech, 1982; Palermo-Neto et al., 2003; Datta et Kaviraj, 2003).

Les effets léthargiques d'OPs dont le diméthoate ont été observés Chez les gastéropodes

notamment chez les juvéniles ainsi que chez les adultes de Helix aspersa (Schuytema et al.,

1994; Coeurdassier et al., 2001). Chez les individus juvéniles, les effets comportementaux

significatifs sont observés aux plus fortes concentrations testées pendant les 4 semaines de
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test. Cependant, chez les adultes, le diméthoate provoque une inactivité marquée des

escargots, surtout pendant les 2 premières semaines d'exposition.

4. 1. 1. La mortalité

Lorsque des organismes vivants sont soumis à des changements de leur environnement,

ils sont soumis à un stress intense, entrainant la mort des organismes sans que ces derniers

ne puissent réagir particulièrement lorsque leurs enzymes de détoxifications sont déplétées,

ce stress peut être moins intense, permettant alors à l’organisme de déployer une batterie de

réponses, à travers l’activation de leurs mécanismes de détoxification, afin de lutter,de

survivre et dans certains cas, de s’acclimater à ce nouveau paramètre (Lagadic et al., 1997).

L’augmentation du taux de mortalité corrigé chez les escargots traités par la dose

recommandé D1 de l’Urée et la dose recommandé D1 de NPK est significative. Cette

augmentation est hautement significative chez les séries traitées par les doses D2 de l’Urée

et de NPK comparativement aux témoins. En fait, il existe un effet de l’Urée et de NPK sur

la mortalité des escargots.

La faible mortalité des escargots observée dans cette étude pour la dose D1 (Urée) (16.05

%) est supérieure à celle (5%) observée dans l’expérience de Gomot (1997), de Scheiffler et

al. (2002), ainsi que celle de (4.3 %) et enfin celle (3 à 7 %) de Viard et al. (2004). Par

contre elle est moins que celle trouvée par Bourbia (2013).

La mortalité des escargots observée dans l’expérience de Schuytema et al. (1994) après

exposition des escargots Helix aspersa à 5mg/Kg de carbaryl pendant 14 jours est (13%).

Tandis que, les mêmes auteurs n’ont pas montré d’effets létaux chez la même espèce

d’escargots exposés via l’alimentation jusqu’à des concentrations de 5000 mg kg-1 après

ingestion de glyphosate. En effet, la mortalité des escargots dépend de l’espèce testée et de

sa sensibilité vis-à-vis des substances testées.

4. 1. 2. Taux d’alimentation

La quantité de la nourriture semble jouer un rôle primordial (Scheifler et al., 2002; Viard

et Pihan, 2004). Au cours de la période de traitement, la quantité d’aliment ingéré par les

escargots est en diminution, notamment à celles traités par les deux doses de NPK. Cette

diminution peut être expliquée par la perte de la chimioreception.
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4. 2. Réponse physiologique

4. 2. 1. Effet sur La croissance

4. 2. 1. 1. Effet sur l’évolution du poids frais d’Helix vermiculata

Les escargots exposés par contacte au Urée, et NPK apparaissent assez sensibles à ses

deux engrais aux conditions de laboratoire. Ainsi, les doses de l’Urée et de NPK inhibent la

prise de poids des escargots à partir de la deuxième semaine de traitement, sans pour autant

limiter l’accumulation possible de ses molécules dans leurs organes. Toutefois, dans les cas

extrêmes, l’inhibition de la prise de poids peut être due à la répulsion de la nourriture, et

donc au jeune prolongé des escargots.

En effet, Schuytema et al. (1994), ont rapporté que la réduction significative (p<0.05) du

poids (total, coquillère et des tissus mous) des escargots traités avec l’aminocarbe, le

méthyle parathion et le paraquat est liée à la nature et à la dose du pesticide administré.

Aussi Coeurdassier et al. (2001) ont observé une diminution dose-dépendante de la

croissance et de la survie des escargots induite par le dimethoate, et l'exposition par la voie

épithéliale induit la plus forte toxicité. Dans la même optique, Gomot-de Vaufleury et Bispo

(2000) se sont intéressés aux effets de l’ingestion à partir d’un sol contaminé avec du

pentachlorophénol, du trichlorophénol et du naphtalène ou de la pulvérisation de son lixiviat

sur la croissance de Helix aspersa aspersa et Helix aspersa maxima exposés pendant 28

jours. Une forte inhibition de la croissance est observée chez Helix aspersa aspersa alors

qu’elle ne l’est qu’aux plus fortes concentrations chez Helix aspersa maxima. Les deux sous

espèces sont moins sensibles à l’exposition cutanée et n’a aucun effet sur la croissance de

Helix aspersa maxima. En plus, El-Wakil et Attia (1999) ont montré que l’ingestion de

dimiline n’a pas d’effet létale sur les adultes de l’escargot Theba pisana à 10 000 μg, alors

que l’exposition des juvéniles pendant 35 jours à 1000 μg de dimiline provoque une

inhibition de croissance significativement plus importante.

Selon Gomot (1997), le mécanisme impliqué dans l’inhibition de croissance des escargots

nourris avec de la nourriture contaminée est difficile à identifier. Il pourrait s’agir d’une

inhibition de synthèse d’une hormone de croissance essentielle à la croissance des escargots.

4. 2. 1. 2. Effet sur l’évolution du diamètre des coquilles d’Helix vermiculata

En présence d’un polluant, et pour connaitre la croissance d’Helix vermiculata, on étudie

l’évolution de diamètre de la coquille entre les individus témoins et traités. Les résultats de
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notre expérimentation révèlent une diminution de diamètre de la coquille en présence de

l’Urée et de NPK. Cette diminution  pourrait s’expliquer par une interférence possible de

l’Urée et/ou de NPK dans le métabolisme du calcium (Ca). En effet, le Ca joue un rôle

important dans le développement du corps entier des escargots et en particulier celui de la

coquille. Ceci a été montré chez Helix aspersa (Gomot et al., 1989) et chez Achatina fulica

(Irlande, 1991). Ces auteurs expliquent cet effet par une augmentation de l’épaisseur et de la

masse de la coquille. La coquille est constituée principalement par du carbonate de calcium

et une matrice organique appelée le chonchiolin (Heller et Magaritz, 1983). Ainsi, Gimbert

et al. (2008) ont démontré une diminution de 30% de la masse de la coquille des escargots

exposés à un sol artificiel contaminé par le cadmium. Cependant, Jordaens et al. (2006)

n’ont pas trouvé de relation significative entre la pollution des sols par les ETM (Cd, Cr, Pb

et Zn) et la solidité des coquilles des escargots Cepea nemoralis prélevés in situ. (Grara et

al., 2015) mis en évidence une diminution de diamètre de la coquille des escargots Helix

aspersa après exposition au ZnO à une concentration de 1000 μg/g à une duré de 21 jours.

4. 2. 2. Effet sur le poids de l’hépatopancréas d’Helix vermiculata

Certains organes du corps contiennent des enzymes chargées de catalyser une série de

réactions permettant de détoxiquer l’organisme des composés nocifs présents.

La biotransformation des molécules xénobiotiques hydrophobes assuré par des

mécanismes permettant une augmentation de la hydrosolibilité de ces substances et faciliter

son excrétion. Chez les mollusques, ce processus se déroule principalement au niveau de la

glande digestive (hépatopancréas) (Michel, 1993). Nos résultats montrent une diminution

non significative du poids de l’hépatopancréas des escargots.

Autre études marque une augmentation remarquable du poids de l’hépatopancréas des

escargots Helix aspersa traités pourrait être due à l’accumulation du carbofuran et leur

métabolites au niveau des hépatocytes en vue d’une détoxication ou d’un effet d’induction

enzymatique (Wayland et al., 1991) (le carbofuran est concentré principalement dans le

foie). Cette résultat est similaire aux résultats chez les lapins traités par les doses (2, 3, 5 et 8

mg/kg/j) d’un insecticide carbamate : le Manèbe (Mallem et al., 2007).

Dans notre étude, on peu cité que les deux doses de l’Urée et de NPK n’affecte pas le

poids de l’hépatopancréas d’Helix vermiculata.
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4. 2. 3. Effet sur le poids de l’appareil reproducteur d’Helix vermiculata

Des variations survenues dans les résultats du poids de l’appareil reproducteur d’Helix

vermiculata, les trois doses D1 de l’Urée, D1 et D2 de NPK n’affectent pas l’appareil

reproducteur des escargots. Tendus que, l’appareil reproducteur des escargots traités par la

dose D2 de l’Urée est augmenté significativement en comparaison au série témoin.

Des insecticides et des perturbateurs endocriniens sont responsables de perturbations des

processus métaboliques et hormonaux liés à la reproduction de gastéropodes aquatiques

(Wilbrink et al., 1992; Jumel et al., 2000). Les effets délétères sur la reproduction peuvent

concerner des perturbations de la gamétogenèse (Russell et al., 1981), du développement des

organes reproducteurs (Caquet et Lagadic, 1998; Gomot-de Vaufleury et Keroas, 2000) ou

encore du développement embryonnaire (Ravera, 1991). Les mécanismes biochimiques et

physiologiques responsables de tels effets restent à identifier. La croissance et le

développement de l’appareil reproducteur. La fertilité apparaît comme le paramètre le plus

affecté, notamment chez les escargots exposés pendant le développement embryonnaire. Le

même constat est effectué chez les escargots exposés au mélange Reglone-Agral (R-A), avec

un effet plus marqué sur la reproduction.

Quelques auteurs ont étudié les effets du glyphosate sur la reproduction d’autres

invertébrés terrestres. Santos et al. (2010) ont déterminé une EC50 de 0,33 mg kg-1 chez F.

candida exposé pendant 28 jours, donc à une concentration 10 fois inférieure à celle utilisée

ici. Chez E. foetida, Casabe et al. (2007) ont montré une inhibition de la fertilité à des

concentrations similaires aux nôtres. Cependant, deux autres études sur cette même espèce

ne montrent pas d’effet à 8 mg kg-1 (Yasmin et D'Souza 2007) et déterminent une EC50 de

28,79 mg kg-1 après 8 semaines d’exposition (EC 2002b). Chez les vertébrés, Howe et al.

(2004) ont pu mettre en évidence un effet du Roundup® à des concentrations de 1,8 mg l-1

sur les gonades d’amphibiens. Ces animaux non hermaphrodites présentaient à la fois des

gamètes mâles et des gamètes femelles dans leur gonade, révélant leur ambisexualité

primaire et démontrant un dysfonctionnement dans le contrôle neuro-endocrine de la

différentiation sexuelle et de la gamétogénèse. Il semblerait également que la sex-ratio soit

déséquilibrée en faveur des femelles (Howe et al. 2004). La mise en évidence d’effets

perturbateurs de la gamétogénèse est très difficile chez les organismes hermaphrodites. La

nature et l’abondance des gamètes dans les acini évoluent au cours du temps et peuvent

même être variables d’un acinus à l’autre (Gomot et Gomot 1985; Bride et al. 1986).
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Le poids de l’appareil reproducteur des escargots n’affectent pas par les différents

traitements, sauf chez les individus traités par la dose recommandée x2 de l’Urée. On note

une augmentation hautement significative de l’appareil reproducteur.

4. 2. 4. Effet sur la glande albuminique d’Helix vermiculata

La couleur de la glande à albumen d’Helix vermiculata présente une certaine

hétérogénéité. La glande à albumen des escargots témoins est traités par la dose

recommandé x2 D2 de l’Urée est de couleur jeune claire, et chez celles traités par la dose

recommandée D1 de l’Urée est de couleur jeune, et de couleur jeune fiançais chez le série

traitées par la dose recommandée x2 D2 de NPK. Alors que les individus traités par la dose

recommandée D1 de NPK, la glande à albumen est très petite et de couleur presque marron.

Il a également été observé chez un autre gastéropode pulmoné terrestre, Archachatina

marginata ovum, que la couleur blanchâtre des glandes à albumen correspond à des

escargots jeunes n’ayant pas encore pondu tandis que la couleur jaune citron est observée

chez des escargots matures prêts à pondre (Egonmwan 2007). En conclusion, l’Urée et le

NPK agissent sur l’aspect et la couleur de la glande à albumen. Ces effet peut être due à une

stresse chimique.

4. 2. Effet sur les compositions biochimiques

Les paramètres biochimiques et enzymatiques chez les organismes exposés aux

contaminants toxiques ont été utilisés comme biomarqueurs et peuvent constituer un

importante outil de diagnostic pour évaluer l'exposition et les effets des xénobiotiques

(Forbes et al., 1997; McLoughlin et al., 2000).

Les glucides sont des molécules organiques joue un role plus importante dans la

fabrication d’énergie. Ils possèdent un role de réserve énergétique dans le fois et les muscles

(le glycogène) (Menaceur, 2015).

Quand les escargots sont exposés au stresse chimique, les réserves d’hydrates de carbone

sont épuisées pour satisfaire les demandes énergétiques (Arasta et al., 1996).

El-Wakil et Radwan (1991). Padmaja et Rao (1994) ont d’ailleurs suggérés que la

diminution du taux de glycogène dans les tissus de l’escargot d’eau douce

Bellammyadissimillis (Müller), exposé à l’Endosulfan, le Méthyl parathion, le Quinalphos et

le Nuvan peut être due à l’utilisation du glycogène pour générer l’énergie nécessaire pour
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faire face à l’hypoxie provoquée par ces pesticides. La déplétion en glycogène des tissus

hépatiques peut être également interprétée comme une réponse non spécifique au stress

chimique avec cependant des conséquences sur la mobilisation à long terme des réserves

énergétiques et ainsi sur la sensibilité au stress et la susceptibilité des individus aux maladies

(Schwaiger et al., 1997).

L’augmentation de taux des glucides dans l’hépatopancréas des escargots traités par

l’Urée et NPK est non significative comparativement aux témoins. En fait, il n’existe pas

vraiment de règle générale qui permet d’expliquer ou de prédire la toxicité associée à un

mélange donné de produits chimiques. Ainsi, il n’a pas d’effet de  l’Urée et de NPK sur le

métabolisme des glucides. La diminution des réserves de glycogène est une réponse notée

chez plusieurs gastéropodes pulmonés.

Chez L. palustris exposée à l’hexachlorobenzène en mésocosme, Baturo et al. (1995)

observent une stimulation de l’activité enzymatique d’hydrolyse des polysaccharides et une

réduction de la teneur en glycogène dans le manteau et la masse viscérale. Pour la même

espèce exposée à des alkylphénols en mésocosme, Jumel et Lagadic (2000) rapportent une

augmentation de la demande énergétique des animaux qui se traduit par une mobilisation

rapide des réserves de glycogène du manteau et une diminution de la teneur en protéine et de

la masse de la glande à albumen. Les protéines jouent un rôle fondamental dans l'organisme

de toutes les espècesbiologiques vivantes connues (Mahler et al., 1968).

Chez les escargots traités par les deux doses de l’Urée et de NPK, on note une diminution

non significative de protéines totales comparées aux escargots témoins (aucun effet sur le

métabolisme des protéines), et une augmentation non significative des lipides totaux chez les

escargots traités par la dose D1 de l’Urée. Tendus que, on signale une augmentation

significative des lipides totaux chez les individus traités par les doses ; D2 de l’Urée, D1 et

D2 de l’NPK comparativement au témoin. Les lipides constituent le carburant énergétique

privilégié proposé aux tissus en cas de besoins après les hydrates de carbone, mais les

protéines sont principalement impliqués dans l'architecture de la cellule. Pendant les

périodes de stress chronique, ils constituent aussi une autre source d'énergie (Padmaja et

Rao, 1994). Dans des conditions de stress, les escargots ont besoin de plus d'énergie pour

détoxifier la substance toxique. Lorsque les escargots ont une quantité limitée de glucides et

de lipides, la source d'énergie alternative pour répondre à la demande accrue d'énergie est les
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protéines (Moussard, 1999). En outre, ces résultats sont semblables à ceux de Radwan et al.,

(2008).

L’augmentation significative du taux des lipides aux D2 de l’Urée et D1 D2 de l’NPK

peut être due au stress chimique causé par les composés testés. En effet, Eissa et al. (2002)

ont rapporté que l'effet nocif de composés chimiques pourrait être attribué à l’augmentation

de l'utilisation de l'énergie et/ou à l’altération des organites des cellules (des escargots

traités) et qu’ils peuvent interférer avec la synthèse des protéines.

Chez les escargots, l’albumen secrété par la glande à albumen entoure les ovocytes

fécondés, et constitué les réserves nutritives pour le développement embryonnaire (Gomot

de Vaufleury, 2001).

4. 3. Effet sur le contenu en vitellogénines

Chez les individus traités par l’Urée et le NPK, le contenu en vitellogénines dans la

glande à albumen est diminué de façon significative chez les individus traités par la dose D1

de l’urée et de façon hautement significative chez les individus traités par la dose D2 de

l’Urée. Autre études, montre que l’altération de la vitéllogénèse a été également rapportée

chez plusieurs espèces d’insectes traités par divers molécules régulateurs de croissance. Le

pyriproxyfène, analogue de la JH, affecte la biochimie des ovaires en diminuant les taux de

protéines ovariens chez un Lépidoptère Plodia Interpunctella (Ghasemi et al., 2010).

Des expériences réalisées par Soltani et al. (1999) ont montré que le TFM, un dérivé des

benzoylphénylurées, affecte le taux ovarien des protéines chez G. affinis. Les travaux menés

in vivo et in vitro sur l’incorporation ovarienne de la leucine traitée ont montré que le DFB

inhibe la synthèse protéique dans les ovaires de T. Molitor traduisant ainsi son impact sur la

vitéllogénèse (Soltani-Mazoni & Soltani, 1995), mais aussi les concentrations en protéines

hémolymphatiques chez un Coléoptère Ténébrion Molitor (Aribi et al., 2001, 2006). De la

même manière le tubufenozide et le methoxyfenozide, agonistes des ecdystéroides affectent

la vitéllogénèse chez Cydia pomonella (Sun et al., 2003). De plus, il a été montré que le

traitement de Spodoptera exigua et Leptinotarsa decemlineata, avec le RH-0345 et le RH-

5992, induisait après une augmentation transitoire, une diminution des concentrations de

protéines hémolymphatiques avant la mort des individus traités (Smagghe et al., 1996). Ceci

peut être dû à l’effet de ces mimétiques des ecdystéroides qui provoquent une inhibition de

l’alimentation Les travaux de Boulahbel et al. (2015) ont montrés une réduction de contenu
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ovarien en protéines chez Drosophila melanogaster traitée par l’azadirachtin et la 20-

hydroxyecdysone. L’azadirachtine affecte également la vitéllogénèse chez Bombus terrestris

(Barbosa et al., 2014).

L’application d’une hormone végétale l'acide gibbérellique affecte la composition

biochimique ovarienne chez un Orthoptère Locusta migratoria (Abdellaoui et al., 2015). Les

travaux de Delimi et al. (2015) ont montrés une réduction dans le contenu en protéines

ovariens chez Ephestia kuehniella traités par des huiles essentiel, extrait d’un plant

Artemisia herba alba.

La réduction des taux de métabolites ovariens après traitement aux deux engrais utilisés,

pourrait s’expliquer par une diminution de la synthèse des vitellogénines dans la glande à

albumen ou encore par une perturbation des processus de captation de ces molécules par les

ovocytes. Le facteur alimentation peut également jouer un rôle non négligeable dans la

perturbation de l’ovogenèse et de la vitéllogénèse.

4. 4. Mesure des biomarqueurs

La contamination des sols à une double origine : par les apports de pesticides et d’engrais

dans les agrosystèmes, et par le lessivage des polluants atmosphériques (gaz et poussières)

par les pluies. Les Gastéropodes terrestres se déplacent à la surface du sol où ils

consomment des végétaux et de la terre, mais certaines phases de leur cycle biologique

(repos, abri, ponte, développement embryonnaire, hibernation) se passent dans le sol dont ils

absorbent des contaminants. Leur vaste répartition, la facilité de leur récolte, leur capacité

importante de bioaccumulation et leur régime phytophage ont amené plusieurs chercheurs à

considérer les Gastéropodes terrestres comme les indicateurs de pollution (Le Bras, 2007).

Les Gastéropodes survivent bien sur des sites contaminés en métaux, ainsi, H. pomatia

est considérée comme l'un des concentrateurs les plus efficaces de métaux traces des habitats

terrestres pollués (Le Bras, 2007).

Les escargots constituent un élément de réseau trophique qui contribue au transfert des

polluants du sol et/ou des plantes aux prédateurs (Beedy, 1985 ; Laskowski et Hopkin,

1996b ; Scheifler et al., 2002a), pour ces caractéristiques, ils sont reconnues comme des

indicateurs écologiques pertinents (Berger &Dallinger, 1993 ; Cortet et al., 1999) utilisés

dans la biosurveillance des écosystèmes terrestres.
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L’utilisation des paramètres biochimiques, appelés biomarqueurs, comme indicateurs de

la qualité des écosystèmes est devenus courant dans le monde scientifique. L’inhibition ou

l’induction in vivo des biomarqueurs est un bon outil environnemental pour évaluer

l’exposition et les effets potentiels des xénobiotiques sur les organismes (Ozmen et al., 1999

; Mc Laughlin et al.,2000 ; Sturn et al., 2000).

Les marqueurs biologiques ou biomarqueurs concernent l’étude des changements

physiologiques, biochimiques, moléculaires ou comportementaux révélant l’exposition

présente ou passé d’un individu à au moins une substance chimique à caractère polluant qui

peuvent être mesurés dans les tissus ou les fluides d’un organisme ou sur l’organisme entier

pour mettre en évidence l’exposition à un ou plusieurs contaminants (Badiou, 2007).

Les principaux biomarqueurs utilisés sont des marqueurs enzymatiques comme la

catalase, la glutathion peroxydase, la glutathion-S-transférase. Les enzymes du système de

détoxication sont aussi beaucoup étudiées puisque leurs activités sont susceptibles d’être

fortement modifiées après une exposition.

4. 4. 1. Effet sur l'activité spécifique des GSTs

Les glutathion S-transférase (GSTs) ont un rôle important dans la détoxification des

substances xénobiotiques ou endogènes en catalysant la conjugaison de ces substances avec

le groupement thiol du glutathion endogène et la synthèse de l’acide mercapturique qui est

ensuite facilement excrétable (Jakoby & Habig, 1980 ; Habig et al., 1974), les GSTs sont

également impliquées dans diverses opération de transports et de biosynthèse intracellulaire

(Vontas et al., 2000). En effet, ces enzymes catalysent la réaction d’addition entre ces

composés et le groupement –SH du glutathion générant ainsi des composés plus

hydrosolubles par neutralisation des sites électrophiles des xénobiotiques (Hayes et al.,

2004).

Les GSTs permettent le développement de la résistance envers les agents

chimiothérapiques, les insecticides, les herbicides et les antibiotiques microbiens. Elles

jouent un rôle important dans la physiologie du stress, le transport intracellulaire et dans les

différentes voies de biosynthèse (George, 1994).

L’activité spécifique de la GST chez les individus d’Helix vermiculata traités par la dose

recommandée D1 et la dose recommandée x2 de l’Urée a marqué une augmentation non
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significative. Tendus que, on marque une augmentation significative chez les individus

traités par la dose recommandée D1et la dose recommandée x2 D2 de NPK.

Notre résultats est similaire à des  résultats notées, chez cette même espèce après

l’administration de l’acide borique par voie orale (Habes et al., 2006) ou encore, un

pyréthrinoïdes, la cypermethrine (Valles et al., 2000). L’augmentation de l’activité

spécifique des GSTs a été également enregistrée chez B. germanica traités au propoxur (Lee

et al., 2000). Valles et al. (2000) montrent une forte corrélation entre l’induction de

l’activité des GSTs et la résistance de B. germanica aux différents groupes de pesticides.

Chez B. germanica.

Ces résultats sont en accord aussi avec les travaux de Radwan et al., (1992), qui ont mis

en évidence une induction de l’activité GST après exposition du gastéropode terrestre

(Thebapisana) à un pesticide (Carbamate) et aussi chez l’espèce Helix aspersa exposé aux

insecticides (Radwan et Mohamed., 2013).

L’accroissement de l’activité spécifique de la GST peut provenir soit d’une modification

de la conformation de l’enzyme la rendant plus efficace soit d’une production accrue de

protéine, pouvant parfois représenter jusqu’à 14% des protéines totales d’un individu

(Cédric, 2008).

4. 4. 2. Effet sur l'activité spécifique du GPX

Les GPX sont directement impliquées dans la lutte contre les ERO, puisqu'elles

constituent la voie majeure de dégradation des peroxydes. Elles réduisent ces molécules,

générant en parallèle du GSSG ROOH+2GSH-+ROH+GSSG+H2O. Les GPX assurent une

fonction anti-oxydante complémentaire aux autres antioxydants non-enzymatiques

(otocop3hérol, acide ascorbique) et enzymatiques (SOD, CAT) (Maiorino et al., 1991).

La GPX est l’un des systèmes de défense antioxydant très puissant, il réduit l’H2O2 en

H2O et protège l’organisme contre l’effet cancéreux de cette substance (Zhu et al., 2010).

Notre résultat révèle que les escargots traités par les deux doses de l’Urée et de NPK sont

subissent à une augmentation significative chez les individus traités par la dose recommandé

D1 de l’Urée et une augmentation hautement significative chez les individus traités par la

dose recommandé et la dose recommandé x2 de NPK, ces résultats en accord avec les

travaux de (Kavithal et al., 2013) qui on trouvé que la nanoparticule de cadmium à une dose

de 100 et 120 ppm/Kg à augmenté l’activité de GPX chez l’invertébré Mud Carb (Schylla
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olivacea). Cet effet pourrait être du à l’augmentation du stress oxydatif qui renforce

l’activité des enzymes antioxydants chez les animaux (Halliwell and Chirico, 1993).

Le résultat de notre travail et aussi accord avec les travaux de (Zhu et al., 2010) qui

utilisant l’oxyde de titane (5 et 10 mg/L) sur Daphnia magna, qui montre une augmentation

progressive de l’activité spécifique de GPX en fonction de la concentration de NPS.

4. 4. 3. Effet sur l'activité spécifique de l’AChE

L’acétylcholinestérase appartenant à la famille des hydrolases, a été découverte en 1938

par Nachmanshn. C'est la mieux connue en tant que cible des organophosphorés et des

carbamates qui ont une structure analogue à l’acétylcholine. Cette enzyme est indispensable

au bon fonctionnement des synapses cholinergiques (Haubruge & Amichot, 1998).

L'acétylcholinestérase ne joue aucun rôle dans la détoxification chez les êtres vivants.

Cette enzyme est impliquée dans les mécanismes de transmission de l'influx nerveux à

travers l'organisme : dans les jonctions inter-neuronales et neuromusculaires, la terminaison

nerveuse libère un médiateur chimique, l'acétylcholine (ACh), qui permet la transmission du

message nerveux d'une cellule à l'autre. (Le Bras, 2007). L’inhibition de cette enzyme par de

nombreux toxiques entraîne une accumulation du médiateur chimique dans l’espace

synaptique, maintient de ce fait une transmission permanente de l’influx nerveux, ce qui

conduit généralement a la tétanie musculaire et à la mort (Badilla, 1995 ; Bocquené, 1996 ;

Bainy, 2000). les insecticides organophosphorés et les carbamates sont considérés comme

les plus puissants inhibiteurs spécifiques de cholinestérase (Cassanelli et al., 2006; Alout et

al., 2007). Mais des mélanges complexes d’hydrocarbures ont été aussi cités dans la mesure

de dépressions de l’AChE (Payne et al., 1996).

Chez les mollusques terrestres, Rorke & Gardner (1974) ont rapporté qu’une forte

inhibition de l'activité AChE dans l'hémolymphe de H. aspersa est causée par un carbamate

ou par l’oxon matière active du fénitrothion (organophosphoré).

Les composés insecticides très toxiques, de la classe des organophosphorés, sont des

inhibiteurs irréversibles de l'acétylcholinestérase (wikipedia, 2010).

Les résultats de l’étude de Coeurdassier et al. (2001), ont montré que les inhibitions

mesurées étaient de plus de 75%, cela pourraient expliquer la léthargie observée des

escargots (H. aspersa). De nombreux auteurs ont également signalé que les organismes

peuvent survivre à une forte inhibition de l'AChE activités (>80%) (Bocquené et al., 1997).



Discussion

66

Des effets neurotoxiques de substances organiques non-molluscicides ont été évalués,

notamment par Rorke et al. (1974) qui observent une inhibition de 90% de l’activité des

cholinestérases dans l’hémolymphe de Helix aspersa provoquée in vitro par une solution de

10-4g/L fenitro-oxon (OPs) ou de physostigmine (carbamate). Le fenitrothion et le

diethylphénylphosphate (OPs) ne provoquent aucune inhibition des cholinestérases à la

concentration de 10-3g/L (Coeurdassier et al., 2002). L’inhibition de l’activité AChE, chez

Helix aspersa, a été également rapportée après traitement topique au méthomyl, au

carbofuran, au chlorpyrifos et au paraquat (Salama et al., 2005). En effet, ces auteurs ont

démontré que les deux carbamates, le carbofuran et le méthomyl étaient plus puissants vis-à-

vis de l’inhibition de l’AChE que les deux organophosphorés le chlorpyrifos et le paraquat.

Chez Pomacea Paula, Mora et al. (2000) montrent une inhibition de l’activité des AChE qui

est corrélée à la concentration en carbaryl dans le même organe.

Chez Helix aspersa, Coeurdassier et al. (2001) ont également démontré que l’activité

AChE est inhibée de 10% après 7 jours d’exposition au diméthoate à des concentrations très

proches de celles recommandées pour l'épandage en champ. L'inhibition de l'activité AChE,

connue pour être relativement spécifique de l'exposition aux OPs et aux carbamates, est

également provoquée, à un degré moindre, par d'autres composés organiques naturels,

synthétiques et des ions métalliques (Mora, 1998).

Certaines études ont mis en évidence l’inhibition de l’activité de l’AChE par d’autres

contaminants environnementaux incluant les hydrocarbures combustibles et les métaux

lourds (Herbert et al., 1995 ; Bocquené et al., 1997 ; Forget et al., 1999 ; Dellali et al.,

2001).

4. 4. 4. Effet sur l'activité spécifique de la LDH

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme cytoplasmique hydrolytique de la

famille des oxydo-réducatses (Kaplan & Pesce, 1996) qui joue un rôle important dans le

cycle glycolytique (Senthil Nathan et al., 2006) en catalysant la réaction réversible et la

transformation du lactate en pyruvate (Benoist et al ., 2003) et l’oxydation du NAD

(nicotinamide adénine dinucléotide) en NADH2 (nicotinamide adénine dinucléotide réduit)

(Vassault, 1983; Tietz, 1987). Les niveaux de la LDH sont utilisés chez les espèces étudiées

dans le domaine toxicologique et en biologie clinique et dans l’indication de l’exposition à

un stress chimique (Wu & Lam, 1997; Diamantino et al., 2001 ; Das et al., 2004) pour le

diagnostic des lésions cellulaires et tissulaires (Tietz, 1987 ; Asztalos et al., 1990 ; Gupta et
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al., 1991). La LDH est également utilisée comme biomarqueur de 5748 pollution (Chen et

al. 2001; Long et al., 2003).

La mesure de l’activité LDH a été largement utilisée en biologie clinique comme

diagnostic des lésions cellulaires et tissulaires (Tietz, 1987 ; Asztalos et al., 1999 ; Gupta et

al., 1991)

Nos résultats ont révélé une augmentation de l’activité spécifique de la LDH. Le

traitement avec l’Urée et le NPK révèle une augmentation de l’activité spécifique de la LDH

dans l’hépatopancréas d’Helix vermiculata comparativement aux témoins. La différence de

l’augmentation entre les séries témoins et traités pourrait expliquer une réaction de

l’organisme face à l’entrée d’un xénobiotique, de par le stress chimique induit par ces deux

molécules. En effet, la stimulation de la LDH suggère que le produit final de la glycolyse, le

pyruvate, est préférentiellement utilisé pour la production du lactate dans le but de subvenir

à l’importance et la rapide demande d’énergie causée par le stress toxique (Begum &

Vijayarghavan, 1999).

En revanche, Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Long et al. (2003), qui

signalent une augmentation suivie d’une diminution de l’activité LDH hépatique chez la

moule, Mytilus edulis exposée à différentes concentrations d’hydrocarbures. Selon Ribeiro

et al. (1999), l’activité LDH est altérée par les insecticides organophosphorés et

organochlorés. L’augmentation de l’activité LDH après traitement a été enregistrée chez

Blattela germanica traité avec l’acide borique (Sifi, 2002) et chez Macquaria novemaculeata

après exposition au pétrole brut (Cohen et al., 2001).

les travaux de Kilani-Morakchi (2007) ont montré une augmentation de cette enzyme à

24 heures, suivi d’une inhibition après 48 heures de traitement des adultes de B. germanica

par l’acide borique par voie orale ; cette réduction pourrait s’expliquer par une baisse du

métabolisme glucidique conduisant probablement à un affaiblissement de l’organisme et lié

à la diminution ou à l’arrêt de l’alimentation vu la désorganisation de la structure de

l’intestin (Habes et al., 2006). L’azadirachtine antagoniste des ecdystéroides inhibe l’activité

spécifique de la lactate déshydrogénase chez Cnaphalocrocis medinalis (Senthil Nathan et

al., 2006). Cependant, un inhibiteur de la synthèse de la chitine le diflubenzuron ou encore

un pyréthrinoide, l’ambush entraînent l’augmentation de cette activité chez Tribolium

castaneum (Saleem & Schakoori, 1987). Des résultats similaires ont été rapportés par Azmi
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et al. (2002) après le traitement des larves de Culex fatigans avec un organochloré (DDT),

un organophosphoré (le malathion) et un pyrétrinoide (la cyfluthrine).
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Conclusion

Le principal objectif de notre travail de thèse était d’étudier les effets de deux engrais,

l’Urée et le NPK appliquées par contacte, chaque molécule à deux doses. L’escargot terrestre

Helix vermiculata, utilisé comme espèce bioindicatrice de la contamination des sols. Les

expérimentations ont été menées sur le comportement, certains paramètres morphométriques,

le contenu de la vitellogénines au niveau de la glande à albumen, la biochimie de

l’hépatopancréas, la mesure de quelques biomarqueurs du stress oxydant (AChE, GST, LDH

et GPX), et la croissance des juvéniles.

Les deux engrais testés entraînent des altérations comportementales, comme la diminution

de l’activité et de la prise alimentaire aux plus fortes concentrations. Ainsi, ces molécules

perturbent les performances individuelles en modifiant l'acquisition de l'énergie. En plus, ces

altérations comportementales sont accompagnées par une réduction significative des

paramètres physiologiques tels que le poids frais moyen des escargots et le diamètre de la

coquille. Ces perturbations physiologiques peuvent entrainer, par conséquent, des effets

délétères sur la reproduction telle que le développement des organes reproducteurs. Les

mécanismes biochimiques et physiologiques responsables de tels effets restent à identifier.

D’un autre côté, la composition biochimique de l’hépatopancréas est également affectée

par les engrais testés, avec une augmentation significative des lipides.

Une diminution de contenu en vitellogénines.

En plus, l’Urée et le NPK exercent une action neurotoxique chez les juvéniles d’Helix

vermiculata se traduisant par une inhibition de l’activité AChE. Ces perturbations nerveuses

peuvent expliquer, au moins en partie, les diminutions observées de la durée des prises

alimentaires et de la quantité d'aliment ingéré. Les deux engrais induisent également le

système de détoxification par le biais d’une augmentation des activités de la GST, LDH et

celle de la GPX. Ses modifications sont probablement liées à une augmentation de la libération

d’espèces réactives de l’oxygène en présence des engrais.

En fin, nous pouvons  conformer que l’Urée et le NPK induit des perturbations au niveau

biochimiques et physiologiques.

En vue de l’importance de l’utilisation des engrais, il serait intéressant de pour suivre la

recherche afin de bien connaitre leurs mécanismes d’action, car ce travail reste préliminaire et

peu indicatif.
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Résumé

Le travail exposé dans cette  mémoire a pour but d’évalué les effets de deux engrais, l’Urée

et le NPK sur un invertébré bioindicateur, l’escargot Helix vermiculata dans des conditions de

laboratoire.

Des escargots juvéniles est subadultes ont été exposés par contact pendant 8 semaines à des

feuilles de laitue fraiche imbibées d’engrais. Les effets des deux engrais, ayant des modes

d’action différents ont été comparés. La croissance, la nutrition, la viabilité et la mortalité des

escargots juvéniles et subadultes sont notées d’une façon hebdomadaire pendant la période de

traitement.

Nous avons cherché à évaluer les effets d’un éventuelle stress oxydatif au niveau de

l’hépatopancréas et au niveau des têtes des escargots, et ce par le suivi de l’activité de certains

biomarqueurs enzymatiques : la GST, LDH, AChE et GPx, Nous avons également mesuré le

taux des compositions biochimiques (Glucides, protéines et lipides) au niveau de

l’hépatopancréas, on détermine aussi le taux de la vitellogénines au niveau de la glande à

albumen, ainsi que quelques paramètres morphométriques (poids de l’hépatopancréas et de

l’appareil reproducteur, aspect de la glande a albumen), et des paramètres  comportementaux.

Nos résultats montrent une augmentation non significative de contenu en glucides et une

diminution de contenu en protéines. Alors  que, le contenu en lipides marque une

augmentation significative et parfois non significative. Le contenu en vitellogénines marque

aussi une diminution significative et parfois non significative.

La croissance d’Helix vermiculata (poids et diamètre de la coquille) marque des variations

pendant les huit semaines de traitement.

Une induction de l’activité des enzymes antioxydantes telles que la GST, GPx et LDH,

parallèlement à une augmentation du taux de GST, LDH et de la GPx, à une diminution du

taux de l’AChE. Ceci a été observé aussi bien au niveau de la glande digestive. D’un autre

côté nous avons également mis en évidence aussi un effet morphométrique de l’Urée et de

NPK traduit par une diminution non significative du poids de l’hépatopancréas et une

augmentation non significative et parfois significative de l’indice gonadique d’Helix

vermiculata.



L’examen comportemental a révélé une perturbation des séries des symptômes comme la

perte de la chimioreception et l’augmentation du taux de la mortalité corrigée chez les séries

traitée.

Mots clés : Helix vermiculata, Urée, NPK, glucides, protéines, lipides, vitellogénines,

glande à albumen, stress oxydative, GST, GPX, LDH, AChE.



The aim of this graduation note is to evaluate the effects of two fertilizers, Urea and

NPK on a bioindicator invertebrate, the Helix vermiculata snail under laboratory conditions.

Juvenile snails and subadult were exposed by contact for 8 weeks to lettuce leaves

soaked in fertilizer. The effects of the two fertilizers, having different modes of action, were

compared. Growth, nutrition, viability and mortality of juvenile and subadult snails are noted

weekly during the treatment period.

We sought to evaluate the effects of oxidative stress on hepatopancreas and snail heads

by monitoring the activity of certain enzymatic biomarkers: GST, LDH, AChE and GPx, We

also measured the level of biochemical compositions (carbohydrates, proteins and lipids) in

the hepatopancreas, we also determine the level of vitellogenins in the albumen gland, as well

as some morphometric parameters (weight of the hepatopancreas And the reproductive tract,

aspect of the albumen gland), and behavioral parameters.

Our results show a non-significant increase in carbohydrate content and a decrease in

protein content. While, the lipid content marks a significant and sometimes not significant

increase. The vitellogenin content also marks a significant and sometimes insignificant

decrease.

The growth of Helix vermiculata (weight and diameter of the shell) marks variations

over the eight weeks of treatment.

Induction of the activity of antioxidant enzymes such as GST, GPx and LDH, along with an

increase in the GST, LDH and GPx levels, decreased the level of AChE. This has been

observed both in the digestive gland. On the other hand, we also demonstrated a

morphometric effect of Urea and NPK, which is reflected by a non-significant decrease in the

weight of the hepatopancreas and a non significant and sometimes significant increase in the

Helix gonad index vermiculata.

Behavioral examination revealed a disruption of symptom series such as loss of

chemoreception and an increase in the corrected mortality rate in the treated series.

Key words: Helix vermiculata, urea, NPK, carbohydrates, proteins, lipids, vitellogenins,

albumen gland, oxidative stress, GST, GPX, LDH, AChE.



مؤشرات الھدف إلى تقییم الآثار المترتبة على اثنین من الأسمدة والیوریا والنیتروجین على یلعمل الواردة في ھذه المذكرة 
.في ظروف المختبرHelix vermiculataلحلزون لیولوجیة ب

وتمت . الطازجة غارقة الأسمدةأسابیع في أوراق الخس8وقرب البالغ القواقع الأحداث تعرضوا عن طریق الاتصال لمدة 
وأشار النمو والتغذیة والاستدامة وفیات القواقع الأحداث وقرب البالغ . مقارنة آثار كل من الأسمدة مع وسائل مختلفة للعمل

.أسبوعیا أثناء فترة العلاج

خلال مراقبة نشاط بعض سعینا لتقییم الآثار المترتبة على الاكسدة ممكن في بنكریاس كبدي وعلى رؤساء القواقع، ومن
، أستیلكولینستراز وغبكس، ونحن أیضا قیاس نسبة التراكیب الكیمیائیة الحیویة GST ،LDH :المؤشرات الحیویة انزیم

في الغدة زلال وبعض vitellogeninsفي بنكریاس كبدي، فإنھ یحدد أیضا معدل) الكربوھیدرات والبروتینات والدھون(
.والمعاییر السلوكیة) اس كبدي الوزن والجھاز التناسلي، الجانب من غدة الزلالبنكری(المعلمات المظھریة 

وفي حین أن مضمون الدھون . نتائجنا تظھر زیادة غیر كبیرة في محتوى الكربوھیدرات وانخفاض في محتوى البروتین
.را، وأحیانا غیر ملحوظالمحتوى أیضا انخفاضا كبیvitellogeninsیصادف. ھو زیادة كبیرة، وأحیانا غیر الھامة

.الاختلافات العلامة التجاریة خلال ثمانیة أسابیع من العلاج) وزن وقطر شل(نمو اللولب الدودي الشكل 

GST ،LDHبالتوازي مع زیادة في معدلLDH، غبكس وGSTتحریض نشاط الأنزیمات المضادة للأكسدة مثل
من ناحیة أخرى علینا . وحظ ذلك في كل من غدة في الجھاز الھضميوقد ل. وغبكس، إلى انخفاض معدل أستیلكولینستراز

في وزن nonsignificantفي خفضNPKأیضا أن یسلط الضوء علیھا تأثیر المورفولوجیة من الیوریا وأسفرت
.وكبیرة في بعض الأحیان في مؤشر الغدد التناسلیة اللولب الدودي الشكلnonsignificantبنكریاس كبدي وزیادة

وكشف الفحص السلوكي سلسلة تعطیل أعراض مثل فقدان استقبال كیمیائي وزیادة معدل وفیات تصحیحھ في سلسلة 
.المعالجة

، الغدة vitellogenins، والكربوھیدرات، والبروتین، والدھون، NPKاللولب الدودي الشكل، والیوریا، :كلمات البحث
.ز، أستیلكولینستراGST ،GPX ،LDHزلال، الاكسدة، 
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