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Résumé

En Algérie, 'utilisation des pesticides, des fertilisants, des engrais, et autres produits
phytosanitaires connait une augmentation au cours de ces derniéres années avec le
développement de I’agriculture, mais aussi dans le cadre des actions de lutte contre les
vecteurs nuisibles. Ces traitements ont des conséquences environnementales et des
conséquences sanitaires a long terme liées aux infiltrations de ces substances non dégradables
dans les sols, dans les sources et les nappes phréatiques, puis vers les écosystemes : les
végétaux, les animaux et particulierement I’homme.

Notre objectif était d’étudier les effets d'un insecticide, le Decis, un herbicide, le Zoom
et un engrais, le Weatfert appliqués par voie orale, a deux concentrations : recommandé et
recommandée X2 sur I’escargot terrestre Helix vermiculata, utilisé comme espéce
bioindicatrice de la contamination des sols. Les expérimentations ont été menées sur la
croissance, sur la composition biochimique et sur deux biomarqueurs de 1’hépatopancréas.

Le suivi de la croissance de Helix vermiculata montré I’inhibition de la croissance des
escargots (poids frais) sous 1’effet de tous les traitements.

Des perturbations significatives sont notées dans la composition biochimique de
I’hépatopancréas (contenu en glucides totaux, protéines totales et lipides totaux) aprés deux
mois de traitement.

Enfin, nos résultats révélent aussi une induction du systétme de détoxification des
molécules testées, le Decis, le Zoom et Weatfert augmente ’activité spécifique des deux

biomarqueurs, le glutathion peroxydase et le catalase.

Mots Cles: Helix vermiculata, pesticides, croissance, composition biochimique, GPX,

Catalase.



Abstract

In Algeria, the use of pesticides, fertilizer sand other phytosanitary products has been
increase in recent years with the development of agriculture, but also in the context of actions
to combat harmful vectors. These treatments have environmental consequences and long-term
health consequences related to the infiltration of these non-degradable substances into soils,
sources and aquifers, and then to ecosystems: plants, animals and especially man.

Our objective was to study the effects of an insecticide, the Decis, an herbicide, the
Zoom and a fertilizer, the Weatfert, applied orally, at recommended and recommended X2
concentrations on the terrestrial snail Helix vermiculata, used as a bioindicator species of soil
contamination. The experiments were conducted on the behaviour, on morphometric
parameter (weight of snails), on the biochemistry and two biomarquers of the hepatopancreas.

Monitoring growth of Helix vermiculata showed the inhibition of th growth of snails
(weight) under all the treatments.

Significant perturbations are showed in the biochimical composition of hepatopancréas
(lipids, carbohydrates and proteins) after two months of treatment.

Finally, our results showed also an induction in the detoxification system, Decis, Zoom
and Weatfert are increased the activity of the tzo biomarquers : peroxydase-gluthation and
catalase.

Snails provide key soil functions that favour many positive ecosystem services. These
services are important for agroecosystem sustainability but can be degradedby intensive

cultural practices such as use of pesticides and fertilizers.

Keywords: Helix vermiculata, pesticides, growth, biochemical composition, GPx, catalase.
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Introduction

I. INTRODUCTION

Les composés organiques présents dans les différentes sphéres de 1’environnement ont
des origines trés variées. Le devenir environnemental de ces composés ainsi que leur impact
sur les différents écosystemes sont tres dépendants de leurs interactions avec le milieu
environnant. Parmi les contaminants organiques, impliqués dans les phénomenes de pollution
chimique, les pesticides ou les composés phytosanitaires. Ces derniers sont introduits de
I’environnement par 1’activité anthropique, principalement 1’agriculture, pour améliorer les
rendements de la production des cultures (Errami, 2012).

En Algérie, I’utilisation des insecticides, des fertilisants, des engrais, et autres produits
phytosanitaires s’accentue avec le développement de 1’agriculture (Bouziani, 2007). Les
fertilisants minéraux ou organiques (lisiers, boues de stations d’épuration) sont dispersés a la
surface des sols afin d’accroitre les rendements des végétaux cultives. Le principe de leur
usage est fondé sur la constatation que 1’on emporte avec la récolte d’une certaine quantité des
nutriments : phosphore, azote, potassium, et dans une moindre mesure, soufre, magnésium et

autres oligoéléments (Francois, 2012).

L’utilisation des pesticides semble remonter a 1000 ans avant J.C (soufre, Arsenic,
Roténone). Les pesticides représentent une part importante des pollutions environnementales
actuelles. Le terme « pesticide » possede une définition étendue, comprenant les « produits
phytosanitaires », les « produits phytopharmaceutiques » ou les « biocides ». Il concerne donc
toutes les substances naturelles ou synthétiques utilisées pour la prévention, le contréle ou
I’élimination d’organismes (micro-organismes, animaux ou veégétaux) jugés indésirables ou
nuisibles, non seulement en contexte agricole, mais également dans les domaines de 1’hygiene
de la santé publique, de la santé animale et dans les traitements de surfaces non-agricoles
(Aubertot et al, 2005 ; ORP, 2014).

Les activités anthropiques, en constante intensification, induisent une grande diversité de
pollutions environnementales, et en particulier des pollutions chimiques de l'air, du sol, des
sédiments et de I'eau (Rhind, 2009 ; Sandermann, 2004). Différents composés xénobiotiques
ou toxiques sont couramment associés aux processus d’utilisation et de diffusion des
pesticides, Les relations entre pesticides (environ 1000 molécules actives sur le marché en
2012) et environnement sont a double sens : les pesticides modifient 1’environnement

en mettant en ceuvre une centaine de mécanisme écotoxiques et inversement

Page 1



Introduction

I’environnement (0Xygéne, ozone, humidité, pH, métaux, bactéries, champignons, etc...)
modifie les pesticides, leurs impuretés (dioxine) et leur métabolites (Chevalier L et al, 2001)

Malgré un souci croissant de protection de I’environnement, lors de 1’utilisation des
pesticides, une certaine quantité de ces substances se retrouve dans 1’environnement
(Pimentel, 1995 ; Arias-Estévez et al, 2008). Les voies de dispersion et de transfert de
pesticides sont nombreuses. Les gouttelettes de ces produits peuvent atteindre directement le
sol sans étre stoppées par le feuillage, ou alors indirectement, lorsque la pluie va lessiver les
gouttelettes, non encore absorbées par les feuilles (Belhaouchet, 2014). La ré-volatilisation a
partir du sol et des végétaux joue également un réle important dans la contamination de 1’air.
Enfin, le lessivage et le ruissellement, lors des précipitations, vont entrainer la contamination
des eaux de surface et souterraines (Druart, 2011 ; INERIS, 2005). La présence de polluants
constitue un stress induisant des modifications au niveau physiologique et métabolique dans
I’organisme (Timbrell, 1994), ce dernier peut réagir par des réponses mécanistiques limitant
les effets toxiques des contaminants en protégeant les cellules et en facilitant leur excrétion.
Bien que les mécanismes de défense cellulaire soient actuellement mieux connus, il est
cependant nécessaire de les approfondir en raison notamment des interactions existant entre
les xénobiotiques présents simultanément dans le méme milieu (Testud & Grillet, 2007 ;
Guler et al, 2010).

L’utilisation des invertébrés comme bioindicateurs de la qualité des écosystémes 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 étre défini
comme une espece reflétant 1’état du milieu dans lequel elle vit (Hopkin, 1993 ; Edward et al.
1996). Il existe deux types de bio-indicateurs, bio indicateur d’accumulation stocke un
polluant issu de son environnement et un bio indicateur d’effet ou d’impact réagit a une ou
plusieurs substances issues de son environnement, introduites par épandage de déchets,

pratiques agricoles ou contaminations industrielles (Joélle, 2005).

Les gastéropodes terrestres (escargots) présentent un important pouvoir
bioaccumulateur de métaux. Ces organismes capables de survivre sur des sites contaminés en
métaux sont ainsi, considéré comme des concentrateurs efficaces de métaux traces des
habitats terrestres pollués. Cette résistance résulte de leur capacité de retenir et d’inactiver les

métaux toxiques soit par compartimentation intracellulaire et excrétion, soit par liaison avec
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des protéines dont les métallothionéines (surtout le Cadmium) permettent leur stockage durant

de longues périodes (Grara N, 2016).

Notre étude entre dans cette thématique et vise a évaluer les réponses d’une espéce
bioindicatrice de pollution, 1’escargot Helix vermiculata a deux types de pesticides

(Insecticides : Decis et Herbicide : Zoom) et un engrais (Weatfert).

Plusieurs parametres ont été étudiés :
v Aspect morphométrique par la détermination de I’évolution du poids corporel des
séries témoins et traitées chaque semaine pendant 2 mois.
v" Aspect biochimique par la détermination du taux des glucides, lipides et protéines au
niveau de I’hépatopancréas d’Helix vermiculata des séries témoins et traitées.
v Dosage des biomarqueurs de détoxification tels que, la glutathion peroxydase (GPx)

et la Catalase.
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2. MATERIEL ET METHODES

Le présent travail consiste a évaluer la toxicité des pesticides et engrais les plus utilisés
dans la région de Tébessa, a 1’égard de Helix vermiculata, organisme non vise. Plusieurs
aspects ont été étudiés: la toxicité, la croissance, la composition biochimique et les

biomarqueurs chez les escargots jeunes-eclos et juvéniles.

2.1. Présentation d’Helix vermiculata (Muller, 1774).

Helix vermiculata est un escargot comestible connu aussi sous le nom scientifique
d’Eobania vermiculata (Mdller, 1974) et le nom commun escargot bande de chocolat.

Le corps : un escargot consiste en un pied unique, une téte et une masse viscérale enroulée
qui est placée dans la coquille. Les glandes de mucus placées dans la partie antérieure du
pied, il y a aussi des glandes de mucus sur le reste du corps protégeant 1’escargot contre la

perte d’eau.

Coquille : trés solide, aplatie, globuleuse, présentant des dessins variés, avec ou sans
bandes spirales.de couleur blanc jaunatre avec 4 a 5 bandes marron foncé, parfois
interrompues ou fusionnées (Remy., 1930). Ouverture "tombante” aux bords nettement
évaseés, sans ombilic, il vit dans les zones ouvertes plutét ensoleillées (Mini-guide). La

taille de la coquille (hauteur x diamétre) : 21 x 26 mm.

Figure 1. Morphologie d’Helix vermiculata (Saoussen et Nadjla, 2018).
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La position systématique de cette espéce est la suivante

Régne : Animalia

Embranchement : Mollusca

Classe : Gastéropoda

Ordre: Stylomatophora

Super famille : Hélicacae

Famille : Hélicidae

Sous famille : Helicinae

Genre : Helix

Espeéce : Helix vermiculata (Mdller, 1774).

2.1.1. Description anatomique
2.1.1.1. Anatomie interne de I’escargot
A Tintérieur de la coquille, se trouve une cavité du manteau, qui contient le cceur, le
rein et le poumon. L’escargot posséde une respiration pulmonaire. Le poumon est formé
par la cavité palléale, espace situé entre la masse viscérale et le manteau qui recouvre

I’intérieur de la coquille. Il s’ouvre a I’extérieur par 1’orifice respiratoire dont on peut
observer aisément les mouvements rythmiques d’ouverture et de fermeture.

Le tube digestif commence par le bulbe buccal, et par une forte masse musculaire, la
radula. L cesophage recgoit les conduits de deux glandes salivaires. Quant aux canaux de
I’hépatopancréas (qui est une volumineuse glande digestive) ils se déversent dans
I’estomac (Gaillard, 1991).

Le systéme nerveux sympathique est constitué par une paire de ganglions buccaux situés
sous le bulbe buccal. Ils sont reliés par deux cordons nerveux aux ganglions cérébrosides et
innervent la plus grande partie du tube digestif. Le systéme nerveux central est situé dans
la région céphalique. 1l est formé d’une chaine de ganglions formant un double collier péri
cesophagien complexe (Girande, 1972).

Le ceeur est constitu¢ d’une oreillette antérieure et d’un ventricule postérieur. Le sang ou
hémolymphe contient un pigment, I’hémocyanine. 11 est incolore sous sa forme désoxydée
et bleu sous sa forme oxydée. Le sang est propulsé dans le réseau artériel via deux aortes.
L’aorte antérieure irrigue le pied et la postérieure le tortillon. Le sang revient au cceur par

un systeme de veines et de sinus veineux (Girande, 1972).
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2.1.1.2. Appareil génital
L’escargot est hermaphrodite. Cette particularité explique la complexité de I’appareil,

formé d’organes a la fois males et femelles et d’organes uniquement males ou femelles.

Figure 2 : Anatomie interne d’un escargot (Quibik, 2007).

Légende. 1 : coquille ; 2 : foie ; 3 : poumon ; 4 : anus ; 5 : pore respiratoire ; 6 : ceil ; 7 :
tentacule ; 8 : cerveau ; 9 : conduit salivaire ; 10 : bouche ; 11 : panse ; 12 : glande
salivaire ; 13 : orifice genital ; 14 : penis ; 15 : vagin ; 16 : glande muqueuse ; 17 : oviducte
; 18 : sac de dards ; 19 : pied ; 20 : estomac ; 21 : rein ; 22 : manteau ; 23 : cceur ; 24 : canal
déférent.

2.1.1.3. Reproduction

H. vermiculata, comme tous les Gastéropodes Stylommatophores, est un
hermaphrodite simultané : les adultes présentent a la fois des organes males et des organes
femelles fonctionnels (Gdmez, 2001), mais sont incapables de s’auto-fertiliser (Falkner et
al, 2001).

L’accouplement est nécessaire pour la reproduction naturelle. Les escargots s’accouplent
et echangent des spermatozoides. Ceux-ci sont stockés dans le réceptacle séminal jusqu’au
moment ou les ovules arrivent a maturité. La fécondation se réalise au niveau de la
jonction du canal hermaphrodite avec la glande a albumen ; elle est suivie par la formation
d’une coquille calcaire, puis par la ponte. L’accouplement dure de 10 a 12h. Suivant les
régions, les escargots s’accouplent durant toute la période d’activité avec une périodicité

bien définie, ce qui synchronise les individus (Girande, 1972).

Page 6



Matériel et méthode

Ponte : I’intervalle entre I’accouplement et la ponte est variable. En conditions constantes
de température et d’hygrométrie (20° C et 85%), les durées moyennes sont de 10 a 15
jours. Pour pondre, I’escargot creuse dans la terre ou le sable un «nid de ponte », la ponte
dure 12 a 48 heures. Généralement, chez un animal en ponte, seule la coquille est visible,
le reste du corps (le pied) est a I’intérieur du nid. Les ceufs, petites sphéres blanches de 4
mm de diamétre et pesant 30 a 40 mg, sont émis un a un par I’orifice génital. Un escargot

pond en moyenne 120 ceufs par ponte (Girande, 1972).

2.1.2. Croissance et survie de I’escargot

La croissance de ’escargot correspond a une prise de poids pouvant atteindre jusqu’a
149 en conditions contr6lées favorables (photopériode 18 h de lumiere par 24 h, 20°C et
80-90% d’humidité) et a un accroissement de la coquille en longueur, mais également en
épaisseur (Gomot de Vaufleury, 2001). La croissance des escargots est caractérisée par 4
phases. Ils sont appelés « jeunes éclos » jusqu’a environ 1 g (correspondant a 1 mois), puis
sont qualifiés de juvéniles jusqu’a environ 5 g et de subadultes jusqu’a 8-9 g. Lorsque les
escargots atteignent la taille adulte apres environ 4 mois de croissance en conditions
contr6lées favorables, ils se bordent (phénomene caracterisé par le bord de la coquille qui
s’incurve et par un épaississement du bord du manteau). La croissance de la coquille
s’arréte alors, du moins en longueur, et les escargots, devenus adultes, terminent leur
maturation sexuelle et deviennent aptes a se reproduire. En milieu naturel, la croissance est
beaucoup plus longue et dure de 1 a 2 ans selon les conditions climatiques. La durée de vie

en milieu naturel est en moyenne de 3-4 ans (Gomot de Vaufleury, 2001).

2.2 Collecte et échantillonnage d’Helix vermiculata

Dans notre étude, les échantillons sont collectés de la région de Bekaria, a 12 km de la ville
de Tébessa, son climat est semi-aride, sec et froid.

L’échantillonnage a été effectu¢ manuellement et d’une maniere aléatoire au niveau de
cimetiere de Bekkaria (Fig. 3) 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 sub-adultes et les
adultes.
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Figure 3. Présentation du site d’échantillonnage, cimetiere de Bekaria-Tébessa (Saoussen
et Nadjla, 2018).

2.3. Technique d’élevage au laboratoire

L’¢levage des escargots se fait au laboratoire de Biologie Animale, dans des terrariums en
verres (Longueur : 20 cm, largeur : 20 cm, hauteur : 20 cm) recouvertes d’un tulle afin
d’assurer une bonne aération. Il est maintenu a une température de 20 + 2°C et une
humidité de (31%). Pour maintenir une humidité adéquate, une éponge humide a été
déposée au fond des terrariums. Le nettoyage est effectué chaque trois jours (Daumer et al,
2007).

2.4. Présentation du traitement

Au cours de notre expérimentation, on a utilisé deux types de pesticides (Insecticide :
Decis et Herbicide : Zoom) et un engrais (Weatfert).

2.4.1. Decis : Decis est un insecticide a base de deltaméthrine, substance active de la
famille des pyréthrinoides de synthese. Il posséde un large spectre d’action, il agit par
contact et par ingestion sur un grand nombre d’insectes suceurs et broyeurs. Ce dernier est
caractérisé par une action tres rapide (remarquable effet de choc) et un effet répulsif sur les

insectes ravageurs volants.

2.4.2. Zoom : Zoom est un herbicide sélectif, partenaire idéal pour protéger les cultures
des dicotylédones sur blés. Constitué principalement de Dicamba 66% et Triasulfuron 4%,
sa formulation Granulés dispersées dans I'eau (WG). Ses deux matieres actives agissent
principalement par inhibition de la croissance des adventices qui deviennent nécrotiques et

meurent en quelques semaines.
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2.4.3. Weatfert : Weatfert est un engrais qui a un pouvoir acidifiant éleve, constitué de
8% d’Azote ammoniacal (NH4), 36 % phosphore (P20Os), 15 % Potasse (K20), base sulfate
entierement soluble dans I'eau a 35% (SOs). Le Weatfert ne contient pas de Calcium et de

chlore. Riche en potasse et joue un role important dans I'amélioration du rendement.

2.5. Le Traitement

Le traitement (Zoom, Decis et Weatfert) ont été appliqués, chacun avec deux doses : une
dose recommandée et une dose recommandée x2, sur 16 individus par lot (Tableau 1). Le
traitement est répété chaque trois jour pendant deux mois. Le suivi des individus se fait
chague semaine pendant 2 mois par ingestion.

Tableau 1. Les concentrations de Decis, Zoom et Weatfert appliquées au cours de nos

expérimentations.

Doses Decis Zoom Weatfert
Dose recommandée 50 pul/200 ml 0,15 g/L 05¢g
Dose recommandée X2 100 pl/200 ml 0,3 g/L 1g

2.6. Dissection de I’escargot et prélevement des organes

A la fin de la 8éme semaine de traitement, les escargots sont pesés. Ensuite, les animaux
sont sacrifiés par décapitation et les tétes sont récupérées dans le tampon adéquat pour des
analyses ultérieures. Les escargots sont décoquillés et leurs hépatopancréas rapidement
excisés et pesés. Ils sont destinés aux mesures de la composition biochimique et des

biomarqueurs.

2.7. Traitement sur la croissance

-Poids frais de I'escargot : est mesuré a l'aide d'une balance de précision modele de fagon
hebdomadaire, avant et pendant la durée du traitement. Les pesées sont toujours réalisées
avant le nettoyage de I'enceinte d'essai (Gomot, 1997a).

-Poids frais de la coquille et le poids frais de I’hépatopancréas sont mesurés a l'aide de
la méme balance utilisée précédemment. Cette pesée est effectuée apres le sacrifice des
animaux, a la fin de la 8¢me semaine de traitement.

L’inhibition de la croissance est calculée par la formule suivante :

% d’inhibition= ((Po-Pt)/Po) x 100
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Po : poids de I’escargot en 0 jour.
Pt : poids de I’escargot aprés une période de traitement.

2.8. Extraction et dosage biochimique

Apres la dissection, I’extraction (Fig. 18) des différents métabolites (protéines totales,
glucides totaux et lipides totaux) a été réalisee selon le procédé de (Schibko et al, 1966) sur
un fragment (100mg) de [I’hépatopancréas prélevé, conservé dans Iml d’acide
trichloroacétique (TCA) a 20% et broyé. Apres une premiére centrifugation (5000 trs /
min, 10 mn), le surnageant | obtenu est utilisé pour le dosage des glucides totaux selon la
méthode de (Duchateau & Florkin, 1959). Au culot I, on ajoute 1 ml de mélange
éther/chloroforme (1V/1V) et aprés une seconde centrifugation (5000 trs/min, 10 mn), on
obtient le surnageant Il et le culot |1, le surnagent Il sera utilisé pour le dosage des lipides
(Goldworthyet al, 1972) et le culot 11, dissout dans de la soude (0,1 N), servira au dosage
des protéines selon (Bradford, 1976).

Tous les dosages sont exprimés en pg/mg de tissu analysé.
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Hépatopancreéas d’escargot (50-100 mg)
| 1 ml de TCA (a 20%) |
Broyage (Homogénéiseur a ultrasons)

Centrifugation (5000 trs/min, 10 min)

v v

| Surnageant | | || Culot | ||

Aliquote (100pl) 1mi éther/chfroforme (1V/1V)
4
Centrifugation (5000 trs/min, 10 min)
Anthrone (4 ml)

4
Chauffer 80°C | Surnageant 11 |

(20 mn)

/

Glucides

Duchateau&Florkin, (1959)

4
Aliquote (100ul)

L

Evaporation totale

4

1 ml d’acide
sulfuriaue

4

Agitation

4

10 mn au bain de
sable

¥

Dosage aliquote

(200ul)

4

Goldsworthvet al. (1972)

3
1 ml NaOH (0.1N)

4

Agitation

4

Dosage aliquote
(100 pl)

3

Agitation

!

Bradford, (1976)

Figure 4. Extraction des glucides, protéines et lipides totaux (Shibko et al, 1967).
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2.8.1. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976) dans une
fraction aliquote de 100 ul a laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de
commassie (BBC) G 250 (Merck). Celui-ci révele la présence des protéines en les
colorants en bleu. L'absorbance est lue au spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 595
nm. La gamme d'étalonnage est réalisée a partir d'une solution d'aloumine de sérum de
beeuf (BSA) titrant 1 mg/ml (Tableau 2).

Tableau 2. Dosage des proteines totales : réalisation de la gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 8 4 5 6
Solution standard d'albumine (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité d'albumine (ug) 0 20 40 60 80 100

2.8.2. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de Duchateau & Florkin
(1959). Cette méthode consiste a additionner 100 ul du surnageant contenu dans un tube a
essai, 4 ml du réactif d'anthrone et de chauffer le mélange a 80 °C pendant 10 min, une
coloration verte se développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de glucide
présente dans I'échantillon, la lecture de I'absorbance est faite a une longueur d'onde de
620 nm. La gamme d'étalonnage est effectuée a partir d'une solution mere de glucose
(Img/ml) (Tableau 3)

Tableau 3. Dosage des glucides totaux : réalisation de la gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de glucose (pul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif d'anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité de glucose (ug) 0 20 40 60 80 100
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2.8.3. 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 pl 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 a 100 °C. Apreés refroidissement, on prend 200
ul de ce mélange au quel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique. Aprés 30
mn a l'obscurité, la densité optique est lue dans un spectrophotométre a une longueur
d'onde de 530 nm. Les lipides forment a chaud avec I'acide sulfurique, en présence de la
vanilline et d'acide orthophosphorique, des complexes roses. La solution mere 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) (Tableau 4).

Tableau 4. Dosage des lipides totaux : realisation de la gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) 100 80 60 40 20 0
Quantite de lipides (ug) 0 50 100 150 200 250

2.9. Dosage des biomarqueurs

L’hépatopancréas excisé du reste de la masse viscérale a servi au dosage de la gluthathion
peroxydase (GPx) et de la catalase (CAT). Tous les dosages ont été menés sur des
échantillons biologiques prélevés apres 8 semaines d’exposition aux différents traitements.
Par ailleurs, la concentration en protéines totales des différents échantillons a été
préalablement déterminée suivant la méthode de Bradford (1976), afin de pouvoir calculer

les différentes activités spécifiques.

2.9.1. Dosage de I’activité de catalase (CAT)

La mesure de la CAT est déterminée selon la méthode de la technique de Claiborne
(1935), dont le principe repose sur la mesure spectrophotométrique de la réduction de 1’eau

oxygenée (H202) en une molécule d’oxygene (O2) et deux molécules d’eau (H20) en
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présence de la CAT. Les fragments de 1’hépatopancréas sont homogénéisés dans 1 ml de
tampon phosphate (0,1 M, pH 7,5). L’homogénat est centrifugé a 15000 trs/min pendant 10
mn et le surnageant récupéré servira comme source d’enzyme.

Le dosage de la CAT s’effectue dans une fraction aliquote de 50 ul du surnageant dilué¢ de
facon a se situer entre 1 et 1,5 mg de protéine/ml, soit 0,05 & 0,75 mg dans la cuve, a
laguelle on ajoute 750 pl de tampon phosphate (100 mM, pH 7,4) et 200 ul H20O. (500
mM) préparé extemporanément [1,42 ml H202 a 30 volume (garder en chambre froide), 25
ml tampon phosphate (100 mM, pH 7,4)]. Aprés agitation, la lecture est effectuée au
spectrophotometre aprés 15 secondes d’attente toute les 5 secondes pendant 30 secondes a
une longueur d’onde de 240 nm contre un blanc avec 800 pl de tampon phosphate (100

mM, pH 7,4) et 200 pl H202 (500 mM).

L’activité spécifique est calculée selon la formule suivante:

_ Domax — Domin
B 0.04

mg de protéines

X: micromole de substrat réduit par minute et par mg de protéines (UM /mn/ mg de

protéines).
Do max: densité optiqgue maximum obtenue.
Do min: densité optique minimum obtenue.

0,04: coefficient d’extinction molaire du H,O2 (cm™2.mM™?).

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
2.9.2. Dosage de I’activité de glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique du GPx est mesurée par la méthode de Floche & Gunzler

(1984), en utilisant I’H202 comme substrat.

Les échantillons sont homogénéisés dans 1 ml du Tampon phosphate (pH 7,8) et
centrifugés a 3000 trs/min pendant 10 min. 200 pl du surnageant récupéré est additionné a
400 pl de GSH (0,1 mM) et 200 pl du Tampon phosphate (0,067 M). 200 ul d’H20> (1,3
mM) ont ajoutés pour initier la réaction, pendant 10 min, puis la réaction est arrétée par
addition de 1ml de TCA (1%). Apres le dép6t du mélange dans de la glace pendant 30 min,

il subit une centrifugation (3000 trs/min pendant 10 min) puis 480 pl de surnageant est
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placé dans une cuve auquel on ajoute 2,2 ml de Na2HPos4 (0,32 M) et 320 ul de DTNB
(ImM). La lecture des absorbances est effectuée au spectrophotometre dans les 5 minutes a
une longueur d’onde de 412 nm.

2.10. Analyse statistique

Les moyennes = SEM sont calculées pour chaque groupe d’expérience. Le test t de
Student, 1’analyse de la variance a un critére de classification ont permis de mettre en
évidence les différences entre les échantillons pour toutes les expérimentations. Tous les
calculs ont été effectués a I’aide du logiciel MINITAB d’analyse et de traitement des

données version 13.31.
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3. RESULTATS
3.1. Effets du traitement sur le poids des escargots

L’effet des deux pesticides et de ’engrais sur le poids frais moyen des escargots est
présenté dans les figures 10, 11 et 12.
3.1.1. Effet de I’insecticide (Decis)

L’effet de Decis sur le poids frais moyen des escargots est présenté dans la figure 14. Il
ressort de nos résultats, une inhibition de la croissance des individus traités a 2, 5 et 7

semaines d’expositions au traitement avec les deux doses appliquées (DR et DRX2).
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Figure 05. Effets du Decis (DR et DRX2) sur la croissance des escargots juvéniles
d’Helix vermiculata (nourris de feuilles de laitue imbibées de solution d’insecticide)
pendant une période de huit semaines (m = SEM, n=3 répétitions comportant chacune 16
individus).
3.1.2. Effet de I’herbicide (Zoom)

Les résultats affichent une inhibition de la croissance des individus traités a 1, 3 et 5
semaines d’expositions au traitement avec les deux doses appliquées (DR et DRX2). Par

contre, aucun effet n’a été signalé pour les temps restant.
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Figure 06. Effets du Zoom (DR et DRX2) sur la croissance des escargots juvéniles d’Helix
vermiculata (nourris de feuilles de laitue imbibées de solution d’insecticide) pendant une
période de huit semaines (m = SEM, n=3 répétitions comportant chacune 16 individus).
3.1.3 Effet du Weatfert

L’effet de 1’engrais Weatfert sur le poids frais moyen des escargots est présenté dans la
figure 12. Ce traitement provoque une légere inhibition du poids des escargots traités par la

dose recommandée de Weatfert durant la 3°™ et la 6™ semaine.
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Figure 07. Effets du weatfert (DR et DRX2) sur la croissance des escargots juveniles
d’Helix vermiculata (nourris de feuilles de laitue imbibées de solution d’insecticide)
pendant une période de huit semaines (m £ SEM, n=3 répétitions comportant chacune 16

individus).
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4.. Discussion
4.1 Effets des traitements sur la biométrie d’Helix vermiculata

Dans notre étude, nous avons noté en premier lieu une réduction du poids des escargots

traités par les deux pesticides et I’engrais (Decis, Zoom et Weatfert) en comparaison avec les
témoins. En effet, des études ont montré que I’inhibition de la synthése d’une hormone de
croissance essentielle chez les escargots provoque un prolongement du stade de
développement. Nos résultats sont en accord avec ceux de (Bourbia et al, 2013), ou on
observe une diminution du poids frais des escargots traités par certains pesticides.
Ainsi, (Sabrina et al, 2016) ont montré la répulsion de cet escargot apres traitement aux
nanoparticules (Fe2Os, de SiO2 et des mixtures). En plus, (Viard et al, 2004) ont fait des
constatations similaires en présence d’une contamination en plomb : c’est I’extréme
concentration en plomb dans le sol, détectée par les escargots, qui limite leur taux de
consommation et donc inhibe partiellement leur croissance. De plus, (Coeurdassier et al,
2001) ont observé une diminution dose-dépendante de la croissance et de la survie des
escargots induite par le diméthoate.

4.2 Effets des traitements sur la composition biochimique d’ Helix vermiculata

Les parametres biochimiques et enzymatiques chez les organismes exposés aux contaminants
toxiques ont été utilisés comme biomarqueurs et peuvent constituer un important outil de
diagnostic pour évaluer I'exposition et les effets des xenobiotiques (Forbes et al, 1997;
McLoughlin et al, 2000).

Concernant le taux des glucides au niveau de 1’hépatopancréas, nous avons noté une
diminution non significative chez les escargots traités par les pesticides. Cette diminution a
cause de la déplétion du taux de glycogeéne dans les tissus hépatiques de 1’escargot. Ces
résultats sont en accord avec les travaux (EI-Wakil & Radwan, 1991). (Padmaja et Rao, 1994)
ont d’ailleurs suggérés que la diminution du taux de glycogéne dans les tissus de 1’escargot
d’eau douce Bellamya dissimilis (Miiller), exposé a 1’Endosulfan, le Méthyl parathion, le
Quinalphos et le Nuvan peut étre due a I’utilisation du glycogeéne pour générer 1I’énergie
nécessaire pour faire face a I’hypoxie provoquée par ces nanoparticules. La déplétion en
glycogéne des tissus hépatiques peut étre également interprétée comme une réponse non

spécifique au stress chimique avec cependant des conséquences sur la mobilisation a long
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terme des réserves énergétiques et ainsi sur la sensibilité au stress et la susceptibilité des

individus aux maladies (Schwaiger et al, 1997).

Plusieurs investigations sur les effets des polluants organiques sur le métabolisme énergétique
ont été menées. La diminution des réserves de glycogene est une réponse notée chez plusieurs
gastéropodes pulmonés exposés a des insecticides OPs et carbamate, notamment
Biomphalaria alexandrina, Bulinus trincatus (Sharaf et al, 1975) et L. acuminata (Mahendru
& Agarwal, 1981 ; Singh & Agarwal, 1989). Chez L. palustris exposée a I’hexachlorobenzéne
en mésocosme (Baturo et al. 1995) observent une stimulation de I’activité enzymatique
d’hydrolyse des polysaccharides et une réduction de la teneur en glycogene dans le manteau
et la masse viscérale. Pour la méme espece exposée a des alkylphénols en mésocosme, (Jumel
& Lagadic, 2000) rapportent une augmentation de la demande énergétique des animaux qui se
traduit par une mobilisation rapide des réserves de glycogene du manteau et une diminution
de la teneur en protéine et de la masse de la glande a albumen. L’exposition en mésocosme de
L. stagnalis au fomesaféne provoque une réduction des réserves en glycogéne des animaux

qui peut étre impliquée dans la réduction de I’activité ovipositoire (Jumel et al, 2000).

(Guedouche, 2017) a noté une augmentation du taux de glucides dans 1’hépatopancréas des
escargots traités par 1’Urée et NPK. Ainsi, il n’a pas d’effet de 1’Uree et de NPK sur le
métabolisme des glucides. La diminution des reserves de glycogene est une réponse notée
chez plusieurs gastéropodes pulmonés.

Les résultats vont dans le méme sens que ceux de (Peccini et al, 1994) et (Masaya et al, 2002)
qui ont mis en évidence une augmentation significative du taux de protéines totales sous
I’effet d’un stress chimique chez des modeles biologiques différents (tétards, protistes ciliés,
lapins). Par contre (Guedouche, 2017) chez la méme espéce d’escargots Helix vermiculata,
traités par les deux doses de 1’Uree et de NPK, elle trouve une diminution non significative de
protéines totales comparées aux escargots témoins (aucun effet sur le métabolisme des

protéines).

Nos résultats sont en accord avec ceux de (Sabrina et al, 2016) qui a trouvé que le taux des
protéines dans 1’hépatopancréas diminué d’une maniére dose —dépendante en présence des
nanoparticules de silice (Si) par rapport aux témoins. Nos résultats sont conformes avec ceux
de (Bourbia et al, 2013), une diminution dose-dépendante des protéines totales a été notée

chez les escargots traités par les deux insecticides (Le thiaméthoxam La téfluthrine) compares
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aux escargots témoins. En effet, les protéines sont principalement impliquées dans
I'architecture de la cellule. Pendant les périodes de stress chronique, ils constituent aussi une
autre source d'énergie (Padmaja 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 a la
demande accrue d'énergie est les protéines (Moussard, 1999). En outre, ces résultats sont
semblables a ceux de (Radwan et al, 2008). Ainsi, ils ont rapporté que ’effet significatif des
deux carbamates testés sur la diminution des taux de protéines au bout de 7 jours implique la
possibilité que ces molécules exercent des effets cytotoxiques, qui dépendent fortement de
I’interférence avec le niveau des lipoprotéines et le taux de biosynthése.

Une diminution non significative des lipides totaux a été notée chez les escargots traités
par les pesticides décis DR, DRx2 au cours le période de traitement, zoom DR au cours de la
période de traitement, avec ceux de (Bourbia et al, 2013), Une diminution des lipides totaux
a été notée chez les escargots traités par les insecticides commerciaux a base de
thiaméthoxam (0, 25, 50, 100 et 200 mg/L) apres six semaines de traitement comparés aux
escargots six semaines de témoins. En effet, les lipides constituent le carburant énergétique
privilégié proposé aux tissus en cas de besoins apres les hydrates de carbone. Le méme effet a
été montré I’application a la nanoparticule & base de I’oxide de fer et I’oxide de silis sur Helix
aspersa. Ainsi que, les travaux de (Grara et al, 2012), ont mis en évidence une baisse
significative du taux des lipides au niveau des deux organes étudiés. De plus, une
augmentation non significative des lipides totaux chez les escargots traites par la dose D1 de
I’Uree.

4.3. Effets des traitements sur les deux biomarqueurs GPx et Catalase

4.3.1. Effets sur I’activité de la catalase (CAT)

La catalase est une enzyme responsable de la détoxification des quantités significatives de
peroxydes d’hydrogenes (H202).La catalase joue un rdle important dans la défense
enzymatique des oxydants en protégeant la cellule du peroxyde d'hydrogene en les
convertissant en oxygene et Nos résultats montrent que les pesticides Decis, Zoom et
I’engrais  weatfert utilisees aux doses choisies, induisent significativement I’activité
specifique de la catalase chez Helix vermiculata, Elles sont sensibles a certains contaminants
inducteurs de stress oxydatifs au niveau des membranes cellulaires. Des résultats similaires
ont éte observés par (Salama et al, 2005), chez une autre espéce de gastéropode Helix aspersa

apres exposition au méthomyl et au chlorpyrifos. L'activité accrue de CAT a été montrée dans
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Helix aspersa exposés a des poussieres métalliques contenant du Cu, du Zn, du Pb, du Cr, du
Ni et du Fe (Grara et al, 2009). Escargot H. trunculus lorsqu'il est exposé au cadmium, le
carbofuran et le lindane a montré une augmentation de 1’activité de CAT. (Omeo et al, 2006).
(Radwan et al, 2010b) ont signalé une augmentation du taux de CAT exposée au cuivre (Cu),
au plomb (Pb) et au zinc (Zn). CdCI2 et ZnSO4 ont également montré induire I'activité de
CAT dans Achatinafulica (Chandran et al, 2005). Dans une autre étude, (Khalil et al, 2015)
ont signalé une augmentation de l'activitt CAT chez Lanistes carinatus exposés au
chlorpyrifos jusqu'a 21 jours puis une diminution de I'enzyme. L’activité a été observée chez
Biomphalaria alexandrina exposée a l'atrazine et au Roundup (glyphosate) a montré une
diminution de l'activité CAT (Barky et al, 2012).

4.3.2. Effets sur P’activité de la glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme antioxydante qui réduit efficacement les
peroxydes de H20- et de lipides a I'eau et aux alcools lipidiques, respectivement, et oxyde a
son tour le glutathion en disulfure de glutathion. Le glutathion réduit joue un réle majeur dans
la régulation de I'état redox intracellulaire des cellules vasculaires en fournissant des
équivalents réducteurs pour de nombreuses voies biochimiques (Fatiha, Rhian 2007).

Notre résultats révéle que les escargots traites par les pesticides sont subissent a une
augmentation significative chez les escargots Helix Vermiculata, ces résultats en accord avec
les travaux de (guedouche, 2017) qui ont trouvé que les escargots traites par les deux doses de
I’Uree et de NPK sont subissent a augmenté 1’activite de GPX chez la méme espéce des
escargots Helix vermiculata. De puis avec les travaux de (Kavithal et al, 2013) qui ont trouvé
que la nanoparticule de cadmium a une dose de 100 et 120 ppm/Kg a augmenté 1’activité de
GPX chez I’invertebreMudCarb (Schyllaolivacea).

Cet effet qui montre une augmentation progressive de [’activité spécifique de GPX en
fonction de la concentration de NPS chez les escargots Daphnia magna traité par 1’oxyde de
titane (5 et 10 mg/L) (Zhu et al, 2010).
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Conclusion et perspectives

Notre travail vise a évaluer I’impact de deux pesticides (insecticide : Decis et herbicide : Zoom)
et un engrais (weatfert) sur une espece bioindicatrice de pollution des sols, Helix vermiculata.

Plusieurs aspects ont été déterminés ;

-Aspect biométrique : le traitement appliqué a provoqué des perturbations biométriques avec

une inhibition de la croissance.

-Aspect biochimique : a permis de mettre en évidence une réduction des réserves énergétiques

avec comme effet marqué sur les lipides.

-Biomarqueurs enzymatiques : par la détermination de I’activité spécifique de la catalase et la
GPx. Les résultats ont révélé une augmentation de D’activité de ces deux biomarqueurs

traduisant 1’induction du systéme de détoxification par ces organismes.

A D’avenir, il serait intéressant de compléter ces résultats par une étude de 1’effet de ces produits
sur le potentiel reproducteur de ces bioindicateurs. Par ailleurs, le dosage d’autres enzymes du
systeme de détoxification (estérases, mono-oxygénase a P450) pourrait contribuer a mieux
comprendre le mécanisme d’action de ces produits. De plus, une éetude histologique de

I’hépatopancréas est indispensable pour déterminer les sites cibles de ces produits.
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