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Introduction

I. INTRODUCTION

L'augmentation de la production alimentaire est la principale préoccupation de tous les pays,
car la population mondiale devrait atteindre prées de 10 milliards d'ici 2050 (Gill & Garg, 1998).
Cela a conduit a l'utilisation d'une grande variété de produits chimiques, de pesticides et
d'engrais inorganiques sur les terres agricoles (Yahiaabadi et al., 2018), pour augmenter le
rendement des cultures et pour répondre a la demande croissante de la nourriture (Larsen et al.,
2020). En Algérie et dans diverses parties du monde, 1’'usage des pesticides, des engrais et
d’autres produits phytosanitaires se répand de plus en plus avec le développement de
I’agriculture (Lalthanzara & Ramanujam, 2010), mais aussi dans le cadre des actions de lutte
contre les vecteurs nuisibles. L'impact de leur utilisation intensive est pergu non seulement en
termes de qualité du sol, mais aussi sur la survie des organismes du sol qui y vivent (Rai et al.,
2014).

La biosurveillance environnementale est généralement définie comme « I’utilisation
systématique d’organismes vivants ou leurs réponses pour déterminer I’état ou les changements
dans I’environnement » (Yang et al., 2010). Elle peut étre utilisée comme une méthode
alternative pour 1’évaluation de la pollution et la mise en ceuvre de stratégies a court et a long
terme pour la protection des ressources environnementales. Cela dépend généralement de
I’utilisation d’organismes vivants, connus sous le nom de « bioindicateurs » ou leurs réponses
appelées « biomarqueurs » pour indiguer les changements environnementaux (Li et al., 2010).
Les biomarqueurs peuvent étre définis comme indicateurs ou signaux de changements
mesurables dans les systemes biologiques au niveau moléculaire, biochimique, cellulaire,
physiologique, pathologique ou comportemental en réponse aux contaminants (Sogorb et al.,
2014). Les systemes biologiques sont détoxifiés par des mécanismes de défense antioxydants
non enzymatiques et enzymatiques qui sont omniprésents dans les tissus de la plupart des
especes animales. Les antioxydants enzymatiques comprennent une série d’enzymes telles que
la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase, la glutathion réductase et la
glutathion-S-transférase tandis que les antioxydants non enzymatiques contiennent de petites
substances telles que le glutathion réduit (GSH) et 1’acide ascorbique (Di Giulio & Meyer,
2008). Les altérations biochimiques en tant que biomarqueurs sont des outils de diagnostic
importants dans 1’évaluation des risques et des dangers potentiels d’exposition animale ou
humaine (Galloway et al., 2002). La mesure des réponses antioxydantes et de la peroxydation

lipidique (LPO) chez les mollusques peut étre utilisée comme biomarqueur sensible pour la
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biosurveillance de la pollution environnementale (Bahgat et al., 2016). La glutathion
peroxydase et la catalase sont des enzymes antioxydantes clés qui atténuent les especes
réactives de 1’oxygene et les radicaux libres, et protégent les lipides, I’ADN et les protéines de
la modification oxydative (Ceballos-Picot et al.,1992). La catalase est la premiere ligne de
défense contre les blessures oxydatives qui récupére le peroxyde d’hydrogene (H202) a haute
concentration. La GST, I'une des enzymes de la phase Il, peut catalyser la réaction de
conjugaison du GSH et ainsi contribuer a 1’élimination des réactifs hydrophiles (Maity et al.,

2008).

Le sol abrite différentes formes de vie et un réservoir de tous les produits agrochimiques
(Yahiaabbadi et al., 2018). Pour tester les effets des produits chimiques sur les organismes du
sol, plusieurs méthodes biologiques ont été appliquées aux nématodes, aux vers de terre, aux
collemboles et aux escargots (Druart et al., 2011). A cet effet, ’utilisation de ces produits
phytosanitaires cause une contamination terrestre et aquatique entrainant une influence négative
sur la biodiversité et ils s’intégrent facilement aux chaines trophiques ou ils subissent une

éventuelle bioamplification.

Les Mollusques sont I’un des groupes les plus importants qui contribuent a la biodiversité
terrestre. 1l existe dans le monde entre 30.000 a 35.000 especes de mollusques terrestres (Tsal,
2004). Ces especes sont souvent utilisées pour controler la pollution de I’air, du sol et de I’eau
(Astani et al., 2012). Les mollusques gastéropodes terrestres présentent des caractéristiques
physiologiques, biologiques et écologiques variées, permettant ainsi de comparer 1’influence de
ces différents parametres sur leurs réponses a la contamination de 1’environnement (De
Vaufleury & Pihan, 2000). Ces gastéropodes en particulier les escargots, sont 1'un des
nombreux outils biologiques utilisés par les scientifiques en tant que bioindicateurs pour
caractériser la qualité du sol, déterminer ou prédire les dommages causés aux écosystemes et
assurer la surveillance de la pollution (De Vaufleury et al., 2006 ; Parmar et al., 2016).
L’utilisation des escargots comme especes indicatrices est efficace en raison de leur large
distribution, leur échantillonnage facile, leur capacité a accumuler divers types de polluants et
leur r6le important dans les chaines trophiques terrestres (Berlioz-Barbier et al., 2015 ; de
Vaufleury, 2015 ; Baroudi et al., 2020 ; Cofone et al., 2020). Ces animaux qui vivent en contact
étroit avec les couches superieures du sol, peuvent étre exposes a une gamme importante de
xenobiotiques car ils ont été largement utilisés comme espéce sentinelle pour I'évaluation de la

pollution dans les écosystemes terrestres (Douafer et al., 2020). lls accumulent divers
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contaminants dans leurs tissus mous, en particulier la glande digestive, et sont des especes utiles
pour surveiller I'exposition aux métaux, aux produits agrochimiques et a la pollution urbaine
(Regoli et al., 2006). L'impact sur les altérations cellulaires et biochimiques des glandes

digestives en tant que biomarqueurs de substances toxiques a été étudié (Snyman et al., 2005).

Pour cette raison, au cours des deux derniéres décennies, de nombreux chercheurs dans le
monde entier ont focalisé leurs travaux sur la bioaccumulation des xénobiotiques (Berandah et
al., 2010) et sur la surveillance du transfert de ces contaminants provenant de diverses sources,
chez des espéces d’escargots terrestres (Dallinger et al., 2004 ; Habib et al., 2016), qui agissent

comme bioindicateurs (Yap et al., 2013 ; Samsi et al., 2017).

Les escargots sont des modeles biologiques sensibles qui montrent des changements physiques
et biologiques en présence des polluants agissant donc comme une alarme pour la dégradation
de I’environnement (Gnatyshyna et al., 2020). lls ont été largement utilisés pour évaluer les
effets directs et indirects des polluants, en raison de leur taille, leur faible mobilité, et leur
élevage facile dans les conditions de laboratoire en tant qu’animaux d’essais (Crémazy et al.,
2020).

L’ecargot terrestre Eobania vermiculata (Mdller, 1774), un organisme sentinelle, appartient a
la famille des Helicidae et est distribué dans le monde entier en particulier dans la région

méditerranéenne.

Pour répondre aux besoins identifiés dans la thése, I’objectif général de ces travaux est
d’évaluer les effets des produits phytosanitaires, insecticide, engrais et herbicide sur un
gastéropode terrestre, E. vermiculata, I'une des espéces d’escargots la plus abondante dans la
région de Tébessa et un modele bioindicateur présent dans les agrosystemes. Pour y répondre,

ce manuscrit est organisé en quatre grandes parties (Fig. 1) :

(1) La premicre partie est consacrée a I’examen des aspects toxicologiques,
comportementaux et morphometriques (poids frais moyen des escargots et diameétre de
la coquille).

(2) La deuxieme partie est consacrée a la détermination de la composition biochimique de
I’hépatopancréas (protéines, glucides et lipides), aux dosages des biomarqueurs
enzymatiques via la détermination de 1’activité spécifique des glutathion S-transférases,

lactate déshydrogénase, catalase et glutathion peroxydase ;
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(3) La troisieme partie est destinée a I’exploration histopathologique de 1’hépatopancréas
des escargots ;

(4) La quatrieme partie vise a déterminer la bioaccumulation de ces xénobiotiques dans le
tissu de I’escargot par HPLC et FRx.
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Comportement

Effets sur ’escargot

Réserves
énergétiques

Histopathologie Biomarqueurs de
stress oxydatif
Transfert
(Résidus dans le tissu de
I’animal)
20cm

Figure 1. Objectifs de la these.
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Matériel et Méthodes

Il. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation de I’espéce Helix vermiculata

Eobania vermiculata ou Helix vermiculata (Muller, 1774), escargot vermiculate, escargot
en bande de chocolat est originaire de la Méditerranée, de I’ Afrique du Nord a I’Espagne et au-
dela au Moyen-Orient et en Asie du Sud-Ouest (Medynskaya & Popov, 1998). L’espéce est
trouvée dans une variété d’habitats, généralement dans la végétation séche, dans les haies, les
jardins, les vignobles et souvent dans les zones cotiéres. La reproduction a lieu en automne.
Environ 60 a 80 ceufs sont pondus dans le sol. Les escargots atteignent leur maturité deux ans
aprés I’éclosion. Les escargots adultes hibernent dans un trou dans le sol et développent un
épiphragme. Les juvéniles hibernent habituellement sous des pierres ou des feuilles (Welter-
Schultes, 2012).

Cette espéce se caractérise par une coquille tres solide, aplatie, globuleuse, présentant des
dessins variés, avec ou sans bandes spirales, une ouverture "tombante™ aux bords nettement

évaseés, sans ombilic (Fig. 2). Sa couleur est généralement pale (Herbert, 2010).

La position systématique de cette espéce est la suivante :

Regne Animalia

Embranchement Mollusques

Classe Gastéropodes

Sous classe Pulmonés

Ordre Stylomatophora

Super famille Helicacae

Famille Helicidae

Sous famille Helicinae

Genre Helix

Espéce Helix vermiculata (Mller, 1774)




Matériel et Méthodes

Péristome Suture

Figure 2. Aspect général de la coquille d’H. vermiculata (Photo personnelle).

2.2. Méthode d’échantillonnage

L’échantillonnage a été effectué au niveau du cimeticre situé a Bekkaria (35° 22’ 20" Nord,
8° 14’ 32" Est) a 12 km de la ville de Tébessa (Fig. 3). Ce site est caractérisé par un couvert
végétal herbacé varié (Fig. 4), qui devient dense au printemps. La température moyenne est de
16,3°C. Des précipitations moyennes de 16,5 mm sont enregistrées au mois de juillet car ¢’est
le mois le plus sec et une pluviométrie importante au mois de septembre avec une moyenne de
45,2mm.

La collecte des escargots est réalisée de maniere aléatoire et manuelle, durant la période étalée
du mois de décembre jusqu’au mois de février durant ’année 2017/2018. Les escargots sont
ensuite transférés au laboratoire, ou ils seront triés selon les différentes phases de
développement : jeunes éclos, juvéniles et subadultes puis ils seront adaptés aux conditions du

Laboratoire pendant deux semaines.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Bekkaria#/maplink/1
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Figure 3. Photo satellitaire de la région de Bekkaria (www.earth.google.com).

Figure 4. Présentation du site d’étude, cimetieére de Bekkaria-Tébessa (Photo personnelle).

2.3. Méthode d’élevage

L’élevage des escargots a été effectué au laboratoire de Biologie Animale a I’Université de
Tébessa, dans des terrariums en verre (Longueur : 20 cm, largeur : 20 cm, hauteur : 20 cm)
remplis de 2 kg de sol non traité, et recouverts d’une tulle afin d’assurer une bonne aération

(Fig. 5). Il est maintenu a une température de 16,23 + 1,35°C et une humidité de 31,14% et un

Nt


http://www.earth.google.com/
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cycle lumiére-obscurité 18 h : 6 h. 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). Les caracteristiques physico-chimiques du sol utilisé au cours de nos

expérimentations sont mentionnées dans le tableau 1.

Tableau 1. Caractéristiques physico-chimiques du sol utilisé au cours de 1’expérience.

Granulométrie Pourcentage
Sable grossier 1,40%
Sable fin 1,96 %
Sable tres fin 17,80%
Limon 5,33%
Argile 73,50%
Conductivité a 24 °C 635usm/cm
pH 7,96
CaCOs 12,66%
Matiére organique 3,87%

Figure 5. Elevage d’H. vermiculata au laboratoire (Photos personnelles).

2.4. Présentation des traitements

A cours de cette étude, on a appliqué deux types de pesticides et un engrais : le Decis

(insecticide), le Zoom (herbicide) et le Weatfert (engrais).

2.4.1. Decis

Decis® 25 EC est un insecticide a base de la deltaméthrine (25g/1), substance active de la
famille des pyréthrinoides de synthese. Il est caractérisé par une action trés rapide (remarquable
effet de choc) et un effet répulsif sur les insectes ravageurs volants. Il posséde un large spectre

d’action et agit par contact et par ingestion sur un grand nombre d’insectes suceurs et broyeurs.
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2.4.2. Zoom

Le Zoom est un herbicide sélectif et actif contre les adventices dicotylédones annuels et
quelques pérennes sensibles dans la culture du blé. Il est absorbé par les racines et par les
feuilles des adventices déja levées. Il agit principalement par inhibition de la croissance des
adventices qui deviennent nécrotiques et meurent en quelques semaines (Ouanzar, 2012).
Granulés dispersibles dans I'eau, le Zoom est composé de 65,9% de Dicamba et de 4,1% de

Triasulfuron.
2.4.3. Weatfert

Le Weatfert® est un engrais ternaire congu pour combler les exigences nutritionnelles dés le
démarrage de la culture. Il contient de 1’azote, du phosphore, du potassium ainsi que du soufre,
dans un équilibre adapté aux exigences phénologiques de cette partie du cycle végétatif des

cultures. C’est une formulation granulée, sa composition est mentionnée dans le Tableau 2.

Tableau 2. Composants de 1’engrais Weatfert et leurs concentrations.

Nom chimique Formule chimique Pourcentage (%)
Azote total N 8
Azote ammoniacal NH4 8
Anhydride phosphorique P,0s 36
Potasse sous forme sulfate K20 15
Soufre sous forme sulfate SO; 13

2.5. Traitement

Les escargots utilisés dans cette étude sont les juvéniles et les subadultes d’H. vermiculata.
Une fois, les escargots sont pesés a 1’aide d’une balance de précision (OUHAUS, 0,000mg), ils

sont répartis en 3 lots comme suit :

- Lot 1: Lottémoin

- Lot 2: Lot traité avec la Dose 1 (Dose recommandée).

- Lot 3: Lot traité avec la Dose 2 (Dose recommandée x2).
Chague lot a son tour, est réparti en 21 groupes (7 groupes pour chaque molécule étudiée) de
16 individus chacun et maintenus dans un terrarium (20 x 20 x 20 cm). Les groupes d’escargots
sont nourris de laitue fraiche (escargots témoins), ou de laitue imbibée (durant 30s) de solution
des deux pesticides. L’engrais est appliqué sous forme d’une poudre. Toutes les dilutions
d’insecticides ont été préparées avec de I’eau distillée. La nourriture est fournie chaque trois

jours lors du nettoyage des terrariums et du renouvellement des solutions pesticides. Pour
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déterminer 1’effet de ces traitements sur le comportement, la croissance, les métabolites, les
biomarqueurs, 1’histologie de I’hépatopancréas et la bioaccumulation dans les tissus de
I’escargot, I’expérience est menée durant 3 mois sous les conditions contrdlées de laboratoire

citées auparavant.

Tableau 3. Doses appliquées au cours de nos expérimentations.

Traitement Dose 1 Dose 2
Decis 25ul/100ml 50 pl/100ml
Zoom 30mg/200ml 60mg/200ml

Weatfert 500mg 1000mg

2.6. Dissection de I’escargot et prélévement des organes

Chague semaine de traitement, les escargots sont pesés puis décoquillés et leurs

hépatopancréas et glande albumen rapidement excisés et pesés (Fig. 6).

Figure 6. Dissection des escargots et prélevement des organes (Photo personnelle).

2.7. Biométrie

Deux paramétres biométriques ont été pris en considération : le poids corporel (coquille et
visceres) et le diamétre de la coquille des individus témoins et traités par les trois traitements,
Decis et Zoom et Weatfert.

La croissance pondérale est évaluée chagque semaine en pesant les escargots avec une balance
analytique (Ohaus® Analytical, Suisse). Le pourcentage d’inhibition du poids moyen (Ppi)
(ISO 15952, 2006) est calculé pour comparer le poids moyen des groupes traités avec celui des

groupes témoins.
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my, —Mm —(mg, —m
P, du groupe Gy = (mp, r0) — (Mg, Go) % 100
(mg, — mgy)

Ou:

Le groupe Gx représente les groupes d’escargots G1 et G2 ;

MTn est la masse des escargots du groupe témoin a I’instant t = n semaines ;
Mo est la masse des escargots du groupe témoin au début de I’expérience ;

Man est la masse des escargots du groupe Gx a I’instant t = n semaines ;

Mao est la masse des escargots du groupe Gx au début de I’expérience.

Le diamétre de la coquille a été mesuré avec un pied a coulisse chaque semaine pendant 3 mois.
Le pourcentage d’inhibition du diameétre moyen (Pgi) (ISO 15952, 2006) est calculé pour

comparer le diamétre des groupes traités avec celui des groupes témoins.

dr, —d —(dg, —d
P, du groupe Gy = (drn — dro) = (dgn 6o) x 100

(dT‘n - dTO)

ou

dmnest le diamétre de la coquille des escargots du groupe témoin a ’instant t = n semaines
droest le diamétre des escargots du groupe témoin au début de 1’expérience ;

den est le diametre des escargots du groupe Gx a I’instant t = n semaines ;

dcoest le diamétre des escargots du groupe Gx au début de 1’expérience.

2.8. Extraction et dosage des métabolites

L'extraction des différents métabolites a été réalisée selon le procédé de Shibko et al. (1966).
Les portions de 1’hépatopancréas (100mg) d’H. vermiculata sont placees dans des tubes
Eppendorf contenants 1 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 20 % et broyés. Apres une premiere
centrifugation (5000 trs / min, 10 mn), le surnageant | obtenu est utilisé pour le dosage des
glucides totaux selon la méthodede Duchateau & Florkin, (1959). Au culot I, on ajoute 1 ml de
mélange éther/chloroforme (1V/1V) et apres une seconde centrifugation (5000 trs/min, 10 mn),
on obtient le surnageant Il et le culot 11, le surnagent 1l sera utilisé pour le dosage des lipides

12
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(Goldsworthy et al., 1972) et le culot I, dissout dans de la soude (0,1 N), servira au dosage des
protéines selon Bradford (1976).

2.8.1. 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 couleur verte se
développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de glucides présente dans
I'échantillon. La lecture de I'absorbance est faite a une longueur d'onde de 620nm. La gamme

d'étalonnage est effectuée a partir d'une solution mére de glucose (1mg/ml) (Tableau 4).

Tableau 1. Dosage des glucides totaux dans I’hépatopancréas : réalisation de la gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 & 4 5 6
Solution mére de glucose (ul) 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

2.8.2. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976), dans une fraction
aliquote de 100 pl 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'albumen de sérum de beeuf (BSA) titrant 1mg/ml (Tableau 5).

Tableau 2. Dosage des protéines totales dans 1’hépatopancréas : réalisation de la gamme d'étalonnage.

Tubes 0 2 3 4 5 6
Solution standard d'albumen (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

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 concentre, les tubes sont agités et mis pendant
10 mn dans un bain de sable a 25 °C. Apreés refroidissement, on prend 200 ul de ce mélange

auquel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique (Tableau 6). Apres 30 mn a
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I'obscurité, la densité optique est lue dans un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 530
nm. Les lipides forment & chaud avec I'acide sulfurique, en présence de la vanilline et d'acide
orthophosphorique, des complexes roses. La solution mére 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 3. Dosage des lipides totaux dans 1’hépatopancréas : réalisation de la gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) 100 80 60 40 20 0

2.9. Extraction et dosage des biomarqueurs du stress oxydatif

Les portions de I’hépatopancréas des séries témoins et traitées avec le Decis, le Zoom et le
Weatfert ont fait I'objet d'un dosage de la lactate déshydrogénase (LDH), de la Glutathion
peroxydase (GPx), des glutathion S-transférases (GSTs) et de la catalase (Cat). Par ailleurs, le
contenu en protéines totales des différents échantillons a été préalablement déterminé, afin de

pouvoir calculer I’activité spécifique des biomarqueurs.

2.9.1. Dosage de la lactate déshydrogénase (LDH)

L’activité de la LDH a été mesurée selon la méthode de Hill & Levi (1954). Elle utilise le
NAD (nicotinamide adénine dinucléotide) comme substrat. Des fragments de la glande
digestive (100-200mg) ont été homogénéisés dans 1 ml de Tris/HCI (0,1 M: pH 7,2).
L homogénat a été centrifugé (3000 trs/min, pendant 5 min) puis le surnageant récupéré sera
utilisé comme source d’enzymes. L’essai a été effectué avec 50 pl de surnageant ajouté a 675
ul de tampon de substrat (0,2 M ; pH 10) et 50 pul de la solution NAD. La lecture des absorbances
a été faite chaque minute pendant 5 min a 340 nm. L’activité a ét€ exprimée en uM/min/mg de

protéines.

2.9.2. Dosage de la glutathion-peroxydase (GPx)

L’activité de la GPx a été determinée selon la méthode de Flohé & Gunzler (1984). Des
fragments de la glande digestive (100 mg) ont été homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate
(pH 7,8). L’homogénat a été centrifugé (3000 trs/min, pendant 10 minutes) puis le surnageant
récupéré peut étre utilis¢é comme source d’enzymes. L’essai a été effectué¢ avec 200 pl de
surnageant ajouté a 400 pl de la solution GSH (0,2 mM ; pH 10). La lecture des absorbances a
été faite apres 5 minutes a 412 nm.
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2.9.3. Dosage des glutathion S-transférases (GSTs)

Les portions de 1’hépatopancréas d’H. vermiculata témoins et traités (100-200 mg), sont
broyées dans 1 ml de tampon phosphate de sodium (0,1 M ; pH 6). L’homogénat ainsi obtenu
est centrifugé (14000 trs/min a 4°C pendant 30 min), le surnageant récupéré servira au dosage
des GSTs.

Le dosage est réalisé selon la méthode de Habig et al. (1974), il consiste a faire réagir 200 ul
de 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 effectuee
toutes les 1 mn pendant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nmcontre un blanc contenant

200 pl d’eau distillée remplagant la quantité de surnageant.

A Do/mn vVt /, d .
- 5.6 > Va mg de protéines

X : millimoles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (mM/min/mg de protéines).
A Dy : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du temps.
9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM™ cm).

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

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

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
2.9.4. Extraction et dosage de la catalase

L’activité de la catalase (CAT) a été mesurée selon la méthode de Claiborne (1985). Chaque
échantillon (100-200 mg) de tissu frais de I’hépatopancréas des séries témoins et traitées a été
conservé dans le tampon phosphate (100 mM ; pH 7,4). Aprés le broyage et la centrifugation
(15000 trs/min pendant 10 min), le surnageant a été recueilli et utilisé pour la détermination de
I’activité de la catalase. Les absorbances ont été lues a 240 nm. L’analyse a été menée avec 3

répétitions pour chaque série et les données sont exprimées en pM/min/mg de protéines.

2.10. Extraction et dosage de la vitellogénine

L’extraction de la vitéllogénine est realisée selon la méthode de Postlethwait et al. (1980) et
Fabre et al. (1990). Les glandes albumen, conservés dans 500ul de tampon d’extraction (Tris-

HCL-NacCl), sont broyés aux ultrasons. L’homogénat obtenu est centrifugé a 5000 trs/min
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pendant 10 minutes. Il en résulte 3 couches distinctes : une couche surnageante qui représente
les lipides, un culot contenant des glycoprotéines et une couche intermédiaire renfermant les
vitéllogenines et les vitellines. La fraction soluble obtenue est récupérée puis déposée dans un
tube Eppendorf. Les échantillons sont ensuite conservés au froid (-20°C) jusqu’au dosage. Le
dosage des protéines a été effectué selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise le Bleu
Brillant de Coomassie G 250 (BBC) comme réactif et I’albumen de sérum de beeuf (1mg/ml)
comme standard, dans une fraction aliquote de 100ul. La lecture des absorbances se fait a une

longueur d’onde de 595nm contre un blanc de gamme.

2.11. Histopathologie

L’objectif de cette partie est la réalisation d’une étude histologique de I’hépatopancréas d’H.
vermiculata afin de compléter la panoplie des parametres morphomeétriques et biochimiques
sous D’effet des différents traitements. Pour rendre visible les atteintes du tissu
hépatopancréatique, nous avons utilisé la microscopie optique. A la fin du 3éme mois de
traitement et apres le sacrifice des escargots, 16 individus choisis au hasard au niveau des lots
(ttmoins et traités) sont destinés aux études histologiques. L hépatopancréas des individus
témoins et traités subit une préparation selon les étapes suivantes : fixation, inclusion, coupe,
coloration et montage. Toutes ces étapes ont été réalisees au Laboratoire de Biologie Cellulaire
-Cytologie- du Centre Hospitalo-Universitaire d’Hussein Dey-Hopital Nefissa HAMOUD (ex
Parnet-Alger).

2.11.1. Fixation
La fixation permet la conservation des structures et le durcissement des pieces. Elle doit
impérativement étre réalisée apres la dissection de 1’escargot (séparation du pied et des viscéres
quand les escargots sont encore vivants), par immersion de I’échantillon dans un grand volume

de liquide fixateur (Formol 30%), compte tenu de leur taille (Fig. 7).

Figure 7. Fixation de I’hépatopancréas dans le formol (30%) (Photo personnelle).
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2.11.2. Inclusion

Cette étape a pour but de réaliser des coupes fines et régulieres. Les échantillons sortis du
formol sont rincés plusieurs fois a I’eau du robinet. Le milieu d’inclusion utilisé est la paraffine
: de par son caractere hydrophobe, les échantillons doivent donc subir, dans un premier temps,
une déshydratation par immersion successive dans des bains d’alcool a degré croissant a 1’aide
d’un automate. Ensuite, 1’alcool est remplacé par du xyléne (trois bains de deux heures chacun).
Dans un deuxiéme temps, les échantillons sont placés sur une plaque chauffante dans un bain
de paraffine liquide (56-58°C) afin qu’elle imprégne totalement I’échantillon. Aprés une nuit,
les échantillons sont inclus dans la paraffine a 1’aide de moules (barres de Leuckart) : apres
refroidissement, les blocs de paraffine deviennent durs, et les échantillons sont orientés selon

le plan de coupe choisi (longitudinal ou transversal) (Fig. 8).

Figure 8. Déshydratation et inclusion des échantillons de 1’hépatopancréas

(Photos personnelles).

2.11.3. Coupe

Les coupes des blocs de paraffine, de 4um d’épaisseur, sont réalisées par un microtome de

type Leica et sont collées sur des lames (Fig. 9).

Figure 9. Coupe des blocs des échantillons a I’aide d’un microtome Leica (Photo personnelle).
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2.11.4. Coloration

Comme les colorants sont en solution aqueuse, les lames doivent étre deparaffinées avant de
pouvoir étre réhydratées (coloration a 1’hématoxyline-éosine). Le déparaffinage consiste a
chauffer les lames, jusqu’a fusion de la paraffine, avant de les immerger dans un bain de xyléne
pendant 30 min. Ensuite, les lames sont plongées dans un bain d’alcool absolu, puis colorées
par I’utilisation de I’hématoxyline pendant 10 secondes. Aprés deux autres ringages, on les

plonge dans I’éosine pendant 30 secondes (Fig. 10).

Figure 10. Coloration des lames préparées (Photo personnelle).

2.11.5. Montage
Les coupes colorées sont montées entre lames et lamelles avec une résine synthétique, le

baume de Canada. Les lames sont alors prétes pour étre observées au microscope optique (Fig.
11).

Figure 11. Montage des lames préparées (Photo personnelle).
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2.11.6. Observation
L’observation des coupes histologiques de I’hépatopancréas est réalisée avec un microscope

optique (Leica) et la prise d’images est effectuée avec un téléphone portable (iPhone 6s+) (Fig.
12).

Figure 12. Observation microscopique des coupes histologiques (Photo personnelle).

2.12. Analyse des résidus des pesticides par HPLC

2.12.1. Extraction de la phase liquide

Le tissus (1g) des escargots témoins et traités avec les deux pesticides (Decis et Zoom)
prélevés apreés 3 mois de traitement, ont été broyés, puis homogénéisés a 1’aide d’un broyeur a
ultrasons, pendant 4 minutes dans de I’acétonitrile (5 ml). L’homogénat a été filtré a I’aide du
papier filtre (Whatman n°1) et le reste des tissus ont été réehomogeénéisés et réextraits deux fois
avec de I’acétonitrile. Les filtrats d’acétonitrile ont été transférés dans un entonnoir et le n-
hexane y a été ajouté (1:1). Le mélange a été secoué vigoureusement pendant 2 min jusqu’a ce
que les deux phases soient distinctement séparées. La phase inférieure de 1’acétonitrile a été
recueillie dans un autre entonnoir séparatoire et repartitionné deux fois avec le n-hexane. La
phase supérieure d’acétonitrile a été ensuite recueillie dans une autre fiole conique et évaporée
en utilisant un évaporateur rotatif a vide. Elle a été récupérée dans 1 ml d’acétonitrile (grade
HPLC). L’échantillon a été filtré a travers une membrane de 0,20um avant I’injection en HPLC

(Figs. 13, 14, 15 et 16).

2.12.2. Conditions d’analyse
Des fractions aliquotes (20 pl) sont injectées dans un chromatographe (Agilent 1100) équipé
d’un détecteur UV+ visible. La colonne utilisée est une colonne C18 (300 mm ; diametre 4

mm). L’¢lution est assurée par un gradient croissant linéaire d’acétonitrile-eau (90/10 ; V/V).
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La quantification du produit est effectuée par intégration et comparaison avec les pics obtenus
par I’injection des standards (Zoom et Decis). Les conditions d’analyse des résidus ont été

mentionnées dans le Tableau 7.

Tableau 7. Conditions d’analyse des échantillons par HPLC.

Equipements HPLC Agilent 1100
Détecteur UV + Visible

A 270 nm

Phase mobile 90% Acétonitrile (10% H,0)
Débit 1ml/Min

Colonne C18 (300mm, 4.0mm)
Taille des particules 5um

Porosité 100 A°

Température Ambiante

Boucle d’injection 20pl

Figure 14. Séparation des deux phases : I’acétonitrile et le n-hexane (Photos personnelles).
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Figure 16. Analyse des échantillons par HPLC (Photos personnelles).

2.13. Analyse des résidus de I’engrais par le FRx

La Spectrométrie de Fluorescence des Rayons X (FRx) est I’une des méthodes les plus
couramment utilisées pour la détermination qualitative et quantitative de la composition
¢lémentaire d’un échantillon car c¢’est une technique non destructive. Elle permet une rapide
détermination et identification quantitave et qualitative des éléments atomiques majeurs et
mineurs de Béryllium (Be) a I’Uranium (U) dans une grande variété d’échantillon.

L’analyse a été effectuée au niveau du Centre de Recherche Scientifique et Technique en

Analyse Physico-Chimique (CRAPC) a Bou-Ismail, Tipaza.

2.13.1. Préparation de I’échantillon

Les escargots témoins et traités ont été sélectionnés et lyophilisés par un Lyophilisateur
(Lyophilisateur CHRIST Alpha 2-4 plus) pendant 50heures. Une fois ces échantillons sont
broyés a l'aide d'un broyeur électrique (FRITSCH Pulverisette 2), on procede a la formation de
pastilles de 32 mm avec une pastilleuse de type "SPECAC". Ensuite, les pastilles obtenues ont

été analysées par Spectrométrie de Fluorescence X.
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Les étapes de préparation des échantillons pour les analyser par la technique FRx sont
présentées dans les photos suivantes (Figs. 17-20):

Figure 1. Lyophilisation pendant 50 heures (Lyophilisateur CHRIST Alpha 2-4 plus) (Photos

personnelles).

Figure 18. Broyage des escargots lyophilisés a I’aide d’un mortier et un broyeur mécanique
(FRITSCH Pulverisette 2) (Photos personnelles).

Figure 2. Formation d’une pastille de 32 mm a 1’aide d’une pastilleuse « Specac » (Photos

personnelles).




Matériel et Méthodes
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Figure 3. Analyse des pastilles par la Spectrométrie de Fluorescence X (Rigaku, ZSX Primus

I1) (Photos personnelles).

2.13.2. Conditions d’analyse

L’analyse des pastilles par le Spectrométre de Fluorescence des Rayons X (ZSX Primus Il

de Rigaku) s’effectue selon les conditions mentionnées dans le tableau 8.

Tableau 8. Conditions d’analyse des échantillons par le FRx.

Type d’échantillon Oxyde/Poudre

Marge d’analyse Béryllium-Uranium

Diametre 30 mm

Temps de mesure Normal (un quart d’heure)

Equipement Spectrométre de Fluorescence des Rayons X « ZSX Primus Il de Rigaku »

2.14. Analyses statistiques

L’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel GRAPH PAD PRISM 7. Les résultats
obtenus ont été exprimés par la moyenne + I’écart-moyen (SEM). Les quantités de métabolites
(protéines, glucides et lipides) sont déterminées a partir des courbes d’étalonnage dont
I’équation de la droite de régression exprime I’absorbance en fonction de la quantité du standard
utilisé (albumen, glucose et ’huile de tournesol). L’analyse de la variance a un critére de

classification et le test HSD de Tukey, ont été utilisés.
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I1l. RESULTATS
3.1. Effets sur le comportement

Pendant la durée de I’expérience, les escargots traités par les deux pesticides et I’engrais ont
montré une série de symptémes. Le premier symptéme est la perte de la chimioréception, de
sorte que les escargots ne sont plus attirés par la nourriture de facon dose-dépendante comparé
aux escargots témoins. Dans les lots traités a la dose 1, les escargots ont montré une activité
relativement similaire a celle des escargots témoins. Tandis que, dans les lots traités a la dose 2
et a partir de la deuxiéme semaine, ’activité locomotrice et nutritionnelle des escargots a
diminué, ils se positionnent au sommet des lots, et ils fuient généralement la nourriture (Fig.
21).

Figure 21. Comportements des escargots suite aux traitements (Photos personnelles).
3.2. Mortalité des escargots

Au cours des essais toxicologiques, le suivi de la viabilité des individus d’E. vermiculata est
effectué chaque mois. Durant I’expérience, la mortalité était faible, avec seulement 26 individus
sur 336 escargots juveniles, ce qui représente 7,73 %. Nous avons constaté que le nombre total
de mortalités des escargots est de 6 individus durant les 3 mois de traitement avec la dose 1 du
Decis et qui augmente chez les séries traitées avec la dose 2 avec 7 individus. Par ailleurs, la
mortalité chez les traités a la Dose 1 du Zoom était nulle, et a augmenté avec la dose 2, ou on a
enregistré 4 individus. De plus, le traitement par le Weatfert a induit une mortalité de 4 individus
alaDose 1 jusqu’a 5 individus chez les traités avec la Dose 2. Les fortes valeurs sont observées

chez les traités avec le Decis (Tableau 9).
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Tableau 9. Mortalité des escargots juvéniles durant les trois mois de traitement par le Decis, le Zoom
et le Weatfert avec les deux doses (Dose 1 et Dose 2).

Temps (mois) Decis Zoom Weatfert
Dose 1 Dose 2 Dose 1 Dose 2 Dose 1 Dose 2
1 04 03 00 01 01 02
2 00 01 00 02 02 02
3 02 03 00 01 01 01
Mortalité totale 06 07 00 04 04 05

3.3. Effet sur la croissance pondérale et le diamétre de la coquille

L’effet des trois traitements (Dose 1 et Dose 2) a été testé sur la croissance pondérale et le

diamétre de la coquille des escargots juvéniles d’Helix vermiculata.

Concernant le poids frais moyen des escargots, les résultats révelent une diminution
significative chez les séries traitées au cours du premier mois (Fs 21 = 7,224 : p<0,05), deuxiéme
mois (Fe21 = 48,32 : p<0,0001) et troisieme mois de traitement (Fs 21 = 95,36 : p<0,0001) par

rapport aux séries témoins.

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey met en évidence la présence de deux
groupes a deux et a trois mois de traitement, un groupe témoins et un second groupe renfermant
toutes les séries traitées. A un mois de traitement, deux groupes de moyennes ont été constates,
un premier groupe constitué des témoins et des traités avec le Zoom et le Decis a la dose 1 et

un deuxiéme groupe formé des autres séries traitées (Fig. 22A).

Par ailleurs, I’application des traitements a induit une diminution du diamétre de la coquille au
cours du deuxieme mois (Fe21 =54,33: p<0,0001) et troisieme mois de traitement (Fe21

=6,471 : p=0,0006). Aucun effet n’a été signalé au cours du premier mois (p>0,05).

Le classement des moyennes montre un seul groupe de moyenne renfermant toutes les séries
témoins et traitées a un mois. A deux mois, deux groupes sont observés, un groupe formé de
témoins et de traités a la dose 1 du Zoom et du Weatfert et la dose 2 du Decis et un deuxiéme
groupe composé des traités a la dose 2 de ces traitements. Par contre, a trois mois de traitement,
deux groupes sont constatés, un groupe composé des temoins et des traités au Decis (Dose 1 et
Dose 2) et un autre groupe constitué des traités avec le Zoom et le Weatfert avec les deux doses
appliquées (Dose 1 et Dose 2) (Fig. 22B).
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Figure 22. Efficacité comparée des traitements (Dose 1 et Dose 2) sur la croissance pondérale (A) et le
diameétre de la coquille (B) des escargots pendant la période de traitement (m £ SEM).

Au bout du premier mois de traitement, le pourcentage d’inhibition de la masse moyenne des
groupes DD1, DD2, ZD1, ZzD2, WD1 et WD2 calculé est de 77,37 ; 81,26 ; 80,49 ; 82,71 ;
69,15 et 78,24% respectivement. Le pourcentage d’inhibition du diametre coquillere moyen est
de 36,11 ; 36,11 ; 41,66 ; 52,77 ; 47,22 et 58,33% respectivement. A la fin de 1’expérience, le
pourcentage d’inhibition de la masse moyenne des mémes groupes est de 56,55 ; 61,55 ; 56,45 ;
63,94 ; 49,98 et 54,62% respectivement. Le pourcentage d’inhibition du diamétre coquillére
moyen était de 31,66 ; 43,33 ; 45,55 ; 64,16 ; 40 et 64,16 respectivement (Tableau 10). Par
ailleurs, on note que le Zoom est le traitement qui a plus d’effet sur ces paramétres par rapport
au Decis et au Weatfert.

Tableau 10. Effets des traitements sur le taux d’inhibition de la masse moyenne et du diametre moyen
de la coquille des escargots juvéniles d’H. vermiculata.

Début de ’expérience 1¢" mois 2¢me mois 3fme mois

Traitement

Pm (gr) Dm (cm) %Ilpm %IDm | %IPm | %IDm | %IPm | %IDm
Témoins 2,51+0,34 2,26 £ 0,13 0 0 0 0 0 0

DD1 2,55 +0,19 2,30 0,10 77,37a 36,11a | 62,85a | 3888a | 56555a | 31,66a
DD2 2,39 + 0,26 2,28+0,12 81,26 a 36,11a | 7593a | 61,11b | 6155a | 4333 a
ZD1 2,43+0,19 2,35+0,17 80,49 a 4166a | 6407a | 40,27a | 56,45a | 45,55a
ZD2 2,34 £ 0,30 1,98 £ 0,07 82,71a 52,77a | 76,99a | 5000a | 6394a | 64,16b
WD1 2,49 + 0,29 2,16 + 0,08 69,15a 4722a | 5595a | 40,27a | 49,98a | 40,00a
WD2 2,68 +0,21 2,17 £ 0,07 78,24 a 58,33a | 61,28a | 59,72a | 54,62a | 64,16 b

3.4. Effet sur la composition biochimique

Le Decis, le Zoom et le Weatfert ont été appliqués a deux doses (Dose 1 et Dose 2) sur les

juvéniles d’H. vermiculata, leurs effets ont été évalués sur la composition biochimique de

I’hépatopancréas (protéines, glucides et lipides) a 3 mois de traitement.
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3.4.1. Effet du Decis

Le taux de protéines, de lipides et de glucides totaux dans 1’hépatopancréas a été déterminé
chez les juvéniles témoins et traités d’H. vermiculata a différentes périodes d’exposition (0, 1,

2 et 3 mois de traitement).

Une augmentation significative du taux de protéines a été observée au 1°" mois de traitement et
avec la dose la plus forte (F26=6,391: p=0,0326) et a 3 mois avec les deux doses testées
(F26=21,7 : p=0,0018). Aucun effet n’a été signalé au cours du 2°™ mois de traitement (p>0,05)
(Tableau 11).

Concernant le taux de glucides, les résultats présentent une diminution significative (Tableau
23) a tous les temps testés : 1mois (F2,6=96,8 : p<0,0001), 2mois (F26=75,56 : p<0,0001) et
3mois de traitement (F2,6=49,16 : p=0,0002). Aucun effet dose n’a été signalé (D1 vs D2 :
p>0,05).

Les resultats du taux de lipides révelent une diminution significative a 3 mois de traitement
avec les deux doses appliquées (F2,6= 31,16 : p=0,0007) et a 1 mois de traitement avec la dose
la plus forte (F26=8,22: p=0,019). Aucun effet n’a été enregistré a 2 mois de traitement
(Tableau 11).

Tableau 11. Effet de I’insecticide, Decis sur le taux de protéines, de glucides et de lipides totaux (ug/mg

de tissu analysé) dans I’hépatopancréas d’H. vermiculata au cours de différentes périodes de traitement
(m + SEM ; n=3 répétitions).

Composeés Temps (mois) Témoins Decis D1 Decis D2
0 57,73+ 3,27 a 57,73+ 3,27 a 57,73+ 3,27 a
A 1 59,25 + 3,55 a 68,47 +3,35a 69,44 + 0,57 b
2 69,25 + 2,48 a 69,86 + 3,87 a 70,55+ 0,31 a
3 89,96 + 0,30 a 101,99+3,17 b 102,07 £1,14 b
0 61,28+ 149a 61,28+ 149a 61,28+ 149a
Glucides 1 61,74+ 188a 37,07+2,13b 30,76 £2,42b
2 64,02+ 1,79 a 34,02+2,02b 28,74+4,15b
3 74,28 £ 0,60 a 30,03+6,80 b 27,25+494 b
0 36,69 +3,31a 36,69+ 3,31a 36,69+ 3,31a
Lipides 1 38,28+ 1,77 a 34,04 £ 2,38 a 27,34+£293b
2 39,95 + 4,60 a 33,73+£2,32a 26,92 +4,97 a
3 57,73+ 1,78 a 32,53+6,75b 2438+ 126 b

3.4.2. Effet du Zoom

Le taux de protéines (pg/mg de tissu analysé¢) augmente d’une fagon significative apres 1
mois (F2,6= 8,026 : p=0,0201) et 3 mois (F2,6= 8,17 : p=0,0194) de traitement avec la dose 2 de
I’herbicide Zoom. Aucun effet n’a été signalé a 2 mois de traitement (Tableau 12).
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Les resultats de glucides montrent une diminution significative au cours de toutes les périodes
de traitement avec I’herbicide : @ 1 mois de traitement (F,6= 44,48 : p=0,0003), & 2mois de
traitement (F2,6= 35,14 : p=0,0005) et & 3 mois de traitement (F26= 491,5 : p<0,0001) (Tableau
24). Un effet dose a été signalé seulement a 3 mois de traitement (D1 vs D2 : p=0,0005).

En ce qui concerne le taux de lipides, les résultats révelent une diminution significative a tous
les temps testés : 1 mois (F2,6= 93,02 : p<0,0001), 2 mois (F2,6= 22,23 : p=0,00017) et 3 mois
de traitement (F2,6= 1074 : p<0,0001), sans aucun effet dose (D1 vs D2 : p>0,05).

Tableau 12. Effet de I’herbicide, Zoom sur le taux de protéines, de glucides et de lipides totaux (png/mg
de tissu analysé) dans 1’hépatopancréas d’H. vermiculata au cours de différentes périodes de traitement

(m + SEM ; n=3 répétitions).

Composes Temps (mois) Témoins Zoom D1 Zoom D2
0 57,73+ 3,27 a 57,73+ 3,27 a 57,73+ 3,27 a
Protéines 1 59,25+ 3,55 a 67,82+1,13a 69,94+236 b
2 69,25+ 248 a 73,56 £1,60 a 73,65+1,99a
3 89,96 + 11,31a 90,12+ 7,07 a 120,64 £ 4,68 b
0 61,28+1,49a 61,28+ 1,49 a 61,28+1,49a
1 61,74+ 1,88 a 31,02+4,36 b 30,85+2,90 b
2 64,02+1,79a 30,05+ 4,00 b 27,69+6,30 b
3 74,28 +0,60 a 2959+ 293 b 13,36+1,12¢
0 36,69+3,31a 36,69 +3,31a 36,69 + 3,31 a
Lipides 1 38,28+ 1,77 a 2423+0,92 b 20,26 0,83 b
2 39,95+ 4,60 a 23,11+£1,05b 19,12+1,98 b
3 57,73+ 1,78 a 6,76 +101 b 6,44+£0,05 b

3.4.3. Effet du Weatfert

Les résultats du dosage des protéines totales révelent une augmentation significative chez
les séries traitées avec la dose la plus élevée, au cours du 1°" mois (Témoin vs D2 : p=0,0070),
et 3°™ mois (Témoin vs D2 : p=0,008) et avec les deux doses appliquées au 2¢™ mois de
traitement, (Témoin vs D1 : p=0,0320 ; Témoin vs D2 : p=0,0132). Aucun effet dose n’a été
signalé au cours de tous les temps testés (Tableau 13).

Les résultats du taux de glucides révelent une diminution significative chez les séries traitées
par I’engrais Weatfert & la dose 2 par rapport aux témoins au 2°™ mois (Témoin vs D2 :
p=0,0002), et avec les deux doses au 3°™ mois (Témoin vs D1 : p=0,0003, Témoin vs D2 : p<
0,0001). L’effet dose a été signalé seulement aprés 3 mois de traitement (D1 vs D2 : p =0,0003)
(Tableau 13).

Concernant le taux de lipides, les résultats obtenus indiquent une diminution significative chez

les traités avec le Weatfert a tous les temps testés : 1° mois (Témoin vs D1 : p=0,005 ; Témoins
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vs Dose 2 : p < 0,001), 2°™ mois (Témoin vs D1 : p=0,0019 ; Témoins vs Dose 2 : p < 0,001)
et 3¥™ mois (Témoin vs D1 : p=0,0098, Témoin vs D2 : p=0,0009). L’effet dose a été signalé
au cours du 1% (D1 vs D2 : p = 0,0184) et 2°™ mois de traitement (D1 vs D2 : p=0,0218)
(Tableau 13).

Tableau 4. Effet de I’engrais, Weatfert sur le taux de protéines, de glucides et de lipides (ng/mg de tissu
analys¢) dans 1’hépatopancréas d’H. vermiculata au cours de différentes périodes de traitement (m
SEM ; n=3 répétitions).

Composeés Temps (mois) Témoins Weatfert D1 Weatfert D2
0 57,73+ 3,27 a 57,73 £ 3,27 a 57,73+ 3,27 a

Protéines 1 59,25 + 3,55 a 72,91 +5,00 a 88,64+7,12b
2 69,25+2,48 a 87,46 £5,61 b 91,57+584 b
3 89,96 + 11,31 a 97,25+ 8,20 a 130,66 +1,85b

0 61,28+1,49a 61,28+ 1,49 a 61,28+ 1,49 a

Glucides 1 61,74+ 1,88a 59,31+229a 52,61+357a
2 64,02+ 1,79 a 57,92 £0,89 a 40,81+£341b

3 74,28 £ 0,60 a 48,94+ 4,49 b 22,92+1,18¢c

0 36,69+3,31a 36,69 £ 3,31a 36,69 £ 3,31a

Lipides 1 38,28+1,77 a 27,88+ 124 b 19,84 +2,46 ¢
2 3961+149a 27,00+ 2,557 b 19,39+ 1,32 ¢

3 57,73+ 1,78 a 18,57 +2,28 b 14,65+ 0,70 b

3.4.4. Efficacité comparée des traitements sur la composition biochimique

3.4.4.1. Taux de protéines

Le classement des taux de protéines dans I’hépatopancréas des individus témoins et traités
a la premiere dose (D1) des trois molécules, réalisé grace au test HSD de Tukey a permis
d’identifier deux groupes de moyennes au premier mois (Fzg=4,28 : p=0,0444) et au deuxiéeme
mois de traitement (F35=9,067 : p=0,059), le premier est constitué des témoins et des traités par
le Decis et le Zoom et le second formé des traités par I’engrais, weatfert. A trois mois de

traitement, un seul groupe a été identifié qui englobe toutes les séries (p>0,05).

Concernant les séries traitées a la Dose 2, la comparaison des valeurs moyennes révéle deux
groupes de moyennes a un mois (Fsg=13,46 : p=0,0017) et a deux mois de traitement
(F38=16,14 : p=0,0009), un groupe composé des témoins et des traités au Decis et au Zoom et
un deuxiéme groupe constitué des traités au Weatfert. A trois mois de traitement (Fz=15,16 :
p=0,0012), deux groupes ont été également constatés, le premier groupe renferme les témoins

et les traités au Decis et le second groupe englobe les traités au Zoom et au weatfert (Fig. 23).
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Figure 4. Efficacité comparée des traitements avec la Dose 1 (A) et la Dose 2 (B) sur le taux de protéines
(ng/mg de tissu analysé) dans 1’hépatopancréas (m £ SEM, n=3).

3.4.4.2. Taux de glucides

Le classement des taux de glucides dans 1’hépatopancréas des individus témoins et traités a
la premiére dose (D1) des trois molécules, réalisé grace au test HSD de Tukey a permis
d’identifier deux groupes de moyennes au premier mois (F3g=45,05 : p<0,0001), un groupe
constitué des témoins et des traités par le Weatfert et un second groupe formé des traités par le
Decis et le Zoom. A deux mois de traitement, trois groupes ont été identifiés, le premier groupe
englobe les témoins et le deuxieme groupe renferme les traités par le Decis et le Zoom et un
dernier groupe formé des traités par le Weatfert (p>0,05). Par ailleurs, a trois mois de traitement,
deux groupes ont été également constatés (Fig. 24A)

Concernant les séries traitées a la Dose 2, la comparaison des valeurs moyennes révéle deux
groupes de moyennes a un mois (Fsg=13,46 : p=0,0017) et a deux mois de traitement
(F38=16,14 : p=0,0009), un groupe composé des témoins et des traités au Decis et au Zoom et
un deuxiéme groupe constitué des traités au Weatfert. A trois mois de traitement (Fz=15,16 :
p=0,0012), deux groupes ont été également constatés, le premier groupe renferme les témoins

et les traités au Decis et le second groupe englobe les traités au Zoom et au Weatfert (Fig. 24B).
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Figure 5. Efficacité comparée des traitements avec la Dose 1 (A) et la Dose 2 (B) sur le taux de glucides
(ng/mg de tissu analysé) dans 1’hépatopancréas (m £ SEM, n=3).

3.4.4.3. Taux de lipides

Le classement des taux de glucides dans 1’hépatopancréas des individus témoins et traités a
la premiére dose (D1) des trois molécules, réalisé grace au test HSD de Tukey a permis
d’identifier deux groupes de moyennes au premier mois (F3=21,07 : p=0,0004) et au deuxiéme
mois de traitement (Fzg=10,55: p=0,0037), un premier groupe constitué des témoins et des
traités par le Decis et un second groupe formé des traités par le Zoom et le Weatfert. A trois
mois de traitement (F35=60,06 : p<0,0001), trois groupes ont été identifiés, le premier groupe
englobe les témoins, le deuxiéme groupe renferme les traités par le Decis et un dernier groupe

formé des traités par le Zoom et le Weatfert (Fig. 25A).

Concernant les séries traitées a la Dose 2, la comparaison des valeurs moyennes révéle deux
groupes de moyennes a un mois (F3g=26,98 : p=0,0002) et a deux mois de traitement
(F38=12,19 : p=0,0024), un groupe composé des témoins et un second groupe renferme toutes
les séries traitées. Par ailleurs a trois mois de traitement (F38=611,1 : p<0,0001), quatre groupes

ont été constatés, chacun étant constitué d’une série (Fig. 25B).
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Figure 25. Efficacité comparée des traitements avec la Dose 1 (A) et la Dose 2 (B) sur le taux de lipides
(ug/mg de tissu analysé) dans 1’hépatopancréas (m £ SEM, n=3).
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3.5. Impact des traitements sur les biomarqueurs

Le Decis, le Zoom et le Weatfert ont été appliqués sur les juvéniles d’H. vermiculata avec
deux doses et leurs effets ont été évalués a différentes périodes (1, 2 et 3 mois de traitement).
IIs ont été testés sur un biomarqueur de détoxication, les glutathion S-transférases (GSTs), et
trois biomarqueurs du stress oxydatif : lactate déshydrogénase (LDH), catalase et glutathion

peroxydase (GPXx).

3.5.1. Effet sur Dactivité de la lactate déshydrogénase

Les résultats de 1’effet de I’insecticide, Decis sur 1’activité spécifique de la LDH chez les
juveéniles H. vermiculata a différentes périodes de traitement sont présentés dans le tableau 14.
Ces derniers montrent une augmentation significative de ce biomarqueur chez les traités avec
les deux doses appliquées au cours du premier mois (Témoin vs Decis D1 : p=0,0010 ; Témoin
vs Decis D2 : p=0,0003), deuxieme mois (Témoin vs Decis D1 : p=0,0262 ; Témoin vs Decis
D2 : p=0,0413) et troisieme mois de traitement (Témoin vs Decis D1 : p=0,0016 ; Témoin vs
Decis D2 : p=0,0011). Aucun effet dose n’a été enregistré au cours des périodes testées (D1 vs
D2 : p>0,05).

Par ailleurs, I’activité de ce biomarqueur aprés traitement au Zoom avec les deux doses (Dose
1 et Dose 2) marque une augmentation significative chez les séries traitées comparativement
aux témoins, a 1 mois (Témoin vs Zoom D1 : p=0,0360 ; Témoin vs Zoom D2 : p=0,0106), & 2
mois (Témoin vs Zoom D1 : p=0,0034 ; Témoin vs Zoom D2 : p=0,0013) et & 3 mois du
traitement (Témoin vs Zoom D1 : p=0,0021 ; Témoin vs Zoom D2 : p=0,0004). Aucun effet
dose n’a été enregistré durant toutes les périodes de traitement.

Les résultats de I’activité spécifique de la LDH révelent une augmentation significative chez
les traités par le Weatfert avec les deux doses testées (Dose 1 et Dose 2) et cela a toutes les
périodes de traitement : 1mois (Témoin vs Weatfert D1 : p=0,0031 ; Témoin vs Weatfert D2 :
p=0,0003) a 2mois (Témoin vs Weatfert D1 : p=0,0015 ; Témoin vs Weatfert D2 : p=0,0002)
et a 3 mois de traitement (Témoin vs Weatfert D1 : p=0,0003 ; Témoin vs Weatfert D2 :
p=0,0002). L’effet dose a été enregistré au cours du premier mois seulement (Weatfert D1 vs
Weatfert D2 : p=0,0361).
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Tableau 14. Effet du Decis, du Zoom et du Weatfert sur I’activité de la LDH (uM/min/mg de protéines)
dans I’hépatopancréas d’H. vermiculata (m+SEM ; n=3).

Traitements Temps (mois) Témoin Dose 1 Dose 2

0 12,53 £ 0,06 a 12,53 £ 0,06 a 12,53 £ 0,06 a

Decis 1 11,30+ 0,02 a 12,80+ 0,32 b 13,23+0,12 b

2 11,45+ 0,56 a 13,89+ 0,05 b 13,63+0,79 b

3 11,25+0,31a 14,18+ 0,44 b 14,38+ 0,46 b

0 12,05+ 0,28 a 12,05+ 0,28 a 12,05+ 0,28 a

1 11,30 £ 0,02 a 13,21+0,80 b 13,83+0,35b

2 11,45+ 0,56 a 13,85+0,40 b 14,35+ 0,05 b

3 11,25+ 0,31 a 14,01+£0,20 b 15,03+ 0,55 b

0 12,05+ 0,28 a 12,05+ 0,28 a 12,05+ 0,28 a

1 11,30 £ 0,02 a 13,14+ 0,44 b 1422+ 0,21 c

VEatert 2 1145+056a  1380+012b  14,84+006b
3 11,25+ 0,31 a 15,21 +0,02 b 15,56 + 0,66 b

Le classement de ’activité de la LDH dans 1’hépatopancréas des individus témoins et traités
a la premiere dose (D1) des trois molécules, réalisé grace au test HSD de Tukey a permis
d’identifier deux groupes de moyennes au premier mois (F3g=5,25: p=0,0271), un groupe
constitué des témoins et des traités par le Decis et un second groupe formé des traités par le
Zoom et le Weatfert. Au deuxiéme mois de traitement (Fsg=13,35 : p=0,0018), deux groupes
ont été également constatés, le premier composé des témoins et un groupe qui renferme toutes
les séries traitées. Par contre a trois mois (F3g=53,16 : p<0,0001), trois groupes ont éteé
identifiés, le premier groupe englobe les témoins, le deuxieme groupe renferme les traités par
le Decis et le Zoom et un dernier groupe forme des traités par le Weatfert (Fig. 26A).

Concernant les traités a la Dose 2, la comparaison des valeurs moyennes réveéle trois groupes
de moyennes & un mois (Fzg=61,04 : p<0,0001), un groupe composé des témoins, un second
renferme les traités avec le Decis et le Zoom et un dernier constitué des traités avec le Weatfert.
Par ailleurs a deux mois (F38=16,46 : p=0,0009) et a trois mois de traitement (F3s=23,1:
p=0,0003), deux groupes ont été constatés, un groupe témoin et un groupe renfermant tous les
traités (Fig. 26B).
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Figure 26. Efficacité comparée des traitements avec la Dose 1 (A) et la Dose 2 (B) sur I’activité
spécifique de la LDH (uM/min/mg de protéines) chez les escargots témoins et traités (m + SEM, n=3).

3.5.2. Effet sur ’activité de la glutathion peroxydase

Les résultats mentionnés dans le tableau 15, indique une augmentation significative de
I’activité spécifique de la GPx dans 1’hépatopancréas des escargots traités avec 1’insecticide
Decis a 1 mois (Témoin vs Decis D1 : p=0,0023 ; Témoin vs Decis D2 : p<0,0001) et a 3 mois
(Témoin vs Decis D1 : p=0,0234 ; Témoin vs Decis D2 : p=0,0013) de traitement avec les deux
doses appliquées et a 2 mois avec la plus forte dose (Dose 2) (Témoin vs Decis D2 : p=0,0047).
Un effet dose a été signalé au cours du premier mois (Decis D1 vs Decis D2 : p=0,0001) et

deuxiéme mois de traitement (Decis D1 vs Decis D2 : p=0,0414).

Par ailleurs, le traitement par le Zoom a induit une augmentation significative de ’activité de
la GPx au cours de toutes les périodes de traitement avec un effet dose : 1 mois (Témoin vs
Zoom D1 : p=0,0018 ; Témoin vs Zoom D2 : p=0,0001 ; Zoom D1 vs Zoom D2 : p=0,0133), 2
mois (Témoin vs Zoom D1 : p=0,0130 ; Témoin vs Zoom D2 : p=0,0002 ; Zoom D1 vs Zoom
D2 : 0,0055) et 3 mois de traitement (Témoin vs Zoom D1 : p=0,0004 ; Témoin vs Zoom D2 :
p<0,0001 ; Zoom D1 vs Zoom D2 : p<0,0001).

Finalement, les résultats du dosage de ce biomarqueur montrent une augmentation significative
apres traitement par I’engrais, Weatfert a un mois (Témoin vs Weatfert D1 : p=0,0023 ; Témoin
vs Weatfert D2 : p<0,0001), a deux mois (Témoin vs Weatfert D1 : p=0,0047 ; Témoin vs
Weatfert D2 : p=0,0414) et a trois mois de traitement (Témoin vs Weatfert D1 : p=0,0234 ;
Témoin vs Weatfert D2 : p=0,0013). Un effet dose a été enregistré au cours du premier
(Weatfert D1 vs Weatfert D2 : p=0,0001) et du troisieme mois de traitement (Weatfert D1 vs
Weatfert D2 : p=0,0039).

34

——
| —



Résultats

Tableau 15. Effet du Decis, du Zoom et du Weatfert sur 1’activité de la glutathion peroxydase de
I’hépatopancréas d’H. vermiculata (uM/min/mg de protéines) (m + SEM, n=3).

Traitements Temps (mois) Témoin Dose 1 Dose 2
0 2524+0,12a 25,51+ 0,40 a 25,56 + 0,80 a
_ 1 2534+0,78a 30,97+0,56 b 40,78 + 1,04 ¢
Decis 2 2542+274a 32,29+380a 4324+2,07b
3 26,84+ 1,06 a 3527+149b 42,09+321c¢
0 2524+0,12a 25,51 +0,40 a 25,56 + 0,80 a
1 2534+0,79a 3541+1,19b 4260+212¢
2 2542+274a 3415+1,73b 4461+081c
3 26,84 +1,06a 3526 +0,81b 46,55 + 0,85 ¢
0 2524+0,12a 25,51+ 0,40 a 25,56 + 0,80 a
1 2534+0,79a 42,09+ 1,54b 4755+119¢
U 2 2542 +274a 4582+098b  49,90+113b
3 26,84 +1,06a 46,33+0,18 b 50,61+ 0,85 ¢

Le classement de I’activité de la GPx dans I’hépatopancréas des individus témoins et traités
a la premiere dose (D1) des trois molécules, réalisé grace au test HSD de Tukey a permis
d’identifier quatre groupes de moyennes au premier mois (Fzg=146,3 : p<0,0001), chacun étant
constitué d’une série. Au deuxiéme mois de traitement (Fzg=24,58 : p=0,0002), deux groupes
ont été constatés, le premier compose des témoins, et des traités au Decis et au Zoom et un
second groupe renfermant les traités au Waetfert. Par contre au troisiéme mois (F3s=139 :
p<0,0001), trois groupes ont été identifiés, le premier groupe englobe les témoins, le deuxiéme
groupe renferme les traités par le Decis et le Zoom et un dernier groupe formé des traités par le
Weatfert (Fig. 27 A).

Concernant les traités a la Dose 2, la comparaison des valeurs moyennes révele trois groupes
de moyennes a un mois (Fz=79,35 : p<0,0001), un groupe composé des témoins, un second
renferme les traités avec le Decis et le Zoom et un dernier constitué des traités par le Weatfert.
Par ailleurs a deux mois (Fz8=56,51: p<0,0001) et a trois mois de traitement (Fzs=57,64 :
p<0,0001), deux groupes ont été constatés, un groupe témoin et un groupe renfermant tous les
traités (Fig. 27B).
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Figure 27. Efficacité comparée des traitements avec la Dose 1 (A) et la Dose 2 (B) sur ’activité
spécifique de la GPx (uM/min/mg de protéines) chez les escargots témoins et traités (m + SEM, n=3).

3.5.3. Effet sur ’activité de la catalase

Les résultats obtenus mentionnés dans le tableau 16, indiquent une augmentation
significative de I’activité spécifique de la catalase de I’hépatopancréas a 3 mois de traitement
avec I’insecticide Decis chez les juvéniles d’H. vermiculata et cela au cours du 1°" mois (Temoin
vs Decis D2 : p=0,0179), 2™ mois (Témoin vs Decis D1 : p=0,0006 ; Témoin vs Decis D2 :
p=0,0006), et 3°™ mois de traitement (Témoin vs Decis D1 : p=0,0005 ; Témoin vs Decis D2 :
p=0,0002).

Par ailleurs, le traitement par le Zoom induit une augmentation significative de ce biomarqueur
au cours des différentes périodes de traitement : 1% mois (Témoin vs Zoom D1 : p=0,0022 ;
Témoin vs Zoom D2 : p=0,0007), 2°™ mois (Témoin vs Zoom D1 : p=0,0026 ; Témoin vs
Zoom D2 ; p=0,0013) et 3*™ mois (Témoin vs Zoom D1 : p<0,0001 ; Témoin vs Zoom D2 :

p<0,0001). Aucun effet dose n’a été enregistré au cours de toutes les périodes tetées.

Les résultats de 1’activité de la catalase révélent une augmentation significative chez les traités
par le Weatfert avec la dose la plus forte (Dose 2) au 1* mois (Témoin vs Weatfert D2 :
p=0,0180) et au 2°™ mois de traitement (Témoin vs Weatfert D2 : p=0,0225) et avec les deux
doses appliquées a 3 mois (Témoin vs Weatfert D1 : p=0,0012 ; Témoin vs Weatfert D2 :
p=0,0005).
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Tableau 5. Effet du Decis, du Zoom et du Weatfert sur ’activité de la catalase dans 1’hépatopancréas
d’H. vermiculata (uM/min/mg de protéines) (m = SEM, n=3).

Traitements Temps (mois) Témoin Dose 1 Dose 2
0 2325+1,72a 2325+172a 2325+172a
_ 1 23,28+0,93a 28,14+ 177 a 30,52 + 1,94 b
Decis 2 22,17+0,30 a 35,65+ 1,80 b 35,63+ 2,15 b
3 22,36 +2,04a 36,75+0,78 b 39,39+ 1,79 b
0 2325+1,72a 2325+172a 2325+172a
1 23,28+0,93a 34,49 +2,36 b 37,29+ 1,34 b
2 22,17+0,30 a 37,10+ 3,26 b 39,32 +2,48 b
3 22,36 +2,04a 39,50 +0,23 b 41,01 £0,57 b
0 2325+1,72a 2325+172a 2325+172a
1 23,28+0,93a 28,42+ 043 a 35,28 + 4,79 b
UL 2 2217+0,30a 31,33+173a 36,45 + 5,85 b
3 22,36 +2,04a 35,28 +1,85 b 37,55+ 0,87 b

Le classement de 1’activité de la catalase dans I’hépatopancréas des individus témoins et
traités a la premiere dose (D1) des trois molécules, réalisé grace au test HSD de Tukey a révelé
deux groupes de moyennes au premier mois (Fss=14,79 : p=0,013), un groupe constitue des
témoins et des traités avec le Weatfert et un second groupe formé par les traités au Decis et au
Zoom. A deux mois (Fzg=18,75: p=0,0006), et a trois mois de traitement (Fzg=42,44 :
p<0,0001), deux groupes ont été également constatés, le premier composé des témoins et un

deuxiéme groupe renferme toutes les séries traitées (Fig. 28A).

Concernant les traités a la Dose 2, la comparaison des valeurs moyennes révele deux groupes
de moyennes a un mois (Fz=8,65 : p=0,0068), un groupe composé des témoins et des traités
au Decis et un second renferme les traités avec le Zoom et le Weatfert. Par ailleurs & deux mois
(F36=8,86 : p=0,0064) et a trois mois de traitement (F3s=56,61 : p<0,0001), deux groupes ont

été également signalés, un groupe témoin et un groupe renfermant tous les traités (Fig. 28B).
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Figure 6. Efficacité comparée des traitements avec la Dose 1 (A) et la Dose 2 (B) sur I’activité spécifique
de la catalase (WM/min/mg de protéines) chez les escargots témoins et traités (m £ SEM, n=3).

3.5.4. Effet sur ’activité des glutathion-S-transférases

Les résultats de 1’activité spécifique des glutathion-S-transférases présentés dans le tableau
17, révélent une augmentation significative chez les juvéniles d’H. vermiculata traités avec les
deux doses du Decis a 1 mois (Témoin vs Decis D1 : p=0,0023; Témoin vs Decis D2 :
p=0,0015), a 2 mois (Témoin vs Decis D1 : p<0,0001 ; Témoin vs Decis D2 : p<0,0001) eta 3
mois de traitement (Témoin vs Decis D1 : p<0,0001 ; Témoin vs Decis D2 : p<0,0001), avec
un effet dose (Decis D1 vs Decis D2 : p=0,0218).

Par ailleurs, I’application du Zoom induit une augmentation significative de I’activité des GSTs
au cours du 1°" mois avec la dose la plus forte (Témoin vs Zoom D2 : p=0,0238), et avec les
deux doses a deux mois (Témoin vs Zoom D1 : p=0,0148, Témoin vs Zoom D2 : p=0,0036) et
a trois mois de traitement (Témoin vs Zoom D1 : p=0,0072, Témoin vs Zoom D2 : p=0,0013).

Aucun effet dose n’a été signalé (Zoom D1 vs Zoom D2 : p>0,05).

L’activité spécifique des GSTs dans ’hépatopancréas des escargots traités avec le Weatfert
marque une augmentation significative a 1 mois (Témoin vs Weatfert D2 : p=0,0082) et a 3
mois de traitement avec la dose la plus élevée (Témoin vs Weatfert D2 : p=0,0007, Weatfert

D1 vs Weatfert D2 : p=0,0049). Aucun effet n’a été signalé a 2 mois de traitement (p>0,05).
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Tableau 6. Effet du Decis, du Zoom et du Weatfert sur I’activité des glutathion-S-transférases dans
I’hépatopancréas d’H. vermiculata (uM/min/mg de protéines) (m £ SEM, n=3).

Traitements Temps (mois) Témoain Dose 1 Dose 2
0 31,72+0,10 a 31,72+0,10 a 31,72+0,10 a
1 31,36+ 0,61 a 41,92+2,29b 42,85+ 155b
2 3153+1,24a 46,09+ 0,68 b 4533+0,47b
3 31,92+ 0,55 a 4956 +0,35b 47,60+ 0,49 c
0 31,31+0,30 a 31,31+0,30a 31,31+0,30a
1 31,36 +0,61a 32,48 +0,15a 33,32+0,50 b
2 3153+1,24a 35,17+0,48 b 36,42+0,51b
3 31,92+ 0,55 a 36,42+1,11b 38,17+0,76 b
0 31,74+ 0,07 a 31,74+ 0,07 a 31,74+ 0,07 a
1 31,36 +0,61a 32,94 +0,43 a 33,85+ 0,39 b
V\/Eatfert 2 3153+ 1242 33,10+0,02a 34,60+ 2,54
3 31,92+ 0,55 a 33,24+0,07 a 36,18+ 0,71b

Le classement de 1’activité de la catalase dans I’hépatopancréas des individus témoins et
traités a la premiére dose (D1) des trois molécules, réalisé grace au test HSD de Tukey a révélé
deux groupes de moyennes au premier mois (Fss=14,79 : p=0,013), un groupe constitue des
témoins et des traités avec le Zoom et le Weatfert et un second groupe formé par les traités au
Decis. A deux mois (F3g=18,75: p=0,0006), et a trois mois de traitement (F3g=42,44:
p<0,0001), trois groupes ont été également constatés, le premier composé des témoins et des
traités par le Weatfert, un deuxiéme groupe renferme les traités par le Decis et un troisieme

groupe composeé des traités par le Zoom (Fig. 29A).

Concernant les traités a la Dose 2, la comparaison des valeurs moyennes révele deux groupes
de moyennes a un mois (F38=8,65: p=0,0068), et a deux mois de traitement (F3s=8,86 :
p=0,0064), un groupe composé des témoins et des traités avec le Zoom et le Weatfert et un
second renferme les traités avec le Decis. Par ailleurs a trois mois de traitement (F3=56,61 :
p<0,0001), trois groupes ont été signalés, un groupe témoin, un groupe renfermant les traités

avec le Decis et un dernier groupe forme des traites avec le Zoom et le Weatfert (Fig. 29B).
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Figure 29. Efficacité comparée des traitements avec la Dose 1 (A) et la Dose 2 (B) sur ’activité
spécifique des GSTs (uM/min/mg de protéines) chez les escargots témoins et traités (m £ SEM, n=3).

3.6. Effet sur la vitellogénine

Les résultats du dosage de la vitellogénine chez les séries témoins et traitées sont mentionnés
dans le tableau 18. Ils révélent une diminution significative du taux de la vitellogénine chez H.
vermiculata traité par le Decis avec les deux doses (Dose 1 et Dose 2) et au cours de tous les
temps testés : 1 mois (Fz38=130,6 : p<0,0001), 2 mois (Fz=1670 : p<0,0001) et 3 mois de
traitement (F38=182 : p<0,0001). Aucun effet dose n’a été enregistré (Dose 1 vs Dose 2 :
p>0,05).

Le traitement par le Zoom induit également une diminution significative du taux de la
vitellogénine chez H. vermiculata avec les deux doses a 1 mois de traitement (Fz=202,6 :
p<0,0001), a deux mois (Fzg=718,7 : p<0,0001) et a trois mois de traitement (Fzs=337:
p<0,0001). Un effet dose a été signalé au cours du 1°" et 2°™ mois de traitement (Zoom D1 vs
Zoom D2 : p=0,0126 et p=0,0491) respectivement.

Les résultats du taux de la vitellogénine chez H. vermiculata traité par le Weatfert avec les deux
doses (Dose 1 et Dose 2) révelent une diminution significative au cours de tous les temps testés :
1 mois (Fz8=129,2 : p<0,0001), 2 mois (F38=18,94: p=0,0026) et 3 mois de traitement
(F3,8=150,4 : p<0,0001). Aucun effet dose n’a été enregistré (Dose 1 vs Dose 2 : p>0,05) au

cours des périodes testées.
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Tableau 18. Effet du Decis, du Zoom et du Weatfert sur le taux de la vitellogénine chez H. vermiculata

(ng/mg de tissu analysé) (m = SEM, n=3).

Traitements

Temps (mMois)

Témoin

Dose 1

Dose 2

0 255,18 + 2,85 a 255,18 2,85 a 255,18 + 2,85 a
1 301,61 +11,71a 171,18 +8,38 b 169,56 + 2,82 b
2 326,66 + 4,63 a 17361+ 1,42 b 176,37 +0,79 b
3 358,23 + 16,15 a 168,94 +5,39 b 164,99 + 6,92 b
0 255,18 +2,85 a 255,18 £2,85 a 255,18 2,85 a
1 301,61+11,71a 177,66 +3,46 b 142,28 +520 ¢
2 326,66 + 4,63 a 158,04 +5,90 b 141,37 + 3,46 ¢
3 358,23 + 16,15 a 135,30 +1,88 b 124,28 +2,34 b
0 255,18 +2,85 a 255,18 £2,85 a 255,18 2,85 a
Weatfert 1 301,61+11,71a 184,13 + 4,98 b 183,90 £ 4,00 b
2 326,66 + 4,63 a 24313+2050b  221,61+17,80 b
3 358,23 + 16,15 a 174,66 + 9,68 b 173,13+6,22 b

Le classement de I’activité de la catalase dans I’hépatopancréas des individus témoins et
traités a la premiére dose (D1) des trois molécules, réalisé grace au test HSD de Tukey a révélé
deux groupes de moyennes au premier mois (Fzg=104,7 : p<0,0001), un groupe constitué des
témoins et un second groupe formé des traités au Decis au Zoom et au Weatfert. A deux mois
(F38=77,69 : p<0,0001), et a trois mois de traitement (F3=178,8 : p<0,0001), trois groupes ont
été également constatés, le premier composé des témoins, un deuxiéme groupe renferme les
traités par le Decis et le Zoom et un troisiéme groupe composé des traités par le Weatfert (Fig.
30A).

Concernant les traités a la Dose 2, la comparaison des valeurs moyennes révéle trois groupes
de moyennes a un mois (Fsg=174,4 : p<0,0001), et a trois mois de traitement (Fzs=211,4 :
p<0,0001), un groupe composé des témoins, un second groupe constitué des traités avec le
Decis et le Weatfert et un troisieme groupe renfermant les traités avec le Zoom. Par ailleurs a
deux mois de traitement (F3=113,5 : p<0,0001), quatre groupes ont été signales, chacun étant

constitué d’une série (Fig. 30B).
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Figure 30. Efficacité comparée des traitements avec la Dose 1 (A) et la Dose 2 (B) sur le taux de la
vitellogénine (ng/mg de tissu analysé) chez les escargots témoins et traités (m + SEM, n=3).

3.7. Effet sur la structure histopathologique de I’hépatopancréas

Des sections histologiques de I’hépatopancréas des témoins a 0 jour et a 3 mois sont illustrées
dans les figures (31, 32 et 33 A et B). Ces coupes montrent la structure histologique de la glande
digestive d’H. vermiculata qui est constituée essentiellement de la juxtaposition de nombreux
tubules digestifs de différentes tailles et formes, connectés par I’espace intertubulaire, constitué¢
de vaisseaux hémolymphatiques et d’hématocytes. Un épithélium simple associant plusieurs
types cellulaires bordé la lumiére de ces tubules. Ces cellules présentent des morphologies
diverses mais révélent trois types principales : les cellules digestives, les cellules a calcium et
les cellules excrétrices. Les tubules sont maintenus cohérents par le tissu intertubulaire
connectif. Les cellules digestives sont relativement polymorphes selon le stade de la digestion,
et elles constituent la principale composante cellulaire de I’épithéium des tubules de la glande

digestive.

3.7.1. Effet du Decis

Apres trois mois de traitement avec le Decis, I’examen histologique de I’hépatopancréas des
escargots traités a montré des altérations. A la dose 1, un début d’inflammation des membranes
des tubules digestifs et une dégénérescence partielle de certaines cellules digestives sont
observées. De plus, quelques tubules ont montré une lumiére partiellement rétrécie (Fig. 31C).
A la 2°™ dose, on remarque une intensification de 1’inflammation et du rétrécissement de la

lumiere des tubules digestifs par rapport aux témoins (Fig. 31D).
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Figure 31. Observations au microscope optique des coupes transversales d’une partic de
I’hépatopancréas d’H. vermiculata : ttmoin (A) et (B) et traités par le Decis avec la Dose 1 (C) et la
Dose 2 (D) apres 3 mois de traitement (x40).

Tissu connectif intertubulaire : Tci ; Lumiére du tubule digestif : L ; Cellules digestives : CD ; Cellules
excrétoires : CE ; Granules excrétoires : ge ; Noyau : N. Inflammation tissulaire : & , dégénérescence

cellulaire : mp .

3.7.2. Effet du Zoom

Le traitement par le Zoom avec les deux doses affecte le tissu de I’hépatopancréas. Un début
d’inflammation au niveau des membranes basales des tubules et un rétrécissement de la lumiére
ont été constatés chez les escargots traités par la dose 1 (Fig. 32C). A la dose 2, ’examen
histologique a montré une dégradation avancée des espaces intertubulaires connectifs avec une

altération partielle des cellules (Fig. 32D).
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Figure 72. Observations au microscope optique des coupes transversales d’une partie de
I’hépatopancréas d’H. vermiculata : témoin (A) et (B) et traités par le Zoom avec la Dose 1(C) et la
Dose 2 (D) aprés 3 mois de traitement (x40).

Tissu connectif intertubulaire : Tci ; Lumiére du tubule digestif : L ; Cellules digestives : CD ; Cellules
excrétoires : CE ; Granules excrétoires : ge ; Noyau : N. Inflammation tissulaire : &, dégénérescence

cellulaire ;.

3.7.3. Effet du Weatfert

L’examen histologique de I’hépatopancréas des individus traités par ’engrais (Weatfert) a
la dose 1 a montré une dégénérescence de la membrane cellulaire apicale, une libération des
fragments dans la lumiére du tubule, et des lésions au niveau de la membrane basale des tubules
digestifs (Fig. 33C). De plus, on a noté une dégradation avancée des cellules digestives, une
diminution du nombre des cellules et I’élargissement de 1’espace intertubulaire connectif. Les
tubules ont montré une lumiére complétement rétrécie et remplie de débris tissulaires. Ces

derniers apparaissaient entremélés, a cause de la dégénérescence tres importante de la
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membrane basale délimitant les tubules. A la dose 2, les tissus connectifs sont plus élargis et

les tubules digestifs et leurs membranes severement endommagés (Fig. 33D).

Figure 8. Observations au microscope optique des coupes transversales d’une partie de I’hépatopancréas
d’H. vermiculata : témoin (A) et (B) et traités par le Weatfert a la Dose 1 (C) et la Dose 2 (D) apres 3
mois de traitement (x40).

Tissu connectif intertubulaire : Tci ; Lumiére du tubule digestif : L ; Cellules digestives : CD ; Cellules
excrétoires : CE ; Granules excrétoires : ge ; Noyau : N. Inflammation tissulaire .4\ dégénérescence

cellulaire ; mmp.

3.8. Bioaccumulation des residus dans les tissus de I’escargot

L’analyse des pesticides (Decis et Zoom) dans le tissu de 1’escargot a été réalisée par la
technique de la Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC) aprés 3 mois de

traitement. Alors que la bioaccumulation de I’engrais, Weatfert a été analysée par le FRx.
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3.8.1. Bioaccumulation du Decis

La comparaison (présence ou absence des mémes pics) des pics obtenus via un détecteur UV
dans les trois chromatogrammes, nous donne une information qualitative de la bioaccumulation
de ces traitements dans le tissu de I’animal. Les Figures 34A, B et C présentent le
chromatogramme de 1’escargot témoin, de I’insecticide Decis et de 1’escargot traité. On observe
des pics similaires ou a peu prés similaires dans les chromatogrammes B et C, ces pics ont le
méme temps de rétention : 3,942 min, et d’autres pics un peu similaires : 3,706 avec 3,710 ;
3,531 avec 3,532 ; 4,370 avec 4,371 ; 4,531 avec 4,532 et en fin 6,296 avec 6,293 min.

3.8.2. Bioaccumulation du Zoom

Les pics obtenus via un détecteur UV dans les trois chromatogrammes, et la comparaison
(présence ou absence des mémes pics) nous donnons une information qualitative de la
bioaccumulation du Zoom dans le tissu de ’animal. Les Figures 35A, B et C présentent le
chromatogramme de [’escargot témoin, de I’herbicide Zoom et de I’escargot traité
respectivement. On observe des pics similaires ou un peu similaires dans les chromatogrammes
B et C, ces pics ont le méme temps de rétention : 2,498 avec 2,415 ; 3,693 avec 3,165 ; 4,527
avec 4,425 ; 4,760 avec 4,793 ; 4,922 avec 942 et en fin 7,335 avec 7,336.
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Figure 9. Chromatogrammes d’escargot témoin (A), insecticide Decis (B) et escargot traité (C).
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3.8.3. Bioaccumulation du Weatfert

Les élements présents dans le Weatfert sont : azote (N), phosphore (P), potassium (K), SO3
et P.Os avec les pourcentages suivants : 8% pour 1’azote (N) et I’ammonium NHs, 36% pour
I’anhydride phosphorique (P20s), 15% pour le potasse sous forme de (K20) et 13% pour le
soufre sous forme de sulfate (SOs3). Les résultats des analyses par la Spectrométrie de
Fluorescence des Rayons X (FRx) sont présentés dans le tableau 19. Ils montrent une
augmentation du pourcentage massique de certains élements chez les escargots traités avec les
deux doses aprés trois mois de traitement par rapport aux témoins (Tableau 39). Une
augmentation du pourcentage massique de 1’azote N avec un taux de 0,2573%, du soufre S et
de son oxyde (SO3z) avec des taux de 0,1314% et 1,2662% respectivement. Le pourcentage du
potassium (K) et de son oxyde (K:0) a augmenté avec des taux de 0,176% et 0,2116
respectivement. Par contre, on note une diminution du phosphore (P) avec un taux de 0,0973%
et une augmentation de son oxyde (P20s) (1,2662%) chez les traités par rapport aux témoins.
Des résultats comparables ont été signalés pour le C, CO., Na, Mg, Al, Si, CI, Ca, Mn, Fe, Cu,
Zn, Br, Sr et Ba.

Tableau 19. Pourcentages massiques des éléments et de leurs oxydes dans le tissu d’H. vermiculata,
témoin et traité aprés 3 mois de traitement avec I’engrais, le Weatfert.

% massique % massique
Témoins Traités Témoin Traité

25,4206 24,8 93,1435 90,8395
1,7127 1,97 / /
0,3267 0,0209 0,4404 0,5321
0,1619 0,0209 0,2684 0,4174
0,0046 0,0874 0,0088 0,0396
0,0166 0,996 i 0,0356 0,1871
0,4433 0,346 1,0157 2,2819
0,3016 0,443 0,753 0,865
0,3559 0,443 / /

0,335 0,511 0,4035 0,6151
1,3047 1,25 1,8255 1,7525
0,0019 0,0034 0,0024 0,0044
0,0055 0,014 0,0079 0,02
0,0019 0,0021 0,0023 0,0026
0,0034 0,0053 0,0042 0,0066
0,0004 0,0005 / /
0,0046 0,0042 0,0055 0,0049
0,0133 0,00154 0,0149 0,0172
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IV. DISCUSSION

4.1. Toxicité des traitements a I’égard des escargots

Les essais toxicologiques au laboratoire sont des outils importants pour prédire les effets des
substances toxiques dans les écosystemes terrestres. Utilisant les escargots dans ces tests est
une technique attrayante puisque ces derniers présentent beaucoup d’avantages ; leur collecte
facile, leur alimentation simple et leur réactions rapides aux contaminants présents dans
I’environnement (Gomot-de Vaufleury & Bispo, 2000 ; Radwan et al., 2010). En effet, certaines
especes d’invertébrés deviennent plus sensibles aux effets des pesticides en cas d’une
exposition prolongée (Ralston-Hooper et al., 2009). De méme, les escargots exposés aux
xénobiotiques subissent des altérations du systeme immunitaire (Russo et al., 2007), du systéeme
endocrinien (Druart et al., 2017) et du systeme nerveux (Martinez-Tabche et al., 2002), qui
peuvent mettre la vie de ces organismes en danger. La toxicité des pesticides dépend
généralement de la durée d’exposition a ces derniers, du taux de leur dégradation et de la

physiologie des organismes exposés (Loureiro et al., 2018).

Les mortalités observées chez H. vermiculata au cours de notre étude affichent des taux de 11,6
% ; 3,57% et 8,03% pour le Decis, le Zoom et le Weatfert respectivement. Un taux de mortalité
de 13% a été observé chez Helix aspersa traité avec le carbaryl (5mg/kg) pendant 14 jours
(Schuytema et al., 1994). Cependant, les mémes auteurs n’ont signalé aucun effet 1étal chez la
méme espéce d’escargots exposée a une concentration de 5000 mg kg de glyphosate par
ingestion. En effet, la mortalité des escargots dépend de 1’espéce testée et de sa sensibilité vis-
a-vis des substances testées. Le thiaméthoxame, la téfluthrine et leurs mixtures ont montré une
toxicité a 1’égard des adultes d’Helix aspersa (Ait Hamlet et al., 2012). Les résultats de Ibrahim
& Sayed (2019) ont montré que le taux de survie des escargots adultes de B. alexandrina était
clairement réduit apres exposition a une concentration de 24% EC de I’herbicide, oxyfluorfene.
Par ailleurs, des taux de mortalité de 100, 73,3 et 60% ont été enregistrés aprés application
d’une faible concentration d’indoxacarbe, d’abamectine et de spiromésiféne, respectivement,
sur les adultes d’E. vermiculata (Mona & El Kazafy, 2019). Les travaux de Abdel-Halim et al.
(2021b), ont révélé une toxicité aigué avec des DLso de 6,45 et 45,95 pg/escargot apres
exposition d’H. aspersa a I’abamectine et le Vertimec respectivement pendant 48 h. Par contre,
Bhattacharya & Sahu (2016) ont clairement montré que la dose recommandée de I’engrais NPK

n'a pas induit une mortalité chez les vers de terre.
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Cependant, la formulation nano-dérivée de 1’abamectine (1%) a montré des effets tres toxiques
comparativement a la formulation conventionnelle du composé (Vertimec®) contre H. aspersa
(Abdel-Halim et al., 2021b).

Par ailleurs, les travaux d’Alexander et al. (2014) ont révélé les effets toxiques des engrais
azotés chez les escargots. De plus, De La Cruz et al. (2001) ont montré que 1’ajout de I’azote
dans I’écosystéeme provoque une diminution de la survie de I’escargot-pomme, Pomacea
canaliculata. En outre, Sadany et al. (2009) ont constaté que ’urée en tant qu’engrais chimique
était un agent trés efficace lorsque ce dernier est pulvérisé directement sur les escargots
terrestres. Cet engrais, pouvait également étre pulvérisé sur les mauvaises herbes autour des

arbres pour lutter contre les escargots.
4.2. Réponses comportementales des escargots

Certains comportements dus a I’exposition des escargots aux traitements ont pu étre observeés
au cours de cette étude, ce sont : I’incapacité des escargots a se nourrir normalement et
I’évitement de la nourriture, 1’activité des animaux et leur position spatiale dans la chambre
d’essai : par exemple, actifs ou inactifs en position haute ou sur les supports, ou actifs ou inactifs
sur I’aliment (Bourbia-Ait Hamlet, 2013).

Les travaux de Bourbia-Ait Hamlet (2013) ont montré que tous les escargots fuient la
nourriture, se positionnent au sommet des boites, et n’ont pratiquement pas d’activité
locomotrice, dés la premiere semaine de traitement par le téfluthrine et le thiaméthoxam. De
plus, la consommation de la laitue contaminée diminuait d’une fagon dose-dépendante. Les
travaux de Coeurdassier et al. (2001), ont montré une diminution de la consommation
alimentaire ce qui a provoqué une inhibition de la croissance et de la survie des escargots traités

par le diméthoate.
4.3. Effet des traitements sur la croissance des escargots

Les modifications de la masse corporelle sont utilisées comme biomarqueurs écologiques
pertinents, car on croit que les pertes élevées de cette masse ont des effets négatifs sur la survie
et la reproduction (Dittbrenner et al., 2010). Schuytema et al. (1994) ont signalé une réduction
significative du poids corporel et du diametre de la coquille d’Helix aspersa traité a
I’aminocarbe, au méthyle parathion et au paraquat ; ces réponses observées variaient selon le

type de pesticides et la dose administrée. De plus, les résultats obtenus au cours de différentes
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études indiquent que la réduction de la croissance est liée au mode d’application (Salama et al.,
2005 ; Radwan et al., 2008) et a la durée du traitement (Coeurdassier et al., 2001). Au cours de
notre étude, la croissance des escargots juvéniles a été suivie mensuellement pendant la période
de traitement (3 mois). Les résultats obtenus ont montré que 1’application de I’insecticide, le
Zoom, de I’herbicide, le Decis et de 1’engrais, le Weatfert a induit une inhibition de la croissance
des juvéniles et des adultes d’H. vermiculata. De plus, le traitement des escargots avec trois
types d’engrais NPK (haute teneur en azote, haute teneur en azote-phosphore et équilibré) (El-
Deeb et al., 2017) ou avec I’'urée (Ragab & Shoukry, 2006) a induit une perturbation de la
croissance des escargots. Abdel-Hamid et al. (1998) ont rapporté une réduction de la croissance
des juvéniles de B. alexandrina aprés traitement a 1’urée et au nitrate d’ammonium. En outre,
la croissance d’H. aspersa a été affectée par le traitement avec deux pesticides, le
thiaméthoxame et le téfluthrine (Ait Hamlet et al., 2012). Afomezie et al. (2011) ont constaté
que le traitement du sol par le NPK perturbe la performance des escargots en réduisant leur
poids et leur gain de poids.

Concernant I’évolution du diamétre de la coquille, on remarque une diminution de ce parametre
chez les escargots traités par les trois molécules avec une relation dose-dépendante. Nos
résultats sont en accord avec ceux de Ait Hamlet et al. (2019), qui ont montré une perturbation
du diameétre de la coquille des escargots apres exposition au thiaméthoxame (insecticide
néonicotinoide) et téfluthrine (insecticide pyréthroide). Grara et al. (2016) ont montré une

diminution du diametre de la coquille en présence de poussiere métallique.

Ces données refletent le déclin de la croissance des escargots (masse et diametre coquillére)
sous I’effet de tous les traitements. La réduction significative de la croissance des juvéniles
eXposes aux traitements peut s’expliquer par une réduction des réserves énergétiques, allouées
a la croissance (Taux de lipides et en glucides) dans les cellules de stockage des tissus des
escargots, cette réduction est probablement provoquée par la mobilisation de ces ressources

pour I’initiation des processus de détoxication (Ait Hamlet et al., 2019).

De plus, ’ensemble des résultats semble indiquer que la réduction de la croissance est liée au
mode (Salama et al., 2005 ; Radwan et al., 2008) et a la durée d’exposition (Seuge & Buzat,
1980 ; Coeurdassier et al., 2001) a un pesticide testé. D’autre part, Bluzat & Seuge (1979) ont
montré que le traitement des mollusques, Lymnea stagnalis par le carbaryl et le lindane

provoque une diminution de la croissance des coquilles.
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4.4, Effet des traitements sur la composition biochimique

Les parametres biochimiques et enzymatiques des organismes exposés a des contaminants
toxiques ont été utilisés comme biomarqueurs et peuvent étre considérés comme un outil de
diagnostic important pour évaluer 1’exposition et les effets des xénobiotiques (Mcloughlin et
al., 2000). La glande digestive a été choisie pour effectuer les analyses biochimiques
indépendants de sa capacité d’absorber et d’accumuler les polluants avec 5 a 10 fois plus grand
que les autres sites (De Vaufleury & Pihan, 2000 ; Beeby & Richmond, 2003).

Pendant les périodes de stress chronique, les escargots ont besoin de plus d’énergie pour
détoxifier les substances toxiques et surmonter le stress induit (EI-Shenawy et al., 2012).
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 (Radwan et al., 2008).

Les protéines jouent un réle fondamental dans 1’organisme biologique. Elles peuvent assurer la
catalyse biochimique, la régulation hormonale et s’intégrer dans la cellule en tant que
constituants structuraux en méme temps que les lipides et les glucides (Jacob & Monod, 1961).
La concentration d’acides aminés libres dans le mollusque varie selon les niveaux de pollution
(Bishop, 1983). Notre travail a montré une augmentation significative du taux de protéines dans
I’hépatopancréas d’E. vermiculata traité avec 1’engrais, 1’herbicide et 1’insecticide. Cette
augmentation pourrait étre une contribution au mécanisme de défense contre le stress chimique.
En revanche, la teneur en protéines a augmenté de fagon significative aprés exposition d’un ver
de terre, L. terrestris au TSP et aucun effet n’a été rapporté par le sekator (Mekahlia et al.,
2016). Cette augmentation pourrait indiquer une adaptabilité physiologique de ces vers pour
compenser le stress et le développement de défenses cellulaires en réponse a 1’impact des
pesticides et des engrais. De plus, I’accumulation de ces protéines pourrait étre nécessaire pour
restaurer les enzymes et compenser les pertes tissulaires suite a la nécrose induite par
I’exposition aux traitements (Mosleh et al., 2006). Cependant, les résultats de Gao et al. (2013)
ont montré que la teneur en protéines a augmenté lorsque les vers de terre, E. foetida ont été
exposés au propiconazole et au difénoconazole. Les résultats de Khalil (2016) suggérent que
I’exposition a des doses sublétales de pesticide, le méthomyl-lannate, peut influencer le
métabolisme des protéines totales. Par contre, une diminution dose-dépendante des protéines
totales a été notée chez les escargots traités par les deux insecticides, le thiaméthoxam et la
téfluthrine par rapport aux escargots témoins (Bourbia-Ai Hamlet, 2013). Bakry et al. (2011)

ont signalé que les deux pesticides, la deltaméthrine et le malathion, avaient un effet qualitatif
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et quantitatif sur les protéines chez les escargots, Helisoma duryi. En outre, le profil
électrophorétique des protéines totales des escargots Biomphalaria alexandrina traités au
diazinon et au profenfos présentaient moins de bandes protéiques, ce qui indique que ces
pesticides ont induit des dommages chez cette espéce (Bakry et al., 2013). Padmaja & Rao
(1994) ont suggéré que la diminution des protéines chez les escargots traités par les pesticides
pourrait étre due a plusieurs mécanismes, a savoir la formation de lipoprotéines qui sont
utilisées pour la réparation des cellules et des organites tissulaires endommagés, et leur
utilisation directe par les cellules pour des besoins énergétiques (Radwan et al., 2008). Les
travaux de Radwan et al. (2008) ont montré une diminution significative des protéines totales
et des lipides totaux chez les escargots exposés aux carbamates. Ces résultats sont en accord
avec ceux rapportés par Bhide et al. (2006). IIs ont montré que les concentrations sublétales des
insecticides : Baygon et Nuvan induisent un épuisement des fractions protéiques de I'escargot
d'eau douce, Lymnaea stagnalis. L'effet significatif de ces deux carbamates testés sur les
protéines et les lipides implique leurs effets cytotoxiques qui dépendent fortement des

interférences avec les niveaux de lipoprotéines et leur taux de biosyntheése.

Les glucides sont des composés dont la fonction principale est de stocker et fournir de
I’énergie (Brooker, 2000). Sous les conditions de stress, les niveaux de glucose sont
considérablement réduits pour assurer un apport énergetique adéquat (Carefoot et al., 1993). La
demande croissante d'énergie par les organismes pendant le stress se traduit par leurs besoins
pour détoxifier, biotransformer et excréter les substances toxiques (Umminger, 1977).

Les résultats obtenus au cours de notre étude ont révélé une diminution significative du taux de
glucides suite a I’exposition des juvéniles d’E. vermiculata au Decis, au Zoom et au Weatfert.
Nos résultats sont conformes avec ceux d’Ait Hamlet et al. (2012) qui ont montré que le
thiaméthoxame provoque une perturbation des réserves énergétiques de la glande digestive des
escargots traités par rapport aux témoins. Une diminution du taux de glucides a été également
signalée dans I’hépatopancréas et les reins d’H. aspersa exposé a un mélange d’insecticides,
imidaclopride et acétamipride (Zouaghi et al., 2020). La dégradation du glycogene fait partie
des mécanismes bien connus pour fournir de I’énergie aux mollusques dans un environnement
stressant (Tunholi et al., 2017). L’énergie est utilisée pour faire face a la cytotoxicité induite
par les pesticides. Les travaux de Barky et al. (2012), ont signalé une diminution des
concentrations de glycogene dans les tissus et une augmentation de la concentration de glucose
hémolymphatique chez les escargots d’eau douce (Bulinus truncates) exposés au glyphosate

(herbicide). De méme, la réduction du glycogene tissulaire a été signalée chez les escargots de
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boue (Amphibola crenata) exposés au cadmium d’origine hydrique (De Silva et al., 2018). Les
résultats de Mohammadein et al. (2013) et de Radwan et al. (2008) ont révélé une diminution
significative de la teneur en glycogene au niveau de la glande digestive chez les escargots
terrestres traités avec des métaux lourds et des produits chimiques (méthomyl et méthiocarbe).
Cela peut résulter d’une augmentation du taux de dégradation du glycogene (glycogénolyse).
La diminution de la teneur en glycogene peut avoir un effet indirect sur les réserves de protéines
et de lipides. Les résultats de Banaee & Taheri (2019) ont révélé des niveaux plus faibles de
glycogéne chez I’escargot d’eau douce, Galba truncatula exposé aux eaux usees par rapport
aux témoins. De plus, H. aspersa exposée aux hydrocarbures, marque une diminution du taux
de glucides, pour assurer un approvisionnement suffisant en énergie (Zouaghi et al., 2015). Nos
résultats sont en accord avec ceux d'EI-Wakil & Radwan (1991). Padmaja & Rao (1994) ont
signalé un épuisement de la teneur en glycogéne dans les tissus d’un Escargot d'eau douce,
Bellamya dissimilis, exposé a certains pesticides : Endosulfan, Méthylparathion, Quinalphos et
Nuvan et qui peut étre di a l'utilisation directe du glycogéne pour la production d'énergie, une
demande causée par I'hypoxie induite par les pesticides. Cependant, d'autres mécanismes tels
que la diminution de la glycogénese et la mobilisation vers d'autres tissus ne peuvent étre exclus
(Radwan et al., 2008).

Les lipides jouent un role extrémement important dans le fonctionnement normal d’une
cellule. 1ls servent non seulement comme forme de stockage d’énergie, mais ils jouent
également un réle majeur dans la structure des membranes cellulaires et des organites (Kandil
et al., 2009). En effet, les lipides sont le carburant énergétique préféré offert aux tissus en cas
de besoin apres les glucides. Pendant les périodes de stress chronique, ils constituent également
une autre source d’énergie (Moussard, 1999). Une diminution des lipides totaux a été notée
chez les escargots, E. vermiculata traités avec le Weatfert, le Decis et le Zoom par rapport aux
escargots témoins. Ces résultats sont similaires a ceux d’Ait Hamlet et al. (2012) qui ont montré
que le thiaméthoxame provoque une perturbation de la teneur en lipides de la glande digestive
des escargots traités. Les mémes observations ont été signalées chez un ver de terre,
Apporectodea caliginosa traité par un engrais inorganique, le NPK (Halaimia et al., 2021).
Sharaf et al. (2015) ont enregistré une perturbation du taux de lipides et de protéines dans la
glande digestive de I’escargot terrestre apres une exposition au méthiocarbe et au chlorpyrifos.
Une diminution des taux de lipides hépatopancréatiques a été enregistrée chez Gambusia affinis

traité par le DFB (Beldi, 2007). L’épuisement des acides gras a longue chaine et a chaine courte

peut étre expliqué par la réduction du taux de métabolisme du glucose chez les escargots et qui
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est compensé par la stimulation de I’hydrolyse des triglycérides et de 1’oxydation des acides

gras (Ait Hamlet et al., 2012).

4.5. Effet des traitements sur la vitellogénine

La glande albumen est une glande volumineuse, située a la jonction du canal hermaphrodite
et du spermiducte au niveau de la poche de fécondation. C’est une glande exocrine, tubulo-
acineuse, a activite cyclique : elle produit du glycogene en hiver, du galactogene et des protéines
en été. Ces deux dernieres substances interviennent au moment de la ponte et constituent la
couche périvitelline des ceufs (Goudsmit, 1975). Pendant la reproduction, la vitellogénine
(VTG) est transportée dans les ovocytes vitellogéniques comme précurseur de lipovitelline du
jaune d’ceuf (LV). La synthése de la VTG est affectée par les facteurs de stress
environnementaux, elle est largement utilisée comme biomarqueur dans les études de

perturbation endocrinienne (Fernando et al., 2012).

Au cours de notre étude, le taux de la vitellogénine chez les escargots traités par le Decis, le
Zoom et le Weatfert, a diminué par rapport aux témoins. Nos résultats peuvent s'expliquer par
une interaction avec les hormones endogénes dues a la régulation endocrinienne ou par un
dysfonctionnement au niveau de l'interaction entre ces hormones.

Une réduction de la vitellogénine a été signalée chez Drosophila melanogaster exposée a
I'azadirachtine (Boulehbal et al., 2015) et chez Neobellieria bullata traitée avec le captopril
(Vandingenen et al., 2001). Cependant, I’effet sur la vitéllogénine varie en fonction des doses
et le moment de I'application du traitement (Boulahbel et al., 2015). Les résultats obtenus par
El-Bolkiny et al. (2000) ont montré que le carbamate affectait la fécondité des escargots
exposés a des concentrations sublétales. Ces concentrations réduisaient la production d'ceufs
d'escargots et leur éclosion. L'ovulation et la ponte sont déclenchées par la libération de
plusieurs hormones par les cellules caudo-dorsales des ganglions cérébraux. Ces neuropeptides
peuvent étre affectés par le carbamate. De plus, I'exposition des escargots au carbamate a
provoqué des changements dégénératifs marqués dans l'architecture histologique des tubules
glandulaires de la glande albumen. Les membranes apicales des cellules sécrétoires épithéliales
ont été rompues, entrainant la disparition des granules sécrétoires et des lumiéres beaucoup plus
larges par rapport aux témoins (El-Bolkiny et al., 2000). Cette méme étude a également révélé
que la teneur en glycogéne des escargots traités était fortement réduite, ce qui peut expliquer la
diminution de la capacité de ponte des escargots exposés. Cela a également entrainé une
diminution du volume cellulaire de la glande albumen et des glandes hermaphrodites. Par
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ailleurs, des malformations induites par le chlorfluazuron sur les organes du systéeme
reproducteur des escargots par rapport aux animaux témoins ont été observées au cours des
travaux de Soha Mobarak (2016). Ce traitement a provoqué un gonflement important de la taille
du pénis, du vagin, de I'oviducte et de la glande a albumen. Ces résultats peuvent étre dus a la
perturbation des hormones du systeme reproducteur causée par le traitement au chlorfluazuron.
De plus, le méme auteur a signalé 1’absence des ceufs dans 1’ovotestis des escargots traités.
Cette action peut étre causée par la réduction du taux de protéines au niveau de I'ovotestis ou a
un retard de croissance dans la glande albumen responsable de la formation des ceufs. Soha
Mobarak et al. (2015) ont étudié I'effet de la CLso de I'extrait du clou de girofle contre un limace,
Limacus flavus, et ils ont indiqué que ce dernier causait de graves gonflements de la taille des
organes du systeme reproducteur. Srivastava & Singh (2015) ont également constaté que la
CLso de Syzygium aromaticum a entrainé une réduction significative des acides aminés libres,
des protéines, de I’ADN et de I’ARN dans l'ovotestis de I'escargot Lymnaea acuminata apres
24 h de traitement. Preveen & Miyata (2000) ont indiqué que le Chlorfluazuron réduisait la
quantité de protéines dans les ovaires du ver-gris Spodoptera litura. Soltani & Soltani-Mazouni
(1992) mentionne qu'il existe une réduction de la féconditeé et de la viabilité des ceufs de Cydia
pomonella, traitée avec le diflubenzuron a la suite d'interférence avec la vitellogenése et la
maturation des ceufs chez les femelles traitées.

Par contre, une augmentation de la vitellogénine a €été constatée chez les espéces de
gastéropodes : Valvata piscinalis, et Lithoglyphus naticoides (Gagnaire et al., 2009) et chez une
crevette, Macrobrachium exposées aux xénobiotiques (Fernando et al., 2012). Les organismes
d’eau douce dont les parametres de reproduction sont affectés par les pesticides comprennent
une variété d’especes, y compris les crustacés, les amphibiens et les poissons. Les moules d’eau
douce et les gastéropodes font partie des organismes dont les populations ont connu un déclin

rapide (Lopes-Lima et al., 2017).

4.6. Effet des traitements sur les biomarqueurs du stress oxydatif

Le terme biomarqueur est genéralement utilisé dans un sens large pour inclure presque toutes
les mesures qui refletent une interaction entre un systéme biologique et un risque potentiel, qu’il
soit chimique, physique ou biologique (OMS, 1993). Les biomarqueurs sont essentiels a
I’évaluation et a la gestion de la santé des écosystemes (Boyd, 2010). L’étude du systeme de
défense antioxydant est augmentée en raison de son utilite potentielle pour fournir des
biomarqueurs biochimiques qui peuvent étre utilisés dans les systemes de surveillance

environnementales (Ballesteros, 2009). Les pesticides sont considérés comme I’une des
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principales causes du stress oxydant. Les mesures de I’activité des enzymes antioxydantes

constitue donc un marqueur de 1’état désordonné du systeme biologique (Borkovic et al., 2005).

A T1’état naturel, il existe un équilibre dynamique entre la production et 1’élimination des ROS
(Dérivé réactif de I'oxygene) via la régulation des systemes antioxydants (Lushchak, 2011).
Lorsqu’il y a un déséquilibre dans la production de ROS et leur désintoxication dans les cellules
vivantes par le biais d’antioxydants, le stress oxydatif peut avoir lieu (Espin et al., 2016).
L’exposition a des polluants augmente la production de ROS dans les cellules de I’organisme
ce qui déclenche une défense antioxydante pour protéger les organismes exposés contre
I’apparition des dommages oxydatifs (Maity et al., 2018). Une accumulation excessive de ces
ROS peut causer des dommages oxydatifs dans les cellules, tels que I’oxydation des acides
aminés (dénaturation des protéines), des dommages au niveau de la membrane cellulaire
(peroxydation lipidique), des dommages de I’ADN et éventuellement la mort cellulaire (Davies
& Shringarpure, 2006).

Les escargots représentent une proportion majeure de la biomasse d'invertébrés et sont utilisés
comme organismes appropriés pour I'évaluation de la biosurveillance environnementale. La
plupart des pistes de recherche ont démontré I'utilisation des glutathion-S-transférases (GSTSs),
de la catalase (CAT), de la superoxyde dismutase (SOD), de la glutathion peroxydase (GPx) et
du malondialdéhyde (biomarqueur de la peroxydation lipidique) chez les escargots exposés a
divers toxiques et leur implication dans le programme de surveillance de I'environnement
(Bahgat et al., 2016). Parmi les parameétres antioxydants, par ex. SOD, CAT, GST, GPx et MDA
sont largement étudiés (Radwan et al., 2010 ; EI-Shenawy et al., 2012 ; Wang et al., 2014).

4.6.1. Effet sur activité de la lactate déshydrogénase

Le lactate déshydrogénase (LDH) est impliqué dans la respiration cellulaire et la production
de I’adénosine triphosphate (ATP) par la glycolyse (Stryer, 1988). La mesure de 1’activité de la
LDH a été largement utilisée en biologie cliniqgue comme diagnostic des lésions cellulaires et
tissulaires (Asztalos et al, 1990). La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme métabolique
importante qui catalyse la conversion du pyruvate en lactate dans la glycolyse anaérobie. C’est
une enzyme cytoplasmique impliquée dans la production d’énergie. L’évolution de I’activité de
la LDH a été étudiée chez certains invertébrés du sol en réponse a des modifications
environnementales (Augenfeld, 1966 ; Tripathi et al., 2009 ; Rico et al., 2016). LDH est une
enzyme impliquée dans ’activation du métabolisme, et sa mesure peut étre utilisée pour

comprendre la production d’énergie par les mollusques, ce qui peut se produire soit par aérobie,
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soit par anaérobie. Selon les auteurs, 1’accélération du métabolisme par anaérobie est une

conséquence possible d’intoxication (Silva et al., 2013).

Les résultats ont montré que I’activité¢ de la LDH augmentait en réponse au traitement par le
Decis, le Zoom et le Weatfert appliqués sur les juvéniles d’E. vermiculata a différentes
périodes. Les mémes observations ont été signalées chez Lymnaea natalensis exposée au
Niclosamide (Farid et al., 2009), et chez E. vermiculata soumise a des doses sublétales de
Lannate (Khalil, 2016) et chez G. truncatula exposée au Cadmium et au Diméthoate (Banaee
etal., 2019). Abdel-Halim et al. (2021b) ont montré que 1’augmentation de 1’activité de la LDH
dans la glande digestive de I’escargot, H. aspersa est considérée comme un bon biomarqueur
de I’effet cytotoxique des pesticides. Par contre une réduction de ’activité de la LDH a été
constatée chez B. alexandrina traitée avec de 1’ Atrazine et du Roundup (Barky et al., 2012).
Les travaux de Banaee & Taheri (2019) ont mis en évidence une augmentation significative de
la LDH chez G. truncatula exposée aux eaux usées, qui pourrait étre une réponse physiologique
a un environnement stressant. L’augmentation de la LDH dans les tissus mous des escargots
pourrait étre attribuée a I’hypoxie et a I’augmentation de la glycolyse anaérobie. Cette enzyme
joue un réle clé dans le maintien de 1’équilibre entre le catabolisme et 1’anabolisme des glucides
chez les mollusques (Chen et al., 2011). Au cours d’un stress environnemental, la LDH
convertit le pyruvate en lactate, qui a son tour conduit a la modification de la concentration
d’acide carboxylique (acide lactique) dans les tissus et I’hémolymphe. Donc le pH des tissus et
de I’hémolymphe diminue et provoque des changements physiologiques spécifiques (Tunholi
etal.,2017). Les travaux d’ Abdel-Halim et al. (2013) ont signalé une augmentation de 1’activité
de la LDH chez H. aspersa exposé aux métaux lourds, ce qui indique une réponse physiologique
a I’hypoxie induite par un stress métallique. De plus, une augmentation significative de
I’activité de la LDH a été constatée chez Deroceras reticulatum exposé a ’engrais, Caselio
(Abd-EI Azeem & Sheir, 2018). Salama et al. (2005) ont enregistré également une
augmentation du niveau de la LDH chez H. aspersa apres exposition a plusieurs produits
chimiques tels que le Méthomyl, le Carbofuran et le Chlorpyrifos. La libération accrue de la
LDH dans le tissu du manteau est un indicateur de dommages cellulaires ou membranaires
(Abd-El Azeem & Sheir, 2018). L’¢l1évation de I’activité de la LDH pourrait étre le résultat de
la synthése accrue d’enzymes pour se défendre contre le stress et augmenter les sources de
production d’énergie par la dégradation des nucléotides et des acides aminés riches en énergie
(Mosleh et al., 2003). Une augmentation de 1’activité de la LDH a été observée également chez

les escargots traités par le Benzoate d’émamectine apres 7 jours d’exposition (Gad, 2022). Une
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augmentation significative de ’activité de la LDH a été remarquée, aprés une exposition au
Thiobencarbe des escargots terrestres : Theba pisana et Eobania vermiculata (Abdel-Halim et
al., 2021a). Par contre, les travaux de Patricio et al. (2019) ont montré que 1’escargot, B.
tenuissimus expose aux différentes concentrations du molluscicide, le Latex, n’a présenté
aucune modification de I’activité de la LDH, de sorte que son métabolisme aérobie a été

maintenu.

4.6.2. Effet sur P’activité de la glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GPx) connue sous le nom de peroxydase assure la désintoxication
du peroxyde et des hydroperoxydes en eau et composés hydroxyles, respectivement (Pinto et
al., 2003), de sorte qu’elle joue un rdle protecteur contre le stress oxydatif (Van Der Oost et al.,
1998 ; Van Der Oost et al., 2003). GPx est une enzyme omniprésente dans le cytoplasme des
cellules qui aide a protéger les cellules des effets oxydatifs en décomposant 1’eau oxygénée
(H202) en O2 et en eau. De plus, elle stimule la transformation des radicaux peroxydes en alcool
en oxydant le GSH réduit en disulfure de glutathion oxydé (GSSG) (Regoli & Giuliani, 2014).

Nos résultats révélent une augmentation significative de Dactivité de la GPx chez E.
vermiculata exposé au Weatfert, au Decis et au Zoom. Ces résultats sont en accord avec ceux
de Farid et al. (2009) chez Lymnaea natalensis apres traitement au Niclosamide. Des
observations similaires ont été rapportées par EI-Shenawy et al. (2012) qui ont signalé des
concentrations élevées de GPx chez les escargots exposés au Cadmium, au Plomb et au Cuivre.
Cette augmentation peut étre attribuée a la production de radicaux libres (Hermes et al., 2020)
comme le montrent Orbea et al. (2000) et Radwan et al. (2010) sur d’autres espéces d’escargots
exposeées a certains polluants. En revanche, une 1égére inhibition de I’activité de la GPx a été
observée chez Biomphalaria alexandrina aprés traitement avec un engrais a haute teneur en
phosphore (EI-Deeb, 2017). L activité de GPx était accrue chez Theba pisana exposé a la DLso
de pesticide contenant du cuivre (EI-Gendy et al., 2009). Une augmentation de GPx a été

rapportée également chez Cantareus apertus exposé au Carbaryl (Leomanni et al., 2015).
4.6.3. Effet sur ’activité des glutathion-S-transférases

Les GSTs consistent a catalyser la conjugaison d’une variété de substrats électrophiles pour
réduire le glutathion et protéger la cellule contre les effets des xénobiotiques (Ferrari et al.,
2007). Les GSTs sont des enzymes de phase 11 qui remplissent plusieurs fonctions dans la
biotransformation et la désintoxication des xénobiotiques toxiques. Il a en effet une activité

cruciale en tant que biomarqueur de contamination (Narbonne et al, 1991), en augmentant la

60

=
| S—



Discussion

solubilité de plusieurs composés toxiques endogénes et exogenes, ce qui les rend plus faciles
pour les organismes a éliminer (Jokanovi'c, 2001). L’augmentation de 1’activité des GSTs
semble étre une réponse aux polluants, ce qui entraine 1’induction du systeme de protection
antioxydant ainsi que I’élimination des polluants par la formation de conjugués de glutathion
(Bhavan & Geraldine, 2000). L’effet de 1’exposition aux pesticides sur 1’altération de 1’activité

de la GSTs s’est manifesté chez diverses espéces d’escargots.

La présente étude a montré une augmentation importante de I’activité des GSTs au niveau de
I’hépatopancréas d’H. vermiculata traité aux pesticides et a I’engrais. Les travaux de Ma et al.
(2014) ont signalé une augmentation de 1’activité des GSTs chez I’escargot d’eau douce, Physa
acuta apres une exposition de 96 h a certains pesticides. Par contre, Abdel-Halim et al. (2021b)
marquent une diminution de I’activité des GSTs chez H. aspersa traité par les pesticides
(Vertimec® 1,8% EC et Fast Max Super® 8,4% SC). Les résultats de Farombi et al. (2007) ont
mis en évidence une réduction du taux du GSH et une augmentation de I’activité des GSTSs,
cette augmentation est une réponse au stress oxydatif causé par 1’exposition de Clarias
gariepinus au spinosad. Les mémes observations ont été signalées par plusieurs auteurs
(Belhaouchet et al., 2012 ; Canesi et al., 1999 ; Regoli et al., 1998). Cette augmentation des
GSTs a été enregistrée chez T. pisana traité par le Carbamate (Radwan et al., 1992), chez C.
penctatus traité par le Malathion (Pandey et al., 2005), chez C. aspersum traité par
I’Imidaclopride (Radwan & Mohamed, 2013), chez H. aspersa traité par le Thiaméthoxame
(Ait Hamlet et al., 2016), chez C. apertus exposé au Carbaryl (Leomanni et al., 2015), et chez
T. pisana exposé a 1’Abamectine et le Thiaméthoxame (EL-Gendy et al., 2009). Par ailleurs,
I’exposition de T. pisana a I’Oxamy!| et au Thiofanox a entrainé une augmentation significative
de T’activité des GSTs, tandis que I’Aldoxycarbe et le Méthomyle n’ont provoqué aucun
changement, par contre, 1’Aldicarbe a causé une diminution de ’activité de ce biomarqueur
(Radwan et al., 1992). Ainsi, les travaux de Fadhlaoui & Lavoie (2021) ont montré que
I’exposition des escargots, Lymnaea sp au glyphosate provoque une altération de ’activité des
GSTs suggerant une augmentation des ROS. Larguinho et al. (2014) ont noté une augmentation
de ce biomarqueur suite a 1’exposition des bivalves marins, Mytilus galloprovincialis a
I’acrylamide. L’exposition des juvéniles d’A. calliginosa (ver de terre) a un engrais, le NPK a
induit une activation du systeme de détoxication traduite par une élevation de I’activité des

GSTs (Halaimia et al., 2021).
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Par contre, une réduction de I’activité des GSTs a été révélée chez les vers de terre, Lumbricus
terresteris traités par des neurotoxines (Subaraja & Vanisree, 2015) et chez Lymnaea luteola

exposée aux nanoparticules d’oxyde de zinc (Ali et al., 2015).
4.6.4. Effet sur I’activité de la catalase

La catalase joue un role clé dans le mécanisme antioxydant (Regoli et al., 2011 ; Niyogi et
al., 2001). La CAT est une enzyme antioxydante présente dans presque tous les tissus vivants
qui utilisent I’oxygene. L’enzyme utilise le fer ou le manganése comme cofacteur et catalyse la
dégradation ou la réduction du peroxyde d’hydrogene (H202) en eau et en oxygene moléculaire,
complétant ainsi le processus de désintoxication imité par le SOD (Marklund, 1984 ; Chelikani
et al., 2004).

Une augmentation significative de I’activité de la catalase a été observée chez les escargots, H.
vermiculata exposés a I’herbicide Zoom. L’induction de I’activité CAT a été abordée dans de
nombreuses études sur des gastéropodes terrestres exposés a un ensemble de contaminants.
Cette augmentation a €té rapportée chez E. vermiculata exposé au Méthomyle, au Thiodicarbe
et au Métaldéhyde (EI-Wakil & Radwan, 1991) ; chez Helix aspersa traité avec I’Imidaclopride
(Radwan & Mohamed, 2013) ou le Thiaméthoxame (Ait Hamlet et al., 2016). EI-Gendy et al.
(2009) ont signalé une induction de I’activité de la Catalase hépatopancréatique chez Theba
pisana, apreés traitement avec des pesticides contenant du cuivre. Ces résultats concordent avec
ceux de Parolini et al. (2010), qui ont constaté une augmentation significative de 1’activité de
CAT apres exposition du mollusque, Dreissena polymorpha a I’acétaminophéne. D’autre part,
C. aspersum collecté dans différentes zones contaminées, y compris ; des sites a forte intensité
de trafic (Regoli et al., 2006) et des zones contaminées par des métaux (Abdel-Halim et al.,
2013) ont montré une augmentation de 1’activité de la Catalase dans divers organes. Le T.
pisana collecté a partir de différents sites pollués en métaux (Radwan et al., 2010) et A. achatina
collecté dans des sites miniers (Nmaduka et al., 2018) ont montré une augmentation de 1’activité
de la CAT. L’induction de la Catalase est traduite par la capacité de cette enzyme a améliorer
et a éliminer les ROS et prévenir des organismes des effets oxydatifs (Wang et al., 2018).
Zouaghi et al. (2020) a montré une augmentation de I’activité de la catalase au niveau de
I’hépatopancréas et des reins chez Helix aspersa traité aux pesticides avec une relation dose-
réponse. Les mémes observations ont été signalées chez les moules exposées au plomb (Pb)
(De Almeida et al., 2004), chez E. vermiculata exposé au méthomyl (EI-Wakil & Radwan,

1991), chez Theba pisana exposé a des doses sublétales de pesticides a base de cuivre (El-
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Gendy et al., 2009) et chez Lanistes carinatus exposé au Chlorpyrifos (Khalil, 2015). Aucun
effet n’a été signalé chez L. terresteris traité par 1I’Acrylamide (Subaraja & Vanisree, 2015),
chez Biomphalaria glabrata exposé au Paraquat (Cochon et al., 2007) et chez Gibbula
umbilicalis exposé au mercure (Cabecinhas et al., 2014). Par contre, une diminution de ce
biomarqueur a été enregistrée chez C. aspersum exposé au Diazinon, au Nickel et a leur
combinaison (Zawisza-Raszka et al., 2010), et chez B. alexandrina exposée a I’ Atrazine et au
Glyphosate (Barky et al., 2012).

4.7. Histopathologie de I’hépatopancréas

Les altérations cellulaires observées au niveau de I’hépatopancréas des gastéropodes ont été
largement étudiées comme biomarqueurs de 1’exposition aux xénobiotiques (Marigomez et al.,
1998 ; Snyman et al., 2005 ; Radwan et al., 2008). Cependant, peu d’informations sont
disponibles dans la littérature concernant les marqueurs biochimiques et histologiques des
mollusques exposés aux insecticides (Radwan et al., 2008). Plusieurs altérations histologiques
ont été signalées dans les muscles, le foie et les reins des escargots en réponse aux polluants
industriels et agricoles et aux eaux usées. Des changements histopathologiques ont été induits
par des concentrations sublétales d’Oxyfluorfene (herbicide) dans la glande digestive des
escargots, Biomphalaria alexandrina (Ibrahim & Sayed, 2019). L’examen histologique de
I’hépatopancréas d’Helix aspersa traité par le Thiametoxam a révélé la dégénérescence des
tubules digestifs et la dégradation de la membrane basale d’une mani¢re dose-dépendante,
entrainant une détérioration grave des tissus (Ait-Hamlet et al., 2012). Par ailleurs, I’application
d’une mixture de Pirimicarbe et d’Acétate de plomb induit une nécrose hépatocytaire, une
nécrose des cellules rénales, et une dystrophie musculaire chez les escargots traités (Chen et
al., 2011). Sharaf et al. (2015) ont enregistré une altération histologique de la glande digestive
de I’escargot terrestre exposé au Méthiocarbe et au Chlorpyrifos. Sheir (2015) a signalé des
Iésions tissulaires dans les tubules digestifs sous forme de nécrose, et une augmentation du
pigment chez I’escargot d’eau douce, Lanistes carinatus. EI-Deeb et al. (2015) ont exposé B.
alexandrina aux engrais inorganiques (teneur élevée en phosphore et en azote) et ils ont
enregistré des altérations histologiques des glandes digestives. De plus, 1’exposition de
Deroceras reticulatum a un engrais, le Caselio a induit certains signes pathologiques tels que
la dégénérescence cellulaire, la nécrose, les réponses inflammatoires et les fuites intestinales
(lacunes) (Abd-El Azeem & Sheir, 2018). De méme, Hamed et al. (2007) ont constaté une
vacuolisation des cellules digestives chez E. vermiculata traité par le Carbamate, le

Méthiocarbe et le Méthomyl. L’exposition aux insecticides peut également entrainer des
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altérations morphologiques et histologiques des invertébrés terrestres. Saxena et al. (2014) ont
rapporté des lésions de la membrane cuticulaire et une désintégration des muscles circulaires et
longitudinaux chez les vers de terre, E. andrei et Metaphire posthuma traités par le Carbamide
et les insecticides pyréthroides synthétiques. Les néonicotinoides peuvent induire également
une perturbation de 1’épiderme et du tissu de I’intestin moyen d’E. fetida (Wang et al., 2015).
L’insecticide organophosphoré monocrotophos peut induire des changements morphologiques
et histologiques chez E. eugeniae tels que I’atération des cellules épithéliales (Samal et al.,
2019). L’étude histologique de Zouaghi et al. (2020) ont montré des altérations cytologiques et
ultra-structurales de I’hépatopancréas apres exposition d’H. aspersa a un mélange de pesticides
(Imidaclopride et Acétamipride), vu que cet organe joue un réle crucial dans la détoxification
des polluants (Frias-Espericueta et al., 2008). Des observations similaires ont été enregistrées
dans les travaux de Chabicovsky et al. (2004), de Russell et al. (1981), et de Tadjine (2007). lls
ont constaté une déformation des acinis et une destruction des cellules digestives en fonction
de la dose, conduisant a une nécrose trés importante de ces cellules avec les concentrations les
plus élevées. Des réponses histopathologiques ont été constatées au niveau de plusieurs organes
(glande digestive, rein, ovaires, etc.) chez H. aspersa exposé a un mélange de pesticides,
représentées par une hyperplasie des épithéliums et une nécrose cellulaire importante qui
s’accompagne d’une prolifération de tissus connectifs (Chabicovsky et al., 2004 ; Radwan et
al., 2008). Une nécrose des cellules digestives et une détérioration du processus digestif ont été
signalées apres exposition des gastéropodes terrestres a des mélanges de pesticides a des

particules métalliques (Zaldibar et al., 2008).

Les résultats de I’évaluation histologique de I’intestin et des tissus reproducteurs de 1’escargot,
Archachatina marginata, révelent des dommages tissulaires plus séveres aprés traitement a
I’engrais (NPK 20:20:20) par rapport au pesticide (Cypercot®). Cela peut étre lié a la
persistance relativement faible des pyréthroides et a I’accumulation de I’engrais dans les tissus

du mollusque ou il exerce des dommages tissulaires au fil du temps (Amaeze et al., 2019).

4.8. Bioaccumulation des traitements dans les tissus des escargots

Le concept de bioaccumulation est primordial pour comprendre la toxicité, en examinant la
quantité absorbée par I’organisme, la perte par plusieurs procédés, le transfert a la progéniture,
la croissance et les voies d’entrée des produits chimiques dans I’organisme. D’autres facteurs
tels que I’alimentation, le type d’habitat, la reproduction, 1’age, la capacité de biotransformation

ou la demande d’énergie sont €¢galement cruciaux pour déterminer le profil de bioaccumulation

64

=
| S—



Discussion

(Borga, 2013). Par conséquent, le concept de bioaccumulation et de toxicité est utilisé pour

I’évaluation des risques li€¢s aux produits chimiques.

Les gastéropodes et les mollusques bivalves sont des excellents bioaccumulateurs d’un large
éventail de polluants (Livingstone, 1991). Il s’agit soit de filtreurs, soit d’herbivores, soit de
carnivores, et ils ont le potentiel de bioconcentrateur de contaminants présents dans I’eau ou
dans les sediments a des concentrations trop faibles pour étre détectés par des techniques de
surveillance (Walsh et al., 1994). Les escargots fortement contaminés pourraient donc fournir

une source d’accumulation de métaux de haut niveau (Lan et al., 1992).

Les résultats de la bioaccumulation ont révélé que ces xénobiotiques peuvent s’accumuler au
fil du temps dans les tissus de 1’animal. Par conséquent, ceux-Ci peuvent se produire dans la
chaine alimentaire et causer plusieurs problémes environnementaux. La bioaccumulation de ces
éléments potentiellement toxiques dans un organisme provoque des effets chroniques sur le
métabolisme animal et de son insertion dans la chaine alimentaire, qui peut causer des effets
néfastes sur d’autres organismes (Luo et al., 2018 ; Geng et al., 2019). Les résidus des pesticides
peuvent pénétrer dans la chaine alimentaire, ce qui peut causer de graves dangers pour la vie
humaine et animale (Khan et al., 2007). La bioaccumulation des pyréthroides par les invertébrés
a été démontrée chez plusieurs espéces telles que Lumbriculus variegatus (You et al., 2009 ;
Zhang et al., 2018), Helisoma trivovis (Spehar et al., 1983) et Chironomus tentans (Muir et al.,
1985). Peu d’études ont €té consacrées a 1’analyse des résidus de pesticides dans les tissus
d’escargots. Le transfert de ces contaminants agricoles se fait par diffusion cutanée, a travers
I’épithélium et par ingestion des particules du sol (Gomot et al., 1989). Une plus grande
bioaccumulation de 1’ Atrazine a été signalée chez Metaphire guillelmi et chez Eisenia fetida
(Wang et al, 2014). Tejada et al. (2016) ont signalé également une tres forte bioaccumulation
d’Oxyfluorféne dans les tissus d’Allolobophora molleri.

65

=
| S—



CONCLUSION ET
PERSPECTIVES




Conclusion et perspectives

V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En Algérie, ’'usage des insecticides, des fertilisants, des engrais et autres produits
phytosanitaires se répand de plus en plus avec le développement de 1’agriculture, mais aussi
dans le cadre des actions de lutte contre les vecteurs nuisibles. Cependant, ces substances
chimiques ne sont pas anodines. Elles ont des conséquences environnementales directes et un
impact sanitaire a long terme lié aux infiltrations de ces molécules non dégradables dans les
sols, dans les nappes, puis vers les écosystemes, les végétaux, les animaux et nécessairement
1’lhomme. Donc il est nécessaire de disposer d’indicateurs de perturbation de 1’environnement
a travers des organismes que I’on utilise comme sentinelles en étudiant la modification
physiologique, biochimique et écologique qui les affecte. Ces étres vivants trés sensibles aux
contaminants présentent I’ intérét de se préter plus facilement que I’homme aux études des effets
des polluants et permettent de mettre en évidence des pollutions chroniques ou brutales. Dans
cette optique, les mollusques gastéropodes terrestres pulmonés, sont considérés comme les
indicateurs les plus privilégiés dans ce domaine, en raison de leur sédentarité dans le sol et de
leur régime herbivore, ainsi, ils sont aisément contaminés par les divers polluants présents dans
leur milieu et leur alimentation ; d’autre part, ils présentent des caractéristiques physiologiques,
biologiques et écologiques variées, permettant de comparer I’influence de ces différents
paramétres sur leurs réponses a la contamination de I’environnement d’ou I’intérét de leurs

utilisations comme organismes test pour refléter 1’état du milieu dans lequel ils vivent.

Ainsi, le principal objectif de notre travail de thése était d’étudier les effets d’un insecticide
(Decis), d’un herbicide (Zoom) et d’un engrais (Weatfert) appliqués par ingestion, a des
concentrations supérieures ou égales de celles recommandées pour I'épandage en champ, sur
’escargot terrestre Helix vermiculata, utilisé comme espece bioindicatrice de la contamination
des sols. Les expérimentations ont été menées sur le comportement, la croissance, la
composition biochimique de I’hépatopancréas, le taux de la vitéllogénine, et sur I’activité des
biomarqueurs du stress oxydant tels que les glutathion S-transférases (GSTs), la lactate
déshydrogénase (LDH), la glutathion peroxydase (GPx) et la catalase. L’analyse des résidus

des produits testés et la structure histologique de 1’hépatopancréas ont été également étudiées.

Les essais toxicologigques ont permis de déterminer la mortalité des escargots au cours de trois
mois de traitement avec les trois molécules appliquees par ingestion sur les juvéniles d’H.

vermiculata. Les traitements révelent une activité molluscicide avec une relation dose-réponse.
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Les molécules testées entrainent des altérations comportementales, telles que la diminution de
I’activité et de la prise alimentaire. Ainsi, ces trois traitements ont induit une perturbation de la
croissance des juvéniles, traduite par une diminution des parameétres physiologiques tels que le
poids frais moyen des escargots, et le diametre de la coquille. L’inhibition de la croissance des
juvéniles de Helix vermiculata induite par les effets des trois molécules peut résulter de troubles

métaboliques, comportementaux ou de perturbations du contréle neuroendocrine.

De plus, I’évaluation de I’effet de ces traitements (Dose 1 et Dose 2) sur les biomarqueurs du
stress oxydatif, indique que ces derniers induisent 1’activation du systéme de détoxification par
le biais d’une augmentation de 1’activité des GSTs, de la GPx, de la LDH et de la Catalase au
cours de la période testée : 1, 2 et 3 mois de traitement. Ces modifications sont probablement
liées a une augmentation de la libération d’espéces réactives de I’oxygene en présence des

traitements.

La composition biochimique de 1’hépatopancréas est également affectée par les molécules
testées, avec un épuisement des réserves énergétiques (glucides et lipides) et une augmentation

du taux de protéines chez les juvéniles d’H. vermiculata.

Chez les subadultes d’H. vermiculata, le taux de la vitellogénine marque une diminution
significative aprés traitement avec le Decis, le Zoom et le Weatfert au cours de différentes
périodes : 1, 2 et 3 mois.

Les altérations structurales du tissu hépatopancréatique témoignent d’une altération du
processus digestif, et induisent ainsi, une réduction des capacités de digestion et d'assimilation

des aliments par les escargots exposés aux différents traitements.

Enfin, les résultats de la bioaccumulation ont révélé que ces xénobiotiques peuvent s’accumuler
avec le temps dans les tissus de 1’animal. Donc, ces derniers peuvent passer dans la chaine

trophique et causer plusieurs problémes pour la santé de la biocénose.

A P’avenir, il serait intéressant de compléter le présent travail en évaluant la génotoxicité de ces
produits, pour la recherche d’un dommage a I’ADN, et I’embryotoxicité vis a vis des ceufs d’H.
vermiculata. Enfin la réalisation des tests in situ, serait souhaitable pour déterminer les
conséquences d’une exposition cumulée a I’ensemble des formulations appliquées en
conditions réelles dans le cadre d’une démarche d’évaluation du risque pour compléter la

démarche effectuée au laboratoire.
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VI. RESUME

Cette étude vise a tester I’effet d’un insecticide (Decis), d’un herbicide (Zoom) et d’un
engrais (Weatfert), trés utilisés en agriculture dans la région de Tébessa, sur un gastéropode
terrestre et bioindicateur de la pollution, Helix vermiculata (Mdller, 1774) (Mollusca,
Gasteropoda).

Les effets de ces trois produits chimiques ont été examines sur la mortalité, la croissance, les
biomarqueurs enzymatiques (GSTs, GPx, LDH et Catalase) et la composition biochimique
(protéines, glucides, lipides) des juvéniles d’H. vermiculata. La bioaccumulation et 1’étude

histologique ont été également déterminées.

L’application de ces produits a induit une mortalité des escargots avec une relation dose-
réponse et une perturbation de la croissance des juvéniles et une induction des biomarqueurs du
stress oxydatif, par le biais d’une augmentation de I’activité des GSTs, de la GPx, de la LDH
et de la catalase au cours des périodes testées : 1, 2 et 3 mois de traitement. On a noté 1’effet

marqué de 1’engrais, Weatfert par rapport a I’insecticide et I’herbicide.

De plus, le Decis, le Zoom et le Weatfert ont induit un épuisement des réserves énergeétiques
(glucides et lipides), une augmentation du taux de protéines chez les juvéniles d’H. vermiculata

et une diminution du taux de la vitellogénine.

Une altération de la structure histologique de I’hépatopancréas a été également enregistrée suite
au traitement par les trois composés. Ces altérations touchent beaucoup plus les escargots traités

par ’engrais.
Enfin, ces traitements peuvent s’accumuler avec le temps dans les tissus de I’animal aprés une

exposition chronique.

Mots clés : Bioindicateur, Helix vermiculata, Engrais, Produits phytosanitaires, Composition

biochimique, Biomarqueurs, Histopathologie, Bioaccumulation.
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Abstract

This study aims to evaluate the response of Helix vermiculata (Bioindicator of pollution)
(Mdller, 1774) (Mollusca, Gasteropoda) to an insecticide (Decis), an herbicide (Zoom) and a

fertilizer (Weatfert) widely used in agriculture in the region of Tebessa.

The effects of these three chemical products were examined on mortality, growth, enzymatic
biomarkers (GSTs, GPx, LDH and Catalase) and biochemical composition (proteins,
carbohydrates, lipids) of H. vermiculata juvenile. Bioaccumulation and histological study

were also determined.

The application of these products induced a mortality of snails with a dose-response
relationship, a disruption of juvenile growth and an induction of biomarkers of oxidative stress,
through an increase in the activity of GSTs, GPx, LDH and Catalase during tested periods: 1,
2 and 3 months of treatment. The marked effect of Weatfert fertilizer was noted compared to

the insecticide and the herbicide.

In addition, Decis, Zoom and Weatfert induced a depletion of energy reserves (carbohydrates
and fats), an increase in protein rate in juveniles of H. vermiculata and a decrease in the level

of vitellogenin.

An alteration in the histological structure of hepatopancreas was also recorded following
treatment with the three compounds. These alterations affect much more the snails treated by
the fertilizer.

Finally, these treatments can accumulate over time in the animal's tissues after chronic

exposure.

Keywords: Bioindicator, Helix vermiculata, Fertilizer, Pesticides, Biochemical composition,

Biomarkers, Histopathology, Bioaccumulation.
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