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Introduction

I. INTRODUCTION

Pour répondre aux besoins alimentaires qui prennent de plus en plus de I’ampleur, en raison
de I’explosion démographique, ’homme fait appel a ’utilisation des produits chimiques dans

la lutte contre les ravageurs des cultures (Ouarda et al., 2016).

L’ Algérie par sa position géographique, présente une grande diversité de biotope occupée par
une importante richesse floristique et faunistique (Morel, 1997) et I’utilisation des insecticides,
des fertilisants, des engrais, et autres produits phytosanitaires s’accentue avec le développement
de I’agriculture (Bouziani, 2007). Cependant, les pesticides sont signalés comme produits a
haut risque pour la santé de I’homme et de son environnement. Ils sont en effet fréquemment
mis en cause dans la réduction de la biodiversité terrestre constatée dans les zones agricoles
(Ouarda et al., 2016). Le sol constitue 1’habitat permanent d’une multitude d’étre vivant
(Davet, 1996). 11 joue un role essenticl comme interface de 1’environnement vis-a-vis des
principales pollutions provoquées par I’Homme (Calvet, 2003), c’est un support d’une activité
biologique intense ; ainsi, il est I'habitat d'une grande variété d'organismes (Jeffery et al., 2010)

tels que les mollusques.

Les Mollusques sont 1'un des groupes les plus importants qui contribuent a la biodiversité
terrestre. Il existe dans le monde entre 30.000 a 35.000 espéces de mollusques terrestres. Les
gastéropodes comptent parmi les nombreux outils biologiques utilisés par les chercheurs afin
d’évaluer la pollution du sol, d’identifier ou de prévoir les atteintes aux écosystemes et de suivre

leur évolution dans le temps et I’espace (Kenza & Guedrez, 2019).

L’utilisation des escargots comme espéces indicatrices est efficace en raison de leur large
distribution, leur échantillonnage facile, leur capacité a accumuler divers types de polluants et
leur réle important dans les chaines trophiques terrestres (Baroudi et al., 2020 ; Cofone et al.,
2020). Ils accumulent divers contaminants dans leurs tissus mous, en particulier la glande
digestive, et sont des espéces 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).
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Notre étude entre dans cette thématique et vise a évaluer les réponses physiologiques et
biochimiques d’un gastéropode terrestre, Helix vermiculata aprés un traitement subaigu par un

insecticide systémique “ ACEPLAN”. Le manuscrit est organisé en quatre grandes parties :

1) La premicre partic est consacrée a 1’examen des aspects comportementaux et

morphométriques (poids frais moyen des escargots et diamétre 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 I’activité de I’aspartate amino transférase AST (TGO), I’alanine amino
transférase ALT (TGP) et Phosphatase alcaline.

3) La troisieme partie est destinée a la détermination des biomarqueurs du stress oxydatif

tels que les glutathion S-transférases, le lactate déshydrogénase et la glutathion peroxydase.




Matériel et
Méthodes



Matériel et Méthodes

Il. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation de I’espéce Helix vermiculata

Le choix de cette espece est basé sur une longue enquéte réalisée sur ses caractéristiques de
bioindicateur de pollution. Ce gastéropode a la particularité de concentrer dans ses tissus des

substances polluantes, tel que les insecticides.

Le modéle biologique utilisé dans notre travail est Helix vermiculata, escargot en bande de
chocolat (Fig.1). Il est comestible, connu aussi sous le nom d’Eobania vermiculata (Muller,
1774). C’est un Mollusque pulmoné, terrestre, hermaphrodite et herbivore vivant dans la région

méditerranéenne. La classification systématique de cette espéce est la suivante :

Regne : Animal
Embranchement : Mollusques
Classe : Gastéropodes

Sous classe : Pulmonés

Ordre : Stylommatophores
Famille : Helicidae

Genre : Helix ou Eobania

Espece : Helix vermiculata

Tentacules oculaires .
Coquille

Tentacules tactiles

Figure 1. Morphologie externe d’un gastéropode (photos personnelles).
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2.2. Présentation du traitement

ACEPLAN 20 SP est un insecticide systémique a action ovicide, larvicide et adulticide
persistante appartient a la famille chimique des Chloronicotiniles assurant une protection contre
un grand nombre d’insectes nuisible qui attaque les arbres fruitiers, les agrumes et les cultures

maraicheres ; il est compatible avec la plupart des produits phytosanitaires et engrais foliaires.

A A b S bt i 50 W20 b g

‘Soluble dans feau
¢ daias,

Lot we 20191225
Date de production: 251212019 gim et
CHPRUAN: 15 55 223 fahpoins,

< %“.:;v‘”

Figure 2. ACEPLAN 20 SP (photo personnelle).

2.3. Collecte et élevage des escargots

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. Ce site est caractérisé par un couvert végétal
herbace varié (Fig. 3), qui devient dense au printemps. La collecte des escargots est réalisée de
maniere aléatoire et manuelle, durant la période étalée du mois de Novembre 2021. 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
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bekkaria#/maplink/1
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Figure 3. Présentation du site d’étude, cimeti¢re de Bekkaria-Tébessa (Photo personnelle).

2.4. Traitement

Les escargots utilisés dans cette étude sont 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 2 lots (Fig. 4) comme suit :

- Lot1: Lot témoin

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

Chaque lot a son tour, est réparti en 8 groupes de 16 individus chacun et maintenus dans un
terrarium (20 x 20 x 20 cm). Les groupes d’escargots sont nourris de 35gr de laitue fraiche
(escargots témoins), ou de laitue pulvérisée (10 pulvérisations) de solution de pesticide. La
dilution d’insecticide a été préparée avec de I’eau distillée selon la dose recommandée (10g
pour 100L).

La nourriture est fournie chaque trois jours lors du nettoyage des terrariums et le
renouvellement de la solution pesticide chaque semaine. Pour déterminer I’effet de ces
traitements sur le comportement, la croissance, la biochimie et les biomarqueurs, I’expérience

est menée durant 2 semaines sous les conditions du laboratoire.
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Figure 4. Méthode d’élevage d’Helix vermiculata au laboratoire (Photos personnelles).

2.5. Dissection de I’escargot et prélévement de I’hépatopancréas

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

hépatopancréas rapidement excisés et peses (Fig. 5).

Figure 5. Protocole de dissection et de prélévement de 1I’hépatopancréas d’H. vermiculata
(Photos personnelles).
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2.6. Biométrie

Deux parametres biométriques ont été pris en considération : le poids corporel (coquille et
visceres) et le diamétre de la coquille des individus témoins et traités par le pesticide.
La croissance pondérale est évaluée chague semaine en pesant les escargots avec une balance
analytique. Le diameétre de la coquille a été mesuré avec un pied a coulisse chaque semaine

pendant 2 semaines (Fig. 6).

Figure 6. Biométrie des escargots (photos personnelles).

2.7. Extraction et dosage des métabolites

L'extraction des différents métabolites a été réalisée selon le procédé de Shibko et al. (1966).
Les portions de I’hépatopancréas (100-200mg) d’H. vermiculata sont placées dans des tubes
Eppendorf contenants 1 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 20 % et broyés. Apres une premiére
centrifugation (5000 trs / min, 10 mn), le surnageant | obtenu est utilisé pour le dosage des
glucides totaux selon la méthode de Duchateau & Florkin, (1959). Au culot I, on ajoute 1 ml
de mélange éther/chloroforme (1V/1V) et aprées une seconde centrifugation (5000 trs/min, 10
mn), on obtient le surnageant Il et le culot I, le surnagent Il sera utilisé pour le dosage des
lipides (Goldsworthy et al., 1972) et le culot Il, dissout dans de la soude (0,1 N), servira au
dosage des protéines selon Bradford (1976).
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2.7.1. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de Duchateau & Florkin
(1959). Cette méthode consiste 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 1).

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

Tubes 1 2 8 4 5 6
Solution mére de glucose (pl) 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

2.7.2. 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 reactif 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 Img/ml (Tableau 2).

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 (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

2.7.3. Dosage des lipides totaux

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972), en
utilisant le réactif sulfophosphovanillinique. Le dosage des lipides se fait sur des prises
aliquotes de 100 ul des extraits lipidiques ou de gamme étalon auxquelles on évapore totalement
le solvant puis on ajoute 1ml d'acide sulfurique concentré, les tubes sont agités et mis pendant
10 mn dans un bain de sable a 25 °C. Apres refroidissement, on prend 200 ul de ce mélange
auquel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique (Tableau 3). Apres 30 mn a

I'obscurité, la densité optique est lue dans un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 530

8
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nm. Les lipides forment a chaud avec I'acide sulfurique, en présence de la vanilline et d'acide
orthophosphorique, des complexes roses. La solution mere des lipides est préparée comme suit
: on prend 2,5 mg d'huile de table, tournesol (99% triglycérides) dans un tube Eppendorf et on
ajoute 1 ml d'éther chloroforme (1V/1V).

Tableau 3. Dosage des lipides totaux dans 1’hépatopancréas : réalisation de la gamme
d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipides (pul) 0 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) 100 80 60 40 20 0
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[ 100-200 mg de I’hépatopancréas d’H. vermiculata ]

{

[ 1ml de TCA 2 (20%) ]
[ Broyage ]
[ Centrifugation (5000 trs/ mn, 10 mn) ]

—
Aligquote (100 pl)
Anthrone 4 ml

C Culat 11 ) C Surnaaeant 11 ) Chauffer 2 80C
( Allauote (100 uh )
( 1ml NlaOOH )

Centrifugation
(5000 trs/ mn 10

(10 mn)

Evanoration totale

Anitatinn

\_/

1ml d’Ac Sulfuriane
A &

Dosage aliquote Aaitation

(100 ub A 4

C D
¥ Q 0 mn au haln de sahl)
( Anifiﬁm ) ( Aalt;tlon ) ¢

Protéines Lipides Glucides

[ Bradford (1976) ] [ Goldsworthy et al. (1972) ] [ Duchateau & Florkin (1954) 1

Figure 7. Extraction des protéines, glucides et lipides totaux (Shibko et al., 1967).
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2.8. Extraction et dosage des biomarqueurs du stress oxydatif

Des fragments de 100-200mg de la glande digestive des individus d’H. vermiculata traités
et ttmoins ont fait I'objet d'un dosage des biomarqueurs du stress oxydatif tels que la glutathion-
peroxydase (GPx), les glutathion-S-transférases (GSTs) et le lactate déshydrogénase (LDH) a

une semaine et deux semaines de traitement.

2.8.1. Dosage de la glutathion-peroxydase (GPx)

L’activité de la GPx a été déterminée selon la méthode de Flohé & Gunzler (1984). Des
fragments de la glande digestive (100-200 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 utilisé comme source d’enzymes. L’essai a été effectué avec 200
ul de surnageant ajouté a 400 pl de la solution GSH (0,2 mM ; pH 10). La lecture des

absorbances a été faite aprés 5 minutes a 412 nm.

2.8.2. Dosage des glutathion S-transférases (GSTS)

Les portions de I’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 realisé selon la méthode de Habig et al. (1974), il consiste a faire réagir 200 pl
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 effectuée
toutes les 1 mn pendant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant

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

A Do/mn vt /, d .
— 9.6 > Vs mg de protéines

X : milli moles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (mM/min/mg de
protéines).

A Do : 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™).
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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.
2.8.3. Dosage du lactate déshydrogénase (LDH)

Le lactate déshydrogénase (LDH) catalyse la réduction du pyruvate par le NADH (Tietz,

1999), selon la réaction suivante :
LDH
Pyruvate + NADH + H* ——  L-Lactate + NAD*

La lecture des absorbances se fait a une longueur d’onde de 340 nm chaque minute pendant 3

minutes. L’activité de la LDH est calculée selon la formule suivante :
(AAbs/min) x 8095 = UI/L de LDH
2.9. Dosage des biomarqueurs enzymatiques

2.9.1. Dosage de la phosphatase alcaline

La détermination cinétique de 1’activité de la phosphatase alcaline (PAL) est réalisée selon

la méthode recommandée par BIOLABO (France).

Dans un tube sec 20ul de surnageant sont additionnés a 1 ml de réactif de (R2) dissout dans le
tampon (R1). Apres agitation, la lecture des absorbances se fait a une longueur d’onde de 405

nm chague minute pendant 3 min.

2.9.2. Dosage de I’alanine amino transférase ALT (TGP)

Cette activité enzymatique est mesurée a I’aide d’un kit de BIOLABO (France). Dans une
cuve, 100ul de surnageant sont additionnés a 1ml de réactif de R2 dissout dans le tampon, R1.
Aprés agitation et incubation pendant 1minute, la lecture des absorbances se fait a une longueur
d’onde de 340 nm chaque minute pendant 3 minutes. L’activité de I’ALT est calculée selon la

formule suivante :

(AA/min X 1750) = U/L de TGP
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2.9.3. Dosage de I’aspartate amino transférase AST (TGO)

Cette activité enzymatique est mesurée a 1’aide d’un kit de BIOLABO (France). Dans une
cuve, 100ul de surnageant sont additionnés a 1ml de réactif de R2 dissout dans le tampon R1.
Apres agitation et incubation pendant 1minute. La lecture de 1’absorbance se fait a une longueur
d’onde de 340 nm chaque minute pendant 3 minutes. L’activité de I’AST est calculée selon la

formule suivante :

(AA/min X 1750) = U/L de TGP

2.10. Analyses statistiques

Les résultats obtenus sont représentés sous la forme (moyenne + écart type moyen), et pour
mieux visualiser les résultats obtenus la représentation graphique choisie est celle des
histogrammes, Ces moyennes sont comparées par des tests statistiqgues (ANOVA et test HSD
de Tukey) qui servent a comparer entre les échantillons (Témoins et traités) grace au logiciel
GRAPH PAD PRISM 7.
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Résultats

1. RESULTATS

3.1. Effet sur le comportement

Plusieurs symptdmes sont apparus pendant les deux semaines de traitement par une dose
unique de I’ACEPLAN, car on observe que :
> Les individus traités ne sont pas attires par la nourriture comparativement aux individus
témoins, cela est dd a une perte de chimio-réception.
» L’activité locomotrice et nutritionnelle des escargots a diminué, ils se positionnent au

sommet des lots, et ils fuient généralement la nourriture.
3.2. Effet sur les parametres physiologiques
3.2.1. Effet sur la mortalité

La viabilité des individus d’H. vermiculata est suivie chaque 3jours lors de nettoyage des
terrariums, nous avons constaté que le nombre total de mortalités des escargots témoins et
traités était nulle durant les deux semaines de traitement avec la dose recommandée
d’ACEPLAN.

3.2.2. Effet sur la croissance des escargots

3.2.2.1. Effet sur le poids

L’effet du traitement a été évalué sur la croissance pondeérale des escargots, la comparaison
des moyennes par le test « t » de Student indique que I’ACEPLAN provoque une diminution
significative (p<0,05) du poids frais des individus aprés 15 jours de traitement (t=2,967 ; dt=30 ;
p=0,0059). En revanche, aucun effet n’a été constaté au cours de la premiére semaine de

traitement (t=1,662 ; dt=30 ;p>0,05).

3.2.2.2. Effet sur le diametre de la coquille

D'aprés les résultats représentés dans la Figure 8, on note une diminution significative
(p<0,05) du diametre de la coquille des individus traités au cours de la semaine 1 (t=3,422 ;
dt=30 : p=0,0018) et la semaine 2 (t=3,226 ; dt=30 : p=0,0030).
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Poids des individus (gr)
~

Période (Semaine) Période (Sem aine)

Figure 8. Effet de I’insecticide sur le poids (g) (A) et le diamétre de la coquille (cm) (B) des
escargots d’H. vermiculata (m £ SEM, n=16) : test t de Student.

3.3. Effet du traitement sur la composition biochimique

Le traitement été appliqué a une dose recommandée sur H. vermiculata, ses effets ont été
évalués sur la composition biochimique de I’hépatopancréas (protéines, glucides et lipides) a 2

semaines de traitement.

L’application de I’insecticide a induit une diminution significative du taux de protéines au cours
de la premiére semaine(t = 4,359 ; df=4 :p=0,0121) et la deuxiéme semaine du traitement(t =
3,296 ; df=4 :p=0,03).

Les résultats du dosage des lipides mettent en évidence une diminution significative au cours
de la premiére semaine (t = 4,64 ; df=4: p=0,0097) et la deuxiéme semaine du traitement(t =
80,82 ; df=4 :p<0,0001).

L’analyse des résultats aprés 2 semaines de traitement révéle une diminution significative des
glucides chez les traités au cours de la semaine 1 (t = 12,14 ; df=4 :p=0,0003) et la semaine 2(t
= 73,39 ; df=4 :p<0,0001).
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Figure 9. Effet de I’insecticide sur le taux de protéines totales (A), des lipides totaux (B) et des
glucides totaux (C) (ug/mg de tissu analysé) chez H. vermiculata au cours de deux périodes (m
+ SEM, n=3 répétitions) :test HSD de Tukey.

3.4. Effet du traitement sur les biomarqueurs enzymatiques

Les effets de I’insecticide ACEPLAN ont été évalués sur D’activité spécifique de trois
biomarqueurs enzymatiques: Phosphatase alcaline, Aspartate amino transférase ASAT (TGO)
et Alanine amino transférase ALAT (TGP).

Les résultats du dosage de la phosphatase alcaline représentés dans la figure révélent une
augmentation significative de D’activité de cette enzyme au cours de deux semaines de
traitement comparativement aux témoins (S1: Témoins vs DR : p<0,0001 ; S2 : Témoins vs
DR : p<0,0001).

L’application de I’insecticide a induit une augmentation significative de la TGO au cours de la
semaine 1 (Témoins vs DR : p<0,0001) et la semaine 2 de traitement (Témoins vs DR S1 : P<0,
0001) (Fig.10).

L’effet de cet insecticide a été évalué également sur I’activité spécifique de la TGP. Il ressort
de nos résultats une augmentation significative de cette enzyme au cours des périodes testées
(S1: Témoins vs DR : p=0.0484 et S2 : Témoins vs DR: p= 0.0133).
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Figure 10. Effet de I’insecticide sur I’activité des biomarqueurs enzymatiques : phosphatase
alcaline (PAL) (A) aspartate amino transférase AST (TGO) (B) et alanine amino transférase
ALT (TGP) (C) (U/mg de protéines) chez E. vermiculata au cours de deux périodes (m + SEM,
n=3 répétitions) : test HSD de Tukey.

3.5. Effet du traitement sur les biomarqueurs du stress oxydatif

Une dose recommandée de I’insecticide a été testée sur trois biomarqueurs du stress oxydatif
a savoir : le lactate déshydrogénase (LDH), et la glutathion peroxydase (GPXx) et les glutathion
S-transférases (GSTS).

Les résultats de 1’activité spécifique du lactate déshydrogénase chez H.vermiculata ne montrent

aucun effet du traitement sur ce biomarqueur au cours des de la période testée (p>0,05).

L’activité spécifique de la glutathion peroxydase chez les individus traités avec 1’insecticide
indique une augmentation au cours de la periode testée (S1 : t = 6,558 ; df=4 :p=0,0028 et S2 :t
= 14,59 ; df=4 :p=0,0001).

Finalement I’application de I’insecticide induit une augmentation significative de I’activité des
GSTs chez les traités par rapport aux témoins au cours de la premieére (S1: t = 4,236 ; df=4:
p=0,0133) et la deuxiéme semaine (S1:t= 6,297 ; df=4 :p=0,0033).
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Figure 11. Effet de I’insecticide sur 1’activité de la LDH (A), de la GPx (B) et des GSTs (C)
chez H. vermiculata au cours de deux semaines du traitement (m + SEM, n=3 répétitions) : test
HSD de Tukey.
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V. DISCUSSION

4.1. Toxicité du traitement a I’égard des escargots

Les escargots exposés aux xénobiotiques subissent des altérations du systéme immunitaire
(Russo et al., 2007), du systeme 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., 2009).

Le traitement d'H. vermiculata avec I’insecticide ACEPLAN, n’a induit aucune mortalité au
cours de la période de traitement. Des résultats similaires ont été observeés chez les gastéropodes
traités par de faibles doses de cuivre et de plomb (Amusan et al., 2002) et chez Helix aspersa
exposé a un Nanoparticule (Rahal, 2020). 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, oxyfluorféne. L’application de la
thiaméthoxame, la téfluthrine et leurs mixtures a montré une toxicité a I’égard des adultes
d’Helix aspersa (Ait Hamlet et al., 2012).

Des travaux réalisés par un certain nombre de chercheurs sur d'autres especes tels que les vers
de terre (Zang et al., 2000) ont signalé une augmentation du taux de mortalité des individus en
fonction des concentrations appliquées (Mostert et al., 2002 ; Capowiez et al., 2005 ; Sardo
& Soares, 2010).

4.2. Réponses comportementales des escargots

Plusieurs observations ont été faites au cours de 1’exposition des escargots aux traitements
telles que la diminution de D’activité locomotrice, 1’évitement de la nourriture et le
positionnement des individus au sommet des terrariums. Les mémes comportements ont été
signalés chez la méme espéce aprés traitement avec 1’insecticide, I’herbicide et I’engrais (Attia
et al., 2022). En outre, 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 premicre semaine de traitement par le téfluthrine et le
thiaméthoxam. De plus, I’application des néonicotinoides et des pyréthrinoides qui sont des
substances neurotoxiques, induit une diminution de 1’activité locomotrice des escargots et leur

positionnement sous le toit des terrariums (Palermo-Neto et al., 2003 ; Datta & Kaviraj,
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2003). Les travaux de Coeurdassier et al. (2001), ont montré une diminution de la
consommation alimentaire des escargots traités par le diméthoate ce qui a provoqué une

inhibition de leur croissance et de leur survie.

4.3. Effet des traitements sur la croissance des escargots

Les modifications de la biométrie du corps des escargots sont souvent utilisées comme
biomarqueurs pertinents, car les pertes élevées de ces parametres ont des effets négatifs sur leur
survie et leur 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 car les réponses observées variaient selon le
type de pesticides et la dose administrée. De plus, plusieurs travaux ont montré que cette
réduction est liée au mode d’application (Salama et al., 2005 ; Radwan et al., 2008) et a la

durée du traitement (Coeurdassier et al., 2001).

Nos résultats révelent une réduction du poids et du diameétre de la coquille des escargots traités
par I’insecticide. Cette perturbation de la croissance est due a I’inhibition de la synthése d’une
hormone de croissance essentielle chez les escargots (Bourbia et al., 2013) et au phénoméne
d’évitement de se nourrir (Swaileh & Ezzughayyar, 2000 ; Gimbert et al., 2008 ; Hispard,
2008). 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 aprés exposition au thiaméthoxame
(insecticide néonicotinoide) et téfluthrine (insecticide pyréthroide). Grara et al. (2016) ont
montré une diminution du diamétre de la coquille en présence de poussiere métallique.

La réduction significative de la croissance des individus exposés au traitement peut s’expliquer
par une réduction des réserves énergétiques, allouées a la croissance (Taux de lipides et de
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).

4.4, Effet du traitement sur la composition biochimique

Les parameétres biochimiques (métabolite et enzymes) chez les organismes exposés aux
contaminants toxiques ont été utilisés comme biomarqueurs et peuvent constituer un
important outil de diagnostic pour évaluer I'exposition et les effets des xénobiotiques (Agrahari
et al., 2007 ; Forbes et al., 1997 ; McLaughlin et al., 2000).
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Les protéines jouent un role fondamental dans 1’organisme de toutes les especes biologiques
vivantes connues (Mahler et al., 1968).Elles sont principalement impliquées dans I'architecture
de la cellule, et pendant les périodes de stress chronique, elles constituent aussi une autre source

d'énergie (Padmaja & Rao, 1994 ; Moussard, 1999) grace au catabolisme.

Au cours de notre expérimentation les résultats obtenus montrent que le traitement par
I’ Aceplan provoque une diminution significative du taux de protéines chez H. vermiculata. Nos
résultats sont en accord avec ceux d’El Wakil & Radwan (1991) et Radwan et al. (2008)qui
ont montré que 1’application de deux types de carbamates (Méthomyl et Méthiocarbe) a induit
une diminution du taux de protéines. Par contre, une augmentation significative du taux de
protéines a été constatée dans 1’hépatopancréas d’E. vermiculata traité avec 1’engrais,

I’herbicide et I’insecticide (Attia et al., 2022).

Padmaja & Rao (1994) ont suggeéré 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
endommages, 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.

Les glucides sont des composés dont la fonction principale est de stocker et fournir de I’énergie
(Brooker, 2000). 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 escargots a 1’insecticide. Des résultats similaires ont été
constatés chez H. vermiculata traité au Decis, au Zoom et au Weatfert (Attia et al., 2022), chez
H. aspersa traité au thiamethoxame (Ait Hamlet et al., 2012) et a mélange d’insecticides,
imidaclopride et acétamipride (Zouaghi et al., 2020). Nos résultats sont conformes avec ceux
de Mohammadein et al. (2013) et de Radwan et al. (2008) qui ont révélé une diminution
significative de la teneur en glycogene au niveau de la glande digestive chez les escargots
terrestres traités avec des metaux lourds et des produits chimiques (méthomyl et méthiocarbe).
Cela peut résulter d’une augmentation du taux de dégradation du glycogéne (glycogénolyse).

La diminution de la teneur en glycogene peut avoir un effet indirect sur les réserves de protéines
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et de lipides. Par contre, les travaux de Gueddouche (2017) ont montré une augmentation de

ce métabolite chez E. vermiculata aprés traitement par deux types d’engrais : le NPK et I’Urée.

Les lipides jouent un role extrémement important dans le fonctionnement normal d’une cellule.
IIs servent non seulement comme forme de stockage d’énergie, mais ils jouent également un
role majeur dans la structure des membranes cellulaires et d’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 & ceux de 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, Apporectode acaliginosa traité
par un engrais inorganique, le NPK (Halaimia et al., 2021). 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 est compensé par la stimulation de I’hydrolyse des triglycérides

et de I’oxydation des acides gras (Ait Hamlet et al., 2012).

4.5. Effet du traitement sur les biomarqueurs du stress oxydatif

L’étude du systeme de défense antioxydant est augmentée en raison de son potentiel utilité de
fournir des biomarqueurs biochimiques qui peuvent étre utilisés dans la surveillance
environnementale (Ballesteros, 2009). En effet I’inhibition ou l'induction in vivo des
biomarqueurs est un bon outil environnemental pour évaluer I'exposition et les effets potentiels

des xénobiotiques sur les organismes (Sturn et al., 2000).

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme tétrameérique permettant également la
décomposition du H2O> produit de maniére continue et a des niveaux physiologiques dans la
cellule, elle agit plus lentement que la catalase mais elle possede une meilleure affinité pour le
H202 que cette derniére (Zhao et al., 2006). Elle catalyse la réduction de peroxydes organiques
avec oxydation concomitante du glutathion réduit (GSH) (Paglia & Valentine, 1967).

Au cours de notre étude, nous avons obtenu une augmentation de 1’activité de la glutathion
peroxydase (GPx) hépatopancréatique chez les escargots traités par 1’insecticide par rapport aux

témoins.
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Les résultats de Attia et al. (2022) révélent une augmentation significative de 1’activité de la
GPx chez E. vermiculata exposé au Weatfert, au Decis et au Zoom. Des observations similaires
ont été rapportées par EI-Shenawy et al. (2012) apres traitement des escargots par le Cadmium,
le Plomb et le Cuivre, chez Lymnaea natalensis exposée au Niclosamide (Farid et al., 2009) et
chez Scylla olivacea traitée au cadmium (Kavithal et al., 2013). Cette augmentation peut étre
attribuée a la production de radicaux libres (Hermes et al., 2004) comme le montrent Orbea et
al. (2000) et Radwan et al. (2010) sur d’autres espéces d’escargots exposées a certains
polluants. En revanche, une 1égére inhibition de 1’activité de la GPx a été observée chez
Biomphalaria alexandrina apres traitement avec un engrais a haute teneur en phosphore (El-
Deeb, 2017).

Les GSTs ont un r6le important dans la détoxification des substances xénobiotiques et
interviennent en catalysant la conjugaison de ces substances avec le groupement thiol du
glutathion endogéne (Jakoby & Habig, 1980).

La présente étude a montré une augmentation de I’activit¢ des GSTs au niveau de
I’hépatopancréas d’H. vermiculata traité avec 1’insecticide. Des résultats similaires ont été
constatés chez la méme espéce exposée aux pesticides et a 1’engrais (Attia et al., 2022), chez
Physaacuta exposée a certains pesticides (Ma et al., 2014) et chez Clarias gariepinus traitée

au spinosad (Farombi et al., 2007).

L’augmentation de I’activité¢ des GSTs semble étre une réponse aux polluants, ce qui entraine
I’induction du systéme de protection antioxydant ainsi que 1’élimination des polluants par la
formation de conjugués de glutathion (Bhavan & Geraldine, 2000). L’effet de 1’exposition
aux pesticides sur I’altération de I’activité¢ de la GSTs s’est manifesté chez diverses espéces
d’escargots. Par contre, Abdel-Halim et al. (2021b) marquent une diminution de I’activité des

GSTs chez H. aspersa traité par les pesticides (Vertimec et Fast Max Super).

LDH est impliquée dans le métabolisme des glucides des cellules et joue un réle clé dans le
maintien de 1’équilibre entre le catabolisme et anabolisme des glucides chez les mollusques
(Chen et al., 2011). La mesure de I’activité de la LDH a été largement utilisée en biologie
cliniqgue comme diagnostic des lésions cellulaires et tissulaires (Asztalos et al., 1999 ; Gupta
et al., 1991). C’est une enzyme métabolique importante qui catalyse la conversion du pyruvate
en lactate dans la glycolyse anaérobie. Elle est 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
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des modifications environnementales (Augenfeld, 1966 ; Tripathi et al., 2009 ; Rico et al.,
2016).

Nos résultats ont révélé une augmentation non significative de I’activité spécifique de la LDH
dans I’hépatopancréas d’H. vermiculata comparativement aux témoins, les mémes résultats ont
été trouvés chez la méme espece (E. vermiculata) soumise a des doses sublétales de lannate
(Khalil, 2016). Salama et al. (2005) ont enregistré une augmentation significative du niveau
de la LDH chez Helix aspersa exposé a plusieurs produits chimiques tels que le méthomyl, le
carbofuran et le chlorpyrifos. Une augmentation de la LDH a été également constatée chez H.
vermiculata traité avec deux pesticides et un engrais (Attia, 2022).

L’augmentation de la LDH dans les tissus mous des escargots pourrait étre attribuée a I’hypoxie

et a ’augmentation de la glycolyse anaérobie.

4.6. Effet du traitement sur les biomarqueurs enzymatiques

Les toxiques sont transportés par les hémocytes vers I'hépatopancréas par différentes voies.
L'atteinte de la glande digestive, le centre métabolique de détoxification des substances
synthétiques est 1’équivalent du foie chez les vertébrés, est confirmée par des modifications de
I’activité de l'alanine aminotransférase (ALAT), de 'aspartate aminotransférase (ASAT) et de
la phosphatase alcaline (PAL).Les changements dans 1’activité de ces enzymes sont vraiment

le signal le plus important de la toxicité du foie (Abdelmonem, 2016).

Les enzymes amino transférases (ASAT, ALAT) et la phosphatase alcaline (PAL) les plus
fréquemment mesurées pour les atteintes hépatiques, sont des enzymes qui peuvent étre libérées
par les hépatocytes au cours de la nécrose ou par les modifications de la perméabilité de la
membrane cellulaire qui permettent aux enzymes de s'échapper des cellules (Fregia & Jenes,
1994).

Asada & Galambos (1963) ont suggéré que I'évaluation des activités transaminases donnait
une bonne indication sur les dommages aux cellules parenchymateuses et les effets

biochimiques toxiques.

Dans notre recherche, I’insecticide testé, 1’ Aceplan, a causé une augmentation significative des
activités enzymatiques des amino transférases (ASAT et ALAT), et de la phosphatase alcaline
(PAL).

24



Discussion

De méme, les travaux de Bakry (2011) ont montré une augmentation des concentrations de ces
enzymes (ASAT et ALAT) dans I'hémolymphe et les tissus des escargots Bulinus. truncatus
traités avec les concentrations létales de I'extrait végétal de Adeniumobesum. De plus,
I’application de la lannate, comme certains autres pesticides, peut altérer les activités d'ASAT,
ALAT et PAL (Celik et al., 2009).

Aussi, une transamination induite a été mise en évidence par Tiwari & Singh (2005) dans les
différents tissus de I'escargot d'eau douce Lymnaea acuminata apres une exposition sublétale a
I'extrait de latex d'Euphorbia tirucalli. Des résultats similaires ont été obtenus par Radwan et

al. (1993) en utilisant le Chlorfluazuron contre les escargots terrestres Helix aspersa.

Les résultats obtenus par Sharaf (2015) ont montré que 1’application de deux pesticides
(chlorpyrifos, méthiocarbe) a induit ’augmentation des niveaux de 'ASAT et ’ALAT. Chez
Eobania vermiculata, l'activité ALAT a augmenté de maniére significative avec l'augmentation
de la dose d'abamectine (Hamza, 2020). Chez la méme espece, on note un changement des
activités enzymatiques (ASAT, ALAT, PAL) en réponse aux doses sublétales de Thymol et
Nicotine. L'augmentation de 1’activité des enzymes, ASAT et ALAT se traduit par une
désamination accrue pour le processus de gluconéogenése, en particulier dans des conditions
d'altération du métabolisme de glucides et/ou de diffusion de ces enzymes de leurs sites
intracellulaires vers I'hémolymphe qui implique des lésions tissulaires induites par les
molluscicides végétaux appliqués (Thymol and Nicotine).
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Conclusion

V. CONCLUSION

Les interrogations sur les conséquences environnementales des pesticides nécessitent le
développement de méthodes adaptées pour I’analyse de leurs effets sur les invertébrés
terrestres, notamment sur 1’escargot Helix vermiculata. Cette espéce est un excellent
bioindicateur de la dégradation du milieu, elle est particuliérement sensible & une pollution par
les insecticides.

Le travail réalisé, nous a permis d’étudier chez un gastéropode pulmoné, Helix vermiculata,
I'effet d'un insecticide systémique, I’ACEPLAN, sur le comportement, sur certains parametres
morphométriques (poids de I’escargot et le diamétre de la coquille), sur les parametres
biochimiques (glucides, protéines, lipides), sur quelques biomarqueurs enzymatiques (ASAT,
ALAT, PAL) et sur les biomarqueurs du stress oxydatif (GPx, GST, LDH).

L’application de ce pesticide induit une perturbation de la croissance des escargots, traduite par
une diminution du poids des individus et du diamétre de la coquille. L’étude biochimique
montre que le traitement appliqué, induit un épuisement des réserves énergétiques (glucides et

lipides) et une diminution du taux de protéines chez les juvéniles d’H. vermiculata.

De plus, ce traitement provoque une induction des biomarqueurs du stress oxydatif, tels que la
glutathion peroxydase (GPX), la lactate déshydrogénase (LDH), et les glutathion -S transférases
(GSTys). Par ailleurs, une augmentation significative des biomarqueurs physiologiques tels que
I’alanine amino transférase ALT (TGP), I’aspartate amino transférase AST (TGO) et la

phosphatase alcaline (PAL) a été constatée.

A D’avenir, il serait intéressant de :
e Mesurer la bioaccumulation des résidus de I’insecticide dans les tissus mous de l'escargot.
e Evaluer I’effet de cet insecticide sur I’embryotoxicite.

e Déterminer I’effet de cet insecticide sur la reproduction des escargots.
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Résumé

VI. RESUME

Cette étude concerne [’évaluation de I’effet potentiel d’un insecticide systémique
I’ACEPLAN sur un mollusque gastéropode, Helix vermiculata. Le traitement a été appliqué a
la dose recommandée par ingestion pendant 15 jours.

Les effets de cet insecticide ont été examinés sur la croissance, la composition biochimique et
les biomarqueurs du stress oxydatif chez H. vermiculata. Les biomarqueurs physiologiques ont

été également déterminés.

Les résultats obtenus montrent que I’ACEPLAN exerce un effet sur la croissance des individus
d’H. vermiculata (poids et diamétre). Par ailleurs, 1’étude biochimique montre que 1’insecticide
induit un épuisement des réserves énergétiques (glucides et lipides) et une diminution du taux

de protéines chez H. vermiculata.

L’application de ce pesticide a provoqué également une augmentation des biomarqueurs du
stress oxydatif, tels que la LDH, la GPx, et les GSTs. En outre, ce traitement provoque une

augmentation des biomarqueurs physiologiques tels que la PAL, TGP, et TGO.

Mots clés: Helix vermiculata, Insecticide, Croissance, Composition biochimique,

Biomarqueurs du stress oxydatif, Biomarqueurs enzymatiques.
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Résumé

Abstract

This study concerns the evaluation of the potential effect of a systemic insecticide
ACEPLAN on the gastropod mollusc, Helix vermiculata. The snails were exposed to a
recommended dose of ACEPLAN by ingestion for 15 days.

The effects of this insecticide were examined on the growth, biochemical composition and
oxidative stress biomarkers of H. vermiculata. Additionally, physiological biomarkers were

also determined.

The results obtained show that ACEPLAN has an effect on the growth of H. vermiculata
(weight and shell diameter). However, the biochemical study shows that the insecticide induces
a depletion of energy reserves (carbohydrates and lipids) and adecrease in protein rate in H.

vermiculata.

In addition, the application of this pesticide caused an increase in oxidative stress biomarkers,
such as LDH, GPx, and GSTs.

Also, this treatment revealed an increase in the physiological biomarkers such as PAL, TGP
and TGO activity.

Key words: Helix vermiculata, Insecticide, Growth, Biochemical composition, Biomarkers of

Oxidative stress, Enzymatic biomarkers.
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