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RESUME

Résumé

Le travail que nous avons abordé se situe dans le but d’évaluer I’effet d’un
insecticide (Décis EC 25) chez Aporrectodea caliginosa.

Dans un premier temps, une étude d’identification des vers de terre collectés de
differents sites de la région de Tebessa a été effectuée, les résultats de 1’étude
taxonomique du peuplement lombricien de notre région, a révélé que les espéces
échantillonnées appartiennent a la famille des Lumbricidae, 3 especes sont :
Aporrectodea caliginosa, Aporrectodea rosea, Eisenia foetida.

Dans notre travail, nous nous sommes concentrés sur les effets du Décis EC 25
(Deltaméthrine) sur les vers de terre a l'aide de test de toxicité ou les criteres
d'évaluation sont : la mortalité et la morphologie. Le test de toxicité aiglie a été réalisé
aux concentrations suivants 99,04 ; 159,17 ; 176,85 et 229,91 pg/cm?,

Nos résultats montrent que 1’insecticide décis a une toxicité aiglie vis-a- vis des
vers de terre avec CL50 = 154,97 pg/cm? et CL90 = 219,97 pg/cm? & 48 heurs. En
plus de l'augmentation du nombre de vers morts, il y a des altérations de la
morphologie des vers traités avec l'insecticide.

D’un autre c6té, nous nous sommes intéressés a une batterie de biomarqueurs tels
que: L’activité de GSH, I’activité GST, I’activité AChE, et le taux de protéine et leur
évolution en présence du xénobiotique chez Aporrectodea caliginosa.

Nos résultats mettent en évidence 1’augmentation du le taux de protéine. Cet effet
est accompagné par le déclenchement d’un systéme dedétoxification (GSH, GST)
ainsi qu’une inhibition de I’activit¢t AChE, par I’insecticide decis traduisant une

neurotoxicité.

Mots clés : A.caliginosa., identification, toxicité, morphologie, AChE, GST, GSH.
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ABSTRACT

The work we have discussed is aimed at evaluating the effect of an insecticide (Décis

EC 25) in Aporrectodea caliginosa.

As a first step, an identification study of earthworms collected from different sites in
the Tebessa region was carried out, the results of the taxonomic study of the
earthworm population of our region, revealed that the sampled species belong to the

Lumbricidae family, 3 species are:
Aporrectodea caliginosa, Aporrectodea rosea, Eisenia foetida.

In our work, we focused on the effects of Décis EC 25 (Deltamethrin) on earthworms
using toxicity testing where the endpoints are: mortality and morphology. The acute
toxicity test was carried out at the following concentrations 99.04; 159.17; 176.85 and
229.91 pg / cm2.

Our results show that the insecticide dec has acute toxicity to earthworms with
LC50 = 154,97 pg / cm2 and LC90 = 219,97 pg / cm2 at 48 hours. In addition to the
increase in the number of dead worms, there are alterations in the morphology of the
worms treated with the insecticide.

On the other hand, we were interested in a battery of biomarkers such as: GSH
activity, GST activity, AChE activity, and protein level and their evolution in the

presence of the xenobiotic in Aporrectodea caliginosa.

Our results show increased protein levels. This effect is accompanied by the
triggering of a detoxification system (GSH, GST) as well as an inhibition of AChE

activity, by the insecticide decis reflecting neurotoxicity.

Key word: A.caliginosa, identification, toxicity, morphology, AChE, GST, GSH
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INTRODUCTION

Introduction

Le sol est un systeme complexe et dynamique responsable de nombreuses fonctions naturelles,
en interaction directe avec les autres compartiments de 1’écosphére. Cet écosystéme est a la fois
un support pour les étres vivants et un réservoir de matiéres organiques et minérales (Gobat et
al., 2003). La couverture pédologique représente une diversité d’habitats par sa composition
physique et chimique trés variable (Girard et al., 2005). Elle est indispensable a la vie qu’elle
abrite et en retour, les organismes vivants participent activement a sa formation (pédogéneése)
(Gobat et al., 2003).

La faune du sol, dont les plus importants représentants, les vers de terre, constituent la
premiére biomasse animale terrestre (Gobat et al., 2003 ; Pfiffner, 2013 ; Vigot et Cluzeau,
2014). Ils exercent d’importantes régulations sur les propriétés physiques, la dynamique de la
matiere organique et la croissance des plantes et constituent, de ce fait, une ressource potentielle
de grand intérét pour la durabilité de 1’agriculture (Lavelle et al., 1998), la restauration des sols
endommagés et le recyclage des déchets organiques (Blackmore, 2000 ; Lavelle et Spain, 2001).

Ainsi, on constate actuellement un regain d’intérét pour les vers de terre.

Il est bien connu que les vers de terre jouent un role important dans la biomasse de la
macrofaune du sol. Elles sont extrémement important dans la formation du sol, principalement
en consommant de la matiere organique, en la fragmentant et le mélanger intimement avec des
particules minérales du sol pour former des agrégats stables a I'eau . En particulier, le la capacité
de bioaccumulation des vers de terre est essentielle pour un organisme de bio surveillance. Par

conséquent, le ver de terre est probablement un excellent organisme a cette fin.

Darwin (1890), montre que les vers de terre sont distribués dans tout le monde sous la forme de
quelques genres. L’identification des vers de terre montre qu’il y a plus de 6000 especes dans le
monde. Les lombriciens sont généralement bien connus en Europe humide et a un moindre degré
dans les pays méditerranéens de I’Europe occidentale (Bouché, 2003). 400 especes ont été

répertoriées sur ce continent (Pfiffner, 2013).

En Algérie, les travaux relatifs a la biodiversité des lombriciens restent encore insuffisants.
D’une part, ’identification et la classification de ces organismes demeurent difficiles par manque

de taxonomistes qualifiés (Rougerie et al., 2009) et, d’autre part, I’étude des vers de terre n’est
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pas évidente a réaliser en raison de plusieurs contraintes liées a la nature des sols et a la

complexité de ces organismes (Decaéns, 2010).

Le marché mondial des pesticides represente actuellement 40,475 milliards de dollars.
L’Europe est le plus gros consommateur (avec 31,7% du marché) devant 1’Asie (23,1%), les
Amériques (Sud : 20,8% ; Nord : 20,6%) et I’Afrique (3,8%). L’Algérie est classée parmi les
pays qui utilisent de grandes quantités de pesticides, dont 1’Association Algérienne pour la
protection de I’environnement tire la sonnette d’alarme « L’ Algérie est un grand consommateur

de pesticides : 30000 tonnes sont épandues chaque année » (Chiali et al., 2013).

En Algérie, la deltaméthrine est parmi les plus employés dans la lutte contre différents
nuisants tels que les moustiques, les blattes, le criquet pelerin, etc.(INRS, 2013). Pour la
deltaméthrine, des effets aigus observés essentiellement neurologiques a type de paresthésies et
aussi cutanéo-muqueux a type d’irritation. (INRS, 2007)

C'est pourquoi, notre souci au début était, a travers recensement de la macrofaune réalisé dans
la région de Tébessa, a identifier les différentes especes de vers de terre. D'un autre cote, l'accent
a été mis sur I'évaluation de la toxicité d’un pesticide couramment utilisé en Algérie (Décis EC
25) chez I’espéce de vers de terre la plus répandue a Tébessa A.caliginosa, ou les criteres
d’évaluation sont : la mortalite et la morphologie. Enfin nous nous sommes concentres sur la
mesure des activités enzymatiques AChE , GST, le taux de GSH et le taux de protéines chez les

vers traités.
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I. Geénéralités sur les annélides
1. Systémique :

Les vers de terre sont distribués dans tout le monde sous la forme de quelques genres.
(Darwin.,1890). L’identification des vers de terre montre qu’il y a plus de 6000 espéces dans le
monde. Les vers de terre représentent environ 70% de la biomasse animale terrestre dans les

zones tempérées (Vigot et Cluzeau, 2014).

Les vers de terre appartiennent a I’embranchement des Annélides ; autrement dit des «
vers segmentés » dont la principale caractéristique évolutive est un corps constitué d’une
succession de segments ou d’anneaux, a la sous classe des Oligochetes (porteurs de soies moins
abondantes), a 1’ordre des Haplotaxida et au sous ordre des Lumbricina. La famille des
Lumbricidea est la plus importante des Oligochetes. Elle se compose essentiellement de vers
terrestres (Edwards et Bohlen, 1996). On estime a 7 000 environ le nombre total d’especes, la

majorité vivant sous les tropiques (Lavelle et al., 1998).

La classification des annélides oligochetes, la plus récente, est publiée dans la base de

données de la faune d’Europe (Jong et al., 2014)

Regne Animalia
Sous-régne Eumetazoa
Phylum Annelida
Classe Oligochaeta
Sous-classe Diplotesticulata
Super-ordre Megadrili
Ordre Opisthopora
Sous-ordre Lumbricina
Super-famille Criodriloidea
Famille Criodrilidae
Super-famille Eudriloidea
Famille Eudrilidae

Super-famille

Famille

Lumbricoidea

Ailoscolecidae

]
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Famille Glossoscolecidae
Famille Hormogastridae
Sous-famille Hormogastrinae
Sous-famille Vignysinae
Sous-famille Xaninae

Famille Lumbricidae
Sous-famille Diporodrilinae
Sous-famille Lumbricinae
Sous-famille Spermophorodrilinae
Super-famille Megascolecoidea
Famille Acanthodrilidae
Famille Megascolecidae
Famille Ocnerodrilidae
Famille Octochaetidae
Super-famille Sparganophiloidea
Famille Sparganophilidae
Sous-classe Tubificata

Ordre Tubificida
Sous-ordre Enchytraeina

Super-famille
Famille

Famille

Enchytraeoidea
Enchytraeidae

Propappidae

2. Description morphologique :

La morphologie externe et ’anatomie interne des oligochetes est détaillée dans des ouvrages
généraux tels que Avel (1959). Lorsque les vers de terre ne sont pas pigmentés, ils sont qualifiés
d’albiniques (Bouché, 1972) quoique leur teinte apparente puisse étre assez variée, elle dépend
en effet, de la coloration interne des organes, du fluide ceelomique, du tube digestif et de son
contenu. Leur corps est mou, toujours humide grace a un léger mucus. lls se déplacent en

contractant et allongeant alternativement leurs segments. Signalons que les vers de terre ont une

N
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odeur caractéristique, généralement assez discréte (Baha, 2008). Le corps d’un ver de terre est
composé de trois régions successives, le prostomium, le soma et le pygidium avec des soies

implantées dans la paroi du corps ( fig 01).

Prostomium

\

Bouche

Pore femelle
Porophore et Pore male
Nervure génitale

Anté-
clitéllienne ¢

Clitellum
Puberculum

Clitéllienne

< Papille puberculienne
= Soies
7
Post-
clitéllienne
(
Anus
Pygidium
Régions du corps Caracteres externes

Figure 01: Vue ventrale d’un ver de terre (El-Addan, 1990), les régions du corps, et les caractéres
externes (Bouché, 1972).

2.1. Le prostomium :
Partie la plus antérieure, située immédiatement en avant de la bouche, ce n'est pas un véritable
segment (métamere) et il ne possede ni soies ni cavité coelomique, il est plus ou moins fusionné

avec le péristomium (Sims et Gerard, 1999)( Fig 02).

it

Figure 02 : Les differents types de prostomium ( Bouché,1972)
Prostomium : Zygolobique (A), prolobique (B), épilobique ouvert (C), épilobique fermé (D),
subdivisé (E) et tanylobique (F).
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2.2. Le metastomium (soma) :

Le soma constitue la quasi-totalité du corps. Il est entierement métamérisé (ou segmenté),
c'est-a-dire le corps est constitué par une série de nombreux anneaux successifs appelés les
métameres . Chez I’adulte, le soma peut étre subdivisé extérieurement, et par rapport au
clitellum, en trois zones : Anteclitellienne, Clitellienne, Posteclitellienne

2.3. Lepygidium :

Le pygidium (du grec pygé, fesse) est le dernier segment de I’animal, dépourvue de cavité

coelomique et qui entoure 1’anus.

2.4.  Soies :

Les soies constituent 1'un des caractéres principaux utilisés pour I’identification des vers de
terre. Elles sont de nature double, protéique, chitineuse et sont rigides. Les soies sont groupées
en faisceaux dans chaque segment, excepté le prostomium, le peristomium et quelques segments
postérieurs. Chaque soie est implantée dans la paroi du corps dans un sac et chaque segment
contient le plus souvent quatre faisceaux : deux latéraux-dorsaux et deux latéraux-ventraux.

Il existe deux types de disposition de soie : type lombricienne (Avoir 8 soies par segment
souvent se répartissent en 4 paires) et perichaetienne (Avoir plus de 8 soies par segment se
répartissent autour de la circonférence du corps). Les écarts entre les soies sont variables mais
constants au niveau d’un méme segment et a I’intérieur d’une population, ce qui conduit a

I’usage fréquent de ce caractére en taxonomie (Fig 03).

T M L

gcnun¢ ccartee = > .
—_—— Chez Haploraxis Périchaetienne

Lombricien

Figure 03: Dispositions des soies chez le ver de terre (Bouché, 1972).
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2.5. Anatomie interne :
L’anatomie interne du ver de terre intéresse les différents organes des systémes reproducteurs,
digestifs, sanguins et nerveux (Fig 04).

2.5.1. systéme digestif :

Est constitué d’un tube interne qui parcourt toute la longueur du ver et qui présente des
modifications locales pour assurer certaines fonctions digestives spécialisées. Le tube digestif
qui débute par un simple orifice la bouche, comporte directement un pharynx suivi, dans un
ordre variable, d’un cesophage plus ou moins long, de glande de Morren, d’un jabot et d’un
gésier Ces différentes spécialisations peuvent faire défaut. Cet ensemble est suivi d’un long
intestin comportant le plus souvent un repli interne, dorsal, le typhlosolis (Bouché, 1972).

2.5.2. Le systéme respiratoire :

Cutanee, les vers de terre ne possedent pas de poumons, le corps doit rester humide pour
permettre la respiration, ainsi que des (cceurs) latéraux jouant le role de pompes (Bouché, 1972).

2.5.3. Le systéme nerveux :

Le systeme nerveux est ventral, il comprend :

e une chaine nerveuse formée de ganglions reliés entre eux par des filets nerveux.

® En avant, un collier cesophagien entour la partie antérieure du tube digestif. Au dessus de ce

dernier, le collier porte deux ganglions cérébroides.

2.5.4. Systeme circulatoire :

Le systeme circulatoire fermé est constitué de capillaires entourant le tube digestif, de 2
gros vaisseaux sanguins longitudinaux (le dorsal qui transporte le sang vers 1’avant du corps, et
le ventral), ainsi que des « coeurs » latéraux jouant le réle de pompes (Edwards et Lofty, 1977 ;
Laverack, 1963 et Tomlin, 1980).

2.5.5. Le systéme reproducteur :

Le ver de terre est un organisme hermaphrodite qui a besoin d’un partenaire pour Se
reproduire. lls juxtaposent leurs organes de reproduction en se positionnant téte-béche (Morin,
2004). Le ver de terre peut aussi s’auto-coupler lorsqu’il est isolé ou pratiquer la
parthénogénese (Fernandez et al., 2011). Le clitellum permet aux partenaires de rester collés
I’un a 'autre. Ils échangent leurs semences males et sécrétent de petits cocons via le clitellum
(Morin, 2004).

]
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2.5.6. Le systeme excréteur :
Chaque segment sauf les trois premiers possede une paire de tubes sinueux, les tubes
urinaires, s’ouvrant chacun a ’extérieur par un orifice excréteur. Cet organe urinaire porte le

nom de néphridie sur le dernier segment, le pygidium, s’ouvre un orifice, I’anus (Yesguer,
2015)(Fig 04).

Dorsal
Blood Vessel Intestine

Nephridium

Figure 04 : Morphologie interne d'un vers de terre (Morin et Houseman ; 2002 ).

2.6. Reproduction et cycle de vie :

Les vers de terre sont hermaphrodites ; ils possédent des organes et produisent des gamétes
males et femelles. Le mode de reproduction differe selon les especes. Certaines sont
obligatoirement biparentales, a I’instar de Lumbricus terrestris et nécessitent donc un
accouplement entre deux individus, alors que d’autres se reproduisent sans accouplement, par
auto-fertilisation ou par parthénogénese (Sims et Gérard, 1999). Chez les espéces biparentale,
I’accouplement se déroule la nuit en surface , les deux individus suivent une configuration en
téte-béche et, selon les familles, on observe une transmission directe du sperme des pores males
dans les réceptacles séminaux, ou transmission du sperme a distance par les gouttieres génitales
que bordent dorsalement les nervures génitales (Hipp, 2005). Quelques jours plus tard, le
clitellum produit le cocon qui glisse le long de la partie antérieure du vers de terre et émis dans le
sol sous forme d’une capsule fermée a deux extrémités. Chez les especes a reproduction
monoparentale, La parthénogenese s’effectue a partir d'un seul gamete alors que l’auto-
fertilisation nécessite I’intervention des deux gamétes, males et femelles, apportés par le méme
individu (Sims et Gérard, 1999). Les vers adultes produisent plusieurs cocons par ans selon leur
age (Svendsen et al., 2005) et les conditions du milieu (Lee, 1985). Les cocons contiennent les
substances nutritives indispensables au développement embryonnaire, chacun comporte plusieurs

ceufs, mais seuls quelques uns se développent proprement (Hipp, 2005). Les cocons sont
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résistants aux conditions défavorables comme la sécheresse (Edwards et Bohlen,1996). La durée
d’incubation dépend des conditions climatiques (Holmstrup et al., 1996) et des conditions de vie
de I’adulte (Pelosi, 2008). Les vers émergent du cocon, de couleur blanchétre, long de 1,3 cm en
moyenne (variable selon les espéces). La couleur commence a s’assombrir quelques heures aprés
I’éclosion pour prendre la couleur propre a ’espéce (Hipp, 2005). Les juvéniles deviennent plus
long & mesure que leurs segments se développent. lls acquiérent progressivement les caracteres
sexuels externes et deviennent sub-adultes. Ils atteignent leur maturité apres la formation du
clitellum et deviennent adultes capables de se reproduire (Pelosi, 2008). La durée de maturation
dépend de I’espéce considérée ainsi que des conditions du milieu. (Lakhani et Satchell,1970)
rapportent que Lumbricus terrestris devient mature au bout d’un an au champ, alors qu’il ne
suffira que de quelques mois en condition de laboratoire.

La durée des quatre étapes fondamentales du cycle de vie des lombriciens ; cocon, juvenile,
sub-adulte et adulte (fig 05), ainsi que la fécondité et la survie des vers dépendent fortement de

I’espece considérée mais aussi des conditions du milieu (Pelosi, 2008).

_____________

' Clitellum |

[ |

Accouplement
(Pour les especes
biparentales)

2. Juvéniles

Figure 05 : Cycle de vie des vers de terre (Hipp, 2005)
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3. Ecologie des vers de terre :

3.1 Fonctions écosystémiques:

Les vers de terre modifient physiquement leur environnement et changent ainsi la
disponibilité des ressources pour les autres organismes (Lavelle, 1997 ; Edwards 2004). En
creusant les galeries, ils augmentent la macroporosité du sol et contribuent ainsi a son aération
(Lavelle, 1997) et a I’infiltration de I’eau, ce qui minimise le ruissélement des eaux de surface et
réduit les risques de pollution des sols. Inversement, les galeries accélerent I’infiltration des
produits phytosanitaires vers les nappes phréatiques. Ce transfert rapide a travers les galeries
d’anéciques ne laisse pas le temps aux microorganismes pour détoxifier un certain nombre de
produits (Pelosi, 2008). Ces galeries permettent aussi le mouvement des invertébrés (Jégou et al.,
2002) et permettent aux microorganismes d’atteindre des ressources auparavant inaccessibles
(Jana, 2009). Les vers de terre contribuent également a I’incorporation, au transport et a la
distribution de la matiere organique dans le sol (Blouin et al., 2005). Leurs activités contribuent
aux différents cycles des éléments du sol via une ingestion rapide des détritus et leur
transformation en minéraux (Bhadauria et al., 2010), lls agissent directement ou indirectement
sur les systemes racinaires, ainsi que sur le développement des microorganismes. (Edward et
Bohlen 1996), observent que des échantillons contenant des vers de terre un certain temps
avaient une population bactérienne 4 a 5 fois plus importante que ceux n’en ayant jamais
renfermés. Les turricules produits par les vers de terre exercent aussi une action positive sur les
sols. D’une part, elle leurs conférent une stabilité structurale et deviennent ainsi plus résistant
face a I’érosion (Pelosi, 2008). D’autre part, ayant une forte minéralisation, les turricules
augmentent les teneurs en azote et phosphore minéraux disponibles pour les plantes (Chapuis-
Lardy et al., 1998 ; Barois et al., 1999).

Il Présentation de la région de Tebessa :

1. Situation géographique : La wilaya de Tébessa fait partie des hautes plaines
constantinoises. Elle est située a I'extréme Nord-est de I’ Algérie. Elle est délimitée au Nord par
la wilaya de Souk-ahras, a I’Ouest par la wilaya d’Oum el Bouaghi et Khenchela, au Sud par la
wilaya d’El Oued et a I’Est, sur 300 Km de fronti¢res, par la Tunisie. La wilaya de Tébessa avec
ses 13878 Km 2, se rattache naturellement a ’immense étendue steppique du pays . Nous avons
préleve des échantillons de vers de terre dans trois zones différentes de la région de Tébessa qui

sont les suivantes : Tébessa , Boulhaf dyr et EI hammamet ( fig 06).

N



MATERIEL ET METHODE

Figure 06: Localisation géographique de la région et des sites d’étude.

2. Matériels utilizes :
Nous avons utilisé dans le cadre de cette étude I'équipement suivant (fig 07):

% Sur le terrain :

personnelle, 2021)
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«+ Au laboratoire :

Figure 08 : Le matériel utilisé au laboratoire : (A) Pipette et Micropipette. (B) Agitateur. (C) Les
flacons . (D) Balance . (E) Spectrophométre. (F) Tube eppendorf. (G) Planche de dissection (H) PH métre
.(1) Processeur a ultrasons .(J) Centrifugeuse. (K) Balance analytique (Photos personnelle, 2021).

3. Travaux sur le terrain :

3.1. Echantillonnage des vers de terre :

L’échantillonnage s’est déroulé tout au long de la période d’activité des vers de terre, au cours
de quelque sorties sur le terrain de février 2021 ou les conditions sont favorables (humidité et la
température). Nous avons utilisé une méthode physique pour extraire les animaux du sol. Cette
methode consiste a creuser le sol jusqu’a une profondeur d’environ 20 cm. La recherche des vers
de terre se fait avec la main selon la méthode de Bouché (1972).Les vers de terre collectés sur le
terrain sont placés dans des bacs contenant de la terre et déchets végétaux et transport vers le

laboratoire, ou nous les trions et les identifions.
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4. Travaux de laboratoire :

4.1. Trides vers de terre :

Récupérer les vers de terre et les placer sur un sac plastique. A 1’aide d’une pince Nous
sélectionnons les vers adulte qui se Caractérisé par la présence de clitellum ainsi que les
tubercules pubeéres. Puis placer les vers dans des boites d'élevage pour I'adaptation avec le milieu
de laboratoire un mois avant le début des tests.

Il Généralités sur les pesticides :

1. Definition des pesticides :

Le terme "pesticide" est une appellation générique couvrant toutes substances ou produits utilisés
dans P’agriculture et dans d’autres secteurs pour combattre les prédateurs des cultures, des
produits agricoles ou encore pour protéger les espaces publics contre les insectes, les végetaux,
les animaux ou les microorganismes nuisibles (Stachowski-Haberkorn, 2008 ; ACTA, 2005). La
diffusion de ces composés chimiques dans ’environnement par contamination de Iair, le sol,
I’eau et les produits alimentaires provoque 1’exposition continue des organismes vivants d’une
maniére tant aigue que chronique a des risques de toxicité susceptible d’engendrer des diverses
pathologies (Toumi, 2013 ; Pandey & Mohanty, 2015).

Les pesticides sont classés sur la base de divers criteres tels que toxicité (effets dangereux),
organisme nuisible qu'ils tuent et pesticide fonction, composition chimique, mode d'entrée, mode
d'action, comment et quand ils fonctionnent, formulations et sources d'origine.(Akashe et
al.,2018)

A. Classification des pesticides sur la base de la toxicité :

La toxicité des pesticides dépend principalement de deux facteurs, a savoir la dose et le
temps. Par conséquent, quelle quantité de substance est impliquée (dose) et a quelle fréquence
I'exposition a la substance se produit (temps) augmenter a deux types différents de toxicité -
toxicité aigué et chronique. (PMD, 2018)

Toxicité aigué : La toxicité aigué fait référence au degré de le pesticide est destiné a un
étre humain, animal ou végétal apres une seule exposition. Un pesticide avec une toxicité aigué
élevée est mortel méme lorsqu'une trés petite quantité est absorbée. La toxicité aigué peut étre
mesurée en tant que toxicité orale aigué, toxicité cutanée aigué et toxicité par inhalation.(Akashe
et al.,2018)

N
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Toxicité chronique : La toxicité chronique est un effet toxique différé d'une exposition a
un pesticide. Toxicité chronique des pesticides concerne le grand public ainsi que ceux qui
travaillent directement avec pesticides en raison d'une exposition potentielle aux pesticides sur /
dans les aliments produits, eau et air. (Akashe et al.,2018).

B. Classification des pesticides sur la base du produit chimique Composition :

Il s'agit de la méthode de classification la plus courante et la plus utile pesticide qui est basé sur
leur composition chimique. Selon (Hatcher et al., 2017) On distingue : les organochlorés (OC)
sont des composés organiques qui possédent tous en commun un ou plusieurs atomes de chlore
(Cl). Les carbamates : Les pesticides de cette famille sont des esters dérivés de 1’acide
carbamique. Les organophosphorés (OP) sont des composés possédant au moins un atome de
phosphore (P) ils constituent le plus grand groupe d'insecticides vendus dans le monde.

2. Modes d’expositions aux pesticides :

Les pesticides sont utilisés, non seulement dans I’agriculture, mais aussi dans divers secteurs
(industries, collectivités territoriales) ainsi qu’en usage domestique et vétérinaire. Des problemes
de résidus dans les légumes, les fruits etc..., sont aussi mis en évidence (Belhaouchet, 2014). Les
pesticides peuvent contaminer les organismes vivants via multiple voies d’exposition (fig.09). En
effet, ces polluants pouvant pénétrer dans I’organisme par contact cutané, par ingestion des
matrices alimentaires contaminées et encore par inhalation de 1’air pollué (Utip et al., 2013). La
grande variété de produits rend difficile 1’évaluation des expositions chez les populations, qu’il
s’agisse de la population exposée professionnellement (agriculteurs ou manipulateurs), ou de la

population générale (Bourbia, 2013).

Homme ;
Environnement o ‘\C‘haine alimentaire
Y Alimentation { . Faune
4 Habitat § Flore -"
) = Culture 0
Jardinage o
Transferts inter- Elevage Agriculture
compartiments et
transformations Elevage
Pesticides

Figure 09 : Modes d’exposition des organismes vivant aux pesticides (Barriuso, 2004).
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3. Décis EC 25 (Deltaméthrine) :

La deltaméthrine la matiere active du DECIS est un insecticide de la famille des
pyréthrinoides qui agit principalement au niveau des canaux sodium des fibres nerveuses qu’elle
bloque en position ouverte (Rey. 2012). La deltaméthrine a, pour la premiére fois, été décrite en
1974, puis commercialisée en 1977 sous le nom de Décis par la société Roussel-Uclaf (puis par
Hoechst et enfin par Bayer)(SCF,2017).celle-ci est considérée comme la plus toxique, car elle
n’est ni jamais completement dégradé ni rapidement métabolisée et de ce fait s’accumule dans
les lipides (Sayeed et al., 2003). La deltaméthrine a un temps de demi-vie compris entre 32 et 53
jours, mais dans une eau de mer faiblement acide (pH=5), ce temps dépasse 3 ans (Adamou et
al., 2010).

Figure 10: Structure chimique de la deltaméthrine (ANSES, 2010).

3.1. Utilisation de deltaméthrine :
La deltaméthrine est trés employée dans le secteur agricole et forestier et ce depuis qu’elle a
prouvé son efficacité vis-a-vis de nombreux insectes (Villarini et al., 1998). La deltaméthrine est
aussi utilisée dans les programmes de contr6le de la malaria dans les pays concernés (Yadav et

al.,2001).Elle y est aussi utilisée pour imprégner les moustiquaires(Darriet etal.,1998)(Fig11).

Figure 11 : Le produit utilisé (photo personnelle, 2021)
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3.2. Les propriétés physico-chimiques du DECIS EC 25 :

sont représentés dans le tableau suivant:

Tableau 01: Propriétés physico-chimiques de la deltaméthrine (INRS, 2007).

Nom substance

Détails

Deltaméthrine

Nom chimique

[1R-[1a(S*),3a]-cyano(3
phenoxyphenyl)methyl3-
(2,2dibromoethenyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate

Pureté

98% de matiére active

Formule moléculaire

C22 H19 Br2 NO3

Poids moléculaire

505,2

Etat physique

Poudre cristalline

Densité

0,55 Kg/dm3 a 25°C

Solubilité dans les solvants

Soluble dans la plupart des

solvants pétroliers ou organigques

Solubilité dans I’eau

0,2ug.L-1

4. Essais toxicologiques :

4.1. Matériel biologique :

Les vers de terre utilisés dans cette étude appartiennent a 1’espéce dominante dans la région

de Tébessa qui est A. caliginosa. Ces vers sont Tiré de Boulaf Eddir. Nous avons choisi une

terre agricole non contaminées par les pesticides.

La position systématique d’A. caliginosa selon la derniére classification d’aprés la source

d’inventaire national du patrimoine naturel de France (MNHN, 2006) est la suivante :

e Régne : Animalia

Phylum : Annelida

Classe : Clitellata

Sous-classe : Oligochaeta

Superordre : Megadrili

=
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Ordre : Opisthopora

Sous-ordre : Lumbricina

Superfamille : Lumbricoidea
Famille : Lumbricidae Claus, 1876

Genre : Aporrectodea Orley, 1885

Espece : Aporrectodea caliginosa (Savigny, 1826)

4.2. Test de toxicité :

Conditions expérimentales Tous les essais ont été effectués sur des vers de terre
appartenant a I'espece A.Caliginosa, adultes avec un clitellum bien développé, Le but de ces
essais est de préciser les concentrations létales 50 et 90 (CL50 et CL90) de I’insecticide decis a
I'encontre d’A.caliginosa. Les essais sont conduits avec 6 répétitions comportant chacune 10
individus. De plus, la mortalité des vers de terre est suivie pendant 48heurs.

4.3. Traitement:

Pour assurer un maximum d’exposition des organismes a la mixture, I’insecticide a été
incorporés au papier filtre a des concentrations croissantes . Tous les vers de terre ont
préalablement été nettoyés avec de 1’eau, séchés et pesés. Ils ont ensuite ét€ mis sur du papier
filtre dans des boites de pétri pendant 3 heures. L’objectif est de vider leur tube digestif du sol
ingéré. Apres les 3 heures, on pesé les vers de terre et on dépose chaque dix individus mature en
bonne santé avec un clitellum bien développe et de taille et poids proches dans chaque flacon.
Pour une meilleure exploitation des résultats nous avons fait six répétitions pour chaque
concentration. Les flacons sont recouvertes avec parafilm pour permettre I’aération (Fig.12). La

durée de I’essai est de 48 heurs ; la mortalité est évaluée apres 24 et 48 heurs .

|
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Figure 12: les étapes du test :(A) Rincage des vers (B) Incubation des vers sur papier filtre (C)
Mettez I'insecticide dans le papier .(D) Dép6t un ver dans chaque flacon. (E) fermeture des flacon avec
un parafilm . (F) Mettez les flacons dans un milieu obscur (photo personnelle, 2021 ).

5. Dosage enzymatique :
5.1. Dosage de ’activité Acétylcholine Estérase (AChE) :

La méthode de dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) la plus courante (Ellman et al., 1961)
consiste a fournir a ’enzyme un substrat, I’acétylthiocholine (ASCh), dont I’hydrolyse libére de
la thiocholine (SCh) et de I’acide acétique. La quantité de thiocholine obtenue est proportionnelle
a lactivité enzymatique, on la révele grace a une méthode colorimétrique faisant intervenir un
ion (le dithiobisnitrobenzoate ou DTNB) qui se lie avec la thiocholine pour former un complexe
de couleur jaune que I’on dose a 412 nm. Les échantillons sont homogénéisés pendant quelques
secondes dans 1 ml de solution détergente (38,03 mg éthyléne glycol tris-beta-aminoéthyl éther
N N N’ N’ ou EGTA, 1 ml triton X 100%, 5,845 g Nacl, 80 ml tampon tris I0mM) a ’aide d’un
homogénéisateur a ultrasons puis centrifugés a 5000 tours/min pendant 5 minutes. Le surnageant
est utilisé immédiatement pour la mesure de I’activité AChE. L’activité spécifique de I’AChE est
déterminée comme suit : 100 ul de surnageant sont additionnées a 100 pl de DTNB (0,1 M, pH
8) (39,6 mg de DTNB, 15 mg CO3 Na, dans 10 ml tris 0,1 M pH 7) et 1 ml du tampon tris (0,1
M pH7). Aprés 3 a 5 minutes de repos nécessaire pour épuiser la réaction spontanée, 100 pl de

substrat acétylthiocholine iodide (Sigma R) (118 mg ASCh dans 5 ml d’eau distillée) sont

18
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ajoutés. La lecture des densités optiques s’effectue a 412 nm toutes les 4 minutes pendant 20
minutes contre un blanc ou le surnageant a été remplacé par un volume équivalent de solution

détergente (50 ul). L activité spécifique de I’AChE est déterminée par la formule suivante :

A Do/min Vit

X= X mg de protéines

1,36 x10* \/s

5.2. Dosage de I'activité GST (glutathion S-transferase) :
La mesure de I’activité¢ de la glutathion S-transférase (GST) consiste a fournir a I’enzyme un
substrat : le 1-chloro-2,4 dinitrobenzene (CDNB), qui réagit facilement avec le glutathion reduit.
La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation d’une molécule nouvelle,
qui absorbe la lumiere a 340 nm de longueur d’onde. La valeur de densité optique mesurée est
proportionnelle a la quantité du complexe GSHCDNB formé, elle-méme liée a I’intensité de
I’activit¢ GST (Habig et al., 1974). Les hepatopancréas des femelles témoins et traitées sont
homogénéisés dans 1 ml du tampon d’homogénéisation (20 ml de tampon phosphate 0,1 M, pH
= 7 ; 1,71 g saccharose) pendant quelques secondes a I’aide d’un broyeur a ultrasons .
L’homogénat hépatique ainsi obtenu est centrifugé a 5000 tours/min et le surnageant servira au
dosage de I’activité de la GST. La méthode utilisée dans notre dosage est celle de Habig et al.,
(1974) qui consiste a faire agir les GSTs contenus dans I’échantillon sur un mélange de GSH +
CDNB a une température ambiante. Le protocole utilis€¢ pour le dosage de I’activité spécifique
de la GST est le suivant : Une fraction aliquote de 0,2 ml est ajoutée a 1,2 ml du mélange CDNB
(1 mM) — GSH ( mM) ; (4,052 mg CDNB ; 30,73 mg GSH ; 0,8 ml d’éthanol ; 20 ml tampon
phosphate 0,1 M pH 7). La lecture se fait contre un blanc préparé dans les mémes conditions
avec 0,2 ml d’eau distillée remplacant le surnageant. La variation de la densité optique due a
I’apparition du complexe CDNB-GSH est mesuree toutes les minutes pendant 5 minutes a 340

nm dans un spectrophotométre . L’activité spécifique de la GST est déterminée par la formule :

&
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A Do/m Vit
X= x / mg de protéines

9,6 Vs

Toxicité potentielle d’un insecticide sur un invertébré de la famille des coelomates 23

L’activité est déterminée d’apres la formule suivante :

X © micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/mn/mg de
protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du temps.
9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB.

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.

5.3. Dosage du glutathion (GSH) :
Le taux du glutathion réduit est estimé selon la méthode de Weckbercker Cory (1988) basée sur
I’absorbance de I’acide 2-nitro-5mercapturique résultant de laréduction de I’acide 5-5’-dithio-
bis-2 nitrobenzoique (DTNB) par le groupement thiol (- SH) du glutathion. Les hépatopancréas
sont homogénéisés pendant 30 secondes dans une solution de d’EDTA 0,02 M (7,4448 g EDTA
et 1000 ml eau distillée) a 1’aide d’un ultrason . Afin de protéger les groupements —SH du
glutathion, ’homogénat doit subir une déprotéinisation par 1’acide sulfosalycilique (0,25%) (0,5
g acide sulfosalycilique, 100 ml eau distillée) ; 0,8 ml de ’homogénat sont additionnés a 0,2 ml
d’acide sulfosalycilique. Le mélange est vortexé et laissé pendant 15 minutes dans un bain de
glace, puis centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 minutes. Le surnageant est utilisé comme
source d’enzyme. Le dosage du GSH est réalis¢ comme suit : 500 ul de surnageant sont
additionnés a 1 ml de tampon tris-EDTA (63,04 g tris[hydroxymethyl] amino-méthane, 7,4448 g
EDTA et 1000 ml eau distillée) et 0,025 ml de DTNB (5-5’-dithio-bis-2 nitrobenzoique) a 0,01
M (3,96 g DTNB , 1000 ml méthanol absolu) contre un blanc ou le surnageant est remplacé par

500 pl d’eau distillée. La lecture des absorbances s’effectue toutes les 5 minutes a température
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ambiante a une longueur de 412 nm dans un spectrophotométre UV . Le taux du glutathion est

estimé par la formule suivante :

A Do Vd Vit

mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (uUM/mg de protéines).

A Do : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.

13,1 : coefticient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (—SH).

Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1 ml [0,2 ml ASS + 0,8 ml
homogénat].

Vh : volume de I’homogénat utilisé dans la déproténisation : 0,8 ml.

Vt : volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 1 ml trissEDTA + 0,025 ml
DTNB].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

5.4. Dosage des Proteines totales :

Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de Bradford (1976), qui consiste a
additionner a une fraction aliquote de 100 ul du avec le bleu brillant de coomassie (BBC) (G
250, Merck). La solution de BBC se prépare comme suit : dissoudre 50 mg de BBC dans 25 ml
d’éthanol .Aprés une agitation de 2 heures, on ajoute 50 ml d’acide orthophosphorique et on
complete & 500 ml avec de I’eau distillée et d’albumine de sérum de beeuf (BSA,Sigma) comme
standard. L’absorbance est lue au spectrophotométre a une longueur d’onde de 595 nm. La

gamme d’étalonnage est réalisée a partir d’une solution d’albumine 1 mg/ml selon de tableau .

(Tableau 02).
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Tableau 02 : Dosage des protéines : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Quantité de BSA (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (pl) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité de BSA (ug) 0 20 40 60 80 100

6. Analyses statistique :

Dans notre étude, pour mieux visualiser les résultats obtenus, la représentation graphique
choisie est celle des histogrammes en utilisant le logiciel Prism(GraphPad software, La jolla
California, USA).En cas de différences significatives, le test de Tukey (HSD) a été utilisé pour
séparer les moyennes des différents traitements. Tous ces parameétres ont eté analysés au seuil de
signification de 5%. Une analyse de la variance a un critere de classification (le temps) a été
effectuée en utilisant le test ANOVA.
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. ldentification

Dans les trois sites de Tebessa, Boulhef eddir et EI hammamet, on a récolté 3 especes.
Chaque espéce a ses propres caractéristiques. Ainsi, le poids est varié d’une espéce a I’autre.
D’autre part, la couleur des différentes espéces varie de rougeétre a marron.

Les caractéristiques morphologiques des especes de vers de terre récoltées sont représentées
dans le tableau 03.

Tableau 03 : Comparaison entre les caractéristiques des différentes espéces de vers de terre collectées
dans les trois sites d’étude.

Espece
A. caliginosa A. rosea E. foetida
Caractéristique
Le poids (g) 0.89 0.69 0.78
Longueur (cm) 12;11 8.5 09
Diametre (mm) 3;3 3 3
Nombre de
130;143 147 90
segments
Marron  avec  un A Marron avec des parties
Couleur ] Rougeéatre ) )
gradient (D/V) inter- segmentales jaunes.

e L Cylindrique avec
Cylindrique queue | Cylindrique avec )
Forme aplatissement aplatissement

plate ou trapézoidale o )
Clitellienne caudale léger

Prostomium Epilobique Epilobique Epilobique

Entre le 27™et | Entre le 25°™ et 33°™ | Entre le  26°™et  32°™

Clitellum X
34°™segment segment segment
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Tuberculapubertatis

entre le 31°™ et le

33M segment

entre le 29°™ et le

31%™ segment

entre le 28°™ et le 30°™

segment

P.L:Géminées.
Setae P.L et V : Géminées PV - PL et PV sont Géminées
Ecartées
1. A.Caliginosa

Cette espece est présente dans les différents sites étudiés (Fig.13). Elle est caractérisée par la

couleur marron avec des gradients dorso-ventral et antéro-postérieur. Le clitellum d’A.

caliginosa est compris entre le 27°™ et 34°™segment et les tubercules pubéres entre le 31°™ et le

33°™e segment.

Figure 13 :Morphologie général d’A. caliginosa, (photo personnelle, 2021).

2. A.rosea

Cette espéce a une couleur rougeatre, un clitellum compris entre le 25éme et 33*™segment et des

tubercules pubéres entre le 29°™ et le 31™segment (Fig.14)

s
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Figure 14 :Morphologie général d'A.rosea (Bouzdia, 2019 )

3. E. Foetida

Cette espéce apparait dans le site de Tébessa. Elle a une couleur exceptionnelle avec des
segments marron et des régions inter-segmentales jaunes claires. De plus, E. foetida se distingue
des autres espéces par sa plus petite taille. D’autre part, cette espéce a un clitellum compris entre
le 26°™ et 32°M segment et des tubercules pubéres entre le 28°™ et le 30°™ segment (Fig.15).

Figure 15:Morphologie général d'E .foetida (photo personnelle, 2021 ).

I. Toxicité de ’insecticide Décis

L’incorporation d’insecticide décis dans du papier filtre a été coupé en 11.4 X 6.2 cm de
diamétre recouvrant les cotes de flacons. sous I’effet de 4 concentrations différentes dans 1’ordre

croissant et 99,04 ; 159,17 ; 176,85 et 229,91 pg/cm?
Le tableau 04 résume les concentrations létales de I’insecticide Décis. Nos résultats

montrent que la valeur de la concentration létale CL50 est 1342.4 fois supérieure a RAD.
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Tableau 04 :Concentrations létales (CL50 et CL90) en pg/ml de Décis et leurs intervalles de confiance
apres 48 heures d’exposition.

CL50 [limite inferieure ; limite supérieure] CL90 [limite inferieure ; limite supérieure]

154,97[137,04 ; 175,25] 219,97 [194,52:248,75]

La courbe suivante (Fig.16) représente 1’évolution des probits en fonction des logarithmes
décimaux des concentrations.

On constate que les mortalités augmentent avec I’augmentation des concentrations.

Probit
o [ N w EaN (8)] ()] ~ [ee]

1.95 2 2.05 2.1 2.15 2.2 2.25 2.3 2.35 24
Log (concentration)

Figure 16:Efficacité de I’insecticide Décis chez les adultes des vers A. caliginosa aprés 48 heures:
Analyse des probits.

Le tableau 05 résume les différents parameétres statistiques liés a I’analyse des probits. Les
valeurs des coefficients de régression sont proches de 1 indiquant une forte liaison entre la

concentration de I’insecticide et le taux de mortalité.

Tableau 05:Les différents paramétres statistiques relatif a I’analyse des probits.

Temps d’exposition Equat|or_1 de Slope | Coefficient de régression (R?)
(heures) régression
48 y = 9,4176x - 15,474 2,243 0,8475
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1. Effet sur la morphologie
Apres 48 heures d'exposition, des changements morphologiques tels que rétrécissement,
gonflement, décoloration et I’effilement apparaissent dans différentes parties du corps des vers
traités avec des concentrations différentes. a mesure que la concentration augmente, ces
anomalies deviennent plus évidentes (Figl17).

Effilement

Détachement

Figure 17: Les anomalies morphologiques des vers exposés a I’insecticide Décis incorporé du papier
filtre & différentes concentrations ; A : Témoin ; B : 280 pg/ml ; C : 450pg/ml ; D : 500ug/ml ; E
550pg/ml

E
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2.  Effets de Décis sur les bio-marqueurs
L'activité de I'AChE, du GSH, de la GST et de la quantité de protéines sont mesurées dans la
partie antérieur, la partie clitellienne, la partie prostclitellienne et la partie postérieure
respectivement du vers de terre. Les protéines sont quantifiées selon I’étalonnage qui exprime
I’absorbance en fonction de la quantité standard d’albumine. La droite de régression a été

déterminée comme suit : y = 0,0094x + 0,0364 avec un coefficient de détermination :

R2 = 0,966 (Fig.18).

1.2

[EEN

S 08 °
g
g .
@ 06
% .
D 04 oot
0.2 °
0e
0 20 40 60 80 100 120

Quantité de proteines (ug)

Figure 18. Droite de régression exprimant I’absorbance en fonction de la quantité d’albumine (ug) (R*:
coefficient de détermination).

A. Effet du Décis sur la quantité totale de protéines
La quantité de protéines chez la série traitée par la concentration sub-létale CL5 est
significativement supérieure par rapport au témoin. Par contre,le traitement des vers par la
concentration CL10 révéle une quantité de protéines tres similaire par rapport aux séries témoin
( Fig19).
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Figure 19 : Effet de concentrations croissantes de décissur la quantité de protéines chez les vers de terre
apres de 48 heures (Les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes
(test de Tukey HSD).

B. Effet deDécis sur ’activité Glutathion-S-Transférase
La détermination de l’activité spécifique de la GST est estimée par application de la
formule de Habig et al. (1974) au niveau de la partie clitellienne d’A. caliginosa. Le traitement

avec Décis n’a provoqué aucun changement de 1’activité spécifique de la GST aprées 48 heures

Quantité de proteines
(Lg/mg de tissu)

0.0-

Témoin

d’exposition(p=0,581) (tableau 06, fig20).

Tableau 06 : Activité spécifique de la GST (uM/mn/mg de protéines) au niveau de la partie clitellienne

CL5 CL10

d’A.caliginosa aprés 48 heures d’exposition au Décis (m £ SD ; n= 6).

Temps (heures

Séries

Témoin

CL5

CL10

48

199,95 +/- 157,67

225,19+/- 104,18

144,72+/- 139,45
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Figure 20 : Effet de concentrations croissantes de decis sur ’activité Glutathion-S-Transférase (GST)
chez les vers de terre au cours de 48 heures (Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas

significativement différentes (test de Tukey HSD))..

C. Effet deDécis sur I’activité GSH
La détermination de la quantité de GSH (nM/mg de protéines)est réalisée selon la
méthode de Claiborne (1985),au niveau de la partie postclitelienne du vers. Les séries traitées
avec les concentrations sub-létales CL5 et CL10ne montrent aucune différence significative
(p=0,720) de la quantité de GSH apres 48 heures d’exposition, par rapport aux séries témoin
(Tableau 07, Fig 21).

Tableau 07 : Quantité de la GSH au niveau du la partie postclitelienne d’A.caliginosa traité au Décis
(dosessub-létales) apres48 heures (m + SD ; n=6).

Séries
Témoin CL5 CL10
Temps (heures

48 545,67 +/- 78,08 607,46 +/- 103,64 594,66 +/- 200,66
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Figure 21. Effet de concentrations croissantes de décis sur I’activité GSH chez les vers de terre apres de
48 heures (Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (test de

Tukey HSD)).

D. Effet deDécis sur ’activité Acétylcholinestérase (AChE)

L’activit¢ de I’AChE a été mesurée apres48 heures d’exposition au Décis selon la
méthode d’Ellman et al. 1961.La concentration sub-létale CL10 provoque une diminution
significative de I’activité AChE par rapport aux séries témoin (p=0,720). Par contre, les séries
traitées a la concentration sub-Iétale CL5 montrent une diminution non significative de I’activité
enzymatique de I’AChE (Tableau 08, Fig 22).

Tableau 08. Activité spécifique de I’AChE (nM/mn/mg de protéines) au niveau de la partie antérieure

d’A. Caliginosa (m + SD ; n= 6).

Series o
Temoin
Temps (heure

CL5

CL10

48 12,79+7,66

8,36+3,98

3,70+2,69
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Activité de I'AChE
(nm/min/mg de proteines)

ab

Figure 22. Effet de I’insecticide Décis sur I’activité Acétylcholinestérase (AChE) chez les vers de terre
aprés de 48 heures (Les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes
(test de Tukey HSD)).

3. Corrélation entre les différents parametres

On constate, selon le tableau de corrélation, qu'il y a une relation significative entre la quantité
de GSH et la quantité de protéine totale ( Tableau 09).

Tableau 09 : Corrélation entre les différents parametres.

protéines AChE GST GSH
protéines p=0,974 NS | p=0,866NS p=0,046*
AChE 0,016 p=0,870NS p=0,599NS
cLs GST -0,089 0,086 p=0,466NS
GSH 0,818 0,273 0,372
protéines 0,108 NS 0,900 NS 0,621 NS
AChE -0,717 0,586 NS 0,582 NS
CL10
GST -0,066 -0,283 0,583 NS
GSH 0,258 -0,286 -0,2825

&
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DISCUSSION

I. Identification
Avec plus de 6000 especes de vers de terre dans le monde, et malgré la richesse et la biodiversité
de la faune, les oligochétes ont été trés peu étudiés jusqu’a présent. A travers I’échantillonnage
réalise dans les trois région de Tebessa ,Boulhaf dyr et EI hamamet. On a procédé a
I’identification des espéces de vers de terre que nous avons collecté.
On a recensé 03 especes lombriciennes : Aporrectodea caliginosa, Aporrectodea rosea et
Eisenia foetida.

1. A.caliginosa (Savigny, 1826)ou Nictodrilus caliginosus (Bouché, 1972)

Elle a été trouvé dans les trois zones d’échantillonnage. L’espéce présente une aire de
distribution vaste, elle se trouve dans les régions humides, ainsi que dans les régions arides
(Boukria, 2012). Le complexe d'especes Aporrectodea caliginosa comprend les vers de terre les
plus abondants dans les prairieset les écosystémes agricoles de la région paléartique. (Pérez-
Losada et al., 2009). C’est I’espéce la plus commune et dominante dans la région de Tébessa
(Bouazdia et Habes, 2017). Elle est frequente dans les sites de EIMerdja (Litim et Zoughlami,
2015), Hammamet et Elma Labiod (Labchaki et Mrah, 2016) ainsi que Negrine et Gourigueur
(Saadi et Menasria, 2017). (Kherbouche et al., 2012) ont signalé la présence de cette espece
dans la région de Bejaia, (EI-OkKi et al. 2013) dans 1’Oued El kebir, Baha (1997) dans la plaine
de Metidja, Bazri (2015), Zeriri et al., (2013) dans la région de Annaba. Smith (1917),
Stephenson (1930) et Omodeo (1948) I’ont caractérisé comme 1’espece de vers de terre la plus
communément trouveée.

2. A.rosea (Savigny 1826)
Sa présence est bien notée dans les sites de Boulhaf dyr et EI hammamet d’échantillonnage. Elle
a été trouvee dans tous les étages bioclimatiques en Algérie (Bazri et al., 2013). Cette espéece est
déja recensée dans la région de Bejaia par Kherbouche et al., (2012). Elle est fréquente dans les
sites d’El Merdja (Litim et Zoughlami, 2015), Hammamet et Elma Labiod (Labchaki et Mrah,
2016) et Negrine (Saadi et Menasria, 2017). Ce résultat est comparable a celui de Bazri, (2015)
qui constatait que cette espece fréquente les zones semi-arides et arides dans les points ou il y a
suffisamment d’eau.

3. E.foetida(Savigny, 1826)
Echantillonnée seulement dans le site de Tébessa . En effet cette- espéce est connue sous le nom

du vers de fumier, elle a été trouvée dans le climat semi-aride inferieur (Bazri et al., 2013) et

&
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dans des endroits chauds et secs (Zeriri et al., 2013). C’est une espece d’origine européenne, elle
appartient au groupe des vers épigés (Bouché, 1977). Cette catégorie écologique vit sur ou pres
de la surface du sol, typiquement dans les couches de la litiére des forets ou dans les matériaux
riches en matiere organique (comme le compost) et ne creuse pas (Lee, 1985 ; Rémbke et al.,
2005). Ainsi, la richesse du sol du site de Tébessa en fumier qui contient des déchets organiques
(litieres et feuilles) justifie la présence de cette espece.

Il Etude toxicologique :

La présence du xénobiotiques a des concentrations toxiques, va induire 1’activation des

systemes de protection cellulaires qui auront pour tache le piégeage et /ou I’élimination des
métabolites toxiques. Les enzymes du stress oxydatif interviennent par des réactions en

chaine afin d’empécher les lésions cellulaires résultantes de 1’attaque des radicaux libres et
deshydroperoxydes (Benbouzid, 2012). Tous les paramétres enzymatiques et non

enzymatiques pris en compte dans notre travail indiquent une toxicité de décis.

1. Toxicité
La mortalité des vers de terre est le premier parametre abordé. Les resultats obtenus au cours de
notre étude révele un effet important de décis sur la survie des vers de terre de I'espéce A.
caliginosa avec un taux de mortalité élevé au cours 48 heures aux différentes concentration de
I'insecticides (99,04 ; 159,17 ; 176,85 et 229,91 pg/cm?).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Singh et al., (2019) qui ont évalué la toxicité
aiglie de deux pesticides triazophos, deltamethrine et leur mixture (triazophos +deltamethrine)
chez les vers de terre E. eugeniae; ils ont été exposés a différentes concentrations de ces
pesticides, pendant 48 h, par contact. La mortalité causée par I'exposition au déltamethrine atteint
100 % & 0,0447ug/cm?. Selon (Song et al., 2015)les vers de terre E.fetida, ont été exposés a un
papier filtre humide et au sol pendant 14 jours pour évaluer la survie. Les résultats ont montré
que le taux de survie des vers de terre diminuait avec l'augmentation de la concentration de
deltamethrine (100-125 mg/ kg ont entrainé une mortalité maximale de 90% dans le test de sol).
Aucune survie a 602,5ug/cm carré apres 72h.

2. Effets sur la morphologie :

Dans notre étude des changements morphologiques tels que le rétrécissement, le gonflement, le

changement de couleur, la lyse de la paroi, la fragmentation, et I’effilement paraissent a
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différentes régions du corps des vers traités avec les différentes concentrations (229,91 ; 176,85 ;
159,17 et 99,04 pg/cm?) aprés 48 heurs d’exposition.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Singh al., (2019) qui ont observé des symptémes
morphologiques enroulement, gonflement clitellaire , libération de mucus et saignement suivi par
le corpune segmentation a été observée chez le ver de terre exposé,

E. eugeniae traités avec triazophos et deltamethrine. Similairement, Venkateswara et Kavitha., (
2004 ) on montre que le test de contact du papier est plus approprié pour observer le
changements pathologiques apparents et reproductibles que ne I'était le test de sol artificiel.
Solen Venkateswara et al (2003),les vers de terre E.foetida exposés au chlorpyrifosdans dans un
papier filtre présentent des symptémes similaires tels que enroulement, recourbement et sécrétion
muqueuse ,Rupture de la cuticule et lésions sanglantes des constrictions corporelles, des
gonflements et une régeneration se sont produits a I'extrémité postérieure et Fragmentation des
parties postérieures. Des changements morphologiques comparables sont constatés par Bouazdia,
(2020) ou les vers A .caliginosa traités par décis EC 25, dans un sol artificiel, montrent un
rétrécissement, gonflement, changement de couleur, lyse de la paroi et effilement apparaissent
dans différentes régions du corps des vers de terre traités avec différentes concentrations de

Décis aprées 4 semaines de 1’exposition.

3. Effet sur les biomarqueurs :

A. Effet sur acétylcholinestérase :
Les acétylcholinestérases sont considérées comme étant un biomarqueur en puissance de 1’état
des fonctions neurologiques, elles catalysent ’hydrolyse de I’acétylcholine en choline et acide
acetique (Grue et al., 1997) ;elle est impliquée dans les mécanismes de transmission de 1’influx
nerveux a travers 1’organisme.
L'analyse des résultats de l'activité acétylcholinestérase mesurée sur la partie antérieur de la
caliginosa traitée avec décis a montré que l'activité de I'enzyme était inhibée apres 48 heures
d'exposition.
Le travail de Singh al. (2019) présente une diminution significative (p <0,05) de Dactivité de
I'acétylcholinestérase (AChE) dosée dans différentes régions des segment corporel dans la région
pré-clitellaire par rapport a d'autres régions. En effet, dans notre travail, nous avons montré que
I’activit¢ AchE diminue suite a ’exposition des vers de terre aux CL5, CL10 du décis. Nos

résultats sont similaires a ceux obtenus par ( Velki et al., 2013) sur des vers de terre Eisenia
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andrei exposés au pirimiphos-méthyl et deltaméthrine. L’activité d’AChE a été réduite aussi
chez E. foetida et P. peguana traités par chlorpyrifos (Venkateswara et al., 2003) ; (Muangphra
et al., 2015).

B. Effetsurla GST :

La GST est un mécanisme de désintoxication important chez les vers de terre (Stenersen
et al.,1979). Il neutralise une large gamme de xénobiotiques et endogenessous-produits
métaboliques via la conjugaison enzymatique du glutathion (Hayes et al., 2015).

L'analyse des résultats de l'activitt de GST mesurée au niveau du partie clitillienne
d’A.caliginosa traitée avec décis a montré qu'il n'y pas d’effet significatif sur I’activité de GST
apreés 48 heures d'exposition.

La réponse de I’activit¢ de la GST dépend de plusieurs facteurs comme le type de
xénobiotique, la concentration, le temps d’exposition et de 1’espéce (Orug et Uner, 2000). De ce
fait, De nombreuses études ont montré aprés exposition aux insecticides une augmentation de la
GST dans divers vers de terre (Hans et al., 1993; Booth et al., 1998). d'ailleurs, une inhibition de
cette derniére a été observée chez E. Andrei et L. rubellus contaminée par deltamethrine et
pirimiphos-methyl (Velki et Hackenberger.,2013). D’autres etudes ont montré de méme une
inhibition de la réponse des GST chez E. fetida exposé a imidaclopride et thiaclopride (Zhang et
al.,2017) ; (Feng et al., 2015)

C. Effetsurla GSH :

Le glutathion (GSH) est un tri peptide formé par ’association de 3 acides aminés (glutamate,
cysteine, glycine) pour former le L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine. Présent chez tous les
organismes, c'est le thiol libre le plus répandu dans les cellules (Dickinson et Forman,.
2002).L'importance du glutathion est reflétée par les nombreuses publications qui décrivent son
réle dans les mécanismes d'immunité, de cancer, de métabolisme des drogues, de vieillissement,

et de protection contre les xénobiotiques.

Nos résultats ont montré qu'il n'y avait pas de différence d'activité de GSH apres avoir exposé les
vers de terre a décis. Par ailleurs, il existe des études montrant que la GSH est affectée par la
deltamethrine. Par exemple, chez L. rubellus traité par deltamethrine ,une augmentations
significative de la concentration de GSH a été enregistrée(Velki et Hackenberger,2013). Non

seulement, mais aussi une autre étude a montré une augmentation significative de la concentration
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de GSH ou le ver de terre E.andrei a été expose a une forte dose de deltaméthrine (Velki et
Hanckenberger,2012).

D. Effet sur la protéine :

La teneur en protéines solubles est un test souvent utiliseé pour mettre en évidence un stress chez
un bioindicateur. La structure des protéines ainsi que leur fonction peut étre altérée par les especes
réactive oxygeneproduites soit par le métabolisme cellulaire ou par des oxydants exogénes
(Djekoun, 2012).

les travaux de Masaya et al.,(2002) et Grara et al., (2009) ont mis en évidence une augmentation
du taux de protéines sous l’effet d’un stress chimique chez d’autres modeles biologiques

bioindicateurs tels les tétards, les gastéropodes ou encore les protistes ciliés.

Nos résultats sont conformes aux travaux suscités, puisque nous avons mis en evidence une
augmentation du taux de protéines totales chez les vers de terre traités par décis. Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que, les vers de terre déploient une batterie de réponses a travers
I’activation de leurs mécanismes de détoxification afin de lutter, de survivre et de s’acclimater a

ce nouveau parametre (Nzengue,2008).
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CONCLUSION

Conclusion et Perspectives

Ce travail consiste a étudier I'impact d’un insecticide utilisé couramment en Algérie :

le décis sur un organisme bioindicateur de pollution, le vers de terre (Aporrectodea caliginosa).

Trés peu de travaux se sont penchés sur le devenir des pesticides et leurs effets sur les vers
de terres dans notre région. Dans cette étude, nous nous sommes proposés d’évaluer la toxicité
potentielle de Décis sur les vers de terre Aporrectodea caliginosa . Pour cela, nous nous
sommes basés sur plusieurs approches : une approche toxicologique dans laquelle nous avons
évalué le pourcentage de Mortalité et les effets sur la morphologie, une approche multi-
biomarqueurs, dans laquelle nous avons ciblé un certain nombre de biomarqueurs de la toxicité
tels : le GSH, le taux de protéine, et les activités enzymatiques GST, AChE.

Dans un premier temps, aprés l’incorporation de I’insecticide dans du papier filtre a
différentes concentrations de 99,04 ; 159,17 ; 176,85 et 229,91 pug/cm2 pendant 48 heurs
d’exposition, nous avons noté une diminution du taux de survivants. Bien que ces fortes
concentrations provoquent des altérations de la morphologie des vers traités telle que le
rétrécissement, le gonflement, la décoloration et I’effilement des différentes parties du corps.
Cette étude nous a permis de déterminer les concentrations létales de CL50 et CL90.

Concernant 1’étude des biomarqueurs, nos résultats mettent en évidence une diminution du
taux de GSH et GST accompagne par une augmentation dans le taux de protéines, parallelement
a une inhibition de I’activit¢ de AChE. Toutes ces enzymes jouent un réle essentiel dans le
processus de métabolisation/détoxication et leur induction témoigne de I’ampleur de la toxicité

de I’insecticide étudié.

I’avenir, Il serait judicieux de :

e Effectuer une étude approfondie sur les mécanismes de défense anti- radicalaire par le
dosage d’autres marqueurs du stress oxydatif (GPX, LDH, SOD).

e Déterminer I’impact du décis sur la reproduction, la survie et la croissance desjuvéniles

des vers de terre.
e Réaliser des frottis du liquide coelomique au niveau des vers de terre.

e Réaliser une étude ultrasturcurale.
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