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Introduction

Introduction

Pour répondre aux besoins alimentaires d’une population mondiale de 9 milliards d’habitants en
2050, la production agricole mondiale doit augmenter de 70 % et doubler dans les pays en voie de
développement (Alexandratos et Bruinsma, 2012). Afin d’augmenter les rendements et régulariser
la production ; dans ce contexte, I'utilisation des produits phytosanitaires ou pesticides est un

puissant levier (Lichiheb et al, 2015).

En Algérie, 1'usage des insecticides, des fertilisants, des engrais, des détergents et autres
produits phytosanitaires se répand de plus en plus avec le développement de I’agriculture, mais
aussi dans le cadre des actions de lutte contre les vecteurs nuisibles. Cette utilisation de produits
chimiques toxiques a 1’échelle nationale risque de polluer gravement les sols, les nappes d’eau et

menace la santé de la population (Bouziani, 2007).

Les néonicotinoides apparus autour des années 1990 sont devenus la classe d’insecticide la
plus vendue au monde, utilisée pour lutter contre les insectes piqueurs-suceurs, certains
coléopteres et Iépidopteres (Elbert et al, 2008). Depuis 1992, le nombre de néonicotinoides
utilisés dans le monde est pass¢ de un a sept (Imidaclopride, Acétamipride, Nitenpyrame,
Dinotéfurane, Thiaméthoxame, Thiaclopride, Clothianidine,) et leur utilisation, sous forme de

cocktails s’accroit de plus en plus et spécialement sur les cultures (Guégan et al., 2017).

Des études montrent que les néonicotinoides sont actifs contre un large spectre de ravageurs
de cultures économiquement importantes. Cependant, leur large spectre conduit a des effets
indésirables sur les populations des abeilles domestiques, des invertébrés aquatiques et de trés

nombreuses especes d’oiseaux (Guégan et al., 2017 ; Elbert et al., 2008).

L’utilisation des invertébrés pour 1’évaluation de la qualit¢ des écosystemes a une longue
histoire dans les milieux aquatiques et terrestres (Eijsackers, 2010) Les mollusques gastéropodes
terrestres pulmonés sont reconnus comme indicateurs biologiques appropriés, suite a leur grande

capacité d’accumulation des différents polluants (Cortet et al, 1999).

Donc, est ce qu’ils ont une toxicit¢é des mélanges des produits phytosanitaires sur les
¢cosystémes et parallelement sur le modéle biologique étudié ? Les escargots sont-ils vraiment des

bio-indicateurs de pollution ?

L’objectif général de cette étude est 1’évaluation des effets d’un mélange de deux insecticides, a
large spectre d’utilisation et notamment dans la wilaya de Jijel, sur un mod¢le bioaccumulateur-

bioindicateur qui est 1’escargot, Helix aspersa.

1|Page



Introduction

Pour y répondre a cette problématique, nous avons divisé le manuscrit en deux parties :

» La premicre partic consacrée a une synthése bibliographique, qui se rapporte a des
généralités sur les pesticides et particulierement les insecticides néonicotinoides, en suite la

bio-surveillance de la qualité de l'environnement par 1’utilisation des escargots.

» La deuxiéme partie illustre la partie expérimentale qui consiste en un travail de laboratoire
(des conditions controlées), une interprétation et discussion des résultats obtenues basées sur

une étude statistique.

Enfin, une conclusion générale et des perspectives futures sont apportées.
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Chapitre 1 Généralités sur les pesticides

I. Généralités sur les pesticides
I.1.Role et utilisation

Le mot «pesticide» est un terme générique qui englobe les produits phytopharmaceutiques
(herbicides, fongicides, insecticides) utilisés en milieu végétal (agricole et non agricole), et les
produits biocides, destinés a détruire, repousser ou rendre inoffensifs les organismes nuisibles dans
les secteurs non agricoles. Sont donc des produits biologiquement actifs présentant une toxicité pour

un large spectre d’organismes considérés comme « nuisibles » (Gatignol et Etienne, 2010)

Du point de vue agricole les produits phytosanitaires sont défini comme des substances actives
et des préparations contenant une ou plusieurs substances actives qui sont présentées sous la forme

dans laquelle elles sont livrées a l'utilisateur et qui sont destinées a :

e protéger les végétaux ou les produits végétaux contre tous les organismes nuisibles
ou a prévenir leur action

e cexercer une action sur les processus vitaux des végétaux, pour autant qu'il ne s’agisse
pas de substances nutritives

e assurer la conservation des produits végétaux, pour autant que ces substances ou produits
ne fassent pas l'objet de dispositions particulieres du Conseil ou de la Commission
concernant les agents conservateurs

e détruire les végétaux indésirables, détruire les parties de végétaux, freiner ou prévenir

une croissance indésirable des végétaux (Directive, 1991).
I.2.Classification des pesticides

Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marché sont caractérisés par une telle variété de
structure chimique, de groupes fonctionnels et d’activité que leur classification est complexe. D une
manicre générale, ils peuvent étre classés en fonction de la nature de I’espeéce a combattre mais
aussi en fonction de la nature chimique de la principale substance active qui les compose (Smina,

2013).

Le premier systeme de classification repose sur le type de parasites a contrdler. Il existe
principalement trois grandes familles de produits phytosanitaires selon la nature des cibles visées

(Ramade, 1998), on distingue ainsi :

e les insecticides : sont des produits capables de provoquer la mort des insectes. Parmi eux,
on peut citer : les carbamates, les néonicotnoides, les pyréthrinoides, les organophosphorés
et les organochlorés.
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Chapitre 1 Généralités sur les pesticides

e les herbicides : ce sont des produits chimiques complexes destinés au controle des
mauvaises herbes et de végétation ligneuse
e les fongicides : sont des produits chimiques utilisés pour lutter contre les champignons. Ils

sont le plus souvent de nature synthétique.

Le deuxieme systéme de classification tient compte de la nature chimique de la substance
active majoritaire qui compose les produits phytosanitaires, les principaux groupes chimiques
comprennent les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les pyréthrinoides, les

triazines et les urées substituées (Leveau, 2016).
1.3.Devenir des produits phytosanitaires dans I’environnement

Malgré un souci croissant de protection de I’environnement, lors de 1’utilisation des
produits phytosanitaires, une certaine quantit¢ de ces substances se retrouve dans

I’environnement (Pimentel, 1995).

Apres application en champs, ces substances vont €tre disséminées dans les sols et dans
les airs. Les ¢éléments comme la pluie et le vent vont favoriser cette dispersion provoquant
la contamination des sols, des lacs, des fleuves, de I’air... parfois trés loin du site d’épandage de

ces produits chimiques (Van der Werf, 1997).
IIs peuvent alors étre soumis a différents processus (Fig.1).

e la photo-dégradation (Marcheterre et al., 1988).

e Jla dégradation par le phénomeéne d’hydrolyse aqueuse (Wolfe et al., 1990) ou de
biodégradation grace aux micro-organismes présents dans le sol (Colin, 2000).

e larétention dans le sol jusqu’a la formation des résidus liés (adsorption)

e le transport vers d’autres compartiments environnementaux par des processus
physicochimiques (volatilisation) ou via un vecteur, 1’eau par lixiviation ou

ruissellement ou les particules de sol (désorption) (Van Der Werf, 1996).
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Volatilisation
139 % Lessivage
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Figure 1. Schématisation du transfert des pesticides hors des parcelles agricoles (Voltz et

Louchart, 2001).
I.3.1. Contamination de I’air

La volatilisation lors de I’application, est 1'une des causes principales de fuites de pesticides hors
de la zone cible, notamment quand les traitements visent la surface du sol ou celle des végétaux.

(Briand et al., 2002).
1.3.2. Contamination des eaux

L'eau peut entrainer la dispersion des pesticides dans le milieu par lavage des feuilles,
ruissellement et lixiviation. Le ruissellement peut étre défini comme le mouvement a la surface du
sol de l'eau et des matieres dissoutes et suspendues qu'elle contient éventuellement, Cet écoulement

peut entrainer des pesticides dissous, en suspension ou adsorbés sur les sédiments (Leonard, 1990).
Le transfert par lixiviation peut causer la pollution des eaux souterraines (Gustafson, 1989).

L’indice d'ubiquité dans I'eau souterraine est donné par la formule :

GUS =1og(DT50) (4 - log(Koc))

e GUS supérieur a 2,8 que I'on détecte en général dans les eaux souterraines.

e GUS inférieur a 1,8 n'y ont jamais €té mis en évidence.
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Chapitre 1 Généralités sur les pesticides

1.3.3. Contamination des sols

Une proportion importante d'un pesticide peut persister dans le sol liée aux colloides
(Calderbank, 1989), 1'absorption des pesticides du sol par les plantes est probablement une des
voies majeures qui conduisent a leur accumulation le long des chaines trophiques et, partant, a leur

mise en contact avec I'hnomme et les animaux (Paterson et al., 1990).
1.4. Modes d’exposition aux pesticides

L’exposition aux pesticides se caractérise par une multiplicit¢é des voies d’exposition, ces
substances pouvant pénétrer dans I'organisme par contact cutané, par ingestion et par inhalation. La
grande variété de produits rend difficile I’évaluation des expositions des populations, qu’il s’agisse
de la population exposée professionnellement (agriculteurs ou manipulateurs), ou de la population

générale (Merhi, 2008).

Environnement / S Chaine alimentaire
rd
. . Faune
Alimentation
Habitat Flore
Culture
Jardinage
Elevage
Transferts Agriculture
inter-compartiments \ / Elevage

et transformations ahe
Pesticides

Figure 2. Modes d’exposition aux pesticides (CPP, 2002).
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Chapitre I1 Insecticides néonicotinoides

I1. Insecticides néonicotinoides
I1.1. Définition

Les insecticides sont des substances actives ou des préparations phytosanitaires ayant la
propriété de tuer les insectes, leurs larves et/ou leurs ceufs. Selon la composition chimique et le

mode d’action il existe cinq familles principales :

o les organochlorés

o les organophosphorés

o les carbamates

. les pyréthroides

. les néonicotinoides (Ramade, 2011)

Les néonicotinoides entre dans la nouvelle classe des pesticides la plus importante, Se sont des
insecticides de type neurotoxique agissant sur le systéme nerveux central des insectes, Ils
comportent des dérivés soufrés ou chlorés ciblant dans le cerveau les récepteurs nicotiniques de

I’acétylcholine (Guégan et al., 2017).
I1.2. Structure chimique des néonicotinoides

La structure chimique globale des néonicotinoides a chaine ouverte et a systéme cyclique est

composée par 3 segments différents (Fig.3) (Iwasa et al., 2004 ; Jeschke et Nauen, 2008).

* (i) un groupe « R1» et « R2», cyclique

(imidaclopride, thiaméthoxame, thiaclopride) ou ® ( \
acyclique (acétamipride, nitempyram, clothianidine,
dinotefurane); | & Al
¢ i
.. (iy| A I N E
* (i1) un cycle « A » de 5 ou 6 atomes, avec un atome de \\I/
chlore ; R X
My

* (ii1) un groupe fonctionnel cyano ou nitro « [X-Y] »,
indispensable a 1’activité insecticide.

Figure 03. Structure des néonicotinoides (Jeschke et Nauen 2008)

En fonction de ce groupe fonctionnel, on peut classer les molécules selon des propriétés

physiques communes (Jeschke et Nauen 2008) :
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Chapitre 11 Insecticides néonicotinoides

e les nitroimines : thiaméthoxame, dinotéfurane nithiazine, imidaclopride, clothianidine et
nitempyram.

e les cyanoimines : thiaclopride et acétamipride.
I1.3. Propriétés physico-chimiques

Les néonicotinoides sont des insecticides avec des propriétés systémiques, c’est-a-dire absorbés
par la plante et transportés vers tous les tissus (feuilles, fleurs, racines, tiges), se distinguent des
autres pesticides systémiques par des pressions de vapeur peu élevées ce qui indique une tres

faible proportion a la volatilisation post-traitement de ces molécules (Anderson et al., 2015).

De plus, ces substances présentent simultanément une forte solubilité et de faible rétention
dans le sol : sans pouvoir la quantifier, ces données suggerent néanmoins une pénétration
préférentielle post-traitement de ces substances dans le milieu aquatique (Morrisey et al,

2015).

De fagon générale, les substances néonicotinoides semblent présenter des solubilités
importantes et une persistance €levée dans le compartiment aquatique (Armbrust et Peeler,

2002).
11.4. Mécanisme d’action

Le systeme cholinergique représente chez les insectes la principale voie de transmission
excitatrice du systéme nerveux central, ’acétylcholine est le neurotransmetteur libéré au
niveau de la membrane présynaptique li€¢ au récepteur nicotinique qui est une combinaison de 5
sous unités (Fig.4). La fixation de I’acétylcholine entraine I’ouverture du canal cationique puis
une dépolarisation de la cellule nerveuse, a 1’origine de la transmission du signal nerveux (palmer

et al., 2013).
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Chapitre I1 Insecticides néonicotinoides

Extracellulaire

intracellulaire

J

N
A=A

Figure 04. Structure du récepteur nicotinique a l'acétylcholine (en haut) et d'une de ses sous -unités

(en bas) (Thany et al., 2007).

Les N¢éonicotinoides, se lient aux récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine (nAChR),
L’activation des nAChRs se traduit souvent par une augmentation de Ca®' libre
intracellulaire, tandis que leur suractivation génére un blocage engendrant une paralysie mortelle
(Aina et al., 2015). De plus Iwasa (2004) confirme la paralysie et la mort des insectes suite a

I’accumulation de 1’acétylcholine au niveau du systéme nerveux central de I’insecte.
I1.5. Effet toxicologique

Les Néonicotinoides pénétrent dans ’organisme par les voies : digestive et percutanée a
travers la peau, comme pour la plupart des insecticides utilisés en agriculture, I’utilisation des

Néonicotinoides dans 1’agriculture pourrait avoir des effets sur la sant¢ humaine et animale.

Les Néonicotinoides classé¢ comme un "peu probable" cancérogéne pour I'homme parce qu’il
n’existe aucune preuve de cancérogénicité, neurotoxicité, mutagéne et/ou de perturbation

endocrinienne (Aina et al., 2015).

des études réalisés sur des rats et des souris males exposées a des néonicotinoides tel que
acétamipride, imidaclopride, montrent une altération du systéme reproducteur suite a un effet au
niveau du poids des testicules, de 1’épididyme, de la vésicule séminale, de la prostate, de la
quantité¢ de sperme, du taux de testostérone, de la viabilité¢ et de la motilité des spermatozoides
(Zhang et al., 2008), ainsi que I’épuisement et 1’appauvrissement des lymphocytes et des

hémorragies chez des rats exposés (Mondal et al., 2009).
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Chapitre 11 Insecticides néonicotinoides

Le groupe scientifique de 1’ Autorité européenne de sécurité, indiquait que deux néonicotinoides,
I’Acétamipride et 1’Imidaclopride, pouvaient affecter le développement des neurones et des
structures cérébrales chez ’humain conduisant a 1’altération des fonctions telles que 1’apprentissage
et la mémoire de I’adulte. Les effets pourraient encore étre majorés chez I’enfant ou le feetus ainsi
que pour d’autres populations a risque (femme enceinte, personne agée, personne malade...)

(EFSA, 2013).
I1.6. Effets éco-toxicologique

L’usage des insecticides néonicotinoides peuvent présenter un risque pour la faune terrestre et

aquatique non cible soit :

e Directement : par ingestion du produit formulé, par absorption par la peau suite a une
pulvérisation, ou par la consommation de proies contaminées.

e Indirectement : par exemple en réduisant la ressource alimentaire (Gibbons et al., 2014).

La contamination des écosystémes aquatiques aux néonicotinoides survient par lessivage et
ruissellement qui sont favorisés par leur nature hydrosoluble. Plusieurs espéces d’invertébrés
aquatiques (crustacés, amphipodes et insectes en particulier) se trouvent donc directement exposées
a ces insecticides sur de longues périodes, ce qui affecte leurs abondance, leur reproduction, leur
développement, leur comportement et leur capacité a remplir leurs fonctions trophiques ou

biogéochimiques.

De plus les effets négatifs des néonicotinoides sur ces niveaux trophiques aquatiques peuvent se
traduire par 1’altération de la base de la chaine alimentaire aquatique étant donné le rdle crucial
qu’ils jouent dans le transfert de nutriments et d’énergie entre les producteurs primaires et les

consommateurs.

Par ailleurs, les populations d’insectes développent une résistance en vers ces insecticides
nécessitant un apport supplémentaire de ces xénobiotiques dangereux pour I’environnement

(Guégan et al., 2017).
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III. Bio-surveillance de I’environnement
II1.1. Bio-surveillance

D’aprées Garrec et Van Haluwyn (2002), La bio-surveillance est I'utilisation, a tous les
niveaux d’organisation biologique (moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique, tissulaire,
morphologique, écologique) d’un organisme ou d’un ensemble d’organismes, pour prévoir et/ou
révéler une altération de I’environnement et pour en suivre 1’évolution. Il existe deux approches

possibles :

e passive, qui consiste a étudier des bio-indicateur naturellement présents sur le site d’étude.

e active, qui consiste a importer des bio-indicateur et sélectionnés, sur les sites a étudier.
En général, on distingue deux principes de biosurveillance :
II1.1.1. La biosurveillance dite sensible

Qui utilise des organismes qui répondent au stress causé par la pollution. La mesure de cette

sensibilité définit trois concepts :
e Bio-indicateur

On définit un bio-indicateur comme « un organisme ou un ensemble d’organismes qui, par
référence a des variables biochimiques, cytologiques, physiologiques, éthologiques ou
écologiques, permet de fagon pratique et stire de caractériser 1’état d’un écosysteéme ou d’un
écocomplexe et de mettre en évidence, leurs modifications naturelles ou provoquées » (Lessire

et al., 1997).
e Bio-marqueur

Un biomarqueur peut étre défini comme une réponse biologique pouvant étre reliée a
une exposition ou a des effets toxiques de contaminants chimiques présents dans
I’environnement (Peakall et Walker, 1994). Selon le NRC (National Research Council,

1987), les biomarqueurs peuvent étre subdivisés en trois classes :

v' Les biomarqueurs d’exposition sont des indicateurs de la contamination des systémes
biologiques par un (des) xénobiotique(s).

v’ Les biomarqueurs d’effets sont des altérations biochimiques, physiologiques,
comportementales ou autres au sein d’un organisme, dont la réponse en fonction de son

intensité, peut étre assimilée a un trouble ou une maladie.
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v' Les biomarqueurs de susceptibilité sont des indicateurs d’une capacité inhérente ou
acquise d’un organisme a répondre a un xénobiotique spécifique.

¢ Bio-intégrateurs

Permet d’évaluer les effets a long terme sur les communautés par 1’étude de la densité et de la
diversité spécifique d'une population au sein d’un écosystéme. Les organismes sentinelles utilisés
sont généralement les végétaux supérieurs, les bryophytes et les lichens (Takahashi et Miyajima,

2010).
II1.1.2. La biosurveillance par accumulation

qui utilise des organismes qui ont la capacit¢ de stocker les polluants dans leurs tissus

(bioaccumulateurs) suite a des mécanismes de fixation et/ou de transfert (Ramade, 2011).
II1.2. Les transferts des contaminants dans les milieux
e La bioconcentration

Elle est définie comme le processus par lequel une substance (ou un ¢lément) se trouve dans un
organisme vivant a une concentration supérieure a celle de son milieu environnant. Le facteur de
concentration (FC) est défini comme une constante issue du rapport de la concentration d’un

¢lément dans un organisme en état d’équilibre a sa concentration dans le biotope (Kenaga, 1972).

e La bioaccumulation

C’est un mécanisme physiologique désigne la capacité de certains organismes (végétaux,
animaux, fongiques, microbiens) a absorber et concentrer dans tout ou une partie de leur organisme
certain substance chimique donné a partir du milieu extérieur, ces substances non biodégradables
vont se concentrer le long des divers maillons de la chaine trophique, les concentrations maximales
se trouvent chez les grands prédateurs (poisons, mammiferes marins, et I’Homme) ou chez les

mollusques filtreurs comme les moules (Esser et Moser, 1982).

e La bioamplification

C’est l'augmentation de la concentration d'un polluant au sein d'organismes du bas vers le
haut de la chaine trophique, il s'agit dans ce cas de la possibilité pour un toxique d'étre cumulé
par une chaine trophique, si le toxique n'est pas dégradé ou éliminé, il va s'accumuler de plus en

plus au niveau de chaque maillon de la chaine alimentaire (Gray, 2002).
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I11.3. Intéréts de I’utilisation de I’escargot en Bio-surveillance

Les escargots comptent parmi les nombreux outils biologiques utilisés par les chercheurs afin de
caractériser les pollutions du sol, d’identifier ou de prévoir les atteintes aux écosystemes et de

suivre leur évolution dans le temps et 1’espace.

Les escargots (Mollusques, Gastéropodes, Pulmonés). Sont reconnus comme des indicateurs

¢cologiques pertinents (Berger et Dallinger, 1993 ; Cortet et al., 1999), car :

v' Ils intégrent des sources et des voies de contamination multiples (Scheifler et al., 2006).

<

Facilité d’élevage et possibilité de controle.

v’ Ils présentent des réponses physiologiques (inhibition de croissance et de reproduction,
mortalité), (Notten et al, 2006) et biochimiques quand ils sont exposés aux contaminants
(Regoli et al., 20006).

v IIs possédent des capacités de bioaccumulation importantes pour de nombreux polluants
métalliques (Viard et al., 2004) et organiques (Coeurdassier, 2001 ; Sverdrup et al., 2006).

v' Le choix préférentiel de cette espéce est principalement lié a sa distribution mondiale,

traduisant ses capacités d’adaptation a des biotopes des sols et des climats variés (Gomot,

1997).
I11.3.1.Voies d’exposition et d’absorption par I’escargot

A T’interface sol-plante-atmospheére, 1’escargot intégre plusieurs sources de contamination

accessible via différentes voies d’exposition (Fig.5).

v Vois digestive : par ingestion de nourriture (plantes et différents compositions du sol) (Gomot
et al., 1997).

v Voie cutanée : Par diffusion des polluants du sol a travers 1’épithélium du pied (Coeurdassier
et al, 2002).

v Voie respiratoire : Par inhalation des différents gaz ou particules atmosphérique (Regoli et al.,

2005).
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al., 2012).
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IV. Matériels et Méthodes

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire de toxicologie de département de biologie,

université de Jijel.
IV.1. Matériels utilisés
IV.1.1. Matériels biologique

Le matériels biologique utilisé dans notre travail de recherche est 1’escargot Helix aspesra
appelés petit gris, est un mollusque gastéropode, pulmoné terrestre, aussi nommé Cantareus
aspersus, Cornu aspersum, Criptomphalus aspersus, 11 appartient a 1’embranchement des
mollusques, animaux a corps mous et dépourvus de squelettes. Il fait partie de la classe des
gastéropodes, est une espéce ubiquiste, originaire des pays méditerranéens et de la facade

atlantique francaise, trés répandue en Europe et dans le monde (Barker, 2001 ; Chevalier, 1977).
» Hiérarchie taxonomique et nomenclature du Petit-Gris
Selon Bonnet et vrillon, (1990) sa position systématique est la suivante:

Régne:  Animal
Embranchement :  Mollusques
Classe :  Gastéropodes
Sous -classe :  Euthyneurs
Super ordre :  pulmonés
Ordre: stylommatophores
Famille: Helicidaes

Genre: Helix

Espéce : Helix aspersa

Photo 01. L’escargot Helix aspersa dans son milieu naturel (www.terain.net.nz).
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IV.1.1.1. Morphologie de I’escargot Hélix aspersa

L’escargot Helix aspersa possede une coquille spiralée pouvant contenir tout son corps.
Lorsqu’il est en extension, seul le pied apparait, la masse viscérale étant retenue dans la coquille par

le muscle columellaire (Pirame, 2003).

» Le Corps

Le corps d’un escargot est constitué d’un pied unique, d’une téte et d’une masse viscérale enroulée

qui est placée a I’intérieur de la coquille.

e La téte : Elle porte deux paires de tentacules rétractiles (Fig.7), les plus grandes portent les
yeux a leurs extrémités, alors que les plus petites ont un role tactile, La bouche est localisée
sous les tentacules, Du c6té droit derriére la téte se situe 1’orifice génital (Bonnet et al.,
1990).

e Le pied : c'est l'organe qui permet la reptation (Fig.7), il est constitué de deux parties
différentes, la partie supérieure au bord de la coquille représente 1'ouverture respiratoire et
l'anus, et la partie inférieure contient des glandes qui secrétent sur le support un mucus de
facon continue (Bonnet et al., 1990).

e La masse viscérale : La masse viscérale est enveloppée par le manteau et totalement
enfermée dans la coquille (Fig.7), elle contient les organes de respiration, de circulation, de

digestion et de reproduction (Beaumont et cassier, 1970).

Oeil
tentacule postérieur

Orifice génital

tentacule antérieur

Figure 06. Morphologie externe de I’escargot (Kerney et al., 2006).
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IV.1.1.2. Anatomie de I’escargot

Le corps d'un escargot consiste en un pied unique, une téte et une masse viscérale

enroulée placée dans la coquille. La Fig.8 montre I’anatomie d’Helix aspersa.

Figure 07. Schéma en coupe de 1’anatomie d’un escargot (Quibik, 2007).

1: coquille, 2: foie, 3: poumon, 4: anus, 5: pore respiratoire, 6: ceil, 7: tentacule, 8: cerveau, 9:
conduit salivaire, 10: bouche, 11: panse, 12: glande salivaire, 13: orifice génital, 14: pénis ,15:
vagin, 16: glande muqueuse, 17: oviducte, 18: sac de dards, 19: pied, 20: estomac, 21: rein, 22:

manteau, 23: coeur, 24: canal déférent.
» Rythme d’activité

L’escargot est un animale nocturne. Il se synchronise avec la photopériode naturelle et débute
son activité au coucher du soleil avec un maximum six heures apres celui-ci. Les trois facteurs qui
influencent cette activit¢ sont I'hygrométrie du milieu (air et sol), la température et l'intensité

lumineuse (Bailey, 1981).

Lorsque les conditions de l’environnement sont défavorables ils restent a I’intérieur de leurs

coquilles. Leur cycle de vie est marqué par deux phénomenes :

o Estivation : est activée lorsque les conditions sont défavorables a la vie active, c'est-a-dire
que le climat est trop chaud ou trop sec.

e Hibernation : les escargots se mettent en hibernation en se "collant" sur un support
ou en s'enfouissant dans le sol ou la liticre et secrétent un épiphragme d'hiver Lorsque la

température moyenne devient inférieure a 15°C.
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IV.1.2. Matériels chimique

Nous avons utilisé dans notre expérimentation un mélange de deux insecticides appartenant a la
famille des néonicotinoides, Le choix s’est fait selon une enquéte sur ’utilisation des pesticides
dans la wilaya de Jijel, Pour appuyer cette enquéte, nous nous sommes rapprochés aupres des
agriculteurs ainsi que des points de vente des produits phytosanitaires. Cette initiative a bien
confirmé I'utilisation fréquente de 1’imidaclopride et de 1’acétamipride par les agriculteurs de la
région de Jijel surtout dans le traitement de la fraise, le premier insecticide dont le nom commercial

FIDOR SUPER 70 Contenant 70% D’imidaclopride sous forme de poudre (fig.9).

Le deuxieme insecticide dont le nom commercial ACEPLAN contenant 20% de 1’acétamipride

(fig.10).

Photo 02. linsecticide FIDOR SUPER 70 (Imidaclopride 70%).

ACEPLAN ¢

R et

> »

Photo 03. Insecticide ACEPLAN (Acétamipride 20%).
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IV.1.2.1. Présentation d’imidaclopride

L’imidaclopride est un insecticide de la famille des néonicotinoides connue pour son effet
fortement toxique (Lambin et al, 2001), Il a été¢ synthétisé en 1985 et le premier enregistrement a
¢été réalisé en France (1991), Il s’agit d’un insecticide systémique a large spectre qui agit comme un
poison de contact et par ingestion, Il est souvent utilis¢ comme traitement de semence,
particulierement pour le mais, le tournesol et le colza ainsi pour le sol ou le traitement foliaire (Sur

et Stork, 2003).
» Caractéristiques Principales

Tableau 01. Caractéristiques principales de L’imidaclopride (FAO, 2015)

Caractéristiques principales

Nom commun (Iso) imidaclopride (BSI, E-ISO 1750, published)
Nom chimique 1-(6-chloro-3-pyridylméthyle)-N-

nitroimidazolidine-2-ylidéneamine
Famille chimique Néonicotinoides
Utilité Insecticide
Molécules ey

s N

Formule CoH19CiNsO;

» Propriétés physico-chimiques

Tableau 02. Propriété physico-chimique de L’imidaclopride (Sanchez-Bayo et al., 2013)

Propriétés physico-chimiques

Poids Moléculaire 255.7 g/mol

Solubilité dans L’eau 514 mg/L (20°C et pH 7)
Hydrolyse a pH=7 Tres stable (355 jours)

Pression de Vapeur 4.10-7 mPa a 25°C (25°C)

Index GUS 3.76

Constante de Henry 2.10-10 Pa m’.mole-1

Coefficient de partage octanol/eau 0,57. Ce parametre est noté log Kow
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» Données éco-toxicologiques :

Tableau 03. Données éco-toxicologique d’imidaclopride.

Données éco-toxicologique  Espece Références
DL50 Rats (orale) : 450 mg/kg (Elbert et al., 1998)
(cutané) : 5.103 mg/kg/j (Charvet et al., 2004)

Souris (orale) : 131mg/kg
Abeille (orale) : 4 ng/abeille

CL50 Rats (Jargot et al., 2015)
(inhalation) : 69 mg/m3
Poisson : > §2 mg.L'1
Daphnies : 85 mg.L"
Algues : > 9 mg.L'1

NOEL Rats (Jargot et al., 2015)
(orale) : 60 mg/kg pc/j
Chien
(orale) : 7,3 mg/kg pc/j

LOEL Rats (Jargot et al., 2015)
(orale) : 63,3 mg/kg pc/j
Chien
(orale) : 31 mg/kg pc/j

DJA Rats (Elbert et al., 1998)
0,05 mg.kg" j"

IV.1.2.2. Présentation d’acétamipride

L’acétamipride est un insecticide appartenant a la famille des Néonicotinoides. De formule
moléculaire CioH;;CNy, il est un nouvel insecticide dont la structure est proche des insecticides
nicotinoides, Il est tres utilisé pour la protection des cultures contre les ravageurs agricoles et il est
utilisé dans le traitement des semences par pulvérisation (Uchigashima et al, 2012 ; Blacquiere et

al., 2012).
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» Caractéristiques principales d’acétamipride

Tableau 04. Caractéristiques principales d’acétamipride (Abramovitch, 2002).

Caractérisques principales

Nom commun Acetamipride

Nom chimique (E)-N1-[(6-chloro-3-pyridyl)methyl]-N2-
cyano-N1-methyl

Formule C10H11C1N4

Famille chimique Néonicotinoide

Utilité Insecticide

Molécule

» Propriétés physico-chimiques

Tableau 05. Propriété physico-chimique D’acétamipride (Aina et al., 2015).

Propriétés physico-chimiques

Poids Moléculaire 222.68 (g/mol)

Solubilité dans L’eau 4.25x 103 mg/L a 25 °C.

Pression de Vapeur 1 x 10-8 (mm Hg)

Point d’ébullition (°C) 98.9 °C

Constante de Henry 53.10°

Coefficient de partage 0.8 a 20 °C. Ce parametre est noté log Kow
octanol/eau

Constante de dissociation 0.7 a 25 °C. Ce parametre est noté PKa

Hydrolyse (T1,) 13 jours, (PH=9, T > 35°C)
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> Données éco-toxicologiques De I’acétamipride

Tableau 06. Données éco-toxicologiques de 1’acétamipride.

Données éco-toxicologique  Espece Références
DL50 Rats (orale) : 195 mg/kg p.c (IWASA, 2004)

Abeille : 7.07 mg/bee
Oiseaux (orale) : 98 mg/kg
CL50 Rats (inhalation) : 1.15 mg/L (INERIS, 2015)

NOEL Mousse (carcinogécité) : (Abramovitch, 2002).
20.3/75.9 mg/kg/day
Rat (neurotoxicité) :
14.8/16.3 mg/kg/day.
(carcinogécité) : 7.1/8.8
mg/kg/day
Chien : 13/14 mg/kg/day

LOEL Mousse (carcinogécité) : (Abramovitch, 2002).
65.6/214.6 mg/kg/day
Rat (neurotoxicité) : 59.7/67.6
mg/kg/day.
(carcinogécité) : 17.5/22.6
mg/kg/day.
Chien : 32 mg/kg/day

DJA Rat : 0-0.07 mg/kg/p.c/j (EFSA, 2014)

IV.2. Méthode
IV.2.1. Site de ramassage des escargots

Les escargots utilisés dans notre expérimentation sont des adultes de poids moyen 7,5 g, ont été
collectés a partir de deux régions différentes loin de toute activité industrielle ou automobile
couvrant la distribution naturelle de I’escargot Helix apersa. Le premier site concerné est un endroit
naturel situé dans la commune de Taher, 18 km au Nord- Est de la ville de Jijel, Le deuxi¢me site
est prélevé dans un espace montagnard situ¢ dans la commune de El-Djamaa Benni Hbibi, 40 km au

nord-est de la ville de Jijel.
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Figure 08. Cartographie des différents sites d’échantillonnage.

IV.2.2. Préparation des concentrations des deux insecticides

Pour chaque insecticide testé, nous tenons compte de la dose utilisée sur le terrain, considérée

comme dose de référence. A partir de celle-ci, nous préparons par ordre logarithmique décroissant
trois concentrations :

v Imidaclopride
La dose d’emploi de cet insecticide est de 25 g pour 100 litres d’eau, sachant que la masse de la
maticre active est de 70% de masse du produit, ce qui correspond a 0,175 g pour 1 litre d’eau, les

concentrations testées pour cet insecticide sont donc : 50, 140 et 280 pg/g d’alimentation

v' Acétamipride
La dose d’emploi de cet insecticide est de 20 g pour 100 litres d’eau, avec une densité de
maticre active est de 20% de masse du produit, ce qui correspond a 0,04 g pour 1 litre d’eau, les

concentrations testées pour cet insecticide sont donc : 20, 40, 60 pg/g d’alimentation
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v Les Mixtures
Les mixtures ont été testées aux doses citées ci-dessus (Tab.7).

Tableau 07. Composition des mixtures testées.

Mixture Désignation concentration en Acétamipride et Imidaclopride
Mixture 1 : M1 50 pg Imidaclopride + 20 pg acétamipride
Mixture 2 : M2 140 pg Imidaclopride + 40 pg acétamipride
Mixture 3 : M3 280 pg Imidaclopride + 60 pg acétamipride

1V.2.3. Mode de traitement

Le traitement des animaux a été effectué¢ dans des conditions contrélées par addition des
concentrations croissantes des pesticides dans 20 g d’alimentation (farine de bl¢). Chaque lot de 4
escargot, Un premier lot témoin, Le deuxiéme, le troisieme et le quatriéme lot d’escargots sont
destinées aux traitements a la mixture M1, M2, M3 respectivement. On a retenu un traitement de
21jours par le mélange de deux insecticides (Imidaclopride + Acétamipride), chaque deux jour la

nourriture est renouvelée, au moment du nettoyage des boites.

Photo 04. Photographie des escargots traités par le mélange des insecticides.
IV.2.4. Préparation et sacrifice des animaux

Apres la durée du traitement (21jours), les escargots sont mis a jeun pendant 48 heures afin
que le contenu de leur tube digestif soit vide, et d’éviter d’éventuelles interférences entre les
contaminants présents dans 1’aliment ingéré et les quantités de contaminants réellement accumulées

dans les tissus. Les boites sont lavées apres 24 heures pour éviter la réingestion des féces. Les
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animaux sont ensuite sacrifiés par congélation a -20°C Puis disséqués a 1’aide de ciseaux et de
pinces. Le rein et 1’hépatopancréas sont excisés, et lavés a I’eau physiologique (0.9 %)

(Coeurdassier, 2001).

IV.3. Parametres étudies

IV.3.1. Paramétres physiologique

IV.3.1.1. Le poids frais de I’escargot (tissus mous+ la coquille)

Les escargots sont pesés individuellement avant le traitement a ’aide d’une balance de
précision, puis repartis en 4 lots de poids moyen de 7,5 g, et aussi apres le traitement pour évaluer

les effets de ces insecticides sur le poids de I’escargot.
1V.3.1.2. Diametre de la coquille

Le diamétre est mesuré avec un pied a coulisse (avec une précision de 10" mm). Avant et
apres le traitement par la mixture des insecticides tant que un paramétre permet de suivre la
croissance des individus depuis le stade infantile jusqu'au stade adulte, il permet de révéler

l'effet de ces insecticides.
IV.3.2. Paramétres Biochimiques et enzymatique
IV.3.2.1. Dosage des protéines totales

Selon la méthode de Bradford (1976) ; qui utilise le bleu brillant de commassie G 250 (BBC)
comme réactif et une solution mere d’albumine de sérum de Boeuf (BSA) comme protéine
standard. Dont la lecture des absorbances est obtenue par un spectrophotometre a une longueur

d'onde de 595 nm.
1V.3.2.2. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides a été réalis¢ selon la méthode de Duchateau et Florkin (1959). Cette
méthode qui utilise I’anthrone comme réactif et une solution mere de glucose comme standard.
Dont la lecture des absorbances est obtenue par un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de

620 nm.
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» Mode opératoire

l

Broyage Mécanique ou ultrasons

l

[ Centrifugation (5000 tour/min, pendant 10 min) ]

-

Surnageant I Culot I
| |
Aliquote 100 pl + + 1ml (éther / chloroforme (1v/1v))
4 ml anthrone l
l Centrifugation
| (5000 tour/min, pendant 10min
Chauffage a 80°C pendant
10 min l
1, Culot II
Lecture, 2= 620 nm l,
[ Glucide J + 1 ml NaoH {0.1N) (24 heures)

|

Aliquote 10D pl +4 ml BBC

|

Lecture, 595 nm

[ Protéine J

Figure 09. Méthodes d’extraction et dosage des métabolites (Bradford, 1976 ; Duchateau &
Florkin,1959 ; Shibko et al .,1966)
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IV.3.2.3. Dosage de ’activité enzymatique catalase

Selon la méthode de Regoli et Principato (1995), L’activité de la catalase (CAT) est mesurée
a une longueur d’onde de 240 nm a 1’aide d’un spectrophotometre UV. La variation de la densité

optique due a la dismutation du peroxyde d’hydrogéne (H,0,).

Tissus +1ml tampon
phosphate (0.1 M pH=7.5)

!

Broyage Mécanique ou ultrasons

l

[ Centrifugation (15000 g, pendant 10min) J

l

[ 780ul tampon phosphate + 200 nl H,O, + 20 pl ]

l

[ Lecture; 2= 240 nm a 25 °C J

Figure 10. Mesure de l'activité enzymatique Catalase (Regoli et Principato, 1995).

L’activité catalase (CAT) est exprimée en umol d’ H,O, par minute et par mg de protéines

selon la formule suivante :

{ X (uM/ mn/ mg de protéines) = A Do / (ex Lx mg de Pro) J

X : umoles de H202 consommées par minute et par mg de protéines.
€ : Coefficient d’extinction (0,040 mM™. Cm™).
L : Longueur de la cuve utilisée (1cm).

A DO : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.
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IV.3.2.5. Analyse Histologique

Nos coupes histologiques ont été réalisées au niveau de laboratoire d’anatomopathologie de
centre hospitalier spécialis€ Abdallah Nouaouria —El Bouni — Annaba.

IV.4. Etude statistique

Les résultats sont donnés sous forme de moyenne et d’écart type, a I’aide de logiciel Graphpad
prism (8.0.2) et I’Excel. L’évaluation statistique est effectuée en comparant les moyennes des

groupes traités par la Mixture a celles des groupes témoins en utilisant le test t de Student:

» Ns : différence non significative.
» p<0,05; significative.
» p<0,01; hautement significative.

» p <0,001 ; trés hautement significative.
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V.1. Résultats

V.1.1. Effet de traitement par les insecticides sur les Biomarqueurs physiologiques chez

Hélix aspersa
V.1.1.1. Evaluation du poids des escargots

La figure (11) met en évidence I’évolution du poids moyen des escargots avant et apres
exposition a la mixture des insecticides pendant 21 jours. A la fin de I’expérience nous
remarquons que le poids des escargots traités avec les différentes concentrations de la mixture des

insecticides tend a diminuer de fagcon non significative (p>0.05) par rapport aux témoins.

10 -
w 8
N’
wn
~—
=)
w 7 .
= 6 - H témoin
9
wn .
o H mixture 1
S
° 4 i mixture 2
=
5] .
% M mixture 3
=i
g 2
o
S
=9

O -

avant le traitement apres le traitemet

Figure 11. Effet de la mixture d’insecticides sur 1’évolution du poids moyens des des escargots Helix

aspersa.
Aucune différence significative (P>0,05).
V.1.1.2 Evaluation du diametre de la coquille des escargots

La figure (12) illustre I’évolution du diamétre de la coquille D des escargots témoins et

traités par la mixture des insecticides imidacloprides et acétamipride pendant 21 jours.

Nos résultats montrent qu’il y’a une différence significative (P<0,05) entre le diametre D des
témoins et les traités par la mixture 2 et la mixture 3 des insecticides apres la période du traitement

21 jours.
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Figure 12. Effet de la mixture d’insecticides sur 1’évolution du diamétre de la coquille des escargots

Helix aspersa.

Les valeurs sont exprimées en moyennes et écarts types, Les astérisques symbolisent une différence
significative dans les moyennes de diamétre des coquilles chez les escargots soumis aux différentes

concentrations par rapport a celles des escargots témoins.

*différence significative (P<0,05).
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V.1.2. Effets de traitement des insecticides sur les paramétres biochimiques et enzymatiques
V.1.2.1. Effets de traitement des insecticides sur le taux de glucides totaux

La figure (13) représente les variations du taux de glucides totaux au niveau des organes

analysés (Hépatopancréas, rein).

25 ~

H Hépatopancréas

M rein

taux de glucide (pg/mg de tissus)

témoin M1 M2 M3
concentration de la mixture (pg/g d'alimentation)

Figure 13. Effet de la mixture d’insecticides sur le taux de glucides totaux des escargots Helix
aspersa.

Les valeurs sont exprimées en moyennes et écart types, Les astérisques symbolisent une différence
significative dans les moyennes du taux des glucides chez les escargots soumis a différentes
concentrations par rapport a celles des escargots témoins.

* différence significative p<0.05, *** différence trés hautement significative p<0.001

» Au niveau de I’hépatopancréas : le contenu en glucide diminue de fagcon non significative
(p>0.05) a la mixture 1 par rapport au groupe témoin, cependant ces teneurs sont tres
hautement significative (p<0.001) a la mixture 2 et 3 des escargots traités par rapport au
témoin. Le taux des glucides totaux diminue pour atteindre un minimum de 6,75625 pg/mg
de tissus pour la mixture 3 avec une valeur de 18,9125 pg/mg de tissus chez les témoins.

» Au niveau du rein : le contenu en glucide diminue de fagon significative (P< 0,05) a la
mixture 1 par rapport au groupe témoin, avec une différence hautement significative aux
mixtures 2 et trés hautement significatives a la mixture 3 par rapport aux témoins. Le taux
des glucides totaux diminue pour atteindre un minimum de 4,6 pg/mg de tissus a la mixture

3 avec une valeur de 15,9125 pg/mg de tissus chez les témoins.
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V.1.2.2. Effets de traitement des insecticides sur le taux de protéines totales

La figure (14) met en évidence les variations du taux de protéines totales des escargots en
fonction des différentes concentrations ingérées.

25 -

20 - kokok

M Hépatopancréas

H Rein

taux de protéines (ug/mg de tissus)

témoin M1 M2 M3

Concentration de la mixture (pug/g d'alimentation)

Figure 14. Effet de la mixture d’insecticides sur le taux de protéines totales des escargots Helix

aspersa.

Les valeurs sont exprimées en moyennes et écarts types, Les astérisques symbolisent une différence
significative dans les moyennes du taux des protéines chez les escargots soumis a différentes
concentrations par rapport a celles des escargots témoins.

* différence significative p<0.05, *** différence trés hautement significative p<0.001.

» Au niveau de I’hépatopancréas : le traitement des escargots avec la mixture 1 induit une
augmentation de facon significative (p<0.05) du taux de protéines totales par rapport aux
témoins, ainsi qu’une augmentation trés hautement significative avec la mixture 2
(p<0.001), et une diminution trés hautement significative (p<0.001) avec la mixture 3. Le
taux de protéines totales augmente pour atteindre une valeur de 18,28767 pug/mg de tissus
pour la mixture 2, et diminue pour atteindre une valeur de 5,10273 pg/mg de tissus a la
mixture 3.

» Au niveau du rein: aprés traitement nous constatons une augmentation significative
(p<0.05) pour la mixture 1 et une augmentation trés hautement significative avec la mixture
2 par rapport aux témoins. Nous remarquons aussi une diminution trés hautement
significative (p<0.001) avec la mixture 3. Le taux de protéines totales augmente pour
atteindre une valeur 12,2945ug/mg de tissus avec la mixture 2, et diminue pour atteindre un
minimum de 4,6917 pour la mixture 3.
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V.1.2.3. Effets de traitement des insecticides sur ’activité Catalase

La figure (15) montre 1’évolution de I’activité Catalase au niveau de 1’hépatopancréas et le rein

des escargots traités par les concentrations croissantes de la mixture des insecticides.
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=
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témoin M1 M2 M3
Concentration de la mixture (pg/g d'alimentation)

Figure 15. Effet de la mixture d’insecticides sur 1’activité enzymatique catalase des escargots Helix

aspersa.

Les valeurs sont exprimées en moyennes et écarts types, Les astérisques symbolisent une différence
significative dans les moyennes de 1’activité enzymatique Catalase chez les escargots soumis a

différentes concentrations par rapport a celles des escargots témoins.
** hautement significative p<0.01, *** trés hautement significative p<0.001.

» Au niveau de I’hépatopancréas : Nos résultats montrent une augmentation hautement
significative (p<0.01) de P’activité catalase avec la mixture 1, et trés hautement significative
(p<0.001) avec les mixtures 2 et 3 par rapport aux escargots témoins. L’activité tend a
augmenter pour atteindre une valeur de 1,6654pM/min/mg de protéine par la mixture 3.
Alors qu’elle était 0,4998uM/min/mg de protéine chez les escargots témoins.

» Au niveau du rein: L’activité catalase chez les escargots traités par la mixture 1
augmente de fagon non significative (P>0,05) par rapport aux escargots témoins. Cette
activité augmente de fagon trés hautement significative p<0.001 avec les mixtures 2 et 3 par

rapport aux témoins.
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V.1.3. Effet de traitement par les insecticides sur I’Hépatopancréas et le rein des escargots

Helix aspersa : Etude Histopathologique

V.1.3.1. Effet sur ’Hépatopancréas

Planche 01. Coupes histologiques de 1’hépatopancréas des escargots témoins (A) et traités par les

différentes mixtures de pesticide (B), (C), (D), (G*40).

Légende : L : Lumiére de I’acini, CD : Cellule digestive, CE : Cellule excrétrice, CC : Cellule a
Calcium, :> : Nécrose cellulaire, # Hypertrophie cellulaire.

La Planche (01), illustres des coupes histologiques effectuées au niveau de I’hépatopancréas
chez les escargots témoins et traités. Ainsi, chez les témoins (A), I’hépatopancréas est constitué¢ de
lobules formés d’un ensemble d’acini, qui renferment trois types de cellules: les cellules digestives
(CD) (les plus abondantes), les cellules excrétrices (CE) et les cellules a calcium (CC) (Zaldibar et
al., 2008).
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L’examen histologique de 1’hépatopancréas des escargots traités par la mixture 1 (B) met en
évidence des acini avec un contour irrégulier, accompagné d’une dégénérescence des cellules

digestives, avec un aspect inflammatoire des tissus ainsi que la disparition de la lumiere de 1’acini.

Pour la mixture 2 (C), nous observons les mémes altérations tissulaires accompagnées en plus

d'une détérioration de la membrane basale de 1’acini.

En ce qui concerne les traités par la mixture 3 (D), I’examen histologique de 1’hépatopancréas,
met en évidence une destruction du parenchyme de 1’acini, de plus nous avons observés une lumicre

plus large, des nécroses cellulaire.

V.1.3.2. Effet sur le Rein

Planche 02. Coupes histologiques du rein des escargots témoins (A) et traités par les différentes

mixtures des pesticides (B), (C), (D), (G*x40).

Légende : L : Lumicre de I’acini, CE : Cellule excrétoire, =—=) : Hyperplasie, ﬁ% Hypertrophie
cellulaire.
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L'aspect du tissu rénal chez les escargots témoins et traité est illustrés dans la Planche(02).
Ainsi, chez les escargots témoins (A), le rein est constitué d’un épithélium excréteur renferment un

seul type de cellule (de cellule excrétrice).

L’examen histologique du rein des escargots traités par les mixtures 1 et 2 (B), (C) des
pesticides met en €vidence des acini avec un contour irrégulier, accompagné d’une dégénérescence

des cellules excrétoires et, une hyperplasie du tissu conjonctif.

Concernant les tissus des traités par la mixture 3 (D) des pesticides, nous remarquons une
hypertrophie des cellules excrétrices parallélement a une prolifération du tissu conjonctif

engendrant ainsi la disparition de leur membrane (Chabicovsky et al., 2004).
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V.2. Discussion

L'utilisation intensive des pesticides sur les cultures et les foréts au cours des derni¢res années
pour la lutte contre les ravageurs agricoles est de plus en plus répandue, causant de graves
problémes aux organismes non ciblés conduisant a un certain nombre de processus biochimiques

pathologiques et perturbation cellulaire (Padmaja et Rao, 1994).

Toutes les études sur les bioindicateurs, convergent vers 1’idée que les especes Helix aspersa
sont des excellents modéles biologiques pour toutes les études toxicologiques et pour la
compréhension des mécanismes d’action des xénobiotiques in situ. C’est dans ce contexte que se

situe notre travail.

Dans cet étude nous nous sommes intéresses a 1’effet de mixture de deux insecticides
appartenant a la famille des néonicotinoides (Imidaclopride, Acétamipride) sur les paramétres
physiologiques et biochimiques des escargots apres exposition a des concentrations croissantes de
ces pesticides pendant une période de 21 jours dans des conditions contrdlées , ainsi qu’'une étude

histologique.

Dans notre étude, nous avons notés en premier lieu une réduction du poids et du diametre de la
coquille des escargots exposés aux traitements par la mixture de deux insecticides néonicotinoides

en comparaison avec les témoins.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Coeurdassier et al (2001), qui ont observé
une diminution dose-dépendante de la croissance et de la survie des escargots induite par le
diméthoate, cette perte de poids peut étre expliquée par la diminution de la consommation
alimentaire que nous avons constatée particulicrement chez les animaux traités par les différentes

concentrations.

Ainsi (Grara et al, 2015) ont fait des constatations similaires en présence d’une
contamination par des nanoparticules métalliques (ZnO) a des concentrations croissantes, pendant
quatre semaines. Ils ont expliqué cette perte de croissance soit par une toxicité directe en liaison
avec des dommages irréversibles sur certaines enzymes ou sur I’ADN, ou soit de maniére
indirecte provoquant des perturbations sur des processus physiologiques importants en entrant en

compétition avec certains ¢léments essentiels tels que le calcium (Ca).
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Dans la méme optique Swaileh et Ezzughayyar (2000), ont montré que les escargots exposés a
des concentrations croissantes de cadmium et de cuivre pendant quatre semaines inhibé
significativement les taux d'alimentation et de poids apres 1 semaine et 3 semaines d'exposition au
Cd et au Cu, respectivement. Peut s’expliquer soit par un refus de se nourrir des contaminants et

donc un phénomeéne de répulsion, soit par une toxicité irréversible.

Le mécanisme impliqué dans I’inhibition de la croissance des escargots qui est ingérés de la
nourriture contaminée est difficile a identifier, d’ailleurs Gomot (1997), ou encorec Hames et
hopkin (1989), ont expliqué ces résultats soit par inhibition de synthése d’une hormone de

croissance soit par des altérations de la sécrétion des enzymes digestives.

Concernant 1’évolution du diamétres de la coquille, nous remarquons une diminution
significative dose-dépendante du diametre de la coquille des escargots traités aux mixtures a
partir de la M2. Nos résultats vont dans le méme sens que celui de Smina (2013), qui a mis en
évidence une perturbation des diamétres de la coquille des escargots aprés exposition aux
thiaméthoxam (insecticide néonicotinoide) et téfluthrine (insecticide pyréthrinoide), et ceux de
(Grara et al, 2015) qui ont mis en ¢évidence une diminution du diamétre de la coquille en

présence des poussieres métalliques.

Les glucides ou hydrates de carbone sont des composés de carbone, d’hydrogene et d’oxygene,
dans 1’organisme leur principale fonction est de stocker et fournir de 1’énergie (Brooker, 2000).
Dans les conditions de stress le taux de glucose diminué de fagon hautement significative pour

assurer un apport suffisant d'énergie (Carefoot et al, 1993).

Dans notre travail nous avons noté¢ que le taux de glucides diminue d’une manicre dose-
dépendante aprés 1’exposition des escargots a la mixture des insecticides imidaclopride et

acétamipride au niveau des deux organes ciblés (Hépatopancréas et rein).

Nos résultats sont conformes avec ceux de El-wakil et Radwan (1991), qui ont suggerent que
I'épuisement du taux de glycogeéne dans les tissus de 1'escargot Eubania Vermuculata exposés a des
pesticides (Methomyl, Thiodicarb, Metaldehyde) serait di soit & un taux accru de dégradation du
glycogeéne (glycogénolyse) ou a une raison d'une diminution de la concentration de taux de

glycogénese.
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D’un autre co6té, Padmaja et Rao (1994), suggerent que 1'épuisement du taux de glycogéne
dans les tissus de l'escargot d’eau douce Bellamya dissimilis, exposés a des pesticides (Endosulfan,
Methyl-parathion, Quinalphos, Nuvan) peut étre di a des effets directs de l'utilisation de ces

composés pour la production d'énergie, ou suite d’'une hypoxie induite par les pesticides.

Pour la méme espéce exposée aux hydrocarbures Zouaghi et al. (2015), suggere une diminution
du taux de glucides totaux lors de I’exposition des escargots aux hydrocarbures, et cela pour assurer

un apport suffisant d'énergie.

Les protéines sont de grosses molécules complexes contenant de carbone, de 1’hydrogéne de
I’oxygeéne de 1’azote et parfois de soufre et de phosphore. Elles ont une importance vitale assurant
dans D’organisme diverses fonctions, principalement le transport de [’oxygéne dans tout

I’organisme, la réparation des cellules et la production de I’énergie (Brooker, 2000).

Nous nous sommes intéressés a I’effet de mixture d’acétamipride et imidaclopride sur

I’évolution du taux de protéines totales des escargots placés dans des conditions controlées.

Nous remarquons une augmentation dose-dépendante du taux des protéines totales au niveau des
deux organes ciblés (hépatopancréas et rein) pour les deux mixtures M1 et M2 en comparaison avec
le témoin, Nos résultats vont dans le méme sens que ceux de plusieurs auteurs qui ont mis en
¢vidence une augmentation significative des taux de protéines totales sous I’effet d’un stress
chimique du fait que le glutathion constitue un facteur essentiel dans la défense contre le stress

oxydant (Zaafour et al, 2015 ; Redouane et al., 2004 ; Tadjine, 2007).

Ces résultats sont en accord avec ceux de Masaya et al. (2002); Peccini et al. (1994), qui ont
mis en évidence une augmentation significative du taux de protéines totales sous 1’effet d’un stress
chimique chez des mode¢les biologiques différents (tétards, protistes, lapins). Cette augmentation
pourrait étre due a I’induction de la synthése d’enzymes de détoxification (gluthathion) et de

métabolisation sous I’effet du stress oxydative produit par I’application des deux insecticides.

D’autre part, nous avons mis en évidence une diminution des protéines totales chez les escargots
traités par les deux insecticides dans les mixtures 3 comparés aux escargots témoins. D’ailleurs les
mémes constatations ont ét¢ démontrées auparavant par Naqvi el al. (2017), ont suggéré que
L’épuisement des protéines totales peut étre due a plusieurs mécanismes, parmi lesquels
I’augmentation de l'activité protéolytique, réduction de la synthése des protéines, destruction ou
nécrose cellulaire provoque la dégradation consécutive de la machinerie de synthése protéique,

dommage de L’ ADN, altération des activités enzymatiques.
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Dans des conditions de stress, les escargots ont besoin de plus d'énergie pour détoxifier la
substance toxique. Lorsque les escargots ont une quantité limitée de glucides et de lipides, la source
d'énergie alternative pour répondre a la demande accrue d'énergie est les protéines (Moussard,

1999), en outre, ces résultats sont semblables avec ceux de (Radwan et al., 2008).

Le stress oxydatif apparait dans une cellule quand I'équilibre entre les especes prooxydantes
et antioxydantes est rompu en faveur de I'état prooxydant. La rupture de cet équilibre est
due a la promotion d'especes activées de l'oxygéne, ou radicaux libres oxygénés (Goudable et

favier, 1997).

Les défenses antioxydantes reposent sur des systémes enzymatiques (superoxydes dismutases
[SOD], catalase, glutathion peroxydase) et non enzymatiques (vitamines C et E, polyphénols, etc.),
ces enzymes permettent de protéger les cellules contre les radicaux libres produits de manicre
physiologique au cours du métabolisme cellulaire normal (Leverve, 2009 ; Goudable et Favier,

1997).

Les catalases (CAT) sont des enzymes péroxysomales, particulicrement abondante dans le
foie et les globules rouges. Elles réduisent le peroxyde d'hydrogéne H,0, en libérant de I'oxygene
et de 1'eau dont le role est de prévenir les peroxydations des molécules biologiques induites par

I’eau oxygénée (Goudable et Favier, 1997).

Dans notre travail, ’activité catalase au niveau de I’hépatopancréas et le rein tend a augmenter
de facon dose-dépendante chez tous les lots par rapport aux témoins, ces résultats sont en accord
avec ceux de El-wakil et Radwan (1991), qui ont montré une augmentation significative de
I’activité catalase apres exposition de gastéropode Eubania vermiculata a des pesticide (Methomyl,

Thiodicarb, Metaldehyde).

L’augmentation de P’activit¢ CAT a déja été relevée chez d’autres espéces de gastéropodes
comme Theba pisana aprés exposition aux pesticides a base de cuivre (Oxychlorure de cuivre,

hydroxyde de cuivre) par rapport au témoin EI-Gendy et al. (2009).

Des résultats similaires ont été observés par Almeida et al. (2009) aprés exposition des moules

perna perna marines a des pesticides a base de cuivre.

Cependant Grara et al. (2012) ont constaté que cette activité enzymatique diminue de fagon
significative chez les escargots Helix aspersa sous l'effet des poussieres métalliques au niveau de
I'hépatopancréas et du rein. De plus, des expositions courtes au Cd semblent inhiber les enzymes

antioxydantes de stress comme [’activité Catalase.
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Notre étude histologique montre que 1’exposition des escargots aux mixtures des pesticides peut
causer des altérations cytologiques et ultra structurales trés importantes au niveau de
I’hépatopancréas, qui joue un role crucial dans la détoxification des polluants (Frias-Espericueta,

et al., 2008).

En effet ’examen histologique de 1’épithélium rénal et hépatopancréatique met en évidence
I’apparition d’infiltrats inflammatoires Lymphoplasmocytaires des la plus faible concentration, ceci
pourrait étre une premicre réponse biologique due a la présence des xénobiotiques, ces observations
sont en accord avec les travaux de Chabicovsky et al. (2004), et de Russell et al. (1981), et de
Tadjine (2007), nous avons également mis en évidence une déformation des acini , et une
destruction des cellules digestives de maniére dose- dépendante, conduisant & une nécrose tres

importante de ces cellules aux plus fortes concentrations.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Triebskorn et Kohler (1996), Triebskorn et Kohler
(1998) qui ont mis en évidence des altérations structurales et ultra structurales des cellules
basophiles et digestives d’autant plus prononcées que les concentrations en xénobiotiques sont
¢levées dans la glande digestive de la limace D. reticulatum exposée au Cd, Pb. Notons que les
cellules digestives sont les plus abondantes dans 1’épithélium de 1’hépatopancréas Chabicovsky et

al. (2004), Dimitriadis (2001), Porcel et al. (1996).

La nécrose des cellules digestives semble étre une réponse générale aprés une exposition aux
mixtures des pesticides chez les gastéropodes terrestres et elle est reliée principalement a la
détérioration du processus digestif provoqué par la présence des particules métalliques (Zaldibar et

al., 2008).

Les réponses histopathologiques au niveau de plusieurs organes (glande digestive, rein,
ovaires...) d ’Helix aspersa exposé a des concentrations croissantes des mixtures de pesticide dans
la nourriture se manifestent par des réactions qui impliquent une hyperplasie des épithéliums aux
plus faibles concentrations testées et une nécrose cellulaire importante qui s’accompagne d’une

prolifération de tissus conjonctifs (Chabicovsky et al., 2004; Radwan et al, 2008).

Les gastéropodes terrestres sont connus par leur pouvoir accumulateurs et peuvent répondre a la
pollution d'une maniére sensible et mesurable .Ils sont donc employés comme des especes

sentinelles de la pollution des sols.
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Conclusion générale

L’impact des produits phytosanitaires sur I’environnement et sur la sant¢ de I’homme est
devenu un sujet de préoccupation mondiale. Le nombre de molécules disponibles sur le

marché étant considérable, toutes ne font pas 1’objet d’une évaluation approfondie.

Face a ce climat d’anxiété¢ et parfois de méfiance, est indispensable d’apporter une

information scientifique et objective sur un tel sujet.

Le principale objectif de notre travail est d’étudier les effets d’une mixture de deux
insecticides a des concentrations croissantes sur un modéele biologique 1’escargot Helix

aspersa en tant qu’un animal bioaccumulateur/ bioindicateur.

Il apparait clairement que la mixture de ces deux insecticides entraine des altérations
physiologiques et biochimiques sur 1’escargot Helix aspersa, Cette étude montre 1'intérét de
Helix aspersa comme espeéce modele de gastéropode pulmoné terrestre pour 1'évaluation de la
toxicité de ces pesticides, et pour la surveillance des milieux terrestres récepteurs en utilisant
ces organismes dans une démarche de biosurvaillance. Il apparait clairement que 1’espece
Helix aspersa est un excellent bio-indicateur de la dégradation du milieu, elle est

particulierement sensible a une pollution par les insecticides.

Leurs effets ont été étudiés par une approche ciblée au laboratoire, consistant a évaluer
I’effet de ces insecticides sur les parameétres physiologique (poids des escargots, diameétre de

la coquille) et les métabolites de 1’hépatopancréas et le rein (glucide, protéine, catalase).

Nos expériences montrent que les escargots répondent bien aux critéres des bio-
indicateurs pour participer a la biosurveillance de I'environnement, la présente étude a permis
de mettre en évidence d’une part des perturbations physiologiques, biochimiques et des
atteintes tissulaires, et d’autre part une activation des biomarqueurs protégeant ainsi ces

cellules par le déclenchement du systéme de détoxification.

L’étude histopathologique a confirmé cette sensibilit¢ de 1’espéce vis-a-vis aux
insecticides a travers des atteintes tissulaires bien visibles, au niveau de 1’hépatopancréas et

du rein.
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A T’avenir, il serait intéressant de :

e développer les dosages d’autre bio-marquer (SOD, MDA, GSH, lipides....).
e Déterminer la concentration d’insecticides au niveau de modeles biologique étudié.

e Augmenter les concentrations de pesticide et la période de traitement.
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Annexes

Annexe 01 :

» Gamme d’étalonnage pour le dosage des protéines :

Tube Blanc 1 2 3 4 5
B.S.A (ng) 0 20 40 60 80 100
Eau distillé (ul) 100 80 60 40 20 0
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

» Gamme d’étalonnage pour le dosage des glucides :

Tube Blanc 1 2 3 4 5
Glucose (pg) 0 20 40 60 80 100
Eau distillé (ul) 100 80 60 40 20 0
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

» Préparations des réactifs :
BBC (bleu brillant de coomassie G250) :
50 mg de BBC + 50 ml éthanol === agitation 2h + 50 ml acide orthophosphorique
puis compléter jusqu’a 500 ml avec I’eau distillé.
BSA (sérum d’albumine de beeuf) :

1 mg/ 1ml de I’eau distillée.

Anthrone :
150 mg anthrone + 75 ml acide sulfirique + 25 ml I’eau distillé.
Solution mere de glucose :
Img de glucose+ 1ml de I’eau d’distillée.
Tampon phosphate :
A 100Mm, PH = 7,5 (NAH,POy) : 0,1 M/ 119,98 g/mo! ==>» 50 ml (eau distillée)
(NA,HPO,) : 0,1 M/ 141,96 g/mcl =2 50 ml (eau distillée)

Prendre 50 ml de solution basique (NA2HPO4) et ajouté goute a goute la solution acide
jusqu’au obtenir PH=7,5.
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Annexe 02 :

» Résultats des densités optiques de la gamme d’étalonnage des protéines :

Albumine (pg) 0 20 40 60 80 100

DO (nm) 0 0,123 0,263 0,456 0,571 0,718

» Courbe d’étalonnage des protéines :

Droite d'ajustemen

0,8
=0,0073x - 0,011
0,7 2 y

oe R? = 0,9962
0,5 /
y b
0,3
0,2 /
o1 A
0 ( . . .
01 50 100 150

Quatité de BSA (ug)

Absorbance a 595 nm

» Résultats des densités optiques de la gamme d’étalonnage des glucides :

Glucose (ul) 0 20 40 60 80 100

DO (nm) 0,144 0,344 0,514 0,646 0,786 0,978

» Courbe d’étalonnage des glucides :

Droite d'ajustement

1,2
y =0,008x + 0,1667
1 R?=0,9954
0,8

0,6

w2

0,2
't

0 50 100 150
Quantité de glucose (ug)

Absorbance a 620 nm
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Annexes

Annexe 03 :

> Résultats :

Poids moyen d’escargot avant le traitement (g)

Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Moyenne 7,425 7,6075 7,5975 17,4775
Ecart type 0,354436 1,368437 1,394066 0,567026

Poids moyen d’escargot apres le traitement (g)

Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Moyenne 8,345 7,93 7,1925 7,0325
Ecart type 0,754868 0,816976 1,304863 0,974202

Diamétre de la coquille d’escargot avant le traitement

Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Moyenne 29,7125 29,2175 29,75 29,31
Ecart type 1,116076 2,491564 0,979217 1,753302

Diamétre de la coquille aprés le traitement

Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Moyenne 31,5425 30,1025 29,175 29,38
Ecart type 0,750483 1,626333 1,157771 0,741485
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Moyenne de taux de protéines (ug/mg)

Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Hépatopancréas | 8,493151 12,12329 18,28767 5,10274
Rein 7,465753 10,41096 12,29452 4,691781

Ecart type de protéine

Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Hépatopancréas 1,988269 1,738161 0,840728 1,008967
Rein 0,932446 0,866377 1,951354 1,109364

Moyenne de taux de glucide (ug/mg)

Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Hépatopancréas 18,9125 16,1 13,1625 6,75625
Rein 15,9125 12,35 5,6625 4,6

Ecarte type de glucide

Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Hépatopancréas 1,616967 2,16386 1,599153 1,602001
Rein 0,777282 2,860471 1,395678 0,904272

Moyenne de ’activité de CAT

Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Hépatopancréas 0,499853 0,688436 0,906345 1,665428
Rein 0,349785 0,409705 0,409705 1,51742

Ecart type de ’activité de CAT

Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Hépatopancréas 0,065839 0,073388 0,052318 0,091553
Rein 0,031303 0,028897 0,135953 0,514814
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Théme
Evaluation de la toxicité d’un mélange d’insecticide largement utilisé dans la wilaya de
Jijel sur un modéle biologique : cas de I’escargot Hélix aspersa

Présenté par :
*Boudoucha Islam Date de soutenance : juillet 2019.
*Rekaik Ibrahim

Résumé

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de D’effet d’un mélange de
deux insecticides néonicotinoides sur un organisme bioaccumulateur et bioindicateur de
pollution de I’environnement 1’escargot Helix aspersa. 1l s'agit d'une étude de toxicité
subchronique (21 jours). La toxicité des insecticides est déterminée chez l'escargot Helix
aspersa  grace a un biotest réalis¢ au laboratoire sur des animaux exposés a des
concentrations croissantes de mixture d’insecticides (70 pg/g, 180 pg/g, 340 ng/g
alimentation).

Nos résultats mettent en évidence des perturbations physiologiques concernant le
poids et le Diametre de la coquille des escargots traités, Parallélement les modifications
métaboliques indiquent une perturbation du taux de protéines et une diminution du taux des
glucides (dose dépendante) au niveau de I’hépatopancréas et du rein.

En plus une induction de I’activité catalase a ét¢ mise en évidence. Cette derniére
constitué constituant un moyen de défense cellulaire contre la présence des insecticides au
niveau de deux organes cibles.

Mots clés : insecticide, Helix aspersa, bioaccumulateur, bioindicateur, toxicité subchronique,
protéines, glucides, catalase.

Abstract

In this study we were interested in evaluating the impact of a mixture of two
neonicotinoid insecticides and their effects on a bioaccumulative organism and bioindicator
of environmental pollution, the Helix aspersa snail. This is a subchronic (21-day) toxicity
study. Insecticide toxicity is determined in the snail Helix aspersa by a laboratory biotest on
animals exposed to increasing concentrations of insecticide mixture (70 pg/g, 180 ng/g, 340
ug/g diet).

Our results show physiological disturbances in the weight and shell diameter of the
treated snails, while metabolic changes indicate a disturbance in protein levels and a decrease
in carbohydrate levels (dependent dose) in the hepatopancreas and kidney.

Our results also show the existence of an induction of catalase activity constituting one of
the cellular defence mechanisms against the presence of insecticides in two target organs.
Keywords : insecticide, Helix aspersa, bioaccumulator, bioindicator, subchronic, protein,
carbohydrates, catalase.
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