S ¥ pr
& O \,/% o/
\ .

Piversite BF REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE P Aiersie B
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE
Ale - Lk al dsala
UNIVERSITE BADJI MOKHTAR - ANNABA

FACULTE DES SCIENCES
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

THESE EN VUE DE L’OBTENTION DU DIPLOME DE DOCTORAT LMD
(3= CYCLE)

Spécialité: TOXICOLOGIE

Intitulé
4 . L . . )
Evaluation de la toxicité du Spinosad « insecticide
nouvellement introduit en Algérie » sur un modele
experimental bioindicateur de la pollution «Helix
aspersa »

\

\_ M

Presentée par: Mle BELHAOUCHET Nawel

Membre de Jury:

DJEBAR Mohammed-Réda  Prof. Universd d’Annaba Directeur
BERREBBAH Houria Prof. Universié d’Annaba Président
KHEBBEB Med El Hadi Prof. Université d’Annaba Examinateur
TADJINE Aicha Prof Université EL- Taref Examinateur
MEZDJERI Lyamine M.C.A. Université de Skilal Examinateur

Année universitaire: 2013/2014

haela

@g



Remerciement

Le présent travail a été réalisé au LaboratoireTaeicologie Cellulaire de
I'Université d’Annaba dirigé par le ProfesseDJEBAR Med-RédaJe tiens a
le remercier pour I'accuelil chaleureux gu’il m'agérvé et de l'intérét qu'il a

témoigné a mon égard.

Ma reconnaissance va tout particulierement a Mmrtefesseur
BERREBBAH Houria de I'Université de Annaba pour son aide préciegise
pour I’'honneur qu’elle me fait en acceptant de ésce jury.

De simples remerciements ne sont pas suffisantsgxpuimer toute ma
reconnaissance envers mon directeur de th&HBAR Med-Réda
(Professeur). A la, fierté et a la chance d’avd# @otre thésard. merci

Je tiens a remercidvir MEZDJERI Lyamine, Maitre de Conférences a
I'Université de Skikda pour avoir accepté de jugertravail et participer a ce
jury en qualité d’examinateur.

Ces mémes remerciements s’adressdvitee TADJINE Aicha, Professeur a
I'Université De Taref, eM. KHEBBEB Med El Hadi, Professeur a
L’Université d’Annaba, pour avoir accepté de fapartie de ce jury de these.

Merci a 'ensemble de ce jury pour I'intérét quausavez porté a ce travalil
mais aussi pour avoir fait le déplacement pour ro@mager a le soutenir et
faire partager vos conseils et vos réflexions sutravail.

Je tiens également a remercMme MEKSEM Leila, Professeur au
Département de Biologie, pour son soutien, ses\@at®ns au cours de ma
formation.

Merci a toutes mes amies du laboratoire LTC !



Dédicaces

Je dédie ce modeste travalil

A mes Parent sans qui rien n‘aurait pu étre fait

A mon mari, pour sa compréhension, son soutieasescouragements

A mon adorable fille Ines

A mes freres ALI et KHALIL

A ma belle famille



Résumé

Ce travail concerne l'évaluation de la toxicité guitelle d’'un biopesticide le Spinosad
(nouvellement homologué en Algérie) sur un gasteaeplelix apsresa

Les escargots ont été exposés a des concentratioissantes de Spinosad par application
topique pendant 28 jours. Nous avons cherché aué@vdés effets d’'un éventuel stress

oxydatif au niveau de la glande digestive et do etice par le suivi de I'activité de certains

biomarqueurs enzymatiques : la GST et la Catahwses avons également mesuré le taux de
Glutathion réduit ainsi que les protéines totales. Malondialdehyde (MDA) considéré

comme un bio marqueur de la peroxydation lipidiguegalement été mesuré.

D’un autre coté la neurotoxicité de Spinosad acétdirmée a travers la mesure de l'activité

Acétylcholine estérase (AChE).

Nos résultats montrent une induction de l'actid&s enzymes antioxydantes telles que la
GST et la Catalase, parallelement a une augmentdtidaux de MDA et a une diminution du

taux de GSH. Ceci a été observé aussi bien auwnieda glande digestive que du rein.

D’'un autre c6té nous avons également mis en év&ewssi un effet neurotoxique de
Spinosad traduit par une diminution progressizd’activité Acétylcholine Estérase (AchE)

chez les organismes traités par rapport aux té&noin

L’examen histopathologique a révélé des altératibesulaires observées au niveau de

I’hépatopancréas et du rein.

L’hémolymphe étant le principal vecteur des xéntigiges chez les gastéropodes, nous nous
sommes intéressés au suivi de taux des protéiteege@t du GSH au niveau de ce tissu. Nos

résultats ont révélé une augmentation significaliwedeux parameétres mesurés.

Mots clés Spinosad, Biomarqueurs, Stress oxydant, hémdignhielix aspersa.



Abstract

This work concerns the evaluation of the poteritaicity of a biopesticide Spinosad recently
approved in Algeria on a gastropod  Helix apsresa
Snails are been exposed to increasing concentsabdnSpinosad by topical application
during 28 days. We tried to estimate the oxidasivess at the level of the digestive gland and
kidney in Helix aspersa, by the follow-up of theiaty GST, as well as the activity catalase,
and the rate of Glutathion reduces and proteinate otal.t
Of more Malondialdehyde (MDA) considered as a madethe cellular damage was also
measured. The neurotoxicity of Spinosad was detethby measuring the activity of the

acétylcholine estérase ( AChE).

The obtained results show that the rate of Gluvathieduced ( GSH) decreases in a dose
dependent manner accompanied with an inductiomefattivity Glutathion S transférase (
GST) in organisms treated compared to controlsallehrwe attend an induction of the
activity catalase in the presence of Spinosad ith lmogans.. Concerning the contents of
Malonedialdéhyde (MDA), we find a stimulation inasis treated with the biopesticide
compared to controls, we were able to highlighearatoxic effect of Spinosad translated by
a progressive decrease of the activity AcétylclmliEstérase (AchE) in organisms treated
versus control. The examination histopathologigoaficmed the toxicity of Spinosad to
snails, and ithrough the irreversible changes ofeskin the hepatopancreas and kidney.
To complete our study we followed the rate of tqiedtein and GSH at the hemolymph of

snails, and our results are shown induction ofdtter two

Key words. Spinosad, Biomarkers, Oxydatif stress, Histoplaidmhemolymph Helix
aspersa.
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Chapitre I Introduction Générale

Généralités

La plupart des ressources vivantes de la Terréusnsdans des zones geographiques
spécifiques telles que I'environnement cotier st dgstemes fluviaux (Moore at., 2004).
Ces écosystemes et les organismes qui y viventdsoptus en plus soumis a de nombreux
facteurs de stress. Les conditions stressantes defities comme un état dans lequel
I'équilibre dynamique des organismes animaux, appeimeéostasie, est menacé ou perturbé
par les actions de stimuli intrinseques et extqnes, communément définis comme des
facteurs stressants (Gagnaire, 2005). En plua gerturbation de I'équilibre homéostatique,
ces facteurs stressants provoquent un ensembledaro® de réponses génétiques,
meétaboliques, physiologiques et comportementalesarde étre compensatoires et/ou
adaptatives, permettant a 'animal de surmontendaace et de maintenir son intégrité. Si un
animal subit un facteur de stress intense, la E@pRUt perdre sa valeur adaptative et devenir
dysfonctionnelle, ce qui peut résulter en I'inhmit de la croissance, un échec reproductif, et
une résistance réduite aux agents pathogenes (Wdand&gonga, 1997). Les réponses aux
facteurs de stress peuvent étre observées a diffeneseaux d’organisation : cellule, organe,
organisme, population et écosysteme, I'ensemble éfgpelé la réponse intégrée aux facteurs
de stress (Wendelaar Bonga, 1997).

Les facteurs stressants a l'origine du risque sntnatures multiples: facteurs naturels
(radiations UV, augmentation du niveau de la meangements climatiques, érosion du sol,
variations de la température, de la salinité, deydantité d'Q dissous, de la turbidité);
industrialisation et déforestation; diminution desssources (surpéche); interactions entre
animaux (prédation, parasites, compétition pouspléee, la nourriture ou les partenaires
sexuels) ; pratiques aquaculturales (transport, uteation); perturbations de [I'habitat;
pollution ; maladies induites par les pathogénagufe 1). Parmi ces facteurs de stress, les
contaminations d’origine anthropique, telles quen®taux lourds et les hydrocarbures issus
des rejets régulés et non régulés des activitassindlles ou des rejets urbains, apparaissent
importantes. De plus, les pollutions agricoles mewivposer des problémes majeurs en
affectant I'écologie des riviéres et des estuaras;éduisant la qualité des eaux de boisson et
la sante des écosystemes cotiers. (Moore, 2002uidihui, la pollution est devenue une
préoccupation majeure de la communauté internddocar elle est a l'origine de la

raréfaction de tout ce qui est vital pour les orgi@es vivants y compris 'Homme.
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C’est dans ce contexte la que pesticides peuvent étre trés nocdans la mesurou ils
peuvent s’accumuledans les écosystemes peuventétre a l'origine d toute une gamme
d’effets toxiqueshez 'Homme par exemple a travers des atteintdiples parmi lesquels
le cancer, les dysfonctions des témes reproductifs, endocriniens et immunitaires, |
malformations congénitales,atteinte aiguéeet chronique du sysme nerveux etc...
(Veillerette,2005, @wich, 201).

Stress

Densité-
. dépendance ]
Maladies Prédation
Perte de 2 o

ffets de la chain
Stress toxique

Changements dé
‘environneme

alimentaire

Réponses

Figure 01 : Représenttion des différents facteurs d stress pouvant étre subis par le
organismes vivants dans les estuaires (van der Oost at, 2003)

Il est de plus en plus reconnu grévaluationdes impacts des polluants sur les organis
requiert la compréhensiates effets au travers dehiérarchie de brganisation biologique
depuis leniveaux moléculaire et cellulaire juca ceux de lbrganisme et de la populatic
de la communauté et déétosystéme (Moorest al., 2004). Cependant, bien que
changements induits par polluants aux niveaux de
population/communauté/écosysteme/sante humainatdei® plu importants a étudier, c
niveaux sont généralement trop complexes pour rsarvidéveloppeme d'outils pour la
détection précoce et [@édiction des conséquences du risque environnal (Mooreet al.,

2004). 1l faut donc tenter de détecter des signdendétresse aux niveaux molécul et
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cellulaire et les lier aux conséquences possiales niveaux d’organisations plus élevés
(Moore, 2002).

1- Rappel sur les Biomarqueurs :

L’évaluation du risque environnemental et I'écotmtogue font intervenir l'utilisation de
biomarqueurs ayant pour but de mettre en évideadagbn précoce une pollution (van der
Oostet al., 2003). En effet, la présence d’'un xénobiotiquesdame partie d’un écosysteme
aguatique ne signifie pas automatiquement l'apparid’effets nuisibles. Des relations
doivent étre établies entre les niveaux externesxpdisition, les niveaux internes de
contamination des tissus et les effets défavorgmésoces (van der Oost al., 2003). Un
biomarqueur se définit comme un changement obskervatiou mesurable au niveau
moléculaire, cellulaire, de I'organisme (physiolmgcomportement), de la population et de
I'écosystéme qui peut étre relié a une expositionaodes effets toxiques de polluants
chimiques environnementaux (Lagacical., 1997; Galloway et Depledge, 2001; van der
Oostet al., 2003). Les effets a des niveaux hiérarchiqueséél sont toujours précédes de
changements précoces dans les processus biologipeewettant le développement de
biomarqueurs d’alerte précoce. Les toxiques prés#ams I'environnement sont absorbés par
les organismes vivants et se répartissent daniskss ou ils interagissent avec différentes
molécules biologiques. Les changements biochiesguaduits par la présence du toxique
peuvent avoir des effets physiologiques sur lesvidds, ces effets toxiques peuvent étre
mesurés aussi bien a I'échelle d’une populatioméfajue de croissance, expansion, efficacité
d’utilisation des ressources, adaptabilité, etc.gl,a I'échelle de lindividu a travers
notamment des modifications biochimiques, physiojogs etc... A terme, les déséquilibres
provoqués par la disparition ou, au contraire, gansion excessive de populations de
certaines especes (espéces bioindicatrices) pesga@percuter au niveau des communautés,
modifiant ainsi la structure et le fonctionnemerd Bécosystéme dans son ensemble.
(Gagnaire, 2005)

Selon Champeau, (2005) les biomarqueurs peuventagroupés en trois catégories :
- Biomarqueurs d’exposition : ils indiquent que le polluant présent dans leemia pénétré
dans l'organisme. lls sont le résultat de lintéi@c du polluant avec des molécules

biologiques dans des tissus et/ou dans les liglésgiques (exemple : adduits a ’ADN).
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- Biomarqueurs d’effet : ils permettent de montrer qu’une fois entré demganisme et
apres avoir été distribué entre les différentauiiske xénobiotique exerce un effet, toxique ou
non, sur une cible critique. Les biomarqueurs @tefion spécifiques (changement de poids de
'organisme) décrivent les effets provoqués par gnand nombre de facteurs de stress
(polluants, facteurs physico-chimiques). Les biaynaurs d’effet spécifiques sont les
réponses de I'organisme entier ou de tissus quigdletre associées a une classe particuliére
de xenobiotiques ; ce sont des parametres biochesjgles altérations histopathologiques et
cellulaires, des réponses immunologiques.

- Biomarqueurs de sensibilité ils indiquent la capacité inhérente ou acquise drganisme

a répondre a l'exposition a une substance xénaopietispécifique, incluant les facteurs
géneétiques et les changements des récepteursténerdlla susceptibilité d’'un organisme a
cette exposition.

De bons biomarqueurs sont des indices sensibkedagslde la biodisponibilité d’un polluant
et des réponses biologiques précoces. L'utilisatiotultanée de plusieurs biomarqueurs pris
a différents niveaux d’organisation biologique (éwllaire, cellulaire, tissulaire,
physiologique) chez diverses especes apparait cdiappoche la plus satisfaisante pour le

diagnostic des effets des polluants sur les indwid.agadicet al., 1997).

2 Rappel sur les polluants

Toute substance chimique ou non rejetée dans it@mement est considérée comme
polluant. Si elle pénetre dans un organisme vjvelig est alors appelée Xénobiotique. Un
polluant est donc un élément exogéne qui se regrolawns le milieu sous forme de matiére
organique ou minérale, soit dissoute, soit en sugpe, soit plus rarement en émulsion. C’est
un élément qui présente une concentration supéri@da concentration naturelle dans un
systeme non pollué, qu’il soit étranger au systgnaeio-€léments artificiels, détergents,
pesticides, bactéries fécales, etc) ou au contri@nailier au systeme (éléments minéraux ou
organiques). Un polluant se caractérise par seitéxisa persistance dans le milieu, sa
biodégradabilité et son action eutrophisante (Mad674).
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Les polluants sont classés en deux types principaux

- Les polluants conservatifsqui ne sont pas éliminés du milieu, qu’ils soidigsous dans
'eau ou fixes sur le matériel particulaire; ce tsles métaux et les polluants organiques non
biodégradables. La classification de Polluants Gigges Persistants (POPS) regroupe tous
ces polluants conservatifs (HAPs, PCBs, dioxinasfs, dieldrine, chlordane, DDT, HCH,
HCB, lindane, endrine, aldrine, Mirex, toxaphertdpaeone, heptachlore) (Ademe, 2004)

- Les polluants non conservatifsqui, a terme, disparaissent : ce sont la matiegarmque,

les sels nutritifs, les bactéries, les virus, leduyants organiques biodégradables (certains

hydrocarbures, détergents et produits phytosaeggir

3 -Caractéristiques des pesticides

Un pesticide (ou biocide) est un produit chimiqugamique ou minéral destiné a lutter contre
les organisme< indésirables®, tels que bactéries, les mauvaises herbes, |lespippaons,

les insectes ou les rongeurs. Plus de 350 compm$és qui entrent dans la composition de
4000 produits environ sont recensés. Ces prodagsupent des composes organiques et
inorganiques a action plus ou moins spécifiqués,ee les herbicides, les insecticides et les
fongicides, qui sont les trois types de pesticiddses.

Les préoccupations concernant les effets de péstigie sont apparues que récemment, avec
laugmentation du nombre de molécules synthétisiesextension de leur action a de
nombreux organismes. (Marteil, 1974 ; Rostaggoal., 1999 ; EPA, 2005; INRA,
2005;PAN, 2005).

Comparée a la toxicité chez 'homme, la toxicitaupd’autres espéces passe souvent au
second plan. Pourtant, il a été mis en évidencegypample, une corrélation entre I'activité
acétylcholinestérase des poissons et I'épandagpedtcides organophosphorés en zones
cotieres (PAN, 2005).

La recherche se penche, depuis plusieurs annéesessmoyens de lutte biologique qui
visent a contréler les agents pathogénes par dgsedticides dont un grand nombre de
molécules a été développé dans différents laboestoi

Les bioinsecticides peuvent se définir au senselacgmme des pesticides d'origine
biologique, c’est-a-dire, organismes vivants oussaiices d’origine naturelle synthétisée par
ces derniers, et plus généralement tout produfirdiection des plantes qui n’est pas issu de
la chimie. Sous ce vocable, les biopesticides cempent les agents de contréle des insectes

(auxiliaires) comme les arthropodes entomophages {echrogammes), les champignons
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hyphomycétes pathogénes pour les Iépidopteres déopteres (exp Beauvaria), les
baculovirus responsables des polyédroses nucl§hifg) ou des granuloses (GV) chez les
Iépidopteres, les bactéries (Bacillus), etc... , iesecticides d'origine végétale et les
molécules de synthese biologique (phéromones, mieeallélochimiques). (Thompsomt,

al 2002)

» Cas du Spinosad :

Le Spinosad est un bioinsecticide, la compagnie Bgwo Sciences le commercialise sous
I'appellation de Tracer 480 SC, et il est recomd#éadans un programme de lutte intégrée.
Le tableau 7 présente les propriétés de la préparedmmerciale.

Tableau 01 :Propriétés de la préparation commerciale Spinosaddow AgroSciences, 2003a et b)

Propriétés TRACER

Couleur Blanc cassé a ocre

Odeur Odeur faible de peinture au latex

Suspension liquide 480 g/ litre de matiére active

pH 7,69

Point d’ébullition 100°C

Densité 1,09 g/ml a 20°C

Solubilité Spinosyn A soluble (pH 9) a trés soluble (pH 5 a
7) Spinosyn D insoluble (pH 9) a soluble (pH 3)

* Mode d’action de Spinosad

Spinosad provient de la fermentation de I'actinoétgcSaccharopolyspora spinosa, une
nouvelle espece découverte dans un échantillooldtes Caraibes en 1982. Deux molécules
sont ainsi obtenues : spinosyn A et spinosyn DSpaosad est composé du mélange des
deux. Il agit soit par contact ou par ingestiondeenier mode d’action s’avere étre 5 a 10 fois
plus efficace que par simple contact. Le Spinosagse chez I'insecte une excitation du
systeme nerveux, méne a un arrét de I'alimentatior, contraction musculaire involontaire
puis a une paralysie. Ces effets sont une conségqude l'activation des récepteurs

nicotiniques de l'acétylcholine. En effet, les ok nerveuses émettent des signaux
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chimiques pour communiquer entre elles et aveald&ies cellules. Pour ce faire, les cellules
utilisent des neurotransmetteurs, dont I'acétylicieotjui ne peut remplir son role lorsque le

Spinosad excite son récepteur nicotinique. Spingmad également agir sur les récepteurs
amino butyriques, ce qui pourrait augmenter sodegerent, mais cet effet n'a pas été évalué.
Spinosad est efficace dans le contrble des |épidept diptéres, thysanoptéres et quelques
especes d'orthopteres et de coléoptéres (Salgads,;ARLA, 2003 ; Salgadet al., 2005).

La dégradation du Spinosad dans I'environnemenfagevia différents procédés dont

I'hydrolyse, la phototransformation, photolyse mttiansformation aérobie (ARLA, 2003).

4- Les pesticides dans I'environnement

Bien que les principales cibles des pesticidesnsdés végétaux, il est estimé que seulement
0,1% des quantités appliquées atteignent ceuxstagAEstévezt al. 2008). Les voies de
dispersion et de transfert sont nombreuses (Figurees gouttelettes de pesticides peuvent
atteindre directement le sol sans étre stoppéeke femillage, ou alors indirectement, lorsque
la pluie va lessiver les gouttelettes, non encdosodbées par les feuilles. Lors de
I'application, les pesticides peuvent étre entraip@r dérive loin des zones de culture visées
ou étre directement volatilisés vers I'atmosphés.revolatilisation a partir du sol et des
végétaux joue également un réle important dansidaenination de l'air. Enfin, le lessivage
et le ruissellement, lors des précipitations, \anttainer la contamination des eaux de surface

et souterraines. (Druart, 2011).
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Figure 02 Voies de dispersion et de transfert des pesticislelansl’environnement. (Druart,
2011)

La présence de polluants dans I'organisme condlitustress qui induit des modifications
niveau physiologiquet métabolique (Timbrell, 19S; la réponse est constituée d’'une par
mécanismes limitant les effets toxiques contaminants en protégeant les cellules e
facilitant leur excrétion, d’autre part de modificas des métabolisrs et physiologie
normaux, induites directement par les toxiquescollatéralement par les mécanismes
prise en charge. Bien qles m«canismes de défense cellulaire soient actuelleswamntus, il
est cependant nécessaide les approfondir en raison notamment des inierectde

xénobiotiques présents simultanément dans le r.

4-1 Impact des pesticides sur les organismes du

L'exposition des organismes du sol concerne leslyi® apgiqués en traitement du s
(incorporé$, mais aussi les produits appliqués er-émergence (pulvérisés vers un sol |

en postémergence ou en traitement foliaire (pudedridirectement sur végétation). Les
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produits appliqués en granules et en traitemensameences peuvent aussi étre a l'origine
d'effets non-intentionnels, des impacts sur desriBbrés du sol ayant par exemple été mis en
evidence avec des semences traitées (Larink et 8gr2002 ,Viard eal., 2004).

L'épandage, sur sol nu ou a divers stades de qpamiment des cultures, conduit
inévitablement a une exposition des organismesotiuces derniers recevant soit la pleine
dose, soit la fraction de la dose non intercepégdgpvegétation.

Le transfert des produits en dehors des parcethét®ds peut se faire via le sol (drainage,
ruissellement), mais aussi via l'air (brumes dev@rsation, poussieres de traitement de
semences ou de granules, volatilisation), et dmmgria I'exposition des organismes du sol en
dehors du champ.

Que ce soit dans le champ ou en dehors du charegt, difficile de faire la distinction entre
les différentes voies d’absorption (ingestion, ilakian, contact) et plusieurs voies sont
souvent impliquées dans I'absorption d’'une substgrac un organisme donné.

L'impact potentiel des pesticides sur les organssmhe sol dépend de divers parametres
environnementaux tels que le type de sol et la éeatpre, qui influent sur la persistance, la
disponibilité et la toxicité des pesticides aingecgur le métabolisme microbien (Beulke et
Malkomes, 2001). En raison de l'intégration comelele ces facteurs, des relations claires
entre l'effet observé d'une substance et les fexcemyvironnementaux sont rarement établies.

4-2 Utilisation des escargots dans l'étude de la m@mination par les
pesticides

Pour déterminer les effets des contaminants swompartiment, il est nécessaire de disposer
de modéles biologiques représentatifs du miliewiétuAu sens écologique général, un
bioindicateur peut étre défini comme un organismeua groupe d’organismes pertinents
pour déterminer qualitativement et quantitativem@tat de I'environnement (Franzle 2006).
Les critéres qualifiant une espéce de bioindicagent parmi les suivants :
» Elle doit étre suffisamment répandue et abondanteles territoire concerné, si
possible facilement détectable,
» Elle doit étre le plus sédentaire possible pouéterf les conditions locales,
» Elle doit avoir une taille rendant possible I'étudie ses différents tissus et de leurs
composantes (muscles, 0s, organes dans le caardfuoal...).
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Les organismes bioindicateurs d’effets doivent &easibles a de faibles perturbations de
'environnement tandis que les organismes indicatde bioaccumulation doivent tolérer les
contaminants a de fortes concentrations et préseatgs propriétés bioaccumulatrices.
(Franzle 2006).

Les mollusques gastéropodes comme les escargoésties sont utilisés dans les études
ecotoxicologiques et sont considérés comme de bisdicateurs de pollution notamment
par les métaux (Boucenna, 2010) et les HAPs (Baga®1; Dallingert al., 2001; Beeby et
Richmond, 2002 ; Regokt al., 2006). Ces consommateurs primaires occupentpilace
particuliere dans I'écosystéme a l'interface solvéigétation.

De ce fait, ils integrent plusieurs sources de ammation (sol, atmosphere, végétaux) par
voies digestive, respiratoire et/ou cutanée. listipgpent a la décomposition et a la
fragmentation de la matiere organique et sont iquélé dans de nombreuses chaines

bY

alimentaires, y compris celle menant a 'homme KkBar 2004). lls sont notamment
indispensables a l'alimentation des oiseaux catellss apportent une source de calcium
nécessaire pour la construction de la coquillecdass et la pollution par des métaux entraine
une diminution significative de la densité et dabbndance des escargots induit alors
indirectement un effet sur les oiseaux (Eexaal., 2010). Parmi les espéces les plus
ubiquistesHelix aspersa (escargot petit gris, sy@antareus aspersus ou Cornu aspersum .
Muller, 1774) etHelix pomatia Linnaeus, 1758 (escargot de Bourgogne) colonisent de
nombreux milieux. S'’ils sont assez rares au mitles champs et des prairies, ils fréquentent
la périphérie des zones cultivées, les lisiereBoris, voire les milieux forestiers (Kernely

al., 2006). Leurs capacités de résistance et d’aclation des métaux ont été démontrées
chez de nombreuses especdselix aspersa, Scheifleret al., 2002a ;Cepaea nemoralis,

Nottenet al., 2006 ; Theba pisana, Radwaret al., 2010 ; Grara., 2011

4-3 Biologie et Physiologied’'Helix aspersa

~

Cet escargot appartient a 'embranchement des uStplies, animaux a corps mou et
dépourvus de squelette. Sa masse viscérale pragemtrsion de 180° par rapport au pied
d’ou une asymétrie de certains de ses organdait partie de la classe des Gastéropodes. Il
possede un poumon (ou cavité palléale) ce quitle slans la sous classe des Pulmonés. Il

appartient au sous-ordre des Stylommatophorestéasas par le port des yeux a I'extrémité
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des tentacules oculaires. La forme de sa coquilteliée caractérise la super famille ¢

Helicacea .Il appartient a la famille des Hélici

4-3-1 Morphologie :

L’escargot Helix aspersa possede une coquille spiralée pouvant contenir sout corp:s
Lorsqu’il est en extension, seul le pied appafaitmasse viscérale étant retenue dar

coquille par le muscle columella.

* Lacoquille:
Elle s’enroule autour d’'un axe central appelé callen dans le sens des aiguilles d'i
montre : enroulememtextre. Elle est composé
- d’'une partie organique : trame protéique, représerit a 2% de la coquil
- d'une partie minérale : carbonate de calcium sowsné de calcite et d’aragonii
représentant 98% de la coqu
La coquille est sécrétée pe«e bord du manteau. A la fin de la croissance, lel lae la

coquille se retourne et se durcit, 'escargot éshatdé

Figure 03 : L'escargotHelix aspersa

* Lecorps:
Il comprend une partie renfermée dans la coquilleiree partie visible chel’animal en

extension (figure 06) Cette derniére est une masse musculaire dontonatibn es
essentiellement locomotrice : le pi

La partie antérieure du pied, appelée téte compusradbouche, deux tentacules ocula
(postérieures, les plus gran), deux tentacules tactiles (antérieures, les pletites), ur
orifice génital sur le c6té drc

La bouche est entourée de quatre lévres et estymdiune « machoire » supérieure cor
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La partie contenue dans la coquille s’appelle téllmn. Il s'agit d’'une masse viscérale. |
région antérieure se trouve le manteau, fin esparent, il constitue la cavité palléale, dor
plafond richement vascularisé correspond au pouiLa partie du manteau en contact ave
péristome forme un renflemen le bourrelet palléalSur le bord inférieur droit de «
bourrelet, s'ouvrent I'anus, l'orifice excréteur le pneumostome (orifice respiratoit En
arriere se trouve un rein jaunatre (organe de Bgjaret un cceur. Sur la partie postérieur
tortillon se trouve un organe plus sombre brun verdaaetayn rélecomparable a celui ¢
foie des \értébrés : I'népatopancréas. Sur ce dernier, sgdrone zone blanchatre glande

de I'albumen.

Viscéres
rein

glande & / \:‘ l
albumen =
ke

hépatopancréas

—

manieau  bord du
mantaau

phaelimasiomsa

anus . orifice
ied génilat

au glande digestive

Figure 04 : Morphologie externe de I'escargot.
4-3-2 Anatomie :

* Appareil digestif :
En raison de la torsion a 180° du corps de l'esitarg tube digestif forme une bout
ramenant I'anus vers l'avant. La bouche se prolgrayeun bulbe buccal a 'intérieur duqt
se trouve une langue musculaire recou' d’'une lame cornée : la radula, son role es
broyer les aliments. Dans la partie postérieurebdlbe buccal on trouve deux glanc
salivaires. Ce bulbe se prolonge par un cesophagseqtenfle en un estomac, -méme
prolongé par un intestin formanne double circonvolution autour de I'hépatopancrét

aboutissant a I'anus.

* Systéme nerveux :
Le systeme nerveux sympathique est constitué papaire de ganglions buccaux situés ¢
le bulbe buccal. lls sont reliés par deux cordomsvéux aux ganglions cérébroides

innervent la plus grande partie du tube diges#f.systeme nerveux centest situé dans la
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région céphalique. Il est formé d’une chaine degtians formant un double collier péri

oesophagien complexe.

» Appareil circulatoire et respiratoire :
Le cceur est constitué d'une oreillette antérieurd’e@n ventricule postérieur. Le sang ou
hémolymphe contient un pigment, 'hémocyanine stliacolore sous sa forme désoxydée et
bleu sous sa forme oxydée. Le sang est propulsg danéseau artériel via deux aortes.
L’aorte antérieure irrigue le pied et la postéreele tortillon. Le sang revient au caeur par un
systeme de veines et de sinus veineux. Le poumbnnespoche formée de I'épithélium
palléal, irrigué par les vaisseaux pulmonairesyt yacircule au travers du pneumostome par

des mouvements de contraction de son ouverture.

* Appareil génital :
L’escargot est hermaphrodite. Cette particulanggligue la complexité de I'appareil, formé

d’organes a la fois males et femelles et d’orgaméguement males ou femelles.

4-3-3 Activité saisonniére :

L’escargot est un poikilotherme : il ne peut réga température corporelle. Il s’est donc

adapté, en climat tempéré aux variations thermigsgsonnieres selon trois rythmes

d’activités annuels marqués par trois états phggiqles :

- I'un se caractérise par un ralentissement du lmoésane et intervient lors des basses

températures hivernales : I'hibernation.

- 'autre s’étend entre le printemps et 'automihee caractérise par une reprise de I'activité

locomotrice, le déclenchement de la croissancgede®s et la reproduction des adultes.

- durant les périodes seches et chaudes, I'escprgséntera également une période de vie
ralentie, appelée estivation. Contrairement a &hilation, I'estivation est un état de résistance

ponctuel qui disparait lorsque les conditions ctiqaes redeviennent favorables.

4-3-4 Activité journaliere :

Il a été établi un modele théorique du rythme dVaét nycthéméral de l'escargot en
condition de photopériode «jour long » :

- La premiére phase d’activité débute a la tomb&dadnuit et a une durée supérieure a 6

heures
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- La phase dite d'inactivité relative a une durdérieure a 18 heures

- Une autre phase d’activité, ne concernant pas lesiindividus, se produit avant le lever du
jour.

L’activité des escargots est étroitement liée gpgibmeétrie ; un taux de 100% d’actifs est rare
et ne s’observe que pendant des nycthéméres piuvieu

4-3-5 Hibernation :

Elle se caractérise par un état de vie ralenti@ardulequel le métabolisme de I'animal est
diminué. En début d’hibernation, I'escargot sécrétevoile muqueux appelé épiphragme qui
vient obturer l'ouverture de sa coquille. Celuifznite les pertes en eau qui atteignent

cependant 30% du poids frais de I'animal.

4-3-6 Reproduction :

-L’accouplement : les escargots matures sont gieméemt bordés. Dans la nature, ils sont
alors agés de 2 a 3 ans. En ce qui concdehix aspersa, deux escargots s’accouplent téte-
béche, le pénis de chacun pénétrant dans le vagltautre. Les spermatozoides sont alors
émis sous forme d’un long filament : le spermataphd’accouplement dure de 10 a 12h.
Suivant les régions, les escargots s’accoupleranduoute la période d’activité avec une
périodicité bien définie ; ce qui synchronise legividus.

-La ponte : I'intervalle entre 'accouplement efplante est variable. En conditions constantes
de température et d’hygrométrie (20° C et 85%)lages moyennes sont de 10 a 15 jours.
Pour pondre, I'escargot creuse dans la terre saldée un «nid de ponte », la ponte dure 12 a
48 heures. Généralement, chez un animal en pariée & coquille est visible, le reste du
corps (le pied) est a l'intérieur du nid. Les ceptsjtes spheres blanches de 4 mm de diametre
et pesant 30 a 40 mg, sont émis un a un par terigénital. Un escargot pond en moyenne
120 ceufs par ponte.

-Incubation-éclosion : apres la ponte, des les menjours d’'incubation, 'embryon élabore
une coquille protéique qui se calcifie au cours st développement. En conditions
naturelles, la durée d'incubation varie de 15 §08@s. Il se libére par rupture de la membrane
externe de I'ceuf qu’il consomme. Le nouveau-nééjawsner dans le «nid de ponte » de 6 a
10 jours ; puis il remonte jusqu’a la surface du Bgese alors de 10 a 40 mg, mesure 2 a 4
mm de diametre, il est apte a se nourrir.

On peut souligner l'importance de la lumiere, I'nygétrie et la température dans le
déterminisme de la reproduction ainsi que la né&edsine hibernation suffisante préalable.
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4-3-7 Croissance

La croissance de I'escargot correspond a une gagmids pouvant atteindre jusqu’a 14 g en
conditions controlées favorables (photopériode 1@Humiere par 24 h, 20°C et 80-90%
d’humidité) et a un accroissement de la coquilldamueur, mais également en épaisseur
(Gomot de Vaufleury et Bispo, 2000). La croissades escargots est caractérisée par 4
phases. lls sont appelés « jeunes éclos » jusquigoa 1 g (correspondant a 1 mois), puis
sont qualifies de juvéniles jusqu’a environ 5 gdetsubadultes jusqu’a 8-9 g. Lorsque les
escargots atteignent la taille adulte aprés envidomois de croissance en conditions
contrélées favorables, ils se bordent (phénoméenaciEaisé par le bord de la coquille qui
s’incurve et par un épaississement du bord du raaptéa croissance de la coquille s’arréte
alors, du moins en longueur, et les escargots, svadultes, terminent leur maturation
sexuelle et deviennent aptes a se reproduire.

En milieu naturel, la croissance est beaucoup [dogue et dure de 1 a 2 ans selon les

conditions climatiques. La durée de vie en miliaturel est en moyenne de 3-4 ans.

5 Objectif de I'étude

Dans notre étude nous avons choisi un matéridbdigpue connu comme un indicateur
écologique efficace et siOr. Il est suffisammentangiu et représentatif au sein de la
communauté des invertébrées des sols.

lls possedent des capacités de bioaccumulation rtarges pour de nombreux polluants
meétalliques et organiques .Leurs réeponses physaleg (inhibition de croissance et de
reproduction, mortalité) et biochimiquesiand ils sont exposés aux contaminants peuvent

renseigner sur le degré de pollution des miliewxsdasquels ils évoluent.

L'objectif principal de notre étude consiste a seivcertains marqueurs biologiques
susceptibles de fournir une réponse précoce stoxlaité et/ou I'adaptation des escargots
Helix aspersa apres exposition a des conditions contrélées anoSad.

Notre travail de recherche se structure en cingities :
* Un premier chapitre relatif & une introduction ¢eéte dans laquelle nous nous

sommes penchés sur I'état de l'art en matiere diéutpm et des différents
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déterminants qui entrent en jeux dans l'amplifmatiou I'atténuation de ce

phénomene. Nous avons ainsi abordé des génémalitdés processus de bioindication
ainsi qu’un apercu sur les différents types deuawits et leur effet sur THomme et son
environnement ; nous nous sommes penchés part@miét sur le Spinosad-objet de

notre étude-

» Dans le deuxieme chapitre nous nous sommes is&&esl'évolution des parametres
morpho-physiologiques en l'occurrence la massearefle des escargots entiers et
leurs organes a savoir I’hépatopancréas (glandestivg) et le rein, ainsi que le poids
de la coquille des escargots traités par difféentmcentrations du pesticide. Cette
premiére étude préliminaire pouvant nous renseiguerle degré de toxicité du
Spinosad. En effet l'utilisation concomitante deiomarqueurs pris a différentes
echelles de I'organisme (moléculaire, cellulairgsulaire, physiologique) chez notre
modéle biologique nous apparait comme une apprioctgpensable pour I'évaluation
des effets du Spinosad.

* Le troisieme chapitre est consacré a I'étude demnismes biochimiques de défenses
notamment le systeme antioxydant chez l'escaH@ix aspersa au niveau des
organes clés dans la biotransformation en I'ocogeel’hépatopancréas et le rein.
Ainsi nous avons commenceé par une description dfé&ahtes méthodes utilisées
pour le dosage et le suivi des paramétres biocjuies particulierement enzymatiques
(GST, CAT) de méme que le GSH, connus pour leve ddns le piégeage des
meétabolites toxiques et des ROS ainsi que le MDgxlairqueur de la péroxydation
lipidique. Nous nous sommes également intéresd&dugle de la neurotoxicité du
Spinosad a travers I'évaluation de 'activité AchE.

 Le quatrieme chapitre est consacré a une étudephibologique au niveau de
I’hépatopancreas et du rein de I'escaigdix aspersa. Cette étude est indispensable
puisqu’elle rend compte des altérations éventudtidsites par le toxique a I'échelle
cellulaire et tissulaire et peut donc expliquer lesrturbations métaboliques et
physiologiques pouvant découler d’une toxicité IpeBpinosad.
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Enfin, le cinquieme chapitre qui fait I'originaditde notre travail concerne le suivi du
taux de protéines totales et de GSH au niveau ldémblymphe en raison de
'implication direct de cette derniere dans la mlgttion des xénobiotiques dans
I'organisme. Ceux-ci se retrouveront sous forme &éx protéines hémolymphatiques
ou sous forme librepouvant ainsi se fixer sur des tissus cibles ou cibies et
entrainer ainsi une toxicité chez I'escargtdllix aspersa. D’'un autre coté le taux de
GSH est un excellent indicateur d’'une toxicité areau des hémocytes.

=
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Introduction

La problématique des produits phytosanitaires\eetgleur remanence dans le milieu
naturel et leurs impacts potentiels est aujouridiime des préoccupations les plus importantes
en matiere d’environnement. Aussi a-t-on recouss@ganismes bioindicateurs de pollution
car ces étres vivants tres sensibles aux contatsimaasentent l'intérét de se préter plus
facilement que I'homme aux études des effets ddsigmis et permettent de mettre en
evidence des pollutions chroniques ou brutalesl@itell, 1986 ;Echaubard, 1995) et cela
par de simples modifications soit de leur mode de(deplacement, alimentation,
comportement etc...) ou encore par des modificatpmgsiologiques (poids de la masse
corporelle, poids et qualité cde la coquille etcNojten etal.,2006). C’est dans ce cadre la

gue se situe cette premiére partie de notre étude.

2 Matériel et méthodes

Notre travail a été effectué au niveau du Laboratde Toxicologie Cellulaire de I'Université

de Annaba
2-1 Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans notre traval en gastéropode pulmoné - I'escargot petit

gris :Helix aspersa.

Les escargotBlelix aspersa, pesant 6 + 0,05 g (juvéniles), sont collectéasigaau d’'une zone
peu polluée « Seraidi » située au Nord Est algééigplus de 600 m d’altitude. lls sont
élevés dans les conditions de laboratoire contséé&ec une photopériode de 18h de lumiére
[24h, une température de 20°C, une humidité de 88%a et nourris a la farine de blé dans
des boites de polystyréne transparentes et pesfoagec une éponge humide pour maintenir
'humidité.

2-2 Matériel chimique

Notre matériel chimique correspond a un insecticideirel a base de deux matieres actives :
spinosyne A (85%) et spinosyne D (15%) issus ddetmentation de I'actinomycete

Saccharopolysporgpinosa (Kirst et al., 1992)
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2-3 Méthodes

2-3-1 Méthode de traitement :

La toxicité par voie topique du Spinosad sur EsaegotdHelix aspersa est évaluée en
utilisant la méthode de (Radwa al., 2008) qui consiste a appliquer 60ul de solutions
préalablement préparées a partir de respectiveraénf0,100 et150)g de matiere active de
Spinosad diluées dans 1 ml d'eau déminéraliBéer. chaque traitement nous avons choisi 5
animaux, les essais sont répétés 3 fois, les snhipréparées sont délicatement appliquées
une fois par jour surla surface du corps de dwgat a l'intérieur de la coquille en
utilisant une micropipette. Les animaux témoin®negnt 60 ul d'eau distillée. (Figure 05)

Nous avons retenu trois temps de traitement : 2t P8 jours. (Grara, 2011)

2-3-2 mesures des parametres physiologiques :

Le poids frais de l'escargot (tissus mous + coguiist pesé chaque semaine (pendant 4
semaines) afin d’évaluer de fagon hebdomadaireffess de biopesticide sur les escargots

Helix aspersa. (Grara, 2011).

Le poids frais de la coquille, le poids frais desixi organes vitaux (glande digestive et rein)

sont pesés uniquement apres sacrifice des animéaufirade chaque période de traitement

(Coeurdassier, 2001).(Figure 05)




Chapitre II Partie Physiologique
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escargots/’ \ escargots escargots escargots escargots

Traitement

\ /
Y~

Durée de traitement :

7.14.28 jour:

Dissection

Figure 05: Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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3 Résultats :

3-1 Effets du Spinosad sur le poids moyen des esgats :

La Figure (06) met en évidence I'évolution du paidgyen des escargots en fonction
du temps.

7 -
6 - -
5 .
— H Témoin
4
35 W 25ug
° 3 -
o m50pg
2 ™ 100ug
1 - 150pg
O 4
7 14 28 N=5
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Figure 06: Evolution du poids moyen des escargotgaités pendant quatre semaines par des
concentrations croissantes de Spinosad.

Nous constatons que le poids moyen des escargsennigle pas affecté par le traitement par
le Spinosad particulierement pendant la premiéneagee. A partir du quatorzieme jour de

traitement, nous constatons une légére diminutiopalds des escargots et ce pour la plus
forte concentration a savoir 150 pg de Spinosade®\g semaines de traitement nous avons
mis en évidence une diminution significative dudsomoyen des escargots traités par50 pg
de Spinosad par rapport aux témoinsQ(P5). Il en est de méme pour la concentration 100
Kg qui a induit une diminution significative<®,05) du poids moyen des escargots traités par
rapport aux témoins, aprés 14 jours de traitenoertite diminution est hautement significative

apres 28 jours de traitement. Le méme effet estrabspour la plus forte concentration de
Spinosad.
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3-2Effets du Spinosad sur I'évolution du poids moyenella coquille des escargots :

La Figure (07) met en évidence I'évolution du paitsyen de la coquille en fonction du

temps en présence de concentrations croissantginesad
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Figure 07: Evolution du poids moyen de la coquilleles escargots traités pendant quatre semaines pades
concentrations croissantes de Spinosad.

Ainsi, nous remarquons que les concentrations @eet@50 pg de Spinosad ont entrainé
une diminution significative (p < 0.05) du poids yea de la coquille des juvéniles Hielix
aspersa et ce comparé aux escargots du groupe témoins dgrgours de traitement. Une
diminution hautement significative (p <0.001) estvenue a la quatrieme semaine de
traitement particulierement pour la plus forte antcation (150ug) du xénobiotique ou le

poids des coquilles des témoins qui était d’envikd@bg passe a environ 0,99 .

E
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3-3Effets du Spinosad sur le poids moyen de I'hépatoparéas des escargots :

La Figure (08) illustre les variations du poids khépatopancréas en présence de

concentrations croissantes de Spinosad.
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Figure 08: évolution du poids moyen de I'hépatoperéas des escargots traités pendant quatre semag
par des concentrations croissantes de Spinosad

Nous constatons que durant les 7 premiers jourdraiiement, le poids moyen de
I'hépatopancréas reste stable et évolue de masiitire a celle des témoins. Cependant,
apres 14 jours de traitement, nous constatons dmainution tres hautement significative
du poids moyen de I'hepatopancrés <({fP01) chez les escargots traités aux plus fortes
concentrations (100, 150 pg). En effet, le poidd'tipatopancréas passe d’environ 1,429
chez les témoins a environ 0,969 chez les traités 150ug de Spinosad. Il en est de méme
pour les traités pendant 28 jowsd la diminution du poids moyen de I'hépatopancréds es
dose-dépendante et hautement significatived(®01) particulierement pour les plus fortes

concentrations a savoir 100 pug et 150 pg.

E
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3-4 Effets du Spinosad sur I'évolution du poids magn du rein des escargots :

La Figure (09) illustre les variations du poide®yan du rein des escargots en

présence de concentrations croissantes de Spinosad
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Figure 09: Evolution du poids moyen du rein des eargots traités pendant quatre semaines avec des
concentrations croissantes de Spinosad.

Nous constatons que pour les escargots traitédaperl4 jours avec des concentrations
croissantes de Spinosad, le poids moyen du reinndende maniere dose dépendante et
hautement significative §9,01) en présence de fortes concentrations dalxéique. En
effet, le poids moyen du rein passe de 0,27¢g @®etEmoins a environ 0,23g chez les traités
par la plus forte concentration du xénobiotiqued({ig). Il en est de méme aprées 28 jours de
traitement ou la diminution du poids du rein estutement significative ¢®,01) chez les
escargots traités aux plus fortes concentrati@08,{50 pg) par rapport aux témoins. En
effet le poids du rein des témoins est d’envird@v§,et passe a environ 0,19 g chez les traités

par la plus forte concentration de Spinosad.

E
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4 Discussion

Dans notre travail nous avons choisi comme modelediqueHelix aspersa qui joue
un réle majeur dans de nombreux écosystemes. [@eastjuoi, il est de plus en plus utilisé
pour évaluer I'impact de contamination sur sa sewise et sa physiologie (Gomot et Kerhoas
2000).

En premier lieu nous avons mis en évidence uméndtion du poids frais de I'escargot
accompagnée d'une diminution du poids de la ctyudhez les animaux traités
particulierement aux plus fortes concentrationSgmosad ce qui constitue un premier indice
de toxicité potentiel. L'inhibition de la prise gwids est probablement due a la répulsion de
la nourriture, et donc un jeln prolongé des estay@gibic etal.,( 1997) stipulent que dans un
environnement pollud;animal se met dans un état de jeln prolongéDans le méme ordre
d’'idées ces résultats sont en accord avec lesuxasa Laskowski et Hopkin., (1995 a) et
Grara, (2011) qui ont travaillé sur la toxicité sdaétaux lourds suelix aspersa et ceux de
Coeurdassiegt al., (2001) qui ont étudié I'effet du Chrome $islix aspersa. Dans le méme
ordre d’'idées Bouaricha, (2013) a étudié la te&icdu biopesticide 'Emamectine benzoate
sur les escargotdelix aspersa, et a également mis en évidence une diminutiopaids frais
des escargots.

Il en est de méme concernant les travaux de Gomdtalifleury et Bispo, (2000) se sont
intéressés aux effets du pentachorophénol, duldrmgbhénol et du naphtaléne sur la
croissance dielix aspersa aspersa et Helix maxima et ont mis en évidence une inhibition de
la croissance chekledix aspersa des la plus faible concentration, ou encore EI-Waki
Attia.,(1999) qui ont montré que l'ingestion daridine (diflubenzuron, benzoyl uréase) n'a
pas d'effet létal sur des adultes de l'escafideba pisana. Alors que l'exposition des
juvéniles a la méme concentration de Dimiline poguw® une inhibition de croissance
significative suggérant ainsi une sensibilité pattere des juvéniles. Nos résultats sont en
accord avec ceux cités précédemment et confirng aie diminution du poids des escargots
exposes a un toxique.

Schuytemeet al., (1994) qui ont testé la toxicité de I'aminocgrda métyl parathion et du
paraquat rapportent que la réduction significativgooids total des escargots traités qu'ils ont
mis en évidence, est liée a la nature et a la dogmsticide administré ce qui abonde dans le

méme sens que nos travaux.
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La diminution du poids moyen de la coquille desaegots traités par le Spinosad que nous
avons constaté dans notre travail pourrait s’exgligpar I'inhibition de la synthese d'une
hormone de croissance, comme le suggére Ginebalt (2006) qui ont mis en évidence une
diminution de 30 % de la masse de la coquille dasargots exposés a un sol artificiel
contaminé par le Cadmium. Nos résultats sont égaleran accord avec ceux de Grara,
(2011) qui a mis en évidence une diminution ddggpendante du poids moyen de la coquille
des escargots traités par des métaux lourds. Gekats confirment I'importance du suivi des
parametres physiologiques dans I'évaluation detdamination d’'un milieu.

Les autres parametres suivis dans cette étudel’éwolution du poids de deux principaux
organes, a savoir I'hnépatopancréas (principalerargke la digestion ) et le rein (élimination),
nos résultats ont mis en évidence une diminutiopalds de ces organes apres traitement par
de fortes concentrations de Spinosad ,ces résuitatisen accord avec ceux de Bouaricha,
(2013) qui a montré une réduction du poids de #&mdg digestive et du rein des escargots
traités par un biopesticide, ou encore ceux de &rg#011) qui a mis en évidence une
diminution du poids du rein et de I'hepatopancréabez les escargotslelix aspersa

contaminés par des métaux lourds.
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Introduction

L’exposition aux pesticides et les autres polluantglanceé l'intérét de la toxicologie
environnementale envers les problemes sanitaiéssdux pesticides, et leurs capacités a
provoquer des intoxications importantes qui peuyamtla suite aboutir & un certain nombre
de pathologies. Ces pathologies sont le résultat @iu complexe de mécanismes parmi les
guelles on trouve le « stress oxydant » c'est@-diune situation de déséquilibre entre la
production des espéces reactives (radicaux libe¢sles mécanismes de défense et de
détoxification de ces derniers. (Bigot, 2009)

Une fois entrés dans l'organisme, les xénobioticgaae susceptibles d’interagir avec toutes
les molécules qu’ils rencontrent. La toxicité deplapart des contaminants est relativement
peu élevée dans leur état natif mais les intenastiohimiques avec les biomolécules
entrainent généralement la formation de composés nglactifs et nocifs pour I'organisme ;

c’est le phénomene de bioactivation. Les propriéiEs xénobiotiques bioactifs et donc les
réactions spécifiques qu’ils peuvent avoir avedédéints composés cellulaires font que les
dommages exercés par un contaminant auront lieiérpréiellement sur certains types de
biomolécules, appelées molécules-cibles. Cela déger’'accessibilité de la biomolécule, de
sa réactivité mais également de son réle dans llalezedont l'altération sera fortement

dommageable s’il est critique pour le fonctionnetgstorey, 1996),

Les especes réactives de I'oxygéene (ERO), prodoitmaux du métabolisme aérobie, sont a
I'origine de dommages cellulaires lorsqu’elles sprtduites en quantité excessive et qu'elles
provoquent un stress oxydant. Selon Storey.,( 198&e a la cytotoxicité des espéces
réactives de l'oxygene, trois niveaux de protecsont envisageables : la prévention de la
formation d’'ERO, la neutralisation des ERO par piaitbn de défenses antioxydantes et la
réparation des dommages cellulaires engendrés derédress oxydant, cette derniére
éventualité n'ayant encore jamais été mise en aeglgLetellier, 2010)

Pour lutter contre le stress oxydant, les orgarssmet donc développé des défenses
antioxydantes. Ces défenses peuvent étre enzyraafige sont les enzymes antioxydantes
telles quda superoxyde dismutase, la catalase et les glutadh peroxydasesqui ont pour
réle d’interrompre les réactions en chaine produgar les espéces réactives de 'oxygene.
Elles peuvent également étre non enzymatiquespmrieadors des piégeurs de radicaux qui

agissent comme réducteurs ou qui viennent renféesgion des enzymes antioxydantes.
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Ces molécules sont les vitamines A, C et E, dellamtioxydant le plus largement distribué
dans la nature ; un autre piégeur de radicaweeagttathion qui est présent majoritairement a
I'état réduit (GSH) dans les cellules mais donfolane oxydée (GSSG) est indicative d’'un
stress oxydant. (Bigot, 2009)

Les espéces réactives de I'oxygéne sont impliquezesle biais de la respiration dans toutes
les fonctions physiologiques chez les organismesbaés. En effet, malgré leurs effets
délétéres sur I'organisme, les ERO peuvent étleségs par les animaux comme défenses
immunitaires et agissent notamment lors de la ptyigee des pathogénes (Adeetaal.,
1992).(Fig 10)

L’évaluation du stress oxydant peut étre réaliséiffarents niveaux. D’'une part, le dosage
des molécules biologiques modifiées. D’autre parpdtentiel antioxydant peut également
étre estimé par la détermination des activités miatigues; des superoxydes dismutases
(SOD), de la glutathion peroxydases (GPx), la eat@a[Cat),... etc. Ces enzymes représentent
une des premiéres lignes de défense au méme uréeq €léments non protéiques comme le

glutathion réduit et les micronutriments antioxytafvitamines et Sélénium).
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Figurel0 : Schéma des défenses antioxydantes implant la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPx), leglutathion S-transferases (GST) et la
glutathion réductase.(Bigot, 2009)
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Les pesticides ont aussi un effet neurotoxique sguitraduit par l'inhibition de I'activité
acétylcholinestérase, cette enzyme ne joue audardais la détoxication chez les vertébrés
mais est impliquée dans les mécanismes de tranemisie I'influx nerveux a travers
'organisme.

L’inhibition de I'enzyme par de nombreux neurotax@$ entraine une accumulation du
meédiateur chimique, l'acétylcholine (ACh), dansspace synaptique, qui maintient de ce fait
une transmission permanente de l'influx nerveuxndoisant a la mort de lindividu
(Bocquené, 1997). Parmi les composés neurotoxidessnsecticides organophosphorés et
les carbamates sont considérés comme les plus aptgssnhibiteurs spécifiques de
cholinestérase. Cependant des mélanges compldxgdralcarbures ont été aussi cités dans la
mesure de dépressions de 'AChE (Paghal, 1996). De plus, des étudiesvitro etin vivo
menées sur des mammiféres, des poissons ou degbrés ont relevé un effet inhibiteur de
'AChE par des métaux, incluant le Cadmium (Schreidibrahim, 1994; Labradt al.,1996 ;
Grara, 2011).

Chez les invertébrés, le role des cholinestérasesmeins clairement défini, bien que
I'existence de motoneurones cholinergiqgues aing qalle de récepteurs spécifiques a
I'acétylcholine ait été mis en évidence chez ledlusques et les gastéropodes (Carpenter

et al, 1977; Weisst al, 1993). L'activité AChE est utilisée comme mangud’exposition
aux pesticides inhibiteurs chez les mollusques.niédns, dans une étude de surveillance
biologique menée dans l'estuaire de la Gironden@ep aucune pollution de ce type n’a été
mise en évidence (RNO, 1995) et une inhibition i§icative de I'AChE a pourtant été

observée chédytilus eduliset Crassostrea gigafAmiard-Triquetet al.,1998).
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L'objectif de cette partie est d’'une part mettneévidence I'induction d’un stress oxydant et
d’autre part d’étudier les effets du stress oxydadtit par le Spinosad et les mécanismes

enzymatiques impliqués.
2-Matériel et méthodes : (figure 11)

2-1- Matériel biologique :

» Apres dissection des escargots, I'hépatopancetase rein ont été retirés et divisés
en cing fragments, respectivement, pour ['évalnatibiomarqueurs biochimiques (GSH,
GST, CAT, et MDA) ainsi que le dosage des et
D'un autre c6té nous avons prélevé la téte desnax pour le dosage de

'acétylcholinestérase (AChE).

o
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7.14.28 jour:
Dissection
) ) Dosages —— —
Méetabolite [ Bioindicateur de neurotoxicité ]
____________ Biochimiques et Enzymatique —
| Protéines : D ' : AchE :
I : : GSH | Weckberker & Cory (1988) T [
Bradford (1976) Qs Ellman et al,. (1961)
l GST | Habig et al,. (1974)
(B ]
(S 1
: CAT : Regoli et Principato, (1995)
| ___-___________-_____l W]
: MDA : Draper & Hadley (1990)

Figure 11 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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2-2 Méthodes:

2-2-1 Dosage des protéines :

Les protéines sont quantifiées selon la méthoderdeford (1976).
2-2-2 Dosage du glutathion (GSH

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié sdmméthode de Weckberker et Cory (1988),
dont le principe repose sur la mesure colorimétrigie I'acide 2-nitro 5-mercapturique,
résultant de la réduction de lacide 5-5-dithicH2-nitrobénzoique (DTNB) par les
groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré alangueur d’'onde de 412 nm.

Le taux du glutathion est estimé selon la formuieante :

A Do vd Vi

X= X X mg de proteines

13,1 Vh vk

X : Micromole de substrat hydrolysé par mg de pn&® (LM/mg de protéines).
A Do : Différence de la densité optique obtenueshy@lrolyse du substrat.
13,1: Coefficient d’extinction molaire concernant legpement thiol (-SH).

Vd : Volume total des solutions utilisées danséardtéinisation : 1 ml [0,2 ml ASS + 0,8 ml

homogénat].
Vh : Volume de 'homogénat utilisé dans la dépriation : 0,8 ml

Vt: Volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 rokrsageant + 1 ml tris’/EDTA + 0,025 ml
DTNB].

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

2-2-3 Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Le taux de malondialdéhyde (MDA) est quantifié sela méthode de Draper et Hadley

(1990) basée sur la mesure colorimétrique de letiocdaentre I'acide thiobarbiturique (TBA)
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et le malondialdéhyde (MDA) donnant un produit redmgun dont I'intensité de la coloration

est mesurée a une longueur d’onde de 532 nm.

Le taux du MDA est déterminé selon la formsuésante :

A Do Vi
X= o S— mg de proteines
156 Vs

X : Micromole de substrat hydrolysé par mg de pr&® (LM/mg de protéines).
A Do : Différence de la densité optique obtenuesapyglrolyse du substrat.
156 : Coefficient d’extinction molaire du TBA.

Vt : Volume total dans la cuve : 1 ml [volume totkl butanol récupéré renfermant les
complexes TBA/MDA].

Vs : Volume du surnageant utilisé dans le dos&gs ml.
2-2-4 Dosage de l'activité Catalase (CAT)

La mesure de l'activitée Catalase (CAT) est déteémirselon la méthode de (Regoli et
Principato, 1995) dont le principe repose sur ldati@n de la densité optique consécutive a la

dismutation du peroxyde d’hydrogéne2(®d) a une longueur d’onde de 240nm.

La réaction est déclenchée par I'addition d’eaugéxyée et La décroissance de I'absorbance
est enregistrée pendant une minutes (spectrophtmrménway 6300) pour une longueur
d’onde de 240nm et un coefficient d’extinctiean= 40 M-1.cm-1 a 240nm a une température
d’incubation de 25 °C.

L’activité Catalase (CAT) est exprimée en pmol dOglpar minute et par mg de protéines

selon la formule suivante :

Ao x10

Activité (umol/min/ mg de prot) =
ExlxXxFd

X : umoles de H202 consommeées par minute et patemgotéines

=
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A Do : différence de la densité optique obtenuesapy@irolyse du substrat.
¢ :Le coefficient d’extinction est de 0,0040 m M&dm -1

L : Longueur de la cuve utilisée (1cm).

2-2-5 Dosage de l'activité GST (glutathion S-transfase)

La mesure de I'activité glutathion S-transféré&ST) est déterminée selon la méthode de
Habiget al. (1974). Elle est basée sur la réaction de conjogagsitre la GST et un substrat,

le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzéne) en présedian cofacteur le glutathion (GSH).

Le dosage consiste a faire réagir 200 pl doageant avec 1,2 ml du mélange CDNB. La
lecture des absorbances est effectuée toutes haganipendant 5 minutes a une longueur
d’'onde de 340 nm dans un spectrophotométre Uvlgisibntre un blanc contenant 200 pl

d’eau distillée remplacant la quantité du surnagean

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

ADo/mn Vt
X= X mg de protémes

96 Vs

s,

X : Micromole de substrat hydrolysé par minute et pgrda protéines (WM/mn/mg de
protéines).

A Do : Pente de la droite de régression obtenuesdpmrolyse 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 sageant + 1,2 ml du mélange
CDNBJ/GSH].

Vs : Volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml.
2-2-6 Dosage de l'activité Acétylcholine EstérasACHE)

Le dosage de l'acétylcholinestérase (ACHE) estig&alelon la méthode d’Ellmaat al.

(1961) qui consiste a fournir a I'enzyme un sulstfacétylthiocholine (ASCh) dont
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I'hydrolyse libére de la thiocholine (SCh) et dadide acétique. La thiocholine en présence de
DTNB (acide 5, 5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique) foemun complexe de couleur jaune dont
l'intensité est lue a une longueur d’'onde de 412 nm

L’activité Acétylcholine Estérase est calculée sdbformule suivante :

A Do/mn Vit

X= X mg de protéines

1,36 x 104 Vs

X : Nanomole de substrat hydrolysé par minute et pg de protéines (nM/mn/mg de
protéines).

A Do : Pente de la droite de régression obtenuesdpyérolyse du substrat en fonction du
temps.

1,36 x 10 : Coefficient d’extinction molaire du DTNB.
Vt : Volume total dans la cuve.

Vs : Volume du surnageant dans la cuve : 0,1 ml.
3 Analyse statistique des résultats

L’analyse statistique des données est effectuékeppest T de student : Minitab (Version
14.0) (Dagnelie, 1999).
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4 Résultats :

4-1 Effet du traitement par des concentrations cr@santes de Spinosad sur le taux de

protéines totales au niveau de la glande digestie¢ du rein :

Le tableau (2) représente les variations du tascpiotéines totales au niveau de la glande
digestive et du rein chez les escargots témoirtsagés aux concentrations croissantes de

Spinosad.

Tableau (2) : Variations du taux des protéines tot@s au niveau de la glande digestive et
du rein chez Helix aspersa aprés 7, 14 et 28 jours d’exposition au Spinosad

Paramétres Protéines totales (LM/mg de tissus)

Tissus Glande digestive Rein
Traités (ug) Témoins 25 50 100 150 Témoins 25 50 100 150
Temps

7 jours 0,035+ 0,033t 0,0350+ 0,040+ 0,042+ | 0,0344+ 0,0355+ 0,0365t 0,038+ 0,042%
0,001 0,005 0,002 0,006 0,003 0,002 0,004 0,004 0,003 0,003

14 jours 0,034+ 0,035+ 0,0376+ 0,045+ 0,048t | 0,0342+ 0,0367t 0,0367+ 0,042t 0,053+
0,001 0,004 0,0008 0,003 0,002 0,001 0,006 0,001 0,003 0,003

28 jours 0,035+ 0,041+ 0,0406x 0,051t 0,055+ | 0,0355+ 0,0381+ 0,0409t 0,049+ 0,056%
0,004 0,002 0,009 0,001 0,003 0,004 0,005 0,008 0,003 0,003

Au niveau de la glande digestive, nous constataresalpez les traités le taux des protéines
totales tend a augmenter de maniére dose- dépenddantrés hautement significative
(P<0,001) par rapport aux témoins particulierementr pesi plus fortes concentrations et ce a
partir de 14 jours de mise en contacte avec ledSpoh Ainsi, apres 28 jours de traitement et
a la concentration 150 pg de Spinosad, nous constajue le taux de protéines totales passe
de 0,035 (uM/mg de tissus) chez les témoins &9 (AM/mg de tissus).

Au niveau du rein, nos résultats ont mis en évide@également une augmentation dose

dépendante et tres hautement significative QF001) du taux des protéines totales pour la
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plus forte concentration et apres 14 jours d’exjpmsi Ainsi, nous notons qu’a la plus forte

concentration de Spinosad et aprés 28 jours d'éxposle taux de protéines totales est de

0,056(uM/mg de tissus) alors que chez les témbmisst que de 0,035(uM/mg de tissus).

4-2 Effet du traitement par le Spinosad sur le tauxie GSH et sur I'activité GST au
niveau de la glande digestive :

Le tableau (3) illustre les variations du taux d8Hset de I'activit¢ GST au niveau de la

glande digestive chez les escargots témoins dedrggar des concentrations croissantes

Spinosad.

Tableau (3) : Variations du taux de GSH et de l'agtvité GST au niveau de la glande

digestive chezHelix aspersa aprés 7, 14 et 28 jours d’exposition au Spinosad

Tissus

Glande digestive

Parametres

Traités (ug) Témoins

Temps

7 jours 4,220+
0,07

14 jours 4,403
0,22

28 jours 4,447+
0,10

GSH (uM/mg protéines)

25

4,036+
0,08

4,008+
0,10

3,817+
0,03

50

3,947+

0,10

3,797+
0,004

2,983+
1,19

100

3,912+

0,42

3,57+
0,30

1,906+
0,43

150

3,550+

0,20

3,849+
0,16

1,805+
0,16

Témoins

0,113+

0,003

0,120+
0,03

0,105+
0,06

GST (uM/min/mg protéines

25

0,114+
0,03

0,128+
0,02

0,146+
0,06

50

0,126+
0,03

0,134+
0,02

0,139+
0,02

100 150

0,124+ 0,133%

0,03 0,01

0,185t 0,222%
0,03 0,03

0,196+ 0,203%
0,02 0,01

Ainsi au niveau de I'hépatopancréas et en présdncesnobiotique, nous constatons que le

taux de GSH diminue d'une maniere dose dépendantges hautement significative

(P<0,001) particulierement pour les fortes concemnat (100,150) pug aprés 28 jours de

mise en contact avec le pesticide, parallélemenis nmotons que l'activité GST tend a

augmenter avec la aussi un effet dose-réponseyantement pour les fortes concentrations

(100,150) pg a partir de 14 jours de traitement

=
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4-3 Effet des concentrations croissantes de Spinasaur le taux GSH et I'activité GST

au niveau du rein :

Le tableau (4) illustre les variations du taux deHzet de l'activité GST au niveau du rein

chez les escargots témoins et traités par des ptvatiens croissantes de Spinosad.

Tableau (4) : Variations du taux de GSH et de l'advité GST au niveau du rein chez
Helix aspersa aprées 7, 14 et 28 jours d’exposition au Spinosad

Tissus Rein

Paramétres GSH (uM/mg protéines) GST (uM/min/mg protéines

Traités (ug) Témoins 25 50 100 150 Témoins 25 50 100 150

Temps

7 jours 10,020+ 12,37+ 13,206+ 14,44 15,02 3,246+ 3,203+ 2,897+ 3,044+ 2,727+
0,06 0,8 0,6 10,6 10,8 0,01 0,3 0,6 0,7 0,3

14 jours 10,055+ 9,364+ 8,08+ 1,317 1,28 3,236+ 3,427+ 4,626+ 4,874+ 4,537+
0,008 0,2 0,4 10,3 10,3 0,01 0,4 0,6 0,06 0,05

28 jours 10,018+ 8,452t 3,950+ 1,727 0,508 3,233+ 3,965+ 4,863+ 5,102+ 5,803+
0,90 0,6 0,4 10,4 10,3 0,03 0,03 0,04 0,1 0,09

Ainsi, nos résultats ont mis en évidence une an¢gtien dose-dépendante et tres hautement

significative, (K0,001) de I'activité GST chez les traités par lasporte concentration (150)

g apres 28 jours d’exposition au Spinosad, paeatiént a une diminution dose-dépendante
trés hautement significatives<{®,001) du taux de GSH chez les traités par lesesurations
(100,150) ug apres 14 jours d’exposition au Spitiosa

4-4 Effet de Spinosad sur l'activité Catalase a4 weau de la glande digestive et du

rein

Les variations de l'activité Catalase au nivdal’hépatopancréas et du rein chez les

escargots témoins et traités par des concentratioissantes de Spinosad sont illustrées dans

le tableau (5)
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Tableau (5) : Variations de l'activité CAT au niveau de la glande digestive et du rein

chez Helix aspersa aprés 7, 14 et 28 jours d’exposition au Spinosad

Paramétres CAT (uM/min/mg protéines)

Tissus Glande digestive Rein

Traités (ug) Témoins 25 50 100 150 Témoins 25 50 100 150

Temps

7 jours 10,14+ 10,53+ 12,38+ 14,38+ 15,39+ 1,529+ 0,563% 0,21+ 0,21+ 0,144+
0,05 0,02 0,02 0,04 0,01 0,01 0,3 0,6 0,7 0,3

14 jours 8,75+ 11,18+ 13,46% 13,10+ 16,16* 1,522+ 1,667* 3,736%* 4,38+ 6,917+
0,02 0,03 0,02 0,003 0,02 0,01 0,4 0,6 0,06 0,05

28 jours 8,61+ 10,95+ 16,48% 16,49+ 17,08+ 1,5139+ 2,561+ 3,953+ 5,64+ 6,161*
0,05 0,05 0,04 0,08 0,05 0,03 0,03 0,04 0,1 0,09

Nos résultats montrent une augmentation

doseerdigmte et hautement significative

(P<0,005) particulierement pour les traités avec laceatration de 150 pg apres 14 jours de

mise en contact avec le Spinosad au niveau des atgaxes. Ainsi, au niveau de la glande

digestive, I'activité catalase passe de §M\d/min/mg protéines chez les témoins a 17,08

uM/min/mg protéines chez les traités a la plus fodecentration de Spinosad.

o
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4-5 Effet de Spinosad sur le taux dumalondialdehyde (MDA) au niveau de la glande

igestive et du rein :

Le tableau (6) représente les variations du tauM®A au niveau de la glande digestive et

du rein chez les escargots témoins et traitésgmrcadncentrations croissantes de Spinosad.

Tableau (6) : Variations de taux MDA au niveau ded glande digestive et du rein chez
Helix aspersa apres 7, 14 et 28 jours d’exposition au Spinosad

Parameétres MDA (uM/min/mg protéines)
Tissus Glande digestive Rein
Traités (ug) Témoins 25 50 100 150 Témoins 25 50 100 150
Temps
7 jours 133,04+ 133,93 120,60+ 171,2+ 212,16+ | 115,28+ 132,93+ 129,21+ 160,2+ 197,1%
1,71 + 1,30 28,71 32,51 1,01 2,3 2,6 5,7 3,3
9,60
14 jours 133,52+ 137,48 150,59+ 176,5+ 231,56+ | 120,52+ 203,87+ 229,46t 237,3t 256,9%
0,60 * 26,57 23,77 26,24 2,01 1,4 5,6 5,06 5,05
11,81
28 jours 132,59+ 1219+ 122,62+ 201,0+ 245,45+ | 117,51+ 247,06+ 446,93+ 611,6t 651,1%
2,93 2,63 1,44 1,82 2,19 3,03 2,03 7,04 1,1 3,09

Nous constatons au niveau des deux organes cdead»xa augmenter d’'une maniere dose—

dépendante et trés hautement significatif$<0(B01) particulierement pour les fortes

concentrations (100,150) pg et ce a partir difjour de mise en contacte avec le Spinosad.

&
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4-6 Effet de Spinosad sur I'activité Acétylcholindstérase :

Figure (12) représente les variations de I'activilehE mesurée au niveau de la téte des
escargots témoins et traités par des concentratimissantes de Spinosad a divers temps
d’exposition au Spinosad.

4,50E+01 -

4,00E+01 - —
& 3,50E+01 -
°
Qo
o 3,00E+01 -
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Figure 12 : Variation de I'activité acétylcholinesérase des escargots apres 7, 14 et 28 jours

d’exposition au Spinosad.

Nous constatons qu’en présence du xénobiotiquetaube d’'acétylcholine estérase
tend a diminuer d’'une maniére dose — dépendanteéshautement significatifs £B,001)
chez les escargots traités particulierement paplles fortes concentrations (50, 100,150) pg
et apres 28 jours de traitement et pour les fadesentrations.

)
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6 Discussion

Les teneurs en protéines totales est un test sbutiisé pour mettre en évidence un
stress chez un organisme bioindicateur (Benboh?) En effet, lorsque les contraintes
environnementales (stress hydrique, thermique, amxydexposition a une pollution, infection
par des agents pathogenes...) sont fortes, la pldparprotéines subissent une dénaturation
(Mohammadkhani et Heidari, 2008 ). La structure ple¢éines ainsi que leur fonction peut
étre altérée par les ROS produites soit par le boésmne cellulaire ou par des oxydants
exogenes. Néanmoins, les Catalases, Superoxydeufaisen en plus des Peroxydases,
contribuent au maintien de niveaux non toxiques RI@S, afin d’éviter toute modification
des chaines latérales d'’Aminoacides. En effet,ddifination oxydative des groupements sulf
-hydryles des protéines peut étre un processusia fdeettes: elle pourrait conduire a une
altération de la fonction des protéines ou, selatatl redox des résidus cystéine, comme elle
pourrait activer des voies spécifiques impliguéasisdla régulation des fonctions clés
cellulaires.(Ait Hamlet, 2012)

Dans notre travail, nous avons mis en évidemeeaugmentation du taux de protéines au
niveau des deux organes étudiés. Cette augmentasbn dose —dépendante de la
concentration en Spinosad. Ces résultats vont ldam&me sens que ceux de Masayal
(2002) ; Peccingt al. (1994) qui mettent en évidence une augmentatgnificative du taux
de protéines totales sous I'effet d’'un stress afpimichez des modéles biologiques différents
(tétards, protistes ciliés, lapins). Dans le mémnuaeeod’idées Bouaricha., (2013), a montré que
les manifestations toxiques de I'Emamectine Berezghiopesticide)sur I'escargotdelix
aspersaet les paramecies, ont été accompagnées par duoetion dose dépendante de la
synthése protéique, le méme effet a été constaés & traitement du verre de terre par un
insecticide le Métomyl (Zerirgt al, 2012). De plus les travaux de Grara., (2011) enéttn
évidence aussi une augmentation du taux de pretémees au niveau de I'hépatopancréas et

du rein des escargots traités par des métaux lourds

D’autre part Kohleret d. (2009) suggerent une induction précoce de lth&ge des
structures de stockage (MTs et granules) liée toxaocinétique aprés exposition de la

limace D. reticulatum a des concentrations élevées de Cd, Pb et Zn tsimémhent a

l'induction des protéines de stress HSP 70. Nagdtads confirment ces travaux, puisque nous
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avons également mis en évidence une augmentaticdiawkude protéines en présence du
pesticide. Ce phénomene pourrait étre considéranm un biomarqueur précoce de
'exposition aux polluants chimiques. Cette augragah du pool protéique suggére une
induction de la synthése d’enzymes de détoxificationétabolisation, cette hypothese est
confirmée par I'évolution des activités enzymatisjgeie nous avons suivi dans cette partie de
notre travail. Cependant, I'identification de cestpines s’avére nécessaire pour comprendre
les mécanismes moléculaires de toxicité des pdBuah mettre en place des nouveaux

marqueurs spécifiques de toxicité.

Lorsque les capacités des protéines de stress theninda détoxication cellulaire sont

dépassées, les xénobiotiques vont s’accumuler dEngellules et leurs effets toxiques
deviennent alors apparents. Les mécanismes cedisilgui entrent alors en jeu permettent de
limiter ces effets en facilitant I'excrétion desntaminants et en prenant en charge les

produits réactifs qu’ils générent.

Pour limiter les attaques oxydatives sur les bi@males, liees a la génération de ROS
inhérente a la vie aérobie, une batterie d’actant®xydants permet de dégrader ou prendre
en charge les radi utases (SOD) qui catalysentidawdation de I'anion superoxyde, la
catalase qui réduit le peroxyde d’hydrogéne, ladaghion peroxydases qui réduisent les
peroxydes grace a l'oxydation du GSH. La glutathiéductase qui régénéere le glutathion
oxydé grace au NADPH et participe donc indirectenaemx défenses anti-oxydantes.

Nos résultats mettent en évidence une diminutiortade de la GSH parallelement & une
augmentation de l'activité¢ GST et ce au niveau dieisx organes (hépatopancréas et rein)
cette augmentation est une réponse au stress dxydatoqué par la présence de Spinosad
(Farombiet al.,2007).

La forte diminution du taux de la GSH pourraigliquer par une réaction/liaison directe
du biopesticide avec le glutathion, en effet lesugements carboxyles du glutathion (groupe
amine, groupe sulfhydrile (-GH) ainsi que deux jp) se conjuguent avec le xénobiotique
(Galariset al.,2002. Cette interaction glutathion-Spinosad a lieu grad’intervention de la

GST qui permet la conjugaison du xénobiotique @i reétabolites avec le GSH durant la

phase Il de la métabolisation.
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D'un autre co6té la réduction du taux de GSH peut é&xpliguée également par
'augmentation de l'utilisation de ce dernier parGST dans la réaction de conjugaison, ceci
est confirmé par nos résultats qui indiquent urguaetion de la GST en présence du
Spinosad, ces résultats sont en accord avec leuktale (Canest al,1999 ; Regoliet al,
2006) ou ceux de Radwast al, (2008), qui ont mis en évidence une inductior'aivité
GST apres exposition du gastéropode terredthelfa pisanpaux carbamates ; ou encore
ceux de Pandewt al, (2005) chez le gastéropode penctatus. Selon Grara. (2011)
'augmentation du taux de GSH chez I'escaigélix aspersasoumis a un stress par les ETM
serait du a I'enclenchement du processus de déf@mdrganisme. La Catalase est une
enzyme de la phase Il qui joue un r6le importamisdas mécanismes de détoxification. Elle

catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogene ene¢&n oxygene moléculaire.

Le changement de [I'activité CAT est expliqué paas dlésions cellulaires causées par
I'exposition a des contaminants. (Shighal., 2011). L'induction ou l'inhibition de cette

Enzyme témoigne de I'état du stress oxydant paelkxce.

Dans notre étude nous avons mis en évidence ungmeatation dose dépendante de
I'activité Catalase chez les lots traités par Igpin8sad, cette augmentation serait due a
lintensification de l'activité antioxydante (Graeh al, 2009.En effet, la Catalase est
sensible a certains contaminants inducteurs desswogydatif comme les HAP, les PCB,
certains pesticides (Livingston, 1991'augmentation de l'activité Catalase contrituda
prévention contre I'accumulation des ROS résuldmtla présence du biopesticide. Nos
résultats sont en parfait accord avec ceux deBcha, (2013) qui a mis en évidence une
augmentation de l'activité Catalase suite au tna¢tet du gastéropodE aspersapar un
biopesticide, ou encore ceux d’El —Geratyal, (2009) qui ont démontré qu’en présence
d’'un pesticide a base de Cuivre, I'activité Catlasugmente chez I'escargiiteba pisana
Des résultats similaires ont été observés par Sktnad, (2005), chez la méme espece de

gastéropode apres exposition au métomyl et aupyriéos.

Le malonedialdéhyde (MDA) est un produit de dégriadades réactions de peroxydation
lipidique qui se forme lors de I'attaque des liggmlyinsaturés par des especes réactives de
'oxygene générés par des contaminants. Le MDAuasagent alkylant puissant capable de
réagir avec les macromolécules biologiques. lugfisé comme indicateur de stress oxydatif
induit par des contaminants (Pellerin-Massicot®90Quand le stress oxydatif submerge les

forces protectrices comme l'activité Catalase, fiat @lélétere sur les membranes peut étre
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observé via une augmentation des teneurs en MD&gpe celui-ci est un produit de la

peroxydation lipidique.

Nos résultats ont mis en évidence, des teneurshmagement significatives de MDA au
niveau de la glande digestive et du rein dHelix aspersatraités par le Spinosad. Ces
résultats sont en accord avec ceux d’El —Geetdgl. (2009) qui ont étudié les effets d’'un
pesticide a base de Cuivre sur I'escarfbeba pisanaet ont mis en évidence un niveau
significatif de MDA aprés traitement des animauwe plus Siweleaet al, (2010) ont mis en
évidence une augmentation significative du tauxXMDA chez I'escargot maribymnaea
natalensisexposé a des polluants environnementaux il eml@shéme pour les travaux de
Salamaet al, (2005) qui ont mis en évidence une induction deAvVichez les rats aprés
exposition a certains pesticides. Récemment, Zetial (2012) ont mis en évidence une
induction du taux de MDA chez les verres de texggosés a un pesticide (le Métomyl). Ainsi
et au vu des résultats obtenus, le pesticide qus aoons testé est toxique et cette toxicité a
été mise en évidence a travers l'induction de serthiomarqueurs de stress que nous avons

pu quantifier.

D’un autre c6té il nous a semblé judicieux de suRactivité Acétylcholinestérase en raison
de la neurotoxicité du Spinosad en effet le mddetidn du Spinosad se caractérise par une
excitation du systéme nerveux avec l'activation iegpteurs nicotiniques de l'acétylcholine
(nAChR), accompagnés d'effets sur l'acide butyrigetemino (GABA) la fonction des
récepteurs et canaux chlorure GABA-dépendants é8aldl998). . Des travaux appuient nos
résultats, notamment ceux de Sameeh, (2008) qumi en évidence une inhibition de
I'acétylcholine estérase chez des rats traités duegpinosad, de Bouaricha, (2013) ; Radwan
et al.,(2008) ; Coeurdassiet al.,( 2005) Salameaet al,( 2005) qui ont mis en évidence une
inhibition de I'activité AchE aprés exposition dasiéropode terrestre aux pesticides. Certains
pesticides tels que les insecticides organophosghexercent une toxicité importante chez
des especes non ciblées par linhibition de [|'ddd@blinestérase (Bouaricha, 2013). Nos
résultats semblent étre en adéquation avec ceéx d@ns la littérature, en effet, I'activité de
'AchE diminue progressivement suite a I'expositiates escargots aux différentes
concentrations du Spinosad. Cette inhibition sgqat jusqu’a la fin du temps d’exposition.
Nous avons pu montrer que le traitement par desertrations croissantes de Spinosad
inhibe d’'une maniere dose-dépendante [I'activité tylcholinestérase. L'inhibition de
l'acétylcholinestérase conduit a I'accumulaticacédtylcholine (ACh) au niveau des synapses

cholinergiques a des niveaux toxiques conduisantn@ sur-stimulation des récepteurs
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muscariniques et nicotiniques. Ce "syndrome chaligee» comprend les signes et

symptémes tels que des troubles du comportemert legseescargots accompagné d’'une
inhibition de leurs croissance. (Bouaricha., 2013)
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Introduction :

Les dommages ultrastructuraux sont considérés codernebiomarqueurs sensibles,
peu variables dans le temps et intégrateurs d&fies a différents stress environnementaux
incluant la contamination chimique (Braunbeck eql993). Triebskoret al. (2002)

considérent ce type de réponse comme un bon mardeaqollution ponctuelle.

L’étude des réponses ultrastructurales présemteiét de pouvoir caractériser l'intégrité de
divers organes provenant d'un seul individu et dlger ainsi I'impact des polluants

environnementaux sur I'état de santé globale dganismes exposés (Gernhofeakt2001).

L’exposition a des molécules chimiques, ainsi qeier laccumulation dans les organismes
peuvent produire plusieurs lésions histopathologggunduire un dysfonctionnement des
organes et affecter I'intégrité des fonctions pblxgliques et donc la capacité de I'organisme

a produire des enzymes pour éliminer les xénohiesq

Les effets des contaminants sur I'intégrité desussde divers organes ont été mis en évidence
chez plusieurs especes de gastéropodes en phslideaspersgViard, 2004 ;Snyman etl.,
2005 )(Grara ,2011) d’'autres espéeces conttobania vermiculatgdHamed etl.,2007)Arion
Ater ( Zaldibar etal., 2008) ont été étudiées .La glande digestive etih sont les principaux
organes chez les gastéropodes, considérés comewe isiportants du meétabolisme, de

I'accumulation, de la biotransformation et I'exdéoétde nombreux xénobiotiques.

Dans ce dernier chapitre, nous proposons deranett évidence d’éventuelles atteintes
histopathologiques au niveau de I'hépatopancréds etin d’Helix aspersaexposés a des
concentrations croissantes de Spinosad.

2 Matériel et méthodes

2.1 Matériel biologique

Nous avons travaillé sur des fragments de I'hématogeas et du rein, conserveé préalablement

dans du formol a 10%.
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2.2 Méthode

Sur des échantillons de la glande digestive et @lo, mous avons réalisé des coupes
histologiques (laboratoire d’Anatomo-Pathologie ltpital Ibn Rochd, Annaba), selon la
technique décrite par Martoja et Martoja (19&79bservation des coupes est effectuée grace
un microscope photonique de type: LEICA DM 10004G)x




Chapitre IV Partie Histologique

3 Résultats :

3-1 Aspectde I'hépatopancréas aprés 7 jours de traitement pardes concentrations

croissantes de le Spinosad :

Planche (01): Coupes histologique au niveau de I'hépatopancréasles escargots témoins (A) ¢
traités par le Spinosad 25ug (B}, 50ug (C), 100ug (D) et 150ug(E)gpres 7 jours de traitement
(Gx40).

L : Lumiére de 'acini, CC : Cellule a Calcium, CD : Cellule Digestive CE : Cellule Excrétice, A : Tissus Conjonctif

\ : Contour irrégulier de I'acini \: Rétrécissement de la lumiére _|_> :.uymentation du nombredes CE

E
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Les planches((l), (02) et (03)llustrent les coupes histologiques de I'hépatopzas chez les
escargots traités et témoins.

La planche @1) met en évidence l'aspect des coupes histologigaesniveau de
I’hépatopancréas des escargots témoins et apms</de traitement. Ainsi, nous remarquons
gue I'hépatopancréas des témoins, est constituékldes formés d’'un ensemble d’acini
maintenus cohérents par un tissu conjonfj. Le tissu de la glande digestive est
essentiellement constitué de nombreux tubulegestifs qui ont des formes et des tailles
différentes et qui sont séparées par un espaadiglaire, occupé par un tissu conjonctif au
sein duquel circule I hémolymphA . Les tubules hépatopacreatiques sont constitugs d’
épithélium simple et de cellules qui présenterg ah@rphologies différentes : les cellules
digestiveqCD), cellule d’excrétiofCE) et de cellules a CalciugcC).

Aprés 7 jours de traitement, et a la concentnatie 25ug de Spinosad (B), nous observons
des acini avec un contour irréguliera , un rétrécissement de la lumiére tubulai®e, . Ces
altérations sont également observées chez leégraitx concentrations 50 et 100ug (C), (D),
pour la plus forte concentration (150ug) les atiéns semblent plus importantes, avec

augmentation du nombre de cellules excrétoires.,,
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3-2 Aspectde I'hépatopancreas apré 14 jours de traitement par des concentrations

croissantes de Spinosad :

¥

Planche (02): Coupes histologiques de I'hépatopancréedes escargots témoins (A) et traités p:
des concentrationgroissantes de Spinose : [25ug (B) 50ug(C), 100ug (D) et 150y (E)] aprés
14 jours de traitement (Gx40).

L : Lumiére de 'acini, CC : Cellule a Calcium, CD : Cellule Digestive, CE : Cellule Ecrétrice

|::> : Aspect inflammatoire \ : Rétrécissement de la Iumiére_|_> :ugmentation du nombre des ClI

3
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Aprés 14 jours de traitemeiiPlanche 02),I'examen histologique de I'hépatopanréas des
escargots traités met en évidence des altératians sq manifestent par, pour les
concentrations 25 et 50ugB), (C) on observe un rétrécissement important de la hanié
tubulaire avec apparition d’'un nombre plus impadrtées cellules excretricek,,. Concernant
les plus fortes concentrations, a savoir 100 eu@3D) (E). L’'examen histologique montre

une dégénérescence tres avancée des cellulesivigest a calcium avec un aspect

inflammatoirel:>.

=
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3-3 Aspectde I'hépatopancreas apres 28 jours de traitement pardes concentrations

croissantes de Spinosad :

Partie Histologique

Planche (03): Coupes histologiques au niveau (I'hépatopancréasdes escargots témoins (fet
traités par desconcentrations croissantes de Spinosad :[25ug (B), 501(@), 100ug (D) et 150u

(E)] apres 28 jours de traitement (Gx40).

L : Lumiere de I'acini, CC : Cellule a Calcium, CD : Cellule digestive CE : Cellule Excrétice

|:‘> : Aspect inflammatoire \ . Rétrécissement de la Iumiére_L> :uymentation du nombre des CI

\ : Contour irrégulier de I'adni \ : Libération de fragment

A : Dégénérescence des cellis

53
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La planche(03) montre I'aspect de I'hépatopancréas des escat@oisins et aprés quatre
semaines de traitement. Ainsi, a la plus faibleceotration de Spinosd®), a savoir 25 g

le contour des acini parait irrégulier™~, .Le nombre de cellules excrétrices est plus
important par rapport aux téemoinsl, . De plus, nous remarquons une dégénérescence
partielle de certaines cellules digestms . Des altérations similaires sont observées pour
les escargots traités a la concentration 50 pgpil@oSad ou nous remarquons également la
présence de fragments dans la Iumiéra,

A la concentration, 100 pg de Spinosad (D), I'exanfestologique montre une
dégénérescence des cellules digestiy s, des cellules a caIciunAet de la membrane
basale des tubules digeﬁ avec en plus une réduction de la lumiere et lagmée des
fragments tissulairé\

Enfin, le traitement par la plus forte concentnatio 150 pug de Spinosad (E), semble
provoguer une dégénérescence des tissus confoectes tubules digestifs
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3-4 Aspect du tissu rénalapres7 jours de traitement pardes concentrations croissante

de Spinosad :

Planche (04) Coupes histologiques dwrénal des escargots témoins (A) et traités par d
concentrations croissantesle Spinosai : [25ug (B),50ug(C), 100ug (D) et 150ug(E apres 7
jours de traitement (Gx40).

L : Lumiére, ER : Epithélium rénal, TC : Tissu conjonctif, /' : @ni irréguliel

#: Hyperplasie d0C, CE : Cellules Excrétric
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Les planches04), (05) et (06)illustrent I'aspect du tissu rénal chez les eypofs
témoins et traités par des concentrations croissateé Spinosad.
La planch€04) illustre I'aspect du tissu rénal des escargotoiRa(A) et apres 7 jours de

traitement par des concentrations croissantes the$yu(B, C, D, E)

Chez les témoins I'épithéluim rénal est uniformémemmposé de néphrocytes,il s’agit de
cellules hautes, qui présentent une polarité @ete un noyau basal associé a un cytoplasme
chromophile, alors que leur région apicale est péeupar une volumineuse vacuole. La

membrane porte une bordure en brosse peu épaisse.

L’examen histologique du rein des escargoitesgar toutes les concentrations 258Y
,50ug(C) ,100 pg(D) et 150ugE) de Spinosad met en évidence une hyperplasiessiu t
conjonctif §.
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3-5 Aspect du tissu rénal aprés 14 jours de traitement pardes concentrations
croissantes de Spinosad :

Planche (05) Coupes histologique au niveau du reindes escargots témoins (A) et traités p:

des concentrationsroissante: de Spinosad : [25ug (B)50ug(C), 100ug (D) et 150ug(E aprés
14 jours de traitement (Gx40).

/ : Hypertrophie des celies excrétrices & < : Débris cellula)) > : Mcrose cellulaire

57
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3-6 Aspect du tissu rénalapres 28 jours de traitement pardes concentrations
croissantes de Spinosad

Planche (06). Coupes histologiques d tissu rénaldes escargots témoins (A) et les traités par |

différentes concentrations de Spinose : [25ug (B),50ug(C), 100ug (D) et 150ug(E aprés 28
jours de traitement (Gx40).

v/ : Hypertrophie des celies excrétrices & X : Débris cellulalp > : Mcrose cellulaire

58
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Les planches0b) et (06) mettent en évidence l'aspect du tissu rénal clkszekcargots
témoins et traités pendant 14 et 28 jours parcoesentrations croissantes de Spinosad.
Nous constatons une atteinte globale des tissus’'egti manifestée par une hypertrophie des
cellules excrétrices (néphrocytgj/ , une prolifération du tissu conjonctif et la disfion

des membranes cellulaires avec présence des d¢ans nécroses cellulaires S >

4 Discussion

L’examen des effets néfastes ou de leurs conségsesic termes anatomopathologiques
peuvent également constituer des outils d’évalnabmlogiques trés intéressants. Ainsi,
'examen histopathologique de lésions ou d’altérati chez les escargots peut conduire a
I'établissement d’'un diagnostic environnementatipalierement pour I'évaluation du risque.
Contrairement aux parameétres biochimiques, les npatres physiologiques et
morphologiques constituent des éléments dont I'exapermet de rendre compte de réponses
a un niveau d’organisation biologique supérieurs @ponses sont en effet consécutives a
celles observées aux niveaux d'organisation infiési€interactions chimiques et cellulaires)

et sont généralement indicatrices de dommage<nsibdles (Hinton eal., 1992).

Les insecticides pénétrent dans I'organisme dediept par diverses voies et franchissent
plusieurs barrieres avant d’atteindre I'hépatopéasr organe de métabolisation des
xénobiotiques ( Hamed at.,2007 ;FriasEspericueta al.,2008) il peuvent étre absorbés au
niveau de I'hépatopancréas, puis détoxifies aldiment éliminés par le rein principal
organe d’excrétion .

L'hépatopancréas ou glande digestive sécréte dasstiasen particulier urgtasecapable
de digérer la cellulose. Il fonctionne égalementmo® un organe de réserve
glycogéniqueCertaines cellules contiennent du phosphate dgucal: c'est une réserve de
calcaire utilisée pour la croissance de la coqatléa formation de I'épiphragme. La glande

accumule également du fer et a aussi une fonckorétice.

L'examen histologique de [I'hépatopancréas montre lgu Spinosad provoque des
perturbations structurelles a la plus faible emi@ation testée, on constate I'apparition
d’infiltrats inflammatoires lymphoplasmocytaires sddéa plus faible concentration, ceci
pourrait étre une premiéere réponse biologique arésence du xénobiotique, comme le

stipulent Bouaricha, (2013) qui a travaillé suméme modeéle biologiqudlelix aspersa) de
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Russell et al. (1981) et de Chabicovsky etl. (2004) ; Tadjing (2007). Nous avons
également mis en évidence une déformation des a&tinine destruction des cellules
digestives, conduisant a une trés importante d&rgéoence de ces cellules aux plus fortes
concentrations en parfait accord avec les travausiira, (2011). En effet, I'exposition aux
pesticides peut causer d'importants changementtogiques au niveau de I'hépatopancréas
qui joue un réle crucial dans la détoxification gedluants (Chabicovsky ell., 2004,Frias-
Espericueta edl., 2008). L'étude histologique a aussi révélé wgederescence des tubules
digestifs, la fragmentation des cellules digestigesne dégradation de la membrane basale,
provoguant une grave détérioration des tissusicpiérement pour les fortes concentrations
ce qui expliqgue probablement la diminution du poitké la glande digestive. Ces résultats
corroborent ceux de Ait Hamlet al, (2012) . Selon Hamed &, (2007) et Radwan el.,
(2008) les changements structurels et la perteeliides digestives essentiellement et d'autres
types cellulaires semblent étre une réponse génémks une exposition aux pesticides, en
particulier aux carbamates pour l'escargot teeeBtr vermiculata La détérioration des
cellules digestives incite par conséquent le charege du processus digestif global, provoqué

par I'ingestion des différentes classes de polliahimiques (Valavanidis at., 2006).

Le rein est situé en position dorsale postériedlg surface de la masse viscérale. Il est en
relation d’'une part avec la cavité péricardique parorifice réno- péricardique réduit, et
d’autre part avec un uretere qui prend en chaungeé¢ produite.

Notre étude histologigue montre que le Spinosadovquue au niveau des reins une
hypertrophie des cellules excrétoires et une d#&ton des acini suivi de nécroses

cellulaires, en accord avec les travaux de (Rustell 1981 ;Chabicovsket al, 2004).




Chapitre V Hémolymphe et toxicité du Spinosad

Introduction

Les polluants, aprés avoir été absorbés, circulans le sang (et dans une moindre mesure
dans la lymphe) chez les vertébreés et dans I'hénpiilg chez les invertébrés.

La majorité des invertébrés terrestres, dont leségapodes, absorbent les xénobiotiques par
la nourriture (voie digestive), ou par la peau (igamez et al., 2002 ; Scheifleet al., 2003).
Une fois les différentes barrieres biologiques @ess(épithélium cutané et digestif), les
xénobiotiques circulent dans I'organisme gracehariolymphe et sont distribués entre les
différents organes ou ils peuvent étre stockés héesocytes jouent un réle important dans le
métabolisme des xénobiotiques et leur distributitams les différents tissus (Cheng et
Sullivan., 1984), grace a leur faculté de phagasytdes corps étrangers (Bulla and Cheng,
1997 ; Marigomee=t al., 2002).

Chez les mollusques, le systéme de défense estasssentiellement par les cellules et les
molécules véhiculées par 'hémolymphe (Allam etl&a, 1998; Paillarcet al., 2004a). Ces
fluides contiennent des cellules, les hémocytametpanoplie de facteurs humoraux (Roch,
1999 ; Chu, 2000 ; Bacheekal., 2004). L'immunité des mollusques est une immuimi&e,
sans phénomeéne de mémoire.

Les hémocytes sont les cellules actives du sysiemmaunitaire. Cellules circulantes, elles
peuvent s'infiltrer dans les tissus pour rejoindesite d’infection, mais sont également
impliquées, chez les mollusques, dans de nombreigsesions comme la digestion, le
transport de nutriments, la réparation tissulaireoguilliere, et les réactions de défense,

( Cheng, 1996 ; Auffret, 2003).

Contrairement aux vertébrés qui posseédent un sgstE@roulatoire fermé, les mollusques
possedent un systéme circulatoire semi-ouvert, cemamt un coeur et des vaisseaux. Les
hémocytes sont localisés, dans le compartimentlai@ire (vaisseaux et grands sinus des
muscles), mais également dans les tissus. Chemvedébreés, les hémocytes proviennent,
comme chez les vertébrés, de cellules souches. meaturation fait apparaitre deux types
cellulaires : les hyalinocytes et les granulocyiaslouet et Poder, 1979). Cependant, lors de
cette étape, des colorations intermédiaires ont &iparaitre des types cellulaires

morphologiques intermédiaires. Figure (13) (ChaRg1)
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Granulocytes en fin d’actité
Granuloblaste —p Progranulocyte —p Granocuytes | —p Granulocytesl|

Macrocytes multinucléés
Hyalinoblastes— Prohyalinocytes—phyalinocytes

Jeune cellule séreuse—p» Cellules séreuse mmmye —p Cellule séreuse large

Figure (13) : Une lignée hypothétique des hémocytéSheng, 1981).

Ces types cellulaires, regroupés sous le termenthgtes, jouent des roles différents dans

'organisme.
» Cicatrisation

Les cellules établissent un contact entre ellesegééleur filopodes. Ces interconnections vont
alors se raccourcir et s’épaissir et entraineregaupement des cellules. L'agrégation des
hémocytes est intimement impliguée dans les praseske cicatrisation. Les agrégats

d’hémocytes vont délimiter et boucher les blessyp@as arréter I’'hémorragie. (Champeau,

2005)

Les hémocytes agrégés vont former un clou hémaqatagour délimiter la surface atteinte :

la cicatrisation commence a l'intérieur de la lésipour remonter a la surface avec un
remplacement des cellules, qui sont fusiformesiféérdnciées par rapport aux hémocytes
agréges. Les hémocytes qui ont une activité dequyhgse peuvent s’infiltrer et phagocyter

les débris de cellules nécrotiques.
» Réparation de la coquille

La régénération de la coquille des mollusques imoigli:

- Iinitiation d’'une stimulation ou de stimuli réléant d’une blessure (ablation expérimentale
d’'une portion de la coquille),

- la mobilisation de calcium et d’autres substartmsuis différentes régions de I'organisme,

- le transport du calcium et d’autres matériauxsdarzone de réparation,
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- le dépbt localisé de la matrice organique etatba@nate de calcium.
Le role des hémocytes dans cette série d’événenesttée transport de calcium et des

protéines. (Champeau, 2005)

» Transport et digestion des nutriments

Le role des hémocytes dans le transport et la tiigedes nutriments est intimement associée
a la défense interne. Les hémocytes participeatd@fense de I'organisme par phagocytose et
lyse bactérienne mais aussi a la régulation métumlpar stockage et dégradation du
glycogene, aux processus de détoxification parraattion d'éléments minéraux dans leurs
lysosomes. L’immobilisation des molécules xénobjadis se fait aussi dans la fraction
lysosomale des hémocytes. Aussi I'étude de I'haemlecest-elle importante dans la mesure
ou il peut montrer une réponse cellulaire aux @wits, laquelle se présente comme un signal
d’'alerte précoce, indiquant que l'environnement esttrain de subir une détérioration
Champeau, (2005)

2 Matériel et méthodes :

2-1matériel biologique :

- préelévement de I'hnémolymphe :
Apres la fin du traitement par le Spinosad, la héghe de prélevement de I'lhémolymphe est
celle de Letellier, (2010) qui consistepratiquer une fenétre dans la coquille des estsrg
préalablement nettoyée a I'eau distillée, au nivealiemplacement du cceur, L’hémolymphe

est ensuite prélevée a I'aide d’'une pipette pasteur
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2-2 Méthodes

2-2-1 Dosage des protéines au niveau de I’hémolynmeh

Le volume prélevé de 'hémolymphe est centrifagd 5000 rpm/10 min), Liberatost
al.,( 2003). Aprés récupération du culot il est sonideg protéines sont quantifiées selon
la méthode de Bradford (1976).

2-2-2 Dosage du glutathion (GSH au niveau de I’hémolymphe :

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié sarvelume d’hémolymphe centrifugé a15000

rpm/10 min puis soniqué. La méthode de dosageetistde Weckberker et Cory (1988).

-La lecture des absorbances s’effectue a une lamgliende de 412 nm aprés 5 minutes de

repos.

3 Résultats

3-1 Effet du Spinosad sur le taux des protéines mdlymphatiques totales :

La figure (14) représente les variations du taux pieteines totales au niveau de

I’lhémolymphe des escargots témoins et traités angentrations croissantes de Spinosad.

0,01 -

0,009 -

0,008 -
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Figure (14) : Variation du taux des protéines totats au niveau de 'hémolymphe des escargots
aprés 28 d’exposition a des concentrations croiss&s de Spinosad
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Ainsi, nous constatons que les taux de protéinésle augmente d'une maniere dose
dépendante et hautement significative aprés 2& jale mise en contact avec le Spinosad.
En effet le pool protéique est trois fois plus élevla plus forte concentration 150ug de
Spinosad (0,045ug/ml) par rapport aux témoins totaux ne dépasse pas 0,015 pg/ml.

3-2 Effet du Spinosad sur I'évolution du taux de GH au niveau de I'hémolymphe:
La figure (15) représente les variations du tauxG&#H au niveau de I'hémolymphe des

escargots témoins et traités aux concentrationssznates de Spinosad.
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Figure(15) : Variation du taux de GSH au niveau d¢hémolymphe des escargots apres 28 jours
d’exposition a des concentrations croissantes de iSpsad

Nous constatons une augmentation dose- dépendamtes significative du taux de GSH
particulierement aux plus fortes concentrationSgmosad autrement dit a partir de 50 pg, en
effet & la concentration de 150ug de Spinosadielesurs en GSH sont de 0,008M(mg

protéines) environ trois fois plus élevé par rappox témoins.
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4 Discussion :

Le but de cette partie est de comprendre commesntodganismes comme les escargots
répondent a une contamination chimique de lenir@mement et qu’elle est le role de
’hémolymphe dans leur mécanisme de défense. Laluptmn d'especes réactives de
'oxygéne étant considérée comme un facteur cli&a déponse adaptative ou de la réaction a
un évenement toxique, il s'agit de savoir si cellest caractérisée par une augmentation des
défenses antioxydantes chez les escargots et sfueldle des protéines hémolymphatiques .
Nos résultats mettent en évidence une augmentdtidaux de protéines hémolymphatiques
totales chez les escargots traités par rapporté@uarins, or il est connu que I'hémolymphe,
grace aux hémocytes, est responsable du transgorémobiotiques depuis I'organe d’entrée
vers la glande digestive , le rein ou les autresus ou auront lieu la détoxication ou
'accumulation. Le transfert des xénobiotiques, taavers des membranes plasmiques
cellulaires, s’effectue majoritairement par diffusi passive ou par des mécanismes
nécessitant de I'énergie comme le transport pampda®ines membranaires, spécifiqgues ou
non, ou par endocytose des molécules (Marigoghakz, 2002). D’'un autre co6té, il est connu
gue chez les mammiferes, les protéines plasmatiqoegour role principal de fixer les
xénobiotiques présents dans le sang, ainsi ladratiee étant considérée comme une forme
de stockage. Lorsque la concentration de xénohiesicest élevée, la forme libre devient
importante et devient ainsi toxique. Par souci bepkfication, la fraction non liée des
substances actives et produits de dégradationssestiae a la fraction "biodisponible” pour
les organismes du sol a l'inverse des résidusgliésont considérés comme "immobilisés”
aux sens physico-chimique et biologique du termenfioet al., 2004). En realité, certaines
substances peuvent étre remobilisées chez desismgamntels que les vers de terre, lors de
leur passage dans le tractus digestif (Knaekat., 2003), ce qui réintégre de fait ces résidus
lies dans la fraction potentiellement biodisponibdénsi nos résultats corroborent ces
données et confirment I'augmentation des protéinepar I'augmentation de la fraction
toxicodisponible du Spinosad.

Le suivi des activités enzymatiques antioxydaetgsune étape supplémentaire pour étudier
le statut antioxydant d’'une espéce, méme si la aipantioxydante non enzymatique
représente 70% de la capacité antioxydante toRagdli et Winston, 1999). De méme, le
glutathion étant au cceur des défenses antioxydahteprésente un biomarqueur de choix
dans I'analyse du stress oxydant (Doyettal., 1997).
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Le glutathion est I'antioxydant non enzymatique enajdans les cellules animales, c’est le
thiol cellulaire le plus abondant, impliqué dangriétabolisme et les procédés de transport et
dans la protection des cellules contre les eftetgjties des composés endogenes et exogenes,
y compris les espéces réactives de I'oxygene enddaux lourds. Dans notre travail nous
avons mis en évidence une augmentation du tauxSté & niveau de I'hémolymphe des
escargots traités par rapport au témoin.Le métahel oxydatif constitue le second
mécanisme mis en évidence dans le processus degtase par les hémocytes. Chez les
mammiféres les hématies sont pourvues d'un systlardefense cellulaire et qui n’est rien
d’autre que le GSH. Nos résultats nous ont permisotfirmer a la fois deux phénomeénes :
-Dans un premier temps nous avons mis en évidemg@ésence de GSH au niveau des
’'Hémolymphe des escargots.
-Dans un second lieu nous avons prouve le roleepretr de ce tripeptide a travers la mise en
évidence d’'une augmentation dose-dépendante duda®SH en présence du Spinosad.

En présence d’'un xénobiotique, ces cellules psedti une série de réactions qui vont libérer
des especes réactives de I'azote (Tafalla., 2003) et de I'oxygene (Gomez-Mendikuge
al., 2002).Lors d’'une stimulation membranaire, il yree augmentation de la consommation
d’'oxygéne (flambée respiratoire) . L'oxygéne vaé&trduit en anion superoxyde par l'activité
de la NADPH-oxydase membranaire. Il en résulte progluction de métabolites actifs de
'oxygéne tels que le radical hydroxyle, 'oxyges@gulet et le peroxyde d’hydrogene,
lorsque ces radicaux toxigues atteignent un cestinl, ils sont a I'origine, de I'induction des

systemes de défenses antioxydantes dont le GSpheist intégrante. (Tadjine, 2007)
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Cette étude vise a évaluer la toxicité d’un bitipeke nouvellement introduit en Algérie, le
Spinosad, chez une espéce bioindicatrice majeuta pollution environnementale I'escargot

Helix aspersa

Dans un premier temps il apparait clairement taspéceHelix aspersa est un excellent bio-
indicateur de la dégradation du milieu, elle estipalierement sensible a une pollution par
les pesticides, cette sensibilité se manifesteuparperturbation dans le développement des
parametres physiologiques (diminution du poids dssargots, diminution du poids des
organes, diminution du poids des coquille). D'utr@awcdté, nous avons mis en évidence la
perturbation du meétabolisme globale a travers hagigtation significative du taux de

protéines totales

En ce qui concerne I'étude des biomarqueurs o&&ipn nous avons mis en évidence une
diminution significative du taux du glutathion pHeélement a une induction de la GST, et de
I'activité Catalase, de méme qu’une augmentatignificative du taux de MDA confirmant
d’un c6té la toxicité du biopesticide et de I'autzaléclenchement des systemes de défense de

'organisme.

De plus, nous avons mis en évidence une activitfotexique du pesticide a travers
l'inhibition de l'activité AChE.

L’étude histopathologique a confirmé cette galit® de I'espece vis-a-vis de l'insecticide
a travers des atteintes tissulaires observéespl@tement au niveau de I'hépatopancréas et

du rein.

La derniéere partie de notre travail concerne le d# 'hémolymphe dans la distribution du
xénobiotique et la répercussion de cette activitéles hémocytes. Nos résultats ont mis e n

évidence une augmentation du taux de GSH et déSipes totales au niveau de ces derniers.

Ainsi, le Spinosad est toxique pour les escargbisette toxicité induit des perturbations
physiologiques et métaboliques. Il apparait dore mp@me les pesticides d’origine biologique
semblent étre aussi néfastes pour I'écosysteméequmesticides de synthese.
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Per spectives
En vue de compléter notre travail il serait intéea :

» De développer les dosages des biomarqueurs (GPK, EDD).

« D’étudier la toxicité de Spinosad sur les ceufsagesrgots et des juvéniles.

» D’approfondir les essais au niveau de I'hémolymgée escargots.

» De réaliser une étude sur les mitochondries déatadg digestive.

» De caractériser quantitativement et qualitativemenstress oxydatif induit par

xénobiotique.

le

&
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