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Introduction

Introduction

Les activités anthropiques, en constante intensification, induisent une grande diversité de
pollutions environnementales, et en particulier des pollutions chimiques de I'air, du sol, des
sédiments et de l'eau entrainant ainsi une perturbation de I'écosysteme (Rhind, 2009 ;
Sandermann, 2004).

Les sols sont 1’écosystéme le plus précieux au monde (Pepper et al., 2009) ; et ce, en
raison de leur réle dans la production et la qualité des aliments, dans la régulation du climat et

dans la fourniture de matiéres premieres.

Cependant, les activités humaines (industrielles, et agricoles) des derniers millénaires ont
laisseé un legs de sols pollués un peu partout dans le monde (Swartjes, 2011). Ce quipos un
risque grave pour la santé humaine par contact direct (exposition cutanée ou inhalation de
particules polluées provenant du sol) ou indirectement, par la consommation de plantes ou
d’animaux qui ont accumulé de grandes quantités de polluants du sol. (FAO et ITPS, 2015).
En conséquence, la contamination des sols par les polluants issus de ces activités présente une
importance majeure engendrant un impact sanitaire et environnemental qu’il est nécessaire

d'évaluer (Grand et al., 2012).

Toutefois, les utilisations abusives de produits agrochimiques, comme la fertilisation
excessive et I’application incontrélée de pesticides, ont été identifiées comme les principales
sources de pollution dans les terres agricoles. Néanmoins, I’utilisation des pesticides dans la
lutte contre les ravageurs des cultures est une nécessité mais ce moyen de lutte n’est pas sans
risque et peut entrainer des effets non intentionnels qui se manifestent par une toxicité chez les

organismes non cibles (Chahbar et al, 2011).

De plus, Les pesticides sont caractérises par leur stabilité et leur résistance aux processus
de dégradation dans I’environnement, ainsi que par leur tendance a s’accumuler dans les chaines
alimentaires (Marliere, 2000). Il est rapidement apparu que ces produits peuvent engendrer des
dangers pour I’environnement, la biodiversité et la santé humaine grace aux infiltrations des
substances non dégradables dans les sols, dans les sources et les nappes, puis vers les végétaux,

les animaux et nécessairement I’Homme (Bouziani, 2007 ; Ukpebor & Halsall, 2012).
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Par ailleurs, de nombreuses études épidémiologiques ont mis en
évidence une corrélation entre I’utilisation professionnelle des pesticides et I’apparition de
certaines pathologies dans les populations concernées. Des effets cancérigenes, neurotoxiques
ou de type perturbation endocrinienne des pesticides ont été mis rapportées chez I'animal. La
question des risques pour I'homme est donc posée tant au niveau professionnel qu’a celui du

consommateur (Merhi, 2008).

L’utilisation des invertébrés comme bioindicateurs de la qualité des écosystémes a une
longue histoire dans les milieux aquatiques (Phillips, 1977) et terrestres (Eijsackers, 1983).
Selon la définition générale de Spellerberg (2005), un indicateur biologique peut étre défini

comme une espece reflétant 1’état du milieu dans lequel elle vit.

Plus récemment, on s’est intéress¢é a la faune du sol et notamment aux Escargots
(Mollusques, Gastéropodes, Pulmones) (Gimbert, 2006). Ils sont reconnus comme des
indicateurs écologiques pertinents (Berger &Dallinger, 1993 ; Corotet et al., 1999). En effet,
ils représentent une biomasse significative au sein de la communauté des invertébrés du sol
(Dallingeret al., 2001) et occupent une situation privilégiée a I’interface sol-plante-atmosphére
(Barker, 2001). De plus, ils integrent des sources et voies de contamination multiples et
possédent des capacités de bioaccumulation importantes pour de nombreux polluants
organiques (Coeurdassier et al., 2001 ; Sverdrup et al., 2006). Enfin, ils représentent des
réponses biochimiques (Coeurdassier et al., 2001 ; Ismert et al., 2002 ; Regoliet al., 2006)
quand ils sont exposés aux contaminants et constituent un élément des réseaux trophiques qui
contribue au transfert des polluants du sol et/ou des plantes aux prédateurs (Beedy, 1985 ;
Laskowski & Hopkin, 1996b ; Scheifler et al., 2002).

En Algérie, I’actara (matiére active thiaméthoxam) est le premier insecticide représentant
des néonicotinoides, utilisé en raison de son efficacité a faibles doses (Maienfischet al., 2001).
Malgré cela, il présente des risques pour I'environnement, notamment en raison de sa haute

toxicité pour les espéces non visées (Henry et al., 2012 ; Cresswell, 2011).

C’est dans ce contexte que ce manuscrit vise a évaluer la toxicité d’un néonicotinoide le
thiaméthoxame a 1I’égard d’une espéce non visée Helix aspersa. La structure retenue dans ce
manuscrit. Le chapitre 1 est une synthese bibliographique permettant une meilleure
compréhension de la thématique exposée. Le chapitre 2 comporte une synthese des travaux faits
ultérieurement et qui converge avec notre objectif, ce dernier se divise en deux parties : la

premiére décrit les méthodes et protocole réalisés par les auteurs ayant travaillé sur le méme
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axe de recherche tandis que la seconde partie développe une discussion des résultats des

recherches déja exploités dans ce domaine. Et enfin, une conclusion.
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I. Les produits phytosanitaires
I.1.Définition

Produit phytosanitaires encore appelés produits phytopharmaceutiques désigne une
substance ou association de substances chimiques naturelles ou de synthése utilisées en
agriculture destinée a repousser, détruire ou combattre les différentes sortes de nuisibles
maladies, ravageurs et mauvaises herbes (El Bakouri, 2006; Boland, 2004) ou les especes
indésirables de plantes ou d'animaux causant des dommages durant la production des produits
agricoles (Ait Hamlet, 2013; Inserm, 2013; OMS, 1991; Dorothée, 2011; Calvet,
2005) .C'est un terme générique qui rassemble les insecticides, les fongicides, les herbicides et

les parasiticides congus pour avoir une action biocide
I.2.Historique

L’utilisation des produits phytosanitaires en agriculture remonte a I’ Antiquité : par I'usage
du soufre a la Grece antique (1000 ans avant J.-C.) et l'arsenic était recommandé par Pline
(Calvet., 2005), naturaliste romain, en tant gu'insecticide. Des plantes connues pour leurs
propriétés toxiques ont été utilisées comme PPP (par exemple les aconits, au Moyen Age, contre
les rongeurs). (Schiffers., 2012)

Aussi, les produits arsenicaux ou a base de plomb étaient utilisés au XVle siécle en Chine
et en Europe. Les propriétés insecticides du tabac étaient connues dés 1690. En Inde, les
jardiniers utilisaient les racines de Derris et Lonchocarpus, contenant de la roténone, comme

insecticide.

La chimie minérale s'est ensuite développée au X1Xe siecle fournissant de nombreux PPP
minéraux a base de sels de cuivre. Les fongicides a base de sulfate de cuivre se répandent, dont
la bouillie bordelaise (mélange de sulfate de cuivre et de chaux) utilisée pour lutter contre des
invasions fongiques, dont le mildiou de la vigne et de la pomme de terre. Cependant,
I’utilisation massive de ce produit est controversée, car elle a engendré une pollution sur les

sols, un exces de cuivre entrainant une destruction de la microflore du sol.

L'ére des PPP de synthése débute vraiment dans les années 1930, profitant du
développement de la chimie organique de synthese et de la recherche sur les armes chimiques
durant la premiere guerre mondiale. En 1874, Zeidler synthétisait le DDT

(dichlorodiphényltrichloroéthane), dont Muller en 1939 établit les propriétés insecticides. Le
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DDT est commercialisé des 1943 et ouvre la voie a la famille des organochlorés. Le DDT a
dominé le marché des insecticides jusqu'au début des années 1970. En 1944, I'herbicide 2,4- D,
copié sur une hormone de croissance des plantes, est synthétisé. Cet herbicide était utilisé
comme constituant de l'agent orange, un mélange d'herbicides utilisé durant la guerre du
Vietnam et responsable de nombreuses maladies (cancers, malformations a la naissance, ...).
La seconde guerre mondiale a généré, a travers les recherches pour la mise au point de gaz de
combat, la famille des organophosphoreés qui, depuis 1945, a vu un développement considérable
; cependant ces produits sont assez toxiques, et beaucoup ont été retirés du marché. (Calvet.,
2005)

Afin de faire face aux problémes de toxicité, d’effets néfastes ou d’apparition d’especes
résistantes, les industries chimiques ont développé au cours de la seconde moitié du XXe siécle,
une deuxieme génération d’insecticides de syntheése dont le principe actif est différent. Ce sont
les organophosphoreés (teméphos, malathion), les carbamates (carbaryl, propoxur) et les
pyréthrinoides de synthése (perméthrine, deltaméthrine). Ces insecticides a action neurotoxique
agissent sur le systeme nerveux des insectes, soit en bloquant 1’acétylcholinestérase
(organophosphorés et carbamates) soit en perturbant le fonctionnement des canaux sodium
(pyréthrinoides) (Haubruge & Amichot, 1998). Leur forte capacité insecticide associée a une
toxicité aigue considérée modérée chez les mammiferes et une stabilité relativement faible dans
I’environnement (par rapport aux organochlorés) ont fait des organophosphorés et des
carbamates, les principales classes d’insecticides les plus utilisés dans le monde(Casida &

Durkin, 2013).

L’apparition des effets secondaires des insecticides (neurotoxiques) et les impératifs
environnementaux, ont encouragé la recherche de méthodes alternatives de lutte contre les
ravageurs et les vecteurs de maladies. Les recherches se sont tournées vers I’utilisation des
pesticides naturels ou biopesticides (Maiza et al., 2013; Tome et al., 2013; Cepeda-Palacios
et al., 2014).Les bactéries comme Bacillus thuringiensis peuvent étre utilisées car elles
produisent des endotoxines délétéres pour I’insecte (Bravo et al., 2011). D’autres familles
d’insecticides agissent au niveau de cibles bien distinctes tels que les néonicotinoides
(imidaclopride, acetamepride) mimant I’action de la nicotine via les récepteurs de
I’acétylcholine (Tomizawa & Casida, 2003), les phénypyrazoles (pyriprole) agissant sur les
récepteurs GABAergiques (Nauen et al., 2012), les oxadiazines ciblant les canaux sodium

(Wing et al.,, 2000) ou encoreles régulateurs de croissance des insectes (Insect growth
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regulators: IGRs), renommés IGDs (Insect growth disruptors) ou perturbateurs de croissance
des insectes appartenant aux insecticides de la troisieme génération (Pener & Dhadialla, 2012).

Tableau 1 : historique de I’évolution des trois grandes familles de produits phytosanitaires.
(Pener & Dhadialla, 2012).

Evolution des produits

HERBICIDES FONGICIDES INSECTICIDES
Sulfate de cuivre Soufre - MNicotine -
Axsant 1900 Sulfate de fer o Sels de cuivre =
1900 - 1920 Acide sulfurigue ! = Sels d'arsenic -
1920 - 1940 Colorants nitrés . | » £ :
Phytohormones C f Organo-chlorés
1940 - 1950 EI] i Organo-phosphor
E £ w
Triazines, Urees - Dlthlocarbamates Carbamates
1950 -1960 susbtituées H Phtalimides B
Carbamates H -
w : : = HIl-
1960-1970 Dipyridyles, BRE; Benzimidazoles = @ =
Toluidines. P f § f i
Amlno-phas ph anates ] Triazoles Pyréthrinoides
FPropionates.. ER- - Dicarboximides £ H Benzoyl-urées
1970 - 1980 H FO ’ Amides, F’hosphltes t (régulateurs de
: Morholines - croissance)
1980 - 1990 Sulfonyl urées.___ : Q HEHEE
E £ E £ ¢ Phénylpyrroles HEH -
1990 - 2000 S s | Strobilurines EE I
LAk A B A B LAk A A -

1.3. Le marché mondial des produits phytosanitaires

Le marché mondial des produits phytosanitaires représente environ 40.5 milliards de
dollars. Avec une consommation de 78 600 tonnes en 2010, Les herbicides représentent 26%
du marché mondial des produits phytosanitaires, contre 3% pour les fongicides et 26 % pour

les insecticides (Figure.l1).

50000 44015 mFongicides mHerbicides minsecticides mDivers

40475
37860 38315
33390
40000 i 26%
30000
as5% 3%
20000
26%
10000
2006 2007 2008 2009 2010 2011

Figure 1.Marché mondial des produits phytosanitaires. (A) Evolution du marché mondial des
produits phytosanitaires depuis 2006 (en million d’euros). (B) Répartition du marché mondial
des produits phytosanitaires en 2010 (d’apres le
rapport d’activité UIPP 2011/2012)

—
Ul
| —
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I1. Les néonicotinoides
11.1. Définition

Apparus autour des années 1990, les néonicotinoides constituent 1’une des familles de
pesticides les plus utilisées a I’heure actuelle sur les grandes cultures. Ces molécules sont
généralement des dérivés chlorés qui ciblent, dans le cerveau des insectes, les récepteurs

nicotiniques de 1’acétylcholine présents sur les neurones du systéme nerveux central.
I1.2. Mode d’action de néonicotinoides

Le systeme cholinergique représente chez les insectes la principale voie de transmission
excitatrice du systeme nerveux central (Palmer et al. 2013). L’acétylcholine est le
neurotransmetteur libéré au niveau de la membrane présynaptique. Le récepteur nicotinique a
I’acétylcholine (nAChR) est une combinaison de 5 sous-unités semblables (homomériques) ou
différentes (hétéromériques). Ces sous-unités forment un canal a ouverture controlée,
spécifique des ions Na+, K+ et Ca2+. Le récepteur est I’extrémité N-terminale d’une sous-unite,
domaine extracellulaire : la fixation de I’acétylcholine entraine 1’ouverture du canal cationique
puis une dépolarisation de la cellule nerveuse, a I’origine de la transmission du signal nerveux.

(Casida, Quistad 2004)

A

Domaine Synaptique D.melanogaster

Sensible a 'a-Bgt  Résistant a I'a-Bgt

Domaine
Transmembranaire

Domaine
Cytoplasmique

Récepteur
hétérométriques

Récepteur Récepteur
homomériques hétérométriques

(P}
Sous-unite a Sous-unite B

Figure 2.Structure du récepteur nicotinique a I’acétylcholine. (A) récepteur pentamérique formant un
pore sélectif aux ions Na+, Ca2+, K+ a travers la membrane plasmique. (B) chaque sous-unité est
composeée de 4 domaines transmembranaires (TM1-TM4). La boucle intracellulaire entre le domaine
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TM3 et TM4 présente un site potentiel de phosphorylation (modifié d’aprés Thany et coll. 2007). (C)
Sous-types de récepteurs nicotiniques chez la drosophile (modifié d’aprés Millar et Lansdell 2010).
Les néonicotinoides sont agonistes de 1’acétylcholine sur les récepteurs cholinergiques
nicotiniques postsynaptiques. Leur liaison irréversible aux nAChRs entraine une excitation
continue des membranes des neurones, conduisant a I’épuisement des cellules puis a la mort de
I’animal (Belzunces et al., 2012). La nature des liaisons en jeu et la structure chimique des sites
impliqués sont connues avec précision. Les différents substituants des molécules de cette
famille sont a I’origine d’une affinit¢ plus ou moins forte pour les nAChRs. Au niveau
intracellulaire, des mécanismes de phosphorylation peuvent également moduler cette affinité.
Celle-ci est étroitement liée a ’activité insecticide (Matsuda et al. 2001). D’autres sites de
liaison entreraient également en jeu dans 1’activité des néonicotinoides, avec par exemple un
role des canaux calciques voltage-dépendant (Liu& Casida, 1993; Thany et al. 2007;
Matsuda et al. 2001; Palmer et al., 2013; Simon-Delso et al., 2015).

La dégradation de ces molécules ne peut se faire via I’acétylcholine-estérase, active ni sur
la nicotine ni sur les néonicotinoides. Les mécanismes de détoxification au niveau des neurones
sont trés limités (Simon-Delso et al., 2015; Casida,&Quistad, 2004). Ceci entraine une action
prolongée de I’insecticide. De plus, parmi les nombreux métabolites formés, certains sont tres
toxiques et peuvent étre a 1’origine d’effets 1étaux et sublétaux retardés (Suchail et al.,, 2004;

Simon-Delso et al., 2015).

Cette classe d’insecticides développée depuis les années 1970 comprend huit molécules
correspondant a quatre genérations de composés chimiques (Figure 3) parmi lesquels se
trouve 1’imidaclopride, introduite sur le marché des produits phytosanitaires au début des
années 1990, qui est devenu I’un des insecticides les plus employés dans le monde
(Matsuda et al., 2001 ; Nauen et al., 2001; Laurent & Rathahao 2003 ; Decourtye &
Devillers 2010). L’ imidaclopride est intégrée dans plusieurs formulations commerciales, dont
certaines permettent 1’enrobage de semences (GAUCHO®). Ce type de formulation qui est
compatible avec les propriétés physico-chimiques des molécules de type systémique,
garantit le succés de cet insecticide et plus largement de tous les insecticides
néonicotinoides, car ils protégent la totalité de la plante dés le stade plantule le plus
vulnérable. Ainsi, sont commercialisés en enrobage de semences depuis 1995 et 2001 les
molécules insecticides acétamipride (SUPREME®), thiametoxam (CRUISER®, ACTARA®),
etclothianidine (PONCHO®) (Yamada et al., 1999 ; Jeschke et al., 2001 ; Jeschke & Uneme
2003 ; Nauen et al., 2003).
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Figure 3. Structure chimique des huit insecticides néonicotinoides commercialisés. (A)
Premiére géneration (B) Deuxiemegéneration (C) Troisieme génération (D) Quatriéme
géneration.

I1l. Thiaméthoxame
111.1. Définition

C’est un insecticide de synthése organique représentant de la seconde genération des familles
chimique des néonicotinoides appartient a la sous classe des Thianicotinyls (Maienfisch et al.,
1999). Il posséde un fort effet préventif face a la transmission des virus. Les qualités de cet
insecticide permettent des méthodes d’applications flexibles, une excellente efficacité,
supérieure a celle de I’Imidaclopride ou de I’ Acétamipride et une activité résiduelle prolongée.
Le Thiaméthoxame est homologué en Algérie sous la marque Actara 25 WG qui est rapidement
absorbé par les plantes et transporté a toutes ses parties, ou il agit comme un moyen de
dissuasion a l'alimentation des insectes. La substance active interfere avec le récepteur
acétylcholine nicotinique du systéme nerveux : une heure voire 30 minutes apres 1’absorption

de thiaméthoxam, I’insecte arréte de s’alimenter et meurt un jour plus tard.
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Figure 4. Structure chimique du thiaméthoxame (A.R.L.A.S.C., 2007).

I11.2. Propriétés physicochimiques

Le thiaméthoxam est une molécule chimique soluble avec une bonne stabilité chimique

(difficilement métaboliseé par la plante) avec des propriéteés physico-chimiques présentées dans

le tableau suivant selon (Agence de réglementation de la lutte antiparasitaire de Santé

Canada, 2007).

Tableau 02 : Propriétés physico-chimiques du thiaméthoxam (A.R.L.A.S.C., 2007)

Propriétés

résultat

Etat physique et couleur

Poudre de couleur blanc cassé

Odeur

Inodore

Union internationale de chimie pure et
appliquée (IUCPA)

3-(2-chloro-1,3-thiazol-5-ylméthyl)-5-
méthyl1,3,5-oxadiazinan-4-
ylidéne(nitro)amine

Chemical Abstracts Service (CAS)

3-[(2-chloro-5-thiazolyl)méthyl]tétrahydro-
5- méthyl-Nnitro- 4H-1,3,5-oxadiazin-4-

imine

Poids moléculaire

291,7 g/mol-1

Formule brute

C8H10CIN503S

Point de fusion 139,1 °C
Solubilité dans I’eau a 25 °C 4,1 g/L
( ]
{ J
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V1. Modéle biologique : Helix aspersa
V1.1. Description du modéle biologique

L’escargot est une espéce ubiquiste qui s'adapte a des milieux, des sols et des climats
variés (Benguedouar, 2016), qui se distingue par une Coquille brun doré portant des bandes
brunes interrompues de fagon caractéristique. Sa taille est de 30-35 et 32-40 mm a avec un corps
mou et non segmenté complétement dépourvu d’appendices articulés, sa masse viscérale
présente une torsion de 180° par rapport au pied (Larba, 2014) d’ou une asymétrie de certains
de ces organes : un seul rein, poumon, et une seul oreillette cardiaque (Smida &Toualbia,
2016)

Les escargots du genre Hélix appartiennent a la famille des Hélicidés comprend de
nombreuses especes européennes et méditerranéennes a l'exception notable de Hélix aspersa
qui a également colonisé les régions atlantiques et a été introduit hors de I'Europe. L'espéce
Hélix aspersa présente plusieurs sous-espéces dont les principales sont H. aspersa aspersa, H.
aspersa elata et H. aspersa maxima (Bonnet et Vrillo, 1990).La position systematique est la
suivante: (Bonnet et Vrillon, 1990)

Classification

Regne: Animalia
Embranchement: Mollucsa
Classe: Gasteropoda
Ordre: Stylommatophora
Famille: Helicidae
Genre:Helix

Espéce:aspersa
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Figure 5. Helix aspersa. (Bairi, 2018).

VI. 2. Distribution géographique des escargots

Grace a ses pouvoirs adaptatifs aux variations climatiques, H. aspersa est tres commun ;
se trouve dans ses zones habituelles de répartition : jardins, buissons, haies, champs, mais
également dans les zones cultivées (Kerney et al., 2006). Géneralement, il est trés commun
dans la région méditerranéenne, se distribue dans les régions : Royaume-Uni, I'ltalie, la France
et le long des frontiéres des mers Méditerranée et Noire (Dekle & Fasulo, 2008). 1l est introduit
en Argentine, Australie, Canada, Chili, Haiti, la Nouvelle-Zélande, le Mexique, Le Nord
d’Afrique (Algérie) et le Sud, Etats-Unis et les Tles de I'Atlantique (Dekle & Fasulo, 2008). De

nos jours mondialement répandus.

V1.3. Morphologie de I’escargot
L’escargot se compose d’une coquille et d’un corps (Pol, 2006)

La coquille : La coquille de I’escargot est un cylindre conique calcaire de forme spiralée. Elle
est globoide, a un enroulement dextre, son ouverture est évasee, descendante ; son bord externe
est appelé : péristome ; la forme, 1’épaisseur et la couleur du péristome ont souvent une grande
importance dans 1’identification des especes des gastéropodes. La coquille se compose d’une
partie organique (une trame protéique externe : la conchyoline, représentant 1 a 2 % de la
coquille) et d’une partie minérale (carbonate de calcium sous forme de calcite et d’aragonite,
représentant 98 % de la coquille). La coquille représente 30 % du poids du gastropode. Le réle

principal de la coquille est d’assurer la protection du corps en cas de danger.

Le corps : En extension, 1’escargot repose sur le sol par le pied : cette partie en avant de la
coquille permet le déplacement de I’escargot par reptation. Cette masse musculaire pédieuse

est recouverte par le mucus (Cadart, 1975). La partie antérieure de cette masse viscérale est
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couronnée par la téte qui se compose de deux grands tentacules (oculaires), deux petits
tentacules (tactiles) (Bonnet et al., 1990), une bouche et un orifice génital. Pour le reste de la

masse viscérale, contenue dans la coquille, on remarque la présence de :
Le pneumostome, orifice de la cavité palléale pour la respiration.

L’anus qui est situ¢ en dessous du pneumostome.

L’orifice urinaire : invisible, car il est trop petit.

V1.4. Anatomie interne de I’escargot

Le corps d’un escargot consiste en un pied musculeux, large et plat (Didier, 2006) unique,
une téte et une masse viscérale enroulée qui est placée dans la coquille. Les glandes de mucus
placées dans la partie antérieure du pied, il y a aussi des glandes de mucus sur le reste du corps
protégeant 1’escargot contre la perte d’eau. La coquille est sécrétée par un €pais pli de peau,
appelé le manteau (Gireuad, 2008). Elle est reliée au corps par un puissant muscle qui est
attaché a la columelle. La contraction de ce muscle permet a I’escargot de se retirer dans sa
coquille. A I’intérieur de la coquille, se trouve une cavité du manteau, qui contient le cceur, le

rein et le poumon.

Figure 6.Anatomie interne de 1’escargot (www.nature-scientia.com). Légendes : 1 : coquille ; 2 :

foie ; 3 : poumon ; 4 : anus ; 5 : pore respiratoire ; 6 : @il ; 7 : tentacule ; 8 : cerveau ; 9 : conduit salivaire ; 10

: bouche ; 11 : panse ; 12 : glande salivaire ; 13 : orifice génital ; 14 : pénis ; 15 : vagin ; 16 : glande muqueuse
s 17 : oviducte ; 18 : sac de dards ; 19 : pied ; 20 : estomac ; 21 : rein ; 22 : manteau ; 23 : coeur ; 24 : canal

déférent. (Gireuad, 2008).

V1.5. Croissance et survie de I’escargot
Chez les gastéropodes pulmonés, nombreux sont les facteurs abiotiques (climatiques,
nutritionnels) ou biotiques (age, densité, génétique) qui conditionnent la croissance (Daguzan,

1982). La croissance de 1’escargot correspond a une prise de poids et a un accroissement de la
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coquille en longueur, mais également en épaisseur (Gomot de Vaufleury, 2001). La croissance
de ce mollusque se distingue en quatre phases en fonction de la taille et de la masse des animaux
mais aussi de leur différenciation sexuelle(Gomot, 1997) :

La phase infantile : qui dure de 1 & 2 mois avec un coefficient mensuel de croissance de 4 ou

plus, durant laquelle le tractus génital est non-différencié chez des animaux de 0,02 4 0,6 g.

La phase juvénile : un coefficient mensuel de croissance de 2, puis qui va en s’amenuisant.
Cette phase relative a un tractus génital qui s'organise et a une gamétogenése active. La masse
est comprise entre 0,6 et 6 g.

La phase de maturation sexuelle ou phase pré-adulte : durant laquelle les glandes annexes
femelles se développent. Elle concerne des escargots non bordés (absence d’épaississement du
péristome) de plus de 6 g. L’animal est a maturité sexuelle et ou sa taille est maximale qui est

géneralement atteinte aprés 12 a 18 mois de la naissance.

La phase adulte : ou I’animal commence a se reproduire. 1ls sont alors bordeés. Cette phase est
suivie par une autre phase c’est : la phase sénile qui se caractérise par une baisse pondérale. Il

est difficile de savoir si I’escargot meurt de vieillesse ou de maladies.

La durée de vie des escargots varie selon les especes. Dans la nature, les Helix dépassent
I'dge de trois ans (Gomot & Gomot, 1995).

V1.6. Reproduction et ponte :

Helix aspersa est hermaphrodite : une seule gonade produit les spermatozoides et les
ovules qui atteignent 1’orifice génital par des conduits séparés. Le processus de 1'accouplement
est complexe, il peut avoir lieu plusieurs fois avant la ponte. Les 2 escargots se positionnent
tétebéche pour échanger leurs spermatozoides. Le temps d’accouplement est variable et peut

durer au moins dix (10) heures (Lalmi & Lazreg, 2016).

La fécondation a lieu au niveau de la chambre de fertilisation, une quinzaine de jours
aprés I’accouplement. Les ovocytes fécondés sont entourés d’albumen (secrété par la glande a
albumen), qui constitue les réserves nutritives pour le développement embryonnaire, puis d’une
coque calcaire. Pour pondre, I’escargot creuse avec sa téte une cavité de 2-4 cm de profondeur
dans le sol, et y dépose une ponte constituée en moyenne d’une centaine d’ceufs. La ponte peut
durer jusqu’a 36 heures. A une température de 18-20°C, les ceufs vont se développer en 12 a 15
jours avant d’éclore. Ensuite les jeunes éclos remontent ensuite en surface, ce qui prend 4 a 5

jours supplémentaires avant de pouvoir les apercevoir (Lecalve, 1989).
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V. Evaluation de la toxicité des polluants
V.1. Les organismes utilisés

Pendant de nombreuses années, les méthodes d’évaluations de la qualité des écosystémes
terrestres, reposaient presque exclusivement sur des mesures de paramétres chimiques de
milieu. Ces méthodes traditionnelles, ne permettent pas toujours de connaitre leur impact sur le
milieu vivant (Grand et al., 2012). Toutefois, le recours aux indicateurs biologiques constitue
un processus d’évaluation plus compléte et plus informative, puisqu’ils permettent d’évaluer
les impacts de ces différentes perturbations sur la faune et la flore qu’ils abritent (Benoit
Chabot, 2014).

La bio-indication désigne I'évaluation de la qualité des milieux, en se basant sur les
caractéristiques des communautés qui y vivent (Reyjol et al., 2013), ce sont les bio-indicateurs,
qui peuvent étre un individu, une partie d’individu ou méme une communauté d’individus (De
Vaufleury & Gimbert, 2009), pertinents pour déterminer 1’état de I’environnement (Druart,
2011). Aussi, La tache d’un bio-indicateur est davantage de mettre en évidence les effets
physiologiques affectant les organismes sous I’influence de conditions environnementales
stressantes, que de mesurer directement les concentrations des différents polluants impliques,
ainsi qu’a identifier les changements qui surviennent dans I’environnement, a la présence de la

pollution (Benoit Chabot, 2014).

Cependant, La bioaccumulation est un phénomene important qui donne des informations
sur la biodisponibilité des polluants et entraine souvent une biomagnification des polluants le
long de la chaine trophique. Dans le cas des produits phytosanitaires, leur bioaccumulation
dépend de leur formule, de leur concentration dans 1’environnement mais aussi des conditions

physiques et chimiques du sol (Cortet et al., 1999).
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Tableau 3: Les différents types de réponses étudiées chez les organismes bioindicateurs de la
faune du sol (Ac : Acariens, Col : Collemboles, Ench : Enchytréides, V d T : Vers de Terre,
Isop :Isopodes, Gast : Gastéropodes) d’apres Cortet et al. (1999)

Ac | Col |Ench | VdT | Isop | Gast
Bioaccumulation X X X X
Fonetion X X X
o Mortalite X X X X X
bioindicateurs ) -
: : Reproduction / développement X X X X X X
toxicologiques
Perturbation neurologique X
Biomarqueurs d’exposition X X X X
Abondance X X X X X X
bioindicateurs | Biomasse X X X X X X
¢cologiques | Richesse spécifique X X X X X X
Diversité X X X X X X

V.2. Les tests écotoxicologiques

La toxicité potenticlle d’une substance est évaluée par des tests écotoxicologiques : il
s’agit d’essais expérimentaux déterminant 'effet d'un ou de plusieurs produits sur un groupe
d'organismes sélectionnés, dans des conditions bien définies (Keddy et al, 1994). Ces tests de

toxicité, appelés aussi des bioessais, sont de deux types :

Les tests de toxicité aigué se réalisent sur une durée trés courte (par rapport au temps
dégenération de I'organisme). Leurs avantages sont leur rapidité et leur faible colt. Ces tests
impliquent généralement des concentrations élevées du polluant; de ce fait, les effets a long

terme des faibles concentrations ne sont pas mis en évidence.

Les tests de toxicité chronique se déroulent sur une relativement longue durée par rapport au
temps de génération de I'organisme. Ce sont par exemple les tests sur la reproduction. Ils sont
plus longs et plus colteux que les tests aigus, mais ils permettent de mettre en évidence des

effets a long terme d'un polluant.

De nombreux termes en relation avec les tests de toxicité ont été définis. La CSEO
(Concentration maximale sans effet observée ou NOEC) correspond a la plus forte
concentration testée n’entrainant pas d’effet statistiquement significatif par rapport aux témoins

; la CMEO (concentration minimale avec effet observé ou LOEC) correspond a la plus faible
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concentration testée pour laquelle un effet statistiquement significatif est observé par rapport
aux témoins ; les CE 20 ou 50 correspondent aux concentrations efficaces a 20 ou 50%,
concernant le parametre étudié (par exemple, la concentration inhibant la croissance chez 50%
des animaux testés) et déterminées statistiquement ; la CL 50correspond a la concentration
entrainant la mort de 50% des organismes testés

V.3.Biomarqueurs

Les biomarqueurs peuvent constituer une alternative ou étre intégrés aux bio-essais. Si
I’utilisation de biomarqueurs a ¢été principalement développée chez les vertébrés, un
développement significatif de I’utilisation de ces outils a été réalisé ces dernieres années chez
les invertébrés (McCarthy & Shugart, 1990 ; Huggett et al, 1992 ; Peakall, 1992 ; Fossi &
Leonzio,1994 ; Connon et al, 2012 ; Mouneyrac & Amiard-Triquet, 2013). Initialement, les
biomarqueurs ont été définis comme étant une réponse biologique a un ou plusieurs composés
chimiques permettant de mesurer une exposition présente ou passée ainsi qu’un effet toxique
(Peakall, 1994).Une définition plus précise est proposée par Lagadic et al (1997) qui considére
les biomarqueurs comme des changements observables et / ou mesurables au niveau
moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental, qui révelent
I’exposition présente ou passée d’un individu a au moins une substance chimique a caractére
polluant. Les biomarqueurs sont généralement classés en 2 groupes (NRC, 1987 ; NAS/NRC,
1989 ; WHO, 1993 ; tableau 4).

- Les biomarqueurs d’exposition a un Xénobiotique
- Les biomarqueurs d’effets de I’exposition

La premiere catégorie de biomarqueurs indique que le polluant présent dans le milieu a
pénétré dans I’organisme. Généralement, les biomarqueurs d’exposition sont le résultat d’une
interaction entre le xénobiotique et des molécules biologiques présentes dans les tissus ou les

fluides de I’organisme.

La seconde catégorie de biomarqueurs indique que le xénobiotique qui a pénétré dans
I’organisme, a exercé un effet toxique sur ce dernier. L’approche utilisant des biomarqueurs a
été initialement développée afin d’évaluer les réponses d’un individu a une exposition a un
Xénobiotique ou a un stress. Partant de ce constat, certains auteurs sont partis du postulat que le
terme biomarqueur n’était qu’une dénomination de composants ou processus préexistants dans

I’organisme. L’utilisation de biomarqueurs nécessite donc de connaitre au préalable le
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fonctionnement des étres vivants. Depledge (1994) propose une analyse du réle fonctionnel des

biomarqueurs par rapport a 1’état d’homéostasie de 1’organisme (figure 5). Les biomarqueurs

permettent donc le maintien de 1’homéostasie de I’organisme. Toutefois, lorsque la dose de

xénobiotiques augmente, certains biomarqueurs interviennent pour compenser 1’action des

contaminants. D’autres biomarqueurs ne compensent pas 1’action des xénobiotiques mais la

subissent, et font partie des biomarqueurs de non-compensation. Si la dose ou I’exposition

augmente encore, 1’état de santé¢ de I’individu devient alors irréversible, aboutissant

généralement a la mort de I’individu.

Tableau 4 : Principaux biomarqueurs selon d’OSPAR (d’aprés Vasseur et Cossu-

Leguillee, 2003).

Biomarmgueurs
d'exposition

Biomarmueurs d'effet

Biomargqueurs

CYP 1AL, expression

et activité EROD,
BaP hydroxylase,
Glutathion-5-
wansferase

Protéines multi.
=Enobiotique,
résistance (MXE)

acétyl cholinestérase

Witellogéninme

Métatiothionéines
phytochélatines,
protéines de stress

Dommage ADM,
adduits ADN

Dommage ADMN

Acityl cholinestérase

Peroxydation lipidigue

Enzymes antioxydantes

Intégrité lysosomiale

Commantaires

Les activités monooxygénases impliquant diverses isoformes
de cylochromes P£50 (la mesure La plus connue est
Vinduction de "activigé enzymatique EROD) sont impliquées
dans le métabolisme des composdés endogénes lipophiles, et
sont inductibles par des substances exogénes_

Les protéines de transport membranaire [systéme MXR/SMDR)

pewvent Etre induites ou inhikées par diverses substances
arganiques. C'est un mécanisme de défense cellulaire qui
permet & la cellule transporter des métabolites ou des
ménobictigques.

Activitéd enzymatique du métabolisme de neurctransmetteurs.

Protéines de réserves des mufs synthétisés dans le foie.

Les métallothionéines (MTs) et phytochélatines (PCs)
normalement exprimées dans les tissus, impliguées dans
homéostasie des métaux, peovent &tre surexprimées an
présence de métaux, mais aussi de composés arganiques
aromatiques inducteurs de stress oxydatif cellulaine.

Les polluants (HAPs, organiques persistants...), comme des
facteurs physigues, peuvent altérer de différentes fagons
rintégrité de la structure de I"ADM {cassure simple et double
brin, liaison ADM, dommages chromosomigues), soit
directement soit wia leurs métabolites.

Des pelluants peuvent augmenter les niveaux cellulaires

de molécules aoxygéndeas fortement réactives (ROS), soit

par une induction de synthése soit par une inhibition

des mécanismes de défense. Lorsque ces demiers sont
dibordés les lipides membranaires, les protéines cellulaires
sant endommagées par des réactions de peroxydation.

Ces processus peuvent #re mesunés et uliliséds comme
indicateurs de stress.,

La stabilité de la membrane semi-perméable des lysosomes
est un indicateur de ["état de la cellule.

| Effets

Induction

Induction,

imhibition

Inhibition

Induction

| (mdle)

Induction

Oecurence

COocurence

Inhibition

Induction

Induction/
imhibitiom

Diminution

Substances

| chimiques

Pesticides
arganachlerés,
PCEBs, dioxines,
HAPs, BaP,
non spécifique

Substances

arganiques
(HAPs. PCEs et
mi&tabolites...}

Pesticides
(organo-
phosphorés,
carbamates)

Perturbateurs
endoctriniens

MéEraux, aulres
xénoblotiques.

Mutagénes,

génotoxiques
Mutagdnes,
génotoxiques 7
Pesticides

(organo-
phosphorés,

carbamates)

Man spécifigues
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I. Expérimentation
I.1. Détermination de la toxicité d’un xénobiotique
L’objectif de ces bioessais est de déterminer les concentrations sub-Iétales 10 et 25 (CL10
et CL25), et les concentrations létales 50 et 90 (CL50 et CL90-96h) du thiaméthoxame
a I’égard d’Helix aspersa. Plusieurs auteurs (Bairi, 2018 ; Ourfella, 2017 ) ayant travaillés sur
la toxicité des xénobiotique (pesticides, métaux lourds) a I’égard d’ Helix aspersa ils ont suivis

les méthodes décrites comme suit :

Traitement : des boites en plastiques sont placées au niveau du laboratoire. L’ouverture de
chaque boite a été bien couverte avec un tissu filet fixé avec une bande d’¢lastique. Des lots de
10 escargots, de taille et poids similaire sont placés dans les différentes boites. Des essais
préliminaires sont réalisés avec une batterie de doses du xénobiotique rassemblés a partir des
travaux scientifiques ultérieurs. Le traitement est réalisé soit par voie cutanée, soit par
inhalation déposer sur la nourriture. Les animaux sont quotidiennement observés a la méme

heure, pendant toute la durée de l'expérience (96h).
Mortalité observée

Le pourcentage de mortalit¢ observée chez les escargots traités par le xénobiotique
a différentes concentrations ainsi que les témoins est déterminé selon la formule

suivante :

Nombre d'escargots morts aprés traitement

Mortalité observée = — x 100
Nombre totale des traité

Mortalité corrigée

Le pourcentage de mortalit¢é observée est corrigé par la formule d'Abbott

(1925) qui permet d'éliminer la mortalité naturelle.

Mortalité observée chez les traités - mortalité observée chez les témoins

Mortalité corrigé= — - — x 100
100-mortalité observée chez les témoins
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Transformation angulaire des données

Les pourcentages de mortalité corrigée subissent une transformation angulaire
selon Bliss (1938) cit¢ par Ficher & Yates (1957). Les données normalisées font
l'objet d'une analyse de la variance a un criteére de classification ; suivie par le classement des

concentrations par le test de Tukey.
Analyse des probits

Les pourcentages de mortalité corrigée subissent une transformation en probits (y), et les
concentrations en logarithme décimal (x) (Ficher & Yates, 1957). Le calcul de la droite de

régression y = ax + b, permet ’obtention des CL10, LC25, CL50 et CL90 (Finney , 1975).
I.2. Mesure des biomarqueurs

Selon plusieurs auteurs ayant travaille sur H. aspersa le dosage des biomarqueurs
I’acétylcholinestérase et la glutathion S transférase est réalisé sur la téte et le hépatopancréas.
Les résultats sont exprimés par rapport aux protéines dont le dosage est réalis¢ selon Bradford

(1976). (Bairi, 2018 ; Douafer, 2010).
1.2.1. Dosage de I’acétylcholinestérase :

Le dosage de ’AChE a été effectué selon la méthode d’Ellman ef al. (1961) décrite
précédemment (Sifi et al., 2007). Cette méthode consiste a fournir a I’enzyme un substrat,
I’acétylthiocholine (ASCh), dont I’hydrolyse catalysée libére de la thiocholine (SCh) et de
I’acide acétique. La quantité de thiocholine libérée agit avec I’acide 5-5° dithiobis-2-
nitrobenzoique (DTNB) forme un complexe de couleur jaune dont I’intensité est lue a une
longueur d’onde de 412 nm. La mise au point d’un réactif spécifique des groupements thiols,
le DTNB a permis la réalisation d’un protocole qui utilise comme substrat de la réaction un
dérivé soufré de l’acétylcholine, dont I’hydrolyse libére des groupements sulthydriques

quantifiable par spectrophotométrie. Le principe de la réaction est décrit ci-apres :

Les fragments de téte sont homogénéisés pendant quelques secondes dans 1 ml de
solution détergente [38,03 mg EGTA (acide éthyléne glycol-bis, B-aminoéthyl éther NNN’N’
tétra acétique), 1ml Triton X 100% 5,845 g NaCl, 80 ml tampon tris (10 mM, pH 7)] a I’aide
d’un homogénéiseur a Ultrasons, puis centrifugés (9000 tours /mn pendant 15 mn) (fig. 2) ; le
surnageant récupéré servira pour la mesure de I’activité de ’AChE. Celle-ci est déterminée

comme suit :
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Une fraction aliquote de 100 pul de surnageant sont additionnées a 100 ul de DTNB (0,1
M, pH 8) [(39,6 mg de DTNB, 15 mg CO3HNa) dans 10 ml du Tris (0,1 M, pH 7)] et 1 ml du
tampon Tris (0,1 M, pH 7) ; 3 & 5 minutes sont nécessaires pour épuiser la réaction spontanée.
100 pl du substrat Acétylthiocholine iodide (118 mg d’acétylthiocholine dans 5 ml d’eau
distillée) sont ajoutés. La lecture des densités optiques s’effectue a 412 nm toutes les 4
minutes pendant 20 mn contre un blanc ou le surnageant a été remplacé par un volume
¢quivalent de solution détergente. Les résultats obtenus ont été exprimés en uM/mn/mg de

protéines.

Activité de AChE

ADO/mn

pM/mn/mg de protéines)= X —/ mg de proteines
(WM/mn/mg d éines) /mgd i

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (uM/mn/mg de protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du temps.
e: 1,36 x 107 : coefficient d’extinction molaire du DTNB (M cm™).

Vt : volume total dans la cuve : 1,3 ml [0,1 ml surnageant + 0,1 ml DTNB + I ml tampon tris (0,1
M, pH 7) + 0,1 ml acétylthiocholine].

Vs : volume du surnageant dans la cuve: 0,1 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

1.2.2. Dosage de la glutathion S transférase

La mesure de ’activité de la glutathion S-transférase (GST) est déterminée selon la
méthode de Habig et al. (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et
un substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le glutathion
(GSH). Les échantillons (chair) sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH
6). L’homogénat est centrifugé a 14000 trs/mn pendant 30 mn et le surnageant récupéré servira
comme source d’enzyme.

Le dosage consiste a faire réagir 200 pl du surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB (1
mM)/GSH (5 mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml tampon phosphate
(0,1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est réalisée dans un spectrophometre visible /UV
(WPA). Elle est effectuée toutes les 1 mn pendant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm
contre un blanc contenant 200 pl d’eau distillée remplagant la quantité du surnageant. L’activité

spécifique est déterminée d’apres la formule suivante:

Activité de la GST
ADO/mn

(uM/mn/mg de protéines)—= X Z—Z/ mg de protéines
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X: micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (uM/mn/mg de protéines).
A Do: pente de la droite de régression obtenue apreés hydrolyse du substrat en fonction du temps.
e:9,6 coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM"' cm™).

Vt: volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH].
Vs: volume du surnageant dans la cuve: 0,2 ml.
mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.

1.2.3. Dosage des protéines

Le dosage des protéines est effectué¢ selon la technique de Bardford et al., (1976) sur
une fraction aliquote de 0,1 ml de I’homogénat avec 4 ml de bleu brillant de Coomassie (BBC)
(G 250, Merk) comme réactif (50 mg de bleu brillant de Coomassie, 25 ml d’éthanol (95%), 50
ml d’acide orthophosphorique (85%) et complété a 500 ml avec I’eau distillée) et I’albumine

sérum de beeuf (Sigma, France) comme standard.

La lecture des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 595 nm, et la gamme
d’étalonnage est réalisée a partir d’'une solution d’albumine de beeuf (1 mg/ml) selon les
indications ci-dessous.

Tableau 5 : Dosage des protéines, réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution d’albumine (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
( ]
(2 )
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I1. Synthese des résultats ultérieurs

Le grand succes des pesticides dans le domaine d'agriculture a entrainé une étendue rapide
de leur production et utilisation durant les derniéres décennies. Mais vu de leurs propriétés
toxicologiques, présence et concentration dans la chaine alimentaire ils constituent un véritable
danger, et sont actuellement parmi les principaux polluants environnementaux (Sanderson et
al., 2002 ; Perera et al., 2005 ; Watanabe-Akanuma et al., 2005). Cependant, 1'un des
pesticides les plus utilis¢ est le Thiaméthoxame, qui est un néonicotinoide de deuxieme
génération t capable de mimer l'acétylcholine (Maienfisch ez al., 2001). Il agit de maniere
sélective, c¢’est un agoniste de 1’acétylcholine .il forme des liaisons irréversibles aux nAChRs
entraine une excitation continue des membranes des neurones endommageant le systeme
nerveux et entrainant la mort de l'organisme (Belzunces et al., 2012 ; Nauen et al., 2003 ;
Gobel et al., 1999 ; Maienfisch ef al., 1999 ; Hofer et Brandl, 1999 ; Lawson et al., 1999 ;
Zang et al., 1998)

D'autre part pour déterminer les effets des insecticides étudiés, il est nécessaire de
disposer de modele biologique représentatif du milieu étudié. un certain nombre d'études ont
indiqué que l'escargot Hélix aspersa est un bon bioindicateur de I'exposition aux pesticides
(Salama et al., 2005; Coeurdassier et al., 2002; Snyman et al., 2002; Schuytema et al., 1994;
Rorke et Gardner, 1974) .C’est pourquoi le choix des chercheurs s’est porté sur ce modele
et aussi pour plusieurs raisons :

-Le fait que cet organisme participe activement au fonctionnement de I'écosystéme ensuit
leur sensibilité a des faibles perturbations de I'environnement. Ce gastéropode a la particularité
de concentrer dans ses tissus des substances polluantes, ils appartiennent a des réseaux
trophiques impliquant divers prédateurs invertébrés et vertébrés qui contribuer au transfert des
polluants.

IL.1. Toxicité du thiaméthoxame

Le thiaméthoxame, particulierement soluble, percole dans la feuille et est transportée par
la seve dans I'ensemble des organes de la plante ou il peut affecter les insectes par ingestion ou
par simple contact. Selon le fabricant, le thiaméthoxame, quand il est utilisé conformément a la
réglementation et a I'étiquetage, est une substance modérément toxique pour les mammiféres
(Bingham ez al., 2008), les oiseaux et les poissons (Tomizawa & Casida, 2005). 11 est
faiblement toxique, la DL50 par voie orale est > 5000 mg/kg chez le rat, tandis que par voie

cutanée elle est > 2000 mg/kg (A.R.L.A.S.C., 2007) .
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Le thiaméthoxame est non mutageéne. Une étude sur la reproduction des rats, alimentés
jusqu'a 61 mg/kg /jour n’a entrainé a aucun effet néfaste attribuable au traitement sur les indices
de reproduction (accouplement, gestation, fertilité, viabilité) (A.R.L.A.S.C., 2007). Cette
molécule semble pourtant relativement toxique pour les organismes aquatiques (Sanchez-Bayo
& Goka, 2006 ; Berghiche et al., 2018 ; Cheghib et al., 2020). Le thiaméthoxame (500 a 700
g / L d'eau) provoque une augmentation de l'agressivité des écrevisses Procambarus clarkia
(Barbee & Stout, 2009). Les travaux de Paunescu ef al. (2010) ont montré que l'actara a une
dose de 0,4 mg / g de poids corporel a une température basse (4-6 °) et élevée (22-24 ° C)

provoque un changement morphologique de la peau de I'amphibien Rana ridibunda.

Cependant, ce composé est surtout mis en cause dans le phénomene de surmortalité des
abeilles (Nauen et al., 2001; Iwasa et al., 2004 ; Rortais ef al., 2005 ; Aliouane ef al., 2009 ;
Henry et al., 2012) . Il est accusé de participer au phénomene de régression de certaines especes
pollinisatrices ; en particulier les abeilles (Valo ,2012) (Henry ,2014).

De plus, une étude menée par Qi er al. (2013) sur une nouvelle molécule de
néonicotinoide, le guadipyr, largement utilisé en Chine contre Daphnia magna au cours d’une
exposition de 48 heures, il a été démontré que la CE5S0 effective de la concentration de guadipyr
est de I’ordre de 13,01 mg / L. Cette concentration pouvait avoir un impact significatif sur le

développement et la reproduction de D. magna pendant 21 jours d’exposition.

Les néonicotinoides peuvent également réduire la capacité des prédateurs a attaquer leurs
proies. Ce phénomene a été démontré chez deux especes d'acariens Neoseilus californicus et

Phytoseiulus macropilis (Poletti et al., 2010).
I1.2. Dosage des biomarqueurs

L'inhibition ou l'induction I'un des paramétres biochimiques chez les organismes exposés
aux contaminants toxique ont été utilisés comme biomarqueurs et peuvent constituer un
important outil de diagnostic pour évaluer I'exposition et les effets des xénobiotiques. (Ozmen

et al (1999) ; Sturm et al.,1999 ; Forbes et al., 1997 ; McLoughlin e al., 2000).

I1.2.1. La glutathion S transférase
Le systeme de défense antioxydant est présent chez toutes les cellules aérobies et
neutralise les réactions chimiques intermédiaires produites par voie endogene et/ou le
métabolisme des xénobiotiques. L activité du systéme antioxydant peut subir une augmentation

ou une inhibition sous I’effet d’un stress chimique (Winston & Di Giulio., 1991).
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Les GST (Glutathion-S-transférase) sont des enzymes de biotransformation de phase II,
dont la fonction est de conjuguer a une molécule de GSH une grande variété de substrats pour
permettre leur élimination dans la bile ou I'urine. Ces substrats peuvent étre des molécules
endogénes, ou des xénobiotiques tel que : les pesticides (Narbonne ef al., 1991). L’activité des
glutathion S-transférases augmentait dans les organismes en fonction de la concentration en

xénobiotiques dans le milieu (Van veld & Lee, 1988).

s
1
h.'u:\l/\/"\qu",Nl!v,f:mm + Xénobiotiques
Ly

COOH

Glutathion
GST
5-X
Nil:\_A_/'(tN” | nH_-coon  Glutathion-S-conjugué
COOH 0

Figure 7. Schéma de conjugaison d’un substrat avec le glutathion réalisé par une GST. (Benradia,

2016).

En effet, Des études ultérieurs montre que la GST augmente chez les poissons Gambusia
affinis exposés au thiamithoxame (Cheghib et al., 2020). Aussi, le thiaméthoxame provoque
une induction de la GST chez la crevette Palaemon adspersus (Berghiche et al., 2018).
Cependant, d’autres travaux sur d’autres néonicotinoides provoquent I’induction de la GST tel
que I'imidaclopride chez Helix aspersa (Radwan & Mohamed, 2013) ;

Une induction de l'activité de la GST a également été observée chez plusieurs especes de
crustacés tels que Palaemon esargentinus exposés au fénitrothion (Lavarias & Garcia, 2015),
chez Macrobrachium borelli traités avec un insecticide organophosphoré (Lavarias & Garecia,
2013). D'autres études ont été réalisées sur l'imidaclopride par Jemec et al. (2007) ont

¢galement montré un effet significatif sur l'activité de la GST aprés une exposition de 21 jours.

I1.2.2. L’acétylcholinestérase
L’acétylcholinestérase c’est une enzyme qui catalyse ’hydrolyse des esters de la choline.
Il ne joue aucun rdle dans la désintoxication mais il est impliqué dans les mécanismes de

transmission de l'influx nerveux dans tout le corps. L'inhibition de I'enzyme par de nombreux
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composés neurotoxiques conduit a une accumulation du messager chimique, l'acétylcholine
dans le synaptique l'espace, qui maintient une transmission constante de l'influx nerveux,

conduisant a la mort de I'individu (Bocquené 1996).
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Figure 8. Représentation schématique d’une synapse cholinergique entre deux neurones

(Bodereau, 2011).

Selon plusieurs auteurs, ’activité AChE est utilisée comme un marqueur d'exposition aux
pesticides chez les mollusques. D’apres les travaux de Hamdi-Ourfella et al ., 2018 en exposant
des escargots a différentes concentrations de l'insecticide pendant 96h ; les mesures du
biomarqueur montrent une inhibition de I’activité AChE par le thiaméthoxame en comparaison
avec les témoins. Des études similaires montrent que le thiaméthoxame provoque une inhibition
de l’activité¢ de I’AChE chez G. affinis (Cheghib et al., 2020).

Aussi, le thiaméthoxame provoque une inhibition de cette activité chez la crevette
Palaemon adspersus (Berghiche et al., 2018). Qi et al. (2018) ont montré que l'activité de
I'AChE était inhibée chez les crustacés planctoniques Daphnia magna par deux nouveaux
insecticides néonicotinoides : cycloxaprid et guadipyr. Aussi, Gyori ef al. (2017) ont démontré
que quatre néonicotinoides (acétamipride, clothianidine, thiaclopride et thiaméthoxame) sont
tous capables d’inhiber l'activité AChE chez Electrophorus electricus, un poisson d'eau douce
d'une maniére dépendante de la concentration.

I1a été démontré que l'exposition des souris a des concentrations allant jusqu'a 3 000 ppm
du thiaméthoxam pendant 50 jours induisait des tumeurs du foie (Green et al., 2005) et
provoquait une diminution de I'AChE et de capture de choline nécessaire a la synthése de

l'acétylcholine chez les rats a des doses allant de 50 a 100 mg / kg (Rodrigues et al., 2009).
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Conclusion & perspectives

Cette étude vise a évaluer la toxicité d’un insecticide représentant de la classe des
néonicotinoides le thiaméthoxame commercialisé sous le nom Actara ® 25WG a 1’égard d’une
espéce non visee Helix aspersa ; ainsi que son effet sur 1’activité des deux biomarqueurs le

glutathion-S-transférase (GST) et 1’acétylcholinestérase (AChE).
L’étude est répartie en deux grands axes :

Une syntheése bibliographique : qui nous a permis de comprendre le mécanisme d’action
des néonicotinoides qui est la famille la plus récente des insecticides nouvellement synthétisés.
Des connaissances sur le modele biologique proposé dans cette étude le mollusque Helix
aspersa et son intérét en Ecotoxicologique d’une part comme étant une espece bioindicatrice

de la pollution des sols et d’autre part, entant qu’espece comestible.

Une synthese des travaux a été réalisée sur les recherches ayant travailler sur cet axe nous
a permis de comprendre les demarches et protocoles utilisés a fin d’évaluer la toxicité du
thiaméthoxame a 1’égard d’Helix aspersa, aussi, les protocoles utilises sans les dosages des
deux biomarqueurs la glutathion-S-transférase GST et 1’acétylcholinestérase AChE, dont
I’activité est déterminée selon les protocoles d’Habig et al., 1974 ; et Ellman et al., 1961

respectivement.

A partir des résultats des travaux précédents le thiaméthoxame est toxique a 1’égard de
plusieurs especes les oiseaux, les mammiferes, ainsi que les organismes aquatiques a différentes
doses ou concentration apres une durée d’exposition. Il présente également, une diminution de
I’activit¢ de ’AChE ; et une augmentation de 1’activité de la glutathion S transférase chez

plusieurs especes

La somme des résultats des travaux précédent confirme la toxicité du thiaméthoxame et
son mécanisme d’action sur la fonction nerveuse cependant du fait du Thiaméthoxame qui
interférer avec les récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine situés dans la membrane post-

synaptique ce qui perturbe le fonctionnement normal de systéme nerveux.
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Résumes
Résumés

1. Résumé

L'utilisation des produits phytosanitaires pour lutter contre les ravageurs des cultures
agricoles est une nécessité, mais cette méthode n'est pas sans risque et peut entrainer des effets
non intentionnels pour d’autres organismes non visés. Cette étude a pour but d’évaluer la
toxicité d’un néonicotinoide le Thiaméthoxame et ses effets toxiques sur le mollusque Helix
aspersa, une espéce indicatrice de la pollution des sols.

D’apres la synthése de recherche réalisée le thiaméthoxame semblent avoir une toxicité
a I’égard de plusieurs especes notamment Helix asprsa. Quant a son effet sur les deux
biomarqueurs : le thiaméthoxame inhibe I’activité de I’acétylcholinestérase AChE, et provoque
une induction de I’activité la glutathion-S-transférase GST.

Mots clé : Toxicité, pollution, Thiaméthoxame, Helix aspersa, AChE, GST.

2. Abstract

The use of plant protection products to control pests in agricultural crops is a necessity,
but this method is not without risk and may lead to unintended effects for other non-target
organisms. The purpose of this study is to assess the toxicity of a neonicotinoid Thiamethoxam
and its toxic effects on the mollusc Helix aspersa, a species indicative of soil pollution.

According to the synthesis of research carried out thiamethoxam seem to have a toxicity
towards several species including Helix aspersa. As for its effect on the two biomarkers:
thiamethoxam inhibits the activity of acetylcholinesterase AChE, and induces an induction of
glutathione-S-transferase GST activity.

Key words: Toxicity, pollution, Thiamethoxam, Helix aspersa, AChE, GST.
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