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RESUMES

Résumé

Cette ¢étude vise a évaluer les effets de 1’Actara et de I'huile essentielle d'une plante
médicinale S. officinalis sur un gastéropode terrestre commun dans le Nord-Est algérien, Hélix
aspersa. La mortalité et les doses Iétales des deux composés ont été déterminées aprés 96 heures
d’exposition. De plus, la toxicité aigiie et subaigué a ét¢ évaluée en fonction de des activités
enzymatiques et des réserves énergétique de cette espece. Les doses 1étales ainsi que les parameétres
biochimiques (acétylcholinestérase, catalase, GSH, les lipides et les glucides) ont été mesurés a
différents temps de traitement (1, 2, 3, 4, 7 et 14 jours). Les tests toxicologiques montrent une
corrélation positive entre les mortalités les doses testées et les doses létales CL50 et CL90 de
I’ Actara sont respectivement de 224,388 mg/L et 781,627 mg/L. En revanche, la CL 50 et la CL 90
sont respectivement de 351,5 mg/L, 748,169 mg/L. Le traitement des adultes d'Hélix aspersa par
l'extrait de la plante S. officinalis et l'insecticide pendant 14 jours entraine une induction des
activités enzymatiques et des réserves énergétiques comme le montrent les résultats du dosage
biochimique. Cette induction se manifeste par une inhibition significative de 'activité spécifique de
l'acétylcholinestérase et du taux de GSH et une augmentation significative l'activité spécifique de la

catalase, le taux de lipides et de glucides.

Mots clés : Helix aspersa, Huile essentielle, S. officinalis, Actara, Toxicité aigiie,Ccomposition

biochimiques.



RESUMES

Abstract

This study aims to evaluate the effects of Actara and the essential oil from the medicinal
plant S. officinalis on a common terrestrial gastropod in northeastern Algeria, Helix aspersa.
Mortality and lethal doses of both compounds were determined after 96 hours of exposure.
Additionally, acute and subacute toxicity was assessed based on enzymatic activities and energy
reserves of this species. Lethal doses and biochemical parameters (acetylcholinesterase, catalase,
GSH, lipids, and carbohydrates) were measured at various treatment times (1, 2, 3, 4, 7, and 14
days). Toxicological tests show a positive correlation between mortality and tested doses, and the
lethal doses (CL50 and CL90) of Actara are 224.388 mg/L and 781.627 mg/L, respectively.
Conversely, CL50 and CL90 for S. officinalis are 351.5 mg/L and 748.169 mg/L, respectively.
Treatment of adult Helix aspersa with the extract of S. officinalis and the insecticide for 14 days
results in induction of enzymatic activities and energy reserves, as indicated by biochemical assays.
This induction is characterized by significant inhibition of acetylcholinesterase specific activity and

GSH levels, and significant increase in catalase specific activity, lipid, and carbohydrate levels.

Key words : Helix aspersa, Essential oil, S. officinalis, Actara, acute toxicity, biochemical

composition."
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INTRODUCTION

1. Introduction

Les pesticides fréquemment appliqués sur les produits agricoles pour améliorer la qualité et
la quantité des aliments, avec une utilisation massive et sans restriction de produits de synthése,
entrainent des effets déléteéres, un effet 1étal sur divers organismes non ciblés et se bioaccumulent
facilement aux chaines trophiques (Kalavathy et al, 2001: Sathyamoorthi et al, 2019:
Kumaresan et al., 2018; Al-Ghanim et al., 2019 ; Zaidi et al., 2013).

En Algérie I'usage des produits phytosanitaires en agriculture pour lutter contre les
maladies et les insectes ainsi que pour réguler la croissance des plantes, s’amplifie de plus en
plus avec le développement rapide des activités agricoles. Cependant, ces produits sont
caractérisés par leur forte persistance et leur résistance aux processus de dégradation dans
I’environnement, ainsi que par leur bioaccumulation dans les chaines alimentaires (Marliere,
2000). Selon les différentes applications de ces composés, ils peuvent étre divisés en plusieures
groupes : herbicides, insecticides et fongicides et molluscicides, ... (He et al., 2020). Parmi les
insecticides les plus utilisés en Algérie, les néonicotinoides.

Les néonicotinoides sont apparus comme une nouvelle génération d'insecticides
respectueux de l'environnement pour remplacer des composés plus toxiques et persistants tels
que les organophosphorés et les carbamates (Simon-Delso et al., 2015 ; Cossi et al., 2020). En
tant que classe d'insecticides systémiques, les néonicotinoides se lient au récepteur
d'acétylcholine nicotine (nAChR) du systéme nerveux central de I'escargot. Cela provoque une
excitation neuronale inhabituelle, des spasmes du corps entier, une paralysie et méme la mort
chez les escargots (Yamamoto & Casida, 1999 ; Tian et al, 2020). Cependant, leur potentiel
toxique est plus faible chez les vertébrés car ces derniers ont une affinité relativement faible pour
les récepteurs nicotiniques et que les néonicotinoides ne traversent pas facilement la barriere
hémato-encéphalique (Gupta & Milatovic, 2014; Ensley, 2018 ; Stara et al., 2020).

Parmi les néonicotinoides de deuxieéme génération, le thiamethoxame (Abd- Alrahman,
2014; Jyot & Singh, 2017; Chouahda et al., 2018; Pang et al., 2020) en est le premier (Gomez-
Herrero et al., 2019). 11 est utilisé dans la région Nord-Est Algérienne contre les insectes piqueurs
et suceurs des céréales, des arbres fruitiers et des cultures maraichéres. Le TMX est utilisé en
culture a des doses allants de 800 a 4000 mg/L d'insecticide (formulation commerciale),
correspondant a 200 a 1000 mg/L de thiamethoxame (maticre active) (Ait Hamlet et al, 2019). Le
TMX est connu pour se transformer efficacement en son métabolite, la clothianidine, lorsqu'il est

présent dans les plantes ou les insectes (Coulon et al, 2018 ; Tesovnik et al, 2020). Sa



INTRODUCTION
solubilité dans I'eau lui permet d'étre facilement libéré dans l'environnement a partir des zones
agricoles pendant utilisation (Barbosa et al., 2016; Wang et al., 2020).

Bien que les principaux modes d'action des néonicotinoides sur les espéces ciblées aient
¢€té bien caractérisés, les récentes découvertes de leurs effets indésirables sur dos organismes non
ciblés ont soulevé de nouvelles inquiétudes quant aux modes d'action supplémentaires de ces
composés (Wei et al., 2020). Ces produits sont qualifiés comme des produits a haut risque pour
la santé de I’homme et son environnement. Leurs effets sur les organismes non ciblés dépendent
de facteurs tels que la structure chimique, la voie d'exposition, le stade de vie de l'organisme et la
durée de l'exposition (Harding & Burbidge, 2013; McClure et al., 2020). Plusieurs travaux de
recherches ont été réalisés pour chercher et développer des composés alternatifs a 1'utilisation des
pesticides conventionnels. Ces composés sont des produits plus efficaces aux organismes
nuisibles et moins toxique pour ’homme et ’environnement, les biopesticides, qui sont des
produits a base de bactéries, de virus, de champignons ou de végétaux, et qui sont biodégradables
dans I’environnement (Rahbani, 2015).

L’escargot terrestre est un excellent bioindicateur de pollution terrestre tres efficace
(Gomot-de Vaufleury & Pihan, 2000) et trés utilisé pour ¢tudier I’influence des polluants sur les
especes non cibles (Berger et Dallinger, 1993 ; Gomot, 1997 ; de Vaufleury & Gomot, 1998 ;
Cortet et al., 1999). Les dommages impliquant des pertes financic¢res considérables sont infligés
sur les cultures agricoles et sur le terrain (Sallam & El-Wakeil, 2012). Par conséquences, ces
cultures perdent leur commercialisation et donc leur potentiel d'exportation dans de nombreux

pays (Baker & Hawke, 1990 ; Ittah & Zisman, 1992).

Cette étude vise a comparer 1'impact de 1'huile essentielle d'une plante trés répandue en Algérie
avec l'effet de 1'insecticide Actara sur l'escargot Hélix aspersa, qui est une nuisance majeure dans
le Nord-est de I'Algérie. Elle se concentre sur :

1. L'évaluation de l'effet de l'extrait d'une plante et de I’insecticide le plus répandu en
Algérie sur I'escargot le plus commun du nord-est algérien, en déterminant les doses
létales de D’insecticide et I'huile essentielle de cette plante médicinale sur un
gastéropode terrestre trés répandue dans le Nord-Est Algérien.

2. L'analyse de l'impact de cet insecticide et de I’extrait naturel sur les activités
enzymatiques (acétylcholinestérase, catalase et glutathion) et sur les réserves
énergétiques de la glande digestive (glucides et lipides) de cette espéce nuisible aux

cultures.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel biologique
2.1.1. Présentation d’Helix aspersa

Helix aspersa, plus connu sous le nom commun du Petit-Gris (Figure. 1) appelé communément en
Algérie «Z’gargou» ou «Boujaghlely, « Boujeghlelou» est un escargot trés répandu sur la facade
méditerranéenne algérienne. Son aire de répartition écobiogéographique s’étend a toute 1’ Afrique
du Nord et en Europe. L'espece a été décrite par le zoologue danois Otto Friedrich Miiller en 1774
(Zaafour, 2014) Helix aspersa est une sous-espece circumméditerranéenne ubiquiste dont le
polymorphisme se traduit par une variation de la taille, de la coloration, de la forme, de 1’épaisseur
et de la sculpture de la coquille. La coloration et le systéme débandes de la coquille sont d’origine
génétique mais le biotope a peut-étre une action secondaire sur leur variation. Ce polymorphisme a
donné apparemment, en grande partie, a la race sa potentialit¢ d’adaptation et d’acclimations
(Chevallier, 1977). Helix aspersa est adulte a deux ans mais peut vivre plus a cinq ans. Dans la
nature, il dépasse rarement I'dge de trois ans. En captivité, sa longévité est bien plus longue et va de
10 a 15 ans. Certains individus ont vécu plus de trente ans (Taylor, 1883).Selon Bonnet & Vrillon
(1990) sa position systématique est la suivante :

Reégne : Animalia

Sous regne : Metazoa.

Embranchement : Mollusca

Classe : Gastéropoda

Sous-classe : Pulmonés

Ordre : Stylomatophora

Sous —ordre : stylommatophores

Super-famille : Helicacea

Famille: Hélicidé

Genre : Helix

Sous-espece : Helix aspersa (Miiller, 1774)
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Figure 1. Helix aspersa (Original, 2024)

2.1.2. Description morphologique

L’escargot Petit-Gris Helix aspersa est un mollusque sourd et quasiment aveugle mais ses
tentacules sont équipés de deux épithéliums olfactifs trés puissants. Simplement en balangant ses
tentacules pour détecter les odeurs qu’ils entourent, 1’escargot peut repérer une cible a plus d’une
centaine de metres. Il est adulte a deux ans mais peut vivre plus de cinq ans. 99% de l'activité de
l'escargot, y’compris ses "repas", a lieu de nuit avec un pic de 2 a 3 heures apres la tombée de la
nuit. La fraicheur nocturne et la rosée facilitent ses déplacements (Chase, 1986). Les principales
caractéristiques de 1’escargot Petit-Gris : coquille conoide globuleuse, ventrue, trés convexe en
dessus, bien obliquement bombée en dessous, sans ombilic ; spire un peu haute, de 4 a 5 tours tres
convexes a croissance rapide ; test solide, un peu mince, fauve brun, jaunatre ou grisatre orné¢ de
zigzags plus clairs quel fond, sans bandes ou avec 1 a 4 bandes sombres. Longueur : 20 a 40 mm ;

Diamétre : 25 a 45 mm Longgvité : 5 ans (Zaafour, 2014).

2.1.3. Description anatomique
Le corps d'un escargot est composé d'un seul pied, d'une téte et d'un viscére enroulé dans la
coquille. L'action se fait par I'extension et l'extraction de muscles du pied. Le mucus est sécrété par
des glandes situées dans la partie antérieure du pied. Des glandes de mucus sont également
présentes sur le reste du corps, ce qui protége I'escargot de la perte d'eau. La téte est couverte de

deux paires de tentacules. La paire supérieure a les yeux attachés. Le manteau est un épais pli de
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peau qui sécrete la coquille. Un muscle puissant est attaché a la columelle (ou axe d'enroulement

des coquilles de mollusques gastéropodes) pour relier la coquille au corps. Il possede des «
branches » a la téte et aux tentacules. Ce muscle se contracte pour permettre a l'escargot de se
retirer dans sa coquille. La cavité du manteau, a l'intérieur de la coquille, abrite le cceur, le rein et le

poumon (Figure.2).

Figure 2. Anatomie de I’escargot (Grara, 2011)

1 : coquille ; 2 : foie ; 3 : poumon ;4 : anus ;5 : pore respiratoire ;6 : ceil ;7 : tentacule ;
8 :Cerveau ; 9 :Conduit salivaire ; 10 :Bouche ; 11 :Panse ; 14 :Pénis ; 15 :Vagin ;
16 :Glandemuqueuse ; 17 :Ovaire ; 18 :Sac de dards ; 19 :Pied ; 20 :Estomac ; 21 : Rein ;
22 :Manteau ;23 :cceur ; 24 :Canal déférent.

a. Appareil digestif
Le tube digestif forme « V » une boucle ramenant I’anus vers I’avant. La bouche se prolonge par un
bulbe buccal a I’intérieur duquel se trouve une langue musculaire recouverte d’'une lame cornée . la
radula (Chevalier, 1992 ; Larbaa, 2014), garnie de milliers de dents microscopiques disposées en
rangées paralléles, soit 87 dents par rangée pour environ 150 rangées (Chevalier, 1992 ; Barker,
2001), son rdle est de broyer les aliments. Dans la partie postérieure du bulbe buccal on trouve
deux glandes salivaires. Ce bulbe se prolonge par un cesophage qui se renfle en un estomac, lui-
méme prolongé par un intestin formant une double circonvolution autour de 1’hépatopancréas et

aboutissant a I’anus (Daguzan, 1983 ; Larba, 2014), I’excrétion se fait grace au rein et a I’intestin. Il
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existe un systéme porte-rénale, qui permet I’infiltration du sang au niveau du rein. L’intestin assure

essentiellement 1’¢élimination des déchets (Chevalier, 1992 ; Barker, 2001).

b. Systéme nerveux
Le systeme nerveux sympathique est constitué¢ par une paire de ganglions buccaux situés sous le
bulbe buccal. Ils sont reliés par deux cordons nerveux aux ganglions cérébroides et innervent la
plus grande partie du tube digestif. Le systéme nerveux central est situ¢ dans la région céphalique.
Il est formé¢ d’une chaine de ganglions formant un double collier péri cesophagien complexe

(Chevalier, 1992 ; Larba, 2014).

c. Appareil génital

L’escargot est hermaphrodite (Larba, 2014). Son appareil génital compliqué occupe une
grande partie de la cavité viscérale, et comprend : une partie initiale hermaphrodite, une partie
intermédiaire comprenant les voies male et femelle (Figure.3), et une partie terminale ou ces voies

se rejoignent pour aboutir & un orifice génital commun (Chevalier, 1992 ; Barker, 2001).

Orifice genital
Vagin :
Pénis

mult
Muscle
retracteur Dard
du penis
Glande :
du fouet Spermi
Réceptacle Oviduct
seminal

Cans:

s Talgdssl=0aln

Figure 3. Schéma de I’appareil génital de I’escargot (Guyard, 2009).
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2.1.4. Reproduction

La reproduction des escargots a lieu au printemps et en été. Les escargots terrestres sont
hermaphrodites et s’accouplent une ou plusieurs fois avant la ponte. La fécondation croisée est la
régle générale, I’autofécondation étant extrémement rare. Avant I’accouplement, les deux escargots
effectuent une parade, I’accouplement peut durer plus de 12h (Figure. 4). Suivant les régions
(Larba, 2014), Les spermatozoides échangés, préalablement développés dans 1’ovotestis (également
appelé gonade), rejoignent le réceptacle séminal ou la spermathéque divisée en tubules ou ils vont
étre conservés jusqu’a la maturation des ovules. La fécondation a lieu au niveau de la chambre de
fertilisation, a la surface de la glande a albumen, généralement une quinzaine de jours apres
I’accouplement. Les ovocytes fécondés sont alors entourés d’albumen secrété par la glande a
albumen, qui constitue les réserves nutritives pour le développement embryonnaire, puis d’une
coque calcaire (Druart, 2011).En conditions constantes de température et d’hygrométrie (20° C et
85%) (Larba, 2014) I’escargot creuse dans le sol une cavit¢ de deux a trois centimetres de
profondeur dans laquelle il enfonce la partie antérieure de son corps (Chevalier, 1992). La durée de
la ponte dure une trentaine d’heures, chaque ceuf étant expulsé de I’orifice génital environ toutes les
vingt minutes (Chevalier, 1992 ; Larba, 2014). La ponte terminée, 1’escargot rebouche, avec de la
terre (le nid de ponte) renferment la grappe d’ceufs (Chevalier, 1992). Les ceufs vont ensuite se
développer pendant 12-15 jours avant d’éclore (Druart, 2011). Les jeunes éclos, variées selon le

diamétre et le poids (Druart, 2011 ; Larba, 2014).

Figure 4. Accouplement de Petit-Gris (Buron-Mousseau, 2014).
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2.1.5. Croissance des escargots

Dans la nature la croissance de I’escargot assujettie aux conditions climatiques. Elle s’arréte
durant les périodes d’estivation et d’hibernation. En général la croissance naturelle s’étale sur deux
ans. Exceptionnellement, avec un printemps et un ét¢ humide, 1’escargot pourrait devenir adulte au
bout d’un an. Inversement, deux sécheresses estivales consécutives pourraient prolonger le temps
de croissance a trois mois. En élevage, avec des enceintes humidifiées quotidiennement, 1’escargot
parvient au stade adulte au bout de dix-douze mois, avec une mise en hibernation d’octobre a mars
(Chevalier, 1982-1992 ; Madec, 1983 ; Laurent et al., 1984).Les phases de croissance en fonction
du développement de I’appareil génital de 1’escargot sont :

"l Phase infantile (quatre premiers mois) durant laquelle le tractus génital est non

différenci¢ (Gomot & Enée, 1980 ; Madec, 1983).

I Phase juvénile, comprise entre une «pré-puberté» et la puberté, avec un tractus génital

s’organisant et une gamétogenese active (Gomot & Enée, 1980 ; Laurent et al., 1984).

"I Phase de maturité, ou la pré-adulte, durant laquelle 1’appareil génital se développe

principalement dans une voie femelle (Gomot & Enée, 1980 ; Madec, 1983).

I Phase adulte, a croissance nulle, durant laquelle I’escargot se reproduit (Chevalier, 1982-

1992).

2.1.6. Activités physiologique des escargots

L'escargot présente un rythme d'activité journaliére et saisonniere. L’activité journaliére
est en relation étroite avec la photopériode. Cette activité peut €tre inhibée par des conditions
thermiques et hygrométriques défavorables. Dans des conditions optimales de température
minimale nocturne n’est pas inférieure a 9 °C et humidité supérieure a 80% (Chevalier, 1992).La
phase d'activité débute a la tombée de la nuit est a une durée de 06 heures, il en profite pour se
nourrir tandis que la phase d'inactivité relative a une durée inférieure a 18 heures durant cette phase
l'escargot est au repos et ne manifeste que peu d'activité locomotrice, sexuelle ou nutritionnelle
(Chevalier, 1992 ; Agro-service., 2004 ; Larba, 2014).Pour 1’activité saisonniére /’escargot est un
poikilotherme, il ne peut pas réguler sa température corporelle. Il s’est donc adapté, en climat
tempéré aux variations thermiques saisonniéres selon trois rythmes d’activités annuels marqués par

trois états physiologiques : hibernation, estivation, activité (Agro-service., 2004 ; Larba, 2014).
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2.2. Présentation de ’insecticide

L’Actara® 25WG est un insecticide a large spectre utilisé pour les applications foliaires et au
sol. Il élimine les insectes par contact et ingestion. Cet insecticide contient environ 25% de maticre
active sous forme de granules mouillables. Sa substance active, le thiaméthoxam, appartient a la
classe des néonicotinoides, sous-classe des thianicotinyls. Ce néonicotinoide de deuxieme
génération se distingue des autres par sa structure chimique unique, incluant un hétérocycle
chlorothiazole et un anneau oxadiazinane avec un groupe nitroguanadine. Cette structure confére au
thiaméthoxam des propriétés physico-chimiques, toxicologiques et biologiques uniques, telles que
la photostabilité, le coefficient de partition, la solubilité dans 1’eau, le spectre d’activité et les doses
d’utilisation. Son structure chimique (Figure.5) est : 3-[(2-chloro-5-thiazolyl)méthyl] tetrahydro-5-

methyl-N-nitro-4H-1, 3,5-oxadiazin-4-imine.

Q. .0

B ¢
|
l/“ ,-fN N
\
) N

Figure S. Structure chimique du Thiamethoxam.

Le thiaméthoxam est un insecticide systémique rapidement absorbé par les plantes et distribu¢ dans
toutes leurs parties, ou il agit en dissuadant les insectes de se nourrir. Cette substance active
interfére avec les récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine dans le systéme nerveux modifiant ainsi
I’influx nerveux : en une heure, voire 30 minutes apres I’absorption, I’insecte cesse de s’alimenter
et meurt dans la journée qui suit. Les propriétés physico-chimiques de thiaméthoxam sont

mentionnées dans le tableau 1.
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Tableau 1:Propriétés physico-chimiques du thiaméthoxam (A.R.L.A.S.C., 2007).

Propriété

Résultat

Etat physique et couleur

Poudre de couleur blanc cassé

Odeur Inodore

Numéro CAS 153719-23-4
Poids moléculaire 291,7 g/mol-1
Formule brute C8H10CIN503S
Point ou plage de fusion 139,1 °C

Densité a 25 °C 1,57 x 103 kg/m3
Pression de vapeur a 20 °C 2,7 % 10-9 Pa

Constante de la loi d’Henry a
20°C

1,9 x 10-10 Pa m3/mol

Spectre d’absorption
ultraviolet (UV)-visible

Pas d’absorption significative aux longueurs

d’onde > 300 nanomeétres (nm)

Solubilité dans 1’eau a 25 °C 4,1 g/L
Solubilité dans des solvants Solvant Solubilité (g/L)
organiques a 20 °C Acétone 48

Dichlorométhane 110
Acétate d’¢éthyle 7
1-octanol 0,62
Méthanol 13

Toluéne 0,68

Coefficient de partage n-
octanol—eau (log Kow) a 25°C

Log Kow =-0,13

Constante de dissociation

(pKa)

Pas de dissociation dans la plage 2 a 12 de pH

Stabilité (température, métaux)

Aucun changement du thiaméthoxam par
contact avec les métaux et les ions métalliques

(Zn+2, Al+3, Cut2 et Fe+2).

11
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2.3. Matériel végétale

2.3.1. Présentation de la plante S.officinalis

Salvia vient du latin salvare, qui signifie "sauver" et "guérir". C'est une plante sacrée et
ancienne (Quezel & Santa, 1963), annuelle et bisannuelle en Méditerranée, de la famille des
Lamiacées (Djerroumi & Nacef, 2004). 11 existe environ 900 espéces identifiées dans le monde. En
Algérie les especes qui ont été déterminées sont dans I ‘ordre d'une trentaine (Maksimovic et al.,
2007). Le nom scientifique de cette plante est Salvia Oficinalis L (Figure. 6) et le nom Arabe est
Salma (Beloued, 2014), Souak en Nebi, Salmia et Maramia (BabaAissa, 1990). Selon

Fruleux(2009)la classification botanique de S. officinalis L est la suivante

Regne Plantae
Embranchement Phanérogames
Classe Eudicots
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Salvia

Espéece Salvia officinalis L

2 ». i
Figure 6. Salvia Officinalis L (https://inpn.mnhn.fr).

12
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2.3.2. Description botanique

La famille des labiées, du latin (Labia : labelle) signifiant fleurs a la forme
caractéristique de double labelle (Couplan, 2000 ; Naghibi et al., 2005), comprend environ 6970
especes réparties en 240 genres (Meyer et al., 2004). Ce sont généralement des herbes vivaces
aromatiques a tiges quadrangulaires, généralement opposées sans stipules. Les plus courantes sont
les fleurs pentamériques hermaphrodites (Meyer et al., 2004). Souvent réunies en cymes axillaires
plus ou moins contractées, simulant souvent des verticilles, voire condensées au sommet de la tige,
et simulant un épi de 4 akénes plus ou moins soudés entre eux par leurs faces internes (Messaili,
1995). Cette famille se caractérise également par quatre étamines, dont deux plus longues
(didynames), ou en deux étamines soudées au tube ou zone Perini de la corolle et alternant avec des
lobes. Ces caractéristiques varient selon le genre : corolle presque régulicre (Mentha) ou

monopétale (Teucrium) ; deux étamines (Salvia) (Quezel et al., 1963 ;0Ozenda., 1977).

2.3.3. Propriétés et importance

Les lamiacées sont une partie importante des plantes dicotylédones, réparties sur toute la
surface de la terre, bien qu'elles soient plus présentes dans les climats tempérés, notamment autour
de la mer Méditerranée (Judd et al., 2000). Cette famille est 1'une des principales sources de
légumes et de plantes médicinales dans le monde. Plusieurs especes de cette famille sont utilisées
en médecine traditionnelle et moderne, comme Lavandula, Teucrium, Thymus et Salvia (Naghibi et
al., 2005).Incluant la pharmacopée traditionnelle africaine, les plante de famille Lamiaceae sont
utilisées comme diurétiques, anti-syphilis, anti-diarrhéiques, cicatrisants, antiseptiques, et dans le
traitement de nombreux maux comme les problémes intestinaux ou la stagnationdes gaz

(flatulences, dues aux gaz) (Naghibi et al., 2005).

Tableau 02 : Composition de I’huile essentielle de Salviaofficinalis (Wolter, 2007).

Hydrocarbures terpéniques Cétones
Myrcene 0.3a3% Camphre 4,1 a27,5%
Limonéne Trace a 7,6% a-thuyone 1,5a44,2%
Humuléne Trace a 18,9% B-thuyon 1436,7%
a-pineéne 1,7a13,1% Ester
B- pinéne 0,5217,9% Acétate de 0,12a3,5%
bornyl

13
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Camphene 1,12a10,3% Alcools
B- Trace a 9,4% Linalol Trace a 1,8%
caryophyllén
p-cymeéne Tracea 1,1% Bornéol 0,726,2%
Viridiflorol 0a9,9%
Autres
1,8-cinéole 0,7 a20,8%

2.4. Echantillonnage et élevage des escargots

2.4.1. Site de collecte

Les adultes de I’escargot Hélix aspersa ont été collectés au hasard du jardin de pole de
vulgarisation botanique (Figure.7) au niveau de I’université 20 aout1955 Skikda, situe dans la Daira
d’El-Hadaiek qui se caractérise par un climat humide et des précipitations moyennes annuelles qui

varient entre 800 et 1200 mm de pluie.

Figure 7. Jardin botanique de I’université de Skikda (Originale, 2024).

2.4.2. Elevage des escargots

Les adultes de Helix aspersa collectés ont été transférés a l'animalerie ou ils ont été
identifiés selon une méthode basée sur le nombre de bandes spirales, la couleur et la forme de leurs
coquilles, comme décrit par Bonnet et al. (1990) et Chevallier (1990). Ils ont ensuite été placés
dans des boites en plastique transparentes perforées pour faciliter 1'oxygénation. Chaque boite était
pourvue d'une éponge humide pour maintenir I'humidité, ainsi que d'une boite de pétri contenant de
la farine de blé comme nourriture(Figure.8). Les boites étaient nettoyées toutes les 2 jours et une

période d’adaptation en laboratoire a permis d'éliminer les individus ayant des anomalies.

14
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Figure 8. Elevage d’escargot Heélix aspersa (Original, 2024).

2.5. Extraction d’HE de S.officinalis
La plante a été achetée seche (Figure. 9) chez un herboriste situé dans les arcades (la rue Didouche

Mourad, Skikda).

2.5.1. Extraction de I’huile essentielle de S. officinalis

L’huile essentielle de S.officinalis, ont été extraites par la méthode d’hydrodistillation.
Chaque extraction a duré 3 heures pour un mélange de 55 g de matiere végétale avec 500 ml I'eau
distillée. L'eau bouillante passe a travers la plante, et ce processus est appelé "extraction a la vapeur
d'eau". Lorsque la vapeur entre en contact avec la plante, les huiles essentielles se libérent et
s'évaporent. La vapeur monte jusqu'au condenseur, ou elle passe a travers de l'eau refroidie et se
refroidit, ce qui condense la vapeur en liquide. L'huile descend avec 1'eau, puis 1'huile a été séparée
de l'eau a l'aide d'une ampoule a décanter. Ensuite, 'huile a été conservée dans un flacon sombre a

une température de 4°C dans 1'obscurité (Figure. 10).
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Figure 10. Montage utilisée pour I’hydrodistillation (Original, 2024).

2.6. Etude toxicologique

2.6.1. Effet de I’Actara.

La méthode utilisée pour traitement est 'application topique comme décrite par Hussein et
al. (1994). L’ Actaraétait sous la forme de poudre a disperser dans 1’eau. Il a été préparé dans un
solvant approprié : diméthylesulfoxide (DMSO), pureté (10 %, Sigma-Aldrich) (Figure.11). C'est le
solvant le plus approprié pour une application topique (Young & Wilkins, 1989 ; Radwan et al.,
2008).

Figure 11. L’ Actara apres la préparation (Original, 2024).

le produit testé a ét¢ délicatement appliqué sur toute la surface du corps de I'escargot a 1'aide d'une
micropipette (Figure.12). Les escargots morts (perte de réponse a une aiguille fine) ont été

enregistrés chaque 24 heures apres le traitement durant 96 heures.
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Figure 12. Traitement des escargots (Originale, 2024).

2.6.2. Effet de I’huile essentielle de S.officinalis

La méthode utilisée pour déterminer la toxicit¢ de I’huile essentielle de S. officinalis
consiste en une application topique (Hussein et al., 1994). L’huile essentielle est préparé dans le
solvant le plus adapté a une application topique, le Tween a 20 % (Adokoh et al., 2019). la
molécule testée a été délicatement appliquée sur toute la surface du corps de 1'escargot a I'aide d'une
micropipette. Les escargots morts ont été enregistrés chaque 24 heures apres le traitement durant 96
heures, par la perte de réponse a une aiguille fine comme nous 1’avons fait précédemment dans le

traitement toxicologique de 1’ Actara.

2.7. Etude biochimique

2.7.1. Dissection et prélevement des organes

Pour déterminer l'effet de 1'Actara et l'huile essentielle de S. officinalis sur 1’activité de
I’acétylcholinestérase dans la téte et I’activité de la catalase, le taux de glutathion, le taux de
glucides et de lipides dans 1’hépatopancréas d’Heélix aspersa. Un traitement topique a été effectué
par application de I'insecticide (Actara) et I’huile essentielle a une concentration finale de 125 mg/L
correspondent a la dose la plus utilisée par les agriculteurs. A des intervalles de temps bien
déterminés (1, 2, 3, 4, 7 et 14 jours de traitement) et apres I’anesthésie par congélation pendant trois
(3) heure, on découpe la coquille de I’escargot avec un ciseau en suivant le bord d’enroulement de
la coquille. La téte et 1’hépatopancréas des escargots témoins et traités est prélevée a 1’aide d’un

ciseau est pesée dans une balance de précision et conservée dans des tubes eppendorfs a - 4°C
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jusqu’aux dosages biochimiques (Figure.13).

Figure 13. Prélévement d’organe de Helix aspersa (original, 2024).

2.7.2. Dosage de I’acétylcholinestérase

La méthode d’Ellman et al. (1961) est utilisée pour mesurer 1’acétylcholinestérase (AChE).
On homogénéise les tétes des escargots témoins et traités dans 1 ml de tampon phosphate (10 mM,
pH 7), puis on les centrifuge (5000 tours/mn, 15mn). La récupération du surnagent servira de
source d’enzyme. L’activité AChE est mesurée sur une fraction aliquote de 100 pl a laquelle on
ajoute 1 ml de tampon phosphate et 100 pl de substrat acétylthiocholine préparé a 1’avance (23,6
mg ASCh, 1 ml d’eau distillée). Chaque minute, on effectue une lecture des absorbances pendant 5
minutes a une longueur d’onde de 412 nm. On utilise un blanc ou 100 pl d’eau distillée pour

remplacer les 100 pl du surnageant. Formule suivante permet de calculer 1’activité spécifique :

ADO /mnxVt

AChE (uM/min/mg de protéines)= T——=—"""—"

/(mg de protéines )

2.7.3. Dosage du catalase

La méthode de Greenwald (1985) permet d’évaluer I’activité de la catalase (CAT). On
homogénéise les échantillons dans 1 ml de tampon phosphate (50 mM, pH 7). On broie et
centrifuge 1’homogénat a une vitesse de 15000 tours/min pendant 15 minutes. Le surnagent

récupéré sert a mesurer la quantité de catalase (tableau 3).
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Les absorbances sont mesurées a une longueur d’onde de 240 nm. La formule suivante permet de

déterminer 1’activité spécifique :

ADO/mnx1
0.0043 xV

CAT (uM/min/mg de protéines) = /(mg de protéines )

A DO : absorbance de I’échantillon
0,043: coefficient d’extinction molaire du peroxyde d’hydrogeéne.

V : volume du surnageant

2.7.4. Dosage du glutathion

Le taux de glutathion est quantifié¢ selon la méthode Weckberker & Cory (1989), dont le principe
repose sur la mesure colorimétrique de I’acide 2-nitro S5-mercapturique, résultant de réduction de
I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les groupements thiol (-SH) du glutathion
mesuré a une longueur d’onde de 412 nm. Le dosage s’effectue aprés homogénéisation des
¢chantillons dans 1 ml d’une solution d’éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) a 0,02 M. Afin de
protéger les groupements thiols du glutathion, 1’homogénat doive subir une déprotéinisation par
I’acide sulfosalicylique (ASS) a 0,25 %. Une fraction aliquote de 500 pl du surnageant récupéré est
ajouté a 1 ml du tampon tris/EDTA (0,02 M, pH 9,6) et 0,025 ml de DTNB (0,01 M). La lecture
des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 412 nm aprés 5 mn de repos pour la

stabilisation de la couleur. Le taux de glutathion est estimé selon la formule suivante :

A Taux de GSH (uM/mg de protéines) = (%)/ mg de protéines
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2.7.5. Extraction et dosage des glucides et lipides

L’extraction des métabolites des échantillons (glande digestive d’escargot) a été réalisée
selon la méthode de Shibko etal., (1966), prélevés sur des adultes témoins et traités a différents
temps (0, 1, 2, 3, 4, 7 et 14 jours) aprés traitement, ont été conservés dans Iml d’acide
trichloracétique (TCA 20%). Apres broyage et centrifugation (5000 tours/mn pendant 10 mn), le
surnageant I est récupéré et servira au dosage du glycogene tandis qu’au culot, on ajoute 1 ml d’un
mélange chloroforme/méthanol (1V/1V). Une deuxiéme centrifugation (5000 tours/min, 15 min)

permet de récupérer le surnageant II, contenant les lipides.

a. Dosage des glucides totaux
Le dosage du glycogéne a été réalisé selon Duchateau & Florkin (1959). Cette méthode utilise
I’anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone, 75 ml d’acide sulfurique et 25 ml d’eau distillée), et une
solution mére de glycogeéne (1 g/1) comme standard (tableau 4). La méthode consiste a additionner a une
fraction aliquote de 100 ul de surnageant, 4 ml de réactif d’anthrone et aprés chauffage du mélange dans un
bain marie (80 °C pendant 10 min) une coloration verte se développe, dont I’intensité mesurée a une

longueur d’onde de 620 nm est proportionnelle a la concentration des glucides dans 1’échantillon.

Tableau 4 : Dosage de glucides totaux : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Quantité de la solution mere de 0 2 4 6 8 10
glucose (ul) 0 0 0 0 0
Quantité de I’eau distillée 1 8 6 4 2 0
00 0 0 0 0
Réactif d’anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

b. Dosage des lipides totaux

Les lipides ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy etal., (1972). Utilisant le
réactif sulfophosphovanillinique (0, 38 g de vanilline, 55 ml d’eau distillée et 195 ml d’acide
orthophosphorique a 85%). La solution mere des lipides est préparée en utilisant 1’huile de table.
Selon la procédure suivante : 25 mg d’huile de table pesées dans un tube Eppendorf ; cette quantité
est ensuite reprise dans 10 ml du mélange (éther / chloroforme (V/V)) (tableau 5). Apres
évaporation des prises aliquotes de 100 ul de surnagent II dans un bain a sec a 40°C, on additionne
1 ml d’acide sulfurique concentré (96%,), les tubes fermés sont agités et chauffés dans un bain a sec

a 100°C pendant 10 min .Apres refroidissement, on préleve 200 Ip de chaque tube auxquels on
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ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique et on agite. Aprés 30 min a ’obscurité, le

complexe se colore en rose. La densité optique est lue dans un spectrophotometre (Jenway 6300) a

une longueur d’onde de 530 nm.

Tableau 5: Dosage de lipides totaux : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Quantité de la solution mére 0 2 4 6 8 1
de lipides (ul) 0 0 0 0 00
Solvant  Ether/chloroforme 1 8 6 4 2 0
(ul) 00 0 0 0 0
Réactif vanilline (ml) 2, 2, 2, 2, 2, 2
5 5 5 5 5 5

2.8. Traitements statistiques des données

L'analyse statistique des données a été réalisée avec le logiciel MINITAB 16.00 Fr pour l'analyse et
le traitement statistique. La distribution des mesures biochimiques suit une loi normale et ces
parametres sont exprimés par leur moyenne et leur écart-type, calculés sur un nombre de répétitions
indiqué dans les figures et les tableaux. Les moyennes des groupes témoins et traités ont été
comparées en utilisant 'ANOVA avec un seuil de signification de P = 0,05. Les résultats des
parametres toxicologiques et biochimiques ont été soumis a une analyse de variance a un facteur

(traitement) et & deux facteurs (traitement et temps) de classification.
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3. Résultats

3.1. Tests de Toxicité
3.1.1. Toxicité de I’Actara
3.1.1.1. Mortalité observée
L’Actara est utilisé aux doses 200, 400, 600 et 1200 mg/L sur des adultes de I’escargot
Hélix aspersa. La mortalité observée apres 96 heures de traitement continue est mentionnée dans le
tableau 6.Les résultats indiquent un nombre de mortalit¢ augmente avec la concentration de
I’insecticide avec des taux variant de 42,85 (200 mg/L) a 100 % (1200 mg/L). L’ analyse statistique

(ANOVA a un critere de classification) des données révele un effet dose hautement significatif
(p<0,001).

Tableau 6 : Effet de I’ Actara appliqué sur des escargots adultes d’Hélix aspersa sur la mortalité

observée.
Concentration Témoin 200 400 600 1200
(mg/L)
1 0 3 6 6 7
2 0 3 4 7 9
3 0 3 5 5 6

3.1.1.3. Droite de régression

La droite de régression qui exprime la mortalit¢ corrigée en fonction des logarithmes
décimaux des doses de I’Actara appliqué sur des escargots adultes d’Hélix aspersa est représenté
dans la figure 14. Le coefficient de détermination (R=97,1) révele une corrélation positive entre les
mortalités et les doses testées. Les concentrations CL50 et CL90 déterminées a partir de la droite de

régression sont respectivement : 224,388 mg/Let 781,627 mg/L.
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Figure 14 : Courbe de référence représente la mortalité corrigée des escargots en fonction des
logarithmes décimaux des doses aprés 96 heures de traitement avec 1’ Actara.

3.1.2. Toxicité de I’huile essentielle de S. officinalis

3.1.2.1. Mortalité observée

Les résultats de la mortalité¢ observée des escargots adultes de Helix aspersa exposés a
I’extrait naturel de S. officinalis sont mentionnés dans le tableau 8.L’huile essentielle (HE) des
feuilles a été utilisée a cinq différentes concentrations qui sont: 100, 200, 300, 400 et 600 mg/L sur
les adultes de 1’escargot terrestre Helix aspersa. Les résultats de la mortalité observée montrent des
taux variant de 14,286 % et 100% apres 96 h de traitement avec la dose la plus faible (100 mg/L) et
la plus ¢élevée (600 mg/L) respectivement. L’analyse statistique des données (ANOVA a un critére

de classification) révele un effet dose hautement significatif (p<0,001).

Tableau 8. Effet de I’huile essentielle de S. officinalis sur la mortalité observée des escargots

adultes d’Hélix aspersa apres 96 heures de traitement.

Concentration | Témoin 100 200 300 400 600
(mg/L)
1 0 1 1 1 3 8
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2 0 1 1 3 5 7

3 0 1 1 2 4 6
m+s |0+£0,00 |1+0,00 1+0,00 2+1,00 4+ 1,00 7+ 1,00
(%) 0 | 14,286 14,286 28,571 57,143 100,000

3.1.2.2. Mortalité corrigée

Les résultats du calcul de la mortalité corrigée est réalisé a partir des valeurs de la mortalité
observée mentionnées dans le tableau précédent sont présentés dans le tableau 9. Ils indiquent que
les taux de mortalit¢ corrigée augmentent progressivement avec la concentration de 1’huile
essentielle. Le taux le plus élevé (100%) a été observé avec la dose la plus élevée de 600 mg/L. De

plus, PANOVA a un critére de classification révele un effet dose hautement significatif (p<0,001).

3.1.2.3. Droite de régression

L’équation et la droite de régression qui exprime la mortalité corrigée apres 96 heures de
traitement (tableau 9) en fonction des logarithmes décimaux des doses de I’huiles essentielle de S.
officinalis appliquées sur des escargots adultes de Helix aspersa est présentée dans la Figurel5.Le
coefficient de détermination (R=76,1) révele une corrélation positive entre les mortalités et les
doses testées. Les concentrations CL50 et CL90 déterminées a partir de la droite de régression

sont respectivement: 315,5 mg/L et 748,169 mg/L.
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Figure 15: Courbe de référence représente la mortalité corrigée apres 96 heures de traitement en
fonction des logarithmes décimaux des doses de I’huile essentielle de S. officinalis appliqué sur des
escargots adultes d’Hélix aspersa.

3.2. Effet sur les activités enzymatiques

3.2.1. Effet sur P’activité de I’acétylcholinestérase (AChE)

Le traitement des escargots adultes d’hélix aspersa avec I’ Actara et I’huile essentielle de S.
officinalis a la dosede 125 mg/L induit une inhibition de I’AChE dans la téte de ces escargotsa
partir de 24 heures de traitement. L’activité spécifique de I’AChE diminue significativement
(p<0,05) apres 72 hde traitement avec 1’huile essentielle et atteint sa valeur maximale apres 14
jours (12,634 + 0,060uM/min/mg de protéines). D’autre part, I’activité spécifique de 1’AChE
diminue significativement (p<0,05) aprés 7 jours de traitement avec 1’Actara (Figure.16) et
I’inhibition maximale a ¢été notée apres 14 jours (15,193 + 0,193 pM/min/mg de
protéines).L’ANOVA indique un effet traitement et temps (p< 0,001) hautement significatif et un

effet interaction traitement-temps non significatif (p> 0,05).
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Figure 16:Activité¢ spécifique de I’AChE (nM/min/mg de protéines) dans la tétedes escargots

adultes d’Heélix aspersa exposes a I’ Actara et I’huile essentielle de S. officinalis(m £ s; n=3).

Le test de tukey a permis de classer les différents traitements selon 1’ordre décroissant des
activités de I’AChE obtenues. Ce classement est résumé dans le tableau 10. A 1 et 2 jours, 1 seul
groupe est mis en évidence représente les témoins et les traités. A 3 et 4 jour on note deux groupes,
le premier représente les témoins et les traités avec I’Actara ; le second représente les traités avec

I’huile essentielle. A 7 et 14 jours, chaque traitement représente un groupe distinct.

3.2.2. Effet sur I’activité de la catalase (CAT)
Comme réponse au traitement avec I’ Actara et I’huile essentielle de S. officinalis a la dose de
125 mg/L, des adultes de S. officinalis présentent des variations significatives de 1’activité
spécifique de la CAT au cours du temps d’exposition (Fig. 17). L’augmentation de I’activité de la
CAT est significative (p<0,05) a 3, 4, 7 et 14 jours chez les escargots traités avec 1’Actara.
Cependant, I’huile essentielle entraine une augmentation significative (p<0,05) de 1’activité de

I’enzyme apres 2 et 3 jours et de facon tres significative (p<0,01) apres 4, 7 et 14 jours d’exposition
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comparativement aux témoins. L’effet du traitement et du temps est hautement significatif

(p<0,001) mais D’effet de I’interaction traitement-temps est non significative sur [’activité

enzymatique (p>0,05).

B Témoins M Actara m S, officinalis
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Figure 17 : Activité spécifique du CAT (uM/min/mg de protéines) dans la glande digestive des
escargots adultes d’Hélix aspersa exposes a 1I’Actara et I’huile essentielle de S. officinalis (m =+ s;

n=3). (*: différence significative a p < 0.05; **: différence significative a p <0.01).

Un classement par ordre croissant des différents traitements grace a la méthode de tukey a
permis de classer les traitements selon leurs effets sur I’activit¢ de la CAT. Durant la période
d’exposition les traitements peuvent étre classés en deux groupes (tableau 11). A 1 jour, les témoins
et les traités avec 1’ Actara représentent un groupe et les traités avec I’huile essentielle représentent
un deuxieme groupe. De 2 a 14 jours, deux groupes sont mise en évidence, le premier englobe les

témoins et le deuxieéme englobe les traités avec les deux molécules.
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3.2.3. Effet sur le taux de Glutathion (GSH)

I’ Actara appliquésur des adultes de ’escargot Hélix aspersa a la dose de 125 mg/L réduit
significativement (p<0,05) le taux de GSH a partir de 3 jours d’exposition. Cependant 1’huile
essentielle de S. officinalis réduit significativementle GSH a partir de 2 jours jusqu’aux 7 jours
d’exposition comparativement aux témoins. En effet, la diminution maximale du taux de GSH a été
enregistrée aprés 4 jours avec les valeurs de 127,68 + 14,17 uM/mg de protéines et 112,79 + 1,43
uM/mg de protéines pour 1’Actara et ’huile essentielle respectivement. L’analyse statistique des
données (ANOVA) révele des effets hautement significatifs du traitement (p<0,001), temps
(p<0,001) et significative de I’interaction traitement-temps (p<0,001)(Figure.18).
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Figure 18: Taux de GSH (uM/mg de protéines) dans la glande digestive des escargots adultes
d’Heélix aspersa exposés a I’ Actara et ’huile essentielle de S. officinalis(m + s; n=3). (*: différence

significative a p < 0.05).
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Un classement selon I’ordre décroissant des taux de GSH a été réalisé grace a la méthode de
tukey. Ce classement est mentionné dans le tableau 12. A 1 et 14 jours, les trais traitement
représentent un groupe. A 2, jours d’exposition 2 groupes sont mis en évidence, le premier englobe
les témoins et les traités avec 1’Actara ; le second englobe le traitement avec I’huile essentielle.
Enfin, a 3, 4 et 7jours les témoins représentent un groupe et les traités avec les deux pesticides

représentent un deuxiéme groupe.

3.3. Effet sur les réserves énergétiques

3.3.1. Effet sur le taux de glucides

Les taux des glucides (ng/mg de tissu) enregistrés chez les escargots témoins et traités avec
I’Actara et I’huile essentielle de S. officinalis pendant 14 jours sont mentionnés dans la figure 19.11
ressort de nos résultats que le taux de glucides chez les témoins ne présente aucune variation
importante pendant la durée de 1’expérience, il passe de 1,7097 + 0,1147 pg/mg de tissu a 0 jour a
1,537 + 0,495 pg/mg de tissu a la fin de I’expérience. Chez lesescargots traités, les deux molécules
provoquent une augmentation trés importante du taux de glucides a partir de 24 heures de
traitement.La comparaison avec le test «t» de Student des différentes moyennes des traités avec les
témoins révele uneffet significatif (P < 0,05) entre les témoins et les traités avec 1’ Actara apres 3
jours et trés significatives (p<0.01) aprés 4 jours. Cependant, I’huile essentielle induit un effet
significatif (<0.05) apres 48, 72 heures et 7jours de traitement. L’effetest hautement significatif
(p<0,01) apres 96 heures d’exposition. L’ANOVA a deux critéres de classification indique des

effets temps, traitement et interaction traitement-temps trés hautement significatif (p <0,001).
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Figure 19.Taux de glucides (ug/mg de tissu) dans la glande digestive des escargots adultes d’Hélix
aspersa exposés a 1’Actara et I’huile essentielle de S. officinalis (m £+ s; n=3). (*: différence

significative a p < 0.05).

Le test de tukey a permis de classer les différents traitements selon 1’ordre croissant du taux
de glucides obtenus. Ce classement est résumé dans le tableau 13. A 1 et 14 jours, un seul groupe
est enregistré qui représente les témoins et les traités. A 2 et 7 jours, 2 groupes sont mis en
¢vidence, le premier représente les témoins et les traités avec 1’Actara; le second représente les
traités avec I’huile essentielle. A 3 et 4 jours, 2 groupes ont été enregistrés, les témoins un groupe et

les traités un groupe.

3.3.1. Effet sur le taux de lipides
Le taux des lipides (ng/mg de tissu) a été calculé pour chaque échantillon par 1’application
de la technique de Goldsworthy et al., (1972). Les résultats obtenus sont représentés dans la

figurel6. Le traitement des adultes d’Hélix aspersa avec 1’Actara et 1’huile essentielle de S.
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officinalis pendant 14 jours provoquent une augmentation significative du taux de lipide. Les taux

de lipides passent de 2,775 + 0,045 ug/mg de tissu a 24 heures a 3,037 + 0,462

pg/mg de tissu aprés 3jours de traitement avec 1’ Actara. Concernant les adules traités avec 1’huile
essentielle, le taux de lipidespasse de 3,57 + 0,543 pg/mg de tissu a 0 jour a 5,743 + 1,079 pg/mg
de tissu apres 4jours.

La comparaison des valeurs moyennes enregistrées chez les séries témoins et traitées indique que
L’ Actara provoque un effet significatif (P < 0,05) sur le taux de lipides

Apres 3 jours. L’effet de 1’huile essentielle est noté apres 1, 2, 3, 4 et 7 jours. De plus, TANOVA a
deux critéres de classification indique des effetstemps, traitement et interaction traitement-temps (p

< 0,05) significatif (Figure.20).

B Témoins M Actara S, officinalis

— %

6 - *

; | |

*
*

T

A
: i“ i i

Taux de lipides (uM/mg de tissu)
I

Temps (Jours)

Figure 20 : Taux de lipides (ug/mg de tissu) dans la glande digestive des escargots adultes d 'Hélix
aspersa exposés a 1I’Actara et I’huile essentielle de S. officinalis (m + s; n=3). (*: différence

significative a p < 0.05).

Un classement par ordre croissant des différents traitements grace a la méthode de tukey a
permis de classer les traitements selon leurs effets sur le taux de lipides. A 1, 2, 4 et 7 jours
d’expositiondeux groupes ont été enregistrés : le premier englobe les témoins et les traités avec

I’Actara ; le deuxieme englobe les escargots traités avec 1’huile essentielle. 3 jours, les traitements
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peuvent étre classés en deux groupes (Tableau 14) ; le premier englobe les témoins et le deuxiéme

englobe les traités. Enfin a 14 jours un seul groupe existe et qui regroupe les trois traitements.
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4. Discussion

4.1. Toxicité de I’Actara et de I’huile essentielle

Les mortalités sont dose-dépendantes. Un faible taux de mortalités a ét¢ noté dans les
doses faibles, puis ce taux commence a s'élever pour arriver a un taux maximal (100%) apres 96h
dans les doses les plus fortes avec des différences entre les deux composés Actara et 1’huile
essentielle de S. officinalis. En effet, la mortalité¢ des escargots dépend de l'espece testée et de sa
sensibilité vis-a-vis des substances testées(Douafer, 2015 ; Ait Hamlet et al, 2012).

La mesure la plus couramment employée dans les tests de toxicité aigué d’une substance est la
dose létale médiane (DL50). Nous résultats révélent que les deux produits ont un effet toxique sur
les adultes de Helix aspersa. Cette toxicité est expliquée par le mode d’action de 1’Actara et la

composition de I’extrait de la plante.

4.2. Etude biochimique

4.2.1. Effet sur les activités enzymatiques

L’AChE constitue le site cible de molécules neurotoxiques (Herbert et al., 1995 ;Bocquené et
al., 1997 ; Forget et al., 1999). Ces polluants inhibent son activité et entraine 1’accumulation
I’acétylcholine ce qui maintient de ce fait une transmission permanente de l'influx nerveux et
conduit généralement a la tétanie musculaire et a la mort de 1’organisme (Bainy, 200). Dans notre
¢tude 1I’Actara et I’'HE du S. officinalis appliqués aux adultes de 1’escargot terrestre Helix aspersa
induit une inhibition significative de ’activité spécifique de I’AChE avec des taux plus marqués
pour ’huile essentielle. De plus, I’inhibition de I’enzyme est en relation avec la durée d’exposition.
Cette diminution traduit 1’effet neurotoxique des deux composés. Les mémes résultats ont été
obtenus par plusieurs chercheurs : une inhibition de I’activit¢ de I’AChE a été établie chez H.
aspersa traité par deux pesticides, le carbofuran et le méthomyl (Salama et al., 2005). En outre, une
inhibition significative de l'activit¢ de ’AChE est enregistrée chez H. aspersa exposé a un
insecticide néonicotinoide (imidaclopride) (Radwan & Mohamed, 2013). La réduction de I’AChE a
été observée chez L. macrochirus exposée au diazinon (Dutta et al., 1992) et a ’endosulfan (Dutta
& Arends, 2003), chez I’escargot terrestre, Theba pisana traitée avec I’HE de la girofle (Gad et al.,
2023) et dans les différents tissus des organismes terrestres (Zaidi et al., 2022 ; Douafer et al.,

2020) et aquatiques (Zinkl et al., 1991 ; Fernandez-Vega et al., 1999).

La catalase joue un réle complémentaire en tant qu’enzyme cytosolique et antioxydant en
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protégeant contre la peroxydation causée par le peroxyde d’hydrogéne (Cossu et al., 1997). Le

peroxyde d’hydrogene est réduit en eau et en oxygene moléculaire par lui (Digiulio et al., 1989 ;
Orbea et al., 2002). Selon Van der-Oostet et al. (2003), la catalase est largement employée comme
biomarqueur de stress oxydatif (Napierska & Barsiene, 2009). D’apreés nos résultats, il a été
démontré que 1’ Actara et I’huile essentielle de S. officinalis entraine une augmentation significative
de Dl’activité spécifique du catalase dans le foie des adultes de Helix aspersa. Dans cette étude,
I’induction de I’activité spécifique de la CAT reflete la réaction de I’organisme a 1’augmentation de
la production de ROS grace a I’exposition aux composés toxiques. Effectivement, I’activation de la
CAT représente la premicre étape de protection contre les ROS (Pandey et al., 2001) et un
bioindicateur de 1’intoxication par plusieurs polluants (van der-Oost et al., 2003 ; Regoli et al.,
2003). En revanche, dans notre étude, nous avons remarqué que I’exposition a I’HE induire un
stress oxydatif plus marquée comparativement aux escargots exposés a 1’Actara. Nos résultats sont
proches de ceux obtenus par Gad et al. (2023). Selon ces chercheurs, 1’activit¢ de la CAT chez
I’escargot terrestre Thebapisanaa été¢ augmenté le traitement avec I’huile essentielle de la girofle
(Gad et al., 2023). Ainsi, boudebaz et bouzekouk (2018) ont également constaté une augmentation
de la CAT chez la méme espece traitée avec du chlorpyrifos. Selon El-wakil et Radwan (1991), une
autre ¢tude montre une augmentation de ’activité¢ de catalase aprés 1’exposition d’ d’Eubania

vermiculata a différents pesticides (Methomyl, Thiodicart et Métaldehyde).

Le GSH est un tripeptide qui agit comme un agent réducteur pour maintenir I’état redox
intracellulaire et protége ainsi les cellules contre les attaques peroxydatives via 1’élimination des
ROS, améliorant ainsi les défenses antioxydants (Zitka et al., 2012). Il est considéré comme un
important antioxydant qui assure la protection des membranes cellulaires contre les dommages
provoqués par les radicaux libres (Sies & Akerboom, 1984 ; Martinez-Alvarez et al., 2005 ; Lam,
2009). Dans notre étude, 1’Actara et I’huile de S. officinalis montre une tendance marquée a réduit
significativement le taux de GSH dans le foie de I’escargot. Cette réduction est due a
I’augmentation du stress oxydatif et de la consommation accrue de GSH pour neutraliser les
radicaux libres. En accord avec nos résultats, la diminution du tauxGSH a été également observée
dans I’hépatopancréas d’H. aspersa traité par les pesticides : carbofuran et parquat (Salama et
al.,2005).L'é¢tude de Douafer (2015) montre que les escargots terrestres réagissent rapidement a
l'effet du traitement par différentes concentrations et que le thiamethoxam cause une inhibition
significative de GSH comparativement avec les escargots témoins. De plus, l'inhibition de ce
biomarqueur est en corrélation avec les doses testées et plus marquée chez les espéces exposées a

I’huile essentielle ce qui confirme la toxicité de notre plante a 1’égard des escargots.
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4.2.2. Effet sur les réserves énergétiques

Les escargots H. aspersaqui traités avec 1’Actara et l'extrait de S. officinalis ont montré une
augmentation significative des taux de glucides et lipides dans leur foie.

Les glucides constituent la principale source d’énergie et jouent un rdle essentiel dans la
physiologie des étres vivants (Wiens & Gilbert, 1967). D’apres nos résultats, les deux doses testées
ont provoqué une augmentation significative des niveaux de glucides apres différentes durées
d’exposition. En effet, les glucides sont la source premicre et immédiate d’énergie (Moussard,
1999) et sont épuisées durant les situations stressantes pour répondre aux besoins €nergétiques
(Arasta et al., 1996). L’augmentation du glycogeéne dans I’hépatopancréas pourrait étre due a une
augmentation de synthése de cette molécule pour lutter contre le stress causé par les deux
COmpos¢s.

Les lipides, en tant que source d’énergie, jouent un role crucial dans le processus de
métabolisme (Wendelaar, 1997). Elles sont la principale source d’énergie pour les tissus en cas de
besoins apres les glucides (Padmaja & Rao, 1994). Dans cette ¢tude, on observe des variations
significatives du taux de lipides pendant 1’exposition entre les groupes témoins et ceux exposés a

I’Actara et a I’extrait de la plante.
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5. Conclusion et perspectives

L’utilisation de pesticides conventionnels dans la lutte contre les escargots terrestres
entraine des perturbations écologiques, des problémes agricoles et environnementaux. Les
biopesticides offrent une solution plus respectueuse de l'environnement face aux pesticides
chimiques. Notre ¢tude vise a déterminer les doses létales et I'effet de 1’Actara, un insecticide
neonicotinoide, et l'huile essentielle de S. officinalis, une plante courante en Algérie, sur Helix
aspersa, un escargot terrestre trés abondant dans la région de Skikda. Pour ce faire, des tests
toxicologiques et des dosages biochimiques ont été réalisés dans les conditions de laboratoire.

L’¢étude toxicologique montre que 1’Actara et 1’huile essentielle des de S. officinalis
provoquent une mortalité (observée et corrigée) progressive significativement corrélée aux doses et
au temps d’exposition. De plus, les équations de régression et les concentrations létales ont été
déterminées a partir des droites de régression exprimant la mortalité¢ corrigée en fonction de
logarithmes décimaux des doses.

Les résultats de 1’étude biochimique ont permis de caractériser I’effet de 1’Actara et de
I'huile essentielle de S. officinalis sur les activités enzymatiques (AChE, CAT et GSH) et les
réserves énergétiques (glucides et lipides) dans la téte et le foie des adultes de Helis aspersa. En
effet, ’effet toxique de I’huile essentielle est plus marqué par apport au a I’Actara car les effets
provoqués par le premier est significativement important a celle provoqués a la suite d’un

traitement avec le dernier.

L’¢étude permet de projeter des perspectives intéressantes qui considéreraient les points suivants :

— Tester la toxicité d’autres pesticides couramment utilisés en agriculture pour évaluer leurs
effets toxiques sur les espeéces de gastéropodes (Helix aspersa) et par conséquent, sur la
santé¢ humaine.

— Utilisé les HEs d’autres plantes pour connaitre leurs effets toxiques sur le gastéropode

terrestre Helix aspersa.
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