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Résumé
Ce travail a pour objectif de déterminer les doses létales des HEs d’une plante médicinale
Pinus pinaster sur un gastéropode terrestre abondant dans le Nord-Est Algérien, Cantareus
aspersus. De plus la toxicité aigu€ de cet extrait a été évaluée sur la composition biochimique
de la téte de cette espece. Les doses létales et les paramétres biochimiques
(acétylcholinestérase, catalase et protéines) ont été déterminés a différents temps (24, 48, et 96
heures) de traitement.

Les essais toxicologiques montrent une liaison positive entre les mortalités et les
doses testées. Les doses létales ont été déterminées a partir de la droite de régression
exprimant la mortalité en fonction des doses de I’extrait. Les doses létales DL10 et DL25sont
respectivement : 46,25 g/L et 100 g/L.

Les résultats du dosage biochimiques indiquent que le traitement des juvéniles de
Cantareus aspersus par ’extrait de la plante P. pinaster pendant 96 heures provoque des
perturbations dans la composition biochimique de la téte. Cette perturbation ce traduit par une
inhibition significative de I’activité spécifique de I’acétylcholinestérase et des protéines totaux

et ainsi une augmentation significative du taux de catalase aprés 24 heures de traitement.

Mots clés: Cantareus aspersus, P. pinaster, L’huile essentielle, toxicité aigu€, composition

biochimique.
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Abstract

This work aims to determine the letales doses of essential oil of a medicinal plant P. pinaster
on a terrestrial gastropod, Cantareus aspersus.In addition, the acute toxicity of this extract was
evaluated on the biochemical composition of the head of this species. The biochemical
parameters were determined at different times (24, 48, and 96 hours) of treatment.

The toxicological tests show a positive link between the mortalities and the doses tested. The
DI10 and DI25 concentrations determined from the regression line expressing mortality as a
function of the doses of the extract are respectively: 46,25 g/L and 100 g/L.

The results of the metabolite assay indicate that the treatment of Cantareus aspersus juveniles
with the extract of the P. pinasterplant for 96 hours causes disturbances in the biochemical
composition of the nervous system of this species. Indeed, a significant increase in the level of
acetylcholinesterase and protein and thus a significant decrease in the level of catalase was

noted after 24 hours of treatment.

Keywords: Cantareus aspersus, P. pinaster , acute toxicity, biochemical composition.
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Introduction

1. Introduction

Les Mollusques, Gastéropodes et Bivalves forment un groupe d’espéces tres diversifié
qui occupe une place importante dans les écosystemes. L’escargot terrestre, Cantareus
aspersus (Syn : Helix aspersa) est un gastéropode prévalente et trés répandue dans le Nord-
Est de I'Algérie (Larbaa et Soltani, 2013 ; Douafer et Soltani, 2014, Zaidi et al, 2021). Cette
espece est utilisée comme bioindicateur de la pollution métallique et organique des sols
(Gimbert et al., 2006), en raison de son accumulation facile de polluants, dont les métaux
lourds dans son organisme (Viard et al., 2004 ; Jordaens et al., 2006).

Les escargots sont considérés comme 1’'un des bioagresseurs les plus redoutés en
agricultures, ces especes se nourrissent de végétaux et s’attaquent aux plantes et ils font de
gros dégats dans les jardins. Ils collent aux troncs et aux tiges des arbres et des plantes dans la
mesure ou ils recouvrent complétement ces parties, ce qui nuit a leur vitalité et leur fait du
mal, d'ou le mauvais effet sur la déformation de la nature (Regnault-Roger et al., 2005). La
nuisibilité de ces animaux liée a leur activité et aussi de leurs habitudes alimentaires. De plus,
I’escargot provoque une odeur indésirable qui empéche les hommes, et méme les animaux
d’utilisés ces plantes contaminées (EI-Okda, 1984 ; Kassab et Daoud, 1964) et par
conséquence ces cultures perdent leur commercialisation et donc leur potentiel d'exportation
dans de nombreux pays (Baker et Hawke, 1990 ; Utah et Wissmann. 1992).

Les agriculteurs utilisent une gamme de produits chimiques pour la lutte contre ces
especes nuisibles. L’utilisation de ces produits s’accompagne d’une contamination des
¢cosystemes terrestre et aquatique entrainant la réduction de la biodiversité terrestre. Cela a
incité les chercheurs et les scientifiques a recourir a une autre solution et a rechercher une
alternative aux composés chimiques a effet positif (Priiss-Ustiin et Corvalan, 2006). Plusieurs
recherches ont été réalisées pour développer des méthodes alternatives plus efficaces aux
organismes nuisibles et moins toxiques pour I’homme et son environnement, les
biopesticides.

Les biopesticides sont « des organismes vivants ou produits issus de ces organismes
ayant la particularité de supprimer ou limiter les ennemis des cultures » (Thakore, 2006). Ces
produits permettent de lutter ou de tuer plusieurs populations nuisibles (insectes,
champignons, mollusques...) et moins toxiques pour ’homme et I’environnement que les
pesticides chimiques conventionnels. Les biopesticides ont été utilisés par les agriculteurs

depuis des siecles.
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Les biopesticides peuvent étre divisés en plusieurs catégories : Microbien (substances
actives extraites des micro-organismes de bactéries, de champignons, de virus, de
protozoaires), Animal (prédateurs, parasites ou molécules extraites d’animaux agissant contre
les ravageurs) et Végétale (substances actives qui servent d'insecticide, ou de régulateur
(Deravel et al., 2013).

L’utilisation des plantes pesticides se révele étre une pratique ancestrale en Afrique.
En effet, de nombreuses plantes sont connues et utilisées pour leurs activités biocides
(toxique, répulsive, anti-appétant) vis-a-vis d’une large gamme de biagresseurs (Saliou et al.,
2020 ; Ali et Abou El, 2023). Les plantes aromatiques produisent de nombreux métabolites
secondaires afin de lutter contre les stress abiotique et biotique. Parmi ces métabolites
secondaires, les composés des huiles essentielles comme les pesticides verts qui sont non
toxiques et généralement inoffensifs pour l'environnement par rapport aux pesticides de
synthese (Isman, 2004).

Les effets néfastes des mollusques terrestres, l'un des ravageurs agricoles les plus
nuisibles au monde, et les impacts négatifs du contréle chimique de ces especes par les
pesticides conventionnels, nous amene a I’évaluation de 1’effet de 1’huile essentielle d’une
espece végétale trés abondante en Algérie sur 1’escargot Cantareus aspersus le plus
dominant dans le Nord-est Algérien. Cette étude a pour objectif de :

— Chercher un molluscicide phytosanitaire naturel qui peut étre considéré comme une
alternative aux produits chimiques conventionnels.

I’évaluation de P’effet de I’extrait d’une espéce végétale tres abondantes en Algérie

sur ’escargot le plus dominant dans le Nord-est Algérien par :

1. la détermination des doses létales CL10 et la CL25 de I’huile essentielle d’une
plante médicinale, sur un gastéropode terrestre.
2. L’évaluation de I’effet de 1’extrait sur la composition biochimique de la téte de

cette espéce nuisible aux cultures.
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2. Matériel et Méthodes

2.1. Matériel biologique

2.1.1. Présentation du genre Cantareus aspersus

Les escargots du genre Cantareus appartiennent a la famille des Hélicidés qui comprend de
nombreuses espeéces européennes et méditerranéennes a 1'exception notable de Cantareus aspersus
qui a également colonisé les régions atlantiques et a été introduit hors de I'Europe (Bonnet et
Vrillon, 1990).L’escargot terrestre Cantareus aspersus (Figure 1), son corps doit toujours rester
humide. Cela explique qu’il "sort " la nuit, lorsqu’il pleut et qu’il soit surtout actif au printemps,
sa température change en fonction du temps en ’hiver, il hiberne dans sa coquille pour éviter
de geler. Il creuse alors un trou dans la terre, s’y loge et bouche I’entrée par un opercule en
sécrétant un voile muqueux (épiphragme). Il a besoin de faire entrer de 1’air. En été, en cas de
sécheresse, il vit au ralenti, a 1’abri dans sa coquille pour éviter de se déshydrater. Il s’enferme

dans sa coquille pour dormir, hiberner ou se protéger des prédateurs (Bouchene, 2015).

Figure 1 : Escargot Cantareus aspersus (originale, 2023).
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Cantareus aspersus (Miiller, 1774) est un Mollusque gastropode, pulmoné terrestre aussi
nommé, Helix aspersa, Cornu aspersum, Criptomphalus aspersus dans la nomenclature récente

(Barker, 2001). Selon Bonnet et Vrillon (1990), sa position systématique est la suivante :

Tableau 1: Classification de 1’espéce Cantareus aspersus (Bonnet et Vrillon, 1990).

Régne Animalier
Embranchement Mollusca
Classe Gasteropoda
Ordre Stylomatophora
Famille Helicidae
Genre Helix

Espéce H. aspersa

2.1.2. Généralité sur I’anatomie de ’escargot

Les escargots appartiennent au groupe des mollusques, il comprend en gros deux parties, la
coquille et le corps, ce dernier est divisé en trois zones la téte, le pied et les visceres (Figure 2).

a. Le corps : le corps des escargots se compose de trois parties : la téte, la masse viscérale
et le pied. La téte constitue la région antérieure, bien développée et se distincte du reste du corps,
elle porte une bouche armée de machoires et donne accés a un bulbe buccal pourvu d’une radula, de
morphologie variable. Elle porte de paires de tentacules sensoriels (Boué et a/, 1971). Le pied est
une masse musculeuse allongée. Il est riche en cellules glandulaires muqueuses qui sécretent une
substance intervenant dans la lubrification du substrat, aussi elles sécrétent, le diaphragme qui
obture la coquille du gastéropode soumis a des conditions défavorables (André, 1968). L’escargot
déplace seulement vers l'avant grace a son pied. La troisiéme partie est la masse viscérale qui
comprend les principaux organes, sous forme de manchon allongé, recouverte par le manteau a sa
partie dorsale antérieure, enveloppée d’un tégument, subit une torsion de 180° qui fait que la cavité
palléale se retrouve en I’avant de 1’animal (Gauer, 2007). La masse viscérale contient la partie
moyenne du tube digestif, la majeure partie de 1’appareil génital et la partie supérieure du muscle

collumelaire, insérée a la columelle (Amroun, 2006).
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b. La coquille : est un cone calcaire tres allongé, enroulé en hélice ou en spirale autour d’un

axe, qui peut étre plein ou creux et s’ouvre alors au voisinage du péristome par un ombilic. La
forme, D’épaisseur et la couleur du péristome ont souvent une grande importance dans
I’identification des espéces des gastéropodes. L’ouverture de la coquille ou péristome est
généralement placée sur le coté de ’animal. Elle est simple ou tranchante ou présente un ourlet
parfois épaissi en aspérités ou varices, qui donnent aux gastéropodes une grande diversité
morphologique (Selloum, 2013). Le role principal de la coquille est d’assurer la protection du corps

en cas de danger.

COQUILLE TENTACULES
pour se proleger POWw voir

PIED TENTACINF

Figure 2 : Morphologie externe d’escargot (Cantareus aspersus)

L’anatomie interne d'escargots montre une dissymétrie tout a fait remarquable sa 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 reliée au corps par un puissant muscle qui est attaché a la columelle. La
contraction de ce muscle permet a ’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 3)
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Figure 3 : Anatomie interne de 1’escargot (Cantareus aspersus)

Légendes : 1 : coquille ; 2 : foie ; 3 : poumon ; 4 : anus ; 5 : pore respiratoire ; 6 : ceil ; 7 : tentacule
; 8 1 cerveau ; 9 : conduit salivaire ; 10 : bouche ; 11 : panse ; 12 : glande salivaire ; 13 : orifice
génital ; 14 : pénis ; 15 : vagin ; 16 : glande muqueuse ; 17 : oviducte ; 18 : sac de dards ; 19 : pied ;
20 : estomac ; 21 : rein ; 22 : manteau ; 23 : coeur ; 24 : canal déférent.

2.1.3. La croissance de I’escargot

Chez les gastéropodes, nombreux sont les facteurs abiotiques (climatiques, nutritionnels) ou
biotiques (age, densité, génétique) qui conditionnent la croissance (Daguzan, 1982). La croissance
de I’escargot correspond a une prise de poids et a un accroissement de la 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).

1. La phase infantile qui dure de 1 & 2 mois, durant laquelle le tractus génital est non-

différencié chez des animaux de 0,02 a 0,6 g.
2. La phase juvénile qui est la phase relative a un tractus génital qui s'organise et a une

gamétogenese active. La masse est comprise entre 0,6 et 6 g.
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3. Laphase de maturation sexuelle ou phase pré adulte durant laquelle les glandes annexes
femelles se développent. L’animal est a maturité sexuelle.

4. La phase adulte, ou I’animal commence a se reproduire (Gomot et Gomot, 1995).

2.1.4. Reproduction de I’escargot

D’escargot « petit gris », est une espéce hermaphrodite, se caractérisant par une
exceptionnelle capacité de colonisation des habitats (Figure 4). L’escargot est adulte lorsque le
bord de la coquille est dure et forme une petite visiere, ainsi, dans ce cas, il devient capable de se
reproduire (vers 1’age de 18 mois), les individus sont sexuellement matures, et s’accouplent de deux
a 4 fois par ans dans un contact pouvant dur¢ jusqu'a 10 heures. La gestation dure environ 16 jours
lorsque chaque partenaire cherche un endroit humide, nettoie la surface et creuse avec la téte de 5 a
10 cm pour pondre. Chacun dépose en moyenne 100 a 300 ceufs, de 3 mm environ de taille, selon

les especes (Kerney et Cameron, 2009).

Figure 4 : Accouplement de petit-gris (Zaafour, 2014)
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2.2. Matériel végétatif

2.2.1. Généralité sur le pin maritime (Pinus pinaster)

Le Pinus pinater est un conifere de la famille des Pinacées, il fit décrit par le botaniste
écossais (Philip, 1768). Le pin maritime (figure 5) est un conifére largement distribu¢ dans le basin
occidental de la Méditerranée, de 1’Europe du Sud a I’Afrique du Nord, ainsi que sur la cote
atlantique du Portugal, de I’Espagne et de la France (Quezel et Barberons, 1992 in Rathgeber,
2002). C'est une espece bien adaptée aux climats maritimes trés tempérés, a températures douce et
réguliere, nécessite une légere humidité, haut niveau de lumicre (héliophile) (Kadri et al., 2015),
supporte la chaleur, mais il est sensible aux froids prolongés et les fortes gelées. Le pin maritime ou

pin des landes aime les sols non-calcaires, sableux, profonds et riches, mais il s'adapte aussi aux
sols pauvres et acides (Alissar, 2006), sa croissance rapide qui peut atteindre 30 metres. Il se

reproduit par deux méthodes de fertilisation et de dispersion des graines. Selon William Aiton

(1789), la position systématique du pin maritime dans la classification actuelle est la suivante :

Tableau 2 : Classification botanique de P. pinaster

Sous-régne Tracheobionata
Embranchement Pinophyta ou conifére
Classe Pinopsida

Ordre Pinales

Famille Pinaceae

Genre Pinus

Espéce P. pinaster
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FigureS: Arbre de pin maritime (P. pinaster) (originale, 2023)

2.2.2. Composition chimique des huiles essentielles du P. pinaster

La composition chimique des huiles essentielles des aiguilles de P. pinaster collectées en
Algérie a été étudiée en utilisant la technique GC-MS. Le chromatogramme a montré que 1'huile
essentielle était un mélange de nombreux composés, dont certains étaient présents a 1'état de traces.
Vingt-trois composés de l'huile aromatique ont été identifiés, représentant 88, 6 % de la

composition totale de 1'huile essentielle (Ait Mimoune ef al, 2013).

Tableau3 : principaux composés chimiques de 1’huile essentielle des aiguilles de P. pinaster en
Algérie (Ait Mimoune et al., 2013).

Composés Composition %
a-Thujene 0,64
o-Pinene 1,29
Myrcene 2,07
A3-Carene 0,38
Verbenone 0,25
Meéthyl acétates 1,62
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a-Terpenyl acetate 1,36
a- Copaene 5,05
B-Elemene 0,45
B-Caryophyllene 30,90
o-Humulene 6,86
Germacrene-D 3,75
B-Selinene 13,45
o-Murolene 2,59
y-Cadinene 3,93
0-Cadinene 7,81
B-Copaene 0,64
Humulene epoxide 11 2,33
Phenyl ethyl Anthranilate 2,01
Cis-ferruginol 0,58
Monoterpene hydrocarbons 4,63
Oxygenated monoterpenes 2,98
Sesquiterpene hydrocarbons 75,43
Oxygenated sesquiterpenes 2,97
Oxygenated diterpenes 0,58
Autres 2,01

2.2.3. Toxicité des huiles essentielles du Pin maritime, P. pinaster

Les substances naturelles peuvent présenter des effets néfastes pour 'homme au méme titre
que certaines substances synthétiques. Les huiles essentielles contenant surtout des phénols et des
aldéhydes peuvent irriter la peau, les yeux et les muqueuses. De plus, ils peuvent provoquer des
réactions cutanées allergiques (Meynadier ef Raison-Peyron, 1997). 11 a été rapporté qu’en présence
de parfums, les personnes asthmatiques et développant des allergies de contact présentent des
détresses respiratoires plus fréquemment que les personnes saines. Cependant, les mécanismes

immunologiques n’ont pas ét¢ démontrés (Elberling et Skov, 2007).
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2.3. Echantillonnage et élevage des escargots

2.3.1. Site de la collecte

Les juvénile de l'escargot Cantareus aspersus ont été collectés au hasard a la main du jardin
Siaffa dans la région d’Azzaba (Figure 6). Notre site de collecte est situé¢ au Sud de la Wilaya de
Skikda et soumis a un climat méditerranéen, caractérisé par des irrégularités mensuelles et
annuelles des précipitations, la température moyenne annuelle modérée dans la région est de l'ordre

de 18°C.

Figure 6 : Site de la collecte jardin siaffa, Azzaba, Skikda (originale, 2023)

2.3.2. Elevage de I’espéce

Les juvéniles de Cantareus aspersus collectés, ont été transférés a 1’animalerie et identifié
selon la méthode décrite par Bonnet ef al., (1990) et Chevallier (1990), qui se base sur le nombre de
bandes spirales au niveau des coquilles ainsi que la couleur et la forme de ces derni¢res. L’¢levage
est réalis¢ dans des boites en plastique transparentes recouvrées par un tulle pour assurer
I’oxygénation avec 8 individus par boite, chaque boite contient une éponge humide pour assurer de
I’humidité, et une boite de pétrie qui contient de la nourriture (la farine de blé). Les boites sont
nettoyées régulierement tous les 2 jours et une période d’acclimatation de 15 jours dans les

conditions de laboratoire a permis d’éliminer les individus présentant des anomalies (Figure7).
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Figure 7 : Elevage de Cantates aspersus.

2.4. Extraction des HEs de P. pinaster
2.4.1. La récolte de la plante

La plante a été récoltée de la cité Zerrouk Etaher (Figure 08), situe dans la Daira d’El-
Hadaiek (wilaya de Skikda) pendant le mois de mars. Elle a ét¢ identifi¢ a 1’aide des personnes

qualifies au niveau de la pépiniére d’El-Hadaiek, la wilaya de Skikda. (Mr. Zahr Eddine Charia)

o ¢ ! | . | TN -~ i
| il 4 e .
k. A % " "%:s\ 7 PO AT, \u“’: ) "'*‘?

Figure 8 : Récolte de la plante P. pinaster (originale, 2023)
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2.4.2. Lavage et séchage de la plante

La plante a ¢été bien lavée avec de 1’eau pour débarrasser de tous dépdts des polluants. Les
aiguilles récoltées ont été séchées a 1’air libre et a labri de la lumiére jusqu’a la stabilisation de leurs
poids afin d’obtenir une meilleure extraction. Apres elles ont été coupées en petits morceaux pour
augmenter la surface de contact avec I’eau et conserver dans des sacs en papier jusqu’au moment

d’extraction.

2.4.3. Méthode d’extraction des huiles essentielles du P. pinaster

Les huiles essentielles (HEs) des aiguilles de P. pinaster, ont été isolées par la méthode
d’hydrodistillation. Chaque extraction a duré¢ 3 a 4 heures pour un mélange de 80 g de maticre
végétale avec 800 ml d'eau distillée. Les vapeurs chargées de 1'huile et qui traversent le réfrigérant
se condensent. Le distillat obtenu contient une phase aqueuse ainsi et une phase organique
constituée par I’HE. Aprés la séparation des deux phases par le sulfate de sodium. L’huile
essentielle est récupérée et stockée a 4° C a l'obscurité dans des flacons sombres et hermétiquement
fermés (figure 9). Les quantités d'essence obtenues sont pesées pour le calcul du rendement. Le

rendement en HE est donné par la relation suivante :

RHE(%) = M’/M x100

M’=masse d’HE en gramme

M = masse de la matierevégétaleutilisée en gramme

Figure 9 : Montage utilisée pour I’hydrodistillation (originale, 2023)et HEs du P. pinaster
13
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2.5. Etude toxicologique

La méthode utilisée pour déterminer la toxicité de 1’huile essentielle du Pin maritime est le
traitement par application topique (Hussein et al, 1994). Les HEs sont préparées dans le solvant le
plus approprié pour une application topique, le Tween (20 %) (Adokoh et al., 2019). Les doses
testées sont : 10, 16, 50, 100 g/L, ou elles sont délicatement appliquées sur toute la surface du corps
de chaque individus a l'aide d'une micropipette (figure 10). Les escargots morts ont été prélevés et

enregistrés chaque 24 h durant 96 h.

Figurel0: Traitement toxicologique (originale, 2023)

2.6. Etude biochimique

2.6.1. Traitement et prélevement des organes

Pour déterminer ’effet d’huiles essentielles du Pin maritime sur 1’activité de la catalase, de
I’acétylcholinestérase et le taux de protéines dans la téte de Cantareus aspersus, un traitement
topique a été effectué par application de I'huile essentielle a deux concentrations : 46,25g/1 et 100g/1
correspondent respectivement a la CL10 et la CL25 contre les juvéniles de cette espece (résultats la
premiere partie de cette étude). Apres I’anesthésie, par congélation pendant une (1) heure, la téte
des escargots témoins et traités est prélevée a 1’aide d’un ciseau est pesée (figure 11) dans une
balance de précision (Startorius H10) et conservée dans des tubes Eppendorfs contenant 1’acide

trichloracétique (TCA 20%) & + 4°C jusqu’aux dosages biochimiques.
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Figurell : Préléevement d’organe de Cantareus aspersus (original, 2023)

2.6.2. Dosage de I’acétylcholinestérase

Le Dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) est réalisé selon la méthode d’Ellman et al.
(1961). Les tétes des escargots témoins et traités sont homogénéisés dans 1 ml d’une solution
détergente, puis centrifuges (5000 tours/mn, Smn. Le surnagent récupéré servira comme source
d’enzyme. Le dosage de I’activité AChE est réalisé sur une fraction aliquote de 100 ul a laquelle on
ajoute 1 ml tampon phosphate et 100 pl de substrat acétylthiocholine préparé extemporanément
sont ajoutés. La lecture des absorbances s’effectue chaque minute pendant 5 min a une longueur

d’onde de 412 nm contre un blanc ou 100 ul de d’eau distillée replace les 100 pl du surnageant.

2.6.3. Dosage du catalase

L’activité de la catalase (CAT) est déterminée selon la méthode de Greenwald (1985). Les
¢chantillons sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate. L’homogénat est broyé et
centrifugé a 15000 trs/min pendant 15 min. le surnagent récupéré est utilisé pour le dosage de

catalase. Le dosage est réalisé selon le tableau suivant :
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Tableau 4: Dosage de la catalase

Surnageant (ml) | Tampon phosphate (ml) H,0, (ml)
Blanc 0 04 0,5
Echantillon 0,1 0,4 0,5

2.6.4. Dosage de protéines totales

Les protéines ont ¢té dosées selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise le bleu brillant
de Coomassie comme réactif (100 mg BBC + 50 ml d’éthanol absolu + 100 ml d’acide ortho
phosphorique complété a 1000 ml avec de I’eau distillée) et le sérum d’albumine de boeuf (BSA,
Sigma) comme protéine standard. La gamme d’étalonnage a été réalisée a partir d’une solution
mere BSA (1 mg/ml) (Tableau 5). Les absorbances ont été lues dans un spectrophotomeétre a une

longueur d’onde de 595 nm contre un blanc de gamme.

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

Tubes 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Quantité de I’eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
BBC (ul) 4 4 4 4 4 4

2.7. Traitements statistiques des données

L’analyse statistique des données est effectuée avec le logiciel MINITAB 16.00 fr d’analyse
et traitement statistique des données. La répartition des mesures biochimiques répond a une loi
normale et ces parametres sont exprimées par leur moyenne et leur ’écart type établie sur un
effectif ou un nombre de répétitions précisées dans les figures et les tableaux. Les moyennes des
séries témoins et traitées ont ét¢ comparées en utilisant ’ANOV A avec un seuil de signification P =
0,05. Les résultats des parameétres toxicologiques et biochimiques ont fait 1’objet d’une analyse de

la variance a un critere (traitement) et a deux critéres (traitement et temps) de classification.
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3. Résultats

3.1. Rendement des huiles essentielles du Pin maritime
Le rendement en huiles essentielles de sept (7) extractions a été calculé en fonction de la matiere
végétale seche des aiguilles de la plante. Nos échantillons de P. pinaster ont fourni un

rendement de I’ordre de 0,47%.

Tableau 6 : Rendement (%) des huiles essentielles de P. pinaster

Plante Poids d’huile Poids de la matiere Rendement
essentielle (g) végétale seche(g)
P. pinaster 3 640 0,47%

3.2. Toxicité des HEs a I’égard de Cantareus aspersus

3.2.1. Mortalité observée

L’extrait naturel (HE) a été utilisé a des différentes concentrations qui sont: 10, 16, 50 et
100 g/L sur les juvéniles de Cantareus aspersus. Les résultats de la mortalit¢ observée sont
mentionnés dans le tableau 7 avec des taux variant de 0,333 et (16 g/L) de 0,666 (100 g/L)
aprés 24 h de traitement. La dose la plus élevée (100 g/L) présente le taux le plus élevé de
mortalités comparativement aux autres doses et aux témoins. L’analyse statistique des données

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

Tableau 7: Effet des HEs du P. pinaster sur les juvéniles de I’escargot Cantareus aspersus sur la

mortalité observée (m + 0, n=3).

Concentration Temps (heure)
(g/L) 24 48 72 96
Témoin 0 0 0 0
10 0 0 0 0
16 0 0,333 +£0.577 0,333 +£0.577 0,333 +£0.577
50 0,333 £0,577 | 0,666 1,154 0,666 + 1,154 0,666 + 1,154
100 0,666 £1,154 1+0 0.666 + 1,154 0,666 £1,154
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3.2.2. Mortalité corrigée
Les résultats du calcul de la mortalité corrigée sont mentionnés dans le tableau 8. Ces
résultats montrent que les taux de mortalité corrigée augmentent avec la concentration de I’Huile

essentielle. Les taux les plus élevés ont été notés aprés 48 heures de traitement (37,5) avec la

dose la plus forte (100 g/L).

Tableau 8: Effet des HEs du P. pinaster sur les juvéniles de I’escargot Cantareus aspersussur la

mortalité corrigée

Concentration Temps (heure)
(g/L)
24 48 72 96
Témoin 0 0 0 0
10 0 0 0 0
16 0 12,5 12,5 12,5
50 12,5 25 25 25
100 25 37,5 25 25

3.2.3. Droite de régression

La droite de régression qui exprime la mortalité corrigée apres 24 heures de traitement
(tableau 9) en fonction des doses des huiles essentielles de la plante utilisée est représentée dans
la Figure 12. Le coefficient de détermination (R*=0,986) révéle une liaison positive entre les

mortalités et les différentes doses testées.
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3.3. Effet du traitement sur la composition biochimique

3.3.1. Effet sur le taux de I’acétylcholinestérase

Le traitement des juvéniles de Cantareus aspersus avec ’HE de P. pinaster a deux doses
(DL10 et DL25) induit une inhibition de ’AChE dans la téte de ces escargots a partir de 24
heures d’exposition (Figure 13). L inhibition maximale de 1’activité¢ de I’AChE a été notée apres
96 heures (25,43 + 1,76 et 14,57 + 4,85 nM/min/mg de protéines) chez les individus traités avec
les deux doses, DL10 et DL25, respectivement. De plus, ’ANOVA indique un effet traitement,

temps et interaction traitement-temps (p< 0,001) hautement significatif
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Figure 13 :Activité spécifique de I’AChE (nM/min/mg de protéines) dans la téte des juvéniles de
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I’escargot Cantareus aspersus exposés a I’huile essentielle de Pinus pinaster (DL10 et DL25)
(m £ §; n=3). Les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes
(p<0,05).

3.3.2. Effet sur le taux de catalase

Les résultats de 1’estimation de 1’activité de la catalase dans la téte des juvéniles de
I’escargot Cantareus aspersus exposés a I’huile essentielle de Pinus pinaster a deux doses, DL10
et DL25, sont représentés dans la figure 14. Les des juvéniles de Cantareus aspersus traités
présentent une augmentation significative (p< 0,05) de I’activité de la catalase apres 24 heures de
traitement avec la DL25. L’effet de la dose la plus faible est noté aprés 48 heures de traitement
avec une augmentation significative (p <0,05) et aprés 96 heures avec une augmentation tres
significative (p< 0,01). Le maximum d’augmentation de I’activité¢ de la catalase est enregistré
apres 96 heures de traitement (152,11 £ 5,41 et 163,2 + 17,0 uM/min/mg de protéines).

L’ANOVA a deux critére de classification (traitement/ temps) révele des effets traitement

(p< 0,001), temps (p< 0,001), et une interaction traitement/temps (p< 0,001) hautement

significatif.
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Figure 14 :Activité spécifique de la CAT (uM/min/mg de protéines) dans la té€te des juvéniles de
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I’escargot Cantareus aspersus exposés a I’huile essentielle de Pinus pinaster (DL10 et DL25)
(m £ §; n=3). Les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes
(p<0,05).

3.3.3 Effet sur le taux de protéines
Les résultats de 1’estimation du taux de protéines dans la téte des juvéniles de I’escargot
Cantareus aspersus exposés a I’huile essentielle de Pinus pinaster a deux doses, DL10 et DL25,
sont représentés dans la figure 15. Le taux de protéines chez les juvéniles traités ne présente pas
des variations importantes et ceci pour les deux doses par apport aux témoins. En effet, le taux de
protéines atteint la valeur minimale de 11,605 + 1,388 pg/mg de tissu et 10,614 £+ 2,053 pg/mg
de tissu apres 48 heures de traitement avec la DL10 et 25 DL respectivement. La comparaison
des valeurs moyennes du taux de protéines chez les individus témoins et traités a différents
temps d’exposition indique que le I’HE de notre plante n’induit aucun effet significatif (p>0,05)
sur les protéines. De plus, L’analyse de la variance a deux critéres de classification (ANOVA)
indique des différences non significatives entre les doses (p= 0,338), le temps (p= 0,067) et

I’interaction doses-temps (p= 0,418).

ETémoin ®WDL10 mDL25
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Figure 15: Taux de protéines (ng/mg de tissu) dans la téte des juvéniles de I’escargot Cantareus
aspersus exposés a I’huile essentielle de Pinus pinaster (DL10 et DL25) (m + §; n=3). Les
moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes(p<0,05).

22



Discussion



Discussion

4. Discussion

4.1. Rendement des huiles essentielles du Pin maritime

La présente étude montre que le rendement des HEs du pin maritime obtenu par
hydrodistillation est de I’ordre de 0,47%. Cela est conforme aux travaux de (Fekih et al, 2014) et
(Sadou et al ., 2015) qui déclarent que le rendement de cette plante dans le Nord-est et le Nord -
Ouest Algérien est respectivement (0,42% et 0,52%). Cependant, Dob et al. (2005), Kelkar et al,
(2005) et Amirouche et Rakem (2017) indiquent que le rendement des HEs de la méme plante
récoltée dans la forét zaafouria a Souk Ahras était respectivement de 1’ordre de 0,81 %, 0,3% et
0,85%. La différence entre nos résultats et les résultats de ces chercheurs peut étre justifiée par
plusieurs facteurs tels que les paramétres environnementaux et climatiques (climat humide,
climat subaride), la méthode d'extraction des HEs, la qualité¢ de sol, le degré de maturité, les
facteurs génétiques, type de culture et le mode de récolte de la plante plus le mode d’extraction

utilisé (Mnayer, 2014).

4.2. Etude toxicologique

La dose létale médiane (DL50) est la mesure la plus utilisée dans les tests de la
toxicité aigu€¢ d'une substance. Elle définir et établir la relation entre les effets observés et les
doses administrées et aussi de déterminer le risque de 1’utilisation des fortes doses (Brika, et al.,
2002). Une valeur inférieure de DL50 signifie relativement une plus grande toxicité, ce qui
indique qu’une plus petite quantité de la substance est requise pour la mort de 'organisme d'essai
(Girard, 2010). Dans cette étude, la toxicité aigu€ (96 h) de I’extrait d'huile essentielle a été
testée sur l’escargot terrestre Cantareus aspersus juvénile en utilisant le traitement par
application topique (Salama et al., 2005) et (Radwan et Mohamed, 2013). Les résultats de
I’estimation des doses létaux montrent que le traitement par application topique, provoque des
mortalités avec des taux varient avec les doses testées. La premicre réponse a I’effet du

traitement est une sécrétion du mucus par les escargots (Bhavsar et Patel, 2011).

4.3. Etude biochimique

L'acétylcholinestérase est une enzyme impliquée dans les mécanismes de transmission de
lI'influx nerveux a travers l'organisme. Son inhibition par de nombreux neurotoxiques entraine
I’accumulation 1’acétylcholine, d’un médiateur chimique dans l'espace synaptique, qui maintient
de ce fait une transmission permanente de 1'influx nerveux et conduit généralement a la tétanie
musculaire et a la mort de I’organisme (Bainy, 200). L’AChE constitue en effet la cible
privilégi¢ée de certains insecticides (organophosphorés, carbamates), herbicides (triazines,
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paraquat) et autres molécules neurotoxiques (Herbert et al., 1995 ; Bocquéné et al., 1997 ;
Forget et al., 1999 ; Dellali et al., 2001). Surtout utilisée en milieu marin (Galgani & Bocqueng,
1998). L’acétylcholinestérase est largement employée en toxicologie en tant que biomarqueur de
neurotoxicité. La mesure de son inhibition constitue un marqueur dont ’expression traduit
spécifiquement 1’exposition des organismes a différents contaminants et notamment certains
produits phytosanitaires.

Dans notre étude L’HEs du pin maritime obtenu par hydrodistillation appliqué a deux
doses (DL10 et DL25) chez les juvéniles de I’escargot terrestre Cantareus aspersus induit une
inhibition significative de 1’activité spécifique de ’AChE avec des taux plus élevés pour la
DL25. De plus, I’inhibition de I’enzyme est en relation avec la dose et la durée d’exposition. La
réduction de ’AChE a ét¢ observée chez L. macrochirus exposée au diazinon (Dutta et al.,
1992) et a I’endosulfan (Dutta & Arends, 2003) 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) est considérée comme biomarqueur de la contamination des milieux
aquatiques.

La fonction principale du catalase (CAT) est de protéger les systémes biologiques contre
les ROS (Roméo et al. 2000). La catalase est une enzyme cytosolique et antioxydante
complémentaire de la GPx contre la peroxydation induite par le peroxyde d’hydrogeéne (Cossu
etal, 1997b). il catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogeéne en eau et en oxygene moléculaire
(Digiulio et al., 1989; Orbea et al., 2002). La catalase est trés utilisée comme biomarqueur de
stress oxydatif (Van der-Oostet al., 2003 ; Napierska & Barsiene, 2009). Nous résultats montrent
que l'huile essentielle de P. pinaster provoque une augmentation significative de l'activité
spécifique du catalase dans la téte des juvéniles de Cantareus aspersus a partir de 24 heures
d’exposition. L’induction de I’activité spécifique de la CAT dans cette étude exprime la réponse
de I’organisme a ’augmentation de la génération de ROS avec 1'huile essentielle de notre plante.
En effet, L’induction de I’activité de la CAT constitue la premiére étape de défense contre les
ROS (Pandey et al., 2001) et un biomarqueur d’intoxication par les pesticides (van der-Oost et
al., 2003; Regoli et al., 2003). Nos résultats sont similaires avec ceux de Gad et al. (2023.
L’augmentation de la CAT a été aussi observée par boudebaz et bouzekouk (2018) chez la méme
espece traitée avec le chlorpyrifos. Une autre étude réalisée par El-wakil et Radwan (1991)
constate que l'activité de catalase a été augmentée apres l'exposition d’Eubania vermiculata a
plusieurs pesticides (Methomyl, Thiodicart et Métaldéhyde).

Les protéines sont de grosses molécules qui représentent plus de 50 % du poids sec des
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organismes vivants, et ce sont des composés organiques présents dans toutes les cellules, et elles
sont toutes composées des mémes acides aminés (Jean, 2002). Les protéines jouent un rdle tres
important dans la formation musculaire, et peuvent également impliquer de nombreux processus
tels que la réponse immunitaire, la digestion enzymatique, la régénération tissulaire et assurer le
transport de 1'oxygene dans l'organisme (Ciriac, 2013). Dans des conditions de stress, les
animaux ont besoin de plus d'énergie pour détoxifier la substance toxique. Lorsque la quantité de
glucides et de lipides est limitée, la source d'énergie alternative pour répondre a la demande
accrue d'énergie est les protéines (Moussard, 1999). Nos résultats montrent une diminution
significative du taux de protéines chez les escargots traités avec les deux doses de I’HE a partir
de 24 heures de traitement. La diminution est plus marquée chez les escargots traités avec la
dose la plus élevée. La diminution des protéines chez les escargots traités peut étre due a
I’utilisation directe des protéines par les cellules pour satisfaire les besoins énergétiques. D’autre
part et selon El-Wakil & Radwan (1991), la diminution des réserves en protéines solubles peut

étre expliquée par le stress résultant de 1’effet des polluants testés.
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5. Conclusion et perspectives

L'escargot terrestre, Cantareus aspersus est connus pour causer des perturbations
¢cologiques ainsi que des problémes agricoles et de santé. Les huiles essentielles représentent
une alternative écologique aux pesticides chimiques de syntheése. L’objectif de notre travail est
d’étudier la toxicité 1étale et sublétale de I’huile essentielle des aiguilles P. pinaster, une plante
trés abondante en Algérie, sur ce gastéropode tres abondant dans le Nord-est Algérien. De plus,
la toxicité aiglie de cet extrait a été évaluée, dans des conditions controlées, sur la composition
biochimique (acétylcholinestérase, catalase et protéines) de la téte des juvéniles.

Les essais toxicologiques montrent que le traitement par application topique des juvéniles
Cantareus aspersus avec 1’huile essentielle des aiguilles la plante P. pinaster provoque une
mortalité progressive avec le temps. De plus, une liaison positive entre les mortalités et les doses
testées a €té enregistrée. Les concentrations létales CL10, CL25 déterminées a partir de la droite
de régression exprimant la mortalité en fonction de logarithmes décimaux des doses de 1’huile
essentielle sont respectivement: 46,25 g/L, 100 g/L

Le dosage des parameétres biochimiques (acétylcholinestérase, catalase et protéines)
indique que le traitement des juvéniles de Cantareus aspersus avec 1’huile essentielle des
aiguilles la plante P. pinaster pendant 96 heures provoque des perturbations dans la composition
biochimique de la téte de cette espece. En effet, une diminution significative de ’activité de
I’ AChE et du taux de protéines et augmentation de 1’activité de la catalase ont été notée apres 24
heures de traitement.

Les données, obtenues dans notre étude, ont montré que 1’huile essentielle de notre plante
présente des propriétés molluscicides contre les escargots Cantareus aspersus, ce qui a conduit a
la conclusion que I’HE peut étre utilis¢é comme molluscicide potentiel alternatif aux

synthétiques.

A P’avenir, il serait intéressant de compléter ce travail par :

— Evaluation de la Toxicité chronique des HEs du pin maritime contre Cantareus aspersus
(juvéniles) pour déterminer leur effet sur la croissance et la reproduction.

— Utilisé les HEs d’autres plantes pour connaitre leurs effets toxiques sur les especes de
gastéropodes (Cantareus aspersus et Helix aperta).

— Doser d’autres enzymes de détoxification.
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