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Résumé

Des travaux antérieurs ont montré que la pollution métallique est prépondérante dans la région d’Annaba. La
contamination des sols résulte de 1’apport des produits phytosanitaires et du lessivage des poussiéres métalliques générées
par le complexe sidérurgique, ArcelorMittal. La présente étude s’inscrit dans un programme de biosurveillance de la
qualité des écosystemes terrestres en utilisant Helix aperta (Born, 1778) comme bioindicateur et vise 1’évaluation de la
pollution des sols dans deux sites: El Hadjar, situé a proximité de 1’usine sidérurgique Arcelor Mittal, et El Kala, localisé
dans un parc national loin de toutes sources de pollution. Des dosages de I'acétylcholinestérase (AChE, biomarqueur de
neurotoxicité) et de la glutathion S-transférase (biomarqueur du stress oxydatif) ont été réalisés sur les animaux collectés
dans les deux sites. Dans une seconde expérience, nous avons testé en conditions de laboratoire la réponse de cette espece
bioindicatrice & une formulation commerciale d'insecticide néonicotinoide (Actara, Syngenta®), trés utilisé dans la
protection de diverses cultures en Algérie. L'insecticide a été administré par application topique a diverses concentrations
(2000, 2500, 3000 mg m.a/L) sur des escargots juvéniles. Les résultats mettent en évidence une inhibition de I’AChE et
une induction de la GST dans le site d’El Hadjar comparativement a celui d'El Kala. Les bioessais de contamination des
juvéniles de cette espéce montrent que 1’ Actara manifeste une toxicité avec une relation dose-réponse. Les parametres de
[étalité ont été déterminés. Les individus juvéniles d’El Kala sont significativement plus sensibles que ceux d’El Hadjar
(DLsg = 4298 mg m.a/L chez les individus d’El Hadjar, DLsy= 3565 mg m.a/L chez les individus d’El Kala).

Mots clés : Pollution, Sols, Nord-Est Algérien, Bioindicateur, Helix aperta, Actara, Biomarqueurs.

Abstract

Previous work has shown that metal pollution is prominent in the region of Annaba. Soil contamination results from the
contribution of pesticides and leaching generated by the steel complex, Arcelor Mittal metal dust. This study is part of a
biomonitoring program on quality of terrestrial ecosystems using Helix aperta (Born 1778) as a bioindicator and assess the
quality of soils in two sites: EI Hadjar, located near the ArcelorMittal manufactory, and El Kala situated in the National
Park away from all sources of pollution. An assay of Acetylcholinesterase (AChE, biomarker of neurotoxicity) and
glutathione S-transferase (biomarker of oxidative stress) activities were performed on animals collected from the two
studied sites. In a second series of experiment, we tested under laboratory conditions the response of this bioindicator
species to a trade formulation of a neonicotinoid insecticide (Actara, Syngenta®), widely used in several crops in Algeria.
The insecticide was administered topically at several concentrations (2000, 2500, 3000 mg a.i/L). The results show an
inhibition in AChE activities and an induction in GST activities in the site of EI Hadjar compared to El Kala site.
Bioassays of contamination of juveniles of this species show that Actara exhibits toxicity with a dose-response
relationship. The different parameters of lethality were determined. Thus, the juveniles from EI Kala are significantly more
sensitive than those of El Hadjar.(LDs, = 4298 mg a.i/L in individuals from El Hadjar, LDs, = 3565 mg a.i/L in
individuals from El Kala).

Keywords : Pollution, Soil , North East Algerian, bioindicator , Helix aperta, Actara , biomarkers.
Introduction

Les activités agricoles et industrielles sont de principales sources de contamination des milieux naturels. La
ville d’Annaba est un important pdle touristique et économique installé sur la cote Est algérienne [1]. Des
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travaux antérieurs ont montré que la pollution métallique est prépondérante dans la région d’Annaba [2-4]. La
contamination des eaux souterraines par les nitrates dans les zones d'agriculture intensive a été largement
discuté [5]. L’utilisation des invertébrés pour 1’évaluation de la qualité des écosystemes a une longue histoire
dans les milieux aquatiques [6] et terrestres [7]. Les Gastéropodes Pulmonés sont des indicateurs écologiques
pertinents de la pollution métallique et organique de I’écosystéme terrestre [8-9]. Les biomarqueurs constituent
un outil biologique naturel qui peut signaler la pollution d’un milieu ainsi que la biodisponibilité des substances
toxiques [10].

La présente étude utilise une espéce bioindicatrice de la pollution des sols Helix aperta (Born, 1778) (Mollusca,
Gasteropoda) et vise 1/ a évaluer la pollution des sols de deux sites situés dans le Nord-Est algérien et 2/ a tester
sa réponse a une exposition aigue en laboratoire a un insecticide (Actara) trés utilisé par les agriculteurs et ceci
par la mesure de I’activité de 1’acétylcholinestérase (AChE) et de la glutathion S-transférase (GST). La GST est
un biomarqueur du stress oxydatif, tandis que I’AChE est le site cible d’inhibition essentiellement par les
organophosphorés et les carbamates [10].

2. Matériel et méthodes

2.1 Présentation des sites d’étude €t collecte des échantillons

Les échantillons d’Helix aperta Born, 1778 (Mollusca, Gasteropoda) ont été récoltés durant ’hiver 2013 au niveau des
sites retenus : El Kala (N 36,85490; E 8,33262) et El Hadjar (N 36,80350; E 7,74264). Ces sites ont été choisis par rapport
a leur éloignement des principales sources de pollution.

Sites
d’étude

Figure 1 : Localisation géographique des sites d’étude.

2.2 Insecticide et traitement
L’Actara (Syngenta®) est utilisé sous forme granulée avec 25% de thiaméthoxame, la matiére active. Cette derniére est
agoniste du récepteur nicotinique de I'acétylcholine. Un certain nombre de techniques standard sont disponibles pour les
bioaissais en laboratoire. Les techniques les plus utilisées incluent I'application par contact. La CLs, avec son intervalle de
confiance (1.C) pour cet insecticide a pu étre estimée en exposant les escargots a différentes concentrations de I'insecticide
(2000, 2500 et 3000 mg m.a/L ) pendant 96h. Différents bioessais ont été effectués sur des individus juvéniles (agés
d'environ 1 mois) ayant 10,432 + 2,644 mm de hauteur de coquille, 13,545 + 4,761 mm de diamétre de coquille et un poids
moyen de 0,157 + 0,067 g. Les juvéniles étant plus vulnérables a toute sorte de pollution.
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Figure 2 : Structure chimique du thiaméthoxame.

2.3 Dosage

2.3.1 Activité de ’acétylcholinestérase

Le dosage de I’AChE a été réalisé la méthode d'Ellman et al. [11] décrite précédemment [1]. Les fragments de téte sont
homogénéisés pendant quelques secondes dans 1 ml de solution détergente [38,03 mg EGTA (acide éthylene glycol-bis, -
aminoéthyl éther NNN’N” tétra acétique), 1ml Triton X 100% 5,845 g NaCl, 80 ml tampon tris (10 mM, pH 7)] a I’aide
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d’un homogénéiseur a Ultrason, puis centrifugés a 9000 tours /mn pendant 15 minutes ; le surnageant récupéré servira pour
la mesure de I’activité de I’AChE. L’activité spécifique de 1’acétylcholinestérase est déterminée comme suit: & une fraction
aliquote de 100 pl de surnageant sont additionnées & 100 pl de DTNB (0,1 M, pH 8) et 1 ml du tampon Tris (0,1 M, pH
7) ; 3 a5 minutes sont nécessaires pour épuiser la réaction spontanée. 100 pl du substrat (acétylthiocholine iodide: 118 mg
d’acétylthiocholine dans 5 ml d’eau distillée) sont ajoutés. La lecture des densités optiques s’effectue a 412 nm toutes les 4
minutes pendant 20 mn contre un blanc ou le surnageant a été remplacé par un volume équivalent de solution détergente.
Les résultats obtenus ont été exprimés en uM/mn/mg de protéines.

2.3.2 Dosage de la glutathion S-transférase

La glutathion S-transférase est extraite de I’hépatopancréas et dosée selon Habig et al. [12] qui consiste & homogénéiser les
échantillons dans 1 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 6) avec saccharose a 1’aide d’un broyeur a ultrasons. Le mélange
est centrifugé a 14000 tours/mn pendant 30 mn. Une fraction aliquote de 200 pl du surnageant récupéré est ajoutée a 1,2
ml du mélange (CDNB 1 mM/GSH 5 mM). Contre un blanc ou les 200 pl du surnageant sont remplacés par 200 pl eau
distillée. La lecture des densités optiques s’effectue a 340 nm toutes les minutes pendant Smn, et les taux sont exprimés en
MM/mg de protéines.

2.3.3 Dosage des protéines

Les données relatives aux biomarqueurs étant exprimées par rapport aux protéines. La quantification des protéines a été
réalisée selon la méthode de Bradford [13] avec le bleu brillant de Coomassie (G 250, Sigma) comme réactif et le sérum
d’albumine de beeuf comme standard (Merck).

2.4 Analyse des statistiques

Les données sont représentées par la moyenne et 1’écart type (m+SD). Elles ont fait I’objet d’une analyse de la variance
(ANOVA). Les différents tests statistiques ont été effectués a ’aide des logiciels MINITAB (Version 16, Penn State
College, PA, USA) et PRISM (GraphPad software, La Jolla California, USA). La quantification des protéines est réalisée a
partir d’une courbe d’étalonnage.

3. Résultats et discussion

3.1 Mesures des biomarqueurs in situ chez Helix aperta et contamination des sols

Les résultats sont mentionnés dans les figures 3 et 4. D’apreés les valeurs de 1’acétylcholinestérase mesurées in
situ (Fig. 3) on observe qu’il n’y a pas de différence significative (p>0,05) entre les deux sites d’étude
représentés dans le graphe par les mémes lettres.
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Figure 3 : Activité de I’acétylcholinestérase chez Helix aperta dans les deux sites d’étude (El Kala et El Hadjar).

Les valeurs de la GST sont mentionnées dans la figure 4. On remarque que l'activité de la GST chez les
individus récoltés du site d’El Hadjar est plus élevée que chez les individus du site d’El Kala.
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Figure 4 : Activité de la glutathion S-transférase chez Helix aperta dans les deux sites d’étude (El Kala et EI Hadjar).

La différence dans les valeurs de la GST d'El-Hadjar peut se traduire par une pollution provenant de la zone
industrielle FERTIAL, et 'usine ArcelorMittal, ces activités métallurgiques ont des apports diffus d'origine
lointaine (poussiéres, aérosols) pouvant parcourir des centaines de kilomeétres a partir de leur sources avant de
se déposer [14-16] ou soit des apports ponctuels localisés d'origine proche liée aux activités industrielles de
longues durées [17]. Contrairement au valeurs de la GST des individus récoltés du site d'El-Kala; ce dernier site
se trouve dans une zone protégée loin de toute pollution.

3.2 Mesures des biomarqueurs chez Helix aperta apreés exposition a I’Actara

H. aperta a été traité par contact (application topique) en laboratoire avec 1’ Actara avec une dose de 2500 mg
maticre active par litre d’eau distillée. L'Actara est un insecticide neurotoxique utilisé couramment par les
agriculteurs. Les mesures de biomarqueurs montrent une inhibition de I’activité AChE par le traitement (Fig. 5)
en comparaison avec les temoins. Ceci confirme son mécanisme d’action primaire sur le systéme nerveux,
puisque la matiére active, le thiaméthoxame, est un agoniste du récepteur nicotinique de l'acétylcholine. De
plus, le traitement induit un stress oxydatif révélé par I’induction de la GST comparativement a la série témoin

(Fig. 6).
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Figure 5 : Effet de I’ Actara sur I’activité de I’acétylcholinestérase chez Helix aperta dans les deux sites d’étude
(El Kala et El Hadjar).
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Figure 6 : Effet de I’ Actara sur l'activité de la glutathion S-transférase chez Helix aperta dans les deux sites
d’étude (El Kala et EI Hadjar).

En accord avec nos résultats, une induction de la GST a été signalée chez I’escargot Theba pisana exposé a des
pesticides a base de cuivre [18]. De plus, il a été mis en évidence une induction de I’activité GST aprés
exposition de Theba pisana a un insecticide de la famille des oxime-carbamate [19] mais aussi chez I’espéce
Helix aspersa exposé a l'insecticide imidaclopride [20].

La GST fait partie de la famille d'enzymes multifonctionnelles, elle s'est avérée étre impliquée dans la
détoxification des xénobiotiques, la protection contre les dommages oxydatifs et le transport intracellulaire
d'’hormones [21].

3.3 Parametres de létalité

Les doses létales ont été déterminées chez les individus provenant des deux sites d’étude. Les résultats sont
exprimés en mg de matiére active (m.a.) par litre d’eau distillée (Tableau 1). Aprés 96H, on note une CLs, de
3565 mg m.a L™ pour les individus récoltés dans la région d'El Kala, et une CLs, de 4289 mg m.a L™ pour les
individus récoltés dans la région d'El Hadjar.

Tableau 1 : Toxicité de 1’Actara (mg m.a/L) des individus juvéniles d’H. aperta aprés une exposition de 96 h,
analyse des probits.

Traitement Actara | Droite de régression CLs (IC)
El-Kala Y=-543+294 X 3565 (2444 - 5201)
El-Hadjar Y=-122+474 X 4298 (3641 - 5073)

L'inhibition ou Il'induction in vivo des biomarqueurs est un bon outil environnemental pour évaluer I'exposition
et les effets potentiels des xénobiotiques sur les organismes [22-23]. Si le taux des métaux lourds dépasse leurs
concentrations naturelles ils devienne dangereux pour la santé humaine et la faune, et cela en raison de leur
poids moléculaire élevé [24]. Les bioessais de contamination de 1’espéce bioindicatrice avec 1’ Actara révélent
une induction du systéme de détoxification mis en évidence par une augmentation de l'activité de la GST, et une
inhibition de I’activité de I’AChE en rapport avec son mode d’action (neurotoxique). Les essais de toxicité de
I’ Actara a I'égard des juvéniles de I'espéce retenue révelent une CLs, de 3565 mg m.a/L chez les individus d’El
Kala contre 4298 mg m.a/L mg chez les individus d’El Hadjar. Ceci suggére que les individus d’El Kala sont
plus sensibles a I’insecticide néonicotinoide par apport aux individus d’El Hadjar. La CLs, du thiaméthoxame
déterminée chez une autre espéce de Gastéropode Macrochlamys indica est de 5100 ppm [25]. Le
thiaméthoxame est trés actif contre les chrysoméles d’haricots (Coléopteres) avec une CLs, = 250 pg / L [26].
[27] ont estimé la toxicité du Thiaméthoxame sur le scarabée rhinocéros S. aloeus (coleoptera, scarabaeidae), la
Clso est de 1.092 pl ml™t (0.98 - 1.21). Ainsi que le temps létal (LTs;) qui est de 72,01 h. La fonction
locomotrice est altérée du fait du mode d'action du thiaméthoxame qui semblent interférer avec le récepteurs
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nicotinique de l'acétylcholine situés dans la membrane post-synaptique, ce qui perturbe la fonction nerveuse
normale et la mort des individus [28-30]. L'utilisation des pesticides en agriculture est néfaste pour les especes
non ciblés. En général, les effets économiques de I'augmentation de la production agricoles ont été tres positifs;
cependant, leurs risques écotoxicologiques sont a prendre en considération [31].

Conclusion

Les biomarqueurs sont en train de devenir une partie intégrante de I'évaluation de la santé des écosystémes [10-32]. Les
résultats montrent une pollution des sols de la région d’El Hadjar, comparativement aux sols d’El Kala. Les bioessais de
contamination de ’espéce bioindicatrice H. aperta avec 1’ Actara révélent une induction du systéme de détoxification mis
en évidence par une augmentation de l'activité de la GST, et une inhibition de I’activité de I’AChE en rapport avec la
neurotoxicité. L'espéce peut étre retenue comme bioincateur dans les programmes de biosurveillance de la qualité des sols.
L'AChE et la GST sont des biomarqueurs fiables du stress environnemental [33].
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