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Résumeé

Ce travail consiste a étudier I'impact d’'un inseicke utilisé couramment en Algérie :
le Méthomyl sur un organisme bioindicateur de pally le vers de terrdOctadrilus

complanatus).

Dans un premier temps, une étude d’identificati@s ders de terre collectés de
différents sites de la région de Annaba a été wfée; les résultats de I'étude taxonomique du
peuplement lombricien de notre région, a révélélgs@speces echantillonnées appartiennent
a la famille des Lumbricidae, quatre genres lonibnie(Octodrilus, Nicodrilus, Eisenia,
Allolobophora) correspondant & 4 espéc&3ctodrilus complanatus, Nicodrilus caliginosus

caliginosus, Eisenia foetida, Allolobophora chloratica.

Dans notre travail, nous nous sommes concentréesaffets du Méthomyl sur les
vers de terre a l'aide des tests toxicologiquele®gritéres d'évaluation sont : la croissance et

le taux de mortalité.

D’'un autre c6té, nous nous sommes intéressés adatterie de biomarqueurs tels
gue : GSH, Activité GST, Activité CAT, Activité AGh et le taux de MDA et leur évolution
en présence du xénobiotique chez un organismedidaiteur(Octadrilus complanatus). Nos
résultats mettent en évidence une toxicité confrmpar I'augmentation de la peroxydation
des lipides (MDA). Cet effet est accompagné pardézlenchement d'un systéme de
détoxification (GSH, GST) et la stimulation de lLiaié enzymatique anti-oxydante : la
Catalase ainsi qu’une inhibition de [I'activit¢ AChEaduisant une neurotoxicité de

Méthomyl.

Enfin, L'examen histologique a confirmé la toxicidé Méthomyl chez le vers de
terre, et ce a travers des altérations tissul&iéssmportantes au niveau de I'épiderme.

Mots clés :ldentification, Méthomyl, Biomarquer, Physiologityess oxydant, Histologie.
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Abstract

This work consists to study the impact of an inset# used fluentlyin Algeria :

Methomyl on an bioindicator organism of polluti@arthwormgOctadrilus complanatus).

At first time, a study of identification of earthwos collected by various sites of the
region of Annaba has been effected, the resultshef taxonomic study of earthworm
population in our region, revealed that the samplegties belong to the family Lumbricidae,
four kinds earthwormgOctodrilus, Nicodrilus, Eisenia, Allolobophora) corresponding to
four speciesOctodrilus complanatus, Nicodrilus caliginosus caliginosus, Eisenia foetida,

Allolobophora chlorotica.

In our work, we have concentrated on the effectMethomyl on earthworms using

toxicological tests where the criteria of evaluatare: growth and mortality rates.

On the other hand, we are interested in a battebjoonarkers such as : GSH, GST
activity, CAT activity, AChE activity and MDA ratend their evolution in the presence of the
xenobiotic in a bioindicator organistfOctadrilus complanatus). Our results highlight a
toxicity confirmed by the increase inthe peroxidatof lipids (MDA). This effect is
accompanied by the outbreak of a detoxificatiortesys(GSH, GST) and stimulation of the
antioxydant enzymatic activity : the Catalase a#l a® an inhibition of the AChE activity,
translating a neurotoxicity of Methomyl.

Finally, the histological examination confirmed thexicity of the Methomyl to
earthworms, and it through tissue alteration vergartant at the level of the skin.

Keywords: identification, Methomyl, Biomarkers, Physiologyidative Stress, Histology.
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INTRODUCTION GENERALE

1- Généralités :

Les écosystemes naturels, qu'ils soient aguatiqueterrestres, présentent un intérét
ecologique majeur, et constituent la base du dgpelment socio-économique humaiman
et al., 2007) lls constituent des entités en équilibre dynamigusceptibles d’évoluer en
fonction de variations spontanées ou provoquéedgmfacteurs extrinséques, climatiques ou
autregRamade, 2002)

Notre biodiversité a était longtemps préservée,snes principaux constituants de
notre environnement ont été particulierement médipar la libération de diverses molécules
dont certaines se révélent toxiques non seulemant lp flore et la faune mais également

pour la santé humaine.

La prise de conscience de la nécessite de protégecultures est certainement
simultanée a la naissance de l'agricult(®ehiavon, 1998) La lutte contre les organismes
nuisibles des cultures a été pendant longtempsatieenphysique : ramassage des insectes,
destruction des plantes malades par le feu, déstpenmanuel puis mécaniq(@alvet etal.,
2005) De nombreuses substances toxiques telles que #&Eiges sont générées par les
activités humaines quotidiennement et déversées kamvironnementCette pollution peut
alors étre une source de stress pour les organisimescibles. La majeure partie des
substances n’atteint pas la cible et peut doncigeeider dans I'environnement et rejoint
'atmosphere, le sol, et les egurati, 2012).

Nombreux phénomenes influencent le devenir dedcpest dans I'environnement:
'adsorption, la volatilisation, la dérive gazeude, ruissellement, l'infiltration. Pendant
I'épandage, des phénomeénes de transferts peuveintiau vers I'atmosphére sous forme de
gouttelettes (phénomene de dérive) ou de gaz (pm&me d’évaporation). Le phénomene de
dérive a fait I'objet d’un grand nombre d’études, evanche la génération d’'une phase

gazeuse reste encore mécon(eparly, 2008)

Aprés l'application, des phénomeénes de transfeeisvgnt encore avoir lieu par
volatilisation depuis le sol ou le végétal, ou bijgar érosion éolienne. La volatilisation
dépend des caractéristiques physico-chimiques delatance et des conditions climatiques,
notamment la température. Les composés émis sunst@dibpersés dans I'atmospheéere, parfois
sur de tres longues distan¢€oparly, 2008) (Figurel)

Toxicité potentielle d’'un insecticide sur un invertébré de la famille des coelomates 1
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Figure 1: Voies de transfert des produits phytosanitaigessd’environnement.
(Source : SRPV, 2011)

2- Rappel sur le phénomene de la bioindication :

La recherche d’outils de surveillance de la qual#é écosystemes et la mise au point
de méthodes d’évaluation du risque environnementdlilisent d’intenses efforts de la part
d’'une large communauté scientifique depuis les idera décennie§Guerlet, 2010) Les
méthodes d’analyses physico-chimiques, bien queucaiplus performantes, atteignent leurs
limites en tant qu’outils d’'aide a la gestion eowinementale, car elles ne prennent
généralement pas en compte la notion de spéciatiate biodisponibilité des polluants. Il est
donc apparu nécessaire de compléter ces mesuradepatonnées biologiques permettant
d'évaluer l'effet potentiel global des substancesgntes dans le milieu vivaitadhar-
Chaabouni etal., 2009)

Certaines especes sont trés sensibles aux vasat@sconditions environnementales,
gu’elles soient d'origine biotique ou abiotique yetépondent proportionnellement par des

Toxicité potentielle d’'un insecticide sur un invertébré de la famille des coelomates 2
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changements mesurables a différents niveaux diatiég (spatial, morphologique,
physiologique, cellulaire, ou bien encore molécgelaiTous ces changements peuvent s'ils
sont bien utilisés, constituer des bioindicateatgils précoces et sensible a une large gamme
de polluants, pour détecter une dégradation commeerestauration du milieQNu et al.,
2005 ; Figueira etal., 2009) Les bioindicateurs sont définis comme especegroupes
d’espéces qui, par leur présence et/ou leur aba@edannt significatifs d’'une ou de plusieurs
propriétés de I'écosysteme dont ils font paf@eelorget et Perthuisot, 1984)

D’innombrables travaux ont été publiés sur 'empd@ bioindicateurs tels que les
especes bioaccumulatrices destinées a évaluer ditéqules milieux naturels. En effet,
I'accumulation de certains polluants par les orgargis bioaccumulateurs facilite leur mise en
évidence et leur quantification par des méthodeasignes et/ou physiques. De plus, les
especes bioaccumulatrices retenues comme bioindesatsont en général des especes
abondantes, relativement résistantes aux toxiquekuee durée de vie suffisante qui leur
confere une capacité d’intégration des variatioaslad qualité du milie/Amiard et al.,
1989) Parmi les organismes de la faune terrestre, inesrtébrés sont utilisés comme
bioindicateurs de pollution. Il en est ainsi desllusgues bivalves et des gastéropodes
terrestres et aquatiques, certains arthropodesc(lestacés), et les annélides (Polychetes,
Achetes) et surtout les oligoché{@&eeby, 2001pbjet de notre étude.

3- Rappel sur les annélides :

Depuis plusieurs décennies, I'étude du monde vidansol a pris de plus en plus
d’'importance, car plusieurs centaines d'annéesrgnele philosophe grec Aristote respectait
les vers de terre en tant qu'améliorateurs et tgadinla fertilité du sol et les avait surnommé
"intestins de la terre’Charles Darwin (1809-1882) étudié le vers de terre et donna a cette
famille ses lettres de noblesse en lui consacnarivte paru erll881dans lequel il affirmait
gu'’il n'existe peut-étre aucune autre créature demble a été aussi important dans I'histoire

de la vie sur Terr€Bogdanov, 1996)

Les Annélides sont principalement représentés mnécosystémes terrestres par les
vers de la classe des oligochéetes qui représeatentomposante majeure de la macrofaune
du sol puisque, dans la plupart des écosystemesties, ils dominent en biomasse. lls sont
également connus comme étant de bons bioaccumwdadeucertains polluants comme les

meétaux lourds, les hydrocarbures aromatiques polgryes (HAP).
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Les vers de terre sont des organismes commundelantet jouent un role important
au niveau de I'écosystéme terrestre en tant quenggaseurgEdwards et Bohlen, 1996)lls
jouent en effet un réle essentiel dans la décortiposile la matiere organique du sol mais
egalement dans la structuration (agrégats) et badstion du sol en creusant des galeries
(Bartlett et al., 2010) lls ont un réle important dans la chaine alimestaar ils sont une

source d’alimentation pour les niveaux trophiqugsesieurs.

En 1994 plus de 3 600 especes de vers de terre avaieneeétnsées dans le monde,
auxquelles s’ajoutaient plus de soixante nouvedgseces chaque ann@elosi, 2008) La
premiere description d’'une espece de vers de égridlgeérie, a été faite p&andolphe en
1861 dans la région de Annaba. Par la siBeqdard (1892)a signalé la présence de
Microscolex algeriensisDés lors, les travaux ont été interrompus et n&@ repris qu’en
1987 par Omodeo et Martinucci qui ont identifié des vers de terre dans les r&gio
forestieres du massif du Djurdjura, de I’Akfadowdatmassif de I'Edough. EN992 Baha a
entrepris une étude quantitative et qualitative\ad®s de terre sur des sols cultivés.1o87,
Barra a identifié les oligochetes des régions d’El Hamratu Hamma et Birtouta. E2003
Omodeo, Rota et Bahas'intéresserent a la biogéographie et les caextécologiques des

oligochetes du Maghreb

En FranceBouché (1972 recensé environ 180 espéces de lombriciensau@etr a
proposé de classer les vers de terre en trois aad8gécologiques, basées sur des critéres
morphologiques (pigmentation, taille), comporteraemt (alimentation, construction
degaleries, mobilité) et écologiques (longéviténpge de génération, prédation, survie a la
sécheresse). Toujours selBouché (1977), Edwards et Lofty (1977), et Lee (198 on

distingue 3 grands groupes écologiques de lomipscie

Les épigés :qui sont des vers pigmentés de petite taille (BD anm en général) et
vivent généralement dans la litiere de surfaceeeh@urrissent des matieres organiques en
décomposition dans cette litiel®®quché, 1977 ; Lee, 1985)

Les endogés (qui sont des vers dépigmentés, sans couleursesuptiles, de taille
variable (1 a 20 cm), vivant généralement dansplesmiers centimétres de sol ou ils

construisent des galeries d’orientation quelcor{@oeiché, 1977)

Les anéciques gui sont de couleur brune, de taille moyennéante (10 a 110 cm),
ce sont ceux qu’'on appelle les "lombrics". lls sent des galeries verticales profondes a
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subverticales plus ou moins ramifiées s’ouvranseriace. Ils ont un mode de vie mixte, et
se nourrissent de débris organiques prélevés déacsuet qu'ils laissent pourrir dans le sol
avant de les ingérer avec du @buche, 1977) (Figure 2)

I Habitants de la litiere
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Figure 2 : Les zones ou vivent les trois grands groupes dedeterre.
(http://www.bioactualites.ch/)

L’inventaire systématique et la répartition dessvae terre en Algérie sont encore mal
connus(Baha etal., 2001 ; Omodeo etl., 2003 ; Kherbouche etal., 2012 ; Zeriri etal.,
2013) Par contre, dans la plupart des pays du pourt@diterranéen, ce travail de base a

déja été effectué.

Les vers de terre sont les premiers récepteurdiésupar la contamination, soit par
voie cutanée soit par ingestion. lls sont plus ibdes aux polluants environnementaux, tels
gue les métaux lourds et les pesticides que daugreupes d’invertébréSi{irzenbaum et
al., 1998 ; Xiao etal., 2006) lls sont la proie commune de beaucoup d'espesdsbvées
telles que des oiseaux et des musaraignes et p@éaquent, la bioaccumulation de
contaminants chimiques par les vers de terre imaplig risque de transfert des polluants vers
les niveaux trophiques supérieksarino et al., 1992) lIs jouent donc un r6le principal dans
le processus de biomagnification de plusieurs pallsl du sol et en l'occurrence des effets
indirects sur les vertébrés terrestfgl'Omo et al., 1999) Méme si la bioaccumulation des

pesticides dans les vers de terre ne peut conduittes effets significatifs sur I'animal lui-
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méme, elle peut produire des dommages graves aidesux trophiques. Les vers de terre
ont fait I'objet de nombreuses études tant sur uan pécologique (dénombrement,
reproduction, taux de survie..épowiez etal., 2003 ; Mosleh etl., 2003 ; Ammer etal.,
2006 qu’en tant que bioindicateurs de la qualité ddah (Pattison etal., 2008 ; Suthar et
al., 2009. Enfin, les oligochétes terrestres s’avérent également un groupe largement
utilisé pour le suivi écotoxicologique de la paldut d’un sol par I'analyse de biomarqueurs
enzymatiques et des perturbations de leur étatigilbgique (Reinecke etal., 2007 ; Brulle
etal., 2008a ; Bonnard etl., 2009)

4- Taxonomie genéral des Oligochetes :

Les lombriciens sont des invertébrés, appartermtiembranchement des Annélides
(Lamarck, 1801), a la classe des Clitellata, sous-classe des lagiaHuxley, 1875) et a
'ordre des Haplotaxida, et se répartissent enig@lms familles suivant des caractéristiques

spécifiques.
4.1- Morphologie :

La morphologie externe et 'anatomie interne degochetes est détaillée dans des
ouvrages généraux tels gaeel (1959) Lorsque les vers de terre ne sont pas pigmengs, il
sont qualifiés d’albinique¢Bouché, 1972)quoique leur teinte apparente puisse étre assez
variée, elle dépend en effet, de la colorationrim@ales organes, du fluide ceelomique, du tube

digestif et de son contenu.

Leur corps est mou, toujours humide grace a unrlégeus. lls se déplacent en
contractant et allongeant alternativement leursneggs. Signalons que les vers de terre ont
une odeur caractéristique, généralement assezuisonais qui devient relativement forte et
désagréable chdzsenia fetidgBaha, 2008)

4.2- Description morphologique :

Le corps d’un ver de terre est composé de troimmégsuccessives, le prostomium, le

soma et le pygidiuntFigure 3).
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Prostomium Bouche
A Pore femelle
1 D 1 3
Anté- z’oropho.e-et I clJ.e male
clitéllienne Nervure genitale
Clitellum
- Puberculum
Clitéllienne
- Papille puberculienne
ot :
= Soies
7
Post-
clitéllienne
Y
Anus
Pygidium
Régions du corps Caracteres externes

Figure 3:Vue ventrale d'un ver de ter(El-Addan, 1990, les régions du corps, et les
caracteres extern€Bouché, 1972)

4.2.1- Prostomium :

Le prostomium (du grepro, devant estoma bouche) est de forme triangulaire, c’est
un petit organe situé au-dessus de la bouche @nfi&s avec le premier segment ou
péristomium (du greperi, autour). Comme son nom l'indique, ce premier sagnentoure la
bouche. Le prostomium peut encore étre subdiviséstersalement par un sillon et parcouru
de rides longitudinales. Chez les vers de terrexidte plusieurs prostomium sont représentés
dans laFigure (4).

LD

Figure 4 : Les différents types de prostomiyBouché, 1972)
Prostomiums : zygolobigu@), prolobique(B), épilobique ouverfC), épilobique, ferméD),
subdiviséE) et tanylobiqudF)
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4.2.2- Soma

Le soma constitue la quasi-totalité du corps. B estierement métamérisé (ou
segmenté), c'est-a-dire le corps est constituauparsérie de nombreux anneaux successifs
appelés les métameres. Chez l'adulte, le soma §teeitsubdivisé extérieurement, et par
rapport au clitellum, en trois zones Anteclitellienne, clitellienne, Posteclitellienne
(Figure 3).

4.2.3- Pigydium

Le pygidium (du grepygé fesse) est le dernier segment de I'animal, dépeude

cavité ceelomique et qui entoure I'anus.
4.2.4- Soies

Les soies constituent I'un des caracteres pringipdilisés pour l'identification des
vers de terre. Elles sont de nature double, proggighitineuse et sont rigides. Les soies sont
groupées en faisceaux dans chaque segment, eXeepidstomium, le peristomium et
guelques segments postérieurs. Chaque soie egntépldans la paroi du corps dans un sac
et chaque segment contient le plus souvent quaisedgaux : deux latéraux-dorsaux et deux

latéraux-ventraux.

Il existe deux types de disposition de soie : tigmabricienne (Avoir 8 soies par
segment souvent se répartissent en 4 paires) ehaetienne (Avoir plus de 8 soies par

segment se répartissent autour de la circonfémmoerps).

Les écarts entre les soies sont variables maidariesau niveau d'un méme segment
et a l'intérieur d'une population, ce qui conduitl'asage fréquent de ce caractere en
taxonomie(Figure 5).

(3OO

géminé écartée - . . _
N — — Chez Haplotaxis  Périchaetienne

Lombricien

Figure 5: Dispositions des soies chez le ver de t@oeiché, 1972)
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4.2.5- Caracteres sexuels externes

Au moment de la maturation sexuelle, les organestagé se développent et des
caractéres sexuels secondaires se différencierst. c@eactéres, tant internes qu’externes,
fourniront un grand nombre d’indications qui saestprécieuses pour le systématiciével
(1929) a décrit la chronologie du développement sexligl.d d’abord développement des
organes liés au processus d’accouplement (chaegtwghatriums males, nervures génitales,
puberculurris) puis de celui lié a la ponte (clitel). lIs ont une grande utilité dans la
détermination des taxons lombriciefBouché, 1972 et Bachelier, 1978)ll s’agit en
particulier de :

- L'emplacement des orifices méales, dont les legmd épaisses et blanchatres au moment de

la reproduction. Par contre, les orifices femedlest difficilement déterminés.

- L’emplacement du clitellum ou selle, qui est uigne de la maturité sexuelle, son

importance taxonomique est reconnue &1 par Savigny.

4.3- Anatomie

Les vers de terre appartiennent au groupe des matds triploblastiques
protostomiens. Ce sont des animaux typiquement métses, a symétrie bilatérale. lls
possédent de cavités coelomiques métamérigégare 6). Ces cavités sont homonomes,
c’est-a-dire réguliéres avec répétition des néjsidt des ganglions et remplie de fluide : le
ceelome.

pore dorsal

muscle longitudinal vaisseau dorsal

cellules chloragogenes typhlosolis

épiderme St ) - soies
muscle circulaire

tube digesif

néphridie _ ceelome

chaine nerveuse ventrale vaisseau ventral

Figure 6 : Coupe transversale d'un métamére de lombric.
(www.salinella.bio.uottawa.ca(2009))
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La physiologie des lombriciens a été largement itqgoar Laverack (1963),
Edwards et Lofty (1977), et Tomlin (198Q) Les lombriciens possedent un (squelette)
hydrostatigue d0 a la présence du ccelome, ce guidermet de se déplacer par des

mouvements peéristaltiques du corps.

lIs sont constitués de deux tubes coaxiaux. Eng® d@eux tubes, des cloisons
transversales, les dissépiments, marquent la lidetehague métamere et délimitent entre
elles les cavités ccelomiques : le tube interne @tibe digestif. Le tube externe, ou paroi du
corps, est composé d'un épiderme enveloppé duneute; d’'une couche de muscles
circulaires et une autre de muscles longitudin&ette musculature est adaptée a leur mode

de locomotion de fouisseurs.

Le systéme nerveux est formé d’'une chaine nervearsigale et d’un simple ganglion
cérebroide qui produit des neurosécrétions fondtatenpour la reproduction. Les vers de
terre présentent un systeme circulatoire ferméomtporte deux vaisseaux : un ventral est un

dorsal et des capillaires qui irriguent les difféseorganes.

Le tube digestif est constitué d’'un tube internepgucourt toute la longueur du ver et
qui présente des modifications locales pour ass@reaines fonctions digestives spécialisées.
Le tube digestif qui débute par un simple orifiadbbuche, comporte directement un pharynx
suivi, dans un ordre variable, d’'un cesophage plusioins long, de glande de Morren, d’'un
jabot et d'un gésier, ces différentes spécialisatipeuvent faire défaut, cet ensemble est suivi
d'un long intestin comportant le plus souvent uplirenterne, dorsal, le typhlosolis (cet

organe a un développement et une morphologie tigables en fonction des especes).

Du fait d'une respiration cutanée, les vers deetag possédent pas de poumons, le
corps doit rester humide pour permettre la respmatinsi que des (cceurs) latéraux jouant le

réle de pompes.

Les néphridies des vers de terre sont les organéexttrétion et de 'osmorégulation,
elles jouent un réle important dans I'éliminatidbne néphridie comporte un néphrostome
prolongé par un long tube ayant une morphologi tegiable qui débouche a I'extérieur par
un néphridiopore. En général, il existe une pagr@éphridies par segmgiouché, 1972)

Les vers de terre sont des animaux hermaphrodiféscidation croisée, on trouve

chez un méme individu des caracteres males et aestéres femelles. En revanche, la
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reproduction se fait toujours entre deux individase est le cas ou il existe une fertilisation
directe de I'ceuf ou Amphimixi€Razafindrakoto, 2012) (Figure7)

nerf L.
Ganglions cérébroides —

7\

Pharynx
= Q Oesophage
e —
=
Vaisseau latéral

( contractile
/ ) - Jabot
M

Gésier

Intestin

Vaisseau dorsal

Figure 7 : Anatomie interne de la région antérieure (vuesae).
(http://imageshack.us/photo/my-images/36/dissectigpg/)

5-Rappel sur les pesticides

Au cours du siecle dernier, les activités anthropsy poussées par les avancées
technologiques, ont conduit a des augmentationsndesaux de contaminants organiques
dans l'environnement. L’agriculture en est une seummportante en raison de l'usage
généralisé de pesticides pour protéger les cultateaméliorer leur rendement. En effet,
depuis les années 40, I'agriculture s’est inteésitt les pratiques ont profondément changé.
Ainsi, la plupart des pesticides inorganiques (@jiarsenic, fer, soufre) ont progressivement
été remplacés par des pesticides organiques. Ceierderegroupent de nombreuses familles
chimiques, avec des effets variés aussi bien damsdction que dans leur devenir dans
'environnement (Lazartigues, 2010) La contamination des différentes matrices
environnementales (eau, sol), a été largement r@pdans la littératur@ ariq et al., 2007 ;
Azzouz etal., 2011 ; Benbouzid e8l., 2012)

Devant le nombre considérable de pesticides (ptu80f matiéres actives différentes

dans prés de 7000 formulation commerciales), lesdants et utilisateurs les classent suivant
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la nature de I'espece nuisible contre laquellesdsat destinés. Les trois principales classes

sont :

 Les fongicides : servant a combattre la prolifération des champigno
phytopathogenes. lls permettent de lutter consemaladies cryptogamiques qui causent de
graves dommages aux végetaux cultivés. Il exigisiglirs familles de fongicides, les plus
importantes sont : carbamates (Carbendazine, Mabeoz.), triazoles (Bromuconazole,
Triticonazole,...), dérivés du benzéne (ChlorothdJoQuintozene), dicarboximides (Folpel,

Iprodione,...).

* Les herbicides :les plus utilisés des pesticides en tonnages stidaces traitées, ils
permettent d’éliminer les mauvaises herbes adwenties cultures. Les plus représentées sont
les carbamates (Chlorprophame, Triallate,...), |Iégsisubstituées (Diuron, Chlortoluron,...),
les triazines (Atrazine, Simazine,...), les chloraphealcanoiques (2,4-D, MCPA, ...), les

amides (Alachlore, Propyzamide,...).

» Les insecticides :C’est un grand groupe de pesticides utilisé poimigér les
insectes porteurs de maladies et lutter contrgaeasites qui infectent les plantes cultivées
(Hodgson etal., 2004) lIs se répartissent en trois grands groupes $elomature chimique :
substances minérales, molécules organiques d’erigaturelle ou produits organiques de
synthése qui sont de loin les plus utilisés actoedint. Autres que les organochlorés (DDT,
Dialdrin, ...) qui sont bannis actuellement dansligart des pays du Nord, les insecticides
appartiennent a trois grandes familles chimiquekes: organophosphorés (Diméthoate,
Malation, ...), les pyréthrinoides de synthese (Bifene, Perméthrine, ...), et les carbamates

représentés par I'Aldicarbe, le Carbofuran é¥liithomyl objet de cette étude.

Ainsi, le Méthomyl est un carbamate utilisé deEnsionde entier dans I'agriculture en
raison de sa haute activité contre un large spelitneectes nuisibles. C’est un perturbateur
endocrinien, il est considéré comme puissant géimpie, capable d'induire des aberrations
chromosomiques chez les cellules de mammif@/fési et al., 1997 ; Andersen efl.,
2002)

5.1- Propriétés physico-chimiques de la matiére dage du Méthomyl

Le tableau (1) illustre les principales proprigysicochimiques du Méthomyl.
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Tableau 01 :Propriétés physico-chimiques du Méthor{fyanté Canada, 2010).

Propriétés Résultats
Pression de vapeur a 25 °C 0,72 mPa
Constante de la loi d'Henry 2,13 X 10° Pa mi mol*

Spectre d'absorption ultraviolet (UV)-visible | Aucune absorption UV prévue 2> 350 nm

Solubilité dans I'eau a 25 °C 57,9 g/L

Coefficient de partage n-octanol-eau (log Ko| Log K e = 0,093

Constante de dissociation Sans objet, la molécule ne contient pa
fraction dissociable

6- Rappel sur le phénomeéne du stress oxydant

Les facteurs de stress d’origine environnementaie/@nt induire des changements au
niveau génétique, biochimique et physiologique deezndividus exposés. Pour se protéger
contre le stress oxydant, les organismes terreptresedent plusieurs systemes de défenses.
Les premieres barrieres sont mises en place aaunide I'organisme entier et constituent des
protections physiques contre la pénétration deshiétiques (coquille, peau). Si ces défenses
s’averent inefficaces, d’autres systemes se megtermqlace, comme le systéme antioxydant,
pour protéger les organes et les cellules consratiaques d’especes réactives de I'oxygéne
(ROS) générées a la suite d'un stress oxy@agot, 2009)

La production des radicaux libres de I'oxygéne mstsiologique et nécessaire a de
nombreux métabolismes. Seul leur exces devientsteéfd'autant que s’y ajoutent les
radicaux libres d’origine exogene liés a I'envirenment (rayonnement UV, ozone..Qdssu
et al., 1997a) Les radicaux libres en particulier les radicayxirbxyles, sont susceptibles
d’interagir au niveau des doubles liaisons C=C descchaines d’acides gras polyinsaturés
qui constituent le double feuillet phospholipidigdes membrane@Bonnefont-Rousselot,
1994) lIs entrainent alors la peroxydation des acidess gpolyinsaturégGutteridge et
Halliwell, 1990) provoquant une désorganisation membranaire (fetion des propriétés
physicochimiques des membranes, des communicatitersellulaires et du fonctionnement
des enzymes membranaires) pouvant aboutir a la d¢gdelaire. Les hydroperoxydes
lipidiques formés sont dégradés principalement atonedialdéhyde (MDAJChaudhary et
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al., 1996)et 4-hydroxynonénal (4-HNE)Chen et Chung, 1996)qui réagissent de maniere
covalente avec les protéines et les inactivent.

L'étendue des dommages dépend de I'équilibre datpgoduction de radicaux libres
et l'efficacité des mécanismes de détoxificatioms @lommages amorcent une cascade de
réactions qui peuvent étre a l'origine de dysfamtements a des niveaux d’organisation
biologique supérieurCajaraville et al., 2003) (Figure 8)

Especes Activees de I’Oxygene

Stress Oxydatif

Lipides

: Protéines ADN
Perturbation de§ Altération des récepteurs ‘ I\III’Ta.IlOI'l
membranes cellulaires des enzymes et des Cancérisation

transporteurs

Figure 8 : Mécanismes des Iésions biochimiques induitesgsiréss oxydant.
(Sergent etal., 2000)

6-1 Systemes enzymatiques :

Les systemes de défense contre le stress oxydatifun réle central dans la
détoxification des xénobiotiques ayant pénétrés darcellule. Les antioxydants primaires,

qui sont pour la plupart des enzymes, vont limigeproduction des espeéeces réactives de
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'oxygéne (ROS) et les antioxydants secondaires,pguvent étre des substances lipo- ou

hydrosolubles, vont piéger les ROS sous une forener@activgZielinski et Portner, 2000)

L’augmentation de la production de ROS peut indute inhiber l'activité et la
synthese de ces composés antioxydants dont I'élodee une indication sensible de la
présence de contaminants générateurs d'un telsstees milieu contrélé et naturel
(McFarland et al., 1999 ; Lopes efal., 2001) Il est donc important de bien comprendre
d'une part les événements conduisant a un stregdank et d’autre part de définir les
parametres les plus discriminants comme biomargueyliqués dans la réponse a ce stress
pour fournir un diagnostic plus réaliste de l'impde la pollution sur les organismes qui

peuplent les écosystemes.

Un biomarqueur peut étre défini comme "un parametméculaire, biochimique,
cellulaire, physiologique ou comportemental dons lehangements, observables et/ou
mesurables, révelent I'exposition présente ou pad'sé individu a au moins une substance
chimique a caractére toxiquéllagadic et al., 1997) Les expérimentations en conditions
contrblées ont largement démontré que les biomargueeuvent étre utilisés pour évaluer
I'exposition des individus a des xénobiotiquesdeins certains cas, les effets de ceux-ci sur
les structures et fonctions vitales de l'organisfituggett et al., 1992) Ces bases
expérimentales ont permis d’envisager I'utilisatibes biomarqueurs dans le milieu naturel,
notamment dans le cadre des programmes de suneeilide la qualité de I'environnement
(McCarthy et Shugart, 1990 ; Peakall, 1992)

Chez les étres vivants, les systemes antioxydamisilcuent a éliminer le stress causé
par les ROS. On distingue deux types de systemegi@nses antioxydants impliquées dans
ces mécanismes de protection : des systemes engyesatels que : Superoxyde Dismutase
qui assure la premiéere ligne de défense contrarésss oxydan{McCord et Fridovich,
1969 ; Nordberg et Arnér, 2001)

La Catalase qui catalyse la transformation du pgtexd’hydrogéne en eau et
oxygéne moléculairfArora et al., 2002)

La Glutathion Peroxydase qui constitue l'un des splimportants systémes
enzymatiques de protection car elles sont capatdasseulement de détoxifier le peroxyde
d’hydrogene, mais aussi les hydropéroxydes rédslide I'oxydation du cholestérol ou des

acides gras en couplant la réduction de I'hydropgte avec I'oxydation d'un substrat
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réducteur comme le glutathion. L'activité de cegyeres est tres dépendante de l'apport

nutritionnel en séléniurtFavier, 2003)

La Glutathion-S-Transférase qui est une famillengymes multifonctionnelles
essentiellement cytosoliques, qui jouent un rélpartant dans la détoxification de composés
électrophiles. Elles sont aussi impliquées dansapesations diverses de transports et de

biosynthéses intracellulaire&¢orge et Buchanan, 1990
6-2 Systémes non-enzymatiques :

Le glutathion, tri peptide dont les propriétésugtdces et nucléophiles jouent un réle
majeur dans la protection et la détoxification ggsulte principalement de sa fonction de
cosubstrat des GPx et de la GSH-S Transféfdameuel, 2003) Mais il fait aussi I'objet
d’interactions synergiques avec d’autres composduntsysteme de protection antioxydant tel

gue la vitamine C, la vitamine E et les Superoxydissnutases.

Les Malonedialdéhydes (MDA) agents alkylants puits@apables de réagir avec les
macromolécules biologiques. Ce sont des produitsitaux de la dégradation des lipides et
dont la teneur est en relation étroite avec la atfaion de la membrane cellulaire. Ce
parametre constitue un indicateur précoce d’'unesagrn toxique et par conséquent il peut

étre utilisé comme biomarqueur du stress oxyd@&iduere etal., 2003 ; Funes eal., 2005)
* Cas de I'AcetylCholinestérase

Les acétylcholinestérases sont considérées comane @&t biomarqueur en puissance
de I'état des fonctions neurologiques, elles catly I'hydrolyse de l'acétylcholine en
choline et acide acétiqu@rue et al., 1997) Cette enzyme ne joue aucun réle dans la
détoxication mais elle est impliguée dans les miéoaes de transmission de I'influx nerveux

a travers l'organisme.

L’inhibition de I'AChE induite par les xénobiotigegeconduit & une accumulation
d’Acétylcholine au niveau des synapses cholinemggphénomene susceptible de provoquer
des perturbations comportementales affectant pladicplierement la locomotion et
I'équilibre (Zinkl et al., 1991 ; Saglio edl., 1996)
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Objectif :

Notre travail de recherche a pour objectif d’évaliaetoxicité d’'un insecticide utilisé
couramment en Algérie Méthomyl), a travers l'utilisation d’un bioindicateur de fution,
le ver de terre. Pour une meilleure compréhensiennotre recherche, notre travail est

structuré en 3 chapitres :

s Le premier chapitre est une synthése bibliographique présentant, emrgkéenla
taxonomie des vers de terre et les outils d’évalnagécotoxicologue en particulier les

biomarqueurs.

% Le deuxiéme chapitreconcerne le matériel et les méthodes d’étudessésilpour la

réalisation de ce travail.

X/

% Le troisieme chapitre englobe les différents résultats et discussion mpus avons

partagé en cing parties distincts :

v’ La premiére partie est destinée a l'identificatdes vers de terre en présentant,

leur taxonomie et leur écologie.

v’ La deuxieme partie est consacrée aux biomarquéwsigbogiques tels que : la

croissance et la survie des vers de terre apresxpusition par I'insecticide.

v’ La troisieme partie consiste a mesurer certaingqueairs enzymatiques et non

enzymatiques du stress oxydant.

v La quatrieme partie s'intéresse a I'étude histajogieffectuée sur I'épiderme des

vers de terr®ctodrilus complanatus.

Enfin, nous terminerons ce travail par une conolugjénérale et des perspectives

envisagées dans la continuité de ces travaux.
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1- Régions d'étude :

Les régions d’étude prises en considération sqmiésentées dans la figu(@) sur
laquelle sont délimitées les 4 régions d’échamtillmge(A, B, C, D). Les vers de terre ont
collectés respectivement dans : Foret de SefajdiPépiniere de Sidi AmgB), Chorfa(C)

et La réserve intégrale du lac Tonga El-K@&

Dans chaque région, nous avons collecté les veierae en essayant d'inventorier les

especes dans les différents écosystemes.
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Figure 9 : Carte géographique de Annalizoogle Maps) avec les différents sites de
collection des vers de terre.
A : Seraidi B : Sidi-Amar ;C : Chorfa ;D : La réserve intégrale du lac Tonga

1.1- Foret de Seraidi :

Elle représente le®1site de prélévement. Il est situé au Nord de layai d'Annaba,
sur les hauteurs du massif de I'Edough a 850 meé'm#gude et a 13.3 kilometres d'Annaba.
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1.2- Chorfa :

Le Z™site est situé dans la région de Chorfa a 40dérta wilaya de Annaba. C'est

un petit jardin dans de cultures maraicheres.
1.3- Pépiniere de Sidi Amar :
Le site est une pépiniére située a Sidi —~Amar (Aahab
1.4- La réserve intégrale du lac Tonga El-Kala :

Le dernier site est la réserve intégrale du lacgaomui est a 5 kilomeétres au Sud - Est
de la ville d’El-Kala. Cet écosystéme palustrecestvert par une végétation aquatique riche

et dense en mosaique composée d’hélophytes (sgitpregmites et typhas).
2- Matériel biologique :
2.1- Méthode d’identification et description des &péces :

L’identification a été effectuée a I'Ecole Norm&apérieure de Kouba (Alger).

Les animaux sont d’abord étudiés morphologiquenetigtat vivant (avant fixation)
en notant la longueur du corps, la couleur du té&minet le gradient de coloration. Les vers
de terre sont ensuite fixés avec du formol a 4%s phservés sous loupe binoculaire en vue

d’une identification basée sur des caractéristiguxésrnes et internéBaha, 2008)
2.2- Choix de I'espéce :

Notre choix s’est porté s@ctodrilus complanatus (Figure 10), récoltés au niveau de
la région d’El-Tarf. Les vers de terre sont conésrdans des terrariums, au laboratoire, ils
sont nourris avec du terreau. Leur longueur vangeel50 a 200 mm, leur largeur de

9-10 mm et d’'un poids de l'ordre de 3,5a 4,0 g.
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2.3-Systématique du ver de terre :

Regne :Animalia
Embranchement : Annelidae
Classe :Oligochaeta

Ordre : Haplotaxida
Famille : Lumbricidae

Genre : Octodrilus

Espece Octodrilus complanatus (Duges, 1828)

Figure 10 :Octodrilus complanatus.

3-Matériel Chimique :

Notre choix s’est porté sur le Méthomyl, qui est insecticide systémique
appartenant a la famille des carbamat@sgurell). Son nom scientifique est:
N-[[(méthylamino) carbonyl] oxy] éthanimidothioatke méthyle, sa formule moléculaire :

CsH10N20,S et son poids moléculaire de 162,2 uma.

Figure 11 : Formule développée du Méthor.

4-Conditions expérimentales :

Tous les essais ont été effectués sur desdesterreOctodrilus complanatus, adultes,

dans les mémes conditions suivantes :

* Photopériodes 18 h de lumiére / 24 h ; Eclairage sé par des tubes néon
de type "lumiére du jour" ;

e Température 20 £ 2° C;

e Hygrométrie : 80 % a 95 %.
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5-Mode de traitement :

Le traitement des vers de terre est effectué pmepsation du Méthomyl dans les
terrariums, aux concentrations suivantds; 6 ; 8 et 10 mg de Méthomyl /500 g de sdla
durée du traitement est de 3, 6, 9 et 12 jkiigure12).

6-Méthodes :

6.1-Méthodes de prélevement des animaux :

Nous avons utilisé une méthode physique pour eztdais animaux du sol. Cette
meéthode consiste a creuser le sol jusqu’a unepdelur d’environ 40 cm. La recherche des

vers de terre se fait avec la main selon la méthled@ouché (1972)
6.2- Essais toxicologiques :
6.2.1- Suivi du pourcentage de Mortalité :
Le taux de mortalité a été déterminé en comptanbiebre de vers de terre morts.
6.2.2- Suivi du taux de Croissance :

Apres chaque période de traitement, les vers de $ent retirés des terrariums, rincés
a l'eau distillée, comptés et pesés. Le taux desaonce est déterminé en utilisant I'équation
deMartin (1986) :

Taux de croissance relatif = In =

Po: est le poids moyen des vers de terre au débugxjmBition et poids.

P;: est le poids moyen des vers de terre apres &edilexposition.
6.3- Dissection et prélevement du tissu :

Aprés chaque période de traitement, les vers de $ent mis a jeun pendant 48 heures
afin que leur tube digestif soit vide. Aprés laseistion, on préleve 5 fragments pour les
différents dosages.
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6.4-Méthodes de dosage :
6.4.1-Dosage des Protéines totales :

La méthode réalisée pour quantifier les protéiestscelle deBradford (1976). La
lecture des absorbances est mesurée a une longimude de 595 nm d'onde par
spectrophotometre (JENWAY 3600) en utilisant I'Athime Sérum bovine (BSA) comme
standard.

6.4.2-Dosage du glutathion (GSH) :

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selonn&thode deWeckberker et
Cory.(1988)

Le taux du glutathion est estimé selon la formuigante :

mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de prog&fpdl/mg de protéines).

A Do : différence de la densité optique obtenue aprésohyge du substrat.

13,1: coefficient d’extinction molaire concernant le gpement thiol (—SH).

Vd : volume total des solutions utilisées dans la démisation: 1 ml [0,2 ml ASS + 0,8 ml
homogénat].

Vh : volume de 'homogénat utilisé dans la déprotéimsat0,8 ml.

Vt : volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml sgeent + 1 ml tris/fEDTA + 0,025 ml DTNB].

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

mg de protéines :quantité de protéines exprimée en mg.
6.4.3-Dosage de l'activité GST (glutathion S-tranéfase) :

La mesure de l'activité glutathion S-transféras&Tgest déterminée selon la méthode
deHabig etal.(1974)

La lecture des absorbances est effectuée toutemifeges pendant 5 minutes a une
longueur d’'onde de 340 nm dans un spectrophotorbBtreisible contre un blanc contenant
200 ul d’eau distillée a la place du surnageant
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L’activité est déterminée d’apres la formule suiean

mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par minute etnpgude protéines (UM/mn/mg de protéines).
A Do : pente de la droite de régression obtenue aprésliigd du substrat en fonction du temps.
9,6: coefficient d’extinction molaire du CDNB.

Vt : volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageal,2 ml du mélange CDNB/GSH].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml.

mg de protéines :quantité de protéines exprimée en mg.
6.4.4-Dosage de l'activité catalase :

La mesure de l'activité Catalase (CAT) est déteémiselon la méthode @Regoli et
Principato, 1995)dont le principe repose sur la variation de lasttéroptique consécutive a

la dismutation du peroxyde d’hydrogene@).

La lecture des absorbances est mesurée a une lorgjoade de 240 nm d’onde par
spectrophotomeétre (JENWAY 3600).

(ADO X 10;

ex Lx 0,05xmg deprotéine

X: umoles de KD, consommées par minute et par mg de protéines.

A Do : différence de la densité optique obtenue aprésolysk du substrat.
£ : le coefficient d’extinction est de 0,0040 m*MCm™.
L : longueur de la cuve utilisée (1cm).

mg de protéines :quantité de protéines exprimée en mg.
6.4.5- Dosage du malondialdéhyde (MDA) :

Le taux de malondialdéhyde (MDA) est quantificosela méthode d®raper et
Hadley (1990)
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La lecture des absorbances est effectuée par wirgpleotometre d’absorption a une

longueur d’onde de 532 nm. Le taux du MDA est déteé selon la formule suivante :

mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de prog&{pd/mg de protéines).

A Do : différence de la densité optique obtenue aprésolysk du substrat.

156: coefficient d’extinction molaire du TBA.

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

Vs : volume du surnageant utilisé dans le dosagem0,5

mg de protéines :quantité de protéines exprimée en mg.
6.4.6- Dosage de I'activité Acétylcholine Estérag8ChE)

L’activité spécifique de 'AChE a été déterminédosela méthode dllman et
al.(196]). La lecture des absorbances s’effectue toute$ hes pendant 20 mn a une longueur
d’'onde de 412 nm.

L’activité Acétylcholine Estérase est calculée sdbformule suivante :

A Do/min B
mg de protéines

1,36 x10

X :nanomole de substrat hydrolysé par minute et padergrotéines (nM/mn/mg de protéines).
A Do : pente de la droite de régression obtenue aprésliigd du substrat en fonction du temps.
1,36 x 10: coefficient d’extinction molaire du DTNB.

Vt : volume total dans la cuve.

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

mg de protéines :quantité de protéines exprimée en mg.
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7-Etude histologique

Aprés chaque période de traitement, des vers dederchaque lot sont choisis d’'une
maniére aléatoire pour I'étude histologique. Lessvde terre sont mis a jeun pendant 48

heures afin que leur tube digestif soit vide.

De chaque ver, un morceau de tissu situé justé&deta région du clitellum est placé
dans une solution de formaldéhyde a 10% pour l&thidtologique selon la méthode de
(Martoja et Martoja, 1967).

Les coupes sont observées grace a un photo mip@s¢CA DM 1000.

8- Analyse statistique des résultats

Dans notre étude, pour mieux visualiser les résultbtenus, la représentation

graphique choisie est celle des histogrammes &samtii Microsoft Excel 2007.

Les résultats obtenus ont fait I'objet d'une analystatistique grace au logiciel
Minitab 13.31 (Dagnelie, 1999) Les données sont représentées par la moyenneoplus
moins |'écart-type (m = s). Une analyse de la veréaa deux criteres de classification
(concentration, temps) a été effectuée en utilieatgst ANOVA.
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Apreés I'adaptation

4 mg 6 mg 8 mg 0 mg
vers dderre) vers de terre) vers de terre) vers de terre) vers de terre)

1 !

Essais toxicologiques

l Mortalité l lCroissance l

Métabolite v Bioindicateur de neurotoxicité
Biochimiques et Enzymatiques
: __________ ] : __________ ]
1 1

Histopathologie

Protéines U AchE ]
__________ 1
[ GSH | Weckberker et Cory (1988) """ 777 ° '
Bradford (1976) L S========L_ Ellman etal .(1961)
' GST . Habigetal .(1974)
__________ 1
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: CAT . Regoli et Principato (1995)
__________ 1
e m s e T ]
: MDA ! Draper et Hadley (1990)

Figure 12 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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RESULTATS ET DISCUSSION

PARTIE | :

Identification des vers de terre

Dans cette partie, nous avons procédé a l'ideatifio des espéces de vers de terre que
nous avons récoltées durant notre échantillonnamér, cela nous avons entrepris une étude

taxonomique.

1-Taxonomie

Durant notre échantillonnage nous avons pu reau2ill0 vers de terre, (12) dans la
Foret de Seraidi, 100 dans le jardin de la comn@imarfa, 100 ramenés de la pépiniére de
Sidi Amar et 58 vers de terre dans la réserve iatéglu lac Tonga El-Kala. Apres différentes
observations, nous avons conclu que nos espécastiappent a la famille des Lumbricidae,
nous avons déterminé quatre genres lombriciensegmondant a 4 espécesdifférentes
(Tableau 1)

Tableau 02 :Les groupes éco-morphologiques des espéces laarhres prélevées.

Especeslombriciennes Catégorie écologique Site

Nicodrilus caliginosus caliginosus Endogé La forét de la commune de

(Savigny, 1826) Seraidi

Allolobophora chlorotica (Gates, 1980) Endogé La réserve intégrale du lac
Tonga

Octodrilus complanatus (Duges, 1828) Anécique Chorfa

Eisenia fetida fetida (Savigny, 1826) Epigé La réserve intégrale du lac
Tonga

Pépiniére de Sidi-Amar
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2-Description des espéces répertoriées :

*Octodrilus complanatus

Espece assez monotypique. Longueur : 110-150 nmgeda: 9-10mm. Nombre de
segments : 122-189. Forme cylindrique avec apatisnt clitellien et caudal. Pigmentation

cutanée brune a grise foncée parfois brun rougeBmestomium épilobique 1/3 fermé
(Figure 13).

Figure 13 : Morphologie dOctodrilus complanatus (Baha, 2008)

*Nicodrilus caliginosus caliginosus

Longueur : 36 -168 mm, largeur : 2,8-5 mm. Nombeesdgments : 76-150. Forme
cylindrique aplatie au niveau caudal. Pigmentatiotanée brune. Prostomium épilobique 1/2
ouvert dans certains individus 1/3 fer(kégure 14).

Figure 14 :Morphologie deNicodrilus caliginosus (Baha, 2008)
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*Eisenia foetida

Espéce assez monotypique. Longueur : 35-65 mmedarg 2-3 mm. Nombre de
segments : 92-106. Forme cylindrique avec aplatiss¢ caudal lIéger a section postérieure
trapézoidale. Pigmentation cutanée rouge viol@e@ere 15).

Figure 15 : Morphologie d’Eisenidoetida (Baha, 2008)

* Allolobophora chlorotica

Espéce assez monotypique. Longueur : 40-50 mmeudarg2,5-4 mm. Nombre de
segments : 90-116. Forme cylindrique. Pigmentatiotanée verte a brune verdatre avec

clitellum irisé. Prostomium épilobique 1{Bigure 16).

Figure 16 : Morphologie dAllolobophora chlorotica (Baha, 2008)
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3-Discussion

Malgré la richesse et la biodiversité de la faues, oligochetes ont été trés peu
étudiés jusqu’a présent. La connaissance de eettefprésente d’énormes lacunes malgré les
travaux qui ont été effectués par des chercheBmsa, Michaelsen et Baldasseroni (1887-
1931) SelonCox et al. (2004) la pollution environnementale provoque une peigela
qualité du sol en entrainant la disparition d’eggat’Oligochétes non encore répertoriées. En
effet, la connaissance des Oligochétes apportexangilleure contribution a la conservation

des sols en les utilisant comme des bio-indicatéegollution.

Dans notre travail, nous nous sommes basés surolphalogie externe et la
biométrie. En nous servant de ces criteres, noossapu reconnaitre les espéces décrites

auparavant et définir les especes échantillonnées.

L'étude taxonomique du peuplement lombricien derenotégion, a révélé que les
especes échantillonnées appartiennent a la fati@iid_umbricidae :

% Octodrilus complanatus

Cette espéce occupe a peu prés tout le pourtoutemmaédéenNOmodeo, 1961kt une
aire importante s'étendant assez loin dans 'UR@éridionale. Signalée dans la petite et
grande Kabylie paODmodeo et Martinucci (1987) au niveau de la MitidjBaha, 1997)et
dans le Nord algérien en généf@modeo etal., 2003)

+* Nicodrilus caliginosus

Cette espéce est cosmopolite son aire de répartiffmgraphique est assez vaste.
Signalée dans la petite et la grande Kab{@enodeo et Martinucci, 1987) au niveau de la
Mitidja (Baha, 1997)et dans le Nord algérig®modeo etal., 2003)

+ Eiseniafoetida

Espece typiqguement cosmopolite, quoique son origeo tres certainement
européenne, elle a été signalée au : Japon, Heesmhmériques, Inde, Australie, Nouvelle-
Zélande et Afrique du Sud. Elle ne I'a jamaisaiéViaghreb et en Sardaigne, elle a peut-étre

été introduite par ’'homme par le fumier rapportade.
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% Allolobophora chlorotica

Originaire du paléarctique, elle est ubiquiste aiga parOmodeoen 1961 dans les
Acores, Madere, Portugal, Canarie, ltalie et img®ren Syrie. Elle occupe une aire de
répartition trés vaste sur I'ensemble de I'Europede I'Asie Mineure. Cette espece est
également connue des zones tempérées des Améunguetle a été vraisemblablement
introduite par les transports huma({@ouché, 1972)Elle a été signalée pour la premiere fois
en Algérie au niveau de la Mitidja 4897 parBaha.
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PARTIE Il :

Effet du Méthomyl sur la survie et la croissance devers de

terre

Cette partie est consacrée a I'évaluation de lgitéxpotentielle du xénobiotique testé (le
Méthomyl) a travers le suivi de certains biomargagahysiologiques tels que le pourcentage

de mortalité et le taux de croissance des versroe. t
1- Essais toxicologiques :

1.1- Evaluation du pourcentage de Mortalite :

Le tableau(3) met en évidence l'effet de concentrations croiesade Méthomy(4,
6, 8 et 10 mgkur le pourcentage de mortalité des vers de t&mesi, aucune mortalité n'a été
observée durant la période d'expositidn6, 9, 12 jours)par rapport aux témoins.

Tableau 03 :Pourcentage de mortalité observé chez des vaesr@eadultes traités
par le Méthomyl durant la période d’exposition.

3 jours 6 jours 9 jours 12 jours Mortalité %
0 mg/500 g 0 0 0 0 0%
4 mg/500 g 0 0 0 0 0%
6 mg/500 g 0 0 0 0 0%
8 mg/500 g 0 0 0 0 0%
10 mg/500 g 0 0 0 0 0%
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1.2- Evaluation du taux de croissance :

La figure (17) met en évidence I'évolution du taux de croissares\rs de terre en
fonction du temps et en présence de concentratiozissantes de Méthomyl. Ainsi, nous
remarquons que chez les vers de terre témoinaitdstravec les concentrations4let 6mg
de Méthomyl, le taux de croissance tend a augmenter en fondtiotemps. Ainsi, pour la
concentratior{10 mg)le taux de croissance est de 'ordrg(@g7) par rapport aux témoins et
ce apres 9 jours de traitement.

Nous constatons aussi une diminution hautementfisigtive (P<0,001)du taux de
croissance des vers de terre traités avec la coatien de(8 mg de Méthomyl)au 12

jour de traitement par rapport aux témoins

En revanche, la croissance des vers de terrestaétéla concentration d&0 mg de
Méthomyl), diminue d’une maniére hautement significati®=0,01) dés le 8™ jour de
traitement par rapport aux témoins. Ainsi, le taexcroissance est de I'ordre (€63)chez

les témoins et il n'est que de I'ordre (88) chez les traités a la plus forte concentration.

2,5 ~
X
[
(@]
c
< .
& HTemoin
o
S EC1:4mg
3 MC2:6mg
% EC3:8mg
= C4: 10 mg

3jrs 6jrs 9jrs 12jrs
Durée d'exoposition

Figure 17: Effet de concentrations croissantes de Méthomylestaux de croissance des
vers de terr®ctodrilus complanatus en fonction du temps.
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3-Discussion

L'utilisation de bio-indicateurs en toxicologie étotoxicologie est une pratique
courante dans le monde entier. Parmi les bioinelizat les vers de terre, escargots et les
microorganismes du sol sont largement utilisésilsasont la cible immédiate des produits
phytosanitaires. Les vers de terre sont utilisésme bioindicateurs pour évaluer la santé du
sol en raison de leur disponibilite, facilité de mmpaler et leur capacité d'améliorer la
structure et la fertilité du s¢Mahajan et al., 2007 ; Curry etal., 2008 ; Muthukaruppan
et Ganasekaran, 2010)

A ce jour, un certain nombre d'essais normaliséigsant la mortalité, la reproduction
et le comportement des vers deterre sont dispabiie, 1990 ; Doving, 1991 ; Scherrer,
1992)

Dans cette étude, nous nous sommes concentrésssefféts du Méthomyl sur les
vers de terre a l'aide d'une approche des solshesirien laboratoire ou les critéres

d'évaluation,la croissance et la mortalité ontné¢surés.

La mortalité des vers de terre est le premier pamamabordé. Nos résultats ont
montré que celui-ci n'a pas été affecté (méme dus fortes concentrations) par le
Méthomyl, car aucune mortalité n'a été observée@us de la période d'exposition aux
différentes concentrations de ce xénobiotique.&Saltat est en accord avec ceuxZtieu et
al. (2006)qui a montré que la mortalité est un parametre sn@rélateur d’une toxicité chez
les vers de terre que le poids beaucoup plus deretiloe apres traitement par I’Acétochlor et
le Méthamidophos.

Le second parametre mesuré dans notre étude tmidale croissance des vers de
terre. Il ressort de nos résultats que le Méthamguit le taux de croissance aux plus fortes
concentrations (C3, C4). Ce résultat est en acaoed les travaux déviostert et al. (2000)
qui a testé l'effet du cinqg pesticides (le Cyflurtle, le Carbaryl, le Chlorpyrifos, le Fipronil et
I'lmidaclopride) sur le ver de terre ou encore cdaomez-Eyles etl. (2009)qui a testé la

toxicité d’une mixture de pesticide.

D’un autre cété@ooth et O'Halloran (2001) et Zhou etl. (2007) ont montré que la
croissance des vers de terre est plus sévere @l jst&&nile qu'au stade adulte ceci pourrait

expliquer nos résultats concernant I'effet du Métlgbsur la croissance des vers de terre.
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PARTIE Il :

Etude du Stress oxydant

Le but de cette étude est d’évaluer les effetMdthomyl sur le déclenchement d’'un
stress oxydant et ce par le bais du suivi d'unéehatde biomarqueurs connu pour leur role
dans la protection des cellules contre les radicaygénés.

1-Effet du Méthomyl sur les variations du taux desprotéines

totales

La figure (18) illustre les effets du Méthomyl a différentes centrations sur le taux
des protéines totales chez les vers de terre digraémaitement. Ce parameétre est indispensable
dans I'étude de mécanismes enzymatiques. Nos aésuthontrent qu’'en présence de
concentrations croissantes du xénobiotique, le thuprotéines totales tend a augmenter de
maniére dose-dépendante par rapport aux témoaesaielle que soit le temps de traitement.
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= 0015 ®C3:8mg
@

c 001 1 C4: 10 mg
2

2

o

3jrs 6jrs 9jrs 12jrs
Durée de I'exposition

Figure 18: Effet de concentrations croissantes de Méthomylestaux des protéines totales
chez leDctodrilus complanatus en fonction du temps.
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2-Effetdu Méthomyl sur le taux de glutathion (GSH)

La figure (19) met en évidence les variations du taux du glutatithez les vers de
terre traités par des concentrations croissantdsétleomyl. Apres 3 jours de traitement, nous

constatons une augmentation tres hautement sigtivie(P<0,001)du taux du GSH.

Par contre apres 9 jours de traitement, nous ramasgune diminution trés hautement
significative (P<0,001)du taux du glutathion. En effet, a8jour de traitement et & la plus
forte concentration, le taux de GSH est(d&0)alors qu’il n’est que de5(20)apres 9 jours
de traitement et dé€3,40)apres 12 jours de traitement pour la méme condetrat ce par

rapport aux témoins dont le taux de GSH resteivelaient stable.
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Figure 19: Effet de concentrations croissantes de Méthonmyestaux de GSH chez les
Octodrilus complanatus en fonction du temps.

3-Effet du Méthomyl sur l'activité Glutathion-S-Tra nsférase

La figure(20) illustre I'effet de concentrations croissantes Mighomyl sur l'activité
GST en fonction du temps. Ainsi, nous remarquoresaugmentation hautement significative
de lactivité Glutathion-S-Transféras@P<0,01) apres 9 jours du traitement pour les
concentrations C2, C3 et C4 par rapport aux témginse subissent aucune variation. En

effet l'activité GST est a son maximum apres 12rgode traitement a la plus forte
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concentration avec une valeur ¢&150) par rapport aux témoins ou l'activit¢ GST ne
dépasse pas la valeur @086)
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Figure 20 : Effet de concentrations croissantes de Méthomy'activité Glutathion-
S-Transférase (GST) chez Bstodrilus complanatus en fonction du temps.

4-Effet du Méthomyl sur l'activité Catalase

L'effet du Méthomyl sur l'activité Catalase cheg Ivers de terre traités et témoins est
illustré dans la figur€21). Nos résultats montrent que pour toutes les cdratéms testées,
le Méthomyl induit une augmentation tres hautengghificative (P<0,001) de l'activité
Catalase chez les vers de terre par rapport awinémAinsi, pour la plus forte concentration
par exemple, I'activité de cette Enzyme est dedferde(1,75) aprés 12 jours de traitement

alors gu’elle n’est que d@,9) pour les témoins.

Toxicité potentielle d’'un insecticide sur un invertébre de la famille des coelomates 37



RESULTATS ET DISCUSSION

4 -
g 3,5 1
2
° 3
o
225 ® Témoin
(o))
£ 2 mCl:4mg
E 1,5 mC2:6 mg
= :
3 1 mC3:8mg
— uC4:10 mg
< 0,5
)

0

3jrs 6jrs 9jrs 12 jrs
Durée de I'exposition

Figure 21: Effet de concentrations croissantes de Méthomyl'activité Catalase (CAT)
chez legctodrilus complanatus en fonction du temps.

5-Effet du Méthomyl sur le taux du malondialdehydg(MDA)

La figure (22) met en évidence I'évolution du niveau de productdu MDA en
présence de Méthomyl par les différentes conceoiichez les vers de terre. Les résultats
montrent une augmentation du taux du MDA chez s de terres exposés aux différentes
concentrations de l'insecticide étudié.

Les résultats de I'analyse de la variance ne reahpas de différences significatives.
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Figure 2Z : Effet de concentrations croissantes de Méthamugyle taux du
MDA chez lesOctodrilus comblanatus en fonction du temn
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6-Effet du Méthomyl sur I'activité AcétylcholinEstérase (AchE)

La figure (23) met en évidence l'effet des différentes conceiatnatde Méthomy!l sur

I'activité AcétylcholinEstérase (AchE) chez leswvée terre en fonction du temps.

Nos résultats révelent que le traitement par descertrations croissantes de
Méthomyl induit une diminution hautement signifieat (P<0,01) et dose-dépendante (pour
les concentrations D1 et D2) de l'activité¢ AChE r papport aux témoins. En effet nous
constatons que pour les traités par la plus fasteentration et aprés 12 jours, la valeur de
I'activité AchE ne dépasse pé&9) alors qu’elle est del,7) chez les témoins.
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Figure 23 Effet de concentrations croissantes de Méthomyl'activité
AcétylcholinEsterase (AchE) chez Bstodrilus complanatus en fonction du temps.
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7-Discussion

Des quantités importantes de pesticides sont esgatans I'environnement, induisant
ainsi une contamination chronique d'un nombre e@m$ d’écosystemeéSarkaret al.,
2006) Cette contamination altére les organismes vivantals les niveaux d’organisation. De
ce fait, l'utilisation d’organismes bioindicateupour la biosurveillance écotoxicologique
s'impose grace a des biomarqueurs qui rendent @rhpes niveaux de pollution auxquels

sont soumis ces organismes.

C’est ainsi que l'on s’est intéressé aux vers deeteu lombriciens. Ces animaux
constituent aujourd’hui une armée de nettoyeurs semwvices des autorités locales, des
particuliers et des industriels. L'utilisation desrs de terre a été principalement concentrée
sur les effets des métaux lourdsikkari et al., 2004 ; Burgos etl., 2005 ; Schleifler et
al., 2006 ; Bundy efal., 2007) Tres peu d’études ont été consacrees a I'ingegpolluants
organiques tels que les pesticides sur le ver de (Supta et Sundararaman, 1991 ;
Venkateswara Rao efal., 2003 ; Gambi etal., 2007) Lors de I'exposition aux polluants, les
vers de terre sont capables de diminuer les effeigues du produit chimiquen réglant
leurs réponses biochimiques internes avant que laaissance ne soit affectée (Gao t.,
2007) d’ou notre intérét pour le métabolisme biochinggdans I'évaluation de la toxicité
des produits chimiques.

Dans notre étude, nous avons tenté d’évaluerteffun insecticide (le Méthomyl)
sur un modele biologique a savoir, le ver de testece en utilisant une batterie de

biomarqueurs biochimiques et enzymatiques utilisdss le cadre de la biosurveillance.

La teneur en protéines solubles est un test sowt#ise pour mettre en évidence un
stress chez un bioindicateur. La structure despres$ ainsi que leur fonction peut étre altérée
par les ROS produites soit par le métabolisme le@lti ou par des oxydants exogenes
(Djekoun, 2012) Ainsi les travaux ddlasaya etal. (2002) et Grara etal. (2009)ont mis
en évidence une augmentation du taux de protéimes I&ffet d’'un stress chimique chez
d’autres modéles biologiques bioindicateurs tetstétards, les gastéropodes ou encore les

protistes ciliés.

Nos résultats sont conformes aux travaux suscfi@ggque nous avons mis en
évidence une augmentation d’une maniére dose-dépendu taux de protéines totales chez

les vers de terre traités par le Méthomyl. Cecirgous’expliquer par le fait que, les vers de
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terre déploient une batterie de réponses a travacsvation de leurs mécanismes de
détoxification afin de lutter, de survivre et daclimater a ce nouveau paraméieengue,

2008) Les premiers parametres concernés sont les pestétales.

La présence du xénobiotiques a des concentratiautpues, va induire I'activation des
systémes de protection cellulaires qui auront pacine le piégeage et /ou I'élimination des
métabolites toxiques. Les enzymes du stress oXydérviennent par des réactions en
chaine afin d’'empécher les Iésions cellulaires Itéstes de I'attaque des radicaux libres et
des hydroperoxydegBenbouzid, 2012) Tous les parameétres enzymatiques et non
enzymatiques pris en compte dans notre travaitiretit une toxicité de Méthomyl. Il en est
ainsi du taux de GSH qui diminue d’'une maniére ifigative chez les vers de terre traités

confirmant ainsi le déclenchement du processusétabnlisation / biotoxication.

Le GSH est un composé réducteur soufré le plus dasdandans le compartiment
intracellulaire. En interceptant un radical hydrexyle glutathion génére un radical
superoxyde qui doit étre pris en charge par une ,SQIre son role essentiel d'agent
réducteur, le glutathion intervient également a second niveau dans la défense
antiradicalaire par son implication dans les rém&i de détoxication catalysées par la

glutathion-S-transférag8arillet, 2007).

Certains auteurs comma&arengo etal. (1990) ; Cossu eél. (1997b) ; Canesi etl.
(1999) mettent en évidence une diminution du taux de G$idz les mollusques exposés a
des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAR@ara et al. (2009) et Belhaouchet
et al. (2012) montrent chez des escargadiglix aspersa traités par des pesticides ou des
métaux lourds une diminution du taux de glutathioeci est en accord avec nos résultats
puisque nous avons également mis en évidence orieufion du taux de GSH chez les vers
de terre traités par le Méthomyl. D’un autre cd&xposition de souris au Méthomyl a eu
pour conséquence une diminution du taux de gla@atieduit (GSHYDharm Paul Garg et
al., 2009)

Parallelement a cela, nous nous sommes intéressesivite GST qui est une enzyme
de biotransformation de phase Il. Cette enzymdaegement distribuée dans le régne animal
(Livingstone, 1991) elle agit spécifiquement sur de nombreux sulsstemt offrant aux
cellules, outre une fonction essentielle dansdagport intracellulaire, une protection contre

les effets nocifs de nombreuses substar{elzses etal., 2004) Contardo et Wiegand
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(2008) suggerent également I'utilisation de la variatitnl’activité GST chez le ver de terre
Lumbriculus variegatus comme un biomarqueur sensible de I'exposition apetuant
organique, I'Atrazine. De la méme facdtrerrari et al. (2007)ont montré que les pesticides
Organophosphorés et les Carbamates induisent desivas de I'activité GST chez la truite
arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss). Radwan etal. (1992) ont mis en évidence une induction
de l'activité GST apres exposition du gastéropedeestreTheba pisana aux Carbamates. lls
associent cette augmentation de l'activité Glutaits-Transférase par une forte activité de
détoxification de I'organisme par la GST suite & enposition aux Carbamates. Nos résultats
abondent dans le méme sens puisque nous avonsnnési@dence une augmentation de

I'activité GST chez les vers de terre traités s doncentrations croissantes de Méthomyl.

SelonCossu (1997b) lorsque l'induction des enzymes antioxydantesseffisante,
elle permet I'adaptation des individus et le retada normale. Par contre, des toxicités trop

importantes entrainent leur inhibition.

L’inhibition ou I'inductionin vivo des biomarqueurs est un bon outil environnemental
pour évaluer I'exposition et les effets potentids xénobiotiqueSturm et al. (2000) ; Varo
et al. (2002) La Catalase, une enzyme de la phase Il, esttedkea la détoxication et joue
un réle primordial dans les mécanismes antioxydeelisilaires. Elle catalyse la conversion
de HO, en eau moléculaire. Le changement de l'activitéCdd explique les Iésions
cellulaires provoquées par exposition aux prodohigniques(Chun et al.,, 2011) Les
travaux de.in et al. (2010) ont montré que I'agent antimicrobien (Triclosaruit I'activité
Catalase chez les des vers de tefiairfia fetida). Le traitement des vers de terre par le
Méthomyl lors de nos expérimentations semble proeode méme effet c'est-a-dire une
augmentation significative de I'activité Catalasmfrmant par la méme un stress oxydant

induit par le Méthomyl.

L'attaque radicalaire des membranes provoque defifications de la perméabilité
membranaire liées a la formation de peroxydeglitjipes (Lawton et Donaldson, 1991)
La lipoperoxydation membranaire est une réactioolaine qui se déroule en 3 étapes : (1)
I'initiation correspond a l'attaque d'un acide gnaslyinsaturé par un radical libre. (2) la
propagation c’est-a-dire la peroxydation des phobpides voisins et (3) la réaction cesse
lorsqu’une molécule piege les radicaux lib(€seurdassier, 2001)Cette réaction conduit a
la formation de produits cytotoxiques et mutagaesiégradation des acides gras comme les
hydroperoxydes ou le malonedialdéhyde (MD@®jxit et al., 2001 ; Alpha Jalloh etal.,
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2009) Le malondialdehyde (MDA) a une bonne corrélatarec la génération de ROS
(Green etal., 2006 ; Luo etal., 2006)et il est considéré comme un indicateur importhnt
niveau d'effort oxydant(Valavanidis etal., 2006 ; Box etal ., 2007) Beaucoup de travaux
ont indiqué que le niveau de peroxydation desléipiest un parametre important évaluant le
niveau de l'effort oxydant dans les organismesniazaDans plusieurs travaux, MDA a été
utilisé comme un bioindicateur de la péroxydatipidique : chez I'escargdGrara, 2011 ;

Ait hamlat et al., 2012 ; Belhaouchet, 2014¢hez la paraméci@enbouzid, 2007 ; Azouz,
2012) chez les tétard®Bouhafs etal., 2009) et méme chez les licheftshaldi et al., 2009)
Chez le ver de terrkin et al. (2010) et Liu etal. (2011)ont montré une augmentation du
taux de MDA. Des résultats similaires sont obsenléz des vers de terEsenia foetida
exposes a un herbicide f®rmesaferiLiu et al., 2008) ; ghang etal., 2012)ces derniers
confirmentque I'un des effets les plus dommageables de ROBues produits dans les
cellules est la peroxydation des lipides membrasaiNos travaux abondent dans le méme
sens puisque nous avons également mis en évideed®tie augmentation du taux de MDA

apres traitement des vers de terre par le Méthomyl.

L’AChE est une enzyme essentielle dans le systeemeenx des vertébrés et des
invertébrés, elle est la cible fonctionnelle despurs xénobiotiques. L'activité AChE a été
traditionnellement utilisée comme un biomarqueurécdiue des xénobiotiques
neurotoxiques tels les Organophosphorés et lesa@Gemtes a la foisn vivo et dans des
conditionsin vitro (Ribera et al., 2001 ; Silva etal., 2004 ; Kavitha et Venkateswara,
2008)

Cette enzyme hydrolyse [l'acétylcholine, neurotragiseur impliqué dans la
transmission cholinergiqu@rotter et al., 1991 ; Heath etl.,1997) L’inhibition de 'AChE
induite par les xénobiotiques conduit a une accatiurl d’acétylcholine au niveau des
synapses cholinergiques, phénoméne susceptible dsoquer des perturbations
comportementales affectant plus particulieremeribd@motion et I'équilibre(Zinkl et al.,
1991 ; Saglio etl., 1996)

Les travaux ddBouhafsetal. (2009) ; Bouaricha (2013) ; Belhaouchet (20149nt
mis en évidence une inhibition de l'activit¢ AchBez respectivement des populations
d’escargots, et de tétards traités par des pessicin effet, dans notre travail, nous avons
montré que l'activit¢ AchE diminue progressivemsuite a I'exposition des vers de terre

aux différentes concentrations du Méthomyl. Nésultats sont similaires a ceux obtenus par
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(Salama etal., 2005) sur des escargdtidix aspersa exposés au Méthomyl. L'activité

d’AChE a été réduite aussi chez des poisdesesidorashora parva traités par le méme
pesticide (le Méthomyl{Li el al., 2008)

Ainsi, l'inhibition de l'activité AchE chez notrespéce : le ver de teri®ctodrilus

complanatus exposé au Méthomyl vient confirmer le role primaldle cette espece comme
un organisme bioindicateur de la pollution.
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PARTIE IV :

Etude histologique des vers de terre

Toutes les données obtenues a partir des analigsdsrbiques et enzymologiques ont
convergé vers une toxicité du Méthomyl, aussi avorsis jugé impératif I'observation de

I'état de certains tissus cibles notamment |'épide

1-Aspect de I'épiderme aprés 3 jours de traitemerdvec des concentrations
croissantes de Méthomyl :

Les plancheg¢l, 2, 3et4) illustrent les coupes longitudinales effectuéesiaeau de

I'épiderme, chez les vers de terre témoins etesgar le Méthomyl.

La planche(1l) met en évidence I'aspect de I'épiderme des vertede témoins et
apres 3 jours de traitement. Chez les témoins, miiservons une structure normale de
I'épiderme(l) avec une CuticuléC), un Epithélium(Ep), et un Muscle CirculairéMusC).

Le traitement avec le Méthomyl pendant 3 joursvpgue certaines modifications au
niveau de ces tissus. Ainsi, a la concentraiomg de Méthomyl (ll), nous avons mis en
évidence, un épiderme de forme irrégulié::} ) Ces altérations sont également observées
chez les traités par la concentrat@mg, avec un debut de destruction du muscle circulaire
(«==p ) Pour la plus forte concentration de Méthoifiy) mg) les altérations semblent plus
importantes, avec un détachement d’une partieégédérme( } )
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sl 2

Planche 1 Aspect de I'épiderme des vers de terres témoitraiéés avec des concentrations
croissantes de Méthomyl pendant 3 jours.

(1) Vers de terre témoinglj) Vers de terre traités avec 4 m@dlt) Vers de terre traités avec 6 mg,
(IV) Vers de terre traités avec 8 mgy) Vers de terre traités avec et 10 mg.

C: Cuticule; Ep: épithélium; Mus C: muscle circulaire V. Ep: vacuole épidermiqugV. Mus C : vacuole muscle
circulare; x: Détachement de I’épidermf : altération; Mcongestion vasculair,e=} :contour irrégulier
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2- Aspect de I'épiderme apres 6 jours de traitemenpar des concentrations

croissantes de Méthomyl :

Apres 6 jours de traiteme(lanche 2) I'observation de I'épiderme des vers de terre
traités met en évidence des altérations et uneghissation importante du muscle circulaire
(== )avec un contour irrégulie(=} )de I'épiderme et ce a partir des concentrattbes
8 mg de Méthomyl (Il1, IV). A la plus forte concentration de Méthon{¥D mg) I'examen

histologique met en évidencela présence d’'une Ja@mpithélialeg(V.Ep).

3- Aspect de I'épiderme apres 9 jours de traitemenpar des concentrations
croissantes de Méthomyl :

La planche(3) représente l'aspect de I'épiderme des vers dee t@atodrilus
complanatus apres 9 jours de traitement par des concentratomissantes de Méthomyl.
Nous avons ainsi mis en évidence des altérationere® chez les traités par les
concentrationg6, 8 et 10 mgde Méthomyl. Ainsi pour les traités par la concatibn 6 mg
de Méthomyl (llIl), nous observons un épiderme a contours irrégu(ieé) avec une
destruction du muscle circulai(eq==p ) Ces altérations sont également observées chez les
traités par la concentratigBmg) avec I'apparition des vacuoles épithéliales=p) (1) dont
le nombre augmente aussi bien au niveau de I'dpithéque des muscles a la plus forte
concentratior{10mg) (V), (V.Ep ; V. Mus C).
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Planche 2 Changements histologiques d'un fragment d’'épideprés® jours de traitement
aux concentrations croissantes de Méthomyl.

() Vers de terre témoingll) Vers de terre traités avec 4 nflil) Vers de terre traités avec 6 mg,
(IV) Vers de terre traités avec 8 nfy)Vers de terre traités avec et 10 mg.

C: Cuticule; Ep: épithélium; Mus C: muscle circulaire V. Ep: vacuole épidermiqugV. Mus C : vacuole muscle
circulare; xz Détachement de I’épiderm{ : altération; Acongestion vasculair,e=} :contour irrégulier
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4- Aspect de I'épiderme apres 12 jours de traitemermpar des concentrations
croissantes du Méthomy! :

La planchg04)illustre I'aspect de I'épiderme des vers de tegradins(l) et apres 12
jours de traitement par des concentrations craoiesate Méthomwll, 111, 1V, V) . Ainsi, a la
plus faible concentration du xénobiotig{4eng) (Il), I'examen histologique met en évidence
un épiderme irrégulief =}) avec une désorganisation du muscle circul@irg=— )
Concernant les vers de terre traités par la coratéor (6mg) de Méthomyl (lll), nous avons
mis en évidenceun épiderme de forme irrégul@él») avec une désorganisation importante
du muscle circulaire == ). Il en est de mé&oer la concentratio(8 mg) de Méthomy!l
avec l'apparition de vacuoles épithélial®s Ep)(IV). A la plus forte concentratioflOmg)
de Méthomyl(V), nous notons des altérations séveres au niveawdale circulaire {g==—p )
avec l'apparition des congestions au niveau élpihé @

Toxicité potentielle d’'un insecticide sur un invertébré de la famille des coelomates 49



RESULTATS ET DISCUSSION

Planche 3 Changements histologiques d’'un fragment d’épidemprés 9 jours de traitement
aux concentrations croissantes de Méthomyl.

(N Vers de terre témoingll) Vers de terre traités avec 4 nfljl) Vers de terre traités avec 6 mg,
(IV) Vers de terre traités avec 8 nfy)Vers de terre traités avec et 10 mg.

C: Cuticule; Ep: épithélium; Mus C: muscle circulaire V. Ep: vacuole épidermiqugV. Mus C : vacuole muscle
circulare; x:Détachement de I'épidermﬂ - altération; Mcongestion vasculair,e=} :contour irrégulier
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Planche 4 Changements histologiques d’'un fragment d’épidemprés 12jours de traitement
aux concentrations croissantes de Méthomyl.

(N Vers de terre témoingll) Vers de terre traités avec 4 nflil) Vers de terre traités avec 6 mg,
(IV) Vers de terre traités avec 8 nfy)Vers de terre traités avec et 10 mg.

C: Cuticule; Ep: épithélium; Mus C: muscle circulaire V. Ep: vacuole épidermiqugV. Mus C : vacuole muscle
circulare; xz Détachement de I’épiderm{ : altération; ﬂcongestion vasculair,e=} :contour irrégulier
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5- Discussion :

Les pesticides, les métaux lourds et autres pdBuahimiques empoisonnent et
perturbent I'habitat naturel des animaux et peuwgrier a un déséquilibre écologiqueo
et al., 1999 ; Rao etal., 2003) L’exposition a ces substances toxiques peut predies
perturbations biochimiques, histologiques ou molgpdiques, se traduisant par des
altérations spécifiques d'un organe, dun systema d'une fonction (systéme
hématopoiétique, fonction de reproduction...), ondwocessus biochimique ou biologique
(cancer et mutageénicité). Ces effets varient sBlorensité, la voie, la fréequence et la durée
de I'exposition mais aussi en fonction de I'espa&ltesexe, de I'age et de I'état de santé des
populations exposées. lls peuvent étre réversiblesrréversibles, immédiats ou différés
(Moussavou Moudouma, 2010)

L'approche desbiomarqueurs a été largement appligiahs le domaine de la
biosurveillance en utilisant les moules et d'autrellusques comme des sentinelles. Plus
récemment, et selon la méme approche, les limadcéss evers de terre ont été proposées
comme especes sentinelles pour I'évaluation deétéukds sol¢Morgan et al., 2002) Méme
si le suivi des altérations histologiqgues n’est pasore trés développé dans le cadre de
I'évaluation de la toxicité environnementale dedlyamts, il semblerait donc que cette
approche tissulaire constitue un indicateur efficde I'ampleur de la toxicité qui s’exerce sur

les organismes tels que les vers de terre.

SelonMorgan et Turner (2005) et Oluah etal.(2010)les observations histologiques
des tissus et cellules sont des outils précieux @aaluer les effets toxiques des contaminants
tels que les métaux lourds sur plusieurs espeaasie® vers de terre. C’'est dans ce cadre la
gue se situe notre étude. Ainsi, les vers de &xpmsés au Méthomyl dans le sol peuvent
subirdes effetstoxiques multiples tels des attsirtissulaires importantes au niveau de
I'épiderme. En effet I'examen histologique de lég@ime du ver de terre met en évidenceune
pertede l'intégritéde la cuticuleprotectrice,caminpait étre une premiere réponse biologique a

la présence du xénobiotique.

Nous avons également mis en évidence l'apparities dacuoles épithéliales au
niveau du muscle circulaire ainsi que des alténatigraves, pouvant aller jusqu’a la
destruction du tissu aux plus fortes concentratéthnd/éthomyl. Ces résultats en accord avec
ceux deGao etal. (2013)qui a testé l'effet d’un fongicide (Triazole) sdes vers de terre

Eisenia foetida, et qui a également mis en évidence des nécroseslailes chez cet
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organisme, ou encore ceux Mwhssen (2000)gui a montré que le glyphosate provoquait
des dommages aux tissus épithéliaux des vers de Rberetima e€ongate. La perte de
I'intégrité structurelle que nous avons observé@iaeau du muscle circulaire particulierement
pour les plus fortes concentrations de Méthomyuesautre signe de toxicité également mis
en évidence paChakra Reddy etal. (2008)qui a testé la toxicité d’'un Organophosphoré
(Profenofos) sur les vers de terigsgnia foetida).

Aprés 12 jours detraitement, |'épiderme révéle signes graves de dégradation
et une nécroseKilic (2011) rapporte que les xénobiotiques causent des donsmege
s’accumulent principalement dans le muscle circelale vers de terre exposés a une

pollution.

Des maodifications d’ultrastructure cellulaires apexposition au Méthomyl ont déja
été observées chez d’autres modeles biologiquésn Badwan etal. (2008) le Méthomyl
est a l'origine d’altérations se manifestant pag dégénérescence des cellules digestives, un
épaississement et une irrégularité de la membragsaldé au niveau de I'hépatopancréas chez
I'escargot Vermiculata eobania. Cet effet du Méthomyl semble ubiquitaire, puisdtie
Demerdash etal. (2012 ; 2013)ont mis en évidence des altérations au niveaudw tis
hépatique chez des souris traitéesse traduisanunEadilatation de la veine centrale, une
dégeénérescence nucléaire et une infiltration deleslmononucléaires. Il en est de méme au
niveau du rein. Ainsi, I'examen histologique demgedes sourisa révelé des dommages
importants au niveau des néphrons: Dilatation reévéu tissu corticale, glomérule
congestionné par un gonflement des cellules enlialde et dégénérescence de I'épithélium

des cellules tapissant les tubules.
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Conclusion générale

Les vers de terre sont des organismes dont leeghlprimordial, non seulement dans
I'environnement en général, mais également dagscldture. Plusieurs espéces de vers de
terre sont devenues des organismes modeles powacherche en écologie, toxicologie,

physiologie ou encore la biologie reproductrice.

Dans ce travall, il nous est apparu important deraencer notre travail par une étude
taxonomique qui nous a permis d’identifier les eggérécoltées et de les classer. Nos
résultats ont révélé que les vers de terre que anuss recensé, appartiennent a la famille des
Lumbricidae, quatre genres lombricie(@ctodrilus, Nicodrilus, Eisenia, Allolobophora)
correspondant a 4 especeSctodrilus complanatus, Nicodrilus caliginosus caliginosus,

Eisenia foetida, Allolobophora chlorotica).

Trés peu de travaux se sont penchés sur le dadesipesticides et leurs effets sur les
vers de terres dans notre région. Dans cette éhades, nous sommes proposés d’évaluer la
toxicité potentielle d'un Carbamate, le Méthomylr sies vers de terreOctodrilus
complanatus. Pour cela, nous nous sommes basés sur plusieurschpp : une approche
toxicologique dans laquelle nous avons évalué lerqgemtage de Mortalité et le taux de
Croissance, une approche multi-biomarqueurs, dagselle nous avons ciblé un certain
nombre de biomarqueurs de la toxicité tels: le G&Htaux de MDA, et les activités
enzymatiques GST, CAT, AChE. Pour mieux étayernagsltats, il nous a semblé judicieux
de nous pencher sur l'aspect histologique qui remahpte sur les éventuelles altérations
tissulaires chez I'organisme traité par le xénogiat.

Dans un premier temps, il ressort de nos résujiaéde Méthomyl n’a aucun effet sur
le pourcentage de Mortalité. En revanche, aux faduss concentrations de Méthon{f et
10mg), nous avons noté une diminution du taux de CrosaCette perturbation du
métabolisme globale s’est manifestée notamment’@agmentation du taux de protéines

totales qui est lui-méme révélateur d’'une pertuoibadu métabolisme cellulaire en général.

Concernant I'étude des biomarqueurs, nos resultagitent en évidence une

diminution du taux de GSH accompagné par une augatiem de l'activité GST,
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parallelement a une induction de I'activité Catalas I'activité AChE. Toutes ces enzymes
jouent un role essentiel dans le processus de oiisation/détoxication et leur induction

témoigne des I'ampleur de la toxicité du xénobioticgtudié (le Méthomyl). Sur un autre
plan, 'augmentation du taux de MDA confirme laitté du Méthomyl et révele un stress

radicalaire a I'origine de la péroxydation lipid&ainsi mise en évidence.

L’étude histologique vient ainsi confirmer I'extrénsensibilité du ver de terre vis-a-
vis des polluants de I'environnement en générahett en évidence la toxicité du Méthomyl

qui est a I'origine d’altérations tissulaires s@ger

Perspectives

A l'avenir, Il serait judicieux de :

> Effectuer une étude approfondie sur les mécanisiaei®fense anti- radicalaire par le

dosage d’'autres marqueurs du stress oxydatif (EPX, SOD).

» Déterminer I'impact du Méthomyl sur la reproduatita survie et la croissance des

juvéniles des vers de terre.

> Reéaliser des frottis du liquide coelomique au nivéesivers de terre.

> Réaliser une étude ultrasturcurale.
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