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1. Introduction

Prendre les mesures nécessaires pour supprimer ou limiter I'impact négatif desactivités de
I'Homme sur son environnement est un sujet d’actualité. En effet, cedernier génére par ces
activités une quantit¢ de plus en plus importante de déchetsgazeux, solides et liquides. La
pollution peut-étre classée selon la nature et le typedu polluant, on parle ainsi : de pollution
physique, chimique, biologique et parfois desimples nuisances (Popescu et Tuffs, 2009).Avec
I’apparition d’une prise de conscience des notions de pollution s’est impose un domaine
nouveau dans les sciences biologiques, pour identifier et lutter contre les pollutions du milieu
naturel. L’écotoxicologie est la science intégre la chimie, I’écologie et la toxicologie (Truhaut,
1997; Pelletier, 2004). Depuis les années 1990, de nombreux auteurs ont fait apparaitre la
nécessité et 1’intérét de considérer les impacts des polluants d’un point de vue écologique
etnon plus seulement toxicologique : 1’écotoxicologie devenant en ce sens une écologie du
stress, les polluants étant considérés comme des stresseurs environnementaux au meéme

titreque les autres contraintes écologiques (Van Straalen, 2003 ; Van den Brink, 2008).

La pollution atmosphérique est devenue en quelques décennies un des problémesmajeurs de
notre époque, englobant tous les continents de notre planéte. Par la nature etl'étendue de son
impact, le rejet d'un grand nombre de polluants dans l'atmosphére représenteune grave
menace pour la santé humaine mais aussi pour l'environnement (FOAN, 2012).La pollution
atmosphérique peut étre définie comme la présence d’impuretés dans 1’airpouvant provoquer
une géne notable pour le confort ou la santé et un dommage aux biens.Cette pollution peut
provenir de gaz, de vapeurs, de particules liquides ou solides ou encourede rayonnements.
C’est aussi une modification chimique et physique du milieu naturelaboutissant a des effets

nuisible pour I’homme (Philippe, 2011).

Les métaux lourds sont parmi les polluants les plus dangereux, car ils ne peuventpas étre
dégradés et leurs concentrations augmentent régulicrement dans les différentscompartiments
des écosystemes (Zorrig, 2004). Naturellement présents dans la biosphére, les métaux suivent
des cycles biogéochimiques qui amenent a une distribution hétérogeéne de leurs concentrations

a la surface du globe (Garret 2000).Les métaux lourds peuvent ainsi affecter les organismes
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directement en s’accumulant dans leurs corps ou indirectement par transfert par le biais de la
chaine alimentaire (Forstner et Wittman, 1983).

Le sol est certainement la composante de 1’environnement la plus mal connue alors
qu’ilconstitue le support direct de la plupart des activités humaines. Ce n’est que récemment,
etsouvent a la suite de la mise en évidence de la pollution des sols par les activités
industriellesou agricoles (McBride, 1994 ; Saltiene et al., 2002 ; Chapman et al., 2003), La
présence d'un polluant dans le sol n'est pas en soit un danger. Le risque apparait dés que ce
polluant peut étre mobilisé et agit sur I’environnement (faune, flore) ou sur I’homme (Dubey
et Dwividi, 1988).Par ailleurs, plusieurs études ont montré que les sols, notamment ceux aux
abords des infrastructures routieres, se comportent comme des systémes accumulateurs
d’¢léments traces métalliques (Bourrelier et Berthelin, 1998 ; Colinet, 2003 ; Dere, 2006).
C’est pourquoi, plusieurs représentants ont été utilisés pour la biosurveillance et la
bioremédiation des sols contaminés par ces €léments, tels : les bactéries, les mollusques, les
vers de terre, les plantes, etc. (Houda, 2010 ; Kabata-Pendias, 2011 ; Alloway,
2013).L’accumulation des métaux dans les organismes est fonction de 1’espeéce considérée
(e.g., Eisler 1981; Miramand et al. 1999). L’influence des différents facteurs écologiques,
physiologiques, physico-chimiques sur I’accumulation des métaux dans les organismes doit
étre prise en compte avant de mesurer et de comparer les concentrations métalliques dans les

tissus des organismes s€lectionnées comme bioindicateurs (Phillips 1980; Cossa 1989).

Les mollusques gastéropodes terrestres pulmonés sont reconnus comme indicateurs
biologiques appropri¢s, par leur grande capacit¢ d’accumulation des ¢léments-traces
métalliques (ou ETM) dont les plus fréquents sont Cd, Cu, Pb et Zn (Berger et Dallinger,
1993 ; Cortet etal., 1999). Cette propriété a été mise a profit pour utiliser les escargots comme

bioindicateurs de pollution, par ETM (Selloum, 2013).

Un bioindicateur est défini comme « un organisme qui peut-étre utilisé pour quantifier les
niveaux relatifs de pollution par les mesures des concentrations en contaminants dans ses
tissus » (Phillips 1990).11 existe dans le monde de 30.000 a 35.000 especes de mollusques
terrestres (Tsai,2004). Malgré leur grande biodiversité, leurs valeurs évolutives, géologiques,

¢cologiques etéconomiques, les gastéropodes terrestres sont assez mal connus, tant d’un point



Introduction | 2020

de vuebiologique que de la répartition des espéces et la plupart des données sont issues des

¢tudesanciennes (Karas, 2009).

L’escargot terrestre appartenant a 1’espéce Helix aspersa est un excellent bioindicateur de
pollution terrestre plus efficace que le Ver de terre Lumbricus terrestris (Gomot-de Vaufleury
et Pihan, 2000). et est parmi les especes les plus utilisées aulaboratoire dans les expériences
d’écotoxicologie (Russell et al.,, 1981 ; Sheifler et al, 2003 ;Gomot, 1997 ; Gimbert et al.,
2006, Grara, 2011).

La présente étude s’inscrit dans le programme de biosurveillance de la qualité du sol. On a
choisi quatre sites différents par rapport a la proximité ou leur éloignement des zones
industrielles : El-Hadjar, Ben M’hidi proches de plusieurs complexes industriels, El-Tarf et

El-Kala ¢éloignés des sources de pollution. L’étude comprend deux parties :

» une premiére partie traite le dosage de quelques €léments traces métalliques (Fer, Plomb,

Manganese et Cadmium) dans les sols des sites étudies.

» une deuxiéme partie aborde le dosage de ’acétylcholinestérase et de la glutathion S-transférase
chez I’espece la plus abondante et la plus fréquente dans la région Helix aspersa utilisée comme

espece sentinelle pour évaluer la qualité des sols.
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2. Matériel et méthodes
2.1. Présentation des sites d’étude

2.1.1. El-Hadjar

C’est une daira de la wilaya d’Annaba, située a 10Km au Sud-Est de la ville de Annaba.Elle a
une superficie de 63 km”. Elle bénéficie d’un climat humide.La pluviométrie annuelle dans
cette région est de 450 a 600 mm/an. La daira d’El-Hadjar est frontali¢re avec les Dairas d’El-
Bouni au Nord, Ben M’hidi a I’Est, Ain Berda au Sud et Sidi Ammar a 1’Ouest. Elle comprend
plusieurs complexes industriels dont Arcelor Mittal qui est considéré comme une source
principale de la pollution. Les coordonnées géographiques des différents sites sont dont

données dans le tableau 1.

2.1.2.Ben M’hidi

C’est une daira de la wilaya de El-Tarf, située a 25Km a I’Est de la ville de El-Hadjar.Elle a
une superficie de 150,65km”. Elle bénéficie d’un climat humide. La pluviométrie annuelle
dans cette région est de 400 a 600 mm/an.Elle est frontaliére avec les Dairas d’El-Chatt au
Nord, Bouteldja a I’Est, Drean au Sud et El-Hadjar a 1’Ouest. C’est une zone agricole et

comprend une usine des produits phytosanitaires.

2.1.3. El-Tarf

C’est une daira de la wilaya d’El-Tarf, située a 60Km a I’Est de la ville de El-
Hadjar.Elle a une superficie del11,4 km”.Elle bénéficie d’un climat humide. La pluviométrie
annuelle dans cette région est de 420 a 620 mm/an.Elle est frontaliére avec les Dairas d’El-

Chatt au Nord, El-Kala a I’Est, Zrizer au Sud et Bouteldja a 1’Ouest.C’est une zone agricole.

2.1.4. Le Parc National d’El Kala
Le parc national de El-Kala (P.N.K) a été crée par le décret 83/462 du 13.07.83 et érigé en
zone protégée en 1991 par 'UNESCO dans le but d'une conservation du patrimoine naturel
Algérien. Il situ¢ a l'extréme Nord-est Algérien (70 Km a 1'Est de Annaba et 80Km a la ville
de El-Hadjar), il est limité a 1'Est par la frontiére Algéro-Tunisienne, au Nord par la Mer
Méditerranéen, a 1'Ouest par I'extrémité de la plaine alluviale d'Annaba et enfin au Sud par le
contrefort des monts de la Medjerda. Il est servi par un ensemble de conditions naturelles

éminemment favorable a une richesse biologique peu commune (Benyakoub & Chabi, 2000),
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considéré comme une entité de référence sur le plan de la biodiversité en Algérie qui a
toujours attiré¢ les naturalistes nationaux et internationaux pour étudier sa faune et sa flore
(Semraoui et al., 1993). Il borde la Mer Méditerranéen et comprend une belle mosaique
d'habitats qui implique une grande diversité biologique notamment au niveau de la faune:
Zones humides (trois lacs), foréts de pins et de chénes (dont une rare forét littorale de Pins
d'Alep), zones montagneuses et écosystémes marins.

Tableau 1 :Coordonnées géographiquesdes sites étudiés dans le Nord-est de 1’ Algérie.

Sites Nord Est

El-Hadjar 36°48°00,36”° 7°44°00,00”
Ben M’hidi 36°46°02,06”° 7°54°11,64>
El-Tarf 36°46°01,58”° 8°19°01,84"’
El-Kala 36°53°48,55”° 8°26°36,80”’

I'Est Algérien

Muor Méditerranéen

Lar Melah 4 r.r1.t-’.;1a =

& Fl-Tard

& 4 Botteldja

Lac des ni:se-q.l:'

Figure 1 : Localisation géographique des sites d’étude ; 1 : EI-Hadjar, 2 : Ben M’hidi,
3 : El-Tarf, 4 : El-Kala (PNK).
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2.2.Matériel Biologique

2.2.1. Présentation et classification de ’espéce bioindicatrice
Helix aspersa ou le petit gris, est un escargot appartient & 1’embranchement des Mollusques,
animaux a corps mou et dépourvu de squelette, sa masse viscérale présente une torsion de

180° par rapport au pied d’ou une asymétrie de certain de ses organes (Bonnet et al., 1990).

Classification

Helix aspersa(Miiller, 1774) est un Mollusque gastropode, pulmoné terrestre, aussi
nomm¢é Cantareus aspersus, Cornu aspersum, Criptomphalus aspersus dans la nomenclature
récente (Barker, 2001) ou le petit gris.

Selon Bonnet & Vrillon (1990)sa position systématique est la suivante:

Reégne: Animalia

Embranchement : Mollusca

Classe : Gastéropoda
Sous-classe : Pulmonés

Ordre : Stylomatophora
Super-famille : Helicacea

Famille: Helicidae

Genre : Helix

Espéce aspersa

Sous-espéce : aspersa (Miller, 1774)

2.2.2. Distribution géographique

Grace a ses pouvoirs adaptatifs aux variations climatiques, Helix aspersa est trés commun; se
trouve dans ses zones habituelles de répartition : jardins, buissons, haies, champs, rochers, et
vignobles, généralement, il est trés commun au niveau de la région méditerranéenne, dans le
monde. Helix aspersase distribue selon I’Université de Flauride (2009) comme suit ;

En Afrique : Le Nord d’Afrique (Algérie) et I’ Afrique du sud.
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Dans 1I’Asie; Turquie, rives de la mer noire. Le Pacifique : Australie (Queens land,
Tasmanie), nouvelle Zélande.

En Europe ; Grande-Bretagne (principalement les régions du sud et cdtieres), Belgique,
France, Allemagne, Grece, Irlande, Italie, Portugal, Espagne.

L’ Amérique du nord ;Mexique, Etats-Unis et Amérique du sud : Argentine, Chili.

2.2.3.Anatomie générale de I’escargot

2.2.3.1. Anatomie externe de I’escargot

La coquille est un squelette externe secrétée par la face dorsale et le bord libre du manteau,
elle est globoide, spirale, a un enroulement dextre, son ouverture est évasée, descendante; son
bord externe est appelé: péristome (Chevalier, 1982). Le corpsde I’escargot est mou, visqueux
en raison de la présence du mucus. Il est constitué de trois parties : la téte, le pied et la masse
viscérale (Bonnet et al., 1990)(Fig. 4).Sa tétecomporte la bouche qui s’ouvre vers le bas et les
organes des sens constitués de deux paires de tentacules. Les tentacules inférieures, tactiles,
sont dirigés vers le bas, les tentacules supérieures, oculaires, portant un ceil simple et un
organe olfactif, qui sont dirigés vers le haut (Bonnet et al.,1990).Le piedest musculeux, large
et plat, il supporte une coquille calcaire formée d’une seule piece en forme de spirale. Sa face
inférieure, en contact avec le sol, forme une sole de reptation, lorsque 1’escargot se déplace,
elle laisse une trace brillante formée de mucus (Cadart, 1975).La masse viscéraledont la plus
grande partie est enfermée dans la coquille (Chevalier, 1982), contenant presque tous les

organes ; elle est richement vascularisée.
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Figure 2 : Anatomie externe d’un escargot(www.nature-scientia.com).

2.2.3.2. Anatomie interned’un escargot

1
2

13

s '

1'-'.'. .

- s 13
13

Figure 3 : Anatomie interne d’un escargot (www.nature-scientia.com).

Légende : (1.coquille - 2. foie - 3. poumon - 4. anus - 5. pore respiratoire - 6. oeil - 7.
tentacule - 8. cerveau - 9. conduit salivaire - 10. bouche - 11. panse -14. pénis - 15. vagin
- 16. glande muqueuse - 17. ovaire - 18. sac de dards - 19. pied - 20. estomac - 21. rein -

22. manteau - 23. coeur - 24. canal déférent).

2.2.4. Rythme d'activité
L'activité des escargots petit-gris est préférentiellement nocturne. Elle se synchronise avec la
photopériode naturelle et débute au coucher du soleil avec un maximum six heures apres
celui-ci (Chevallier, 1992). Les trois facteurs qui influencent cette activité sont I'hygrométrie
du milieu (air et sol), la température et l'intensité lumineuse (Chevallier ,1982). Les escargots
sont actifs si I'humidité relative de l'air est supérieure a 80% et si la température minimale

nocturne n'est pas inférieure a 9° C.

2.2.5. Estivation et hibernation
Une absence prolongée d'humidité provoque I'estivation de Helix aspersa(Chevallier, 1992).
L'animal se fixe alors sur un support en fermant I'ouverture de sa coquille par un voile de

mucus solidifi¢ : [I'épiphragme. Il reprend son activit¢ lorsque les conditions

8
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environnementales sont plus favorables. Lorsque la température moyenne devient inférieure a
15° C, les escargots se mettent en hibernation en se "collant" sur un support ou en
s'enfouissant dans le sol ou la litiere et secrétent un épiphragme d'hiver. Dans une atmosphére
humide, le processus d'hibernation s'effectue en-dessous de 5° C. Le raccourcissement de la

durée de jour semble avoir également une action sur la mise en hibernation (Bailey, 1981).

2.2.6. Croissance

Quatre phases de croissance ont ¢té définies en fonction de la taille et de la masse des
animaux mais aussi de leur différenciation sexuelle (Gomot, 1997 b) :

v Phase infantile durant laquelle le tractus génital est non-différencié chez des animaux de
0,022a0,6 g,

v Phase juvénile relative a un tractus génital qui s'organise et 4 une gamétogenése active.

La masse est comprise entre 0,6 et 6,0 g.

v" Phase de maturation sexuelle ou phase préadulte durant laquelle les glandes annexes
femelles se développent. Elle concerne des escargots non bordés (absence d’épaississement

du péristome) de plus de 6 g.

v La phase adulte a croissance nulle durant laquelle les animaux sont aptes a se reproduire.
Ils sont alors bordés et pesent entre 6 et 14 g.

En général, la croissance naturelle jusqu'au stade adulte s'étale sur deux ans si bien que les
individus sont le plus souvent considérés comme sexuellement matures a partir du deuxiéme
ou troisieme €té suivant leur naissance (Chevallier ,1992). Cette croissance se fait par pallier,
au rythme des estivations et hibernations. Les facteurs qui influencent la croissance sont la
température, ['humidité ambiante, 1'éclairement (longueur d'onde, intensité et photopériode)
ainsi que la nature du sol et de la nourriture (Gomot ,1997).La durée de vie moyenne d'un

escargot en milieu naturel est de 6 a 7 ans (Gomot & Gomot, 1995).

2.2.7. Reproduction

La période de reproduction commence au début du mois de mai et dure jusqu'a la mi-
septembre. L'accouplement implique une fécondation réciproque par échange de
spermatophores entre les deux partenaires. Cette reégle n'est cependant pas absolue et certains
individus se comportent soit comme male soit comme femelle. L'autofécondation n'a été que
trés rarement constatée chez les escargots du genre Helix et jamais pour H. aspersa aspersa.

La durée entre l'accouplement et la ponte varie en fonction des conditions du milieu. En

9
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conditions optimales, elle est d'une dizaine de jours mais ce délai peut atteindre un voire deux
mois suivant les conditions d'environnement. (Daguzan, 1981; Chevallier, 1982). Pour
pondre, l'escargot creuse une cavité de quelques centimétres de profondeur dans le sol, y
dépose ses oeufs puis rebouche le "nid de ponte". Le nombre moyen d'oeufs par ponte varie

de 80 a 130 pour des individus de différentes origines (Madec, 1983).

2.3. Dissection et prélévement des organes

Dans une cuvette a dissection, placer un escargot et découper la coquille avec les ciseaux en

suivant le bord d’enroulement de la coquille (trait pointillé rose).

— L’hépatopancréas

Figure 4 :Lesdifférents organes prélevés (la téte et I’hépatopancréas).

2.4. Extraction et dosage des biomarqueurs
Le dosage de L’acétylcholinestérase est effectué¢ dans la tété d helix aspersa, tandis que le
dosage les activités de la GST est effectué¢ dans les hépatopancréas des mémes individus. Les

protéines ont été déterminées selon la méthode de Bradford (1976).

2.4.1. Dosage de I’acétylcholinestérase

Le Dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) est réalis¢ selon la méthode d’Ellman et al.
(1961) qui consiste a fournir a I’enzyme un substrat, ’acétylthiocholine (ASCh) dont
I’hydrolyse libére de la thiocholine (SCh) et de 1’acide acétique. La thiocholine en présence de
DTNB (acide 5, 5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique) forme un complexe de couleur jaune dont

I’intensité est lue a une longueur d’onde de 412 nm.

10
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Les tétes sont homogénéisés dans 1 ml de solution détergente [38.03 mg EGTA (acide
éthylene glycol-bis, B-aminoéthyl éther NNN’N’ tétra-acétique), 1 ml triton X 100 %, 5,845 g
Na Cl, 80 ml tampon tris (10 mM, pH 7)], puis centrifuges (5000 tours/mn, Smn. Le
surnagent récupéré servira comme source d’enzyme.

Le dosage de I’activité AChE est réalisé sur une fraction aliquote de 100 pl a la quelle on
ajoute 100 pl de DTNB préparé extemporanément [39,6 mg DTNB, 15 mg CO;HNa
(bicarbonate de sodium), 10 ml tampon tris (0,1 M, pH 7) et 1 ml de tampon tris (0,1 M, pH
7). apres 3 a 7 min, 100 pl de substrat acétylthiocholine préparé extemporanément (23,6 mg
ASCh, 1 ml eau distillée) sont ajoutés. La lecture des absorbances s’effectue toutes les 4 min
pendant 20 mn a une longueur d’onde de 412 nm contre un blanc ou 100 pl de la solution
détergente replace les 100 pl du surnageant. L’activité spécifique est calculée selon la formule

suivante:

A Do/mn x Vt

AChE(uM/min/mg de protéines) = mg deprotéines——
1,36x10° x Vs

A Dy: pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du
temps.

1,36 x 10* : coefficient d’extinction molaire du DTNB.

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

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

2.4.2.Dosage de la glutathion S-transférase

La mesure de I’activité de la glutathion S-transférase (GST) est déterminée selon la méthode
de Habig et al. (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un
substrat, le CDNB (1-chloro 2,4 dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur, le glutathion
(GSH).La lecture des absorbances est effectuée a une longueur d’onde de 340 nm dans un
spectrophotométre visible/UV (GENESYS TMS).

Les hépatopancréas sont homogénéisés dans Iml de tampon phosphate (0,1 M, pH 6).
L’homogénat est centrifugé a 14000 trs/mn pendant 30min et le surnageant récupéré servira

comme source d’enzyme.

11
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Le dosage consiste a faire réagir 0,2 ml du surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB
(1mM)/GSH (5 mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1ml tampon phosphate (0,1M, pH
6). La lecture des absorbances est effectuée toutes les 1 min pendant 5 min a un longueur
d’onde de 340nm contre un blanc contenant 0,2 ml d’eau distillée remplacant la quantit¢ du

surnageant.

L’activité spécifique est déterminée d’apres la formule suivante :

A Dy/mnx Vit
GST(uM/min/mg de protéines) = g de protéines
96x Vs

A Dy : pente de la droite de régression obtenue apreés hydrolyse du substrat en fonction
du temps.
Vt: volume total dans la cuve: 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange
CDNB/GSH].
9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB.

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

2.4.3. Extraction et dosage des protéines

Les protéines ont ¢té dosées selon la méthode de Bradford (1976), le dosage s’est effectué sur
une fraction aliquote de 0,1 ml de I’homogénat avec 4 ml de Bleu Brillant de Comassie (BBC)
(C250, Merk) comme réactif [100 mg de BBC, 50 ml d’éthanol (95%),100ml d’acide ortho
phosphorique (85%) et complété a 1000 ml par I’eau distillée] et I’albumine sérum de beeuf
(BSA, Sigma) comme standard.

La lecture des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 595 nm, dans un
spectrophotomeétre Janway 6300 et la gamme d’étalonnage est réalisée a partir d’une solution

mere d’albumine de beeuf (1 mg/ml) selon les indications ci-dessous dans le tableau 11.

Tableau 2: La gamme d’étalonnage des protéines.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution d’albumine (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0

12
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Réactif (BBC) (ml) 4 4 4 4 4 4

2.5. Extraction et dosage des métaux lourds par la SAA Extraction

Le dosage des métaux lourds (manganese, fer, plomb et cadmium) a été réalisé selon la
méthode de Laib & Laghouchi (2011). Le procédé d’extraction consiste a ajouter a 2 g de sol
pris a partir d’un échantillon broyé dans un mortier puis passé¢ au tamis de 250 microns, 15
mL d’acide chlorhydrique et 5 mL d’acide nitriquedans un bicher. Laisser en contacte pendant
une nuit afin de permettre une oxydation lente de la matiére organique, puis chauffer dans un
bain de sable pendant 2h a une température de 180°C, apres refroidissement et rincage du
réfrigérant par quelques mL d’eau déminéralisée, le contenu de bain de sable est filtré sur
papier filtre (Whatman n°01) sans cendre, lavé aux acides a vitesse moyenne de filtration dans
des fioles de 100 mL puis compléter jusqu’au trait de jauge avec de 1’eau distillée. Tous les
¢chantillons dosés par la SAA sont filtrés sous vide par des membranes de filtration ayant une
porosité 0,45um.

Le dosage est effectué¢ par spectrophotométrie d’absorption atomique (SAA) a flamme
air/acétyléne de type (SHIMADZU AA-6200, Analytik Jena, Germany). Il comporte les
dispositifs suivants (Fig. 2). Les gammes d’étalonnage sont préparées a partir de solutions
standard (1000 mg/L) de Fer, Manganése, Plomb et Cadmium chloride in water Merck

(Merck KGaA, Darmstadt, Germany).(Tableau 7) spécifiques aux éléments étudiés.

13
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Figure 5 : Principe de fonctionnement de laspectrophotométrie d’absorption atomique

(S.A.A).

Tableau 3: Conditions particuli¢res d'analyse pour la détermination des ¢léments traces Dans

lessols (Juste, 1988).

Elément Longueur Atomisation Limite de Gamme d'étalonnage
d'onde (nm) détection (g/Kg) (mg/L)
Cd 228,8 Flamme:air/acétyléne 2 02-04-1-2,5-5
Mn 279.,5 Flamme:air/acétyléne nd 05-1-2-4-6
Pb 283,3 Flamme:air/acétyléne 100 1-25-5-10-15
Fe 2974 Flamme:air/acétyléne nd 2,5-5-10-15-20

*: nd: non disponible

Pour mieux interpréter les résultats obtenus au cours de notre étude, une étude statistique a été

faite a travers deux méthodes; I’analyse de la variance et la matrice de la corrélation

parl’utilisationdu logiciel Excel.

2.6. Traitements statistiques des données

L’analyse statistique des données est effectuée avec le logiciel MINITABd’analyse et

traitement statistique des données version (Version 17,1, PA State College, USA. La
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répartition des mesures biologiques (métaux lourds et biomarqueurs) répond a une loi normale
et ces parameétres sont exprimées par leur moyenne et leur 1’écart type établie sur un effectif
ou un nombre de répétitions précisées dans les figures et les tableaux. La démonstration
statistique des effets recherchés est réalisée a 1’aide de tests paramétriques. Différents tests
statistiques ;ANOVA a un, deux et trois critéres de classification, test de Tukey et test de

corrélation. Le niveau de signification est p< 0 ,05.
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3. Résultats
3.1.Dosage des biomarqueurs du stress environnemental chez helix aspersa

3.1.1. Activité saisonniére de 1'acétylcholinestérase:

L’activité de ’AChE (uMol/mn/mg de protéines) dans les tétes d’helix aspersa est variable
dans chaque site entre les saisons (Tab. 4 et Fig 6). L’activit¢de I’AChE passe de
40,472+1,236(uMol/mn/mg de protéines) chez la population de El-Kala en période hivernale
a 14,044£1,680 (uMol/mn/mg de protéines) chez la population de El-Hadjar en période

printaniere.

Le test de Tukey entre les sites d’'une méme saison montre qu’il existe quatre classes en
printemps ; classe A regroupe El-Hadjar, classe B regroupe Ben M’hidi, classe Cregroupe El-
Tarf et classe D regroupe le site de El-Kala. En ce concerne I’hiver, on remarque 1’existence
de troisclasses ; classeA regroupe El-Hadjar, classe B regroupe Ben M’hidi, classe C regroupe
El-Tarf et El-Kala. Le test de Tukey entres les saisons d’un méme site montre qu’il existe

deux classe au niveau de tout les sites ; Classe a le printemps et classe b I’hiver.

Tableau 4: Activité spécifique de 1’acétylcholinestérase (uMol/mn/mg de protéines) dans la
téte de I’ helixaspersa récoltés dans différents sites (m=s, n=12).Test de Tukey : les moyennes

affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P > 0,05).

El-Hadjar Ben M’hidi El-Tarf El-Kala
Printemps 14,044+1,680 A |19,087+1,836 B | 27,530+1,978 C | 32,550+1,079 D
a a a a
Hiver 25,579+1,392 A |28,436+1,698 B | 39,468+0,843 C | 40,472+1,236 C
b b b b

Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme saison entre les sites, tandis que les lettres en
minuscules comparent les moyennes d’ un méme site entre les saisons.
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M Printemps

H Hiver

Activité spécifique de PAChE
(uMol/mn/mg de protéines)

El-Hadjar  Ben M’hidi El-Tarf El-Kala

Sites

Figure 6. Activité spécifique de I’acétylcholinestérase (WMol/mn/mg de protéines) dans la
tete d’Helix aspersa récoltés dans différents sites (m=s ; n=12).
Pour la variation saisonni¢re de 1I’AChE,l’analyse de la variance a deux critéres de
classification révele un effet site, saison et I’interaction site*saison (P < 0,001) hautement
significatif entre les deux saisons et les quatre sites prospectés pendant la période d’étude

(Tab. 5).

Tableau 5 : Activité spécifique de I’acétylcholinestérase (uMol/mn/mg de protéines) dans la
téte de 1’Helixaspersa récoltés dans différents sites (m=+s, n=12). Analyse de la variance a

deux criteres de classification.

Source DL SC séq SC ajust | CM ajust F P
Site 3 9279,66 9279,66 1855,93 2860,14 | 0,001%***
Saison 1 8873,17 8873,17 806,65 1243,11 | 0,001%***
Site*saison 3 298,52 298,52 5,43 8,36 0,001 ***
Erreur 24 140,16 140,16 0,65

Total 36 18591,51

3.1.2. Activité saisonniérede la glutathion S-transférase
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L’activité de la glutathion S-transférase déterminée au niveau de I’hépatopancréas d’escargot
Helix aspersa selon la méthodede Habig et al. (1974)dans les quatre sitesd’études pendant la

période de Décembre 2010 a Mai 2011; elle est exprimée en uM/mn/mg de protéine.

Le taux de GST(uMol/mn/mg de protéines) dans les hépatopancréas d’helix aspersa est
variable dans chaque site entre les saisons. Le taux de la GST passe de 39,485+0,989
(uMol/mn/mg de protéines) chez la population de EI-Kala en période hivernale a
18,304+0,737 (uMol/m/mg de protéines) chez la population de El-Hadjar en période
printanicre (Tab. 6 et Fig 7).

Lacomparaison du taux de la GSTgrace au test de Tukey entre les sites d’'une méme saison
montre qu’il existe quatreclasses pendant le printemps; classe A regroupe El-Hadjar, classe B
regroupe Ben M’hidi, classe Cregroupe El-Tarf et classe D regroupe le site de El-Kala. En ce
concerne I’hiver, on remarque 1’existence de quatreclasses ; classeA regroupe El-Hadjar,
classe B regroupe Ben M’hidi, classe C regroupe El-Tarf et classe D regroupe le site de El-
Kala. Le test de Tukey entres les saisons d’un méme site montre qu’il existe deux classe au

niveau de tout les sites ; Classe a le printemps et classe b I’hiver.

Tableau 6 :Activité spécifique de la glutathion S-transférase (WMol/mn/mg de protéine) dans
I’hépatopancréas d’Helix aspersa récoltés dans différent sites (m+s, n=12).Test de Tukey : les

moyennes affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P > 0,05).

El-Hadjar Ben M’hidi El-Tarf El-Kala
Printemps 35,045+1,424 A | 30,419+0,962 B 23,279+1,047 C | 18,304+0,737 D
a a a a
Hiver 39,485+0,989 A |36,076+1,470 B 28,894+1,132 C | 20,725+1,239 D
b b b b

Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’'une méme saison entre les sites, tandis
que les lettres en minuscules comparent les moyennes d’un méme site entre les saisons.
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Figure 7.Activité spécifique la glutathion S-transférase (WMol/mn/mg de protéines) dans

I’hépatopancréas d’Helix aspersa récoltés dans différents sites (m=s ; n=12).

ANOVA a deux critere de classification (site, saison) des taux de la GSTmontre un effet site,

un effet saison et I’interaction site/saison (p<<0,001) hautement significatif (Tab. 7).

Tableau 7:Activité spécifique de la Glutathion S-transférase (uMol/mn/mg de protéines) dans
I’hépatopancréasd’helixaspersa récoltés dans différent sites (m=+s, n=12). Analyse de la

variance a deux critéres de classification.

Source DL SC séq SC ajust | CM ajust F P
Site 3 9279,66 9279,66 1855,93 2860,14 | 0,001%***
Saison 1 8873,17 8873,17 806,65 1243,11 | 0,001%**
Site*saison 3 298,52 298,52 5,43 8,36 0,007
Erreur 24 140,16 140,16 0,65

Total 36 18591,51

NS : non significatif  * significatif (P< 0,05) ** tres significatif (P< 0,01) *** hautement significatif (P< 0,001)
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3.1.3. Concentration des éléments traces métalliques dans les sols étudiés

Lesconcentrationsobtenusde fer dans le sol des sites étudiés par la SAA (Tab. 8 et Fig 8)
révelent que les concentrations les plus élevées sont enregistrées en période printaniére, avec
une concentration maximale a El-Hadjar 630,1474+24,979(ug/g de poids sec de sol) et une
concentration minimale a El-Kala 243,574+24,984(ug/g de poids sec de sol). On remarque
que les valeurs les plus faibles en période hivernale. La valeur maximale enregistrée au niveau
de El-Hadjar 586,943+3,926 (ug/g de poids sec de sol) minimale au niveau de El-Kala
192,433+24,282 (ug/g de poids sec de sol).

Lacomparaison des concentrations de Fer grace au test de Tukey entre les sites d’une méme
saison montre qu’il existe quatre classes en printemps ; classe A regroupe El-Hadjar, classe B
regroupe Ben M’hidi, classe Cregroupe El-Tarf et classe D regroupe le site de El-Kala. En ce
concerne I’hiver, on remarque I’existence de quatreclasses; classeAregroupe El-Hadjar,
classe B regroupe Ben M’hidi, classe C regrouperegroupe El-Tarf et classe D regroupe le site
de El-Kala. Le test de Tukey entres les saisons d’un méme site montre qu’il existe deux classe

au niveau de tout les sites ; Classe a le printemps et classe b I’hiver.

Tableau 8:Concentration de Fer dans le sol des sites étudiés (ug/g de poids secde sol)
pendant la période de Décembre 2010 & Mai 2011 (m#+s, n=12). Test de Tukey : les moyennes

affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P > 0,05).

ites

. El-Hadjar Bouteldja El-Tarf El-Kala
Saisons

Printemps | 630,147£24,979A |387,573+11,323B | 332,414£17,694 C | 243,574£24,984D

A a a a
Hiver 586,943+33,926A | 332,693+18,525D (295,203+20,693D |192,433+24,282E
B b b b

Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme saison entre les sites, tandis que les lettres en minuscules
comparent les moyennes d’un méme site entre les deux saisons.
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Figure 8.Concentration de Fer dans le sol des sites étudiés (ng/g de poids sec de sol) pendant

la période de Décembre 2010 a Mai 2011 (m+s, n=12).

Tableau 9:Concentration de Fer dans le sol des sites étudiés (ug/g de poids sec de sol) durant
la période de Décembre 2010 a Mai 2011 (m=s, n=12). Analyse de la variance a deux critéres
de classification.

Source DL SC séq SC ajust | CM ajust F P

Site 2 1432480 | 1432480 286496 1171,86 0,000%**
saison 3 292521 292521 97507 398,83 0,000%*
Site*Saison 6 31620 31620 2108 8,62 0,000%**
Erreur 24 11735 11735 244

Total 36 | 1768356

NS : non significatif * significatif (P< 0,05) ** tres significatif (P< 0,01) *** hautement significatif (P< 0,001)

3.1.4. Comparaison des concentrations de Manganése dans le sol

Lesconcentrations de manganese (ug/g de poids sec de sol) dans le sol des sites étudiés par la
SAA sont mentionnées dans le tableau 10 et figure 9. En effet les résultats obtenus montrent
que les concentrations les plus élevées sont enregistrées en période printaniére avec une
concentration maximale a El-Hadjar 14,532+1,032(ng/g de poids sec de sol) et une
concentration minimale a El-Kala 6,599+0,992 (ug/g de poids sec de sol). Les faibles

concentrations de manganese sont enregistrées en hiver. On signale que la valeur la plus élevé
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toujours motionnée au niveau de El-Hadjar 11,398+0,397(ug/g de poids sec de sol) et la plus
faible au niveau de El-Kala 3,206+0,074 (ng/g de poids sec de sol).

Lacomparaison des concentrations de Manganése grace au test de Tukey entre les sites d’une
méme saison montre qu’il existe trois classes en printemps ; classe A regroupe El-Hadjar et
El-Tarf, classe B regroupe Ben M’hidi, classe Cregroupe le site de El-Kala. En ce
concerne I’hiver, on remarque 1’existence de quatre classes; classeAregroupe El-Hadjar,
classe B regroupe Ben M’hidi, classe C regrouperegroupe El-Tarf et classe D regroupe le site
de El-Kala. Le test de Tukey entres les saisons d’un méme site montre qu’il existe deux classe

au niveau de tout les sites ; Classe a le printemps et classe b I’hiver.

Tableau 10 : Concentrations de Manganésedans le sol des sites étudiés (ng/g de poidssecde
sol) durant la période de Décembre 2010 a Mai 2011 (m#s, n=12). Test de Tukey : les
moyennes affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P > 0,05).

El-Hadjar Ben M’hidi El-Tarf El-Kala

Printemps | 14:532£1,032 A | 10,307+1,385 B | 13,563£1,060 AC | 6,599+0,992 D

a a a a
Hiver 11,398+0,397 A | 8,675+0,211 B 10,562+0,262 AC | 3,206+0,074 D
b b b b

Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme saison entre les sites, tandis que les lettres en minuscules
comparent les moyennes d’un méme site entre les saisons.
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Figure 9 : Concentration de Manganesedans le sol des sites ¢tudiés (ng/g de poids sec de sol)
durant la période de Décembre 2010 a Mai 2011 (m=s, n=12).

Tableau 11 : Concentration de Manganése dans le sol des sites étudiés (mg/g de poids sec
sol) durant la période de Décembre 2010 a Mai 2011(m+s, n=12). Analyse de la variance a
deux critéres de classification.

Source DL SC séq SC ajust CM ajust F P
Site 3 508,974 508,974 101,795 160,10 | 0,000%**
saison 1 504,422 504,422 168,141 264,45 0,000%#**
Site* saison 3 24,56 24,56 1,637 2,58 0,007%*
Erreur 24 30,519 30,519 0,636

Total 36 1068,475

NS : non significatif  * significatif (P< 0,05) ** tres significatif (P< 0,01) *** hautement significatif (P< 0,001)

3.1.5. Comparaison des concentrations de Plomb dans le sol

Lesconcentrations de Plomb (ng/g de poids sec de sol) dans le sol des sites étudiés par la SAA
sont mentionnées dans le tableau 12 et figurel0. Les résultats obtenus montrent que les
concentrations les plus ¢levées sont enregistrées en période printaniére, avec une
concentration maximale a El-Tarf 1,477+0,058 (ug/g de poids sec de sol) et une concentration
minimale a El-Kala 0,540+0,061(pg/g de poids sec de sol). On observe que les valeurs les
plus faibles en période hivernale, la valeur maximale enregistré a El-Tarf 11,399+0,058(ug/g

de poids sec de sol) et la valeur minimale a El-Kala 0,374 + 0,110(ng/g de poids sec de sol).

Lacomparaison des concentrations de Manganése grace au test de Tukey entre les sites d’une
méme saison montre qu’il existe quatre classes en printemps ; classe A regroupe El-Hadjar,
classe B regroupe Ben M’hidi, classe Cregroupe El-Tarfet classe D regroupe le site de El-
Kala. En ce concerne I’hiver, on remarque I’existence de quatre classes ; classeAregroupe El-
Hadjar, classe B regroupe Ben M’hidi, classe C regrouperegroupe El-Tarf et classe D
regroupe le site de El-Kala. Le test de Tukey entres les saisons d’un méme site montre qu’il

existe deux classe au niveau de tout les sites ; Classe a le printemps et classe b I’hiver.
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Tableau 12:Concentration duPlombdans le sol des sites étudiés (ng/g de poids sec de sol)

durant la période de Décembre 2010 a Mai 2011(m=s, n=12). Test de Tukey : les moyennes

affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P > 0,05).

El-Hadjar Ben M’hidi El-Tarf El-Kala
Printemps 1,313+0,081 A 1,107+0,194 B | 1,477+0,058 C | 0,540+0,061 D
a a a a
Hiver 1,149+0,055 A | 0,856+0,056 B | 1,399+0,058 C| 0,374+0,110 D
b b b b

Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme saison entre les sites, tandis que les lettres en minuscules
comparent les moyennes d’un méme site entre les saisons.
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1.8 a
1.6 b 4 Hiver

1
[S)

Concentration de Plomb
(ng/g de poids sec de sol)

Ben M’hidi
Sites

El-Tarf El-Kala

El-Hadjar

Figure 10: Concentration de Plombdans le sol des sites étudiés (ng/g de poids sec sol) durant
la période de Décembre 2010 a Mai 2011(m=s, n=12).

L’analyse de la variance a deux critére de classification (site, saison) des concentrations du
Plombmontre un effet site et un effet saison (p<0,001) hautement significatifs et 1’interaction

site/saison révele un effet (p<0,01) trés significatif (Tab. 13).
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Tableau 13 :Concentration duPlomb dans le sol des sites étudiés (ug/g de poids sec de sol)
durant la période de Décembre 2010 a Mai 2011(m=s, n=12). Analyse de la variance a deux

critéres de classification.

Source DL SC séq SC ajust | CM ajust F P
Site 3 8,06634 8,06634 1,61327 | 320,82 | 0,001%***
saison 1 2,69849 2,69849 0,89950 | 178,87 | 0,001%***
Site*saison 3 0,25542 0,25542 0,01703 3,39 | 0,001%**
Erreur 24 0,24138 0,24138 0,00503
Total 36 11,26163

NS : non significatif * significatif (P< 0,05) ** trés significatif (P< 0,01) *** hautement significatif (P< 0,001)

3.1.6. Comparaison des concentrations du Cadmium dans le sol

Lesconcentrations de Cadmium (pg/g de poids sec de sol) dans le sol des sites étudiés par la
SAA sont mentionnées dans le tableau 14 et figure 11. En effet, les résultats obtenus montrent
que les concentrations les plus élevées sont enregistrées en période printaniére avec une
concentration maximale a El-Hadjar 0,119+0,002 (ng/g de poids sec de sol) et une
concentration minimale a El-Kala 0,032+0,001 (ng/g de poids sec de sol). En période
hivernale, la valeur la plus élevé motionnée a de El-Hadjar 0,097 + 0,009 (ng/g de poids sec

de sol) et la plus faible a El-Kala 0,017 + 0,003(ng/g de poids sec de sol).

Lacomparaison des concentrations de Manganése grace au test de Tukey entre les sites
d’une méme saison montre qu’il existe quatre classes en printemps ; classe A regroupe El-
Hadjar, classe B regroupe Ben M’hidi, classe Cregroupe El-Tarfet classe D regroupe le site de
El-Kala. En ce concerne I’hiver, on remarque 1’existence de quatre classes ; classeAregroupe
El-Hadjar, classe B regroupe Ben M’hidi, classe C regrouperegroupe El-Tarf et classe D
regroupe le site de El-Kala. Le test de Tukey entres les saisons d’un méme site montre qu’il

existe deux classe au niveau de tout les sites ; Classe a le printemps et classe b I’hiver.
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Tableau 14:Concentration de Cadmiumdans le sol des sites étudiés (ug/g de poids sec de
sol) durant la période de Décembrea Mai 2011 (m=+s, n=12). Test de Tukey : les moyennes

affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P > 0,05).

El-Hadjar Ben M’hidi El-Tarf El-Kala
Printemps 0,119+0,002 A | 0,101+0,002 B | 0,051+0,003 C | 0,032+0,001 D
a a a a
Hiver 0,097+0,009 A | 0,073+0,001 B | 0,036+0,004 C | 0,017+0,003 D
b b b b

Les lettres en majuscules comparent les moyennes d’une méme saison entre les sites, tandis que les lettres en minuscules
comparent les moyennes d’un méme site entre les saisons.
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Figure 11 : Concentration deCadmium dans le sol des sites étudiés (pg/g de poids sec de sol)

durant la période de Décembre 2010 a Mai 2011 (m#s, n=12).

L’ANOVA de a deux critere de classification (site, saison) des concentrations de
Cadmiummontre un effet site et effet saisons (p<0,001) hautement significatif, un et

I’interaction site/saison révele un effet (p<<0,01) trés significatif (Tab. 14).
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Tableau 14:Concentration deCadmiumdans le sol des sites étudiés (ng/g de poids sec de sol)
durant la période de Décembre 2010 a Mai 2011 (m=s, n=12). Analyse de la variance a deux

critéres de classification.

Source DL SC séq SC ajust | CM ajust | F P

Site 5 0,0619098 | 0,0619098 | 0,0123820 | 480,33 | 0,001 ***
saison 3 0,0207747 | 0,0207747 | 0,0069249 | 268,64 | 0,001%***
Site*saison | 15 0,0005334 | 0,0005334 | 0,0000356 | 1,38 0,196"
Erreur 48 0,0012373 | 0,0012373 | 0,0000258

Total 71 0,0844553

NS : non significatif  * significatif (P< 0,05) ** trés significatif (P< 0,01) *** hautement significatif (P< 0,001)

Enfin, I’analyse de la variance a trois critéres de classification indique qu’il y a un effet
métal, un effet saison, un effet site, 1’interaction métal/saison, 1’interaction métal/site,

I’interaction saison/site et I’interaction métal/saison/site(p<0,001) hautement significatif (Tab.

15).

Tableau 15: Concentrationdes ¢léments traces métalliques (Fer, Manganése, Plomb et
Cadmium) dans le sol des sites étudiés (ng/g de poids sec de sol) durant la période de

Décembre 2010 a Mai 2011 (m#s, n=12). Analyse de la variance a trois critéres de

classification
Source DL SC séq SC ajust | CM ajust F P

Métal 3 88418 88418 29473 493,32 0,000%**
Saison 2 11706317 | 11706317 | 3902106 | 65314,62 |0,000%**
Site 3 361567 361567 72313 1210,40 |0,000%**
Métal*saison 6 237703 237703 26411 442,08 |0,000%**
Métal*site 9 8340 8340 556 9,31 0,000%**
Saison*site 6 1047366 | 1047366 69824 1168,74 |0,000%**
Métal*saison*site | 18 24369 931958 542 9,06 |0,000%**
Erreur 96 11471 11471 60
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Total

148

13485551

NS : non significatif

* significatif (P< 0,05)
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4. Résultats

4.1.Mesure des biomarqueurs du stress environnemental

La préservation de la qualité des sols est devenue une préoccupation majeure des pouvoirs
publiques au méme titre que la protection des milieux aquatiques et aériens. Il est impératif de
développer des techniques analytiques capables de détecter plusieurs polluants (Gimbert et
al., 2006). De ce fait, ['utilisation des paramétres biochimiques appelés biomarqueurs comme
indicateurs de la qualit¢ des écosystemes (Soltani et al., 2012, Boumaza, 2014). Ces
biomarqueurs mesurent l'interaction entre un systéme biologique et un agent environnemental
et peuvent €tre chimiques, physiologiques ou biologiques (Wo, 1999) ; leur validité tient a
trois caractéristiques principales: spécificité, sensibilité et préciosité (Amiard-Triquet et al.,
1998). L'inhibition ou l'induction in vivo des biomarqueurs est un bon outil environnemental
pour évaluer l'exposition et les effets potentiels des xénobiotiques sur les organismes (Ozmen
et al., 1999 ; Sturn et al., 1999). La capacité d'un organisme de s'adapter a un environnement
altéré par la contamination anthropique dépend principalement des mécanismes de la

détoxication de divers composés endogenes (Parsons et al., 1998)
4.1.1. Activité de la glutathion S-transférase

Les glutathion S-transférases représentent une famille d’enzymes multifonctionnelles,
essentiellement cytosoliques impliquées, dans des opérations diverses de transport et de
biosynthése intracellulaire (Georges et al., 1990). Ces enzymes sont impliquées dans de
nombreux processus physiologiques parmi lesquels figure la détoxification de nombreux
xénobiotiques (Habig ef al., 1974 ; Lauterburg & Mitchel, 1981). En effet, ces enzymes
catalysent la réaction d’addition entre ces composés et le groupement —SH du glutathion
générant ainsi des composés plus hydrosolubles par neutralisation des sites électrophiles des
xénobiotiques (Hayes et al., 2004). Cependant, la fonction la plus étudiée est leur capacité de
catalyse des réactions de conjugaison entre un peptide, le glutathion et des molécules
réactives comportant des sites é€lectrophiles, capables de réagir avec les macromolécules
comme les acides nucléiques (ADN et ARN) (Baussant et al., 2009). La catalyse de cette
conjugaison du glutathion avec certains substrats représente une étape essentielle dans la
formation de composés qui seront moins toxiques et plus hydrosolubles que les molécules de

départ (Chatterjée & Bhattacharya, 1984).
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Nos résultats révelent que 1’induction de GST est maximale enété dans les quatre sites (EI-
Hadjar, Ben M’hidi, El-Tarf et El-Kala) et il diminue progressivement en hiver.Cette variation
entre saisons peut s'expliquer par des variations des facteurs environnementaux comme la
pluviométrie, la température, 'hygrométrie, I'humidité, la duré du jour et I'alimentation qui
agissent principalement sur l'activit¢ de I'escargot, alors en hiver les facteurs
environnementaux sont défavorables (stress environnemental), I'escargot entre en hibernation,
ses activités physiologiques sont réduites, son métabolisme est ralenti (Bailey, 1975 ; 1986),
dans ce cas il n'est pas en contact continu avec son milieu ; ce qui réduit les périodes
d'exposition aux contaminants existant dans I'environnement ; contrairement en printemps et
en automne, les facteurs environnementaux seront favorables pour reprendre ses activités dans

son milieu, des longues périodes d'exposition, favorisent I'accumulation des polluants.

De plus, le taux de GST augmente dans les sites El-Hadjar, Ben M’hidi, et El-Tarf
comparativement au site d'El-Kala qui présente un taux faible. Cette augmentation peut se
traduire par une pollution provenant de la zone industrielle FERTIAL, I"usine ArcelorMittal
d'El-Hadjar et le complexe métallurgique FERROVIAL ; ces activités métallurgiques ont des
apports diffus d'origine lointaine (poussicres, aérosols) pouvant parcourir des centaines de
kilometres a partir de leur sources avant de se déposer (Godin et al.,1985 ; Hopkin, 1989 ;
Merian et al., 2004) ou soit des apports ponctuels localisés d'origine proche liée aux activités
industrielles de longues durées (Baize, 1997). L’augmentation du taux du GST au niveau de
Ben M’hidi, et El-Tarf est en rapport avec la direction des vents qui jouent un role dans le
transport des polluants des zones industrielles précédentes et aussi par 1'effet des engrais (Cd
dans les engrais phosphatés (Hamon et al.,1998); les émissions atmosphériques liées au trafic
routier et a l'incinération des ordures ménageres (Denison & Silbergeld, 1998 ; Modrzewska
& Wyszkowski, 2014). Le parc national d'El Kala reste un site moins pollu¢. Ce gradient
décroissant de 1’activité de la GST peut s’expliquer par 1’¢éloignement des principales sources

de pollution (les zones industrielles ; FERTIAL et FERROVIAL).

Les résultats de nombreuses expériences montrent I'augmentation de I’activité de GST en
réponse a la quantité élevée de polluants dans l'environnement (Canesi ef al., 1999 ; Viard-La
rocca et al., 2004). En accord avec nos résultats Radwan et al., (2010) trouvent un gradient
décroissant de I’induction de la GST chez un gastéropodes terrestre (7heba pisana) par
I’¢loignement au source de pollution (Egypte). Une induction de la GST a été signalée chez

I’escargot Theba pisana exposé¢ aux pesticides (El-Gendy et al, 2009) et aussi chez trois
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especes de mollusque terrestre ; Helix pomatia, Helix aspersa et Arion rufus collectées dans
des sites contaminées par les métaux lourds (Italy) (Menta & Parisi, 2001). Ces résultats sont
en accord aussi avec les travaux de Radwan etal., (1992), qui ont mis en évidence une
induction de Dl’activit¢ GST apreés exposition du gastéropode terrestre (Theba pisana)a un
pesticide (Carbamate) mais aussi chez 1’espece Helix aspersa exposé aux insecticides
(Radwan & Mohamed, 2013).Chez les escargots Nucella lapilli et Monodonta lineateexposés
au cuivre on note une réduction de l'activité de la GST (Cunha et al., 2007).Dans une étude de
biosurveillence, I’indiction de la GST a été observée chez I’escargot Helix aspersa récolté

dans des sites urbains polluées par les métaux lourds (Abdel-Halim et al., 2013).

L’estimation de I’activité de la GST chez la population de Helix aspersa au cours de deux
saisons montre une augmentation de 1’activit¢ de I’enzyme dans les différents sites. Nos
résultats montrent une augmentation significative du taux de GST au niveau de
I’hépatopancréas en présence des ETMs ; cette augmentation est une réponse au stress
oxydatif provoqué par la présence de métaux lourds dans 1’organe (Farombi et al., 2007). Les
enzymes de biotransformation sont parmi les premicres a répondre a la présence d’un €lément
métallique dans un organisme vivant. Cette augmentation indique un taux élevé de

conjugaison des ETMs avec le glutathion (Persi¢, 2004).

4.1.2. Activité de I’acétylcholinestérase

L’acetylcholinesterase (AChE) est la cible principale des ETMs (Payne et al, 1996 ;
Flammarion et al., 1998a et 2002a ; Sturm et al., 1999 ; Barra et al., 2001). L’inhibition de
I’acétylcholinestérase peut avoir des effets sur le comportement des étres vivants (Saglio et
al., 1996 ; Khessiba et al., 2001). L’analyse de 1’activité de 1’acétylcholinestérase dans les
différents tissus des organismes terrestre est considérée comme biomarqueur de la

contamination des milieux terrestres (Viar-La rocca, 2004 ; Gimbert, 2006).

L'acétylcholinestérase peut étre inhibée par de nombreux neurotoxiques (Bocquené, 1996 ;
Bainy, 2000). La mesure de son inhibition constitue un marqueur dont I’expression traduit
spécifiquement 1’exposition des organismes a différents contaminants et notamment certains
produits phystosanitaires. L’AChE constitue en effet la cible privilégiée de certains ETMs
(Cadmium), herbicides (triazines, paraquat) et autres molécules neurotoxiques (Herbert et al.,

1995 ; Bocquéné et al., 1997 ; Forget et al., 1999 ; Dellali et al., 2001 ; Belabed & Soltani,
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2013). L’inhibition de I’activité de I’AChE s’est également révélée intéressante dans le cadre

d’étude de la qualité des milieux terrestre (Viar-La Rocca, 2004).

Nos résultats montrent une diminution significative de ’activité de I’AChE au niveau de la
téte d’Helix aspersa au cours des deux saisons (printemps et hiver). L’inhibition de I’AChE
est maximale en été dans les quatre sites (El-Hadjar, Ben M’hidi, El-Tarf et El-Kala) et
relativement moindre en hiver.Cette variation entre saisons peut s'expliquer par des variations
des facteurs environnementaux (Xu & Tao, 2004;Rodriguez et al., 2008). En hiver les facteurs
environnementaux sont défavorables (stress environnemental), 1'escargot entre en hibernation,
ses activités physiologiques sont réduites(Bailey, 1975 ; 1986), son métabolisme est ralenti,
dans ce cas il n'est pas en contact continu avec son milieu ; ce qui réduit les périodes
d'exposition aux contaminants existant dans I'environnement ; contrairement au printemps, les
facteurs environnementaux seront favorables pour reprendre ses activités dans son milieu, des

longues périodes d'exposition, favorisent l'accumulation des polluants.

Un gradient décroissant de 1’inhibition de I’AChE El-Hadjar > Ben M’hidi >El-Tarf et
le site de El-Kala moins pollué. Cette diminution peut s’expliquer par une pollution provenant
des usines périphériques. L’inhibition de I’AChE dans le site de El-Hadjar peut étre due a
I’accumulation des ETMs par Helix aspersa proviennent du complexe ARCELOR METAL
(Merian et al., 2004 ; Maas et al., 2010) La diminution de I’activité¢ de I’AChE au niveau de
Ben M’hidi, Sidi Kaci, Bouteldja et El-Tarf est exprimée par la direction des vents qui joue un
role dans le transport des polluants des zones industrielles. Le parc national d'El Kala reste un

site moins pollué ne contient aucune source de pollution.

Des ¢études cinétiques a plus long terme, basées sur I’analyse d 'Helix aspersa exposés 56 jours
sur le terrain, ont permis d’affiner 1’analyse temporelle des transferts sol-plante-escargots de
métaux (Gimbert et al., 2008). D’autres travaux appuient nos résultats, notamment ceux de
Radwan et al. (1992), qui ont mis en évidence une inhibition de I’activité (AChE) apres
exposition du gastéropode terrestre (Theba pisana) aux pesticides (carbamates) ou encore de
Salama etal., (2005) relatifs a une inhibition de P’activit¢ de ’AChE apres exposition du
gastéropode Helix aspersa au carbofurane (pesticide) et aux insecticides (Imidaacloprod)
(Radwan & Mohamed, 2013). Une ¢étude in sifu concernant 1’activité de I’AChE montre que
cette inhibition augmente d’une mani¢re dose—dépendante en présence de poussieres

métalliques et de cadmium dans les organes d 'Helix aspersa(Grara, 2011).

30



Discussions | 2020

Des expériences précises des contaminationsdes milieux terrestres par les métaux ont ainsi €té
obtenues par exemple auRoyaume-Uni avec H. aspersa (Cooke et al, 1979), ou
Cepaeahortensis (Dallinger et al., 2004). Elles peuvent en effet révéler desdifférences
interspécifiques de bioaccumulation, comme 1’a parexemple constaté Rabitsch (1996) avec
des especes comme Helixpomatia, Arianta arbustorum, Aegonis verticillus et
Bradybaenafructicum. Pourtant, en complément des études de bioindication active oul’on
maitrise 1’exposition et qui renseignent sur la disponibilitédes contaminants, 1’analyse des
escargots peutapporter des informations sur les niveaux atteints aprés desexpositions de

plusieurs années (Gomot-de Vaufleury & Pihan,2000 ; Pihan & de Vaufleury, 2000).

4.2. Dosage des ¢léments traces métalliques dans les sols

Les bioteneurs des ETM dans les sols donnent une indication de la fraction biologiquement
circulante de ces ¢léments et par conséquent de la quantit¢ qui rentre dans la chaine
alimentaire (Abdul Rida, 1992 ; Abdul Rida & Bouché 1995). Les sites de notre étude sont
diversement contaminés par les ETM. Les sols pollués constituent une source pour les ETMs
dans D’environnement et constituent une source d’exposition majeure des organismes
(Alloway, 1995). Concernant le Fe, Mn, Pb et le Cd, les sources anthropogéniques majeures
sont I’industrie métallurgique, I’industrie manufacturiere et surtout la fonderie, les activités
minieres, les sites de stockage de déchets (résidus d’incinération de plastiques, batteries...)
(Suna et al., 2010, Maas et al., 2010), les épandages de boues d’épuration, les pratiques
agricoles (fertilisants, pesticides...), la combustion d’hydrocarbures et autres combustibles
fossiles et les gaz d’échappement des véhicules notamment pour le Pb (Alloway, 1995). Dans
le cas de rejets atmosphériques d’activités minieres et de fonderie par exemple, les dépots
peuvent affecter plusieurs dizaines de km? autour de la mine/de Iusine concernée (Rieuwerts
& Farago, 1996 ; Martley et al., 2004 ; Hasselbach et al., 2005). Dans le cas d’émissions de
poussieres contaminées depuis des sources ponctuelles, il a été montré que la distance a la
source, la direction et la vitesse des vents, la fréquence et la quantité de précipitations, la
rugosité et I’interception par I’environnement influencent sur les taux de déposition et en
conséquence, les niveaux de pollution des sols (Antonic & Legovic, 1999 ; Branford et al.,
2004 ; De Ridder et al., 2004 ; Ali-Khodja et al., 2005 ; Floret et al., 2006 ; Rawlins et al.,
2006). De plus, les quantités et la spéciation des ETMs varient avec I’occupation du sol, les

milieux boisés montrant des concentrations en ETMs dans les sols généralement plus fortes
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que les milieux ouverts (prairies, champs cultivés, landes...) (Rieuwerts & Farago, 1996 ;
Fowler et al., 2004 ; Ettler et al., 2005 ; Magiera & Zawadzki, 2007). Les sols étudiés
contiennent des teneurs en ETMqui varient en fonction de 1’¢éloignement des sites par rapport
a la source de pollution (Bretzel & Calderisi, 2006 ;Suna et al., 2010 ; Modrzewska &
Wyszkowski, 2014). Les valeurs trouvées dans les sols des différents sites sont inférieures aux
normes (AFNOR, 1996) indiquées dans le tableau 16. Le site d’El-Hadjar est relativement le
plus pollué¢ avec des teneurs maximales du Cd, Mn et surtout du Fe a cause de I’existence
d’un complexe sidérurgique Arcelor Mital (Maas et al., 2010). Les concentrations élevées de
Pb a Bouteldja et El-Tarf par rapport aux autres sites sont en rapport avec leur proximité avec
le réseau routier générant une pollution plombique. Ceci est en accord avec des études
précédentes faites ailleurs (Garcia & Millan, 1998 ;Maas et al., 2010 ; Skrbi¢ & Purisié-
Mladenovi¢, 2013 ; Modrzewska & Wyszkowski, 2014). Des variations saisonnicres
importantes observées pour les teneurs en ETM, ces teneurs en ETM dans les sols étudiés sont
¢levés en été comparativement a I’hiver, un gradient décroissent est observé été > automne >
printemps > hiver, ceci peut étre due au lessivage des polluants par la pluie (Piron-Frenet et

al., 1994 ; Xu & Tao, 2004 ; Rodriguez et al., 2008).

Tableau 16 : Limites de détection des métaux lourds (g/Kg) dans les sols (AFNOR, 1996).

Métaux lourds Concentrations*

Cd 2

Cr 150

Cu 100

Pb 100

Zn 300

Fe nd

Mn nd

*: nd: non disponible
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette ¢tude s'inscrit dans l'objectif d'évaluer la pollution des sols dans certains biotope du
Nord-Est (Algérie) en surveillant mensuellement deux biomarqueurs de stress
environnemental (GST, AChE), qui s’étend de Décembre 2010 a Mai 2011 chez un
mollusque gastéropode Helix aspersa (Miiller, 1774).

Le dosage des ¢léments traces métalliques ; Fer, Manganése, Plomb et Cadmium, indiquequ’il
y aune pollution des sols.Ilreléve que la concentration des polluants est plus élevée dans la
période printanicre et plus faible dans la période hivernale. De plus, la pollution est plus
importante au niveau d’El-Hadjar et moins importante au niveau d’El-Kala.

La mesure des biomarqueurs montre une variation saisonnicre ainsi qu’une différence entre
les sites. La forte contamination dans la région d’El-Hadjar et Ben M’ hididie a la diminution
de I’activité de I’AChE et une augmentation de la GST, tandis que la plus faible
contamination dans la région deEL taref etpresque nulle dans la régiond’El-Kala.dle a
I’augmentation de 1’activité de I’AChE et la diminution de la GST.Ce gradient de pollution est
lié aux les sources de pollution.

A D’avenir :

= ¢valuer les effets secondaires de ces ¢léments sur la physiologie de I’espéce

= analyser les ¢léments traces métalliques dans la chair de I’espéce d’Helix aspersa

= Dosage des métaux lourds dans le sol.

= Dosage d’autres biomarqueurs tels que la catalase.

* Le dosage d'un biomarqueur de la pollution métallique (les métallothionéines)
etd’autres enzymes de détoxifications (GPx et SOD) est envisagé afin d’obtenir
desinformations complémentaires sur I’action de ces éléments traces métalliques.
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Liste d’abreviation

AChE : Acétylcholinestérase

GST : glutathion S-transférase

CDNB : I-chloro 2,4 dinitrobenzéene

EGTA : acide éthylene glycol-bis, f-aminoéthyl éther NNN’N’ tétra-acétique
GSH : glutathion

DNTB : dithio bis-2-nitrobenzoate

BBC : bleu brillant de Coomassie

BSA : ’albumine de beeuf (sigma)
Vt : Volume total

SAA : spectrophotométrie d’absorption atomique
Fe: Fer

Mn: Manganése

Pb: Plomb

Cd: Cadmium



Resume

Résumeé

Cette étude expérimentale est destinée a manifester [’évaluation de [’effet
de la pollution des sols dans quelques biotopes de la région Nord-Est
d’Algerie par ['utilisation d 'un bioindicateur Hélix aspersa, un escargot

tres abondant au niveau de quatre sites étudiee.

Le dosage des élements traces métalliques releve que la concentration des
polluants est plus élevée dans la période printaniere, et plus faible dans la

période hivernale.

La mesure des deux biomarqueurs (AChE et GST) révele que les sites El-
Hadjar et Ben- M’hidi sont les plus pollués, le site d’EL-Tarf est moins
polluée que les sites précédents, Tandis que la pollution au niveau d’EL-Kala

est presque nulle.

Mots clés :Hélix aspersa ; Biomarqueurs ; Bioindicateur ; Dosage ;
AChE ; GST.



Resume

Abstract

This experimental study is destinated to show the evaluation of the
soil pollution in certainAlgerian North-East biotopes regions with the
use of bioindicator, Helix aspersa, (Mollusca,Gasteropoda), an
abundant snail in 4 studied a sites.

The element dosage metallic traces indicate that the pollutant
concentration is higher in springand lower in fall.

The measurement of the two biomarkers (AChE; GST) reveals that the
sites of El-Hajarand Ben-M’hidi are the most polluted; the El-Tarf site
is less polluted than the previous sites,while the pollution at the level
of El-Kala is nearly null.

Keywords:Dosage, Helix aspersa, Heavy metals, Biomarkers, East
of Algeria.
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Abstract

This experimental study is destinated to show the evaluation of the soil
pollution in certain Algerian North-East biotopes regions with the use of

bioindicator, Helix aspersa, (Mollusca, Gasteropoda), an abundant snail
in 4 studied a sites.

The element dosage metallic traces indicate that the pollutant
concentration is higher in spring and lower in fall.

The measurement of the two biomarkers (AChE; GST) reveals
that the sites of El-Hajar and Ben-M’hidi are the most polluted; the El-

Tarf site is less polluted than the previous sites, while the pollution at the
level of El-Kala is nearly null.
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