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Introduction

Introduction

Dans les pays en développement, la croissance rapide de la population et I'extension
démesurée de l'espace urbain posent les problémes de la pollution, le milieu aquatique
regroupe les écosystemes les plus touchés, directement ou indirectement, par les effets
déléteres de la pollution parce que ce milieu est le réceptacle final de la plus part des
polluants. Les organismes vivants sont soumis a I’influence de multiples substances de nature
et d’origine diverses. Les polluants se retrouvent dans la plupart des cas en mélange a des
mais induisent cependant une contamination chronique d’un nombre croissant des

écosystemes.

Le pH est I’'un des parametres les plus affectés par les différents types de pollution
(air, sol, eau), et comme le pH a un effet sur la biodiversité des écosystemes aquatique, la
plupart des organismes aquatiques ont un pH entre 6 et 9 pour survivre, les changements
importants de pH dd de la pollution naturelle et anthropique affectent directement les

fonctions physiologiques des organismes aquatiques.

Les principales sources de pollution anthropique qui influencent le pH des
écosystémes aquatique sont les rejets des eaux usées car les détergents sont souvent basiques.
Les rejets industriels aussi a un grand effet sur les changements de pH des écosystémes

aquatique ou ils ont rejeteé.

Les pluies acides sont une autre source de pollution qui provient de phénomeénes
naturels comme les éruptions volcaniques, les feux de foréts, etc., mais surtout des
combustibles fossiles de transport, la production d’électricité et de 1’industrie d’affinage des
métaux. Contrairement aux polluants plus lourds qui retombent a proximité de I’endroit ou ils
ont été introduits, les polluants plus légers peuvent voyager sur plusieurs milliers de
kilometres et former, en se combinant a des particules d’eau, de I’acide nitrique et de 1’acide

sulfurique (Landry et al., 1992 ; Hade , 2002 ).

En écologie il existe des tests éco-toxicologiques standardisés qui utilisent des
espéces bio-indicatrices pour évaluer I’effet des substances toxiques ou le stress des

parameétres physicochimique comme le pH sur les organismes vivantes.

Daphnia magna est I’un des bio-indicateur les plus utilisé dans ces bioessais & cause
de nombreux avantages qui consolident son utilisation en tant qu’indicateur intéressant de

I'impact potentiel d'un polluant sur I'environnement. En effet, son immobilisation constitue

1



Introduction

une réponse facile a observer sachant que I’inhibition de la mobilité précéde la mort dans la
majorité des cas. La simplicité du test avec les daphnies et son utilisation universelle font que
ce bioessai est reconnu pour déterminer 1’écotoxicité aigué (et chronique) de matrices
aqueuses ou de substances en solution dans I’eau notamment les eaux douces (Chevre, 2000 ;

Santiago et al., 2002 ; Cauzzi, 2007 ; Boillot, 2008).

Ce présent travail porte sur I’évaluation de 1’effet des différentes gammes de pH acide
et basique sur les parameétres de cycle de vie (la reproduction, la croissance et la survie) d’un

crustace des eaux douce Daphnia magna.
Ce travail développé s’articule en trois chapitres :

v'Introduction.
v' Le premier chapitre repose sur une synthése bibliographique pour présenter La
biologie de Daphnia magna et le parametre physicochimique qui est le pH.

v Le deuxiéme chapitre consacré pour le Matériel et les méthodes.

<

Le troisieme chapitre consacré pour les Résultats et discussion de ce travail.

v" Conclusion.
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Chapitre 1 Revu bibliographique

1. Biologie de Daphnia magna

Daphnia magna est un microcrustacé planctonique d’eau douce, de 1’ordre des
Cladocéres, recommandée en tant que modele biologique de référence dans différents
bioessais standardisés pour 1’évaluation des effets toxiques potentiels de substances chimiques
(OCDE, 2004 et 2008). En effet, D. magna est facile a manipuler et a étudier en laboratoire du
fait de sa petite taille, son cycle de vie court, son mode de reproduction asexuée et sa
fécondité ¢levée. En tant que consommateur primaire, I’espéce occupe une place importante
dans les transferts de mati¢re et d’énergie dans les chaines alimentaires des écosystemes

aquatiques d’eau douce.

Des nombreux travaux ont été consacrés au crustacé cladocere Daphnia magna. Il est
ainsi possible de citer les publications de Pacaud (1939), Anderson et Jenkins (1942), Green
(1956), Hebert (1978) ainsi que les ouvrages de Peters et De Bernardi (1987) et de Ebert
(2005).

1.1. Classification

La classification de la daphnie est résumée ci-apres :
Embranchement:  Arthropodes

Classe : Crustaces

Sous-classe : Branchiopodes

Super-ordre : Anomopodes

Ordre : Cladocéres

Famille : Daphniidae

Genre : Daphnia

Espece : Daphnia magna
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1.2. Morphologie

La taille de la daphnie adulte varie entre 3 et 5 mm et subdivisée en deux parties :

la téte et le corps.

La téte de la daphnie comporte un ceil composé, une bouche, deux antennes qui aident
a sa locomotion saccadée, ce qui d’ailleurs lui a valu le surnom de « puce d’eau » et deux
antennules qui chez le male servent de crochets généralement lors de 1’accouplement. Les
embryons des daphnies possédent deux ébauches d’ceil bien visibles qui fusionnent a la fin de
leur développement chez les adultes pour donner un ceil unique, composé, mobile et de taille
plus importante servant a 1’orientation de la daphnie (Amoros, 1984). Le systéme nerveux est
caractérisé par un ganglion cérébral, localisé entre 1’ceil et le début du tube digestif (Amoros,
1984).

La figure 1 montre une photo d’une daphnie & Imm.

Figure 1. Daphnia magna (Massarin, 2010).

Le corps de la daphnie est recouvert par une carapace transparente qui se renouvelle a
chaque mue marquée par un doublement du volume de 1’organisme pendant une minute di
essentiellement a une brusque entrée d’eau dans ’animal (Green, 1963). Cette carapace Se

prolonge par une épine caudale dont la taille est variable en fonction de plusieurs contraintes

4
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environnementales. En effet, la morphologie des daphnies peut changer périodiquement au
cours des cycles saisonniers et affecter en particulier la forme de la téte et de la carapace, la
taille de I’ceil composé ainsi que la longueur de 1’épine caudale. Ce phénoméne nommé
cyclomorphose (Amoros, 1984) semble étre contrdlé par les conditions du milieu a savoir la
température (Yurista, 2000), la turbidité (Jacobs, 1962; Hazelwood, 1966), la lumiére (Jacobs,
1962) ainsi que par les kairomones solubles, libérées par certains prédateurs (Tollrian, 1994).
Dans ce dernier cas, il a été montré que la cyclomorphose permet de se défendre contre les
prédateurs (Dodson, 1974) puisqu’elle permet aux daphnies de changer de morphologie en

développant certains organes afin de disperser les prédateurs.

Le tube digestif est simple, de forme tubulaire, visible par transparence et se termine
par un anus au niveau de la griffe post-abdominale.Le systéme circulatoire des daphnies est
lacunaire et le transport de 1’oxygene se fait a I’aide d’hémoglobine. Ainsi lorsque le milieu
est bien aéré, les daphnies sont de couleur pale, en revanche lorsque la teneur en dioxygene
diminue dans le milieu, les daphnies prennent une couleur rouge a la suite de 1’augmentation

du taux d’hémoglobine dans le sang (Fox, 1957).

Le cceur est en position dorsale et antérieure au-dessus de la poche incubatrice. Les
ovaires sont placés de part et d’autre de 1’intestin de la daphnie. Les males se distinguent des
femelles par une taille plus petite, des antennules plus larges, et une modification des
premieres pattes qui sont armées d’un crochet servant a étreindre les femelles. Les embryons
présentent deux ebauches d’ceil brunatres qui fusionnent pendant la derniére partie de leur
développement, donnant chez les juvéniles et adultes un ceil unique, composé, médian, de
taille importante, mobile dans une cavité sans communication vers l’extérieur. Cet ceil

composé aide I’animal a s’orienter au cours de la nage (Ebert, 2005).
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La figure 2 représente |’anatomie d’une femelle de daphnie adulte.

CEil compose avac 22
ommatidies
Muscles
Seconde antenne dolceil  Ganglion optique
Ganglion cerébral
Diverticules
Ocelle
[ &1 ',
el ' Tube digestif médian
Premiére antenne ; ’
' e Muscles des antennes
Bouche et cesophage ) N5
Mandibule ":-'. ‘;5, By 3
“ sy i
Glande secrétrice s g\ o
V& A Wnd .\ Ovaires
5 paires d'appendices =/ B .;-“1'-:
thoraciques (phyllopodes) T b Oocytes
Uy "R {235
i
f o g \/a
; ,@‘{*y Chambre incubatrice avac
i 5’ embryons
Carapace B
W B Oviducte
Pince abdominal /
ik Appendices caudales
Anus
Abdomen
Poils abdominal )
Epine caudale

Figure 2. Anatomie de Daphnia magna femelle adulte (Ebert, 2005).
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1.3. Cycle de vie

La daphnie a deux modes de reproduction. (Figure3)

Accouplement

i

Ephippie
Eclosion
apres parthénogénétiq
diapause

£o>
j \

|| Cycle sexuel

Fill

parthénogénétique Formation

d’ceufs

- | partheénogénetique
d

Figure 3. Schéma du cycle de vie de la daphnie (Ebert, 1995).

Une reproduction asexuée, lorsque les conditions de vie sont favorables. Une femelle
adulte produit une ponte d’ceufs parthénogénétiques apres chaque événement de mue. Les
ceufs sont déposés dans la chambre incubatrice, localisée dorsalement sous la carapace. Le
développement des ceufs est direct. Les embryons éclosent aprés un jour mais restent dans la
poche incubatrice ou ils se développent. Apres trois jours de développement, de jeunes
daphnies sont libérées par des flexions ventrales. Les néonates sont morphologiquement
proches des adultes de daphnies, a I’exception de la chambre incubatrice non développée.
Avant de devenir des individus capables de se reproduire, les juvéniles passent par quatre a
six instars (période séparant deux évenements de mue). Dans des conditions optimales, les

daphnies sont matures a 7 = 1 jour, et déposent leur premiére ponte dans la poche incubatrice.

Une femelle adulte peut produire une ponte tous les 3 a 4jours, jusqu’a sa mort

(Figured4). La taille des pontes varie d’environ 10 a 30 ceufs selon I’age de la mére.
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Quand les conditions de vie deviennent défavorables, une genération sexuée est produite. Les
males apparaissent. Les femelles produisent alors des ceufs haploides qui requiérent une
fertilisation par les males. Ces ceufs de résistance sont encapsulés dans une structure
protectrice, appelée éphippium, contenant généralement 2 gros ceufs, issus de chaque ovaire.
L’¢éphippie est expulsé a la mue suivante. Ces ceufs de résistance n’éclosent que lorsque les
conditions sont de nouveau favorables. Ils donnent naissance a une population génetiquement

différente des daphnies méres (Massarin, 2010).
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Figure 4. Reproduction de la daphnie par parthénogénése en conditions favorables, d’aprés
Zeman, 2008.

1.4 Développement

L’embryon de la daphnie, déposé dans la poche incubatrice dorsale, passe par 6 stades
de développement (Kast-Hutcheson et al,. 2001).

-Le stade 1 ou stade de division dure entre 0 et 15h : ’embryon est sphérique.

-Le stade 2 correspond au stade de gastrulation et se déroule entre 15 et 25h. L’embryon
devient asymétrique avec présence d’un blastopore en raison du début de la différentiation

cellulaire.

- Le stade 3 est nommé stade de maturation embryonnaire précoce, il se déroule entre 25

et35h et présente une différentiation de la téte et des antennes.
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-Le stade 4 ou encore stade de maturation embryonnaire moyenne, se déroule entre 35 et
45het correspond a la mise en place de I’ceil pigmenté ainsi qu’au développement des

antennes qui restent encore confinées dans la membrane embryonnaire.

Le stade 5 est le stade de maturation embryonnaire tardive et se déroule entre 45 et 50h. Il ya
rupture de la seconde membrane embryonnaire et par suite extension partielle des antennes

alors que I’épine caudale reste encore pliée contre la carapace.

Le stade 6 est le dernier stade. Il correspond au développement complet de I’embryon et se
déroule de 50 a 72h. A ce niveau, il y a développement complet des antennes et libération de

I’épine caudale, de sorte que le nouveau-né est prét a se déplacer.

La durée de vie moyenne d’une daphnie est généralement de 40 jours a 25°C et de 56

jours & 20°C ; elle se divise en 3 phases.

La premiére phase est la période embryonnaire qui est généralement breve (3 jours).
Elle est suivie par la période juvénile caractérisée par une croissance maximale des jeunes
daphnies : cette période dure, lorsque les conditions sont favorables, entre 7 et 10 jours durant
lesquels sont observées entre 5 et 6 mues (Soares, 1989).Durant la période adulte, la daphnie
va effectuer plusieurs pontes tous les 3 jours lorsque les conditions sont favorables.

1.5. Milieu de vie et alimentation

Les daphnies sont essentiellement des organismes littoraux, largement répandues dans
les eaux tempérées et colonisent en particulier les eaux stagnantes. Ces organismes peuvent se
retrouver dans les flaques d’eau, les mares, les étangs de pisciculture, les canaux, les lacs,
mais rarement dans les rivieres (Mugel et Férard, 1978). Les daphnies sont des organismes
filtreurs, considérés comme des consommateurs primaires. Elles sont phytophages et
bactériophages (Hadas et al., 1983). Elles apprécient les eaux riches en matieres organiques
dissoutes ou en suspension et peu polluées par les micropolluants chimiques (Mugel et Férard,
1978). La nourriture est collectée plus particulierement a 1’aide du 3éme et 4éme pattes
thoraciques foliacées, garnies d’un peigne de longues soies (Amoros, 1984), qui assurent un
courant d’eau entre les deux valves de la carapace. Les particules ainsi piégées sont
transférées via un sillon alimentaire jusqu’a la bouche. Toutefois, il est important de signaler
que la quantité et la qualité de la nourriture joue un rdle primordial pour la reproduction et

influence nettement la dynamique de population de la daphnie (Lynch et Ennis, 1983; Cowgill
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et al., 1985). La qualité et la quantité de la nourriture semble aussi influencer la sensibilité des

daphnies aux toxiques (Winner et al., 1977; Enserink et al., 1995).
1.6. Intérét ecotoxicologique de la daphnie

Les daphnies, tout comme les autres cladoceres, jouent un role clé - keyspecies
(Nilssen et Waervagen ; 2002) ou keyst onespecies (Sperfeld et Wacker ; 2009) - au sein des
écosystéemes dulcaquicoles vu leur nombreux et divers prédateurs a savoir les poissons
(juvéniles et adultes), les larves d’insectes (e.g. Chaoborus) et les copépodes

(e.g.Mesocylops).

Les daphnies ont été largement utilisées en écotoxicologie et D. magna est 1’un des
trois modéles biologiques les plus utilisés, avec les algues et les poissons, dans le cadre de
I'évaluation des risques écotoxiques des substances chimiques (Pereira et al., 2010). C’est
ainsi que les données expérimentales relatives aux daphnies représentent 8% de 1’ensemble
des données expérimentales aquatiques trouvées dans les bases de données (Denslow et al.,
2007).

En réalité, cette espece a été choisie pour diverses raisons, a savoir : visible a 1’ceil nu,
reproduction parthénogénétique et donc faible variabilité génétique, pontes abondantes,
manipulation et élevage faciles a réaliser au laboratoire suite a sa taille relativement petite et
son cycle de vie court, ce qui permet de suivre I’effet des polluants sur plusieurs générations

et la sensibilité a une large gamme de produits chimiques (Colbourne et al., 2011).

Un test d’écotoxicité peut se définir comme [’utilisation de tout ou partie d’un (ou de
plusieurs) organisme(s) vivant(s) comme « réactif(s) biologique(s) » pour mettre en évidence
un effet écotoxicologique mesurable et interprétable a la suite d’une exposition (par exemple

aigué, chronique,...) a un (ou plusieurs) agent(s) chimique(s) ou physique(s) (Férard ; 2013).
Quel que soit le test réalisé, il importe d’avoir un élevage qui produit des daphnies saines.
Les principaux caractéristiques d’un bon élevage de daphnies :

1- Absence d'éphippies (ceufs de durée) et d’ceufs avortés dans les élevages.

2- Aspect des organismes (éviter I’absence de couleur ainsi qu’une couleur trop rougeétre).
3- Taille suffisante des organismes adultes (environ 5 mm).

4- Production suffisante de jeunes daphnies femelles (environ 100 juvéniles par daphnie mere
en 21 jours).

10
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5- Jeunes daphnies femelles dépourvues de malformations.
6- Absence de parasites ou de champignons (surtout au niveau de la poche incubatrice).
(Toumi ; 2013).

Figure 5. Schéma des voies d’exposition des daphnies dans un test chronique

(Toumi, 2013).
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2.LepH
2.1. Définition

Il est bien connu que la vitesse de bon nombre de réactions chimique dépend de la
concentration en H;O"  dans le mélange réactionnel. Cet effet peut exister méme si H;O"
n’est pas I’un des réactifs ou produits. Ainsi donc, I’ajout d’une petite quantité de H;O" peut

modifier de fagon spectaculaire les vitesses de toute une série de réactions.

Les concentrations de H;O" se situent fréquemment dans la fourchette de 1M a
1071*M.Un tel étalement des concentrations rend trés difficile la mise en graphique de ces

valeurs sur des papiers millimétres ordinaires.

A cause de cela, il est beaucoup plus pratique de concevoir une échelle logarithmique et

définir une quantité appelée pH comme étant :
pH = -log [H;0"] (Carole et al. ,1991).

2.2 .L’échelle de pH

neutre alcalin

Taux de pH
optimal pour les
poissons d'eau

de mer

L’échelle de pH (Fig. 6) a été instaurée par le chimiste danois Soren Sorensen en
1909 au cours de son travail sur le contrdle de la qualité du brassage de la biére ; elle est

maintenant utilisée partout en science, en médecine, dans ’agriculture et en ingénierie.

12
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On utilise I’opposé du logarithme pour que la plupart des valeurs du pH soient des nombres

positifs de 0 a 14.

- Le pH de I’eau pure est 7.
- Le pH d’une solution acide est inférieur a 7.

- Le pH d’une solution basique est supérieur a 7. (Atkins et Jones ; 2008).
2.3. Le pH et ’eau

L’eau a un pH moyen entre 6.5 et 8.5 et I’eau souterraine a un pH moyen entre 6.0 et
8.5. Le pH d’une source peut varier naturellement. Certains types de roches et sols, comme le
calcaire, peuvent neutraliser 1’acide plus efficacement que d’autres types de roches et sols,
comme le granit. Lorsqu’il y a un grand nombre de plantes dans un lac ou une riviere les
plantes lorsqu’elles meurent laisse sortir le dioxyde de carbone qu’ils possédent. Le mélange
dioxyde de carbone et eau forme un acide carbonique faible cela peut diminuer le pH de I’eau.
Certaines activités humaines ont des effets nuisibles sur le pH des sources d’eau voisine.
Lorsque le dioxyde de souffre et I’oxyde d’azote est émis lors des opérations industrielles,

cela provoque des pluies acides.

La pollution chimique provenant des activités industrielles, des individus et des
communautés peut rendre 1’eau acide. Ces produits chimiques peuvent contaminés 1’eau lors

de déversement illégal ou un traitement d’eau inadéquat (Dupont et al., 2004).
2.4. L’effet de changement du pH sur les espéces aquatique

Le changement du pH de 1’eau peut avoir un certain nombre de conséquences. Dans
I’environnement beaucoup de plantes et animaux sont affectés et méme tués suite a
I’acidification. Beaucoup de poissons et d’especes aquatiques sont extrémement sensible aux
changements de température de 1’eau et de sa composition. Dans la figure 6 on remarque les
pH nécessaire pour certaines especes aquatiques. Remarquez que lorsque le pH est entre 6.0 et
7.0 (qui est naturel pour beaucoup de lacs et cours d’eau) la biodiversité de 1’écosystéme est
importante. Avec les diminutions du pH donc augmentation de ’acidité moins d’organisme
peuvent vivres parce que le pH de 1’eau influence la quantité de nutriments (ex. : phosphore,

azote).

13



Chapitre 1 Revu bibliographique

L’eau acide est synergique ce qui signifie qu’une combinaison de pH bas et une

concentration importante de certaines substances polluantes est extrémement nuisible.

Par exemple I’aluminium, le plomb et le mercure sont des substances potentiellement
dangereuses, mais lorsque le pH de la source d’eau est bas ces substances peuvent avoir des
conséquences trés graves sur la vie aquatique. L’eau acide peut causer aussi des problémes
pour la consommation humaine. L’eau légérement acide seule n’est pas dangereuse mais elle
peut étre extrémement dangereuse si elle est combinée avec certaines substances. L’eau qui a
un pH de moins de 6.5 peut filtrée les ions métalliques comme le fer, le manganése, la cuivre,
le plomb et le zinc des installations de plomberies et tuyaux. Sans ce processus tout ¢ca peut
étre extrémement dangereux. L’eau qui a un pH de plus de 8.0 est difficile a traiter.
L’Organisation Mondial de la Santé (OMS) recommande que le pH de ’eau devrait étre de

moins de 8.0 car I’eau trop alcaline n’a pas une chloration efficace (Dupont et al., 2004).
2.5. L’acidification est-elle réversible sur les plans chimique et biologique

L’acidification est réversible sur le plan physico-chimique. Une étude scientifique
effectuée par Environnement Canada a montré que les plans d’cau acidifiés sont généralement
en mesure de récupérer lorsque les apports acides sont réduits ou éliminés. Le potentiel de
récupération biologique est toutefois moins grand. On assiste plut6t a la mise en place d’une
communauté biologique différente de 1’originale. Ceci s’explique en partie par la perte du
patrimoine génétique des populations de poissons et d’insectes qui ont été¢ décimées, mais
aussi par la compétition biologique qui peut favoriser certaines especes originellement
absentes du plan d’eau. La réversibilité biologique est aussi un processus beaucoup plus lent
que la réversibilité physico-chimique. Dans certains lacs fortement acidifiés, le potentiel de
récupération biologique peut étre tres limité lorsque 1’écosystéme a subi des dommages

importants (Dupont et al., 2004).
2.6. Le pH et la pollution

Les principales sources de la pollution anthropiques qui influencent le pH d’un
écosystéeme aquatique sont les rejets des eaux usées (les substances contenues dans les
détersifs et les savons sont souvent basiques) et les rejets industriels. Ces polluants sont
susceptibles de venir perturber 1’équilibre du 1’écosystéme aquatique. Réduire tout apport de

pollution dans I’écosystéme contribuera a la stabilité du pH. En rajoutant les combustions

14
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fossiles qui jouent un rdle essentiel dans la formation des pluies acide, cette derniére est

formée aussi par des sources naturelles comme les feux de forét et les éruptions volcaniques.

Les facteurs naturelles qui influencent le pH de 1’eau sont variées par exemple
L’environnement physique d’un écosystéme aquatique influencera grandement le pH de son
eau. Le facteur le plus important est la géologie du sol. Si la roche calcaire domine, 1’eau sera
basique et aura la capacité de neutraliser ou « éponger » les pluies acides. En présence de
roche granitique, 1’eau a déja une tendance acide et sera trés sensible a des apports
supplémentaires en eaux acides (pollution ou autres). Les eaux en provenance du bassin
versant influencent aussi le pH de ’eau aussi parce que dépendamment du type de végétation
présent, ces eaux peuvent contenir de grandes quantités de substances organiques acidifiantes

(ex. : aiguilles de coniféres en décomposition).

En outre, I’activité des organismes aquatiques influence Le pH des écosystémes
aquatique par 1’activité des divers organismes aquatiques. D’un c6té, le dioxyde de carbone
(CO2), issu de la respiration des organismes, a un effet acidifiant sur 1’eau des lacs. Toutefois,
ce phénomene est en partie compensé par les organismes qui utilisent le COz2 lors de la
photosynthese, ce qui a pour effet d’augmenter le pH de 1’eau (I’eau devient moins acide).
Ainsi, le pH d’un lac change tout au long de la journée, car I’équilibre entre la photosynthése
et la respiration des organismes aquatiques varie avec les changements de température et
d’intensité lumineuse (Hade ; 2002) (Landry et al., 1992).
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3. Matériel et méthodes
3.1. Matériel biologique

La daphnie est un petit crustacé cladocére, I’espéce la plus utilisée est Daphnia magna
qui fait I’objet d’un test normalisé par AFNOR. Dans les conditions favorables, il n’y a pas de
males et les femelles se reproduisent par parthénogenese et par voie sexuée lorsque les
conditions sont défavorables. Ce modele biologique a été choisi car les daphnies sont des
organismes dont la manipulation et 1’élevage sont rendus aisés par leur taille relativement
petite, leur fécondité élevée et leur mode de reproduction par parthénogenése en conditions
favorables. (Chakri et Samraoui., 2015)

3.2. Méthodes

Le test a été réalisé au laboratoire du département de Biologie-Ecologie. Il consiste a
tester I’effet des différentes concentrations de pH sur le cycle de vie de Daphnia magna,
pendant une période de 21 jours (test chronique).Pour cela on a procédé un élevagede

D.magna pour obtenus des individus sains de I’age moins de 24 heures.
3.2.1. Culture de Daphnia magna

L’¢levage de la population a été initié¢ par des daphnies prélevées a partir de la mare
Boukhadra (Annaba) mises dans un aquarium remplis au 2/3 de leur hauteur avec une eau de
canalisation déchlorinée et oxygénée, L’aquarium est équipé par une pompe qui diffuse
I’oxygene nécessaire pour la croissance de ces daphnies. Comme nourriture et on a utilisé : la
levure (Saccharomyces cerevisiae) qui présente une taille facilement absorbable par les
daphnies et I’extrait de 1’épinard (Beta vulgaris maritima), pour la réussite de la culture, ces
derniers doit étre distribué tres réguliérement tous les deux jours. (Touati et al., 2002 ).

les conditions de 1’¢élevage : lumiére de 8/24 h, température entre 30 et 35.
3.2.2. Préparation de I’extrait de I’épinard

1kgde Beta vulgaris maritima est lavé, haché puis bouillit dans un litre d’eau de
robinet. Le contenu est mixé, homogénéise puis filtré. L’homogénat est conservé dans le

réfrigérateur a 4°C et utilisé ultérieurement (Chakri et al., 2015 ).
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3.3. Mode opératoire

C’est un test de toxicité a long terme normalisé qui consiste a évaluer ’effet du pH

sur la capacité reproductive de Daphnia magna (OECD, 1998).

Les jeunes femelles de Daphnia magna agées de moins 24 heures au début de 1’essai
sont exposées a une gamme de concentration du pH. (Tab. 1)
Tableau 01. Deux gammes de pH acide et basique testé.

de pH acide pH basique
pH1 =444 pH5 = 10,13
pH2 =4, 52 pH6 = 10,31
pH3 =461 pH7 = 10,44
pH4 = 4,74 pH8 = 10,55

Les néonates sont placées individuellement dans des tubes a essais en verre de 30 ml,
contenant 20 ml de solution constitué de 1’eau déchlorinée et de la nourriture.

Les gammes de pH sont ajustées par un acide (HCL 1N) et une base (Na OH 1N) dans
chaque gamme testée (Fig. 7).

Les daphnies sont nourries tous les deux jours par des gouttes d’épinard et de la levure (deux
gouttes d’épinard et deux graines de levure). (Fig.8).

Le milieu est renouvelé tous les 3 jours.

On utilise 10 répliquas par concentration et 10 répliquas aussi pour le témoin.

Les daphnies sont incubées dans les mémes conditions que celle les cultures meéres.

Les daphnies obtenues pendant le test sont observées et mesures.

La longueur des daphnies (du haut de la téte jusqu'a la base de son épine apicale) est
mesurée par un micromeétre (Fig. 9).

Le sexe et la morphologie des nouveau-nés sont observés par microscope.

Le poids des femelles adultes est mesuré a la fin de test (21 jours).
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Figure 7. Ajustement de pH pour chaque concentration testée.

Figure 9. Mesure de la taille des individus par le micrométre.
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Les paramétres mesures sont :

AN NN N N N NN

<N X X

Age a la maturation.
Age a la premiere reproduction.
Taille des femelles adultes a la premiere reproduction(les meres) en mm.
Taille des juvéniles a la premiére reproduction (nouveau- nés) en mm.
Taille des femelles adultes a la deuxiéme reproduction (les meres) en mm.
Taille des juvéniles a la deuxiéme reproduction (nouveau- nés) en mm.
L’intervalle de ponte (moyenne) en jours,
La grandeur ou taille de ponte (nombre moyen des petits cumulé par mere a la fin du
test).
La longévité (la moyenne en nombre des jours pendant laquelle les méres sont restées
en vie)
Le nombre total des descendant produit par animal parent (moyenne des petits cumulé
par mere a la du test).
Le nombre de ponte par mere durant le test de 21 jours.
Le poids des femelles & la fin de test.
La taille des femelles a la fin de test.
Taux de croissance spécifique (TCS) (El-Dakar et al. , 2007).

B InTf- InTi
B At

Tf = La taille des femelles a la fin de test.

Ti = La taille initiale des femelle au début de test.

At = la durée de test (21 jours).

3.4. Analyse statistique

Pour chaque parameétre, nous avons calculé la moyenne et I’écart type. Nous avons utilisé

I’analyse de la variance a un facteur pour tester I’effet de pH acide et basique sur les

paramétres de cycle de vie de Daphnia magna. La différence significative est établie a
P<0,05.
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4. Reésultats et discussion
4.1. L’effet de pH sur la survie, la croissance et la reproduction de Daphnia magna

4.1.1. L’effet de P’acidité sur la survie, la croissance et la reproduction de Daphnia

magna
4.1.1.1. L’effet de pH acide sur la survie des daphnies durant le test

Tableau 2. La survie de Daphnia magna sous I’effet de différentes concentrations de pH

acide.
pH La survie (%)
Témoin =7.22 90%
pH : 4.44 20%
pH : 4.52 40%
pH : 4.61 0%
pH : 4.74 50%

Les daphnies maintiennent une survie maximale (90%) a pH = 7.22 (témoin).

D’aprés les résultats obtenus, nous avons remarqué que la survie des daphnies dans les
milieux de pH acide est moins que celle de témoin, tandis que dans le pH = 4.74 la survie est
de 50% et en diminuant le pH a 6.41 la survie démunie jusqu’a 0 % et a un pH= 4.52 on a
enregistré une survie de 40 % et dans un pH= 4.44 une survie de 20 %, donc I’acidité a un

effet négatif sur la survie de Daphnia magna .(Tab.02)
Les analyses statistiques sont significative (P<0,05).
4.1.1.2. L’age a la maturation

D’apres les résultats obtenus (Fig. 10), nous avons remarqué que 1’age moyen a la maturation
est de 7.5 jours (témoin) comme valeur minimale, tandis qu’il y a un retardement de I’age
moyen a la maturation en diminuant le pH, la valeur maximale a été enregistré dans le milieu

de pH = 4.44 avec un age de 14.5 jours.

Les analyses statistiques significative (P<0,05).
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Figure 10. Variation de I’age a la maturation chez Daphnia magna exposée a différentes

gammes de pH acide.
4.1.1.3. La taille des femelles a la premiere reproduction

D’apres les résultats obtenus, a un pH=7.22 (t¢émoin) on a noté que la taille des femelles a la
premiere reproduction est de 3 mm. Et on remarque une diminution progressive de la taille
des femelles a la premiére reproduction a différentes gammes de pH acide (Fig.11), tandis

que la taille la plus basse est noté dans le milieu de pH = 4.44 (2.08mm).

Les analyses statistiques ne sont pas significative (P>0,05).

3.5

2.5

15

reproduction
N

taille des femmels a la 1ére

0.5

T:7.22 4.74 4.61 4.52 4.44
pH

Figure 11. Variation des tailles des femelles a la premiére reproduction chez Daphnia magna
exposée a différentes gammes de pH acide.
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4.1.1.4. Lataille des femelles a la deuxieme reproduction

D’apres les résultats (Fig.12), a un pH=7.22 (témoin) la taille moyenne des femelles a la

deuxieme reproduction est de 3.5mm.

Et on remarque une diminution progressive par rapport au témoin de la taille des femelles a la
deuxieme reproduction a différentes gammes du pH acide (pH= 4.74, pH=4.52), on note aussi

que la taille la plus basse est noter dans le pH = 4.52 (2.85mm).

Les deux milieux de pH = 4.44 et pH = 4.61 n’ont pas une deuxiéme ponte.

Les analyses statistiques sont significative (P<0,05).

4.5

3.5

2.5

1.5

0.5

la taille des femelles a la 2éme
reproduction (mm)

T:7.22 4.74 4.61 4.52 4.44
pH

Figure 12. Variation des tailles des femelles a la deuxieme reproduction chez Daphnia magna

exposee a différentes gammes de pH acide.
4.1.1.5. Lataille des juvéniles a la premiére reproduction

A pH =7.22 (témoin), la taille moyenne des juvéniles a la premiére reproduction est de
0.7mm. Et on remarque une diminution progressive de la taille des juvéniles a la premiére
reproduction a différentes gamme du pH acide par rapport au témoin (Fig. 13). Tandis que la
taille la plus faible a été observer dans le milieu de pH=4.44 (0.53 mm).

Les analyses statistiques sont significative (P<0,05).
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Figure 13. Variation de la tailles des juvéniles a la premiere reproduction chez Daphnia

magna exposee a différentes gammes de pH acide.
4.1.1.6. La taille des juvéniles a la deuxieme reproduction

A partir des résultats (Fig. 14) nous avons remarqué que a un pH=7.22 (témoin), la taille
moyenne des juvéniles a la deuxiéme reproduction est de 0.9 mm, et une diminution de la
taille des juvéniles a la deuxiéme reproduction a différentes gammes de pH acide pH
=4.52 (0.66 mm), pH = 4.74 (0.82mm).

Dans les deux milieux de pH = 4.44 et pH = 4.61 on n’a pas observé une deuxiéme ponte.

Les analyses statistiques sont significative (P<0,05).
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Figure 14. Variation de la tailles des juvéniles a la deuxiéme reproduction chez Daphnia

magna exposee a différentes gammes de pH acide.

23



Chapitre 3 Résultats et discussion

4.1.1.7. L’4ge a la premiére reproduction

D’aprés les résultats (Fig. 15) I’age moyen des adultes a la premiére reproduction dans les
différentes gammes du pH acide est toujours plus grande que celui de témoin qui est de 9.6
jours, I’dge moyen le plus prolongé est de 16.5 jours noté dans le pH = 4.44

Les analyses statistique ne sont pas significatives (P>0,05).
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Figure 15. Variation de 1I’age a la premiére reproduction (ponte) chez Daphnia magna

exposee a différentes gammes de pH acide.

4.1.1.8. Nombre de descendants par mere

Les résultats (Fig.16) montrent que le nombre moyen de descendants par mére dans les
difféerentes gammes de pH acide est toujours moins que celui de témoin qui est de 39.8
individus par mére, le nombre de descendants le plus bas est de 4.33 individus par mére noter

dans le milieu de pH =4.44.

Les analyses statistique ne sont pas significatives (P>0,05).
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Figure 16. Variation de nombre de descendants par mere chez Daphnia magna exposée a

différentes gammes de pH acide.
4.1.1.9. L’intervalle de ponte

Les résultats (Fig. 17) montrent que I’intervalle de ponte dans le témoin est de 4 jours par
contre a un pH = 4.52 est de 3.66 jours, et a un pH=4.74 P’intervalle de ponte est de 6.24
jours. Dans les pH =4.61 et pH = 4.44 I’intervalle de ponte est de 0 jours puisqu’elles ont
données qu’une seule ponte. Les analyses statistiques sont significative (P<0,05).
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Figure 17. Variation de I’intervalle de ponte chez Daphnia magna exposés a différentes
gammes de pH acide.

25



Chapitre 3 Résultats et discussion

4.1.1.10. Le nombre de ponte par femelle

Les resultats (Fig. 18 ) montrent que le nombre moyen de ponte par femelle dans le témoin est
de 4 pontes qui est toujours élevé en comparant avec le nombre des pontes dans les autres
gammes du pH , pH = 4.44 (‘une ponte ) , pH = 4.52 ( 1.66 pontes ) , pH = 4.61(une ponte ) ,
pH = 4.74 ( 2.4 pontes ) . Les analyses statistiques sont significative (P<0,05).
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Figure 18. Variation de nombre de ponte chez Daphnia magna exposés a différentes gammes

de pH acide.
4.1.1.11. La grandeur de ponte

Les résultats de la grandeur de ponte (Fig. 19) montrent que dans le témoin elle est de 9.95
individus c’est la valeur maximale , qu’elle est toujours plus élevées que celles dans les
différentes gammes du pH acide , pH =4.44 (3.5 individus ) , pH = 4.52 ( 5.8 individus ) ,
pH =4.61 (4.8 individus ) , pH =4.7 (6.4 individus ) .

Les analyses statistiques sont significative (P<0,05).
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Figure 19. Variation de la grandeur de ponte chez Daphnia magna exposés a différentes

gammes de pH acide.
4.1.1.12. La longévité

Les résultats (Fig. 20) montrent que la longévité moyenne dans le témoin est de 20.6 jours qui
est toujours plus élevées que celles dans les différentes gammes du pH acide, pH=4.44
(14.2 jours) , pH =4.52 (15.7 jours ) , pH = 4.61 ( 14.9 jours ) , pH = 4.74 ( 18.9 jours).

Les analyses statistiques sont significatives (P<0,05).
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Figure 20. Variation de la longévité chez Daphnia magna exposés a différentes gammes de

pH acide.
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4.1.1.13. La taille des femelles a la fin de test

Les résultats montrent que la taille des femelles a la fin de test(Fig. 21) dans le témoin est de
4.2 mm qui est toujours plus élevée que celles dans les déférentes gammes du pH acide ,
pH =4.44 (2.8 mm ), pH=4.52 (3.1 mm ), pH =4.74 ( 3.54 mm).

Dans le milieu de pH= 4.61 tous les individus ont trouvé morts dans le 16 éme jour avant

d’arrivé a la fin de test c’est pour ¢a on n’a pas une taille a la fin de test dans ce milieu.

Les analyses statistiques sont significatives (P<0,05).

La taille des femelles a la fin du test

T:7.22 4,74 4.61 4.52 4.44
pH

Figure 21. Variation de la taille des femelles a la fin de test chez Daphnia magna exposés a
différentes gammes de pH acide.

4.1.1.14. Le poids des femelles a la fin de test

Les résultats (Figure 22) montrent que le poids moyen des femelles a la fin de test dans le
témoin est de 6 mg qui est toujours plus élevée que celui dans les différentes gammes du pH
acide , pH =4.44 (2.8mg ) ,pH=4.52 (3.6 mg) ,pH=4.74 (4.3 mg ) .

Dans le milieu de pH=4.61 tous les individus ont trouvé morts dans le 16éme jour avant

d’arrivé a la fin de test.

Les analyses statistiques sont significatives (P<0,05).
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Figure 22. Variation de poids des femelles a la fin de test chez Daphnia magna exposés a
différentes gammes de pH acide.

4.1.1.15. Le taux de croissance spécifique (TCS)

La figure 23 montres 1’effet de pH acide sur le taux de croissance spécifique chez D. magna.
Il est de 0.069 jours™ pour le témoin. Une diminution progressive a été remarqué dans les
taux de croissance spécifique chez D.magna a différentes concentrations de pH acide, avec
une valeur minimale de 2.8 mg noté dans le pH=4.44. Les analyses statistique ne sont pas

significatives (P>0,05).
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Figure 23. Variation du taux de croissance spécifique chez D.magna pour des gammes
différentes de pH acide.
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4.1.2. L’effet de I’alcalinite sur la survie et la reproduction et la survie de Daphnia

magna
4.1.2.1. L’effet de pH basique sur la survie des daphnies durant le test

Tableau 03. La survie de Daphnia magna sous 1’effet de déférentes gammes du pH basique.

pH La survie (%)
Témoin =7.22 90%
pH:10.13 60%
pH:10.31 60%
pH : 10.44 50%
pH : 10.55 40%

Les daphnies maintiennent une survie maximale (90%) a pH = 7.22 (témoin).

D’aprés les résultats obtenus, nous avons remarqué une diminution claire dans le taux de la
survie des populations en augmentant le pH de milieu qui augmente 1’alcalinité de ce dernier

, donc le pH basique (élevé) a un effet négatif sur la survie de Daphnia magna (Tab. 03).
Il est bien de noté que la survie la plus basse a été remarqué dans le pH = 10.55.

Les analyses statistiques sont significative (P<0,05).

4.1.2.2. L’age a la maturation

La figure 24 montre que 1’age moyen de la maturation dans le témoin est de 7.5 jours.

Il a été remarqué que I’4ge de maturation augmente avec 1’élévation du pH basique, pH =
10.13 = 9.4jours, pH : 10.31 = 10.5jours, pH : 10.44 = 12 jours, pH : 10.55= 13.87 jours.

Les analyses statistique ne sont pas significatives (P>0,05).
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Figure 24. Variation de I’age a la maturation chez Daphnia magna exposée a des differentes

gammes de pH basique.
4.1.1.2. Lataille des femelles a la premiére reproduction

Les résultats (Fig.25) montrent que la taille moyenne des femelles a la premiere reproduction
a pH= 7.22 (témoin) est de 3 mm comme une valeur maximale, tandis que la diminution
progressive de la taille des femelles a la premiere reproduction a différentes gammes du pH
basique a été enregistré une valeur minimale de 2.43 mm dans le pH=10.55.

Les analyses statistiques sont significative (P<0,05).
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Figure 25. Variation des tailles des femelles a la premiere reproduction chez Daphnia magna

exposée a différentes gammes de pH basique.

31



Chapitre 3 Résultats et discussion

4.1.2.3. La taille des femelles a la deuxieme reproduction

La taille moyenne des femelles a la deuxiéme reproduction a pH 7.22 (témoin) est de
3.55 mm comme une valeur maximale, la taille des femelles a la deuxieme reproduction
diminue avec I’¢élévation de pH basique (Fig. 26), nous avons noté une valeur minimale de
2.61 mm dans le milieu de pH = 10.55.

Les analyses statistiques sont significative (P<0,05).
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Figure 26. Variation des tailles des femelles a la deuxieme reproduction chez Daphnia magna
exposee a différentes gammes de pH basique.

4.1.2.4. Lataille des juvéniles a la premiere reproduction

Les résultats (Fig.27) montrent que la taille moyenne des juvéniles a la premiére reproduction
dans le témoin est de 0.76 mm, une diminution de la taille des juvéniles & la premiere

reproduction a été enregistré dans les différentes gammes de pH basique :

pH: 10.13 =0.63 mm, pH: 10.31 = 0.56 mm, pH: 10.44 = 0.48 mm, pH: 10.55 = 0.43 mm

comme une valeur minimale.

Les analyses statistiques sont significative (P<0,05).
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Figure 27. Variation de la tailles des juvéniles a la premiére reproduction chez Daphnia

magna exposée a différentes gammes de pH basique.
4.1.2.5. Lataille des juvéniles a la deuxieme reproduction

Les résultats (Fig.28) montrent que la taille moyenne des juvéniles a la deuxieme
reproduction dans le témoin est de 0.88 mm (valeur maximale), une diminution de la taille
des juvéniles a la deuxiéme reproduction a été remarqué dans les différentes gammes du pH
basique : pH : 10.13= 0.73mm, pH: 10.31 = 0.63 mm, pH : 10.44 = 0.57 mm, pH : 10.55 =

0.52 mm comme une valeur minimale. Les analyses statistiques sont significative (P<0,05).
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Figure 28. Variation de la tailles des juvéniles a la deuxiéme reproduction chez Daphnia

magna exposée a différentes gammes de pH basique.
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4.1.2.6. L’4ge a la premiére ponte

Les résultats (Fig. 29) montrent que 1’age moyen des femelles a la premiere reproduction dans
le témoin est de 9.5 jours comme une valeur minimale. Ici nous avons remarqué un
prolongement de I’4ge a la premiére ponte a différentes gammes du pH basique :
pH : 10.13= 11.6 jours, pH : 10.31 = 12 jours, pH : 10.44 = 13 jours, pH : 10.55 = 16 jours

comme une valeur maximale. Les analyses statistiques ne sont pas significative (P<0,05).
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Figure 29. Variation de 1’dge a la premiére reproduction chez Daphnia magna exposée a

différentes gammes de pH basique.
4.1.2.7. Le nombre de descendants par mére

Les résultats (Fig. 30) montrent que le nombre moyen de descendants par mére a subit une
diminution dans les différentes gammes de pH basique : pH = 10.13 (20.4 individus),
pH =10.31 (11.66 individus), pH =10.44 (10.37 individus), pH = 10.55 (8.75 individus), par

rapport au témoin qui est de 39.8 individus par mere (valeur maximale).

Les analyses statistiques sont significative (P<0,05).
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Figure 30. Variation de nombre de descendants par mére chez Daphnia magna exposée a

différentes gammes de pH basique.
4.1.1.8. L’intervalle de ponte

Les résultats (Fig.31) montrent que I’intervalle de ponte dans le témoin est de 4 jours comme
une valeur minimale, par contre & un pH = 10.13 est de 5.69 jours, & pH 10.31 I’intervalle de
ponte est de 5.11jours, a pH : 10.44 est de 5 jours et & pH : 10.55 I’intervalle de ponte est de
5.85 jours.

Ces différents résultats sont dus au prolongement de I’intervalle de ponte en augmentant le

pH basique.

Les analyses statistique ne sont pas significatives (P>0,05).
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Figure 31. Variation de I’intervalle de ponte chez Daphnia magna exposés a différentes
gammes de pH basique.

4.1.2.9. Nombre de ponte par femelle

Les résultats (Fig. 32) montrent que le nombre moyen de pontes par femelle dans le témoin
est de 4 pontes ce dernier est le plus élevé par rapport au nombre de pontes dans les autres
gammes du pH : pH = 10.13 (3 pontes), pH= 10.31 (2 pontes), pH = 10.44 (2 pontes), pH =
10.55 (2 pontes).

Les analyses statistiques sont significatives (P>0,05).
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Figure 32. Variation de nombre de ponte chez Daphnia magna exposés a différentes gammes
de pH basique.
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4.1.2.10. La grandeur de ponte

D’aprés les résultats de la figure 33, nous avons trouvé que la grandeur de ponte dans le
témoin est de 10 individus qui est toujours plus élevée que celles dans différentes gammes de
pH basique, pH =10.13 (6.79 individus), pH = 10.31 (5.49 individus), pH = 10.44 (5.18
individus), pH =10.55 (4.37 individus).

Les analyses statistiques sont significative (P<0,05).
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Figure 33. Variation de la grandeur de ponte chez Daphnia magna exposés a différentes
gammes de pH basique.

4.1.2.11. La longévité

Les résultats (Fig.34) montrent que la longévité dans le témoin est de 20.8 jours, qui est
toujours plus élevée par rapport a celles de pH basique: pH = 10.13 (19.9 jours), pH =
10.31 (18.6 jours), pH =10.44 (17.2 jours), pH =10.55 (16.9 jours).

Les analyses statistique ne sont pas significatives (P>0,05).

37



Chapitre 3 Résultats et discussion

25

“» 20 T T T
S

=

o

© m—

N}

x

2

oo 10

c

o

A

O T T T T
T:7.22 10.13 10.31 10.44 10.55
pH

Figure 34. Variation de la longévité chez Daphnia magna exposés a différentes gammes de

pH basique.
4.1.2.12. La taille des femelles a la fin de test

Les résultats (Fig. 35) montre que la taille des femelles a la fin de test dans le témoin est de
4.2 mm, c’est la valeur maximale par rapport a celles de pH basique : pH = 10.31 (3.78 mm),
pH= 10.31 (3.66 mm), pH= 10.44 (3.47 mm), pH= 10.55 (3.3 mm). Les analyses
statistiques sont significative (P<0,05).
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Figure 35. Variation de la taille des femelles a la fin de test chez Daphnia magna exposés a
différentes gammes de pH basique.
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4.1.2.12. Le poids des femelles a la fin de test

Les résultats (Fig. 36) montrent que le poids des femelles a la fin de test dans le témoin est de
5.88 mg, par contre il a diminué progressivement dans les déférentes gammes du pH
basique: pH= 10.13 (4.9mg), pH= 10.31 (3.95 mg), pH= 10.44 (3.6 mgQ),
pH = 10.55 (3.37mgQ).

Les analyses statistiques sont significative (P<0,05).
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Figure 36. Variation de poids des femelles a la fin de test chez Daphnia magna exposés a

différentes gammes de pH basique.
4.1.2.15. Le taux de croissance spécifique (TCS)

La figure 37 montre I’effet de pH basique sur le taux de croissance spécifique chez D. magna.
Il est de 0.069 jours™ pour le témoin, une diminution de ce taux a été remarquée dans les
gammes différentes de pH basique. Nous avons noté le taux le plus faible de 0.57 mg dans le
milieu de pH = 10.55.

Les analyses statistique ne sont significatives (P>0,05).
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Figure 37. Variation du taux de croissance spécifique chez D.magna pour exposes a

différentes gammes de pH basique.
La Figure 38 représente une daphnie adulte 4gé de 21 jours avec une taille de 4.2 mm (A) et

Une fille de la quatrieme ponte agé de — 24 H avec une taille de 1.1 mm (B).

(A) (B)

Figure 38. (A) : Daphnie adulte 4gé de 21 jours avec la taille de 4.2 mm, (B) : fille de la
quatrieme ponte agé de — 24 H avec la taille de 1.1 mm sous une loupe binoculaire (x2) de la

population de témoin (Sahraoui B., 2016).
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4.2. Discussion :

Le pH des eaux de surface est important pour la vie aquatique car il affecte les
fonctions physiologiques normales des organismes aquatiques, y compris I'échange des ions
avec l'eau et la respiration. De tels processus physiologiques importants s’opérent

normalement dans le milieu aquatique sous une gamme de pH relativement large (pH=6 a 9).

Les valeurs de pH entre 6.5 et 9.0 sont satisfaisantes, sur une base a long terme, pour
le poisson et d'autre vie aquatique d'eau douce (faune et flore). Le pH de la plupart des eaux
douces continentales contenant les poissons s'étend d'environ 6 a 9 (Ellis, 1937), dans la
plupart des eaux ou la vie aquatiques est reproductive, les poissons et les macros invertébrées
ayant un pH entre 6.5 et 8.5 (NAS, 1972).

Les zooplanctons est un lien important dans les chaines alimentaire des écosystemes
aquatiques et leur disparition ou la baisse de la densité affecte considérablement les relations
trophiques. La baisse dans la densité de zooplancton en réponse a la précipitation acide a été
rapportée (Hendry et Wright 1976, Hendry et al., 1976, Lievestad et al., 1976). Davis et
Ozburn (1969) ont constaté que la Daphnie pulex ne prospérerait pas au-dessous d'un pH = 7.

Cependant, son potentiel pour la reproduction a été limité a une gamme assez étroite.

Dans notre étude le bilan de la survie pendant 21 jours montre une réduction
progressive de taux de croissance démographique a un pH < 5,0, cela est expliqué par la
diminution remarquable de la survie et le retard de la maturité sexuelle, des résultats

similaires ont été trouvés dans les travaux de Walton et al (1982) et Allan et Gulden (1980).

La longévité ou la durée de vie est sensiblement réduite dans un pH < 5,0 et aussi
dans un pH > 9.0 par rapport au témoin, cela est expliquer par une baisse dans le taux de

croissance en augmentant 1’acidité et I’alcalinité, ces résultats sont similaires avec les travaux

de (Walton et al,.1982).

L’age moyen a la maturité et des femelles a la premiére ponte est clairement retardé
aux différents traitements de pH < 5,0 et de pH > 9.0 par rapport au témoin. Les mémes
résultats ont été trouvés dans les travaux de Daniels & Allan (1981), Walton et al, (1982).

Il est noté que le nombre le plus bas de progéniture a éte enregistré au pH acide 4.61
et au pH alcalin 10.55. Cependant, le groupe témoin a enregistré le nombre supérieur de

progeéniture par femelle.
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Chapitre 3 Résultats et discussion

Des ressemblances avec nos résultats ont été trouvés dans une étude sur les effets de
concentrations d'ion hydrogéne (le pH) sur la survie, la croissance et la reproduction des
cladoceres, la Daphnie longspina (Moustafa, 2007). Effect of pH on Survival, Growth and
Reproduction Rates of The Crustacean, Daphnia Magna (Mahassen M. El-Deeb Ghazy,
2011)

Dans l'eau acide, les crustaces et les poissons ont subi la croissance retardée et la
difformité squelettique (Haines, 1981) et ont détérioré le réglement ionique (Hobe et al.,
1984).

De nombreuses études ont essayé d'élucider les réponses d'animaux aquatiques au pH
différent. Parmi ceux-ci, les résultats d'expériences de terrain et le laboratoire ont Vérifié les
effets mortels ou sous mortels des valeurs de pH de au-dessus 9 ou ci-dessous 6 sur les
especes de zooplancton (Alibone et Fair 1981; Mitchell 1992; Vijverberg et al., 1996; Wang
et al., 1997; Locke et Sprules2000). Comparé aux effets mortels de pH extréme, les effets
sous mortels de ce dernier sur les especes de zooplancton sont plus communs. Les influences
sous mortelles d'ion hydrogene ou hydroxyle ont été notées comme la détérioration de la
survie, la croissance, la reproduction et l'alimentation des especes de zooplancton (Mitchell
1992; Vijverberg et al., 1996). En considérant les réponses différentielles des espéces de
zooplancton au pH, les effets sous mortels de pH changent indirectement les interactions entre
les especes par exemple : la compétition (concurrence), la proie de prédateur (Hessen et al.,
1995; Fischer et Frost, 1997 ; Locke et Sprules, 2000) et le résultat de ces changements sur la
distribution et l'abondance de populations des espéces , qui influence en fin de compte la
structure communautaire (Kiesecker, 1996).

Le pH influence fortement la diversité biologique des écosystémes. En effet, la
majorité des organismes aquatiques ont besoin d’un pH voisin de la neutralité (6-9) afin de
survivre. Des variations importantes de pH peuvent donc compromettre certaines fonctions
essentielles telles que la respiration et la reproduction. Ainsi, les eaux acidifiées sont
caractérisées par un déclin important de la densité et de la diversité biologique(Landry et
al.,1922 ; Hade,2002) .
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Conclusion

Conclusion

En écotoxicologie pour 1’évaluation de 1’effet des substances toxique et la perturbation
ou le changement de 1’un des paramétres physicochimiques sur les organismes vivants est
tres importante pour trouver et ciblé les raison des pollutions et donc proposer les solutions
pour les reduire, pour cela on a des biosessais standardisé base sur des espéces bio
indicatrices, et parmi les espéces les plus utilisé en écotoxicologie, un cladocére des eaux

douce D.magna.

Ce travail de mémoire avait pour objectif d’évaluer 1’effet de pH acide (faible) et
basique (élevé ) sur la survie, la croissance et la reproduction d’un cladocere des eaux douce
Daphnia magna .Pour cela, des démarches d’¢levage et d’expérimentation ont été mises en

place pour obtenir les résultats les plus représentatifs possibles.

Les résultats de test chronique sur Daphnia magna ont révélé la sensibilité de cette
espece au changement de pH acide et basique, cette sensibilité a été exprimé par la
perturbation des parametres de cycle de vie de cette espéce, les principales conclusions

obtenus a partir de ces résultats sont les suivantes :

% Lasurvie et le taux de croissance a 21éme jour sont diminués en diminuant pH de 4.74
a 4.44 et en augmentant pH de 10.13 a 10.55

% 1l est mentionné que le nombre de nouveau-nés a démunie avec le changement de pH
acide et basique.

% Il est bien de noté aussi que la maturité sexuel (age a la maturation) a été retardé chez
les individus qui ont subi le stress de pH acide et basique.

% Le nombre du pontes subit une diminution aussi dans les milieux de pH acide et
basique par contre I’intervalle entre les pontes est agrandi dans ces milieux.

% La taille des femelles a la fin de test dans les différentes gammes de pH acide et
basique est clairement réduite par rapport aux individus de témoin.

% 1l faut noter que le changement de pH dans les deux gammes acide (faible) et basique
(élevé) a un effet direct sur les différents parameétres de cycle de vie de Daphnia
magna.

% Finalement nous avons remarqué que le milieu acide (pH faible) est un peu plus

néfaste que le milieu basique (pH élevé).
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Conclusion

Perspectives

Pour compléter cette étude et les résultats seront plus utiles, il est bien de tester les
interactions de pH avec d’autres parameétres physicochimiques comme la température et la
conductivité électrique et méme la salinité de 1’cau, et aussi avec les facteurs naturels comme

la luminosité et la nourriture.
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Résumeé :

Daphnia magna un microcrustacé de 1’ordre des cladocéres est utilisé comme espéce
bioindicatrice pour évaluer la qualité environnementale des écosystemes aquatiques et des
substances toxiques. L’objectif de ce travail consiste a évaluer ’effet écotoxiques de pH sur
Daphnia magna exposés pour 21 jours a des gammes différentes de pH acide (4.44, 4.52,
4.61, 4.74) et pH basique (10.13, 10.31, 10.44, 10.55). Au cours de cette période ou les
organismes sont exposes, les observations sont menées pour évaluer la survie et la
reproduction et le taux de croissance des individus, en tenant compte des variations de pH de
milieu . Les résultats obtenus révélent une réduction pour les différents parametres de cycle de
vie de Daphnia magna (la survie, la croissance, la longévité, la grandeur de ponte, la taille
des femelles adultes et néonates a la premiére reproduction...... ) et d’autre parameétres ont
subi un prolongement dans le temps comme 1’age a la maturation, I’age a la premiére ponte et

I’intervalle de ponte.

Mots clés: Daphnia magna, espéces bioindicatrice, pH, cycle de vie, qualité

environnementale.



Abstract :

Daphnia magna microcrustacean the order of water fleas is used as bioindicator
species to assess the environmental quality of aquatic ecosystems and toxic substances. The
objective of this work was to assess the ecotoxic effect on Daphnia magna exposed for 21
days at different concentrations of acidic pH (4.44, 4.52, 4.61, 4.74) and basic pH (10.13,
10.31, 10.44, 10.55). During this period the organisms are exposed, observations are
conducted to evaluate the survival and reproduction of individuals and the growth rate, taking
into account changes in pH of the water. The results show a reduction for the different life
cycle parameters of Daphnia magna (survival, growth, longevity, lay eggs size, the size of
adult females and neonates at first reproduction ......) and other parameters show an extension

in time as the maturation age, age at first spawning and spawning interval.

Keywords: Daphnia magna, bioindicator species, pH, life cycle, environmental quality.
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ANNEXES

ANNEXES 1 : les analyses statistigues de partie pH acide

1.4ge a la maturation (jours)

Somme des
Source ddl carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F

Modéle 4 763,475 190,869 246,289 <0,0001
Résidus 45 34,874 0,775
Total 49 798,349

Modalités Moyenne Regroupements
ph4 (4.61) 10,100 A
ph5 (4.74) 9,400 A
Te (7.22) 3,010 B
ph3 (4.52) 1,400 C
ph2 (4.44) 1,250 C

2. taille des femelles & la 1ére reproduction (mm)

Somme des
Source ddl carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F

Modéle 4 38,600 9,650 0,570 0,686
Résidus 45 761,900 16,931

Total 49 800,500

Modalités Moyenne  Regroupements

ph4 10,100 A

ph3 9,700 A

ph5 9,400 A

ph2 8,700 A

Phl 7,600 A
3. taille des femelles a la 2eme reproduction

Somme des
Source ddl carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F

Modéle 4 95,821 23,955 31,249 < 0,0001
Résidus 45 34,497 0,767

Total 49 130,318

Modalités Moyenne Regroupements

Phl 3,540 A

ph5 2,440 B

ph3 1,710 B

ph4 0,000 C

ph2 0,000 C




ANNEXES

4. longévité
Somme des
Source ddl carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 4 304,120 76,030 4,779 0,003
Résidus 45 715,900 15,909
Total 49 1020,020
Modalités Moyenne Regroupements
Phl 20,600 A
ph5 18,900 A B
ph3 15,700 B
ph4 14,900 B
ph2 14,200 B
5. la grandeur de ponte
Somme des
Source Ddl carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 4 283,757 70,939 17,513 <0,0001
Résidus 45 182,282 4,051
Total 49 466,039
Modalités Moyenne Regroupements
Phl 8,816 A
ph5 6,400 B
ph4 3,900 C
ph3 3,500 C
ph2 2,100 C
6.nombre des descendants par mere
Somme des
Source Ddl carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 4 7266,920 1816,730 101,004 <0,0001
Résidus 45 809,400 17,987
Total 49 8076,320
Modalités Moyenne Regroupements
Phl 34,500 A
ph5 19,200 B
ph3 7,000 C
ph4 3,900 C
ph2 2,600 C




ANNEXES

7.taille de juvénile

Somme des
Source Ddl carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modéle 4 1,821 0,455 8,978 <0,0001
Résidus 45 2,282 0,051
Total 49 4,103
Modalités Moyenne Regroupements
Phl 0,780 A
ph5 0,740 A
ph4 0,530 A B
ph3 0,350 B
ph2 0,320 B
8. age a la lere ponte
Somme des
Source Ddl carres Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modéle 4 61,320 15,330 0,472 0,756
Résidus 45 1461,400 32,476
Total 49 1522,720
Modalités Moyenne  Regroupements
ph5 12,200 A
ph4 10,200 A
ph2 9,900 A
Ph1l 9,600 A
ph3 8,900 A
9. intervalle ponte
Somme des
Source Ddl carres Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modéle 4 239,882 59,971 24,426 < 0,0001
Résidus 45 110,482 2,455
Total 49 350,364
Modalités Moyenne Regroupements
ph5 4,998 A
Tel 4,783 A
ph3 2,200 B
ph4 0,000 C
ph2 0,000 C
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10. taille de juvénile de la 2 eme reproduction

Somme des
Source Ddl carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 4 5,688 1,422 25,025 <0,0001
Résidus 45 2,557 0,057
Total 49 8,245
Modalités Moyenne Regroupements
Phl 0,870 A
ph5 0,580 B
ph3 0,400 B
ph4 0,000 Cc
ph2 0,000 C
11.nombre de ponte par femelle
Somme des
Source Ddl carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 4 74,080 18,520 37,882 <0,0001
Résidus 45 22,000 0,489
Total 49 96,080
Modalités Moyenne Regroupements
Phl 3,800 A
ph5 2,400 B
ph3 1,000 C
ph4 0,800 C
ph2 0,600 C
12. taille femelle & la fin du test
Somme des
Source Ddl carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 4 80,409 20,102 10,952 <0,0001
Résidus 45 82,595 1,835
Total 49 163,004
Modalités Moyenne Regroupements
Phl 3,690 A
ph5 1,770 B
ph3 1,240 B C
ph2 0,570 B C

ph4 0,000 C




ANNEXES

13.Poids de femelle a la fin test

Somme des
Source Ddl carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modéle 4 179,199 44,800 16,147 <0,0001
Résidus 45 124,854 2,775
Total 49 304,053
Modalités Moyenne Regroupements
Phl 5,400 A
ph5 2,150 B
ph3 1,450 B C
ph2 0,560 B C
ph4 0,000 C
14. taux de croissance spécifique
Somme des
Source Ddl carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modéle 4 0,017 0,004 7,519 <0,0001
Résidus 45 0,026 0,001
Total 49 0,043
Modalités Moyenne Regroupements
Phl 0,054 A
ph5 0,030 B
ph3 0,016 B C
ph2 0,010 B C
ph4 0,000 C

ANNEXES 2 : les analyses statistiques de partie pH basique

1.Age a la maturation (jours)

Somme des Carré
Source Ddl carrés moyen F de Fisher Pr>F
Modele 4 86,120 21,530 2,125 0,093
Résidus 45 455,900 10,131
Total 49 542,020
Modalités  Moyenne Regroupements
PH4 :10.55 11,100 A
PH3:10.44 10,800 A
PH2:10.31 10,500 A
PH1:10.13 9,400 A
TE:7.22 7,500 A




ANNEXES

2. taille des femelles a la 1ére reproduction (mm)
Somme des Carré
Source Ddl carrés moyen F de Fisher Pr>F
Modele 4 8,483 2,121 3,515 0,014
Résidus 45 27,152 0,603
Total 49 35,635
Modalités  Moyenne Regroupements
TE 3,020 A
PH1 2,830 A B
PH2 2,430 A B
PH3 2,090 B
PH4 1,950 B
3.taille des femelles & la 2eme reproduction
Somme des Carré
Source Ddl carrés moyen F de Fisher Pr>F
Modele 4 20,983 5,246 5,678 0,001
Résidus 45 41,575 0,924
Total 49 62,558
Modalités  Moyenne Regroupements
TE 3,550 A
PH1 3,280 A B
PH2 2,390 B C
PH3 2,260 B C
PH4 1,830 C
4. longévité
Somme des Carré
Source Ddl carrés moyen F de Fisher Pr>F
Modele 4 113,480 28,370 1,765 0,153
Résidus 45 723,400 16,076
Total 49 836,880
Modalités  Moyenne Regroupements
TE 20,800 A
PH1 19,900 A
PH2 18,600 A
PH3 17,200 A
PH4 16,900 A
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5. la grandeur de ponte

Somme des Carré
Source Ddl carrés moyen F de Fisher Pr>F
Modele 4 281,841 70,460 23,935 <0,0001
Résidus 45 132,470 2,944
Total 49 414,311
Modalités  Moyenne Regroupements
TE 9,950 A
PH1 6,796 B
PH2 4,398 C
PH3 4,150 C
PH4 3,500 C
6.nombre de descend par mére
Somme des Carré
Source Ddl carrés moyen F de Fisher Pr>F
Modeéle 4 8058,400 2014,600 129,862 <0,0001
Résidus 45 698,100 15,513
Total 49 8756,500
Modalités  Moyenne Regroupements
TE 39,800 A
PH1 20,400 B
PH3 8,300 C
PH4 7,000 C
PH2 7,000 C
7 taille de juvénile
Somme des Carré
Source Ddl carrés moyen F de Fisher Pr>F
Modeéle 4 1,153 0,288 11,920 <0,0001
Résidus 45 1,088 0,024
Total 49 2,241
Modalités  Moyenne Regroupements
TE 0,760 A
PH1 0,630 A B
PH2 0,510 B C
PH3 0,390 C
PH4 0,350 C
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8. age a la lere ponte

Somme des Carré
Source Ddl carrés moyen F de Fisher Pr>F
Modele 4 69,400 17,350 1,325 0,275
Résidus 45 589,100 13,091
Total 49 658,500
Modalités  Moyenne Regroupements
PH4 12,700 A
PH2 12,700 A
PH3 12,000 A
PH1 11,600 A
TE 9,500 A
9. intervalle de ponte
Somme des Carré
Source ddl carrés moyen F de Fisher Pr>F
Modeéle 4 18,325 4,581 1,397 0,250
Résidus 45 147,544 3,279
Total 49 165,869
Modalités  Moyenne Regroupements
PH1 5,698 A
TE 4,745 A
PH2 4,600 A
PH4 4,100 A
PH3 4,000 A
10. taille de juvénile de la 2 eme reproduction
Somme des Carré
Source ddl carrés moyen F de Fisher Pr>F
Modeéle 4 1,687 0,422 12,141 <0,0001
Résidus 45 1,563 0,035
Total 49 3,250
Modalités  Moyenne Regroupements
TE 0,880 A
PH1 0,730 A B
PH2 0,570 B C
PH3 0,460 C
PH4 0,370 C
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11. nombre de ponte par femelle

Somme des Carré
Source ddl carrés moyen F de Fisher Pr>F
Modele 4 50,120 12,530 32,974 <0,0001
Résidus 45 17,100 0,380
Total 49 67,220
Modalités  Moyenne Regroupements
TE 4,000 A
PH1 3,000 B
PH2 1,700 C
PH4 1,500 C
PH3 1,500 C
12. taille femelle & la fin du test
Somme des Carré
Source ddl carrés moyen F de Fisher Pr>F
Modeéle 4 39,315 9,829 3,210 0,021
Résidus 45 137,802 3,062
Total 49 177,117
Modalités  Moyenne Regroupements
TE 3,780 A
PH1 2,270 A B
PH2 2,200 A B
PH3 1,390 B
PH4 1,320 B
13. poids des femelles & la fin test
Somme des Carré
Source ddl carrés moyen F de Fisher Pr>F
Modeéle 4 103,346 25,837 6,270 0,000
Résidus 45 185,434 4,121
Total 49 288,780
Modalités  Moyenne Regroupements
TE 5,300 A
PH1 2,940 B
PH2 2,370 B
PH3 1,440 B
PH4 1,350 B
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14. taux de croissance spécifique

Somme des Carré
Source ddl carrés moyen F de Fisher Pr>F
Modele 4 0,009 0,002 2,567 0,051
Résidus 45 0,039 0,001
Total 49 0,047

Modalités  Moyenne Regroupements

TE 0,059 A
PH1 0,038 A
PH2 0,037 A
PH3 0,024 A
PH4 0,023 A
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Résumé
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et la reproduction et le taux de croissance des individus, en tenant compte des variations de pH de milieu.
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a la premiere reproduction...... ) et d’autre parameétres ont subi un prolongement dans le temps comme
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