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Résumé

Cette étude a porté sur I’'utilisation d’un vers de terre, Aporrectodea trapezoides, comme
bioindicateur de la contamination plombique des sols en conditions contrdlées (test

d’écotoxicité aigué).

Le test effectué¢ est de type statique. Il a été réalisé sur des individus juvéniles d’A.
trapezoides récoltés dans une zone éloignée de toute source de perturbation anthropique
(Village de Ayoun Assaad, Didouche Mourad-Constantine). Le substrat du test est un sol
naturel prélevé dans la forét de Chettaba. Ce dernier a été contaminé avec des concentrations
croissantes en plomb. En plus du témoin, cing concentrations ont été testées (1u/g, 10ug/g,
100pg/g, 1000ug/g et 5000ug/g). Les individus juvéniles d’A. trapezoides sont triés et mis en
contact avec les différents substrats contaminés, dans des conditions contrdlées (température,
humidité) pendant une durée de 14 jours. Ce test a été prolongé jusqu’a 28 jours, dans le but

de caractériser d’autres altérations que peut subir I’espece étudiée a long terme.

Les résultats obtenus relatifs a la mortalité et le développement en biomasse d’A. trapezoides
en présence du toxique, ont révélé des perturbations considérables. Ces perturbations sont
d’autant plus importantes que la concentration en plomb dans le substrat et la durée
d’exposition sont élevées. Ainsi, les deux parameétres étudiés chez cette especes peuvent étre

considérés comme dose-dépendants et temps-dépendants.

Mots clés : A. trapezoides, plomb, test d’écotoxicité aigué.



Abstract

This study focused on the use of an earthworm Aporrectodea trapezoides, as a bioindicator of soil

contamination under controlled conditions (acute ecotoxicity test).

The test is static. It was carried out on juvenile individuals of A. Trapezoides harvested in an area
remote from any source of human disturbance (Village of Ayoun Assaad, Didouche Mourad-
Constantine). The substratum used for the test is a natural soil taken from the forest of Chettaba. It
was contaminated with increasing concentrations of lead. In addition to the control, five
concentrations were tested (1u/g, 10ug /g, 100ug /g, 1000ug/g, 5000ug /g). The juvenile
individuals of A. Trapezoides are sorted and brought into contact with the various contaminated
substrates under controlled conditions (temperature, humidity) during 14 days. This test was
prolonged up to 28 days, with the aim of characterizing other alterations that can be undergone in

the long term by the studied species.

The results obtained concerning the mortality and the development in biomass of A. Trapezoids in
the presence of the toxicant, revealed considerable disturbances. These perturbations are more
important as the concentration of lead in the substrate and the duration of exposure are high. Thus,
the two parameters studied in this species can be considered dose-dependent and time-dependent.

Keywords: A. trapezoides, lead, acute ecotoxicity test.
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Liste des abréviations :

e AERMC : Agence de I'eau Rhone Méditerranée Corse.

e AFNOR : Association Frangaise de Normalisation OR.

e Ca: calcium.

e Cd: Cadmium.

e CE : conductivité électrique.

e CT: calcaire total.

e ETMs : Eléments traces métalliques.

e GEPPA : Groupe d'Etude des Problémes de Pédologie Appliquée.
e 1SO : Organisation Internationale de Normalisation.

e Mg: Magnésium.

e MO : Matiere Organique.

e N :azote.

e Na: Sodium.

e NF : norme francaise.

e OECD : Organisation for Economic Cooperation and Development.
e Pb:plomb.

e SSDS : Soil Survey Division Staff.
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INTRODUCTION



Introduction

Depuis le début du XXeéme siccle, 1’économie mondiale a connu un essor considérable
grace au progres scientifique dans différents domaines et aux multiples activités
anthropiques (industrielles, urbaines, I’agriculture, le tourisme, etc.).

Cependant, ces activités, fussent-elles lucratives, ont eu un impact négatif sur

I’environnement se traduisant par une érosion aggravée de la biodiversité.

Parmi ces activités anthropiques, 1’utilisation a outrance des éléments traces métalliques

(en abrégé : ETM) dans I’industrie, I’agriculture, le cosmétique, etc.

Les nombreuses études et analyses bibliographiques (Baize, 1997 ; Morel, 1997 ; Merian et
al. 2004) convergent toutes vers le méme constat et confirment leur impact négatif et les

risques encourus sur I’environnement et la santé humaine.

A travers cette étude et afin de prévenir et caractériser la contamination métallique plus
particulierement plombique des sols, nous nous somme penché sur les effets du plomb sur
la pédo-faune, plus exactement sur un peuplement lombricien représenté par le stade

juvénile de ’espéce Aporrectodea trapezoides, a 1’état juvénile.

Ce choix est motivé par le fait qu’en Algérie et particulicrement a Constantine, trés peu
d’informations sont disponibles sur les sols contaminés par les ETM encore moins leur
écotoxicité sur 1’espece étudiée, Aporrectodea trapezoides, connue pour étre un excellent
bioindicateur de la qualité (ou la contamination) des sols.

C’est pourquoi, nous-nOUS SOMMeS Propose a travers cette étude de répondre aux questions
suivantes :

[1 Est-ce que le plomb est réellement toxique pour Aporrectodea trapezoides ?

[1 Parmi les lombriciens les plus utilisés pour les tests d’écotoxicité des éléments traces
métalliques, pourquoi I’espéce Aporrectodea trapezoides serait-elle meilleure indicatrice

de la contamination des sols par le plomb ?

] Quels sont les différents effets de I’augmentation de la concentration du plomb sur le
développement des vers juvéniles de I’espéce Aporrectodea trapezoides et comment on

peut les caractériser ?
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[1 Existe-il une différence entre les concentrations létales des vers juvéniles issus d’une

récolte et celles des vers adultes issus d’un €levage estimées par El hadef El Okki (2016) ?

Afin de répondre correctement a ces questions, ce travail a était organisé en trois chapitres:

Le premier chapitre constitue une synthese bibliographique qui donne un apercu général
sur la contamination métallique des sols spécifiquement le cas du plomb, ses propriétés,
ses origines, et ses différentes formes, ainsi que le role joué par les vers de terre dans la
bioindication de la qualité des sols.

Le deuxiéme chapitre est consacré a la description de la région d’échantillonnage, au mode
de prélevement, traitement et conservation des sols, aussi aux divers protocoles retenus
pour les analyses physicochimiques des sols, et le test d’écotoxicité du plomb sur
Aporrectodea trapezoides.

Le dernier chapitre, Résultats et discussion, présente et discute les différents résultats
obtenus lors de la caractérisation physico-chimique des sols et du test d’écotoxicité aigué
sur Aporrectodea trapezoides.

Enfin, nous présentons une conclusion générale et des perspectives.



CHAPITRE | : Synthese
bibliographique



Synthése bibliographique
I-1 Propriétés du plomb (Pb)
Le plomb est métal non essentiel (Chiffoleau et al. 2001), mou et malléable a froid, de couleur
gris bleuatre, blanchissant lentement en s'oxydant, Il n’a ni gott ni odeur caractéristique. C'est
un membre du groupe des cristallogénes (Turkmen et al. 2005). Le plus lourd des métaux
usuels. Le nom et le symbole viennent du latin plumbum signifiant liquide argenté (Mc Culley
etal. 1991).

Tableau 1 : Propriétés du plomb (Mc Culley et al. 1991).

Symbole : Pb

Numero Atomique 82

Masse atomique : 207,2 g.mol -1

Rayon atomique 180 pm

Masse volumique : 11,34 g.cm-3 4 20°C

Température de Fusion 327 °C

Température ébullition : 1 740°C.

Sept isotopes du Pb 202py 20pp 205pp 200pp 207pp 208pp 210py,
2%pp (1,4%), “°Pb (26,1%), “°’Pb (22,1%),

Quatre isotopes a I’état naturel 208p, (52,4%).

Texture : malléable.

Densité élevée : 11,34

Le plomb est 'un des contaminants les plus répandus dans I’environnement (Hernandez-
Ochoa et al. 2005; Jarup, 2003). Toxique ou nocif, méme a faible concentration pour de
nombreux organismes vivants, ses rejets dans 1’environnement, sont désormais strictement

controlés dans le monde.

Le plomb est classé comme :

e Non biodégradable et par conséquent s’accumule dans le biotope (Audry, 2003).

e Polluant prioritaire, par I’Agence Américaine de Protection Environnementale
(USEPA, 1992).

e Non-essentiel (USEPA, 1992) : n’a aucune fonction métabolique et est souvent

toxique a une faible concentration.



Synthése bibliographique

I-2 Origine du plomb
Le plomb est présent dans les sols avec une concentration naturelle moyenne d’environ 27

ug.g'l (Kabata-Pendias, 2011). Celle-ci est modifiée par I’apport des différentes activités
anthropiques (fig. 1).

Sources endogénes naturelles

\ / \ *Pédogenése

port '\ ePoussiéres |‘ Roche *(Altération et
naturel ;' *Aérosols ’ évolution des

\ /V minéraux)

. *Phytosanitaire :
SOL Apport ' engrais, pesticides

/‘\ agricol

Fond pédogéochimique \/ +Amendements
Apports _
\ *Production
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Figure 1: Origine des métaux lourds dans le sol (schéma congu par 1’auteur d’aprés Robert et
Juste, 1999)

On peut ainsi distinguer deux origines du plomb dans le sol : naturelle, et anthropique.
11-2-1 Origine naturelle

A T’état naturel, le plomb se retrouve en petite quantité et provient essentiellement de la roche
mere, mais aussi des feux de foréts et des éruptions volcaniques (Garrett, 2000).

Il est présent sous forme de galéne (sulfure de Pb), de cérusite (carbonate de Pb), et
d’anglésite (sulfate de Pb). La forme la plus abondante est la galéne, la cérusite et 1’anglésite

apparaissent lors de 1’oxydation de la galene.
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Des milliers de gisements de plomb se retrouvent a travers le monde notamment en Algeérie

avec une production totale 150.10° tonnes/an (Ministere de I'Energie et des Mines - Direction
Geénérale des Mines, 2000). Parmi eux, le gisement d’El Hadjar, d’Amizour wilaya de Bejaia,
et de Batna. Bien qu’il est considéré comme un des constituants naturels de la crolte terrestre,

ce minéral peut participer a la pollution des sols, des eaux et de 1’air.

Tableau 2 : Teneurs naturelles du plomb dans les sols et dans la lithosphere (Fagot, 1993).

Concentration dans | Gamme de concentrations Concentrations
ETM la lithosphere dans les sols moyennes dans les sols
1 -1 1
(ng.g™") (ng.g™) (ng.g™)
Pb 16 2-200 10

11-2-2 Origine anthropique

Le plomb est un métal connu depuis plus de 5000 ans. II était déja utilisé lors de I’émaillage
du travail de poterie dans I’Egypte ancienne. On évalue actuellement sa quantité¢ dans le
monde a 783000 t (Singh et al. 2003). Dont les principales sources sont résumés dans le
tableau 3 : les industries qui extraient et purifient le plomb naturel et qui traitent les
composants contenant du plomb comme les batteries et leurs retombées atmosphériques
contaminent les sols. A ceci s’ajoute les déchets industriels, le trafic routier (Baize, 1997;
Morel, 1997 ; Merian et al. 2004), les engrais, les composts et les boues de station d’€puration
(Girard et al.2005 ; INERIS, 2010), les cimenteries, les métallurgies et la détérioration des
peintures extérieures a base de plomb. En plus des rejets provenant des industries
sidérurgiques ainsi que les réseaux de canalisations de distribution d’eau anciennes. Dans les
sols des concentrations en plomb supérieures a 110 mg/kg de sol traduisent I’existence d’une

source polluante a proximité (Juste et al. 1995).
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Tableau 3 : Sources anthropiques du plomb dans le sol
(Synthese d’apres : Huynh (2009); Houda (2010); Alloway (2013); Gonnelli et Renella
(2013); Mertens et Smolders (2013); Oorts (2013); Smolder et Mertens (2013); Steinnes

(2013).

Source : Pb
Batteries et appareils électriques +
Pigments et peintures +
Alliages et soudures +
Biocides (pesticides, herbicides, ...) +
Agents de catalyse +
Verres +
Engrais +
Matieres plastiques +
Produits dentaires et cosmétiques +
Textiles -

Raffineries +
Carburants +

Avec : (+) : Présence ; (-) : Absence
I-3 Devenir du plomb dans le sol

Dans le sol, le plomb peut se retrouver sous forme ionique, dissous, ou lié plus ou moins
fortement aux particules (Raskin et Ensley, 2000). Il a plusieurs possibilités d'évolution : il
peut précipiter, s'adsorber, étre lié aux oxydes du sol ou a la matiere organique.

Le plus souvent, la fraction dissoute dans la solution du sol ne représente qu'un infime
pourcentage de la totalité du polluant (concentrations de Il'ordre de mol/L) (Morel, 1998;
Girard et al. 2005). Le plomb se concentre donc dans la fraction solide du sol, et ils se

répartissent entre les différentes fractions (organiques et minérales).
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Les composantes auxquelles le plomb se lie sont :
o Lesargiles

On trouve une fraction importante des ETM du sol dans la fraction argileuse : ils sont inclus
dans les réseaux silicatés sous une forme tres peu disponible, ou encore adsorbés a la

périphérie des argiles (Brigatti et al. 2000)

o Les carbonates de calcium

En sol calcaire, les carbonates de calcium sont les constituants majeurs qui interviennent dans
la fixation des éléments-traces métalliques, soit par adsorption, par précipitation d'hydroxydes

ou de carbonates, ou encore par insertion dans le réseau de CaCO3 (Assadian et Fenn, 2001)

o Les oxydes

Dans la majorité des sols, les oxydes de fer et de manganése représentent la phase de rétention

privilégiée de beaucoup d’éléments traces métalliques (Kabata-Pendias et al. 1999)

o Lamatiere organique

Elle participe efficacement a la rétention des éléments traces métalliques qui peuvent étre
retenus sous forme échangeable (donc assez facilement mobilisable) ou a I'état de complexes

dans lesquels ils sont plus énergiquement fixés (Laurent Lemee, 2004).

o Des précipités

Une grande partie des éléments traces métalliques initialement dissous peut se fixer sur une
phase solide (sédiments, colloides) selon quatre mécanismes principaux : 1’adsorption et
I’échange d’ions, la précipitation (ou la co-précipitation) a la surface du solide et I’absorption
(Flores-Rodriguez, 1992).

Ces micropolluants métalliques peuvent donc précipiter dans les sols suivant les conditions
qui y regnent, pour former des composés chimiques peu ou pas solubles, tels que des sulfures,
des phosphates, des hydroxydes ou des sels organiques. (Bigham et Nordstrom, 2000 ; Jambor
et al. 2000 ; et Stoffregen et al. 2000).
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Figure 2 : Devenir des ETMs dans le sol (Galvez-Cloutier, 1995)
I-4 Influence de la physico-chimie du sol sur la spéciation et le comportement du plomb

Les éléments traces métalliques ne demeurent pas figés au cours du temps. lls passent en
permanence d'une forme a une autre. Un passage majoritairement controlé par des
phénoménes d’adsorption et/ou de précipitation/dissolution, qui va étre dépendant de la
composition minéeralogique du sol, notamment de la teneur en phases adsorbantes (matiére

organique, argile, oxydes...).
I-4-1 Influence du pH

Le pH du sol est un facteur déterminant de la mobilité des éléments traces métalliques. En
effet, une variation du pH modifie les liaisons du plomb aux différents éléments présent dans
le sol. Par exemple, dans un sol ou le pH est compris entre 5,5 et 7,5 la solubilité du Pb est
contr6lée par les phosphates et les carbonates avec lesquels il précipite, et trés peu de Pb est
libre (Pb2+). Plus le pH est acide moins ces liaisons se font donc plus le Pb est disponible, et
plus le pH est basique plus le Pb est oxydé.

Par ailleurs, si le Pb est solubilisé, il peut étre lessivé jusqu’a la nappe phréatique ou étre

absorbé par les plantes (Bliefert et Perraud, 2001).
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I-4-1-1 Potentiel d’oxydoréduction (Complément au pH)

Le degré d’oxygénation ou aération du sol est déterminé par les pratiques culturales
(irrigation, tassement par passages répétés d’engin, apport de matiére organique
biodégradable) et par les evénements climatiques (précipitations massives entrainant des
conditions hydromorphes). L’ensemble de ces facteurs favorise I’anoxie, et modifie ainsi la
mobilité de certains ETM dont les formes réduites sont plus mobiles dans les sols que les
formes oxydées. Le tableau 4 résume ’influence du pH et du potentiel d’oxydoréduction sur

le degré de mobilité relative des ETM

Tableau 4 : Effets du pH et du potentiel redox sur la mobilité des ETMs du sol
(Forstner, 1985)

Mobilité pH Potentiel rédox
relative alcalin Acide Oxydant Réducteur
Tres haute Se, Mo B B -
Haute As Zn, Cd, Hg, Co, Mo, Se -
Ni, (Mn)
Moyenne | Mn Cu, Al Pb,cr  CUCOHENL
Zn, Cd
Basse Pb, Fe, Zn, Cd, Fe (111), T Pb, TI Fe, Zn, Co, Ni,
TI Tl

Al, Cr, Hg, Cu, Al, Cr, Hg, Cu,

Tres basse Ni. Co Mo, Se, As Al, Cr,Fe, Mn  Se, B, Mo, Cd,
Pb

I-4-2 Influence du calcaire total (CT)

La teneur en carbonates de calcium CaCO3 peut influencer directement la mobilité des
éléments métalliques. Une teneur élevée rend le milieu alcalin favorable a la fixation des
cations. La surface des carbonates favorise les phénoménes de rétention des ions métalliques.
Ils fixent les ETM, par adsorption, par précipitation d’hydroxydes ou de carbonates, ou encore
par insertion dans le réseau de CaCO3 (Perrono, 1999). Ces reactions sont influencées par le

pH et le potentiel redox du milieu.
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I-4-3 Influence de la matiere organique (MO)

L’accumulation du plomb, se fait principalement dans les horizons de surface (Sterckeman et
al. 2000) et plus précisement dans les horizons riches en matieres organiques. Les teneurs en
Pb diminuent, ensuite, plus vers les horizons profonds (Abreu et al. 1998). Ceci s’explique par
le fait que le Pb est peu mobile. Etant principalement associé aux argiles, aux oxydes, aux
hydroxydes de fer et d’aluminium et a la matiére organique, il n’est mobile que lorsqu’il
forme des complexes organiques solubles et/ou que le sol a dépassé sa capacité de sorption
pour le Pb (Morlot, 1996; Raskin et Ensley, 2000).

Des corrélations entre le taux de matiére organique du sol et leur effet sur I’adsorption du
plomb ont été établies dans le cadre de plusieurs travaux (Zimdahl et Hasset, 1977 ; Gerritse
et al. 1982, Pernet-Coudrier, 2008). IIs ont montré que les concentrations en plomb trouvées

dans les sols étaient étroitement corrélées a la teneur en matiere organique.

I-4-4 Influence de I’azote (N)

En raison de la réactivite des ions métalliques avec les atomes de soufre, d’azote et

d’oxygene, les acides carboxyliques et les acides aminés sont des chélateurs potentiels. La

prise en charge des ions métalliques tels que pp2* par divers chélateurs externes et internes
permet un meilleur transport du métal (Clemens, 2001).

I-4-5 Influence de la capacité d'échange cationique

L’augmentation de la salinit¢ entraine la remobilisation d’ETMs sédimentaires par
compétition des ions magnésium et calcium vis-a-vis des autres ETMs sur les sites de
fixation. Ce qui a été observé pour le cadmium et le magnésium (Forstner et Whittmann, 1979
; Rasmussen et Andersen, 1999). Pour le cuivre et le plomb, les désorptions sont beaucoup
plus faibles car ils sont principalement associés a la matiére organique. Les éléments libérés
(mobiles) présentent une toxicité plus ou moins marquée, car ils sont formés de chloro-

complexes qui sont moins biodisponibles que les ions libres (Forstner et Whittmann, 1981).

11
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1-4-6 Influence de la texture

Les argiles présentent une grande surface spécifique et des charges négatives sur leurs
feuillets, ce qui leur permet de retenir des cations par adsorption. La capacité adsorbante
d’une argile varie d’une famille a I’autre. Les phyllo-silicates ayant une capacité d'échange
cationique (CEC) élevée et d'importantes surfaces spécifiques, contribuent a adsorber de
fortes quantités d’éléments traces métalliques (Kabata-Pendias, 2001). Ceci se traduit par une
corrélation négative significative entre la CEC et la teneur en plomb dans le sol (Kabata-
Pendias, 2001).

D’aprés Deschamps et al. (2006), le comportement des métaux lourds dans le sable dépend
fortement de la nature et de la proportion des différents composants de ce sol, les argiles
peuvent retenir une importante quantité d’éléments traces métalliques par adsorption.

Dans les sols a texture sableuse, ou a travers les chemins d’écoulement préférentiel, le
transfert des micropolluants en profondeur est favorisé car les réactions avec les constituants
n’ont pas le temps de s’établir ou du fait de la libération et du transport sous forme colloidale

des micropolluants dans la solution du sol.

I-5 Utilisation des lombrics comme bioindicateurs de la contamination des sols par les

éléments traces métalliques

La contamination métallique des sols atteint en premier lieu la partie superficielle du sol. Du
fait de leur accumulation, les éléments traces métalliques peuvent atteindre de fortes teneurs,
au-dela des teneurs limites dans les sols, et s’y trouver sous des formes chimiques et dans des
conditions environnementales qui favorisent leur mobilité et/ou disponibilité (Bourrelier et
Berthelin, 1998). Ainsi, ils peuvent contaminer les horizons plus profonds, toucher les
aquiferes et les nappes phréatique. Cette contamination devient un réel danger et une pollution
certaine (Rodriguez et al. 2006).

Pour prévenir cette contamination terrestre, nous nous sommes intéressés a la pédo-faune,
plus exactement au peuplement lombricien. En effet la pollution s’exprime par un
déréglement ou une modification dans le mode de vie des différentes especes formant la faune

du sol et peuvent donc étre utilisé comme bioindicateurs de 1’état de santé des sols.

12
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I-5-1 Les bioindicateurs

There is no better indicator of the status of a species or a system than the species or system
itself (Tingey 1989).

La notion de bioindicateur désigne une espece ou une population qui, du fait des particularites
écologiques des espéces composant 1’assemblage, est apte a rendre compte de fagon intégrée
dans le temps de I’ambiance écologique régnant dans un milieu aquatique et a révéler
précocement des modifications biotiques ou abiotiques de I'environnement. Pratiquement tous

les organismes révelent des informations sur leur environnement (Charles et Smol, 1994).

Autrement dit, les indicateurs environnementaux sont des systémes d'alarme « précoces » (par
manifestation d’un déséquilibre avant altération de 1’éspéce) d'une contamination dont les
effets peuvent étre réversibles (Echaubard, 1995). La majorité de ces bioindicateurs est basée
sur leur mortalité, sur les effets observés sur leur croissance ou sur leurs performances de

reproduction et/ou de croissance.

Les vers de terre sont considérés comme de bons bioindicateurs de la qualité des sols en
écotoxicologie, car ils possedent la capacité d’accumuler les ETMs (Demuynck et al. 2006),
et peuvent donc nous renseigner sur le niveau de contamination métallique des sols (Ma et al.
1983; Morgan et Morgan, 1988; Stafford et Mc Grath, 1986).

Les caractéristiques d’un bioindicateur approprié sont les suivantes :

e Abondance dans le milieu et cosmopolitisme : Les organismes sélectionnés doivent
permettre une application géographique et temporelle large des techniques de bioindication.

e Localisation en début de chaine alimentaire : Autrement dit, au plus proche des
transferts de nutriments et d’énergie : les producteurs primaires sont ainsi particulierement
sensibles aux variations environnementales, méme légeres (Cazaubon, 1991 ; Rott, 1991).

e Cycle de vie simple et court : Afin de révéler les changements ponctuels ainsi que les
modifications sur le long-terme et le court-terme (Hellawell, 1978).

e Facilités d’identification morphologique jusqu’au niveau de 1’espéce (John, 1998).

e Protocoles d’échantillonnage sur le terrain simplifiés (John, 2000).

e Les especes autochtones refletent mieux les changements de qualité des milieux que

les especes exotiques (John, 2000).
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I-5-2 Ecologie des vers de terre

Les vers de terre jouent un réle essentiel dans la formation et I'entretien des sols fertiles et de
leurs effets sur le recyclage des éléments nutritifs, le maintien de la fertilité et la structure des
sols (Lee, 1985 ; James, 1991 ; Bohlen et al. 1997).

IIs font partie des animaux terrestres les plus anciens. Ils sont omniprésents dans tous les sols
capables de soutenir les plantes. Ils se reproduisent partout, mais rarement dans les déserts,
lieux constamment enneigés, les sommets des montagnes et les zones manquant presque ou
entiérement en sol et végétation (Rdmbke et al. 2005). Ils peuvent dominer I’ensemble de la
macrofaune du sol sur le plan densité et biomasse souterraine globale. Ils peuvent atteindre

respectivement 1 million d’individus a I'hectare et 2 tonnes par hectare (Lavelle, 1983).

Les vers de terre, aussi appelés lombricidés (annélides, oligochétes...) représentent une
composante majeure de la macrofaune du sol dans la plupart des écosystémes terrestres. En
1994, plus de 3600 espéces de vers de terre, réparties en 15 familles, avaient été recensées

dans le monde, auxquelles s’ajoutent plus de 60 nouvelles espéces chaque année.

On estime le nombre total de vers de terre a 10 000 d’espece dans le monde (Centre national
de la recherche scientifique frangais-CNRS, 2005). Ils jouent un réle important dans leur
environnement grace a différents mécanismes physico-chimiques et biologiques, permettant
d’améliorer la fertilité et de préserver la structure du sol (Stork et Eggleton, 1992 ; Lavelle et
al. 1997). En 1882, Darwin disait « Avant que la charrue n’existe, le sol était régulierement
labouré par les vers de terre, et il ne cessera jamais de 1’étre encore ». Aussi, en affectant les
propriétés physiques et chimiques du sol, ils modifient le biotope des communautés
microbiennes (Lavelle et Gilot, 1994 ; Lavelle et al. 1997).
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Figure 3 : Photo de vers de terre : A. Trapezoides (Prise par auteur )

Selon des criteres morphologiques, comportementaux, et surtout en fonction des niches
écologiques qu'ils occupent, les vers de terre se répartissent en trois grandes catégories
écologiques : les épigés, les anéciques et les endogés (Bouché, 1977) :

Figure 4 : Coupe du sol présentant les trois grandes catégories de vers de terre en fonction

des niches écologiques qu'ils occupent (CNRS, 2005).
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a) Les épigés : (Bouché, 1977 ; Lee, 1985) Epi = dessus; geic = terre

Sont de petite taille (10 a 30 mm) et vivent généralement au niveau de la litiere et dans les
matiéres organiques en décomposition. On les trouvera également dans les excréments des
grands herbivores ou dans le bois humides en cours de décomposition. Ces especes sont
localisées en surface et sont donc particulierement sensibles a la prédation, aux variations
climatiques et aux facteurs anthropiques tels que le labour des horizons de surface et I’'usage
de produits phytosanitaires. Leur corps est pigmenté, le dessus est plus foncé que le dessous
qui apparait plutét beige. Cette pigmentation les protégerait des rayons UV. Les vers de terre

épigés jouent un réle important dans le recyclage de la matiére organique.

Exemple de ces espéces :
e Dendrobaena octaedra : Cette espece mange principalement des champignons et des
bactéries. Son impact sur le sol forestier serait faible.

e Lumbricus rubellus : Le lombric rose est souvent vendu pour la péche. Il circule dans
la litiere et dans les quelques centimetres & la surface du sol minéral. Il se nourrit de
champignons et de bactéries autour des racines des plantes du sous-bois, et il ingére aussi de

la matiére organique. Il a un impact important sur le sol forestier.

e Amynthas agrestis : Il s’agit d’une espéce originaire d’Asie. Considérée comme
extrémement dommageable, mesure de 8 & 20 cm de longueur, trés active et sensible au

toucher. Ce ver peut se reproduire sans 1’aide d’un partenaire.

b) Les anéciques : (Bouché, 1977)

Sont des individus de taille moyenne a géante, dans le cas des especes méditerranéennes,
(10 a 110 cm) vivant dans des galeries verticales a subverticales plus ou moins ramifiées et
s’ouvrant en surface. Au cours de I'ingestion du sol et de ’enfouissement de la matiere
organique, ils assurent un mélange intime de la matiere organique et de la fraction minérale
des différents horizons du sol. Ces espéces, localisées sur toute la hauteur du profil,
disposent d’une forte musculature leur permettant de s’adapter a des compacités de sol
relativement élevées et de résister aux pressions anthropiques connues en sols cultivés. En

exemple :
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e Lumbricus terrestris, le lombric terrestre. 1l est communément vendu pour la péche.
Le lombric enfouit les feuilles dans son tunnel pour les consommer. Une fois que c’est fait,
il remonte en surface. On peut estimer le nombre de lombric terrestre en comptant le nombre

de monticules au sol. Car chaque ver est solitaire dans son tunnel.

c) Les endogés : (Bouché, 1977) Endo = dans ou interne; geic = terre

Sont de taille variable (1 a 20 cm). IIs représentent 20 a 50% de la biomasse des terres
fertiles et vivent en permanence dans le sol ou ils creusent des galeries d’orientation
quelconque. Ces vers se nourrissent de terre plus ou moins riche en matiére organique et se
déplacent donc beaucoup pour satisfaire leurs besoins alimentaires. Lavelle (1981) précise
cette classification en fonction de la richesse en mati¢re organique du sol qu’ils ingérent. Il
existe trois sous-catégories d’endogés : polyhumiques, mésohumiques, et oligohumiques.
Les endogés qui ingerent le sol le plus pauvre en matiere organique sont des oligohumiques.

Les endogés ont été couramment observés pres des racines. On cite :

e Aporrectodea rosea : une espéce commune de petite taille, qui occupe les potagers et
les champs agricoles.

e Aporrectodea caliginosa : espece de grande taille, non pigmentée. vivant dans les
potagers et les champs agricoles. 1l brasse le sol minéral et augmente ainsi le développement

de ’horizon A en forét.

e Aporrectodea Trapezoides : espece de notre étude, sa longueur varie de 6 a 14 cm,
habite dans les : paturages, jardins, berges, sous les pierres et dans les grottes, terres arables,
sols organiques riches présentant une litiere de surface et de I'humidité suffisante
(Blakemore, 2008); bordure des oueds en milieu semi-aride (Martinucci et Omodeo, 1987;
Omodeo et al, 2008; El-Hadef EI- Okki, 2016).
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Tableau 5 : Caractéristiques des groupes écologique de vers de terre (Bouché, 1977)

Anéciques Endogés Epigés

Définition Especes qui creusent | Espéces qui creusent | Especes qui habitent
des galeries verticales | des galeries | dans la litiere de
et profondes horizontales et | surface

Habitat Toutes les couches du | Couche arable (5-40 | Dans la litiere de
sol jusqu’a 3—4 m de | cm), sols minéraux | surface, surtout dans
profondeur humiques les prairies et la

(lces forét

Grandeur Le plus souvent Petits ou jusqu’a 18 Petits, le plus souvent
grands, 15-45cmde | cm de longueur 2—6 cm de longueur

Alimentation | Tirent de grands | Débris de plantes | Petits morceaux de
débris de plantes dans | mélangés a la terre de | plantes restés a la
leurs galeries | la couche arable surface du sol

Multiplicatio | Limitée Limitee Forte

Durée de vie | Longue: 4-8 ans Moyenne: 3-5 ans Courte: 1-2 ans

I-5-3 Spécificité des lombrics :

Les vers de terre possedent un corps mou, segmenté sous forme d’anneau (classe des
annélides). Chaque anneau possede 8 petits poils (soies) qui permettent d’avancer dans le sol

(sous-classe des oligochétes) (Lee, 1985 ; James, 1991 ; Bohlen et al. 1997).

Ils sont dotés d’une bague (clitellum) qui permet d’identifier les adultes. Il posséde une
respiration cutanée, leur corps est recouvert de mucus pour maintenir la peau humide
(Bachelier, 1978).

Une des particularités des vers de terre est qu’ils sont détritivores, qu’ils ingérent la terre et en
retirent le matériel organique. Leur pharynx musculeux leur permet d'avaler la terre qui est
par la suite broyée dans le gésier. Le bol alimentaire voyage le long du tube digestif grace aux

contractions des muscles entourant I'intestin qui provoquent le péristaltisme (Bachelier, 1978).
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La structure de leur tube digestif leur permet de pomper, entreposer et broyer le sol, en effet
il est constitué d’un pharynx suivi d’un jabot et un gésier. La paroi de ce tube forme un repli
dorsal, le typhlosole, qui augmente la surface de contact entre les aliments ingérés et la
surface de diffusion des aliments digérés (Centre d'écologie fonctionnelle et évolutive (CEFE)

du CNRS, a Montpellier 1994).

Jabot (broyer)
(entreposer)

Intestin

(assimiler)

Figure 5 : Coupe latérale du lombric illustrant les différentes parties du tube digestif (Morin

et Houseman 2014).

I-5-4 Voies d’exposition des lombriciens aux ETMs du sol

Dans le sol, Les vers de terre sont exposes a différentes teneurs et formes de contaminants en
fonction des catégories écologiques, i.e. les vers épigés, anéciques ou endogé, car les voies

cutanée et intestinale sont les 2 principales voies de contamination des vers (Goven et al.

2005) ;
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M.O : Polluant lié a la matiere organique
1 : Polluant soluble dans la phase liquide du sol
2 : Polluant faiblement lié a la phase solide du sol

A) Voie cutanée

3 : Polluant fortement lié a la phase solide du sol
. B) Voie digestive

....................................................................................

Figure 6 : Voies d’exposition d’un vers de terre aux polluants métalliques (schéma congu par
I’auteur, d’aprés Langdon et al. (2005) et Goven et al. (2005).
A : La voie cutanée, i.e. par absorption directe par le derme (Langdon et al. 2005).

B : La voie intestinale dépend surtout de 1’équilibre ingestion - assimilation — sécrétion.

Toutefois, 1’assimilation joue un réle important dans I'immobilisation et 1'élimination des
ETMs, et diminue par conséquent leur toxicité (Morgan et Morgan, 1993). lls peuvent ainsi
supporter des concentrations métalliques élevées dans les sols qui seraient mortelles pour

d’autres animaux (Hopkin, 1989).
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En effet les vers de terre (Anéciques et Endogés principalement) ingerent des matieres
organiques et non organiques dans leur tube digestif, ces matieres sont en contact avec des
sécrétions (mucus, enzymes, ammonium) et contribue a 1’¢élaboration de complexes organo-
minéraux qui composent leurs déjections (turricules) avec une stabilité structurale. Tandis que
les éléments traces métalliques s’accumulent dans leurs tissus et ne seront plus disponible
pour le milieu, sauf que cette contamination passera aisément dans la chaine trophique.
(Morgan et Morgan, 1993).

I-6 Apercu sur les tests d’écotoxicité
I-6-1 Définition :

Un test d’écotoxicité est un test expérimental réalisé pour identifier le potentiel toxique d’une
substance ou d’un mélange de substances par la réponse biologique de ’organisme test. Il
détermine les concentrations avec effets (CE10, CE50, LOEC...) ou sans effet (NOEC)
(OCDE, 2003).

D’aprés Calow (1993), un test écotoxicologique idéal doit respecter la régle des SR (en

anglais):

Relevance : Réalisme, pertinence, représentativité. L’organisme vivant choisi pour le test doit
étre représentatif du milieu évalué : ex un ver de terre représente bien les organismes du sol
puisqu’il est trées présent et trées important dans la « vie dun sol »
Reliability : Fiabilité. Une méthode fiable peut étre utilisée a n’importe quel moment.
Repeatability : Lorsque le test est répété, il doit donner des résultats qui varient peu.
Reproducibility : Reproductibilité. Si différents laboratoires a travers le monde réalisent le
test sur une méme substance, ils doivent trouver des résultats  voisins.
Robustness : Robustesse. Une méthode robuste est susceptible d’étre utilisée par n’importe

quel technicien moyennement entrainé ou formé.

I-6-2 Classification des tests d’écotoxicité

On peut différencier plusieurs types de tests, selon leur durée : les observations se font sur des
temps d’exposition plus au moins importants, le nombre d’espéce exposé aux perturbations, le
niveau d’observation des effets : Ils peuvent étre intracellulaire (enzymatique, génétique ...),
cellulaire, au niveau de 1’organisme entier, au niveau des populations ou encore des

communautés puis de I’écosysteme. Différents criteres d’effets peuvent €tre mesurés
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mortalité, croissance, développement, reproduction, activités enzymatiques, génotoxicité,

mutagénécité ... (Calow, 1993 ; Forbes et Forbes, 1997).

On cite quelques-uns:

% Les tests aigus :

Se font sur des temps d’exposition courts (de quelques minutes, heures a quelques jours en
fonction du cycle de vie de I’organisme), aprés exposition a une dose unique du toxique. Ces
essais permettent d’établir une relation entre la concentration d’exposition et ’intensité de
I’effet. Dans ces tests, la valeur recherchée est la CE50 (Concentration efficace 50%), DL50
(Dose Létale) qui se définit comme la concentration en toxique qui engendre la mortalité de

50% de la population par rapport aux témoins (Triffault-Bouchet, 2004).

% Tests chroniques :

Les tests chroniques (moyen et long terme) nécessitent un temps d’exposition plus prolongé,
correspondant en moyenne, a 10 % du cycle de vie de I’organisme et doit intégrer plusieurs
stades de son cycle de vie pouvant inclure la reproduction.

Ces tests s’intéressent a deux valeurs (fig.8) : La CSEO = Concentration Sans Effet Observé
ou en anglais NOEC (No Observed Effect Concentration) qui est la plus grande concentration
dont I'effet sur les organismes n'est pas different de celui des témoins (AERMC, 2002 ;
Triffault-Bouchet, 2004), et la LOEC (Lowest observed effect concentration) qui est la plus
faible concentration qui provoque un effet statistiquement différent des témoins (Forbes et
Forbes, 1997).
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Observed effect
A

50%

0%

LOEC
100% ]I— i : i\L

Y

>

>

ECyy ECs Concentration

Classes d’aptitude a la biologie

Définition des seuils

Risques négligeable

Risque d’effets chroniques (espéce sensible)

NOEC/10

Possible réduction de I’abondance (espéce

sensibles)

NOEC

Risques d’effets 1étaux

CE/CL50

Tres grand risque d’effets 1étaux

Moyenne géométrique des CE/CL50
pour 3 niveaux trophiques d’un seul

écosysteme

Figure 7 : Schéma théorique dose/effet d’un test d’écotoxicité avec le mode de définition de

ses seuils (Forbes et Calow, 1999 modifié par I’auteur)

% Tests de génotoxicité :

Permettent d’évaluer les capacités des polluants a produire des altérations de I’ADN,

altérations qui induisent des mutations géniques et/ou des mutations chromosomiques

(altération de la structure des chromosomes)

(Triffault Bouchet, 2004 ; Wessel et al. 2007).

Ces altérations sont la preuve d’une exposition et sont souvent réversibles, la transmission aux
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descendants n’est pas toujours systématique, mais ces altérations permettent d’identifier un

risque génotoxique potentiel (Triffault-Bouchet, 2004).

% Tests type « perturbateurs endocriniens » :

Fondés sur I’identification de marqueurs biologiques, capables de mettre en évidence I’effet
«perturbateur endocrinien». lls sont utilisables a la fois dans le cadre de la caractérisation des
substances et de la surveillance des milieux et sont appuyés sur des méthodes de culture

cellulaires in vitro (Ramade, 2007)

I-6-3 Tests écotoxicologiques en milieux terrestre sur vers de terre

Concernant les écosystémes terrestres, la toxicité du sol est évaluée a 1’aide de tests qui
mesurent les effets de la perturbation sur les organismes édaphiques. Plusieurs especes sont
indicatrices de pollution, dont les lombrics qui ont été employées dans diverses recherches
relatives a I’étude de leur relation avec les éléments traces métalliques dans le sol (Wen et al.
2004, Udovic et al. 2007). Plusieurs auteurs ont tenté a travers des études in situ d’évaluer les
effets des ETMs sur la diversité et la densite des communautés lombriciennes. Ces tests
d’écotoxicité, d’accumulation et d’adaptation sont réalisés en conditions controlées sur une
multitude d’especes de vers de terre (Nahmani, 2003).

Ces tests sont d’une grande importance environnementale, scientifique et méme sanitaire, en
effet ils permettent d’évaluer la toxicité des ETMSs et le comportement des taxons lombriciens

testés vis-a-vis de ces polluants (Nahmani, 2003).

s Exemple de tests sur vers de terre :

Test de reproduction de vers de terre sur Eisenia fetida (ISO 11268-2 : 2012) est un test
utilisé pour évaluer la toxicité de substances individuelles ou des mélanges de contaminants
dans les sols naturels. C’est un test chronique qui se déroule en deux temps (tab. 6). En
premier, le test dure 4semaines permettant 1’étude du risque écologique sur la survie et la
croissance des vers de terre adultes, puis il se prolonge en 8semaines pour évaluer a long

terme le risque sur la reproduction.
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Tableau 6 : Caractéristiques du test de reproduction de vers de terre

(Norme ISO 11268-2 : 2012)

Organisme de test | Parameétres étudiés Durée

-Nombre de juvéniles produits | 8 semaines (reproduction)
Eisenia fetida
-Survie et croissance des vers | 4 semaines (survie et

adultes croissance des vers adultes)

Une autre méthode de courte durée avec deux jours d’exposition (ISO 17 512-1: 2008), qui
reflete la biodisponibilité des contaminants dans les sols, et permet d'évaluer la fonction
d'habitat des sols par le biais de réactions d'évitement a des concentrations sub-létales, résumé
dans le tableau 7.

Tableau 7 : Caractéristiques du test d’évitement de vers de terre
(Norme 1SO 17 512-1: 2008)

Organisme de test | Parameétres étudiés Durée

Eisenia fetida Comportement d'évitement | 2 jours
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11-1 Méthodologie de prélevement et conditionnement des échantillons de sols

11-1-1 Choix de la zone d’échantillonnage

L’échantillonnage des sols destinés aux tests d’écotoxicité a été effectué¢ dans la commune
d’Ain Smara a 15 km Sud-Ouest de la ville de Constantine, au Nord-Est Algérien, sur le
mont, exactement dans la forét de Chettaba, a 1000m d’altitude en un seul point avec les
coordonnees satellites suivantes : 36°19'12.3"N 6°27'58.2"E.

— Constantine —

Ain Smara

>z

Forét de Chettaba |—

Légende :
M Constantine o 25 s
B Forét de
B Chettaba

Figure 8 : Carte de localisation de la zone d’échantillonnage (congue par 1’auteur)

I1- 1-2 Mode de prélévement des sols

Le prélevement du sol dans la forét de Chettaba a été effectué loin de toute source et forme
de perturbation anthropique. Outre la faible fréquentation de la région par les véhicules,
nous nous sommes éloignés de la route pour éviter les retombés et toute contamination liée
au transport routier. Afin d’éviter les apports déposés par 1’érosion, celle-ci étant plus forte
en pente, nous avons effectué le prélevement en terrain plat, tout en évitant les bosses et les

dépressions.

I1- 1-3 Traitement et conservation des échantillons de sol

Le traitement du sol s’est effectué sur trois étapes comme indiqué dans la figure 9. Au
début le sol a été séché a I’air libre sur du papier kraft pendant 10 a 15 jours, puis broyé a
I’aide d’un mortier en porcelaine propre, et enfin tamisé¢ a 2 mm. Le sol a ensuite été

conservé jusqu’a analyse et/ou utilisation.
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Broyage du sol
TR S

Séchage du sol

Tamisage du sol Conservation du sol

Figure 9 : Méthodologie de traitement et conservation des sols (Photos prises par I’auteur)

I1- 2 Détermination des parametres physico-chimiques du sol

11-2-1- Le pH

Suivant la norme NF X 31-103 (1998), le pH a été déterminé dans une suspension sol/eau
distillée selon un rapport pondéro-volumique de 1/2,5. Le pH est mesuré sur le surnageant

a ’aide d’un pH meétre de laboratoire étalonné de modele Nahita 903, illustré en

figurelO :

Figure 10: Photo du pH-métre (Prise par 1’auteur)
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I1- 2-2-La conductivité électrique

C’est une mesure qui donne une indication sur la salinité du sol. La conductivité électrique
a été déterminée dans une suspension sol/eau distillée selon un rapport pondéro-volumique
de 1/5 (ISO11265, 1994). La mesure de la conductivité électrique s’est effectuée sur le

surnageant obtenu aprés centrifugation, a 1’aide d’un conductimeétre de model WTW/Multi

Figure 11 : Photo du conductimétre (Prise par 1’auteur)

11-2-3 Le calcaire total

Le calcaire total a été déterminé a 1’aide du calcimétre de Bernard (fig.12) selon la norme

NF 1SO 10693 (1995). Les taux en calcaire total sont exprimés en %.

Figure 12: Dosage du calcaire total
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I1- 2-4 La matiere organique

La matiére organique a été déterminée par perte au feu selon la norme (MA. 1010 — PAF
1.0 : 2003). Cette derniére consiste en une calcination seche de 10 g de sol, préalablement
séche, dans un four a moufle a 375°C pendant 16h par montée progressive de la
température.

Le taux de la matiére organique est déterminé selon 1’équation suivante :

Poids solsec(g)— Poids sol incinéré (g)

[0) =
MO (/0) Poids solsec (g)

Afin qu’on puisse interpréter nos résultats, une équivalence a été établie entre les résultats
par la méthode de perte au feu (PAF) et la méthode Walkley Black (WB) pour une étendue
de 0 a 8 % de matiére organique selon la formule suivante :

% M.O. (PAF) =0,9932 x M.O.(WB) + 0,587

11-2-5 L’azote total

L’azote total a été déterminé selon la norme ISO-11261 (1995). La technique, telle illustrée
dans la figure 13, consiste en une minéralisation de I’azote du sol en NH4" dans un milieu
acide (H2SOg4), suivie d’une transformation en NH3z en présence de la soude, d’une
distillation, et enfin d’un piégeage en présence de I’acide borique et d’une titration.

L’azote total est exprimé en % suivant le rapport :

N (%) - N X(vl—::))xo,014-

x 100

V1 : est le volume en millilitres, d’acide sulfurique (0,1 N) utilisé pour I’échantillon ;

VO : est le volume en millilitres, d’acide sulfurique (0,1 N) utilis¢ dans I’essai a blanc ;

m : est la masse, en grammes, de 1’échantillon de sol séché a I’air (1 g) ;

N : normalité de 1’acide sulfurique (0,1 N).
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Minéralisateur de Kjeldahl

Titration

Figure 13: Dosage de 1’azote total par la méthode Kjeldahl (Photos prises par I’auteur).

11-3 Les tests d’écotoxicité sur Aporrectodea trapezoides
11-3-1 Le matériel biologique

D’apres Abdul Rida (1992), Van Vliet et al. (2005), Hobbelen et al. (2006) et d’autres
chercheurs qui ont testés les effets de différents éléments traces métalliques sur les vers de
terre, il ressort que les espéeces épigées notamment Eisenia fetida et Eisenia andrei sont les
plus utilisées. Ces derniéres sont considérées comme des espéces de vers modéles pour les
tests d’écotoxicité (Nahmani et al. 2007; OCDE, 2004).
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Pour la présente étude, I’organisme test est A. trapezoides illustré dans la figure 14. Ce
choix est justifié par I’abondance relativement importante de 1’espéce dans le bassin
versant Kebir Rhumel (El Hadef EI Okki, 2016). Aussi pour le test d’écotoxicité, on
recherche a faire ressortir les effets du toxique par le biais du contact du polluant avec le
bioindicateur (Moriarty 1983, Ramade 1987). Faisant partie des endogés, et contrairement
aux especes épigés et anéciques, A. trapezoides présente un contact permanant avec le sol,
vis et se nourris dans le sol, et non a sa surface (Bouché, 1984). De plus, ce taxon est
fortement recommandé dans les études appliquees et les bioessais des substances toxiques
organiques (Choo et Baker, 1998 ; Wang et al. 2012) et inorganiques (Nahmani, 2003 ;
Van Gestel et al. 2009).

Nous avons utilisé les vers appartenant au taxon A. trapezoides, une espece de vers de terre
qui répond aux différents critéres des indicateurs biologiques, parmi les plus importants, on

cite :

v' La pertinence : A. trapezoides est une espéce représentative du peuplement
lombricien dans le bassin versant Kebir-Rhumel (ElI Hadef EI Okki, 2016). Aussi
elle est trés rependue dans I’Est algérien avec un pourcentage de dominance
combinée PDC (annexe 01) = 50,37% qui combine a la fois la densité et la
biomasse (Bazri, 2015).

v' Une grande longévité : A. trapezoides est caractérisé par une longévité de 3-5 ans
(Bouché, 1977)

v La sensibilité : L’espéce est assez sensible pour détecter la contamination au
ETMs (Gish et Christensen, 1973 ; Van Hook, 1974 ; Ireland, 1983).

v' La connaissance scientifique : une large bibliographie sur cette espece, sur
laquelle on peut se baser pour détecter les altérations subies et de les interpréter
correctement.

v' La facilité de caractérisation : I’espéce est facilement détectable par sa couleur :
brune foncée avec un gradient dorso-ventral, et son clitellum aux segments 26, 27-

34, en forme de selle brunatre.

Les vers utilisés pour notre test (fig. 13) ont été collectés dans le bassin versant de 1’oued
Rhumel au point situé au village de Ayoun Assaad, Didouche Mourad a Constantine au
point de coordonnées GPS : 36.465579 N 6.665603 E. Leur identification a été effectuée
par Dr. El Hadef El Okki M. de I’institut INAATA.
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Figure 14: Photo de I'espéce A. trapezoides échantillonnée au village de Ayoun Assaad,
Didouche Mourad-Constantine (36.465579 N 6.665603)

11-3-2 Les tests d’écotoxicité
Le test effectué est un test d’écotoxicité aigu€ d’une durée de 14 jours et de type statique
(pas de renouvelement du substrat). Il a été réalisé selon les directives de 1’Organisation de

Cooperation et de Développement Economiques-OECD (1984).

Ainsi, pour le substrat du test nous avons utilisé 750g/pot d’un mélange constitué de 70%
de sol naturel non contaminé, prélevé a Chettaba (dans la commune d’Ain Smara), et de
30% de terreau pour assurer la survie des vers de terre. Ce mélange a été humidifie a
raison de 30% de sa capacité de rétention d’eau. Pour la température, le test s’est déroulé

dans une température ambiante de 20 + 2 °C.

Pour étudier 1’action du plomb sur A. trapezoides, nous avons ajouté au substrat de base
des quantités croissantes de plomb sous forme de poudre de nitrates de plomb (PbNO3). En
plus des témoins, les concentrations testées sont recapitulées dans le tableau 8. Le choix
des différentes concentrations se justifie par le souci de couvrir la gamme des valeurs
susceptibles d’entrainer des effets toxiques chez les lombrics (Ramade, 2007 ; Van Coillie

et Parent, 2011 ; Goussen, 2013).
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Tableau 8 : Concentrations en plomb testés sur A. trapezoides.

Témoin | C1 C2 C3 c4 C5
[Pb] (ng/g) | O 1 10 100 1000 | 5000

Avant le lancement du test, les vers juvéniles (absence de clitellum) préalablement séparés
des adultes, sont prélevés. Ils ont été rincés a l'eau distillée, puis égouttés sur un papier
absorbant. Un deuxiéme tri, permettant la sélection de vers ayant un poids et une taille
moyennement homogeéne, comme indiqué dans les critéres de réussite du test posés par
OCDE (1984), a été effectué.

Figure 15 : Mesure de la taille pour les vers de terre (Photo prise par 1’auteur)

Ces vers sont ensuite déposés dans une boite de Pétri stérile, de 90 mm de diamétre, et
munie de papier filtre imbibé d’eau distillée (fig.16) dans le but de les acclimater. Les

boites de Pétri sont mises a I’obscurité et & une température de 22 + 2 °C pendant 3jours.

Figure 16 : Acclimatation des vers de terre dans les boites de Pétri (Photo prise par

’auteur)
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Apres ces jours d’acclimatation, les vers sont retirés de leurs boites, repesés et remesurés
séparément (poids frais initial et taille a JO). Enfin les vers sont préts a intégrer les pots

pour le test d’écotoxicité.

Les supports du test sont des pots en polychlorure de vinyle, de forme cylindrique de
dimensions 8 x 20 cm?, contenants du sol non contaminé pour les témoins et un sol

contaminé pour le reste, suivant le plan expérimental illustré dans la figure 17.

X3

Doses croissantes
x5

Figure 17: Le plan expérimental pour le test d’écotoxicité aigue (congue par 1’auteur)

Pour ce test on dispose de 18 pots au total avec dix (10) vers de terre/pot, trois (03) pots
témoins et 15 pots contaminés avec cing concentrations croissantes. Au total, 150 vers de
terre ont été exposées a des concentrations croissantes en plomb (PbNOs3), en plus des 30

vers utilisés pour les milieux témoins.
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A travers ce test d’écotoxicité, deux objectifs sont visés : le premier est d’estimer la
concentration létale pour 50% de la population (CLsp). Le second est I’évaluation de I’effet
de la présence du plomb dans le sol sur la croissance des vers juvéniles de I’espéce A.

trapezoides. C’est pour ceci que nous avons jugé nécessaire de prolonger le test a 28 jours.

I1- 3-3 Mesures et observations

Les mesures et les observations ont porté sur le nombre d’individus morts et les poids a J7,
J14 et J28.

Lors des journées de mesures et observation, les pots sont vidés de leur sol, les vers sont
délicatement séparés du sol. Les individus morts sont comptés et retirés du sol. Les vers

restants sont pesés (fig.18) puis remis dans le sol.

Figure 18 : Mesure du poids de 10 vers de terre (Photos prises par 1’auteur)

Les individus morts sont détectés en testant leur réaction a un stimulus mécanique exercé a
leur extrémité antérieure (prostomium). Ainsi, le ver est considéré comme mort lorsqu’il ne
répond pas a ce stimulus, et est retiré. Ces données de mortalité enregistrée en fonction des
concentrations permettent de déterminer la concentration létale : CLso (Chapman et
Morgan, 1983 ; Carr et al. 1989 ; Becker et al. 1990 ; ASTM, 1992 ; Long et Wilson, 1997;
Carr et Chapman, 1998 ; ISO, 1998 ; Miller et al. 2000).

Le poids relevé a chaque étape d’observation, nous donnera une idée sur les altérations
subis par 1’espéce et permettra de calculer le taux de croissance et le coefficient

d’inhibition de la croissance des vers de terre testés.

11-4 Traitement statistique des résultats

Pour mieux apprécier les différents résultats obtenus, pour les parametres physico-
chimiques du sol et les différents facteurs calculés pour le test, nous avons calculé pour
chaque parametre : la moyenne, les valeurs maximales et minimales, I’écart type, la
variance, un test post-hoc de Newman-Keuls, ’analyse de la variance (Anova) pour la

comparaison multiple, et enfin le calcul de la CEso et CExo.

35



CHAPITRE Il : Résultats et
discussion



Résultats et discussion

I11-1 Résultats de la caractérisation physico-chimique du sol

Afin de caractériser le sol prélevé pour le test d’écotoxicité sur vers de terre, nous avons
étudié différents paramétres physico-chimiques resumes dans le tableau 9, avec indiqué :

le minimum, le maximum, la moyenne et 1’écart type :

Tableau 9 : Données statistiques des parameétres physico-chimiques du sol prélevé.

Répétitions oH CE CT |M.O(WB)| Azote
(mS/cm) (%) (%) (%)

1 7,49 0,134 24,14 1,65 0,0035

2 7.41 0,112 24,56 1,64 0,0035

3 748 0,119 23,73 1,65 0,0035

4 7,49 0,140 23,94 1,50 0,0105

5 746 0,114 24,35 1,55 0,0035

Moyenne 7,46 0,124 24,14 1,60 0,0049

Ecart type 0,032 0,012 0,33 0,07 0,0031

min 7,415 0,112 23,73 1,50 0,0035

max 7,495 0,140 24,56 1,65 0,0105

111-1-1 Le pH

D'apres les résultats portés dans le tableau 10, il apparait que la valeur moyenne du pH est
de I’ordre de 7,46 avec un minimum de 7,41 et un maximum de 7,49. Selon les normes

fixées par SSDS (1993), le sol étudié est Iégerement alcalin.

Tableau 10 : Grille d’évaluation des valeurs du pH du sol (SSDS, 1993)

Classe pH
Fortement acide <50
Acide 50-6,0
Légerement acide 6,0 - 6,6
Neutre 6,6-74
Légerement alcalin 74-78
Alcalin >78

I11-1-2 La conductivité électrique CE (mS/cm)

La mesure de la conductivité électrique permet d’obtenir rapidement une estimation de la
teneur globale en sels dissous. La CE moyenne des sols étudiés est de 1’ordre de 0,128

(mS/cm) avec un minimum de 0,112 (mS/cm) et un maximum de 0,140(mS/cm).
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Selon les normes (SSDS, 1993), telles que résumées dans le tableau 11, le sol de la région

de prélévement est un sol pauvre en sels, classé donc en non-salin.

Tableau 11 : Grille d’appréciation de la salinité des sols en fonction de la CE
(SSDS, 1993)

Classe : CE (mS/cm)
0 Non-salin 0-2
1 Salinité tres faible 2-4
2 Salinité faible 4-8
3 Salinité modérée 8-16
4 Salinité élevée >16

111-1-3 Le calcaire total CT(%)

La teneur en calcaire total est en moyenne de 24,14% avec un minimum 23,72% et un
maximum 24,55%. En considérant ces résultats déduits par la courbe d’étalonnage (annexe
02), selon la norme (GEPPA in Baize, 1988), tels que résumés dans le tableau 12, le sol

prélevé est modérément calcaire.

Tableau 12 : Grille d’appréciation du calcaire total du sol
(proposées par GEPPA in Baize, 1988).

Classe % CT
Non calcaire <1%
Peu calcaire 1%-5%
Modérément calcaire 5%-25%
Fortement calcaire 25 % - 50 %
Tres fortement calcaire 50 % - 80 %
Excessivement calcaire >80 %

I11-1-4 La matiére organique M.O (%)

En raison de ses différents avantages tel que l’adsorption d’ETMs en formant des
complexes par chélation par acides humiques par exemple (Alloway, 1995 ; Adriano,
2001 ; Carrillo-Gonzalez et al. 2006), et afin de caractériser notre échantillon de sol, la
matiére organique a eté déterminée par la méthode de perte au feu. La moyenne est de
1,6%, avec un minimum de 1,5%, et un maximum de 1,7 % de matiére organique. Ces
résultats indiquent que le sol posséde un taux modéré en carbone selon la grille (tab.13) de
Hazelton and Murphy (2007).
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Tableau 13: Grille d’appréciation du taux de carbone dans le sol
(Hazelton et Murphy, 2007).

Classe C (%)
Taux extrémement faible <04
Taux tres faible 0,4-0,6
Taux faible 0,6-1,0
Taux modéré 1,0-18
Taux élevé 1,8-3,0
Taux tres élevé >3,0

111-1-5 L’ Azote N (%)

Dans le sol, I'azote est présent sous deux formes, organique et inorganique. Ainsi nous
avons dosé le pourcentage d’azote total dans notre sol. Les résultats présentés dans le
tableau 14 indiquent une moyenne de 0,0049% d’azote, avec un minimum de 0,0035%, et
un maximum de 0,0105%. Ainsi, les sols étudiés sont faiblement riches en azote, selon les
normes (SSDS, 1993).

Tableau 14 : Grille d’appréciation de la teneur en azote (SSDS, 1993).

Classe N (%)
Faiblement riche en azote <0,1%
Moyennement riche en azote 0,1-0,2%

Riche en azote 0,2-0,3%
Tres riche en azote >0,3%

Au terme de cette caractérisation physico-chimique du sol prélevé a Chettaba (Ain smara-
Constantine) destiné au test d’écotoxicité aigué sur A. trapezoides, il ressort que ce dernier
est un sol légérement alcalin, non salin, moyennement calcaire, faiblement riche en azote,

et moyennement riche en matiére organique.

La comparaison de ces résultats avec les criteres physico-chimiques du sol utilisé pour
les tests posés dans la norme 1S011268 (1998), démontre que le sol prélevé a Chettaba
(Ain smara, Constantine) est pauvre en matiere organique et Iégerement plus basique
qu’un sol conforme pour un test d’écotoxicité. Cependant 1’ajout du terreau doté d’un pH
de 4,3 (£ 0,5) ajuste son pH en le baissant a 6,0 (x 0,5) et augmente aussi sa richesse en
matiére organique. Ainsi ces modifications assurent la conformité de notre sol pour

I’usage pour le test selon la norme ISO 11268.
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111-2 Résultats du test d’écotoxicité du plomb vis-a-vis d’A. trapezoides

Dans le contexte de notre étude, le test aigu est d’une durée de 14jours, avec des
observations successives au septieme et quatorziéme jour.

Nous avons jugé nécessaire de prolongé le test jusqu’au 28°™ jour, dans le but d’avoir une
idée sur I’effet du plomb a long terme (au-dela de sa toxicité aigué pour les vers de terre).
Pour chaque parametre étudié et/ou calculé, les valeurs relevées a chaque étape
d’observation, sont comparées a celles enregistrées dans les pots témoins. La différence
permettra de déterminer 1’effet de I’augmentation des concentrations de plomb dans le sol

sur les vers testés.

111-2-1 Variation des taux de mortalité en fonction et de la concentration en plomb et
du temps :

La finalit¢ d’un test d’écotoxicité aigué€, est de déterminer les différentes concentrations
létales pour des organismes exposeés a un toxique (Triffault-Bouchet, 2004). Les résultats
obtenus pour 1’évaluation la mortalité sont résumés dans le tableau 15, et illustrés par des

courbes dans la figure 19 :

Tableau 15 : Variation des taux de mortalité (%) en fonction et de la concentration
en plomb (ug/g) et du temps (jours)

Concentrati-gi?ps o J0 J7 J14 J28
Témoin=0 ug/g 0 0 0 0

C1=1 ug/g 0 0 3,33 | 6,67
C2=10 ug/g 0 0 0 0

C3=100 pg/g 0 0 6,67 | 6,67
C4=1000 ug/g 0 0 6,67 | 6,67
C5=5000 ug/g 0 0 40 43,3
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Figure 19: Variation des taux de mortalité moyens chez A. trapezoides en fonction de la

concentration en plomb (ug/g) et du temps (jours)

En se basant sur 1’analyse du tableau 15 et de la figure 19 on reléve que :

Globalement, la mortalité des vers exposés au plomb se manifeste apres le septiéme jour
(j7), et augmente en fonction de la durée d’exposition et de la concentration en plomb dans
le substrat. Notons que chez les individus exposes au sol contenant (10ug/g de plomb) et
contrairement & ceux exposés a 1ug/g de plomb, aucune mortalité n’a été enregistrée aussi
bien a J7, qu’a J14 et J28. Un tel résultat peut tre attribué a des erreurs de manipulation
lors du mélange du plomb dans les pots contaminés avec 1ug/g et/ou ceux contaminés avec
10 pg/g de plomb. Ainsi, pour ces deux concentrations les taux de mortalité sont soit sous-
estimés (10ug/g), soit surestimés (1pg/g). Une telle conclusion ne peut étre confirmée
qu’en effectuant d’autres tests dans les mémes conditions mais avec plus de répétitions.

Par ailleurs, apres 14 jours d’exposition au toxique, nous avons enregistré un taux de
mortalit¢ minimum de 1’ordre de 3.4% chez les individus exposés a 1ug/g de plomb dans
le sol, et un maximum de 40% chez les individus exposés a 5000ug/g. La séquence des
taux de mortalité a la fin du test est la suivante : C5 >>> C4=C3> Cl1.

Cette variabilité des taux de mortalité en fonction des apports en plomb dans le substrat a
¢té mise en évidence par 1’analyse de la variance qui a révélé un effet concentration
significatif (p<0.01). Le test de Newman-Keuls a fait ressortir les groupes homogénes

suivants :
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Tableau 16: Groupes homogeénes selon le test de Newman-Keuls-Effet concentration sur

le taux de mortalité aprés 14 jours d’exposition (p<0.05).

Concentrations | Groupes homogenes

Témoin=0 ug/g A
C1=1 pg/g
C2=10 ugl/g
C3=100 pg/g
C4=1000 po/g
C5=5000 po/g B

> > | > >

Ainsi, il ressort que les individus A. trapezoides exposés a des concentrations en plomb
allant de 1pg/g a 1000ug/g se retrouvent dans le méme groupe que les témoins (groupe A)
et se différencient ainsi de ceux exposés au substrat contenant 5000ug/g de plomb qui se
détachent dans un groupe a part (groupe B).

Ces résultats mettent en évidence la relation existante entre le taux de mortalité des vers et
les concentrations en plomb. En effet, I’augmentation de la concentration du plomb dans le

milieu engendre une augmentation de la mortalité.

Apres 28 jours d’exposition, les taux de mortalité chez A. trapezoides se stabilisent pour
les concentrations les plus faibles et augmentent légerement pour le substrat contaminé a
5000pg/g de plomb. La séquence des taux de mortalité¢ aprés 28 jours d’exposition au
plomb est la suivante : C5 >>> C4=C3=C1. Le taux maximum (43,3%) a été enregistré
chez les individus exposés a 5000ug/g et le plus faible (6.7%) chez ceux exposés aux
substrats contaminés avec 1ug/g, 100ug/g et 1000ug/g de plomb.

Ainsi et de méme que pour j14, I’anova a révélé un effet concentration significatif (p<0.01)
et le test de Newman-Keuls a fait ressortir les mémes groupes homogenes que pour j14.
Contrairement a la concentration du toxique, I’effet de la prolongation de la durée
d’exposition sur les taux de mortalité n’est pas significatif (p>0.05). Les CL20 calculées
pour les deux durées d’exposition encadrées de leurs intervalles de confiance (IC 95 %),
sont de I’ordre de 4375 (4059-7510ug/g) et 4221 (4001-6521ug/g) pour j14 et j28
respectivement. Ces résultats sont nettement supérieurs a ceux obtenus par El Hadef El
OKki (2016) pour le méme test d’écotoxicité sur des individus d’A. trapezoides adultes
issus d’un ¢élevage en conditions contrdlées. Cet auteur a enregistré une CL50 beaucoup

plus faible de 1’ordre de 1861.5ug/g (1244.9-3133.1 pg/g). Ceci peut étre attribué au fait
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gue nos organismes tests sont issus d’une récolte en milieu non contaminé et non d’un
¢levage. L’origine et I’historique des organismes tests semblent ainsi jouer un rdle

important dans la définition des concentrations létales pour cette espece.

I11-2-2 Variation des poids moyens d’A. trapezoides en fonction de la concentration en
plomb et du temps :

Pour mieux évaluer la toxicité du plomb chez les vers de terre, nous avons suivi la
variation du poids moyen d’A. trapezoides en fonction de la concentration en plomb durant
14 jours d’exposition au toxique voir 28 jours. Les résultats obtenus sont résumés dans le

tableau 17 et illustrés par des courbes dans la figure 20 :

Tableau 17 : Variation des poids moyens (g) d’A. trapezoides en fonction de la

concentration en plomb (ug/g) et du temps (jours)

ConcentrZ’tei:)nnps o J0 J7 | J14 | J28
Témoin=0 ug/g 3,53 5,14 | 5,02 | 5,05
C1=1 ual/g 3,24 | 4,34 | 4,06 | 4,03
C2=10 ug/g 3,77 | 4,69 | 450 | 4,46
C3=100 ug/g 4,18 | 5,01 | 4,54 | 4,69
C4=1000 pg/g 504 (521 4,2 | 3,88
C5=5000 pg/g 36 [354] 19 |171

=& T=Oug/g
—— Cl=1pg/g
== C2=10ug/g
=g C3=100pg/8
=== C4=1000pg/g
1 - =—@— C5=5000ug/g

Poids moyen (@)

Jo 17 14 128
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Figure 20 : Variation des poids moyens d’A. trapezoides en fonction de la concentration
en plomb (mg/kg) et du temps (jours)
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En se basant sur 1’analyse du tableau 17 et de la figure 20, on reléve que :

Aprés 7 jours d’exposition au toxique, les individus d’A. trapezoides, notamment ceux mis
en contact avec des substrats contenant des teneurs en plomb allant de 1 a 1000ug/g, se
sont comportés tous de la méme maniére. En effet, une augmentation du poids moyen a été
enregistrée chez tous les individus exposés aux différentes concentrations. Cette
augmentation est d’autant plus importante que la concentration du toxique dans le milieu
est faible. Ainsi, par rapport a TO les poids ont augmentés d’un facteur de 1.45 pour les
témoins, 1.33 pour les individus exposés a 1ug/g de plomb, 1.24 pour ceux exposés a
10pg/g et 1.19 pour ceux exposes a 100ug/g. Pour les vers exposes au substrat contenant
1000ug/g, I’augmentation du poids est moins conséquente ; le facteur étant de 1’ordre de
1.03. Contrairement a ces derniers, une légére baisse du poids a été enregistrée chez les
individus exposés au substrat contenant 5000ug/g de plomb. La séquence de 1’évolution
des poids enregistrée a cette période du test est la suivante : C4>T>C3>C2>C1>>C5.
Apres 14 jours d’exposition au toxique, nous pouvons constater que le poids chez les
témoins a tendance a se stabiliser et ce jusqu’a la fin du test (fig.21). Chez les individus
exposés aux différentes concentrations, nous avons enregistré une baisse du poids. Cette
derniere est faible voir négligeable chez les individus exposés a 1ug/g, 10pg/g et 100ug/g,
et relativement importante chez les vers exposés aux fortes concentrations (1000ug/g et
5000ug/g). En effet, et par rapport a T7 les poids moyens ont baissés de 4 a 9% chez les
individus exposés aux concentrations les plus faibles (1 a 100 pg/g), et de 19% et 64%
chez les individus exposés a 1000ug/g et 5000ug/g respectivement. Ainsi, pour cette durée
d’exposition, le poids moyen le plus élevé a été relevé chez les témoins (5.02g) alors que le
plus faible chez les individus exposés a la concentration la plus élevée (1.99). La séquence
de I’évolution des poids apres 14 jours d’exposition au plomb est la suivante :
T>>C3>C2>C4>C1>>>Cb.

Cette variabilité des poids d’une concentration a ’autre a ¢été mise en évidence par
I’analyse de la variance qui a révélé un effet concentration significatif (p<0.001). Le test de

Newman-Keuls a fait ressortir les groupes homogénes suivants :
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Tableau 18: Groupes homogeénes selon le test de Newman-Keuls-Effet concentration sur

I’évolution du poids apres 14 jours d’exposition (p<0.05).

Concentrations | Groupes homogenes

Témoins A
C3=100 ug/g
C2=10 ug/g
C4=1000 pg/g
C1=1ug/g
C5=5000 pg/g B

>\ > | > >

De méme que pour les taux de mortalité, il ressort que les individus A. trapezoides exposés
a des concentrations en plomb allant de 1ug/g a 1000ug/g se retrouvent dans le méme
groupe que les témoins (groupe A) avec les méme différences constatées quant a
I’évolution du poids notamment par rapport aux individus exposés a 1000ug/g. Le lot des
vers exposés a 5000ug/g se détache a nouveau dans un groupe a part (groupe B).

Au vingt-huitiéme jour d’exposition au toxique (j28), et par rapport aux résultats obtenus
lors du quatorziéme jour (j14), nous constatons une stagnation du poids pour 1’ensemble
des vers de terre testés chez les témoins et les concentrations les plus faibles (1ug/g,
10ug/g et 100pg/g). Pour les concentrations les plus élevées (1000ug/g et 5000ug/g) les
poids continuent & baisser. Cette baisse est faible par rapport a celle enregistrée a j14, elle
est de I'ordre de 8% et 10% pour les individus exposés a 1000upg/g et 5000ng/g
respectivement. Ainsi, le poids maximal (5,05g) a été enregistré chez les témoins et le
minimal (1,71g) chez les vers exposés a 5000ug/g. La séquence de 1’évolution des poids
apres 28 jours d’exposition au plomb est la suivante : T>>C3>C2>C1>>C4>>>C5.

Cette variabilité des poids d’une concentration a I’autre aprés 28 jours d’exposition au
toxique a été mise en évidence par l’analyse de la variance qui a révélé un effet
concentration significatif (p<0.01). Le test de Newman-Keuls a fait ressortir les groupes

homogénes suivants :
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Tableaul9 : Groupes homogeénes selon le test de Newman-Keuls-Effet concentration sur

I’évolution du poids apres 28 jours d’exposition (p<0.05).

Concentrations | Groupes homogeénes

Témoins A
C3=100 ug/g
C2=10 ug/g
C4=1000 pg/g
C1=1ug/g
C5=5000 pg/g B

>\ > | > >

De méme que pour jl14, il ressort que les individus A. trapezoides exposés a des
concentrations en plomb allant de 1ug/g a 1000ug/g se retrouvent dans le méme groupe
que les témoins (groupe A) avec les mémes différences constatées quant a 1’évolution du
poids notamment par rapport aux individus exposés a 1000ug/g. Le lot des vers exposés a
5000ug/g se détache a nouveau dans un groupe a part (groupe B). Il est a noter que
I’accroissement du poids pour les vers témoins par rapport au démarrage du test est
conséquent des bonnes conditions de vie fournies (humidité + matiére organique).

Au terme des résultats obtenus pour ce premier parametre de croissance, il est évident qu’il
existe une relation entre la baisse du poids et ’augmentation de la concentration en plomb
dans le milieu. Cette baisse n’est notable qu’a partir du 7°™ jour du test et est conséquente
pour les concentrations les plus élevées. Ces résultats concordent avec les travaux de
Neuhauser et al. (1985), qui a enregistré une perte de la moitié du poids initial chez
I’espece Eisenia fetida exposés aux concentrations les plus élevées en plomb. Ce
phénomene est fréquent chez les vers de terre, et peut étre attribué au fait que ces derniers
ont tendance a diminuer leur métabolisme afin de baisser 1’absorption et la fixation des
éléments traces métalliques, ce qui engendre une baisse du poids corporel au cours du
temps (Heidet, 1981).

111-2-3 Variation des taux moyens de croissance chez A. trapezoides en fonction de la
concentration en plomb et du temps
Au terme de la période d’exposition au toxique, et pour mieux visualiser les réponses
d’A. trapezoides a la présence du plomb dans le milieu, nous avons jugé utile le calcul des
taux de croissance pour chaque concentration et pour les différentes durées d’exposition.
Ces derniers sont obtenus selon la formule suivante :

45



Résultats et discussion
Ptn

TC (%):[%] x 100
TC : taux de croissance en poids (%),

Pt, : poids moyen par concentration au temps tn (g),

Pto est le poids moyen par concentration au temps to (g).

Les résultats obtenus sont résumes dans le tableau 20 et représentés sous forme
d’histogrammes dans la figure 21 :

Tableau 20: Variation des taux de croissance moyens chez d’A. trapezoides en fonction de

la concentration en plomb (ug/g) et du temps (jours)

Concentr;t?(?:]ps o I J14 J28
Témoin=0 ug/g 37,58 | 35,21 | 3581
C1=1 ug/g 29,18 | 22,51 | 21,77
C2=10 ug/g 21,84 | 17,70 | 16,81
C3=100 pg/g 18,11 | 8,26 | 11,51
C4=1000 ug/g 3,32 |-18,23 | -26,16
C5=5000 po/g -1,68 | -63,91 | -74,44
50
30
B T=0 ug/g
10 W Cl=1pg/g
H C2=10ug/g
-10 na 128 W C3=100pg/g
m C4=1000pg/g
-30 m C5=5000ug/g
-50
-70

Figure 21: Variation des taux de croissance moyens chez d’A. trapezoides en fonction de

la concentration en plomb (ug/g) et du temps (jours)
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En se basant sur 1’analyse du tableau 21 et de la figure 22 on reléve que :

Globalement, les résultats du taux de croissance suivent ceux des poids et des taux de
mortalité. En effet, ce paramétre de croissance est influencé non seulement par les
concentrations en plomb dans le milieu mais aussi par la durée d’exposition.

Ainsi, apres sept jour d’exposition au plomb, le taux de croissance maximal (37,58 %) a
été enregistré chez les témoins alors que le faible (-1,68%) chez les vers exposés a la
concentration la plus élevée (5000ug/g). La séquence des taux de croissance pour cette
durée d’exposition est la suivante : T>>C1>>C2>C3>>>C4>C5.

Apres 14 et 28 jours d’exposition au toxique, cette séquence décroissante est maintenue
avec une baisse plus remarquable des taux de croissance pour les concentrations les plus
élevées (1000 pg/g et 5000ug/g). Ainsi, le taux de croissance le plus €levé au quatorzieme
jour a été enregistré chez les témoins (35,21%) alors que le plus faible (-63,91%) chez les
vers exposes a 5000ug/g. La séquence des taux de croissance au terme de cette durée
d’exposition est la suivante : T>C1>C2>>C3>>>C4>>>C5.

Cette variabilité des taux de croissance en fonction des concentrations pour cette durée
d’exposition au plomb, a été mise en évidence par I’analyse de la variance qui a révélé un
effet concentration significatif (p<0.001). Le test de Newman-Keuls a fait ressortir les

groupes homogeénes suivants :

Tableau 21: Groupes homogeénes selon le test de Newman-Keuls-Effet concentration sur

les taux de croissance apres 14 jours d’exposition (p<0.05).

Concentrations | Groupes homogeénes

Témoins A
C1=1 pg/g
C2=10 ug/g
C3=100 ug/g
C4=1000 pg/g B
C5=5000 pg/g C

> | > | >

A j28, le maximum de croissance a été enregistré aussi chez les témoins (35,81%), et le
minimum (-74,44%) chez les vers exposés a la méme concentration que pour j14

(5000ng/g). La séquence des taux de croissance apres 28 jours d’exposition au toxique est

la suivante : T>>C1>C2>C3>>>C4>>>C5.
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De méme que pour j14, la variabilité des taux de croissance en fonction des concentrations
est significative (p<0.01), et le test post-hoc de Newman-Keuls a fait ressortir les groupes

homogénes suivants :

Tableau 22 : Groupes homogeénes selon le test de Newman-Keuls-Effet concentration sur

les taux de croissance apres 28 jours d’exposition (p<0.05).

Concentrations | Groupes homogeénes

Témoins A
C1=1 ug/g
C2=10 ug/g
C3=100 ug/g
C4=1000 pg/g
C5=5000 pg/g B

> > > >

Ainsi et de méme que pour les taux de mortalité et 1’évolution du poids, il ressort que les
individus A. trapezoides exposeés a des concentrations faibles en plomb se comportent de la
méme maniére que les témoins notamment aprés 14 jours d’exposition au toxique. Les
témoins et les vers exposés aux concentrations C1, C2, C3, et C4 se détachent dans un
groupe a part et enregistrent les taux les plus élevés. De tels résultats confirment que les
bonnes conditions (terreau, humidité, absence toxique) assurent un développement
maximum des vers avec un taux de croissance plutdt positif et constant. Ces résultats
concordent avec ceux de Heidet (1981) qui a démontré qu’un équilibre peut s’établir entre
les vers et le milieu dans le cas ou ce dernier est contaminé avec des concentrations
relativement faibles d’¢léments traces métalliques. Cet équilibre est a I'origine de deux
phénomeénes propres aux vers de terre : I’absorption et I’élimination du toxique.
Contrairement a ces derniers, les taux de croissance faibles voir négatifs enregistrés chez
les vers exposés aux fortes concentrations en plomb ont fait que ces derniers se détachent
dans des groupes a part (groupes B et C) mettant encore en évidence la relation dose-effet.
Contrairement a la concentration du toxique que ¢a soit a j14 ou j28, I’effet de la

prolongation de la durée d’exposition sur les taux de croissance n’est pas significatif
(p>0.05).
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I111-2-4 Variation de I’inhibition de la croissance chez A. trapezoides en fonction de la

concentration en plomb et du temps

En plus des taux de croissance, et toujours dans le but de mieux visualiser les réponses d’A.

trapezoides a la présence du plomb dans le milieu, nous avons calculé les facteurs

d’inhibition de la croissance pour chaque concentration et pour les différentes durées

d’exposition. Ces derniers sont obtenus selon la formule suivante :

Avec :

P c
CIC(%)=| ——" x100
Pt,

CIC : coefficient d’inhibition de la croissance en poids (%),

Pt, : poids moyen chez les témoins au temps tn (g),

Pco est le poids moyen par concentration au temps tn ().

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 24 et représentés sous forme

d’histogrammes dans la figure 23 :

Tableau 23: Variation de I’inhibition de la croissance chez d’A. trapezoides en fonction

de la concentration en plomb (ug/kg) et du temps (jours).

emps (jrs) | J7 Jia | J28
Concentration
C1=1 uglg 1556 | 19,12 | 20,20
C2=10 pg/g 8.75 10,36 | 11,68
C3=100 pg/g 2.53 9,56 7,13
C4=1000 pg/g -1.36 | 16,33 | 23,17
C5=5000 pg/g 31.13 | 62,15 | 66,14
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Figure 22: Variation de I’inhibition de la croissance chez d’A. trapezoides en fonction de

la concentration en plomb (mg/kg) et du temps (jours)

Globalement, durant ce test d’écotoxicité sur A. trapezoides, nous avons enregistré
d’importantes inhibitions de la croissance notamment chez les individus exposés aux
concentrations les plus élevées en plomb. Cette inhibition s’est accentuée avec le temps.
Ainsi, apres sept jour d’exposition au toxique et comme pour I’ensemble des paramétres de
croissance déja discuté, le maximum d’inhibition de la croissance (31.13%) a été enregistré
chez les individus exposés a 5000ug/g de plomb alors que le plus faible (2.53%) a été
enregistré pour les individus ayant été en contact avec un substrat contenant 100ug/g de
plomb. Pour I’ensemble des concentrations testées, les valeurs relevées suivent cette
séquence décroissante : C5>>C1>>C2>>>C3.

Pour les individus exposés a 1000ug/g de plomb, nous avons plutét enregistré une
stimulation de la croissance. Un tel résultat n’est pas surprenant, il s’agit d’un phénoméne
d’hormese souvent observé au début des tests d’écotoxicité lorsque 1’organisme test se
trouve en contact avec une substance toxique a cette concentration (OCDE, 2011).

Au quatorzieéme jour (j14), nous avons enregistré une valeur maximale de 1’ordre de
62,15% pour la concentration de 5000ug/g, et une valeur minimale de 9,56% pour la
concentration 100ug/g. En effet les valeurs se succedent suivant cette séquence
décroissante : C5>>>C1>C4>C2>C3.

Enfin, au vingt-huitieme jour (j28) et de méme que pour j14, nous avons enregistré une

valeur maximale de 66,14% pour la concentration 5000ug/g, et une valeur minimale de
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7,13% pour la concentration de 100ung/g. Ce qui ressort aussi, c’est que la toxicité s’est
accentuée pour les individus exposes a 1000ug/g de plomb. Les valeurs des facteurs
d’inhibition de la croissance se succedent selon la séquence décroissante suivante :
C5>>>C4>C1>C2>Cs.

Cette fluctuation des facteurs d’inhibition de la croissance en fonction des concentrations
est significative (p<0.05), et le test post-hoc de Newman-Keuls a fait ressortir les groupes

homogénes suivants :

Tableau 24: Groupes homogeénes selon le test de Newman-Keuls-Effet concentration sur

I’inhibition de croissance apres 14-28 jours d’exposition (p<0.05).

Concentrations | Groupes homogeénes
C3=100 ug/g A
C2=10 ug/g A
C4=1000 pg/g A
C1=1ug/g A
C5=5000 pg/g B

Contrairement a la concentration, I’effet de la prolongation de la durée d’exposition sur les
taux de croissance n’est pas significatif (p>0.05).

L’ensemble des résultats mettent en évidence I’existence d’une relation entre la
concentration du plomb et I’inhibition de la croissance des vers de terre. En effet a chaque
fois que la concentration du plomb est importante, I’inhibition de la croissance des vers de
terre s’accentue. Ces résultats s’accordent avec les travaux de Spurgeon et Hopkin (1996)
et (1999) qui ont conclu que 1’augmentation de la teneur en éléments traces métalliques
inhibe la croissance, le développement sexuel et la production de cocons du Lumbricus

rubellus.

I11-2-5 Signes comportementaux d’écotoxicité chez A. trapezoides durant le test
Ajouter aux différentes altérations que nous avons pu quantifier précédemment, les vers
exposés aux fortes concentrations en plomb (1000 pg/g et 5000ug/g pour notre étude) ont
montré des signes d'irritation d’ordre comportemental, non quantifiables. Effectivement
des la premiére semaine, lors des observations et pesee des vers, nous avons remarque que
les ces derniers s’enroulent en boule dans le sol, et dés qu’on les manipule se déplacent en
mouvements rapides, nous avons aussi remarqué qu’ils sécrétaient un liquide sous forme
de mucus jaunatre.
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Selon Beeby (1991), ce mucus est un mélange hétérogeéne de ceelomocytes, protéines, sels
et fluide ccelomique, et dépend de la concentration des ¢éléments traces métalliques. |l
représente une barriére de protection pour I'épiderme contre les dommages en constituant
des chélations de ces éléments (Diogene et al. 1997 ; Heredia et al. 2008 ; Muangphra et
Goorneratne, 2011 ; Rodriguez et al. 2013). Beeby (1991), Stiirzenbaum et al. (1998),
Morgan et al. (2004) et Homa et al. (2005) ont estimé que la sécrétion du mucus est une

détoxification de 1’organisme et une réponse d’adaptation dans le milieu trés contaming.

111-2-6 Validation du test d’écotoxicité aigué sur d’A. trapezoides

Les parametres permettant de valider les résultats de ce test d’écotoxicité aigué€ ont été
suivis et mesurés conformément aux recommandations de la norme (OECD, 1984). Les
critéres de validité pour un essai permettent de s’assurer de la conformité des modes
opératoires et de la sensibilité des organismes par rapport aux prescriptions des protocoles.
Ces critéres sont basés sur la réponse des organismes dans les témoins. Les résultats de cet
essai sont validés si les conditions ci-dessous sont simultanément satisfaites :

- Le pourcentage de mortalité observé chez les témoins est inférieur ou égal a 10%,

- Les résultats obtenus avec le toxique de réference par chlorure de cadmium (CdCly)
doivent se situer a I’intérieur de limites bien déterminées. Ces derniéres sont définies pour
Eisenia andrei et Eisenia fetida. Par contre, ce critére n’a pas été vérifié puisque ’espéce
faisant 1’objet de notre étude est A. trapezoides.

- Les conditions d’essai (température, humidité par pulvérisateur chaque 2 jours , poids des
individus) au cours de ’essai sont respectées.

Dans notre cas, les criteres de validité ont tous été respectés (exception faite pour la
substance de référence). En effet, lors des dénombrements, nous n’avons relevés aucune
mortalité chez les témoins aussi bien a j7 qu’a j14 et j28. De tels résultats confirment que
le test s’est déroulé dans de bonnes conditions et conformément aux recommandations des
différentes normes internationales. Notons aussi que les poids des individus sélectionnés
pour le lancement du test étaient homogénes par lot et par concentration, et que les
conditions de déroulement du test (températures et humidité) ont été respectées.
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Conclusion et perspectives

Depuis plusieurs d’années, les phénomenes de pollution des sols ont pris une importance
de plus en plus grande. Dans ce compartiment, les pollutions sont responsables de
perturbations considérables au niveau des communautés vivantes notamment la faune.
Cette derniere, joue un réle fondamental dans son fonctionnement et peut nous renseigner
sur son état de santé. En effet, les communautés biologiques du sol sont en mesure de
traduire I’ensemble des stress environnementaux de leur milieu, et apparaissent donc
comme de bons indicateurs.

Aporrectodea trapezoides, considéré comme representatif de la faune du sol et des vers de
terre en particulier notamment dans le bassin versant Kebir Rhumel, apparait comme un
indicateur fiable pour prévenir et caractériser la contamination plombifére des sols (EI
Hadef EI Okki, 2016). En effet, cette espéce est caractérisée par sa grande longévité, et sa
disponibilité en masse presque toute 1’année, et son contact permanent avec le sol par le
biais de voies dermales et intestinale (Goven et al. 2005).

C’est dans ce contexte que ce travail a été réalisé. L’objectif visé¢ étant d’évaluer en
conditions contrdlées (test d’écotoxicité aigué), les effets de concentrations croissantes en
plomb sur le taxon lombricien Aporrectodea trapezoides, un taxon mis en valeur pour son
importance dans la biosurveillance de la contamination plombifére des sols. Outre les
effets du plomb sur ces vers qui constituent le cceur de ce travail, plusieurs parameétres

physico-chimiques du sol naturel destiné au test ont été determinés.

A D’issue de ce travalil, les principales conclusions peuvent €tre résumées ainsi :

v' Les résultats de la caractérisation chimique révélent que le sol prélevé est
Iégérement alcalin, non salin, moyennement calcaire, faiblement riche en azote et
moyennement riche en matiére organique. Il semble ainsi présenter des

caractéristiques physico-chimiques adéquates pour un test d’écotoxicité.

v Les critéres permettant de valider les résultats du test d’écotoxicité aigué sur
Aporrectodea trapezoides ont été vérifiés et respectés (exception faite pour la
substance de référence). En effet, lors des dénombrements, nous n’avons relevés
aucune mortalité chez les témoins et ceci tout au long de la durée du test. Aussi, les
poids des individus sélectionnes pour le lancement du test étaient homogeénes par
lot et par concentration, et les conditions de déroulement du test (températures et

humidité) ont été respectées.
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v L’utilisation d’Aporrectodea trapezoides comme bioindicateur de la contamination
plombique du sol en condition contr6lées a révélé des perturbations considérables
quant au développement de cette espece. En effet, des mortalités et des baisses de la
croissance en biomasse ont été enregistrées chez les individus tests. Ces baisses
sont d’autant plus importantes que la concentration en plomb dans le sol et la durée

d’exposition sont élevées.

v Les taux de mortalité des vers exposés aux différentes concentrations de plomb
montrent que ce parameétre est dose-dépendant. La mortalité des vers provoque une
diminution de leurs densités, il en résulte un sol compact, et mal aéré. Ceci
engendre alors une diminution de sa production biologique que ce soit pour la
pédo-faune ou la végétation qui aura du mal a encré ses racines dans ce sol.

Les résultats du taux de mortalité pour les vers juvéniles collectés sont nettement
supérieurs a ceux obtenus par ElI Hadef EI Okki (2016) pour le méme test
d’écotoxicité sur des individus d’A. trapezoides adultes issus d’un élevage en
conditions controlées.

Le taux de mortalité enregistré lors de ce test évoque le risque de disparition de
cette espece et de déséquilibre dans la chaine trophique dans le cas d’exposition a

de grandes concentrations.

v' Le taux de croissance et celui d’inhibition de la croissance des vers révéle le
pouvoir inhibant du plomb et son effet néfaste sur I’équilibre du cycle de vie des
vers. Le poids moyen calculé & chaque observation, montre une stagnation et un
ralentissement du métabolisme, ce qui indique la forte toxicité du plomb et ses
conséquences sur le rendement. Le ralentissement du métabolisme des laboureurs
de la terre peut avoir un impact négatif sur la dégradation de la matiére organique,
et donc sur la stabilité du sol, et un sol pauvre en matiére organique est un sol
infertile.

v" La bioindication du taxon A. trapezoides est trés importante pour 1’évaluation de la
qualité des sols, du fait d’appartenir au groupe des endogés, I’espece acquiere un
contact permanant avec le sol, et refléte donc les altérations subis par le sol.

Les altérations des vers par le plomb révele sa capacité a pénétrer dans 1’organisme

des vers de terre par contact cutanée et digestif, ce qui nous pousse a
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imaginer les conséquences catastrophiques d’un passage dans les espéces vivants au

contact d’un sol contaminé au plomb, ou/et celles prédatrices de ces Vvers.

Au terme de cette étude, nous pouvons conclure que la présence du plomb dans les sols,
méme a faible concentration, présente un risque inquiétant qu’il faudra prendre en compte
afin de mener a bien et améliorer les procédures d’évaluation de risque écologique. En
effet, ’exposition au plomb a révélé des altérations considérables résultant de sa toxicité

létale, et de son effet inhibiteur de la croissance de 1’espéce Aporrectodea trapezoides.

Enfin, comme perspectives et d’un point de vue fondamental, il serait intéressant :

v De confirmer les résultats de ce test préliminaire et de lancer un test final avec un
matériel biologique issu d’élevage afin de mieux cerner les CL50 et CE5O0.

v De doser le plomb absorbé par Aporrectodea trapezoides mis en contact avec des
substrats contamines par différentes concentrations en plomb.

v" De comparer les effets du plomb sur I’espéce Aporrectodea trapezoides aux effets

d’autres éléments traces métalliques (Cd, Zn, Cu, etc.).
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ANNEXES



Annexe 01 :

Pourcentage de dominance combinée :

PDC = [(PPA + PIA + PBA)] / 3 (Jesus et al. 1981). Ces pourcentages sont calculés pour
I'ensemble de la zone étudiée ainsi que pour les différents étages bioclimatiques.

* (PPA = Le rapport exprimé en pourcentage entre les stations contenant une espéce
donnée et I’ensemble des stations)

* (PIA = Le rapport exprimé en pourcentage entre le nombre d’individus d’une espece
donnée et le nombre total des individus de tous les releveés)

* (PBA = Le rapport exprimé en pourcentage entre le poids de tous les individus d’une

espéce donnée et le poids total des individus de tous les relevés).



Annexe 02 : Courbe d’étalonnage du carbone :
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CONTRIBUTION & L’EVALUATION DE L& TOXICITE AIGUE DU PLOMB
CHEZ APORRECTODEA TRAPEZOIDES: DETERMINATION DES EFFETS
SUR L& MORTALITE ET L& CROISSANCE PAR CONTAMINATION DU SOL
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Cette étude a porté sur 1’utilisation d’un vers de terre, Aporrectodea trapezoides, comme bioindicateur

de la contamination plombique des sols en conditions contrdlées (test d’écotoxicité aigué).

Le test effectué est de type statique. Il a été réalisé sur des individus juvéniles d’A. trapezoides récoltés
dans une zone éloignée de toute source de perturbation anthropique (Village de Ayoun Assaad,
Didouche Mourad-Constantine). Le substrat du test est un sol naturel prélevé dans la forét de Chettaba.
Ce dernier a été contaminé avec des concentrations croissantes en plomb. En plus du témoin, cing
concentrations ont été testées (1p/g, 10ug/g, 100ug/g, 1000ug/g et 5000ug/g). Les individus juvéniles
d’A. trapezoides sont triés et mis en contact avec les différents substrats contaminés, dans des conditions
controlées (température, humidité) pendant une durée de 14 jours. Ce test a été prolongé jusqu’a 28

jours, dans le but de caractériser d’autres altérations que peut subir I’espéce étudiée étudié a long terme.

Les résultats obtenus relatifs a la mortalité et le développement en biomasse d’A. trapezoides en
présence du toxique, ont révélé des perturbations considérables. Ces perturbations sont d’autant plus
importantes que la concentration en plomb dans le substrat et la durée d’exposition sont élevées. Ainsi,
les deux parameétres étudiés chez cette espéces peuvent étre considérés comme dose-dépendants et
temps-dépendants

Mots clés : A. trapezoides, plomb, test d’écotoxicité aigué.
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