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Résumé

Ce travail a était effectuer dans le but d’évaluer la toxicité du cuivre vis-a-vis du taxon
lombricien A.trapezoides , Pour cela nous nous sommes proposé d’effectuer deux tests de
toxicité aigue 1’un dans le sol et I’autre sur papier filtre dans le but de déterminer la DL50 et
la CL50 de cet ¢élément ainsi qu’un test d’évitement afin d’identifier le seuil au quel le
comportement d’évitement apparait pour le taxon étudier , tout cela dans des conditions de
laboratoire .

Les résultats obtenus lors de nos tests et en référence a la CL50 le cuivre se révélé
comme trés toxique pour le taxon A.trapzeoides , d’autres part pour le test d’évitement il
apparait que le comportement de vers de terre vis-a-vis du cuivre se manifeste a une
concentration de 100ppm et que pour les doses inferieur a celle-ci les vers de terre arrive a
résister a la concentration des sols .

Une diminution de la biomasse a également était enregistrer durant le test de toxicité
dans le sols , semblant ainsi indiqué un stress physiologique lié a la concentration du

contaminant a la durée de d’exposition

Mots clés : A.trapezoides , Cuivre , Test de toxicité aigue , Test d’évitement



Abstract

This work was done in order to evaluate the toxicity of copper to the earthworm taxon
A trapezoides , for that we proposed to our selfs to make two kinds of acute toxicity tests , one
in the soil and an other one on filter paper in order to determine the the LD50 and LC50 of
this element as well as an avoidance test to identify the threshold at which the avoidance
character appears for the taxon studied , all under conditions of laboratory .
According to the results obtained during our tests and in reference to the LC50 copper is
revelated as very toxic for the taxon A.trapezoides , However for the avoidance test it appears
that the avoidance character of earthworms fot the copper is found at a concentration of 100
ppm and that for doses below the earthworms are able to resist to soil contamination .
A decrease in biomass was also recorded during the soil toxicity test , suggesting a

physiological stress related to the concentration of the contaminant in the duration of exposure

Key words : A.trapezoides , Copper , Acute toxicity tests , avoidance test .
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Introduction

Les vers de terre sont freguemment utilisés comme organismes indicateurs pour
mesurer I'effet des contaminants métalliques dans le sol. L'effet aigu de ces éléments sur ce
compartiment est généralement évalué dans des tests de laboratoire. L'OCDE (1984) proposait
un guide de tests chimiques n°® 207 « Ver de terre, essais de toxicité aigué ». Ces essais sont
relativement peu codteux et faciles a réaliser (Frampton et al., 2006). Ils sont le plus souvent
réalisées avec l'espece Eisenia fetida ou E. andrei. Ces espéces vivent en permanence a la
surface du sol (dans la litiére) ce qui fait qu’elles sont de mauvais indicateurs de 1’état réel des
sols. Il est donc préférable de choisir un représentant qui vit en permanence dans le sol, ¢’est-
a-dire parmi les vers endogés. Cette catégorie de vers de terre serait donc en contact direct et

permanent avec les particules dans le sol, soit par voie cutanée ou digestive (Bouché, 1972).

Faisant parti de ce groupe, le taxon Aporrectodea trapezoides (Dugeés, 1828) semble
étre une espéce trés appropriée pour ces tests. En effet, il est fortement recommandé dans les
études appliquées et les tests écotoxicologiques des éléments métalliques (Nahmani, 2003 ;
van Gestel et al., 2009, El-Hadef EI-Okki, 2016) mais aussi pour les composés organiques
(Choo et Baker, 1998 ; Wang et al., 2012 ; Fernandez et al., 2014). Cette espece posséde une
large distribution spatiale, présente dans les 5 continents, ce qui permet de constituer une base

de données et la comparaison d’études réalisées au niveau local et/ou international.

Le présent travail est une continuité des travaux de recherche sur la toxicité des
éléments traces métalliques vis-a-vis de ce taxon lombricien ainsi que le caractére d’évitement
en présence de ces éléments dans le sol. Ainsi, nous nous sommes propose de mettre en
évidence la toxicité aigle et le comportement d’évitement du taxon A. trapezoides vis-a-vis

du cuivre.



Chapitre 1
Synthese bibliographique



1- Le cuivre dans le sol

1-1- Généralités

Le mot cuivre vient du latin cuprum signifiant « 1’ile de Chypre », qui était réputé pour
ses mines de cuivre. Il est un des rares métaux qui existe a 1’état natif dans le sol. Cependant,
il couvre tout I’éventail des activités industrielles allant des piéces traditionnelles a des
systemes de hautes technologies. Du fait de sa grande capacité d’alliage avec d’autres
éléments, il a été utilisé par I’homme depuis trés longtemps. Des objets fabriqués en cuivre
ont été datés d’environ 8700 avant J.C. Il a été fortement utilisé avec 1’étain, par exemple dans
la formation du bronze et avec le zinc pour former le laiton (Navel,2011).

Dans les minerais de cuivre, minerais de chalcopyrite (CuFeS;) et bornite (CusFeSy).
En 2010, les réserves mondiales de cuivre étaient estimées a 630 millions de tonnes, avec une
production d’extraction de 16,2 millions de tonnes, essentiellement en Ameérique du sud
(Navel,2011).

Gréace a ses propriétés physiques, et particulierement de sa conductibilité électrique et
thermique. Sa grande conductivité électrique le rend indispensable dans les industries
électriques et électroniques et sa grande conductibilité thermique est un atout pour la
transmission de la chaleur. De plus ses grandes capacités anticorrosives, lui procurent une
utilisation importante dans le domaine de I’industrie. Ce sont aussi ces propriétés
anticorrosives qui lui permettent d’étre utilisé dans toute I’industrie du batiment. En
I’agriculture, il est utilisé comme fongicide, bactéricide et/ou herbicides (Navel,2011).

Il fait partie des éléments traces métalliques (ETMs) qui englobent I'ensemble des
métaux et métalloides dont la masse volumique est supérieure & 5 g.cm™. Les éléments les
plus souvent considérés comme toxique sont : le plomb, le mercure, I’arsenic et le cadmium.
D’autres comme le cuivre et le zinc pourtant nécessaires aux organismes vivants en petites

quantités, peuvent devenir toxiques a doses plus importantes (Michaud,2007).



1-1-1- Principales caractéristiques

Le cuivre est un métal de la premiere série de transition. Il fait partie du groupe 11 (IB) dans
le tableau périodique des éléments. 1l est malléable, ductile, et résiste a la corrosion de I’air et
de I’eau mais est attaqué par les acides. Son numéro atomique est égal a 29 et sa masse
molaire est de 63,57 g.mol-1 (Isabey 1933). Les deux isotopes naturels sont le 63Cu (69%) et
le 65Cu (31%) (Emsley 2003). A 1’état métallique (Cu0 ), il a une couleur rouge-orangée, sa
structure cristalline est cubique face centrée de paramétre de maille a=3,61 A et de densité 8.9
g.cm-3. Sa densité supérieure & 5 g.cm-3 le classe dans la famille des meétaux lourds
(Flemming et Trevors 1989). Sa configuration électronique est 1s2 2s2 2p6 3s2 3p6 3d104s1
(Isabey 1933 ; Alloway 1995; Cotton et al. 1999). Suivant la regle classique de remplissage
des orbitales atomiques (régle de Klechkowski), la configuration devrait étre 3d9 4s2 . Mais la
configuration électronique de type s1 d 10 est énergétiquement plus favorable que la
configuration s2 d 9 . Du fait de la capacité des électrons de la sous couche d a se délocaliser
dans le réseau métallique, ses températures de fusion et de vaporisation sont élevées (Tableau
01). Les formes les plus courantes a 1’état naturel étant sont les ions cupriques Cu2+ (3d9 ) et
cupreux Cu+ (3d10) (Lenoir,2011)

Tableau 1: Principales propriétés physico-chimiques du cuivre aux conditions de pression et
température ordinaires (Lenoir,2011).

Parametre Valeur
N° atomique 29
Masse molaire 63,5 g.mol™
Densité 8,9 g.cm™
T° de fusion 1084 °C
T° de vaporisation 2567 °C
Conductivité électrique 59,6 105 S.m™
Conductivité thermique 401 W.m-1K™

1-1-2- Utilisation du cuivre

L’homme utilise depuis longtemps le cuivre, pour différentes activités qui ont évolué
en méme temps que ses connaissances. Les extractions miniéres des éléments chimiques,
quelles qu’elles soient, engagent une succession de réactions chimiques qui peuvent conduire
a des contaminations (Navel,2011). Il est trés largement employé dans la fabrication de
matériels électriques (fils, enroulements de moteurs, dynamos, transformateurs), dans la
plomberie, dans les équipements industriels, dans I'automobile et en chaudronnerie.

En métallurgie, il est utilisé dans la fabrication des alliages suivants :

e le bronze avec I'étain (5 % Sn et 95 % Cu) ;

e le laiton avec le zinc (30 % Zn et 70 % Cu) ;



e le constantan avec le nickel (40 % a 50 % Ni et 60 % a 50 % Cu) ;

e le maillechort avec le nickel et le zinc (60% Cuivre, 20% Zinc, 20%
Nickel) ;

e [’alliage "Dewarda" avec l'aluminium et le zinc (5% Zinc, 45% Aluminium
,50% Cuivre);

e les alliages de joaillerie avec l'or et I'argent) (INERIS, 2005).

Selon INERIS (2005), les principales formes utilisées du cuivre sont :

L'oxyde cuivrique, CuO, est employé comme pigment pour le verre, les céramiques
et les émaux. En métallurgie, il est utilisé dans I'industrie du cuivre, dans le soudage
du bronze, dans les électrodes de galvanisation. Il est utilisé comme agent de
polissage pour le verre optique. Il sert a ameliorer la résistance a la fusion et a
I'abrasion des fibres de verre. 1l est employé dans les peintures pour bateaux (“anti-
fouling™), dans les compositions pyrotechniques, pour la conservation du bois,
comme insecticide pour les plants de pommes de terre. Il est également utilisé
comme catalyseur.

L'oxyde cuivreux, Cu,O, est employé comme pigment pour le verre, les céramiques
et les émaux. Il est utilisé dans les cellules photoélectriques, dans les pates pour
brasure, en galvanoplastie. 1l est employé comme fongicide, comme antiseptique
contre la prolifération de microorganismes dans les filets de péche, dans les
peintures pour bateaux (“anti-fouling™). Il est également utilisé comme catalyseur.
Le chlorure cuivreux, CuCl, est un catalyseur utilisé en synthése organique. Dans
I'industrie pétroliere, il est utilisé commme agent de désulfuration. Il est employé
pour la dénitritation de la cellulose. Il sert également a fixer le CO dans l'analyse
des gaz.

L'acétate de cuivre, Cu,[CH3;COO],, obtenu par action de l'acide acétique sur
I'oxyde CuO ou sur le carbonate CuCQOs, est utilisé comme catalyseur, notamment
dans la fabrication du caoutchouc. Il est employé comme pigment pour les
céramiques, pour la teinture des textiles, comme fongicide, comme insecticide. Il
est également utilisé en traitement préventif contre le mildiou.

Le chlorure cuivrique, CuCl,, est utilisé comme catalyseur de réactions chimiques.
Dans l'industrie pétroliére, il est employé comme agent desodorisant, désulfurant ou
purifiant. 1l est utilisé comme mordant pour la teinture et I'impression des textiles. Il

entre dans la composition d'encres indélébiles, d'encres sympathiques, de fixateurs



pour la photographie, de colorants pour les verres et céramiques. En métallurgie, il
est utilisé dans les bains d'électrolyte destinés aux traitements de surface. Il est
utilisé pour la production de couleurs dans les compositions pyrotechniques. 1l est
également employé pour la conservation du bois et pour le raffinage des métaux
comme le cuivre, l'argent et I'or.

e Le sulfate de cuivre, CuSQOy, est obtenu soit par lessivage de minerai de cuivre avec
de l'acide sulfurique, soit par réaction entre le cuivre ou lI'oxyde de cuivre, avec
I'acide sulfurique dilué, suivie d'une évaporation et d'une cristallisation. Il est utilisé
en analyse pour la détection et I'élimination de traces d'eau provenant des alcools et
autres composés organiques. Il est employé dans la fabrication de sels de cuivre,
comme mordant pour les textiles, pour la conservation du bois, le tannage du cuir,
comme électrolyte dans le raffinage du pétrole, comme agent de flottation, comme
pigment pour les peintures et les vernis, etc. La forme hydratée (CuSO,4 5(H,0)) est
utilisee comme fongicide agricole, bactéricide, herbicides. Il entre dans la
composition de la bouillie bordelaise utilisée pour le traitement des vignes. Il est
également employé comme antiseptique astringent, sur les muqueuses et en soins
thérapeutiques chez les animaux (par exemple bains de pieds pour le traitement du

piétin du mouton).

1-2- Les sources du cuivre dans le sol

Le cuivre est présent dans la croQte terrestre, mais ne représente que 0,01 % des
éléments présents dans la terre. Il est aussi présent dans les océans mais a 1’état de traces. Les
teneurs en cuivre de la crolte continentale sont listées dans le tableau 02. La concentration
moyenne est de 35 mg.kg™, avec une variation entre 2 et 120 mg.kg™ selon les différentes
roches (Kabata-Pendias & Pendias 1992 ; Alloway 1995 ; Baize 1997 ; Sumner 2000).

La teneur du cuivre dans le sol résulte de 1’héritage des concentrations engendrées par
I’altération de la roche mére, plus ou moins modifiée par des processus de pédogenese (fond

pédogéochimique). Ce fond est rehaussé par les apports des activités humaines (Baize,1997).

1-2-1- Les sources naturelles

Le fond pédogéochimique naturel local correspond aux teneurs issues de 1’évolution
géologique et pédologique du sol sans tenir compte des apports anthropiques (Baize 1997).
Parmi les importantes sources naturelles, citons l'activité volcanique, l'altération des
continents et les incendies de foréts. La contribution des volcans peut se présenter sous forme
d'émissions volumineuses dues a une activité explosive, ou d'émissions continues de faible

5



volume, résultant notamment de l'activité geothermique et du dégazage du magma. Le tableau

2 montre le contenu en cuivre de différentes roches de la croute terrestre (Navel, 2005).

Tableau 2 : Contenu en cuivre (mg.kg™) de différentes roches de la croute terrestre (Kabata-
Pendias & Pendias 1992).

Roches magmatiques Roches sédimentaires

Types de roches
Basiques | Intermédiaires | Acides | Argilo-sableuses | Grés | Carbonate

Cu (mg.kg-1) 60-120 15-80 10-30 40 5-30 2-10

1-2-2- Les sources anthropiques

Le cuivre est présent dans les minerais sous forme de sulfures (e.g. la chalcopyrite
(CuFe,S), la bornite (CusFeSy)), et sous forme d’oxyde (e.g. cuprite (Cu,O), malachite
(Cux(COy)), azurite (Cuz(CO3),(OH)y)). Lors de son excavation, des sous-produits tels que le
dioxyde de soufre sont relargués et transformés en acide sulfurique. La transformation engage
donc une succession de réactions chimiques qui peuvent fortement polluer le sol localement
en cuivre et en acide. La contribution anthropique aux teneurs en cuivre dans les sols
agricoles est d’origine diverse. Les apports sont principalement liés a des ajouts locaux
effectués par I’agriculteur, voir liés a des apports aériens diffus involontaires provenant de
parcelles voisines ou plus lointaines. Sauf exception, il s’agit d’apports de fongicides en
viticulture et arboriculture. lls peuvent également provenir d’apports de dégradation des
végétaux contaminés par I’activité humaine, et ces apports peuvent se faire directement par
I’agriculteur, ou indirectement par ’activité éolienne ou par ruissellement. L’activité humaine
est donc plutdt une source de contamination des sols. Toutefois, Juste et al. (1995) ont montré
que les pratiques agricoles par rapport au cuivre peuvent fonctionner en puits de
contamination. En effet, 1’épandage des boues d’épuration permet une redistribution de
certains éléments nutritifs tels que le phosphate et I’azote, ainsi que d’oligo-éléments (Cu, Mn

et Zn) mais aussi d’autres éléments en trace métalliques (Cd, Cr, Ni, Hg, Pb).
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Figure 1 : Sources du cuivre dans le sol (Soes,2009).

1-3- Comportement du cuivre dans le sol
Dans le sol, le cuivre peut étre :

e Inclus dans les réseaux cristallins des minéraux primaires (c'est-a-dire hérités de la
roche mére mais non altérées) et des constituants secondaires (issus de 1’altération
pédogéochimique).

e Incorporé dans les étres vivants : les organismes végétaux et animaux morts ou
vivants, restitués dans la solution de sol, lors de leur minéralisation, ainsi que les
micro-organismes.

e Associé sous une forme plus ou moins échangeable (cation ou anion), a des surfaces
réactives du sol tel que les argiles, les oxydes de Fer ou la matiére organique.

e Présent sous une forme soluble ou colloidale potentiellement mobile ( Navel,2011) .
Le comportement du cuivre dans le sol dépend de nombreux facteurs : le potentiel

hydrogene (pH), le potentiel redox, la capacité d’échange cationique (CEC), le type, la
distribution et la vitesse de décomposition des matiéres organiques (MO), la présence
d’oxydes, les proportions d’argiles, de limons, de sables, en plus les conditions climatiques et

le type de végétation (Adriano, 1986 ; Dameron et Howe, 1998).



Le cuivre forme des liaisons avec les composants du sol plus fortes que les autres
cations divalents et la distribution du cuivre dans la solution de sol est moins affectée par le
pH que celle des autres métaux (Adriano, 1986 ; ATSDR, 1990 ; Kabata-Pendias et Pendias,
1992 ; Baker et Senft, 1995). Néanmoins, les grandes tendances suivantes peuvent étre mises
en évidence : le cuivre est plus soluble et plus mobile a des pH inférieurs a 5 (Adriano, 1986)
; I’adsorption du cuivre par les sols est en général le processus dominant a pH entre 5et 6 ; a
pH supérieur a 6, la précipitation devient la réaction prépondérante (ATSDR, 1990) ; au-dela
du pH 7, le cuivre n’est pratiquement plus mobile (Adriano, 1986).

Dans les sols, le cuivre se fixe préférentiellement sur la matiére organique (cela
concerne de 25 & 50 % du cuivre), les oxydes de fer, de manganése, les carbonates et les
argiles minéralogiques. De fait, la plus grande partie du cuivre reste fortement adsorbée dans
les quelques centimetres supeérieurs du sol, spécialement sur les matiéres organiques
présentes. Le cuivre migre donc peu en profondeur, sauf dans des conditions particulieres de
drainage ou en milieu trés acide (Adriano, 1986 ; ATSDR, 1990 ; Juste, 1995 ; Dameron et
Howe, 1998 ; Juste et al., 1995 ; HSDB, 2002). Par exemple, une mobilisation significative
du cuivre ne se produit qu’aprés une lixiviation prolongée a un pH inférieur a 3 (HSDB,
2002). Inversement, la formation de complexes avec la matiere organique augmente pour des
pH supérieurs a 7, a cause de la plus grande solubilité de la matiére organique du sol aux pH
élevés (Adriano, 1986).

La spéciation chimique de cet élément permet de comprendre le devenir des métaux
dans le sol. Le cuivre dans les sols est présent en solution ou plus ou moins liés aux surfaces
solides suivant leur spéciation. Il interagit avec les composés organiques et inorganiques du
sol, par des mécanismes de transformation chimique (sorption, complexation, précipitation,
réaction d’oxydoréduction, échange cationique) ou activement contr6lés par les processus
biologiques. Pour ces derniers, on peut citer la bioaccumulation ainsi que les réactions de
méthylation/déméthylation (Bolan et al., 2010). Il existe plusieurs types de mécanismes
impliqués dans la rétention et I’interaction de 1’élément avec les constituants du sol, tel que
I’adsorption sur la matrice solide, I’absorption, la formation d’hydroxydes, de complexes avec

les ligands, 1’échange ionique en présence de solutions salines.

1-4- Biodisponibilité du cuivre dans le sol
La biodisponibilité correspond au prélevement (aboutissant a une accumulation ou a
un effet) d’un composé par un organisme donné pendant une période de temps fixée a partir

d’une unité de masse de sol impliquée (Harmsen et al. 2005). Une définition conceptuelle de



la biodisponibilité a étée donnée dans la norme ISO/DIS 11074 (in Lanno et al. 2004) : «la
biodisponibilité représente le degré par lequel des substances chimiques présentes dans le sol
peuvent étre absorbées ou métabolisées par un récepteur humain ou écologique, ou peuvent
étre disponibles pour une interaction avec des systemes biologiques ». D’aprés cette norme,
trois composantes peuvent étre décrites :

e La fraction du contaminant du sol qui est potentiellement disponible pour des
organismes cibles et qui résulte de processus purement physico-chimiques : il s’agit de
la disponibilité environnementale ;

e La fraction du contaminant disponible pour [’absorption par un mécanisme
physiologique par I’organisme cible : elle représente la biodisponibilité
environnementale ;

e L’accumulation et/ou I’effet du contaminant dans 1’organisme : cette derniére

correspond a la biodisponibilité toxicologique.
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Figure 2 : Concepts de biodisponibilité (ISO/DI1S17402 cité par Lanno et al. 2004)



1-6- Impact du cuivre dans le sol

L’ impact d’un métal, tel le cuivre, dans les sols et particuliérement sa toxicité sur les
organismes vivants dépend de sa spéciation dans le milieu. Cependant, la réponse des
organismes (individus ou populations) ne sont pas forcément affectées par la concentration
totale du métal dans le sol, mais par la fraction qui est biologiquement disponible sur un
temps donné en fonction des conditions particuliéres du sol (Harmsen et al. 2005). La
détermination de la fraction biodisponible du métal dans le sol est une étape nécessaire pour
déterminer les risques écotoxicologiques pour les organismes vivants qui y vivent.

Pour le cuivre, il est largement reconnu que sa toxicité varie avec les especes presentes
dans I’ordre décroissant suivant la forme libre Cu?* la plus toxique, les hydroxydes
Cu(OH)*/Cu(OH),, le carbonate de cuivre (CuCO3, CuHCO;", Cu(COs),*) et les complexes
chlorés (CuCly) les moins toxiques. A de tres faibles doses, le cuivre est un élément
indispensable a la vie, par son action sur le renforcement du meétabolisme des étres vivants.

Toutefois son ingestion chronique peut étre fatale a des doses peu élevées(Navel,2011).

2- Les Lombriciens (Ingénieurs des écosystemes)

2-1- Biologie des vers de terre

2-1-1- Morphologie

Les vers de terre sont des Annélides, dont le corps tres extensible est constitué par plusieurs
segments. L'extrémité antérieure est pointue et I'extrémité postérieure est Iégerement aplatie.
La pigmentation dorsale est plus foncée que la face ventrale (fig. 3). Le vaisseau sanguin
dorsal est visible au travers la surface supérieure de la peau (Carion, 2012).

Tumescence Qitellum

stale (T6)
Prostomium (m)gh/ r'é‘—\

::". ":-"‘J:

Péristomium Tubercules de la o v
(premver segrment) o e puberté (TP) Soles
Périprocte g

Figure 3: Schéma caractérisant la morphologie de ver de terre (UMR ECOBIO, 2012)
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La taille des vers est difficile a estimer, car leur longueur peut varier du simple au
double, et pour une méme espéce étre influencée par le pH ou I’humidité du sol (Bachelier,
1963). Elle varie de quelques millimeétres a 3 métres comme certaines especes d’Amérique du
Sud et d’ Australie (Razafindrakoto, 2013)

La couleur du corps des lombrics est variée. Les genres Lumbricus, Eisenia et
Dendrobaena qui vivent au milieu des litieres en décomposition sont de couleur rouge. Les
Allolobophora et Octolasium qui vivent moins en surface et ingerent davantage de matiéres
minérales sont de couleur gris a gris bleuté (Bachelier, 1963). Les vers des régions
relativement seches sont souvent aussi de couleur plus sombre que les vers des régions
humides (Bachelier, 1978).

Les vers possédent des soies peu nombreuses, de forme peu variée et implantées
directement dans les téguments en 8 rangées groupées deux a deux (fig. 4). Chez quelques
oligochétes supérieurs de la famille des Megascolecidae, ces soies sont multipliées et forment
au milieu des segments une ceinture presque complete (Bachelier, 1963).

Disposition lombricienne O.spo;.l,lon pericheticnne

Figure 4: Disposition des soies chez les vers de terre (Bachelier, 1963).

2-1-2- Anatomie des vers de terre
D’aprés Lavelle et Spain (2001), les vers de terre sont des animaux qui appartiennent a

la macrofaune du sol. Ils se distinguent par une anatomie allongée et circulaire. Leurs corps
sont constitués par une série de nombreux anneaux successifs appelés métaméres (de 60 a
200), Lesquels ont tous une anatomie a peu pres semblable et se répétant régulierement. Selon
les coupes longitudinale (fig. 4) et transversale (fig. 5), on peut observer les organes suivants :

e L’épiderme, la partie supérieure de la peau des vers ;

e La cavité générale du corps, partie plus ou moins vide des vers ;

e La cavité buccale, qui représente 1’entrée du tube digestif ;

e Le pharynx, est partie de tube digestif du ver de terre située apres la bouche ;

e Le geésier, la poche servant d'estomac pour les vers ;
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L’cesophage, partie du tube digestif situé entre le pharynx et le jabot ;

Le jabot, est un renflement de I'cesophage ;

L’intestin, la derniere partie du tube digestif ;

La chaine nerveuse ventrale, constituée par 1’ensemble des nerfs ;

Les réceptacles séminaux, des poches relatives a la semence des vers ;

Les vaisseaux sanguins dorsal et ventral, permettant le transport du sang ;
Les néphridies, organe jouant le role des reins chez les vers ;

Le vaisseau sanguin dorsal, transportant le sang ;

Les vésicules seminales, petits organes creux relatifs a la semence des vers ;
Le cceur latéral, organe du pompage sanguin des vers ;

Les ganglions cérébroides, correspondant au cerveau chez les vers.

Les muscles longitudinaux, tissus qui leur permettent d’avoir le sens de la longueur ;

Les muscles circulaires, tissu ayant une forme circulaire ;

ganglions cérébroides cavite buccale

pharynx

chaine nerveuse ventral
oesophage

réceplacle séminal
coeur latéral

vaisseau sanguin ventral

vésicules séminales - néphridie

jabot

/aisseau sanguin dorsal

gésier

Figure 5: Anatomie interne du ver de terre (Carion, 2012).
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vaisseau muscle
épiderme  sanguin dorsal longitudinal

muscle
circulaire

néphridie intestin
chaine vaisseau

nerveuse ventrale sanguin ventral

soie cavité générale

Figure 6: Coupe anatomie interne transversale du ver de terre (Carion, 2012).

2-1-3- Reproduction

Les lombrics sont hermaphrodites, ils possédent aussi bien des organes males que des
organes femelles. La reproduction nécessite néanmoins 1’accouplement de deux individus.
L’autofécondation a été rarement observée. Les vers préts a s’accoupler gagnent la surface du
sol durant la nuit ou au crépuscule pour chercher un partenaire (Strassle, 2011). Les vers se
reproduis en mieux au printemps et en automne, si les conditions de température et d'humidité
dans le sol sont favorables (Herger, 2003 ; Vigot et Cluzeau 2014 in Kemassi, 2015). Aprés
I’accouplement les vers se séparent et le clitellum de chaque ver secréte un tube muqueux,
puis un cocon que le ver fait glisser vers I’avant. Les deux ovaires, émettent des ovules libérés
dans le cocon par les orifices génitaux femelles. Lorsque le cocon passe devant les orifices
des réceptacles séminaux, le sperme libéré fertilise les ovules. La fécondation s’opere alors
dans le cocon, c’est une fécondation externe, pendant la croissance embryonnaire, le cocon
protége les ceufs et contient les réserves nutritives. Quand les embryons ont consommé toute
la matiére nutritive, ils occupent la totalité du cocon et sont préts a sortir par une des
extrémités, les petits sortent de leurs cocons apres une période de 3 semaines a 5 mois

environ.
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2-2- Catégories écologiques
Les travaux de Bouché (1971) et de Lavelle (1981) ont permis de regrouper les
différentes espéces de vers en trois catégories principales : les especes épigées, anéciques, et

endogees.

e Les épigés : (Bouché, 1977 ; Lee, 1985) sont de petite taille (10 a 30 mm) et vivent
généralement au niveau de la litiére et dans les matieres organiques en decomposition.
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 1’'usage de produits
phytosanitaires. Les vers de terre épigés jouent un réle important dans le recyclage de
la matiere organique.

e 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 1’ingestion
du sol et de I’enfouissement de la matiére organique, ils assurent un mélange intime de
la matiere organique et de la fraction minérale des différents horizons du sol. Ces
especes, 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.

e Les endogés : (Bouché, 1977) sont de taille variable (1 a 20 cm). Ils 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 : poly-, meéso-, et oligo-humiques. Les endoges qui ingerent le sol le plus
pauvre en matiere organique sont des oligo-humiques. Ils ont été couramment
observés pres des racines.

Cette classification a été réalisée sur des criteres physiologiques, morphologiques et
écologiques (répartition selon la profondeur du sol, I'alimentation, la pression des prédateurs,

la mobilité superficielle, la taille, la longévité et la résistance a la sécheresse). Cette
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classification a également été basée sur les stratégies "r" et "K" proposées par Mac Arthur et
Wilson (1967) :
e lastratégie r correspond a une production précoce d'un grand nombre de jeunes
et a une mortalité élevée. Il s’agit d’une adaptation a des habitats perturbés.
e la stratégie K est basée sur une durée de vie plus longue, et une reproduction
rare et tardive. Les conditions de vie sont plus favorables avec des

approvisionnements réguliers en ressources et des habitats peu perturbés.
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Figure 7 : les trois catégories écologiques de vers de terre (INRA,2013).

2-3- Cycle de vie et stratégies de survie

D’une fagon générale, 1’éclosion des cocons donne un a plusieurs vers de petites
tailles, c’est le stade « juvénile ». Ces vers juvéniles vont progressivement acquérir des
caracteres sexuels secondaires externes liés a 1’accouplement comme le puberculum ou les
pores sexuels ; ils seront alors au « stade sub-adulte ». Le clitellum, organe lié au processus de
ponte, va ensuite se former et permet au ver de devenir sexuellement mature pour pouvoir se
reproduire a son tour, ils seront cette fois-ci au stade « adulte ». Le temps de maturation et la
durée de vie des vers de terre varient selon 1’espéce, le biotope et des conditions dans
lesquelles ils vivent (RAZAFINDRAKOTO, 2013).
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Chacune des catégories écologiques posséde une stratégie de survie différente (tableau
3). Les épigés ont une durée de vie tres courte (moins de six mois), un développement rapide,
ils présentent une forte prolificité et passent les périodes défavorables sous forme de cocon. A
I’inverse, endogés et anéciques, bien moins prolifiques ont un temps de génération plus long
(surtout les anéciques), et une durée de vie beaucoup plus importante (jusqu’a dix ans). Ces
derniers lorsque les conditions sont difficiles s’enfoncent dans le sol et rentrent en diapause
ou en quiescence. Globalement, le printemps correspond a la période de ponte et ’automne au

développement des juvéniles (Pelosi et al., 2009).

Tableau 3: Stratégie de survie des différentes catégories ecologiques (Cluzeau D.,com.pers.)
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2-4- Role des vers de terre dans le sol
Les vers de terre sont appelés les « ingénieurs de I'écosystéme » (Jones et al., 1994).
Ce concept s’applique particulierement bien aux lombriciens qui modifient les composantes
physiques (via leurs effets sur la porosité et 1’agrégation du sol) et organiques (via leurs effets
sur la minéralisation) dans un sens qui améliore les conditions d’alimentation des cultures.
Selon Albain (2002) et Peres (2003), les principaux réles des vers de terre dans le sol
sont :

e Aération, drainage et résistance a l’érosion du sol (fertilité physique) :
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Les galeries creusées par les vers constituent des voies préférenticlles d’écoulement des
eaux, ce qui favorise le drainage et limite la déstructuration du sol. De plus, la stabilité
structurale du sol est renforcée en surface par le dépdt de déjections « turricules » dont
la composition physique et chimique assure une forte cohésion particulaire. Les pores
permettent aussi une bonne diffusion des gaz au sein du sol et assurent leur disponibilité
pour la faune et la flore.

e Enrichissement en éléments essentiels et biodisponibilité (fertilité chimique) :
Les produits issus de la métabolisation de la MO sont en grande partie excrétés sous
forme de mucus, d’urine ou de féces. Ces émissions constituent des microsites
particuliers, a la surface du sol et au sein méme des galeries, qui présentent un
enrichissement en carbone, en azote et autres nutriments (phosphate, potassium,
magnésium, ammonium, etc.) directement assimilables par les racines des végétaux.

e Induction de I’activité des micro-organisme (fertilité biologique) :
Ces structures micrositiques représentent aussi une source nutritive pour les
communautés microbiennes qui s’y développent et favorisent ainsi le développement

des micro-écosystemes localisés.

2-5- Bioindication de la qualité des sols

En plus de leurs rdles dans le sol, les vers de terre sont de bons candidats pour la
détermination de la qualité des sols (Drobne, 1997, Cortet et al., 1999, Lanno et al., 2004, Van
Zwieten et al., 2004, Eijsackers et al., 2005, Snyman et al., 2009). Dans le sol, ces organismes
invertébrés sont en contact direct et constant avec les différents constituants du sol. lls
peuvent étre contaminés par des éléments exogenes suite a une exposition cutanée ou par
ingestion (Vijver et al., 2003). La surface externe est trés vascularisée, ce qui permet une
entrée directe des contaminants présents dans le milieu. Son mode alimentaire fournit
également une autre porte d'entrée de ces éléments via l'ingestion de particules de sol (Lanno
et al., 2004). Plusieurs études ont démontré que les vers bioaccumulent et bioconcentrent les
contaminants (Hopkin, 1989). Ces derniers peuvent alors étre distribués vers des niveaux
trophiques supérieurs via les chaines alimentaires (Cooke et al., 1992 ; Edwards et Bohlen,
1992). De plus, des modifications chimiques peuvent survenir dans le tractus alimentaire du
ver pouvant rendre les contaminants plus disponibles pour les plantes. La décomposition et la
minéralisation de vers morts peuvent aussi entrainer un relargage des contaminants
bioaccumulés dans le sol (Ireland, 1983). La reproduction du ver de terre peut aussi étre

altérée par la présence d'un stress dans son environnement (Morgan et al., 1999). Tous ces
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criteres font des vers de terre de bon bioindicateurs de la contamination des écosystémes

terrestres (Morgan et Morgan, 1988 ; Dallinger, 1994). De plus, les vers de terre sont

reconnus comme étant des outils de biosurveillance efficaces (Ribera et St-Denis, 1999), en

particulier pour mesurer les effets des métaux (Morgan et Morgan, 1988; Edwards et Bohlen,
1992; Dallinger, 1994), des pesticides, des HAPs (Edwards et Bohlen, 1992; Booth et al.,
2000) et des explosifs (Robidoux et al., 2005).

Selon Bouché (1972), Bachelier (1978) et Lee (1985), les nombreux avantages

permettant 1’utilisation des vers de terre dans la bioindication et la biosurveillance de la

qualité des sols sont :

Une bonne représentativité : ils vivent en permanence dans le sol et constituent la
partie la plus importante (60 a 80 % en biomasse). Toutes les fonctions vitales, telles
que I’alimentation, la respiration, la reproduction et 1’excrétion se produisent dans le
sol, a I’exception de vers épigés, qui vivent a la surface du sol (dans la litiére).

Une large répartition geographique : ils colonisent tous les sols et sous différents
climats. Une grande partie des especes est cosmopolite, permet la constitution d’une
vaste base de données et la comparaison d’études réalisées sur différents sites, au
niveau local comme international.

Une intégration rapide des variations des conditions de milieu : ces organismes
peuvent réagir directement aux polluants. Leur grande sensibilité aux facteurs
environnementaux et la trés grande spécificité de certaines espéces dans leurs
préférences et tolérances écologiques renseigne sur un grand nombre de parametres
physico-chimiques des sols. De plus, leurs mouvements (horizontal et vertical) dans le
sol permettent d’obtenir, a la différence des analyses physicochimiques, une mesure
intégrée dans le temps des variations de la qualité du milieu.

Des facilités d'échantillonnage et de conservation des prélévements : ils ont une
constitution corporelle relativement constante. Leur durée de vie est assez longue
(jusqu’a 10 ans). In situ, ils sont disponibles presque toute I’année. Leur taille et leur
masse facilitent leur capture sur le terrain et sont assez robustes pour étre élevés au
laboratoire et subir des manipulations. Dans le cas ou il y a absence de vers
autochtones dans le sol, 1’apport de vers allochtones se fait sans aucun impact sur
ceux-ci. Cependant, les vers allochtones refléetent mieux les changements de qualité
des sols qui composent leur environnement que les espéces exotiques a priori plus

compétitives.
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Tous ces critéres font par conséquent des vers de terre d’excellent bio-intégrateurs de
la qualité des milieux édaphiques. Ils peuvent donc étre utilisés lors de travaux en laboratoire
que lors d'expérimentations in situ. Sur le terrain, on utilise des mésocosmes afin de permettre
aux vers d'évoluer dans les milieux naturels tout en étant récupérables a la fin de I'expérience
pour des analyses (Robidoux et al. 2004b, Robidoux et al. 2005). Au laboratoire, ils
constituent une bonne alternative a l'utilisation de mammiferes dans les études de toxicité.
(El-Hadef EI-Okki,2016)
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Chapitre 2

Matériel et méthodes



1- Matériel utilisé
Dans le cadre des expérimentations réalisées, nous avons utilisé le matériel suivant :

1-1- Matériel biologique
Le taxon Aporrectodea trapezoides Duges, 1826 a été utilisé pour les différents tests.
Il fait partie de la famille des Lumbricidae (Rafinesque-Schmaltz, 1815) :
Regne : Animalia
Embranchement : Annelidae
Classe : Oligochaeta
Sous-Classe : Diplotesticulata
Super-Ordre : Megadrili
Ordre : Opisthopora
Sous-Ordre : Lumbricina
Famille : Lumbricidae
Genre : Aporrectodea

Espéce : A. trapezoides (Duges, 1826)

Figure 8 : Le taxon A. trapezoides (Duges 1826).
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Ce taxon appartient a la catégorie des endogeés, endogés « anécique » selon (Bouche,
1984), endogés polyhumique selon James (2000) et épi-endogés selon Winsome et al., (2006)
et Blakemore (2008). Il est rencontré dans les 15 premiers centimétres du sol (prés de la
surface).

A. trapezoides est une espéce de taille moyenne a grande, 45 & 160 mm de longueur et
0,5 & 3,5 g de biomasse pour les vers adultes (EI-Hadef EI-Okki, 2016). Selon Bouché (1972),
cette espece présente un caractere eubiotique peuplant les milieux dont le C/N < 13. Elle est
rencontrée dans les jardins, les champs cultivés, les foréts, les sols de divers types, les rives de
cours d'eau, et occasionnellement les sols sableux dans les oasis (Blakemore, 2008). En effet,
cette espéce est raisonnablement tolérante a la sécheresse (Fernandez, 2010). Son aire de
répartition originaire correspond au Paléarctique, est actuellement distribué a travers les cing
continents (espece cosmopolite). Son introduction est due a la diffusion de pratiques agricoles
européennes et l'utilisation généralisée de ce ver de terre comme appats pour la péche
(Blakemore, 2008). En 1948, Omodeo décrit déja ce taxon comme le ver le plus commun
dans le monde.

Au niveau méditerranéen, ce taxon domine le peuplement lombriciens a la fois en
biomasse et en nombre d’individus (Omodeo et al., 2003). En plus, il est souvent le seul
représentant des vers de terre dans ces sols en raison de sa capacité a s'adapter a des
conditions environnementales extrémes (Fernandez, 2012). En Algérie, ce taxon est aussi le
plus abondant et parfois méme constitue le seul représentant de cette faune dans le sol (El-
Hadef EI-Okki, 2016).

Les vers du taxon A. trapezoides ont été récoltés dans la méme région que les sols
(commune de Didouche Mourad). lls ont été maintenus en vie dans des bacs en plastiques
jusqu’a leur utilisation. Avant chaque test, les vers adultes (présence de clitellum) sont
prélevés de leurs bacs. Ils ont été rincés a l'eau distillée, puis égouttés sur un papier filtre. Afin
de vider leur tube digestif, les vers ont été placés individuellement dans des boites de Pétri
munies de papier filtre imbibé d’ecau distillée. Les boites sont conservées a I’obscurité pendant
24 heures. Apres cette période, les vers sont retirés de leurs boites et sont aussitot pesés
séparément (biomasse fraiche initiale : B;). Les vers sont ainsi préts a intégrer les différentes

batteries de tests.
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Figure 9: Préparation des vers récoltés pour les différents tests.

1-2- Le composé chimique

Le sulfate de cuivre est un composé chimique ionique. La formule brute du sulfate de
cuivre est CuSO,, composé d'ions sulfates (SO,%) et d'ions cuivre Il (Cu®). 1l est souvent
commercialisé sous forme anhydre, mais également sous certaines formes hydratées. Sous sa
forme anhydre, il est blanc et hygroscopique. Au contact de I'eau, il bleuit. Le sulfate de
cuivre est un produit toxique qu'il faut manipuler avec précaution. Il peut causer des graves
intoxications mais il est aussi irritant en cas de contact avec la peau.

En agriculture, le sulfate de cuivre est utilisé pour ses propriétés antifongiques. Il entre
dans la composition de plusieurs bouillies, dont la plus connue est la bouillie bordelaise. Cette
derniére représente un vieux fongicide couramment utilisé pour combattre le mildiou (maladie
fongique des vignes). Elle est fabriquée en neutralisant du sulfate de cuivre avec de la chaux.
Son fonctionnement réside sur le fait que les ions cuivre présents dans le produit vont bloquer
la germination des champignons en altérant les enzymes présents dans leurs spores. Il faut
donc utiliser la bouillie bordelaise de maniére préventive, avant que la maladie ne se
développe. L’application de la bouillie bordelaise se fait directement sur les feuilles des

plantes concernées, une a plusieurs fois durant I’année.
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Dans cette étude, le sulfate de cuivre est utilisé sous sa forme hydratée liée a cinq (5)
molécules d'eau, appelé pentahydrate (fig. 10). La coloration bleue de ce compose est due a la

présence d'ions cuivre. Les principales caractéristiques sont résumées dans le tableau 4.

Figure 10 : sulfate de cuivre pentahydraté CuSO4 5H,0

Tableau 4: caractéristiques du sulfate de cuivre pentahydrate.

Nom Sulfate de cuivre pentahydrate
Formule CuSQy4,5H,0
Apparence Poudre bleue
Masse molaire 249,6 g.mol™
Température de fusion 110°C
Solubilité 317¢g.L"
Masse volumique 2,3g.cm™

1-3- Le sol

Pour les différents tests, le sol utilisé est prélevé a la surface (horizon superficiel : 10—
30 cm) dans la région de Didouche Mourad. Il s’agit d’un sol naturel non influencé par
I’activité humaine. La préparation du sol prélevé est réalisée selon la norme I1SO-11464 (I1SO.,
2006) suivant les cinq étapes illustrées dans la figure 11.
e En premier lieu, les grosses mottes de terre ont été brisées manuellement ;
e Le sol est ensuite sécheé sur du papier kraft a I’air libre pendant 7 jours ;
e Les petites pierres et les debris végétaux ont été retirés et les agrégats réduits a I’aide
d’un mortier ;
e Le sol est tamisé a travers un tamis a mailles de 4 mm afin d’¢liminer les gros
éléments et les débris vegétaux et obtenir ainsi une fraction homogene ;
e Enfin, les sols ont été conservés dans un bac en plastique fermé hermétiqguement a la

température ambiante jusqu'a leurs utilisations.
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Figure 11 : Préparation des sols pour les tests de toxicité et d’évitement.

Les analyses physicochimiques réalisees sur ce sol sont

le pH : il est déterminé a I’aide d’un pH-metre - Nahita 903 (Annexe 1) selon la
norme NF X 31-103 (AFNOR, 1998). Le rapport pondéro-volumique sol/eau est de
1/2,5. La prise d’essai est de 10 g de sol.

La conductivité électrique (CE) : elle est déterminée a 1’aide d’un conductimétre -
WTW/Multi 3420 (Annexe 1) selon la norme 1SO-11265 (ISO., 1994). Le rapport
pondéro-volumique sol/eau est de 1/5. La prise d’essai est de 10 g de sol. Le résultat
est exprimé en mS.m™.

Le calcaire total (CT) : il est déterminé a I’aide du calcimétre de Bernard (Annexe 1)
selon la norme 1SO-10963 (I1SO, 1995a). La prise d’essai est de 0,5 g de sol. La teneur
en calcaire total est exprimée en %.

Selon les résultats obtenus, il s’agit d’un sol a pH neutre (7,0 £ 0,1), non salin (0,42 +

0,01 mS.m™) et modérément calcaire (5,73 + 0,71 %).

1-4- Le terreau

Le terreau (support de culture NFU 44 551) est ajouté au sol comme apport nutritif

mis a la disposition des vers de terre durant la période des tests. Il est composé d’un mélange

de tourbe blonde de sphaigne et de tourbe brune. Il est enrichi en engrais composés NPK (14-

10-18). Ce terreau est de provenance des Pays-Bas (Ferm O Feed) commercialisé en Algerie

sous le nom « Fertiplus » dont les caractéristiques physico-chimiques sont données dans le

tableau suivant :
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Tableau 5: Caractéristiques physico-chimiques du terreau Fertiplus de Ferm O Feed.

Parameétres Valeurs

pH 52a6,2
Matiére séche 30240 %
Conductivité électrique 10 a 65 mS/m
Capacité de rétention d’eau 500 a 780 ml/I
Matiere organique 552490 %

1-5- Les supports
Les supports utilisés ( annexe 3) dans les différents tests sont :

a- Les pots en polychlorure de vinyle, de forme cylindrique, de taille moyenne (20 cm
d’hauteur et 8 cm de diamétre).

b- Les boites de pétri en polystyrene cristal, stérile, de diamétre 90 mm.

c- Les containers cylindriques en acier galvanisé, de 10 cm de hauteur et 28 cm de
diametre. Chaque cylindre est partagé en six compartiments triangulaires reliés a une
chambre centrale. L’ensemble est muni de trous dans la base (d’environ 1 cm? de
dimension) permettant au vers de terre de circuler librement entre les différents

compartiments.

2- Tests de toxicité et d’évitement

Afin de mieux identifier et quantifier ’influence du sulfate de cuivre sur les vers de
terre, il est nécessaire de réaliser des expérimentations dans des conditions de laboratoire.
L’usage de ces systémes dits « contrlés » permet de s’affranchir des variations des
conditions biotiques et abiotiques du milieu naturel et de comparer les effets du composé testé
sur les individus misent en expérience. Les vers et le sulfate de cuivre constituent alors les
seuls facteurs variants entre ces systemes.

Les tests réalisés comprennent 3 types d’essais : un essai de toxicité aigué dans le sol
(Essai 1), un essai de toxicité par contact sur papier filtre (Essai 2) , et un test d’évitement

dans des cylindres compartimentés (Essai 3).
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2-1- Tests de toxicité aigue

En fonction du type de support et de la durée, deux tests ont été réalisés :

2-1-1- Test de toxicité aigiie dans le sol

Le test de toxicité dans le sol est basé¢ sur la directive n° 207 de 1’Organisation de
Coopération et de Développement Economiques (OECD., 1984). Ce test a pour objectif de
déterminer la dose létale médiane (DLso) et 1’évaluation de 1’effet de la présence du sulfate de
cuivre sur la croissance des vers de terre durant la période du test (14 jours). Dans notre cas,
le sol artificiel a été remplacé par un sol naturel (R6mbke et al., 2006) et le taxon Eisenia
fetida par A. trapezoides.

Dans chaque pot de culture, environ 1 kg du mélange sol-terreau sont préparé avec les
proportions respectives 85 % et 15 %. Des quantités croissantes de sulfate de cuivre (sous
forme de poudre) ont été bien mélangées au sol. Par la suite, les sols sont ré humidifié avec de
I’eau distillée jusqu’a 80 % de leurs capacités maximales de rétention.

Au début du test, les vers adultes d’A. trapezoides sont pesés séparément. lls sont
ensuite introduits délicatement dans le sol de fagcon a obtenir un contact intime avec
I’échantillon. Les pots sont ensuite recouverts a I’aide d’un tissu perforé assurant une bonne
aération et évitant la fuite des vers de terre. Les pots sont incubés dans les conditions de
laboratoire durant 14 jours (durée du test).

Les observations ont été réalisées aprées 24 heures (J;1), sept jours (J7) et a la fin du test
(quatorze jours, Ji4). Chaque fois, les pots sont vidés de leur sol et les vers sont séparés
délicatement du sol ce qui permet de constater les différents changements morphologiques,
comportementaux et aussi de déterminer la mortalité chez les vers testés. Les vers vivants sont
peses ensuite remis dans le sol et ceux morts sont retirés des pots.

Pour ce test, on a utilisé 5 doses croissantes du sulfate de cuivre pentahydrate (1, 10,
100, 1000 et 5000 ppm). Pour chaque dose, 3 répétitions ont été réalisées. En plus du témoin
(0 ppm) et de la dose appliquée au champ (6000 g/Ha), on dispose de 21 pots de culture (fig
12) répartis comme suit :

e 3 pots pour le controle (témoin),
e 15 pots pour 5 doses croissantes,
e 3 pots pour la dose au champ.

Le nombre total de vers utilisé est de 105 vers, a raison de 5 vers par pot.
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Durant 1’essai, il faut vérifier occasionnellement si le milieu conserve suffisamment

son humidité. S’il y a lieu, il faut réhydrater a I’aide d’une vaporisation d’eau distillée.

Témoins Doses croissantes Dose au champ

0000 ©
0000 ©
0000 ©

seal|d9y
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Figure 12 : Plan expérimentale du test de toxicité aigué dans le sol.
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2-1-2- Test de toxicité aigiie sur papier filtre

Le test a été réalisé selon la méme référence précédente (OECD., 1984). 1l s’agit d’un
test de contact dans lequel les vers de terre sont exposés directement au sulfate de suivre
pulvérisé sur un papier filtre. Tel que recommandé par Wang et al. (2012), les flacons ont été
remplacés par des boites de Pétri (fig. 13). Dans le cas de notre étude, cinq concentrations
croissantes ont été utilisé : 0,25;0,5;1;6; 12 mg de Cu/ cm2.

Dans les boites de Pétri, on place le papier filtre Whatman no 1. Ce papier est traité
préalablement avec la solution de la concentration correspondante de sulfate de cuivre puis ré-
humidification avec 2 ml d’eau distillé. Le méme volume d’eau distillée est ajouté dans les
boites servant de témoin (non contaminés). Trois réplicas ont été réalisés pour chaque

concentration, ce qui fait qu’on a utilisé 18 vers au total. La durée du test était de 48 heures.

Boite de pétri avec Doses croissante de sulfate de cuivre
papier filtre

seal|day




Figure 13 : Plan expérimentale du test de toxicité aigu sur papier filtre.

2-1-3- Mesures et observations
Il s’agit des phénomenes qui sont liés a la toxicité du sulfate de cuivre vis-a-vis du

taxon A. trapezoides : mortalité, diminution de la biomasse, ainsi que tous les symptémes

comportementaux ou pathologiques. Elles ont été effectuées en fonction de la durée du test,

i.e. au 1% jour, au 7° jour et au 14° jour pour le premier test (dans le sol), et aprés 24 heures et

48 heures pour le second test (sur papier filtre).

2- la biomasse : elle correspond au poids des vers a chaque étape d’observation.
Comparées a celles enregistrées dans les témoins, elles permettront de déterminer
I’effet de I’augmentation des doses du sulfate cuivre sur la biomasse des vers testés.

b- la mortalité : elle est évaluée en testant la réaction des vers 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. Les vers morts sont retirés et notés a chaque étape d’observation.

Les données de la mortalité enregistrée en fonction des concentrations permettent de

déterminer la dose létale médiane (DLsp).

3- les changements : d’ordre comportementaux ou pathologiques, peuvent étre observés
chez les vers testés durant les expérimentations, tels : des gonflements anormaux, des
gonflements accompagnés de saignement, 1’enroulement et des fragmentations, etc.

4- la dose/concentration létale médiane (DLso/ CLsp) : consigné dans la directive n° 207
de I’OCDE (1984), les données de la mortalité enregistrée en fonction des doses et des
concentrations permettent de déterminer la DLsy ou la CLso et leur intervalle de
confiance (2 95 %) a 7 et 14 jours pour le 1% essai (test dans le sol) et a 24 et 48 heures
pour le 2° essai(test sur papier filtre). Les valeurs de la DLsg ou la CLsg sont obtenues
par une équation de régression (théorique) en prenant en compte les Probits des
mortalités corrigées et la transformation logarithmique des doses/concentrations
(Litchfield et Wilcoxon, 1949). Les calculs et les représentations graphiques ont été
réalisés en utilisant le logiciel NCSS data analysis, version 2019 (NCSS Statistical
Software, USA).

2-2- Test d’évitement
Ce test a ete developpé en 1996 par Yeardley et al. (1996). En 2008, I’ISO a établi des
lignes directrices des tests d’évitement pour un rapide dépistage et 1’évaluation de la fonction

des sols et de I’influence des contaminants et des produits chimiques sur le comportement des
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vers de terre. Le test évalue I’influence des substances chimiques sur le comportement

d’évitement des vers de terre (Eisenia fetida) exposés pendant 2 jours a un échantillon de sol

naturel contaminé ou a des concentrations connues de substance d’essai mélangée a un sol
artificiel normalisé ou a un sol naturel.

Pour ce test, on a utilisé des containers comportant 6 chambres séparées les unes des
autres par des parois fixes munies d’ouverture d’environ 1 cm a la base afin de permettre aux
vers de terre de se déplacer librement entre les compartiments. Les chambres sont intercalées
vis-a-vis de la contamination du sol par les considéré (fig. 14). Les cloisons amovibles
permettant de séparer les différents compartiments. Pour le cylindre servant de contréle,
I’ensemble des chambres comporte des sols hon contaminés.

Pour le sulfate de cuivre, les mémes doses de sulfate de cuivre (c’est-a-dire 1, 10, 100,
1000 et 5000 ppm) que le test de toxicité dans le sol sont utilisées dans le test d’évitement.

Les vers adultes d’A. trapezoides sont introduits individuellement a partir de la
chambre centrale du cylindre a raison de 6 vers par cylindre. Le nombre total de vers utilisé
dans ce test est de 36 vers. Ensuite, les cloisons entre les 6 compartiments ont été retirées et le
couvercle a été placé au-dessus du cylindre pour éviter la fuite des vers. Les cylindres sont
placés dans un endroit bien aéré a température ambiante 22 + 2 °C. Aprés 48h, les couvercles
sont retirés et les cloisons amovibles ont été remises afin d’éviter le mouvement des vers de
terre entre les compartiments une nouvelle fois. Chaque compartiment est vidé séparément et
les vers sont séparés manuellement du substrat.

A lafin du test, différents mesures et observations ont été effectuées :

5- le dénombrement des vers : il consiste & compter les vers dans chaque compartiment
séparément. Si un vers est coupé par la partition (cloison amovible) et séparé entre
deux compartiments, on note 0,5 pour 1’un et 0,5 pour I’autre compartiment.

6- les changements : les différents changements observables sont notés individuellement.

7- la concentration efficace médiane (CExsp) : elle correspond a une adaptation de la
méthodologie standard pour le calcul de la CEsg aprés 48 heures d’expérimentation. Sa
valeur est calculée aussi par la méthode des Probits. Les données brutes (évitement)

sont initialement transformées selon 1’équation suivante :

Nyc — N
E% = ——— 100

T
Ou: E:évitement;
Nc : nombre de vers dans le sol contaminé ;
Nnc : nombre de vers dans le sol non contaminé ;
Nt : nombre total de vers introduit dans le bac (6vers).
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Apres transformation des résultats obtenus, cette analyse a été réalisée en utilisant le
logiciel NCSS data analysis, version 2019 (NCSS Statistical Software, USA).

NC & q NC | C
NC 4 NC |C
Témoin Dose 01 Dose 02

' NC| C
b NC (C
Dose 03 Dose 04 Dose 05

Figure 14 : Plan expérimentale du test d’évitement dans les cylindres compartimentés
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Chapitre 3

Reésultats et discussion



8-  Résultats des tests de toxicité aigue
9- Tests de toxicité dans le sol

10- Taux de mortalité

Aprés introduction des vers dans les milieux d’expérimentation préalablement préparer
par mélange manuelle de différentes doses de sulfate de cuivre au sol, on procéde au
dénombrement de la mortalité chez le taxon A. trapezoides a des intervalles de 1, 7 et 14

jours. Les résultats sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 6 : Résultats de la mortalité enregistrée chez vers testés.

Mortalité
Doses N | 1°jour | 7°jour | 14°jour cumulée

Nombre %
[Co] Oppm | 15| 0 0 0 0 0
[Ci] lppm|[ 15| © 0 2 2 13,33
[C2] 10ppm | 15| 0 2 3 5 33,33
[Ca] 100ppm | 15 | 0 2 3 5 33,33
[Cd] 1000 ppm | 15| O 1 13 14 | 93,33
[Cs] 5000 ppm | 15 | O 15 0 15 100

Aprées 24 heures, d’essai, nous n’avons pas enregistré de mortalité chez les vers testés.
Cependant, dés le 7° jour, elle est enregistrée chez les vers exposés aux doses allant de 10 a
5000 ppm de cuivre. Pour la dose 5000 ppm, la mortalité était maximale, tous les vers sont
morts. Apres 14 jours, nous avons enregistré une mortalité (2 vers) chez les vers exposés a la
plus faible dose soit 1 ppm. Pour les autres doses, le nombre de vers morts a augmenté jusqu’a
atteindre le nombre de 13 vers pour la dose 1000 ppm. A la fin du test, le nombre de vers
morts semblent augmenter avec de 1’augmentation des doses (tableau 6).

Concernant les vers exposés a la dose au champ (6000g de Cu/ha), nous n’avons pas
enregistré de mortalité durant les 14 jours du test.

Afin de mieux apprécier cette mortalité, une transformation logarithmique a été

réalisée sur les doses du cuivre (fig. 15). La projection des résultats obtenus montre une
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augmentation significative de la mortalité chez les vers testés en fonction des doses de cuivre

auxquelles ils sont exposeés.
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Figure 15 : Taux de mortalité chez les vers en fonction des doses de sulfate de cuivre.

11- Détermination de la DLso

La DLso a été déterminé au 7° et 14° jour d’expérimentation en utilisant le logiciel
NCSS version 2019. Pour cela, les valeurs de la mortalité observée ont été corrigées par la
méthode des probits. Les doses létales sont déterminées a partir des droites de régression
issues de la projection des données en fonction des doses de sulfate de cuivre (fig. 16).

L’analyse réalisée a permis de déterminer les valeurs des DLsy pour le taxon A.
trapezoides, qui sont de I’ordre de 2348,67 ppm de Cu (log CLso = 3,371 ; r2 = 0,612) au 7°
jour et I’ordre de 171,35 ppm (log CLso = 2,234 ; r2=0,872) a la fin du test. Les intervalles de
confiance (95 %) sont compris respectivement entre 26,5 a 989,4 ppm et 890,1 & 4676,3 ppm.
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Figure 16 : Courbe des probabilités de mortalités enregistrées a la fin du test en fonction des
doses de cuivre.

12- Effet du sulfate de cuivre sur les biomasses

Selon la figure 17, la biomasse lombricienne semblent diminuer pour I’ensemble des
doses de sulfate de cuivre méme pour le témoin. Aucune différence significative n’a été
décelée (p > 0,05). Cette diminution semble beaucoup plus étre liée a la durée du test. En

effet, I’analyse de variance effectué¢e révele un effet temps tres significative.
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Figure 17 : Evolution des biomasses individuelles moyennes des vers durant la période
d’expérience (14 jours).
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1-1-4- Observations du comportement des vers

Lors des manipulations, différents comportements des vers vis-a-vis des différentes
doses appliquées ont été observés (annexe 4).

Pour les plus faibles doses (1et 10 ppm de Cu), on a enregistré seulement un
ralentissement de 1’activité des vers au début du test par la suite ils ont repris leur rythme
d’activité normal.

A partir de la concentration de 100 ppm de Cu, les vers deviennent mous et réagissent
difficilement au stimulus mécanique. Nous enregistrons également des fractionnements et une
modification de la coloration de 1’épiderme des vers de terre qui deviennent alors rougeatre
avec I’apparition de gonflements a la fin du test.

Pour les concentrations les plus élevées, 1000 et 5000 ppm de Cu, les réactions des
vers étaient instantanées des leur contact avec le sol. Ils se mettent en boule et sécrétent du
mucus avant de s’enfoncer dans le sol. Les mémes symptomes que ceux observés chez les
vers de la dose 100 ppm (modification de la couleur, fragmentation, apparition de
gonflements et saignements) sont observables a partir du premier jour (24 heures apres). Ces
symptdmes s’accentuent de plus en plus avec le temps. Les vers exposés a la dose 5000 ppm
n’arrive pas a supportés cette dose et meurent au 7° jour. Pour la dose 1000 ppm, seule un seul
ver a survie a la fin du test mais il était tres faible et présentait différents symptémes (des
saignements et des Iésions).

Les vers exposes a la dose au champ ne présentaient aucun changement

comportemental ou physiologique durant toute la période du test (14 jours).
13- Test de toxicité sur papier filtre

1-2-1- Mortalité

Les résultats de cette expérience sont résumés dans le tableau 7. On observe une
réaction rapide due & un contact direct avec sulfate de cuivre et ceci dés les premiers moments
pour les concentrations les plus élevées (6 et 12 mg de Cu.cm™). Par conséquent, la mortalité
était maximale pour ces concentrations a la fin du test. Pour la dose de 1 mg de Cu.cm?, la
mortalité est supérieure a 50 %. Pour les autres doses, nous n’avons pas enregistré de

mortalité durant les 48 heures.
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Tableau 7 : Résultats de la mortalité enregistrée chez vers testés.

Concentrations Nombre N Taux de
(mg de Cu.cm’?) de Vers Mortalite mortalite
testés (%)
Témoin 3 0 0
! 3 2 66,67
6 3 3 100
12 3 3 100

1-2-2- Détermination de la CLs5o

La détermination de la CLs, est réalisée de la méme maniere que la DLso du test de
toxicité dans le sol. Ainsi, la CLsy aprés 48 heures d’incubation est de 0,95 mg de Cu.cm™
(log CLso =-0,021 ; r2=0,907) (fig. 18).

Dose-Response plot
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Figure 18 : Courbe des probabilités de mortalités enregistrées a la fin du test.

1-2-3- Observations du comportement des vers

Lors des différentes manipulations, on remarque différents symptémes chez les vers
testés (fig. 19). 11 s’agit de réponses sur le plan morphologique (apparition de gonflements et
de fragmentation), physiologique (sécrétion de mucus et saignement) et comportementales

(raidissement et baisse de D’activité). Pour la 2° dose, nous avons observé une sécrétion
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anormale de mucus suite a ’introduction des vers dans les boites de pétri au méme temps que
des mouvements d’agitation intense. Pour les doses 3 et 4, on note I’apparition de
gonflements et des saignements ainsi qu’un ralentissement de 1’activité des vers testés. Les
vers introduits dans les boites de pétri contenant la plus forte dose ont réagi de maniére
brusque dés le premier contact avec le sulfate de cuivre en produisant des mouvements
d’agitation pendant quelques minutes, suivi d’un raidissement total de leurs corps et enfin un

arrét définitif de leur mouvement.

2-Résultats du test d’évitement

Dans cet essai, les vers d’A. trapezoides (au nombre de 6 par cylindre) sont placés
dans la chambre centrale du cylindre. Ces vers peuvent migrer vers n’importe quel
compartiment (contaminé ou non contaminé) a travers les orifices situés a la base de celle-ci.
Aprés 48 heures, on procede au dénombrement de vers pars compartiment.

D’aprés les résultats du tableau 8, on peut constater que les sols contenant les doses les
plus élevées en Cu ont éte évités par les vers testés. Le nombre de vers dans les
compartiments non contaminés est plus grand que dans les sols contaminés, pour les doses
100 et 1000 ppm. Pour la dose 5000 ppm, nous avons dénombré seulement une partie du vers
dans les compartiments contaminés par le sulfate de cuivre.

Pour les doses 1 et 10 ppm, le nombre de vers est plus important dans le sol contaminé
que dans le sol non contaminé, ce qui montre que les vers peuvent supporter ces teneurs de
cuivre dans le sol.

Pour la concentration efficace médiane (CEsp), elle calculée par la méthode des probits
en utilisant le logiciel NCSS (version 2019). Apreés analyse, la CEs est de I’ordre de 91,004
ppm.

Durant toute la période du test (48 heures), nous n’avons pas enregistré de mortalité
chez I’ensemble des vers. Aucun changement comportemental ou physiologique n’a été

observé chez les vers testés.
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Tableau 8 : Résultats du dénombrement des vers dans les cylindres.

Compartiments
Doses Contaminés Non Contaminés (NC)
France

0 ppm 0 6

1 ppm 6 0

10 ppm S) 1
100 ppm 1,5 4,5

1000 ppm 1 5
5000 ppm 0,5 5,5

14-  Discussion

Pour I’essai de toxicité aigie, la DLso dans le sol était de 171,35 ppm de Cu apres 14
jours alors que la CLso par contact direct était de 0,95 mg de Cu.cm™. La comparaison des
deux résultats montre clairement que I’exposition dans 1’essai sur papier filtre est plus toxique
pour le taxon testé que I’exposition dans le sol. Des résultats semblables ont été enregistrés
pour d’autres taxons lombriciens (Callahan et al., 1985 et Neuhauser et al., 1985). Cependant,
le critere de contact n’a pas de valeur prédictive de la toxicité dans le sol.

Selon leur CLso, et en référence a la classification de Roberts et Doroug (1984), le
Cuivre s’avére trés toxique pour le taxon A.trapezoides .

Le cuivre dans le sol est plus toxique pour les vers de terre que les autres ETMs. Il
peut étre toxique, voir mortel, pour les vers de terre, a partir de 300 ppm pour Eisenia fetida
(Song et al., 2002) et 200 ppm pour Lumbriculus variegatus (O’Gara et al., 2004). Cette
toxicité est due en partie a I’incapacité de la plupart des tissus mous de synthétiser des ligands
se liant a cet élément (Morgan et Morgan, 1990). Pour Eisenia fetida, Bednarska et al. (2017)
ont démontré le cuivre diminuait les niveaux d’AchE a partir d’une concentration de 200 ppm
de Cu dans le sol. Une telle diminution pourrait avoir des effets néfastes sur plusieurs
comportements du ver de terre, tels que la locomotion, la coordination et la croissance. Une
liste des altérations physiologiques générales induites par une exposition au cuivre comprend :
des perturbations de I’équilibre osmotique, des anomalies métaboliques, le ralentissement de
la fréquence cardiaque (O’Gara et al., 2004).

Selon Neuhauser et al. (1985), van Gestel et al. (1992) et Spurgeon et al. (1994), les
vers sont plus sensibles au Cu, ce qui est le cas du taxon lombricien testé. Les vers exposes a
cet élément ont montré des signes de toxicité des les premiéres minutes d’exposition. Ces
signes sont d’ordre morphologique (sécrétion de mucus, gonflement, 1ésion et saignement) ou
comportemental (mouvement rapide, enroulement). Les vers mis en contact direct avec le

sulfate de cuivre (test sur papier filtre) montrent des mouvements accompagnés de sécrétions
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de mucus jaunatre, un mélange hétérogéne de coelomocytes, protéines, sels et fluide
ceelomique. Cette sécrétion était dépendante de la concentration de 1’¢1ément métallique dans
le milieu (Beeby, 1991). Elle représente donc une barriere qui protege I’épiderme contre les
dommages du fait que le mucus servira a chélater cet élement (Heredia et al., 2008 ;
Muangphra et Goorneratne, 2011 ; Rodriguez et al., 2013). Selon Morgan et al. (2004), la
sécrétion du mucus est une réponse adaptative des vers de terre pour la détoxication. Le
saignement observé dans la partie antérieur de leur corps peut étre lié au fait que les paires de
cceurs se trouvent dans cette région. Pour des concentrations plus éleveées, des rétractions dans
quelques régions du soma apparaissent surtout la partie postclitellienne. Ces rétractions sont
parfois suivies d’autotomie de ces régions (Bouché, 1972). Cette derniére est considérée aussi
comme un autre mécanisme de détoxication chez les vers de terre (Vidal et Horne, 2003).
Selon ces auteurs, les vers peuvent accumuler les ETMs dans leurs parties caudales qui seront
éliminées ultérieurement par le processus d’autotomie, suivi d’une régénération de la partie
sectionnée. Ces adaptations physiologiques sont observées avec plusieurs ETMs, y compris le
Cu (Beeby, 1991 et Weltje, 1998). Ces différentes réponses ne sont pas spécifiques pour ces
deux éléments. Des réponses similaires ont été rapportés pour d’autres ETMs (Beeby, 1991 ;
Weltje, 1998 ; Labrot et al., 1999 ; Lucan-Bouché et al., 1999 ; Leveque et al., 2013 ; Giska et
al., 2014 ; El-Hadef EI-Okki, 2016).

Pour le comportement d’évitement chez le taxon A. trapezoides, il est observable a
partir de la dose 100 ppm ou les vers ont presque tous migrés vers le compartiment non
contaminé. L’évitement a permis a ces vers de mieux s’adapter aux doses plus élevées des
sols. En effet, cet aspect comportemental permet aux vers de mieux s’adapter a la réalité du
terrain. Il est bien connu que les vers de terre peuvent éviter les couches hautement
contaminés (Eijsackers, 1987) et que la variabilité spatiale de la contamination affecte
I’accumulation des ETMs d’une maniére complexe (Marinussen et van der Zee, 1996). Cette
adaptation comportementale est un trait phénotypique qui permet la survie des vers de terre

dans des environnements changeants, surtout ceux influencés par les activités anthropiques.
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Conclusion



Conclusion

Le présent travail avait comme objectif d’évaluer la toxicité du cuivre vis-a-vis du
taxon A. trapezoides. Pour cela, on a effectué différents tests de toxicité et d’évitement dans
des conditions de laboratoire.

Les résultats obtenus lors des différents tests indiquent que I’estimation de la toxicité
du cuivre sous sa forme de sulfate de cuivre est apparemment différente selon les méthodes
utilisees. Le test de toxicité aigle dans le sol a révélé une DLsy de 1’ordre de 171,35 ppm de
Cu apres 14 jours (durée du test). Pour 1’essai de toxicité par contact direct sur papier filtre, la

Clsy a été estimée & 0,95 mg de Cu . cm™

aprés 48 h d’exposition. En revanche, le
comportement d’évitement n’a été observable qu’a partir de la dose de 100 ppm, pour laquelle
la plupart des vers ont migré vers les compartiments non contaminés des cylindres.

D’apres la CLsg, le Cu s’avere trés toxique pour ce taxon lombricien. En effet, dés les
premiers instants de contact avec les doses élevées, les vers réagissent rapidement par des
signes comportementaux (mouvements brusques et enroulement) par la suite ils ont montré
des signes morphologique (sécrétions de mucus jaunatre, gonflements, lésions, saignements).
Ainsi, la contamination des sols par cet élément peut avoir des conséquences néfastes et
conduire & une élimination totale des communautés lombriciennes dans le sol.

Par ailleurs, nous n’avons enregistré une diminution considérable de la biomasse des
vers testés durant le test de toxicité dans le sol. Cette perte de poids semble étre un précieux
indicateur de stress physiologique, liée au degré d’intoxication et le temps d’exposition ce qui
explique la difficulté de locomotion.

En perspectives, il serait préférable pour une meilleure appréciation de I’effet du
cuivre sur les vers de ce taxon de :

e Tester d’autres forme du cuivre (hydroxyde de cuivre, oxyde cuivreux,

oxychlorure de cuivre, carbonate de cuivre, etc.) ;

e Augmenter la durée des tests afin de déterminer la toxicité du cuivre a long terme

(effets sur la croissance et la reproduction) ;
e Enfin, Réaliser des coupes histologiques afin de déterminer les effets du Cu sur les

tissus et les organes des vers testés.
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ANnnexes



Annexe 01
Appareillage utilisé dans les analyses physicochimiques du sol utilisé dans les tests

Ph-metre

Conductimétre

Calcimeétre de Bernard



Annexe 02

Grilles d’évaluation des analyses physicochimiques du sol utilisé dans les tests (SSDS. Soil

Survey Division Staff,1993).
Grille du Ph

Classe Ph
Fortement acide <5
Acide 5,0-6,0
Légerement acide 6.0 - 6.6
Neutre 6.6-7.4
Légerement alcalin 7.4-7.8
Alcalin >7.8

Grille de la salinité des sols en fonction de la CE

Classe CE (Ms/m)
0 Non-salin 0-2
1 Salinité tres faible 2-4
2 Salinité faible 4-8
3 Salinité modéré 8-16
4 Salinité elevé >16
Grille du calcaire total
Classe Taux de CT
Non calcaire <1%
Peu calcaire 1%-5%
Modérément calcaire 5%-25%
Fortement calcaire 25 % - 50 %
Tres fortement calcaire 50 % - 80 %
Excessivement calcaire >80 %




Annexe 03

Les supports utilises dans les différents tests

Les containers cylindriques



Annexe 04
Modifications morphologique et physiologique observe lors des tests de toxicité ( secretion de

mucus , modification de la couleur de 1’épidérme , apparition de gonflement , saignement

,fragmentation )

- s = (T B
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Secretion de mucus

Apparition de gonflements



Saignement et fractionnement

Saignement et fractionnement



Fractionnement



Ce travail a était effectuer dans le but d’évaluer la toxicité du cuivre vis-a-vis du taxon lombricien
A trapezoides , Pour cela nous nous sommes proposé¢ d’effectuer deux tests de toxicité aigue I’'un dans le sol et
I’autre sur papier filtre dans le but de déterminer la DL50 et la CL50 de cet ¢lément ainsi qu’un test d’évitement
afin d’identifier le seuil au quel le comportement d’évitement apparait pour le taxon étudier , tout cela dans des
conditions de laboratoire .

Les résultats obtenus lors de nos tests et en référence a la CL50 le cuivre se révélé comme trés toxique pour
le taxon A.trapzeoides , d’autres part pour le test d’évitement il apparait que le comportement de vers de terre vis-a-
vis du cuivre se manifeste a une concentration de 100ppm et que pour les doses inferieur a celle-ci les vers de terre
arrive a résister a la concentration des sols .

Une diminution de la biomasse a également était enregistrer durant le test de toxicité dans le sols , semblant

ainsi indiqué un stress physiologique li¢ a la concentration du contaminant a la durée de d’exposition
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