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Résumés :

Les bioindicateurs sont de plus en plus utilisés pour évaluer la qualité de I’environnement et comment
ils affectent les écosystémes. L utilisation de produits chimiques dans le quotidien, en particulier dans
I’industrie, I’agriculture et la santé, a créé des mélanges toxiques qui touchent les organismes,
notamment 1’environnement terrestre. Les lombrics, comme bioindicateurs et accumulateurs de
polluants, ont été¢ étudiés pour évaluer leur comportement face a diverses interventions anthropiques,
¢tant en contact direct avec ces €léments toxiques. Une évaluation environnementale a été réalisée
dans la région d’Annaba, en choisissant différents sites d’utilisation humaine (agricoles, prairies,
urbains, etc.) pour toucher des niveaux de pollution anthropique graduelle. Cette premiére évaluation
visait a observer I'effet de 1'activité humaine sur la qualité du sol et la distribution des lombrics, suivie
d'une évaluation polymétallique. Les résultats ont montré des niveaux de pollution graduelle en
fonction des interventions anthropiques, avec une pollution métallique significative des sites,
notamment en Co, Cr, Zn, Ba et Pb. L'accumulation de métaux par les vers de terre a été évaluée,
ainsi que leurs réponses oxydatives, pour comprendre comment ils s'adaptent a ces agressions
physiques et chimiques. L'ensemble des études in situ a révélé que la région d’ Annaba fait face a une
pollution préoccupante dans les zones proches d'activités anthropiques, contrairement aux sites
bénéficiant d'une gestion conventionnelle. Parallélement, un protocole extrapolé en laboratoire a été
¢tabli pour étudier les effets d'un cocktail toxique composé de chlorure de cadmium (CdCl) et de
I'herbicide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D) sur I’espece Aporrectodea caliginosa, espece
dominante dans la région. Les traitements comprenaient des témoins, des vers exposés au CdCI2, a
I'herbicide et au mélange des deux, pendant 7 et 14 jours. Une batterie de biomarqueurs enzymatiques
et non enzymatiques a été réalisée. Les résultats obtenus du comportement montrent que les vers
exposés a un meélange toxique présenteraient un comportement chaotique au niveau de tous les
processus, de plus un fort taux de mortalité et de nombreuses malformations, par rapport a
I’exposition au Cd, qui a révélé¢ la présence de mécanismes d’adaptation. En comparant les
évaluations in vivo et in situ, il apparait qu'Aporrectodea caliginosa présente des réponses variées
face aux contaminants. Notamment, le mélange toxique a révélé un effet antagoniste, soulignant
I'importance d'étudier les interactions entre différents polluants pour mieux comprendre leurs impacts
sur la biodiversité.Mots clés : lombrics, screening, agrosystemes, pesticide, ETM, cocktail, toxicité,

stress oxydatifs, histologie.
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Abstract

Bioindicators are progressively employed to evaluate environmental quality and its effects on
ecosystems. The extensive application of chemicals in everyday life, particularly in industry,
agriculture, and healthcare, has resulted in the creation of toxic combinations that impact organisms,
especially in terrestrial ecosystems. Earthworms, serving as bioindicators and accumulators of
pollutants, were examined to assess their behavior in reaction to diverse human interventions, as they
are in direct touch with these dangerous substances. An environmental evaluation was performed in
the Annaba region, selecting several locations with human utilization (agricultural, grasslands, urban,
etc.) to encompass a spectrum of anthropogenic pollution. The initial study sought to examine the
impact of human activities on soil quality and earthworm distribution, subsequently followed by a
polymetallic evaluation. The results indicated a progressive degree of pollution correlated with human
activities, highlighting substantial metallic contamination at the locations, especially in Co, Cr, Zn,
Ba, and Pb. The accumulation of metals by earthworms was evaluated alongside their oxidative
responses to comprehend their adaptation to these physical and chemical stresses. The in situ
investigations indicated that the Annaba region experiences alarming pollution levels near human
activity, unlike areas with effective organic management. A laboratory protocol was developed to
investigate the effects of a hazardous mixture of cadmium chloride (CdClz) and the herbicide 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) on Aporrectodea caliginosa, the predominant species in the area.
The treatments comprised controls, worms subjected to cadmium, herbicide, and a combination of
both, for durations of 7 and 14 days. A range of enzymatic and non-enzymatic biomarkers, in
conjunction with histological investigation, were performed. The findings indicated that worms
subjected to the hazardous cocktail displayed erratic behavior across all processes, accompanied by
elevated mortality rates and various deformities, with significant tissue buildup evident in histological
sections. In contrast, exposure to Cd demonstrated the existence of mechanisms such oxidative
defenses. Comparative analyses of in vivo and in situ assessments revealed that Aporrectodea
caliginosa has diverse reactions to pollutants. The hazardous cocktail exhibited an antagonistic effect,
underscoring the necessity of examining pollutant interactions to enhance comprehension of their

effects on biodiversity.

Keywords : Earthworms, screening, agrosystems, pesticide, TME, cocktail, toxicity, oxidative stress,

histology.
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1 Introduction générale

Le sol est un élément essentiel de I’écosystéme et de I’agriculture, constituant la base de toute fertilité
et de la sécurité alimentaire. Cependant, il demeure aujourd’hui I'un des milieux les plus vulnérables
a la pollution terrestre. Actuellement, on observe une augmentation progressive des préoccupations
concernant la pollution des sols, qui affecte les écosystémes dans le monde entier. Cette pollution est

causée par les activités anthropiques (Zhang et al., 2017 ; Rai et al., 2019 ; Yang et al., 2023).

De plus, la qualit¢ des sols dans les pays en développement est devenue 1’un des problémes
environnementaux les plus graves (Okolo et al., 2020 ; Richardson et al., 2020), en raison notamment
de I’industrialisation rapide et de 1’'urbanisation non planifiée (Bryan et al., 2018 ; Ma et al., 2023 ;
Montras-Janer et al., 2024 ; Huang et al., 2024), entrainant 1’accumulation directe de produits
chimiques nocifs — notamment les pesticides, les métaux lourds et les engrais — ainsi que le
déversement d’hydrocarbures et d’engrais chimiques dans les eaux souterraines (Kong et al., 2021 ;

Yaashikaa et Kumar, 2022 ; Yang et al., 2023).

D’autres pratiques agricoles, comme I’irrigation avec des eaux usées, contribuent également a la
contamination des sols en relachant des composés organiques et inorganiques persistants, altérant la
qualité physico-chimique des sols et générant des risques pour les cultures et les chaines alimentaires

(Wang et al., 2012 ; Herrero-Hernandez et al., 2020 ; Zeyad et al., 2022).

Depuis plus de 40 ans, les pesticides organophosphorés sont utilisés en agriculture pour protéger les
cultures. Leurs résidus sont fréquemment détectés dans les sols. Cette situation constitue une menace
sérieuse pour la fertilité des sols, car elle détériore leurs propriétés favorables et affecte les ressources
en eaux souterraines. Cela augmente ainsi les risques pour les chaines alimentaires, la santé humaine

et les écosystemes (Das et al., 2007 ; Argentin et al., 2015 ; Yang et al., 2023).

Les métaux lourds, bien que naturellement présents a de faibles concentrations, atteignent aujourd’hui
des niveaux préoccupants en raison des activités humaines telles que 1’exploitation miniere, I’industrie,
ou le développement des infrastructures routicres (Peng et al., 2004 ; Tijani et al., 2006 ; Richardson
et al., 2020). En tant qu’¢éléments toxiques, I’augmentation des concentrations de Cd, Pb et d’autres
métaux dans les plantes et organismes représente une menace pour les chaines alimentaires (Adriano
et al., 2001 ; Kabata-Pendias et Mukherjee, 2007 ; Richardson et al., 2020). En milieu urbain, la
pollution diffuse est aggravée par ces facteurs, rendant la gestion de la qualité des sols cruciale pour la

sécurité alimentaire et sanitaire (Wang et al., 2012).



Les mélanges toxiques issus de ces diverses activités anthropiques forment des "cocktails" invasifs,
absorbés par les plantes et entrainant une bioaccumulation potentiellement toxique pour les étres
vivants, y compris les humains (Duke, 2018 ; Onwona-Kwakye et al., 2020 ; Zeyad et al., 2022).
Ces contaminants provoquent des effets génétiques néfastes et des perturbations endocriniennes
(Zhang et al., 2017 ; Du et al., 2020). Ils menacent aussi la biodiversité des sols, notamment les vers
de terre, acteurs essentiels de la fertilit¢ (Zwolak et al., 2019 ; Alengebawy et al., 2021). Ce
phénomene de toxicité combinée, également appelé effet cocktail, est devenu un enjeu majeur dans les

avis et rapports scientifiques, comme 1'indiquent les agences de régulation (EFSA, 2013).

Dans la région d’Annaba, en Algérie, les sols subissent une exposition continue due aux activités
industrielles et agricoles, notamment 1’usage de pesticides et I’accumulation de métaux lourds,
représentant une menace pour la faune édaphique. La biosurveillance des effets combinés des
contaminants est donc cruciale pour évaluer la qualité des sols, €¢lément clé¢ pour la durabilité des
¢cosystemes. Toutefois, trés peu d’études ont ét€¢ menées a 1’échelle mondiale sur I’identification des
indicateurs pertinents (Nuria et al., 2011 ; Bai et al., 2018 ; Sintim et al., 2019 ; Mamabolo et al.,
2024).

Le stress oxydatif, li¢ a une surproduction d'espéces réactives de 1'oxygene, est un mécanisme central
dans I’évaluation de l'impact des contaminants organiques. Les biomarqueurs tels que la catalase
(CAT), la superoxyde dismutase (SOD) ou le malondialdéhyde (MDA) sont utilisés pour mesurer les

dommages non visibles causés par les polluants chimiques (Vasiliou et al., 2000 ; Espin et al., 2014).

Selon I’Agence de la transition écologique (ADEME) (Bispo et al., 2009), 'utilisation des vers de
terre comme bioindicateurs est recommandée pour évaluer la qualité des sols, en raison de leur role
dans ’aération et la décomposition de la matiere organique (Paoletti, 1999 ; Tondoh et al., 2007 ;
Péres et al., 2006 ; Pérés et al., 2011). En tant qu’"ingénieurs de 1I’écosystéme", capables d’accumuler
et de dégrader des contaminants, les vers de terre sont de bons indicateurs de la pollution des sols
(Nahmani et al., 2007 ; Vijver et al., 2003 ; Richardson et al., 2020). Toutefois, on se demande si
les propriétés du sol modulent ou non cette bioaccumulation. Les méthodes actuelles, comme le calcul
du facteur de bioaccumulation (BAF), restent parfois peu sensibles pour établir la relation entre les
concentrations de métaux dans le sol et dans les tissus des vers (Dai et al., 2004 ; Karaca et al., 2010

; Richardson et al., 2020).

Enfin, bien que les relations exposition-effet soient cruciales pour évaluer la toxicité, elles se basent
surtout sur des substances uniques. Peu de modeles ont été validés en conditions naturelles pour des

mélanges complexes (Proctor et al., 2017 ; Li et al., 2020), ce qui justifie une approche simplifi¢e



mais robuste. De nouvelles études examinent comment la spéciation métallique ou les interactions
biologiques influencent la biodisponibilité des contaminants (Nys et al., 2017 ; Li et al., 2020). Ces
modeles, fondés sur la concentration tissulaire ou la spéciation, se révelent plus prédictifs que ceux
basés uniquement sur les concentrations environnementales (Traudt et al., 2017 ; Gopalapillai et al.,

2017 ; Li et al., 2020).

L’objectif de cette é¢tude est d’adopter une approche multidimensionnelle pour évaluer les effets des
contaminants sur les vers de terre et analyser comment les activités anthropiques influencent les

propriétés des sols ainsi que la distribution des populations lombriciennes.

Phase 1 — Etude de terrain : une évaluation environnementale a été menée afin d’inventorier les espéces
de vers de terre et d’analyser les propriétés physico-chimiques des sols, selon un gradient d'activités
humaines (labour, irrigation, pesticides, rotation culturale, proximité urbaine ou industrielle) dans la

région d’Annaba.

Phase 2 — évaluation polymétalliques : I’espece Aporrectodea caliginosa a été collectée dans différents
sites (faiblement a fortement impactés) pour comparer les réponses biologiques d’individus exposés

ou non a la pollution métallique, a travers des biomarqueurs de stress oxydatif (GST, GSH, MDA,

CAT, SOD).

Phase 3 — Etude in vivo : une expérimentation en laboratoire a été réalisée pour évaluer la toxicité
combinée du cadmium (CdClz), de I’herbicide 2,4-D, ainsi que leur mixture, sur 7 et 14 jours. Les

mémes biomarqueurs ont ét¢ mesurés pour caractériser la réponse biologique au « cocktail toxique ».

Cette approche tripartite permet d’associer une évaluation écologique a des marqueurs biologiques
intégrés, afin de mieux cerner les effets cumulatifs des polluants sur la santé des vers de terre. Elle
peut également contribuer a une meilleure compréhension des mécanismes d’impact a long terme dans

les milieux naturels.



2  Matériel et méthodes




2.1 Chapitre I : Evaluation de la diversité lombriciennes en guise d’activité
anthropogéniques

2.1.1 Régions étudiées :
L’étude s’est déroulée dans la région d’ Annaba, au nord-est de I’ Algérie, géographiquement délimitée
au nord par la mer Méditerranée, a 1’est par la wilaya d’El Tarf, au sud par la wilaya de Guelma et a
I’ouest par la wilaya de Skikda.
La nature de son climat provengal subhumide se distingue par des saisons estivales chaudes et seches,
avec des précipitations modérées suivies d'hivers doux et pluvieux, associé¢s a des précipitations
abondantes. Et qui nourrit une diversité de végétation telle que les maquis méditerranéens, les
garrigues, les foréts de chénes et les plaines de culture agricole qui immergent les zones urbaines, ainsi
qu'aux périphéries de la région.

2.1.2 Sites d’échantillonnage :
Quatre sites distincts ont été soigneusement choisis pour examiner les différentes particularités

environnementales de la région afin d’étudier I’influence de diverses activités productives sur le

comportement des vers (fig. 1) :
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Figure 1 : Carte des sites d'échantillonnage sélectionnés.



Sidi Salem (sitel) (36°50'46.0"'N 7°47'50.9"E) :(Fig.2)

Localis¢ dans la commune d'El Bouni, il est situé¢ a environ 13 km d'Annaba. Historiquement consacré

a la culture céréalicre et au paturage, le sol de ce site a subi des modifications au fil du temps.

_dechar‘ges axe routiére des fermes d'élvage champ de blé
industrelles

Figure 2: Activités humaines exercées sur le sitel, a proximité d'une prairie située a Sidi Salem, EL. BOUNI.

(Photo prise par I’auteur, 2019)

Asfour (site2) (36°43'21.7"N 7°56'30.4"E) : (Fig.3)

Localisée dans la commune d'El Tarf, cette pépinicre spécialisée dans l'arboriculture, a environ 23 km

d'Annaba, présente une gamme variée d'arbres fruitiers prospéres grace a un systéme d'irrigation

régulier.

e T

Figure 3: Activités humaines exercées sur le site2, pepiniere située dans la plaine d'AL ASFOUR, TARF

(Photo prise par ’auteur, 2019)



El Chabia (site3) (36°51'28.9""N 7°41'14.6"E) : (Fig.4)

La commune d'El Bouni, ¢’est un jardin domicile riche en éléments nutritifs situé¢ a seulement 6 km

d'Annaba. Ce jardin, au cceur d'activités urbaines, cultive des 1égumes différents et des arbres fruitiers.

. q a2 irrigration
cloture murale diversité végétale grat
régulicre

Figure 4 : Activités humaines exercées sur le site3, jardin domicile El chabia, Annaba.

Zgaa (site4) (37°02'33.1"N 7°20'05.4"E) : (Fig.5)

Localisé dans la commune de Chetaibi, c'est un jardin de 1égumes biologiques niché dans une région
fertile. A environ 63 km d'Annaba, ce site est irrigué par une source d'eau naturelle. Ces pratiques
agricoles préservent 1'écosystéme en évitant l'utilisation de produits chimiques et en s'appuyant sur des

fertilisants organiques

: : A proximité d'une
Figure 5 : Activités humaines exercées sur le Site 4, Une campagne située a Zgaa, Chetaibi (Photo prise par

Pauteurs ; 2019)

Elevage rurale

En ce qui concerne ces sites aux usages vari€s, cette ¢tude vise a comprendre les impacts des pratiques
agricoles et des conditions environnementales sur la biodiversité locale ainsi que les propriétés PH-

CH du sol dans la région d'Annaba.

2.1.3 KEvaluation empirique des différents agroécosystémes en utilisant I'estimateur
ADL :
La méthode de (Saranddn, 1998) a ¢té choisie pour offrir une évaluation numérique de l'utilisation

des sols et de leurs répercussions sur les parametres €édaphiques et biotiques, en adoptant une approche



empirique (le score ADL) pour caractériser les différents types d'occupation du sol et les pratiques de
gestion associées.

Le score ADL (niveau de perturbation anthropique) est une mesure basée sur plusieurs facteurs
combinés dans le but de 1’évaluation globale de I’impact des activités humaines exercées sur les
systemes agricoles. Cette méthode prend en compte plusieurs aspects d’utilisations et de gestions des

terres et de 1’¢levage dans ces systéemes.
Les indicateurs proposés prennent en compte plusieurs aspects :

1. Type de couverture terrestre (I1) : indiquant si la couverture du sol est naturelle ou bien
cultivée.

2. Type d’utilisation des terres (I12) : ¢value le type d’activité productive en cours sur la terre.

3. Historique du labourage du sol (I3) : prendre en considération le type ainsi que la
fréquence du labourage.

4. Diversités des cultures et rotations au fil du temps (I4) : c’est ’examinassions de la diversité
des cultures cultivées ainsi que des pratiques de rotations employées.

5. Engrais et pesticides (IS) : utilisation d'engrais et de pesticides (fréquence et doses).

Chacun de ces indicateurs spécifiques (I1, 12, I3, 14, I5) est subdivisé en différentes classifications et,
pour chacune d'entre elles, des scores de perturbation empirique sont attribués. Ces scores mesurent
l'effet de chaque pratique de gestion sur le systéme de production (ou l'agroécosysteme). (annexe 1,

tableau 1).

Une fois que tous les indicateurs sont évalués, le score de la perturbation globale (ADL) est calculé en

faisant la moyenne des scores des indicateurs spécifiques :

_(I1+12+13+14+15)

ADL
5




Tableau 1: Caractérisation et évaluation du niveau de perturbation anthropique pour chaque site échantillonné
dans la région d'Annaba.

conditions enquétées/enregistrées dans chaque indicateur Score ADL (sans Niveau
Echanti spécifique dimension) ADL
llons
SITE 1 36°50'46.0"N I1 : Couverture minimale du sol par les champs de culture ADL=(4+3+3+3.5 ADL
TH4T30.9°E 12 : Activités agricoles et élevage pendant 7 ans eSS Moyen
I3 : Labourage du sol (7 ans)
I4 : Champs de blé avec rotation
I5 : Utilisation d'engrais chimiques avec dose recommandée
et de pesticides avec dose recommandée
SITE 2 36°43'21.7"N I1 : Couverture du sol avec végétation plantée (paturages) ADL =3 +4.5+4.5+ ADL

(FELENA 12 : Agriculture pendant 30 ans SRS e L5703

I3 : Labourage minimum du sol pendant moins de 25 ans et
labourage moyen du sol Pendant 30 ans

I4: Une seul culture sans rotation

IS: Utilisation d'engrais chimiques avec dose recommandée et
de pesticides avec dose recommandée
SITE 3 36°51'28.9"N I1 : Couverture du sol avec une végétation plantée (potager) ADL=(3 +2.5+0.5+ ADL
[RRE SRE 12 : Horticulture familiale depuis 25 ans e Lo =149 il
I3 : Pas de labourage du sol pendant 5 ans

14 : Arboriculture

I5 : Engrais
SITE 4 37°02'33.1"N I1 : Un potager dans une forét pour des cycles, et peu de ADL=(1+2.5+ 1+ 1+
7°20'05.4"E végétation a été affectée 1)/5=13 ADL
12 : Horticulture familiale faible

I3 : Pas de labourage du sol pendant moins de 5 ans

14 : Polyculture avec rotation
I5 : Engrais naturel des bétails

Ce mode¢le integre des données relatives aux caractéristiques du sol, aux populations de vers de terre
et aux pratiques de gestion agricole et d'utilisation des terres. Cette approche permet d'obtenir une vue
d'ensemble de la perturbation globale engendrée par les pratiques de gestion, de surveiller la santé des
agroécosystemes et de faciliter la prise de décisions éclairées en vue d'améliorations durables, tout en

étant adaptable a diverses régions du monde en fonction des données locales (Masin et al., 2020).

Pour voir le tableau illustratif du monitoring ainsi que d’autres détails de la méthode, on vous propose

de voir Masin et al. (2020)



2.1.4 Méthode d’échantillonnage :

2.1.4.1 Plans d’échantillonnages :

Dans le cadre de notre étude sur les comportements des vers de terre en réponse a leur environnement,
nous avons opté pour une approche d'échantillonnage composée de deux plans distincts :

En premier lieu, I’échantillonnage s'est étalé sur une période de trois mois, englobant novembre 2020,
décembre 2020 et janvier 2021, une période propice a la présence accrue des vers de terre en raison
des conditions abiotiques favorables telles que 'humidité et les précipitations. Le but est de réaliser un
inventaire et une étude de monitorings sur le comportement des lombrics. Cette méthodologie
d'échantillonnage nous a permis de recueillir des données robustes sur la biodiversité des vers de terre
dans différentes conditions environnementales, offrant ainsi des perspectives enrichissantes pour notre
étude.

Comme deuxieme étape, 1'échantillonnage s'est déroulé en janvier 2021 sur le quatrieme site, Chetaibi,
désigné comme site de référence pour les travaux in vivo. Une collecte aléatoire a été effectuée sur des
especes spécifiques représentatives de la zone d'étude. De plus, une collecte sélective de la méme
espece a été réalisée sur les autres sites, avec un échantillonnage supplémentaire de sole (1kg) destiné
aux dosages des ¢léments traces métalliques (ETM) et des pesticides, ainsi qu'a d'autres évaluations

pédologiques.

2.1.4.2 Prélévement des vers de terre :

Pour la collecte des vers de terre, nous avons utilisé des pelles, suivies d'un triage manuel sur place a
une profondeur de 30 cm, incluant le comptage et la classification morphologique pour évaluer la
biodiversité (abondance et biomasse), en suivant les méthodes de Bouché (1972) et Bazri (2013). (Fig.
6).

Nous avons sélectionné quatre parcelles distinctes, chacune couvrant une superficie de 100 m?,
réparties sur les quatre sites d'étude. Chaque parcelle a été subdivisée en huit points d'échantillonnage
(e.i.), sélectionnés de manicre stratifiée (fig. 5), avec une zone de prélevement de 1 m? pour chaque
point. Chaque point d'échantillonnage a été¢ échantillonné trois fois, donnant lieu & un total de 192
¢chantillons (soit 4 sites x 8 points d'échantillonnage x 3 répétitions x 3 mois), avec 64 échantillons

par site. Bazri et al. (2013).
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traitement de —
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Figure 5: Schéma illustratif du plan d'échantillonnage stratifié mis en place pour l'étude biologique des vers
de terre (Réalisé par l'auteur).

Les spécimens de vers de terre ainsi collectés ont été transportés au laboratoire, accompagnés d'une
quantité de sol, dans des boites en plastique munies de couvercles perforés. Chaque échantillon a été
étiqueté en fonction du point d'échantillonnage d'origine, puis pesé et photographié. Par la suite, les
vers de terre ont été préservés dans de 1'éthanol a 75 % a une température de 4 °C en vue de leur

identification ultérieure.

sortire les blocs de sol
(25¢m)

un exmple de vers encrée

. nservation vers
dans un monolite de sol conse on des ve

trilliage manuelle des vers

Figure 6: Echantillonnage des vers de terre

2.1.5 Identification et classification des vers de terre :

Pour approfondir l'analyse de la biodiversit¢, une démarche minutieuse d'identification et de
classification a été entreprise. Seuls les individus adultes portant un clitellum ont été¢ considérés pour
l'identification. Les échantillons préservés ont été transportés jusqu'au laboratoire d'écologie « faculté
des sciences de la nature et de la vie de 'université des Fréres Mentouri Constantine ».
L’identification s’est effectuée au moyen d'un microscope binoculaire, en se basant sur les clés
taxonomiques établies par Alvarez (1971) et Bouché (1972) (fig. 7), en particulier les travaux

spécifiques relatifs au nord de I'Afrique.
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Figure 7: Cétraire d'identification externe des vers de terre

(Alvarez (1971) ; Bouché (1972) ; Reynolds (2018)).

On a ensuite classé les résultats obtenus en fonction des trois catégories écologiques (fig. 8) définies

par Bouché (1977) :

Les petites espéces sont les épigées dont la couleur de corps est uniforme, généralement faiblement
pigmentée, avec des variations possibles entre le rose, le gris clair et le vert. Leur taille est dans
l'intervalle de 3 a 16 cm. Leurs couleurs sont caractérisées par une dépigmentation apparente le long
de leurs corps qui est souvent liée a leurs comportements dans un écosystéme particulier. Elles se
nourrissent de litieres présentes en surface. Leur activité est la décomposition de la matiére organique

et la fertilité du sol en termes de nutriments.

Les endogénes vivent principalement dans les couches profondes du sol, creusent des galeries et se
nourrissent de la matieére organique présente dans le sol, telle que les feuilles en décomposition. Leur
durée de vie moyenne et leur capacité a entrer en diapause en cas de sécheresse contribuent a leur

survie dans des conditions environnementales variées.

Quant aux anéciques, ils représentent les individus de grande taille, sont identifiés par leur stature

imposante et une pigmentation allant du rouge au noir, avec un clitellum assorti. Peut mesurer de 1 a
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5 cm, voire jusqu'a 100 cm. Leur mode de vie mixte les conduit a creuser des galeries verticales dans
le sol. IIs jouent un role crucial dans la structuration du sol et la circulation des nutriments en se

nourrissant a la fois de matic¢re organique en décomposition et de particules de sol.

Turricule s E
© Les epiges ' ® |esanéciques

Taille : petite (1 -5 cm) - Taille : grande (10 - 110 cm)
_ Couleur : rouge sombre <— -7 Couleur : rouge, gris clair, brun

{avec un gradient de [a téte 3 la quewe)

=  Vivent en surface = Vivent dans I'ensemble du sol

dans les amas organigquesi
{compost, fumier, ...)

- Creusent peu ocu pas
de galeries

= {reusent des galeries permanentes verticales

= Rejettent des déjections  la surface du sol

Epi- anéciques
.,?-_(_"_\C_}LS t.Q{‘Jj?

F
T
3

€» Les endogés
Taille : moyenne a grande (1 - 20 cm)
Couleur : faiblement pigmentse
{rose 3 gris —clair)

Anéciques stricts
po0LLE Ctogl.

- Vivent dans le sol et remontent rarement

odtdlag;,

& la surface

= Creusent des galeries temporaires horizontales

Figure 8: Criteres de classification en fonction de catégories écologiques des vers de terre réaliser par
(OPVT, 2018)

2.1.6 Révision des Caractéristiques Biologiques :
Pour investiguer les parameétres biotiques, notamment I'abondance et la biomasse des vers de terre.

Suite a la collecte sur le terrain, les spécimens récoltés ont été tri€s et comptés in situ pour chaque carré
d'échantillonnage. Des données de taille et de poids ont été relevées, ensuite rapportées a une surface

standard de 1 m2. En utilisant les lois suivantes :

2.1.6.1 L’abondance totale :
L’abondance totale est le nombre d’individus (vers de terre) récoltés dans chaque site. Qui est son

relative au nombre total des vers récoltées pour chaque catégorie d’age (adulte, subadulte, juvénile) et
chaque taxon, par point d’échantillonnage (e.i). Exprimée en (N/m?), EI-Okki (2014).

Sous la formule suivante :

Abondance «: =} Ai

= Abondance tt: est 1'abondance totale.
= Ai: estl'abondance de chaque taxon ou catégorie écologique.

= n: estlenombre total des taxons ou catégories écologiques.
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Pour I'abondance spécifique au bien relative, exprimée en (N/m?), nous avons utilisé la méme formule,

prenants en considération uniquement les individus d'une espéce particuliere dans chaque site :

A ror=A espece
Ou:
e A 7or : 'abondance relative pour une espece donnée.

e Aespéce : I'abondance d’espece i dans chaque site

2.1.6.2 Biomasse :
Le poids des vers de terre frais a ét¢ mesuré pour déterminer la biomasse, exprimée en (g/m?), pour

chaque site de prélevement. (EI-OKkKi, 2016).

Pour calculer la biomasse, nous avons utilisé la formule suivante

B=Yi1Bi

Ou:
e B : labiomasse totale.
e Bi:labiomasse de chaque individu ou classe d'age.
e n: le nombre total d'individus ou de classes d'age.
2.1.6.3 La Dominance :

L’abondance relative d’une espéce i sur 1’abondance totale des individus est exprimée en (%) La
dominance correspond aux espéces qui ont le grand pourcentage dans I’ensemble de la population.

(E1-OKKi, 2016) est calculé comme suit :

ADi =%" X100

Ou:
e ni : est I’abondance d’une espeéce Dans un site x.

e N : est I’abondance totales de toutes les especes dans un site x.
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2.1.7 Diversité :
Quant a l'analyse de la diversité des vers de terre, elle s'est articulée autour de trois indices, qui

permettent une analyse approfondie de la composition du peuplement de vers de terre dans la région

d'étude, offrant ainsi une compréhension plus compléte de sa structure. Ces indices comprennent :

2.1.7.1 La richesse totale des especes (S) :

Quantifier le nombre global d'especes présentes dans chaque site (EI-Okki, 2016).

2.1.7.2 L’indice de diversité de Shannon de Weaver (H’) : (EI-Okki, 2016)

L’indice H' Shannon (1948) est un outil largement utilisé pour évaluer la diversité spécifique d'un
¢chantillon, en fournissant un éclairage plus approfondi sur la distribution et I'abondance relative des
especes. Cette mesure prend en considération a la fois le nombre d'espéces présents (S) et leur

abondance relative (4 tof) dans I'échantillon. Calculé comme suit :

H’ = — Y (pilnpi)

Ou:
(pi) correspond a la proportion d'abondance ou au pourcentage d'importance de chaque espece dans
I'échantillon ;

pi=ni/N

ni= nombre d'individus d'une espece donnée.

N = nombre total d'individus de toutes les especes dans I'échantillon.

Sa valeur est comprise entre O et 1. Plus la valeur est proche de 1, plus I’abondance de population est
¢quilibrée dans leurs écosysteémes, et inversement s’il se rapproche de 0. Ou I’abondance de la
population serait désignée comme déséquilibrée, reflétant a ce fait la présence d’une perturbation
exogene. Legendre et Legendre (2012).

2.1.7.3 L’indice de régularité des espéces de Pilous (J) :
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L’indice d’équitabilité est appliqué pour expliquer si la répartition individuelle des especes est
¢quilibrée ou bien si une prédominance est définie. (Piélou, 1966).

H
H’ max

Ou:
H’ max — lOg S

Le principe L'indice J est de compare I’indice de Shannon observé (H') a son maximum possible (H’
max).

Les valeurs de cet indice Selon Legendre et Legendre (2012). Varie de 0 et 1, plus cela tend vers 1
plus la réparation individuelle des espéces est homogenes ce qui signifier que chaque espéce participe
de fagons semblables aux autres especes a la diversité des écosystémes et le contraire si la valeur tend
vers le 0.

L’ensemble de ces approche méthodologiques depuis 1’identification et au calcul des indices, nous ont
permis d’avoir une illustration explicative de la diversité lombriciennes dans leurs comportements

étudier.

2.1.8 Etude des parametres édaphiques :
2.1.8.1 Préparations des échantillons :

Pour une analyse approfondie, un plan d’échantillonnage a été congu pour le sol, sous la forme d'un
parcours en zigzag, dans le but de représenter de manicre exhaustive les champs et d'obtenir des
données significatives pour chaque site. L'échantillonnage a été réalisé en janvier 2021, simultanément
avec la collecte des vers de terre. A 1'aide d'une pelle (fig. 9), six points d'échantillonnage ont été
choisis de manicre aléatoire pour chaque parcelle. Des échantillons de sol ont été prélevés a une
profondeur de 30 cm, une zone ou la plupart des racines et des éléments nutritifs se trouvent concentrés.
L'ensemble des sous-échantillons a été homogénéisé, puis divis¢ en deux parties distinctes. Une portion
de 1 kg a été séchée a l'air libre (fig. 10), tamisée a 0,2 mm et conservée dans des sacs de congélation
a température ambiante au laboratoire, en vue d'analyses ultérieures (pesticides et ETM), chapitre 2.
Simultanément, une autre portion de 1 kg de sol frais a ét¢ acheminée directement au laboratoire

d'analyse pédologique (PH-CH), (L’HORIZON, Annaba).
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Figure 9: Schéma illustratif du plan d'échantillonnage en zigzag mis en place pour ['étude des parameétres
édaphique

(Réalisé par I'auteur).

tamisage séchage

Figure 10: préparation du sol pour l'étude PH-CH.

2.1.8.2 Analyse des paramétres physique-chimique :
2.1.8.2.1 L'humidité (H %) :
Est déterminée conformément a la directive de 1'Organisation de coopération et de développement de

normes (OCDE, 1984).

Le principe de la méthode repose sur la déduction du parentage d’eau mesurée dans un sol humide
apres la déshydratation de ce dernier dans une étuve a 105 °C. Ensuite, le taux d’humidité est exprimé

en pourcentage %. Le calcul se fait comme suit :

52-50
51-S0

H (%)=

Ou:
e 50 : le poids (g) du récipient vide.

e S1: le poids (g) du récipient avec le sol humide.
e 52 :le poids (g) du récipient avec le sol séché a I’étuve,
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2.1.822 pH:
La mesure a été faite selon la méthode de détermination du pH décrite par la norme NF X 31-103

(AFNOR, 1999). 1g de sol échantillonné et tamisé a ét¢ suspendu dans 2,5 ml d’eau distillée, puis
agité constamment pendant 1 h jusqu'a I’obtention d’une suspension homogene et imprégnée, puis, a
I’aide d’un pH-métre ¢étalonné, la mesure a été enregistrée. (3 rep) sont a tablier pour chaque site. Par

la suite.

Les sols sont classés comme suit (tableau 2) :

Tableau 2:Marge d'évaluation du (pH) du sol selon ( Soil Survey Division, 1993)

Typedu  Fortement Acide Légérement Neutre Légérement Alcalin
sol acide acide alcalin

Tauxde <S5,0 5,0 - 6,0 6,0 - 6,6 6,6 - 7,4 7,4-17,8 >17,8
ph

2.1.8.2.3 La conductivité électrique (CE) :
La conductivité ¢électrique (CE) est étudiée pour estimer le taux de salinité d'une solution en utilisant

la méthode (ISO No. 11265, 1994). Une suspension de (1 g) de sol mélangé avec (5 ml) d'eau distillée
et agitée pendant (1 heure), puis centrifugée a 1000 tr/min pendant (2 min). La mesure de CE est

réalisée a 1'aide d'un conductimeétre en plongeant I'¢lectrode dans le surnageant de la suspension.

Les résultats sont exprimés en (uS/cm a 20°C) et sont ensuite évalués en fonction du tableau 3, et

comprennent :

Tableau 3: Marge d'évaluation du (CE) du sol selon (Soil Survey Division Staff, 1993)

Type du sol Non-salin Tres Faiblement Modérément Fortement
faiblement salin salin salin
salin
Taux de CE 0-2 2-4 4-8 8-16 (216
(ds/m)

2.1.8.2.4 La capacité d'échange cationique (CEC) :
La capacité d'échange cationique (CEC) d'un sol représente la capacit¢ maximale de ce sol a retenir

les cations échangeables a un pH donné. Cette propriété¢ est déterminée selon la méthode

spectrocolorimétrique décrite dans la norme (NF X 31-130, 1999). Elle consiste a saturer le sol avec
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une solution de chlorure de cobaltihexamine, qui agit comme un ion échangeur, puis a doser I'exces de
cobaltihexamine par spectrophotométrie UV a une longueur d'onde de 475 nm. Un échantillon de sol
(2,5 g) de sol tamisé a 2 mm est utilisé.
La CEC est ensuite exprimée en centimoles par kilogramme (méq/100 g sol convertie en cmol+/kg) et
interprétée selon la grille spécifique de (Baize, 2000). Les niveaux de CEC sont définis comme suit
(tableau 4) :

Tableau 4: Marge d'évaluation du (CEC) du sol selon (Baize, 2000)

Niveau d’échange Tres faible  Faible pour une Moyenne Elevée Tres
cationique pour une (CEC de pour une pour élevée
CEC <5 5a10 10420 20a30 >30
Cmol+/kg

2.1.8.2.5 Les ions interchangeables :
Ont ét¢ analysés a 1'aide du FRX de la méme manieére que les ETM, comme indiqué dans le chapitre

2 (titre 2.3.2, page 24).

2.1.8.2.6 Carbone organique total (COT %) :

Le dosage du carbone organique total (COT) a été réalisé¢ conformément a la directive (DIN EN 1484),
en suivant la méthode (ANNE. 1945). Cette méthode assure une précision ¢levée et une oxydation
complete (20 a 60 %). Ici, le glucose subit une oxydation a chaux (temps d’ébullition Smin) par le
dichromate de potassium 8% (K2Cr207) en milieu fortement acide (acide sulfuriquel00%),
transformant le carbone en CO2 et le réduisant en Cr3+, la prise d'essai de I'échantillon ne doit pas

excéder 30 mg de carbone.

2.1.8.2.7 Le dosage de la matiére organique (MO %) :

Repose sur la méthode établie par Black et Walkley en 1934 (NFISO 10694, 1995). Cette méthode
implique l'oxydation du carbone organique a l'aide de bichromate de potassium (K2Cr207) en

présence d'acide sulfurique. Ensuite, I'exces de (K2Cr207) est titré avec une solution de sulfate.

Ferreux sept fois hydraté. Le résultat de cette titration est exprimé en pourcentage de carbone organique

total (COT), qui est ensuite converti en pourcentage de matiere organique (MO) :
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MO (%) = COT (%) x

Les résultats sont exprimés en pourcentage, en se basant sur les informations rapportées selon les taux
de matiere organique (M.O.) tels que décrits par Soltner (1992).
Tableau 5: Marge d'évaluation du (Mo) sols selon Soltner (1992)

Classification  Trés pauvre Pauvre Moyennement Bien pourvu  Teneur élevée
pourvu en MO en MO en MO
Taux de (MO) MO<14 % 1.4 % <MO < 2% <MO<3 3% <MO<4 MO >4 %
2% % %

2.1.8.2.8 L'azote total (N mg/kg) :

Est déterminé conformément a la norme (ISO 11261, 1995). Cette méthode donne des résultats
comparables a celle de Kheldjahl. Cette approche englobe une minéralisation oxydative de tous les
composés organiques et inorganiques en les soumettant a une chaleur pendant 1 heure a 100 °C, puis
une ¢limination des substances interférentes par un réactif de compensation selon la norme (DIN EN

ISO 11905-1H36). La détection se fait au spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 365nm.

Les résultats sont convertis en pourcentage (%, puis interprétés selon les critéres de Soltner (1992)

(tableau 6) :

Tableau 6: Marge d'évaluation du (N) sols selon Soltner (1992)
Classification Trés pauvre Pauvre Moyen Riche Tres riche

Teneurs en N (%) <0,05 0,05-0,1 0,1-0,15 0,15-0,25 >0,25

2.1.8.2.9 Calcaire totale (CT%) :

Le calcaire total (CaCO:s) a ét¢ déterminé avec la méthode gazométrique de Duchaufour (1976) basée
sur le principe du calcimétre de Bernard. En mesurant le volume de dioxyde de carbone (CO:) dégagé
lors de la réaction des carbonates avec l'acide chlorhydrique (HCI). Ce volume de CO: produit est
directement proportionnel a la quantité de carbonates présents dans le sol, permettant ainsi une
estimation précise du contenu en CaCOs et fournissant des données essentielles sur la composition
minérale des sols. Les niveaux de teneur en calcaire sont classés selon les recommandations de (Baize,

1988), comme suit (tableau 7) :
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Tableau 7: Marge d'évaluation du (CT) sols selon (Baize, 1989)

Non Peu Treés
Modérément Fortement Excessivement
Classification calcaire calcaire fortement
calcaire calcaire calcaire
calcaire
Teneurs en CT
<1% 1a5% 5325% 253a50% 50a80% > 80 %.

2.1.8.2.10 Le phosphore (P mg/kg) :
Est quantifi¢ selon la méthode (NF EN 14672, 2005). Cette méthode consiste en une digestion

oxydative (acide sulfurique 11 N) libérant les ions orthophosphates, qui réagissent ensuite avec le
molybdate d'ammonium. Cette réaction forme de l'acide phosphomolybdique, qui se réduit en un
complexe bleu de molybdeéne. La détection se fait au spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 690
nm.

Les résultats sont exprimés en (kg/ha) selon (CRAAQ, 2003), (Tableau 8) : La classification du

phosphore (P) dans le sol est établie comme suit :

Tableau 8:Marge d'évaluation du (P) sols selon (CRAAQ, 2003)

Classification Treés Pauvre Moyenne  Bon Riche Treés Excessivement
pauvre riche riche
Teneurs en P (mg/ha) >50 51-100 101 -150  151-200 201-300 301 - 400 <400

2.1.8.2.11 La granulométrie :
L'analyse granulométrique a été réalisée pour déterminer la répartition des différentes tailles de

particules dans le sol. La méthode de tamisage a sec apres lavage, selon les normes (NF X 31-107,
2003), est mise en ceuvre. Pour ce faire, premi¢rement, un lavage du sol sous 1’eau pour séparer les
agrégats de particules. Ensuite, une fois séché, il est tamisé a travers une série de tamis de différentes
mailles. La masse de particule retenue sur chaque tamis est mesurée et rapportée a la masse totale de
I'échantillon. De plus, les particules fines a trés fines ont été séparées par sédimentation dans un liquide
a l'aide de la méthode de la pipette de Robinson. Les résultats obtenus sont ensuite interprétés

manuellement a 1’aide d’un représentant graphique, le triangle textural (fig. 11).
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Figure 11: Triangle textural américain, systeme (Soil Survey Division Staff, 1993).

2.1.9 Analyse statistique
L’¢tude globale, avec les visualisations graphiques, a été réalisée a 1’aide des versions du logiciel

XLSTAT 2022.4.1.1370 et XLSTAT 2016.02.28451, alors que les tableaux ont été constitués avec
Excel 2016. Nos choix de méthodes ont été guidés par les modeles des références suivantes :

Carnovale et al. (2015), Talavera et al. (2020) et Emmerling et al. (2021).

Les résultats ont été soumis a trois types d’analyses. Tout d’abord, une analyse descriptive est utilisée
pour évaluer les parameétres abiotiques et biotiques des quatre sites d’échantillonnage en plus des
niveaux pertinents d’activité anthropique (ADL). Les données ont été exprimées différemment par des
moyennes £ ’écart-type, basées sur trois répétitions. Ensuite, une fois que nous avons confirmé la
différence générale significative entre les groupes a partir du test de Kruskal-Wallis p < 0,05, nous
avons utilis¢ des tests de comparaison multiple post-hoc non paramétriques. Nous avons utilisé le test
de Steel-Dwass pour la composition des vers de terre, les variables apparentées, et le test de Conover
pour les paramétres physicochimiques du sol. Ces tests étaient nécessaires pour identifier les paires de

groupes qui étaient effectivement différentes.

Ensuite, ’analyse a impliqué 1’utilisation d’une analyse de variance (ANOV A) avec différents modéles
linéaires. Dans ce cas, 1’effet de 1’activité humaine en tant qu'ADL ou facteur environnemental sur
divers parametres biologiques des vers de terre, a savoir 1’abondance, la biomasse, les étapes du
développement sexuel (stades de développement tels que subadultes, adultes, juvéniles), la richesse
spécifique (S), la diversit¢ de Shannon (H) et I’indice d’équitabilité (J), a été examiné. En outre,

I’analyse de variance multivariée (MANOVA) a ét¢ appliquée pour estimer les relations entre diverses
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variables dépendantes des caractéristiques de la composition des vers de terre, dans chaque espéce.
Plus précisément, des relations ont ét¢ examinées entre les variables dépendantes pour déterminer si
ces relations étaient inférieures au seuil de signification, en utilisant plusieurs variables simultanément.
De plus, ces variables dépendantes ont été¢ examinées en correspondance avec deux facteurs considérés
comme indépendants, a savoir le niveau anthropique qui évalue I’impact de ’activité humaine sur ce
parametre parasite et le site, ce qui refléte la précision du champ ou les échantillons ont été collectés

en termes d’emplacement géographique et de spécification du centre environnemental.

Enfin, pour évaluer les relations entre les indicateurs de sol et I’activité humaine ADL avec les schémas
de communautés de vers de terre, une analyse de corrélation de Pearson a été effectuée. Ce test a
permis de quantifier le degré de corrélation des parametres environnementaux avec les marqueurs des
caractéristiques de communautés des vers de terre. En outre, afin de mieux comprendre les relations
et de mesurer les influences, une analyse de correspondance canonique avec un test de permutation de
Monte-Carlo avec 10 000 itérations a été appliquée. Cette méthode nous a permis de sonder les
relations complexes entre les variables environnementales du sol et la composition des especes des
vers de terre. Grace a ces traitements combinés, nous avons été en mesure de mettre en évidence les
liens et les influences soumis au sol et comment ces facteurs peuvent structurer les communautés de
vers de terre. Il s’agit d’une étape cruciale pour approfondir la compréhension de 1’interaction entre

environnement et biodiversité.
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2.2 Chapitre2 évaluation de la pollution polymétalliques et leurs interactions avec les vers de

terre cas « Aporrectodea caliginosa, (Savigny.1826) »

2.2.1 Plans d’échantillonnage :
Pour les détails, voir matériel et méthode chapitre 1, titre (2.2.1) pour le sol et le titre (2.1.4.2) pour

les vers de terre.

2.2.2 Analyse des Eléments et Trace Métalliques (ETM) :

La quantification des ETM dans les sols a été réalisée a 1’aide du spectrometre de fluorescence X
(XRF) (Thermo Scientific Model Niton FXL 950) (fig. 12). Ensuite, les quatre métaux présents en
plus fortes concentrations dans les sols ont été dosés dans les tissus des vers de terre, en utilisant la
spectrophotométrie d’absorption atomique (ICP-MS) (fig. 12). L'ensemble des dosages a été effectué
au niveau de 1'unité de recherche de matériaux, nanomatériaux et écosystémes a la faculté des sciences

de Bizerte, a Tunis.

Figure 12: Appareillage utilisé pour l'analyse des ETMs

2.2.3 Quantification des ETM dans le sol :
2.2.3.1 Séchage et broyage :

Les prises d’essai correspondent au sol séché a I’air libre et tamisé¢ a 2 mm, préparé selon la norme
(ISO-11466, 1995). Les échantillons de sol ont été séchés dans un four a 60 °C jusqu’a obtention d’un
poids constant, puis broyés et tamisés a 140 um pour obtenir une poudre fine.
2.2.3.2 Préparation des pastilles :

(8g) de poudre d’échantillon ont été pris pour former une pastille de poudre compacte, solide et
homogene. La pastille est préparée par centrifugation a une vitesse de 40 tr/min. La force centrifuge

compacte la poudre, ce qui la rend plus dense, uniforme et rigide. La pastille est ensuite préte a étre
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placée au spectrométre FXR pour I'analyse. Une pastille bien préparée assure que le faisceau de rayons

X traverse uniformément la matic€re, permettant une mesure précise des ¢léments chimiques présents.
2.2.3.3 Analyse XRF :

Les échantillons préparés €taient placés dans des cupules spécifiques, insérées dans I’autosampler du
spectrometre XRF (Thermo Scientific Model Niton FXL 950). Le processus d’analyse se déroule
automatiquement, avec les échantillons positionnés dans une chambre de test de 9 x 12 x 4,5 pouces.
L’échantillon est analysé sous un faisceau de rayons X, ou l'énergie des rayons X fluorescents émis
par les ¢léments dans 1’échantillon permet de détecter et quantifier les €léments présents. Les pics du
spectre obtenu révelent la nature des €éléments, tandis que la hauteur des pics indique la concentration.
Les avantages de 1’auto sampler permettent I’analyse automatisée de plusieurs échantillons sans
intervention manuelle, réduisant ainsi les risques d’erreurs. Cela assure une analyse rapide et précise

en quelques minutes, avec des résultats stockés pour une consultation ultérieure.

2.2.4 Quantification des ETMs dans les vers de terre :

2.2.4.1 Préparation des échantillons : Séchage et broyage

Les ETM ont ¢été dosés dans les tissus d’Aporrectodea caliginosa (fig. 13), espéce que nous avons
utilisée comme bioindicateur en raison de son abondance et de sa représentativité dans la région du
nord-est de 1’Algérie. Quatre (04) vers adultes ont été prélevés pour chaque site, soit 16 échantillons
au total. Ils ont été vidés de leur contenu intestinal pendant au minimum 72 heures (fig. 13) avant la
lyophilisation. Les vers ont été pesés avant et apres séchage au lyophilisateur, puis Une fois secs, ils
ont été broyés a I’aide d’un mortier en agate puis conservés dans des tubes en Eppendorf étiquetés

auparavant. (EI-OkKki, 2016).

Figure 13: Photo des d'espéces représentatrices sélectionnées pour l'évaluation polymétallique ainsi que de
leurs incubations au laboratoire (photo prise par ’auteur, 2021).
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2.2.4.2 Minéralisation des échantillons (vers) :

200 mg de broyats (matiere seche) ont été placés dans des tubes a vis avec 5 ml d’acide nitrique a 65
%. Par la suite, les tubes ont été fermés et placés dans un four a une température de 60 °C jusqu'a ce
que les tissus soient complétement digérés sous pression (environ 72 heures). Suite a la minéralisation,
les échantillons ont ét¢ soumis a un processus de refroidissement puis filtrés. Les échantillons ont été
collectés dans des fioles jaugées de 10 ml, dilués avec de I'eau bidistillée, puis transférés dans des
flacons en polyéthyléne préalablement traités a 1'acide nitrique et conservés a une température de 4 °C.
Les niveaux de métaux dans les divers échantillons ont été évalués a 1'aide de la spectrophotométrie

d'absorption atomique (ICP-MS).

2.2.5 Evaluation du niveau de contamination métallique des sols étudiés :

Dans le cadre de cette étude, nous avons employé¢ divers indices qui sont décrits par Hakanson (1980)
pour évaluer la qualité des sols et les risques écotoxicologiques liés a la présence d'éléments traces
métalliques (ETM) dans les sols et les organismes bioindicateurs (vers de terre). Ces indices permettent
d’obtenir une vue d'ensemble de la pollution métallique et de son impact potentiel sur les écosystémes

locaux. Les références en bas ont été utilisées dans le calcul des indices :

= La concentration de référence (Cref): pour les ¢éléments métalliques (appelées
concentrations de fond) (tableau 9) ont ét¢ obtenues a partir de la littérature scientifique
(Kabata-Pendias, 2001). Ces concentrations de fond servent de base pour le calcul de I’indice
de contamination (Cf) et sont essentielles pour identifier les excés dus a la pollution

anthropique.

Tableau 9: limites des teneurs en ETMs dans les sols non-pollués (Cref) selon Kabata-Pendias (2001)

ETM Cd Pb As Hg Zn Cu Cr Co Ba Ni
C ref (Kabata-Pendias,2001) 0,44 23 8,5 0,1 65 24 77 7,5 520 25

= Le facteur de toxicité (Tri) : (tableau 10) Chaque ¢lément métallique possede un facteur de
toxicité propre, basé sur son impact potentiel sur les organismes vivants, sa persistance dans
I’environnement et sa capacité a étre bioaccumulé. Sont utilisés dans le calcul de l'indice de
risque écologique potentiel (Er) et proviennent de bases de données écotoxicologiques

internationales et de travaux standards, proposés par Hakanson (1980).
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Tableau 10: Facteur de toxicité propre a chaque éléments métalliques (Tri), selon (Hakanson, 1980).

ETM Cd Pb As Hg Zn Cu Cr Co Ba Ni
Tri (Hakanson’s, 1980) 30 5 10 40 1 5 2 5 1 5

= La valeur de référence écotoxicologique pour les invertébrés (VR) : (tableau 11) utilisée
dans cette étude a été proposée par le Centre d’expertise en analyse environnementale du
Québec (CEAEQ) en 2012. Ces VR servent de point de comparaison pour calculer ’ERI, qui

sert a déterminer 1’impact potentiel des ETM sur la biodiversité et la santé des sols.

Tableau 11: les valeurs de référence ecotoxicologiques pour les invertébrés (VR), selon (CEAEQ, 2012).

ETM Cd Pb As Hg Zn Cu Cr Co Ba Ni
VR (CEAEQ, 2012) 56 645 16 3,2 251 122 42 100 100 162

Les concentrations métalliques mesurées dans les tissus des vers de terre ont permis de calculer le
facteur de bioaccumulation (BAF). Ce facteur nous aide a comprendre comment les métaux lourds se
déplacent de I'environnement vers les organismes, ce qui constitue une étape clé dans I'évaluation des
risques écotoxicologiques. L’ensemble de ces différents indices nous permet de mieux comprendre
I’étendue de la pollution métallique dans les sites étudiés, ainsi que son potentiel a affecter les

organismes vivants et plus largement la santé des écosystémes.

2.2.5.1 Indices de Pollution des Sols
2.2.5.1.1 Indice de Contamination (Cf)

L'indice de contamination (Cf) décrit par (Hakanson, 1980) permet de quantifier le niveau de pollution
d’un sol par un ¢lément trace métallique (ETM) donné. Cet indice est calculé a partir du rapport entre
la concentration mesurée de 1'élément métallique dans le sol et sa concentration de fond dans un sol

non pollué. La formule est donnée comme suit

Ou:
» Chnest la concentration mesurée de I’¢élément dans le sol, exprimée en mg/kg.
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= Cref est la concentration de fond de cet élément dans un sol non pollué, Voir tableau (Tableau 9).
Cétraire de classification pour (Cf) selon (Hakanson, 1980) :

= (f<1 Faible contamination
= 3 < (f< 6 Contamination considérable
= 6 <Cf Contamination tres élevée

2.2.5.1.2 Indice de Pollution (PLI)

L'indice de pollution (PLI), d’aprés Tomlinson et al. (1980). Integre l'ensemble des indices de
contamination des différents ETM analysés. 11 s’agit d’une moyenne pondérée des indices IC pour

chaque ¢élément, et il est calculé comme suit :

1% _
PLI = ;;(Cf)l

Ou:

= n est le nombre total d'éléments analysés.

= (f/est1'Indice de Contamination de 1'é1ément

Le PLI fournit une vue d'ensemble de la pollution des sols par I’ensemble des métaux lourds, en
considérant tous les ¢léments simultanément. Il permet de classer les sites selon leur degré de
pollution globale :

= PLI<1 Non pollu¢
= PLI=1 Niveau de base de la pollution
= PLI>1 Pollution élevée

2.2.5.2 Indices Ecologiques :
2.2.5.2.1 Indice de Risque Ecologique Potentiel (Er)

Selon Hakanson (1980), l'indice de risque écologique potentiel (E7) prend en compte la toxicité
relative de chaque métal et est calculé en combinant 1'indice de contamination (Cf) avec un facteur de

toxicité spécifique a chaque élément, selon la formule suivante :

Er=Yi=1InEri

Ou:
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Eri est le facteur de risque écologique potentiel pour I’élément i;, défini comme :
Eri=TrixCfi

Tri est le facteur de toxicité de 1'é1ément ii, basé¢ sur sa toxicité spécifique dans I’écosysteme(voir

tableauu 10).

L’indice de risque écologique potentiel total (RI) est obtenu en sommant les Eri pour tous les métaux
analysés. Il permet d'estimer le risque cumulatif pour I’écosysteme et d’identifier les sites a risque

¢levé, selon les valeurs classes suivantes :

=  Er<90 Risque faible

= 90 < Er <180 Risque modéré

= 180 < Er <360 Risque considérable
= 360 < Er <720 Risque ¢levé

= 720 < Er Risque tres élevé

2.2.5.2.2 Indice de Risque Ecotoxicologique (ERI)

L’indice de risque écotoxicologique (ERI) est une extension de I'indice de risque écologique potentiel
(RI), congu pour évaluer les impacts écotoxicologiques spécifiques aux invertébrés. Il combine les
concentrations mesurées de métaux dans le sol avec des facteurs de toxicité propres a ces
organismes. L'évaluation du risque est basée sur la comparaison entre l'exposition estimée et les
valeurs écotoxicologiques de référence (VR). Si I'ERI est inférieur a 1, cela indique une absence de
risque formel, ce qui signifie que l'exposition est inférieure a la VR, suggérant que la substance
n'entraine pas d'effets écotoxicologiques significatifs. En revanche, si 'ERI est supérieur ou égal a 1,
un risque potentiel est identifié, signifiant que l'exposition égale ou dépasse la valeur de référence et

que des effets écotoxicologiques néfastes sont possibles.

Le calcul de I'ERI repose sur la formule suivante :

ERI=SRE

Ou:
RE représente le risque estimé pour chaque métal ii, défini comme suit :

_EE
VR

RE
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EE : Exposition estimée pour la voie d’exposition (concentration des métaux dans le sol), basée sur
les analyses effectuées sur site. (mg/kg).

VR : Valeur écotoxicologique de référence (mg/kg) pour la voie d’exposition. (Tableau 11).

2.2.5.3 Facteur de Bioaccumulation (FBA)

Le facteur de bioaccumulation (BAF) est un indicateur de la capacité des vers de terre a accumuler les
ETM présents dans leur environnement (le sol). Il est calculé selon la formule suivante :

Ou:
C_Ech est la concentration de I'élément dans les tissus des vers de terre (exprimée en mg/kg).

Csol est la concentration de 1'élément dans le sol (exprimée en mg/kg).

Le FBA permet d’évaluer le degré d'exposition des vers de terre aux métaux lourds présents dans le
sol. Par conséquent, le risque potentiel pour les organismes situés plus haut dans la chaine alimentaire,

dans le cas ou une bioamplification est observée

2.2.6 Evaluation du stress oxydatif :

Le dosage des biomarqueurs de stress, qu'ils soient enzymatiques ou non enzymatiques, a ét¢ effectué
sur cinq individus de l'espece (A. caliginosa) prélevés sur chaque site. Une fois leur contenu digestif
évacué, les individus ont été stockés dans des tubes Eppendorf a -25 °C, avant d'étre préparés et

analysés conformément aux instructions détaillées dans le chapitre 3 (titre 2.4.6 ; page 37).

2.2.7 Etude statistique :

Pour le traitement biostatistique de la bioévaluation métrique entre les sites et leurs évaluations (indices
¢écotoxicologique), nous avons utilisé le test de Shapiro-Wilk pour vérifier s’ils suivent une loi
normale pour les variables suivantes (concentrations de métaux lourds, indices écotoxicologique, etc.).
Ensuite, un test de Kruskal-Wallis non paramétrique a été établi pour étudier les différences intersites.
Suivi d’un test post-hoc Dunn, pour identifier quelles paires de groupes sont significativement

différentes

Puis une corrélation de Spearman a été effectuée pour étudier les relations entre les indices

¢cotoxicologiques et les paramétres biologiques (abondance, biomasse). Diversité) ou les paramétres
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physico-chimiques du sol (pH, salinité, conductivité...). A la fin, une analyse en composantes
principales (ACP) a été faite pour visualiser la distribution des indices dans un espace a plusieurs
dimensions et comprendre la contribution de chaque parametre environnemental et biologique a la

variabilité des données.

2.3 Chapitre3 Evaluation toxicologique in vitro sur 'espéce de vers de terre « Aporrectodea
caliginosa, (Savigny.1826) »

2.3.1 Matériel utilisée dans les essais expérimentation :
2.3.1.1 Source de prélévements :

La forét de Chetaibi (site 4), mentionnée dans le premier chapitre de la section méthodologique (2.1 ;
2.1.2 ; P : 8), est décrite en détail. La méthode d'échantillonnage et la période correspondante sont

détaillées dans la section 2 du chapitre 2 (2.2 ; 2.2.1 — P. 17).

2.3.1.2 Choix de I’espéce :

Nous avons sélectionné 1'espece Aporrectodea caliginosa (Savigny, 1826) comme représentative de
la zone d'étude. Les sujets sélectionnés pour 1'étude étaient des adultes présentant un clitellum de taille
et de poids similaires, soit respectivement entre 150 et 200 mm et entre 0,8 et 0,9 g. Les individus sont

conservés dans des terrariums contenant le sol de provenance, au laboratoire.

Figure 14 : Aporrectodea caliginosa (Savigny, 1826) (Photo personnelle)

La classification systématique des modeles biologiques peut étre consultée dans le tableau 16 de

l'identification, présenté dans la section des résultats (3.1.1 ; 3.1.1.1).
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2.3.1.3 Matériel chimique :

Nos xénobiotiques choisis sont un cocktail toxique composé d'un ¢lément métallique, le chlorure de
cadmium, et d'un pesticide, I'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique. Ces deux derniers ont été choisis
suite a leurs utilisations courantes dans la région et aussi a I’échelle mondiale. Les concentrations ont

¢été choisies depuis la littérature au 1/4 et 1/2 de la DL50 (KPAN KPAN et al., 2017).

2.3.1.4 Le Pesticide « acide 2,4-dichlorophénoxyacétique » :

La solution pulvérisée du Desormond lourd D (C. H. N° : 19 58 39) a été réalisée lors du traitement
dans la fig. 15, dans les terrariums, a des concentrations de 43,9 et 87,8 mg/1 kg de sol humide. Il
s'agit de la forme commercialisée de 1'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique, couramment désigné sous
le nom de (2,4-D). 1l s'agit d'un herbicide hormonal de la famille des composés organochlorés, réputés
pour leur persistance dans l'environnement. Utilis¢é a des fins commerciales, cet herbicide agit
spécifiquement sur les dicotylédones des céréales d'hiver telles que le blé tendre, 1'orge et 1'avoine, en
inhibant leur croissance. Il est employé durant la saison hivernale, ce qui correspond a la période

d'activité croissante des vers de terre.

Figure 15 : image de l'insecticide utiliser au teste toxicologiques

2.3.1.5 Un élément trace métallique (ETM) :

Le chlorure de cadmium (CdCl2), identifi¢ par le numéro CAS 7790-78-5 et représenté dans la
figure 16, correspond a la forme soluble du cadmium. Le chlorure de cadmium a été employ¢ en tant
que réactif chimique dans le cadre de notre recherche. De I'eau déionisée a ét¢ employée afin de réaliser
l'enrichissement du sol en cadmium. Les solutions ont été préparées afin d'atteindre les concentrations

nominales suivantes dans le sol : 0 (témoin), 14,28 et 28 mg/kg de sol humide
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Figure 16 : Image des métaux employés dans le texte toxicologique.

2.3.1.6 Le sol d’expérience :

Pour assurer des conditions uniformes lors des tests, l'utilisation d'un substrat synthétique est
préconisée. Ce type de substrat, tel que décrit dans la ligne directrice n® 207 de I'Organisation de
coopération et de développement économiques (OCDE), favorise la survie, la croissance et la
reproduction efficace de diverses especes d'organismes testés (OCDE, 2010). L'utilisation des sols
naturels peut étre problématique en raison de leur disponibilité limitée tout au long de 'année, ainsi
que de la possible présence d'organismes indigénes ou de micropolluants pouvant avoir un impact sur

les résultats (tableau : 13).

Tableau 12 : les constituants du sol artificiel

Composant Proportion
Tourbe 10 %
Sable de quartz 70 %
Argile kaolinique 20 %
Carbonate de calcium <1%

2.3.2 Conditions expérimentales :
2.3.2.1 Conditions d’adaptations :

Les vers de terre sélectionnés pour les tests sont placés dans une phase d’adaptation d’un mois, au
cours de laquelle ils restent dans des terrariums contenant le sol récolté. Chaque semaine, les terrariums
sont pesés pour ajuster les pertes en humidité en ajoutant de I’eau distillée, et les vers morts ou inaptes

aux tests sont éliminés. Le reste des conditions est décrit au tableau 14. Avant le commencement des
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expériences (J1), les lombrics sont préalablement nettoyés avec de I'eau, séchés a I'aide de papier
absorbant, et ensuite disposés dans des boites de Pétri sur du papier filtre pendant 24 heures afin de
purger leur tractus digestif du sol ingéré. Durant cette période, ils font 1'objet d'une surveillance toutes

les 12 heures afin de remplacer le papier contenant leurs excréments, dans le but de prévenir tout risque

de coprophagie
Tableau 13: condition d'acclimations expérimental
Photopériode 12h de lumiére/ 12h d’obscurité.
Température 20+2°C.
pH Ajusté a 6
Humidité 70%
Boites en plastique (terrarium) (26x16,5x12cm)

2.3.2.2 Dispositive d’expérience :

Tout d’abord, au jour 0 (JO) (voir Fig. 17), des pots ont été remplis avec 1 kg de sol humide a 70 %,
préalablement pulvérisé avec les produits de traitement, puis soigneusement mélangé. Au jour 1 (J1),
10 vers de terre matures, présentant un clitellum bien développé et ayant des tailles et poids similaires,

ont ét¢ introduits dans chaque pot. (Figure : 17)

Délution du 2.4-D dans Delution du CICd dans

, Preparation s lot
de I'eau destiliée de I'eau destiliée eparations des lots JO

Vider leurs tubes

digestifs 24h avant teste Depots des vers J1 etat finale des lots J1

Figure 17 : présente des photographies illustrant les différentes étapes de la préparation aux tests

toxicologiques.
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L'étude a comporté deux phases d'exposition, d'une durée de 7 et 14 jours respectivement (voir fig.
17), avec deux niveaux de contamination pour chaque produit : %2 et % de la CL50. Les sols ont été
maintenus a 60 % de leur capacité en eau et la température ambiante a ét¢ maintenue constante a 22
°C pendant toute la durée de 1'expérience. Chaque condition a été reproduite trois fois, en incluant un

groupe témoin pour chaque série (figure 17).

2.3.3 Mortalité observée :

Figure 17 : des vers morts apres différents traitements toxicologiques de 7j et 14j

Chaque semaine, la mortalit¢é des vers de terre a été évaluée en procédant au retrait du sol des
contenants, puis lI'impact des traitements sur la toxicité a été analysé en conséquence. Un ver de terre
¢tait considéré comme décédé s'il ne manifestait aucune réaction a un stimulus mécanique appliqué a
la partie antérieure de son corps (figure 17). Le taux de mortalité des vers exposés aux traitements a

diverses concentrations, ainsi que des témoins, a été déterminé en utilisant la formule suivante :

Nombre de vers morts apres traitement

x100

2 0rY —
Mortalité ( A)) Nombre total de vers traités
2.3.4 Inhibition de la croissance :

Pendant les périodes d'expérimentation de 14 jours et 7 jours, les vers de terre vivants restants ont été
comptés et pesés hebdomadairement, apreés avoir ¢té soigneusement lavés et séchés. Le taux de

croissance a ¢été¢ déterminé en utilisant 1'équation formulée par Martin (1986).
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Cn= InZ x100
p0

Avec:

e Cn: le taux de croissance correspondant a la concentration n.
e Pt :le poids des vers enregistré apres t jours d’exposition.
e PO : le poids initial des vers avant le début de 1I’expérience (jour 0).

2.3.5 Effet sur la morphologie :

Afin d'évaluer lI'impact des divers traitements toxiques administrés sur la morphologie des vers de
terre, des observations détaillées ont été effectuées pendant toute la durée de I'é¢tude, en comparant les

altérations morphologiques comme montre au (Fig. 18) entre les groupes témoins et les groupes traités.

e TR T

Figure 18 : des changements morphologiques observées chez A. Caliginosa exposée au différentes traitements (photo personnelle)

2.3.6 Dosage enzymatique :

Les instructions pour la préparation des solutions et les étapes de chaque dosage sont fournies dans
les annexes I et II.

Figure 19 : Photographie du matériel utilisé lors d'un des dosages des biomarqueurs de stress, notamment le
dosage des protéines.
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2.3.6.1 Préparation de I’extrait brut :

On place les vers de terre a jeun pendant deux jours pour nettoyer leur systeme digestif. Cinq vers par
traitement sont sélectionnés pour 'analyse des biomarqueurs testés. Ensuite, les échantillons sont pesés
et homogénéisés a froid en utilisant un ultraturrax dans un tampon Tris a 20 mM, pH 7,5, en maintenant
un rapport de 1 : 4 (poids/volume). Le mélange résultant est soumis a une centrifugation a 9000 g
pendant 20 minutes a une température de 4 °C. Toutes les étapes de la préparation de la fraction
cytosolique ont été réalisées a une température de 4 °C dans le but de maintenir 1'intégrité des enzymes.
Le surnageant, connu sous le nom de fraction S9, est aspiré a l'aide d'une pipette et transféré dans des
tubes Eppendorf préalablement étiquetés. Ensuite, les échantillons ont ét¢ maintenus a une température

de 25°C jusqu'a l'analyse (Bainy et al., 1996).

2.3.6.2 Dosage des protéines :

La quantification des protéines a été effectuée en utilisant la méthode colorimétrique de Bradford
(1976), qui est utilisée pour déterminer la concentration en protéines dans les échantillons biologiques.
La méthode repose sur I'emploi du colorant bleu de Coomassie G-250, lequel subit un changement de
couleur de rouge brun a bleu lorsqu'il interagit avec les acides aminés aromatiques et les résidus
hydrophobes présents dans les protéines. La mesure de l'intensité¢ de cette couleur s'effectue par
spectrophotométrie a une longueur d'onde de 595 nm et est directement liée a la concentration en
protéines présente dans I'échantillon. Pour effectuer cette analyse, il est essentiel de préparer une série
d'échantillons de protéines standard en utilisant de I'albumine de sérum bovin (BSA) (fig. 21), et il
peut étre nécessaire de réaliser des dilutions préalables pour garantir que les valeurs d'absorbance des

¢chantillons se situent dans la plage de la gamme de mesure. 5 Annex I1I

Figure 20 : Une photographie illustrant des tubes a essai présentant le résultat visuel d'une série
d'étalonnage standard (BSA) utilisée pour le dosage des protéines. (Photographie personnelle)
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2.3.6.3 Dosage du Glutathion Réduit (GSH)

Le dosage du glutathion (GSH) est effectu¢ en utilisant la méthode développée par Weckbecker et
Cory (1988), qui repose sur la réduction de l'acide 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoique (DTNB, réactif
d'Ellman) par les groupes thiols (-SH) du glutathion. Cette réaction forme I'acide 5-thio-2-
nitrobenzoique (TNB), un compos¢ jaune dont l'absorbance est mesurée a 412 nm a l'aide d'un

spectrophotometre (fig. 22).

Figure 22 : présente une photographie illustrant des tubes a essai renfermant le produit de la réduction

visuelle du DTNB lors d'un dosage du GSH (glutathion), (photographie personnelle).

2.3.6.4 La mesure de I'activité de la glutathion S-transférase (GST) :

La quantification de l'activité de la glutathion-S-transférase (GST) est effectuée en utilisant le
protocole développé par Habig et al. (1974). Ce protocole repose sur la réaction de conjugaison entre
la GST et le 1-chloro-2,4-dinitrobenzéne (CDNB) en présence de glutathion réduit (GSH). Cette
réaction conduit a la formation d'un complexe, le 1-(S-glutathionyl)-2,4-dinitrobenzeéne, qui présente

une absorption de la lumiére a une longueur d'onde de 340 nm.
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2.3.6.5 Dosage de I'Activité Spécifique de la Catalase (CAT) :

La détermination de l'activité spécifique de la catalase (CAT) est effectuée en suivant le protocole
décrit par Saint-Denis et al. (1998). Cette enzyme favorise la réaction de dismutation du peroxyde
d'hydrogéne (H20:) en eau et en oxygéne moléculaire. La mesure de l'activité enzymatique est
effectuée en observant la diminution de I'absorbance du peroxyde d'hydrogeéne a une longueur d'onde

de 240 nm (Baumard et al., 1999).

2.3.6.6 Dosage de I'Activité Enzymatique de la Superoxyde Dismutase (SOD) :

L’évaluation de l'activité de la superoxyde dismutase (SOD) repose sur sa capacité a inhiber la
réduction du nitro-bleu de tétrazolium (NBT) en formazan bleu par les anions superoxydes, comme

décrit par Crouch et al. (1981).
2.3.6.7 Dosage du Malondialdéhyde (MDA)

La mesure du MDA repose sur sa réaction avec l'acide thiobarbiturique (TBA) dans des conditions
acides et a haute température, ce qui conduit a la formation d'un complexe rosatre pouvant étre mesuré
par spectrophotométrie (Uchiyama et Mihara, 1978 ; Esterbauer et al., 1992), comme illustré dans

la figure 21.

Figure 21 : présente une photographie illustrant des tubes a essai renfermant le résultat visuel de la
condensation entre I'MDA et le TBA. (Photo personnelle.)

2.3.7 Etude statistiques :
Les traitements statistiques ont été traités de la méme maniére que les autres chapitres.
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3 Résultats et Discussion
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3.1 Résultats et Discussion du premier chapitres :

3.1.1 [Etude de la diversité Lombriciennes :
3.1.1.1 Identification des vers :
La détermination des espéces a été effectuée en se basant sur les caracteres externes des vers de terre
prélevés. La classification des divers taxons lombriciens a été réalisée en se référant a la clé de
détermination et a la nomenclature établies par Alvarez (1971) et Bouchet (1972).
Les résultats de notre recensement ont dévoilé que le peuplement de vers de terre dans la région
d’Annaba dans différentes localités se compose de 7 espéces distinctes. Voir (tableau 16) (photo des
vers de terre).

a) Famille des Megascolecidae

V' Microscolex dubius (Fletcher, 1887)

v Microscolex phosphoreus (Dugés, 1828)

a) Famille des Lumbricidae
v Aporrectodea trapézoides (Duges, 1828)
v Aporrectodea caliginosa (Savigny, 1826)
v’ Eseinia fetida (Savigny, 1828)
v' Octodrilus maghrebinus (Omodeo & Martinucci, 1987)

v Allolobophora molleri (Rosa, 1889)
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Tableau 14: Tableau récapitulatifs pour les espéces enregistrées dans notre étude pour la région d'ANNABA.

Photo d’espéce (prise par

I’auteurs)

Nom d’espéce

Caractéristique

Aporrectodea caliginosa

(Savigny, 1826)

AN NN

AN

AN

Longueur : 42-61 mm
Largeur : 3-4 mm

Poids : 450-650 mg
Nombre de segments : 92-
132

Couleur : rougeatre

Soies : appariées
Prostomium : epilobic a-72
overt

Clitellum : segments 30-37
Puberculum : segments 30-
34,35

Pore dorsal : segments
21/22-22/23

Glande génitale : segments
18, 20, 21, 22, 29

Aporrectodea
trapézoides

(Dugés, 1828)

ANANEN

ASANEN

AN

Longueur : 65-138 mm
Largeur : 3-6 mm

Nombre de segments : 131-
154

Couleur : brun foncé avec un
gradient dorso-ventral
Prostomium : fermé, épilobé
Soies : appariées

Clitellum : segments 26, 27 -
33,34

Premier pore dorsal : 6/7
Glande génitale : bien
développée, segments 14 et
15

Puberculum : segments 28 -
33

Vésicule séminale : deux

paires, segments 9 et 10
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v Longueur : 42-61 mm
v’ Largeur : 3-4 mm
v Poids : 450-650 mg
v" Nombre de segments : 92-

132
v Couleur : rougeatre
Octodrilus maghrebinus v" Soies : appariées
(Omodeo & Martinucci, | v' Prostomium : épilobé, V5
1987, recouvrant

v Clitellum : segments 30-37
v Puberculum : segments 30-
34,35
v Pore dorsal : segments
21/22-22/23
v Glande génitale : segments

18, 20, 21, 22, 29

v" Longueur : 80-140 mm
v’ Largeur : 3-7 mm
v’ Prostomium : épilobé
v’ Soies : appariées
v Couleur : non pigmentée a

Allolobophora molleri rougeatre
(Rosa, 1889). v Segments : 180-200

v Clitellum : segments 50-60
v Premier pore dorsal : 4/5
v’ Soies : appariées
v Glande génitale : segments

14 et 15, bien développée
v Puberculum : segments 27-

29
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Eseinia fetida
(Savigny, 1826)

v Longueur : 37-78 mm
v Largeur : 2-4 mm
v" Nombre de segments : 68-
94
v Couleur : rosée avec des
bandes plus claires
v" Prostomium : ouvert,
épilobé
v Premier pore dorsal : 4/5
v" Soies : appariées
v Glande génitale : segments
14 et 15, bien développée
v Clitellum : segments 26-32,
en forme de selle et
proéminent
v' Puberculum : segments 28-
30

Microscolex
phosphoreus
(Duges, 1837)

v Longueur : 10-18 mm
v Largeur: 1-1,5 mm
v Poids : 30 440 mg
v" Nombre de segments : 72-91
v" Couleur : non pigmentée
v Prostomium : ouvert, épilobé
1/3
v Premier pore dorsal : absent
v" Soies : non appariées
v Glande génitale : segments
1/2, 17 et 14, bien
développée
v" Clitellum : segments 13-17,
en forme d’anneau
v" Puberculum : absent

Microscolex dubius
(Fletcher, 1887)

v" Longueur : 35-70 mm
v' largeur:2-2.5mm
v Poids : 200 to 400 mg
v" Number de segments :
90-125
v Couleur : non pigmentée
avec une apparence
blanc jaunatre
v" Prostomium : épilobique,
a moitié ouvert
v Premier pore dorsal :
absent
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v Soies (sétules) : non

appariées

v' Glande génitale :
segments 1/2, 17 et 14,
bien développée
v Clitellum : segments 13 a
17, en forme d'anneau
v" Tubercule (puberculum) :

absent

3.1.1.2 Analyse descriptive :

Les especes ont €té analysées dans leur ensemble et par groupes d'age (adultes, subadultes et juvéniles).

Les lettres différentes indiquent des différences significatives selon le test de Kruskal-Wallis (p <0,05).

Tableau 15: Variation inter-site des espéces ressenceés dans la région d'Annaba. [individus (ND).m?], avec
leurs I’abondance relative des espéces (AD).

(totale)

Au cours de I'étude, nous avons récolté un total de 2539 vers de terre dans la zone d'intérét. Ces vers
de terre appartiennent a sept especes, dont deux sont classées dans la famille Megascolecidae et cinq

dans la famille Lumbricidae. Ces vers de terre ont €té regroupés en cing genres et ces genres ont ¢té
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répartis en trois groupes écologiques : deux anéciques, quatre endogenes et une épigéne (tableau 16).
La majorité des especes recensées appartiennent a la famille des Lumbricidae. Les résultats de notre
¢tude indiquent que le groupe endogene est celui qui compte le plus grand nombre de vers de terre. En
examinant le tableau 16, nous pouvons observer que l'espece la plus abondante est Aporrectodea
caliginosa (Savigny, 1826), représentant 43 % (fig. 22) de 1'ensemble des individus récoltés (soit 1082
individus). La seconde espece la plus abondante est Aporrectodea trapezoides (Duges, 1828) avec une
abondance relative de 27 % (soit 682 individus). Ces deux especes, étant cosmopolites et d'origine
européenne, ont été retrouvées dans les quatre stations étudiées, indépendamment du niveau d'activité
anthropique (ADL) (tableau 1), et ont également été observées dans différentes localités de la région
(tableaux 16 et fig. 22). Au cours de 1'étude, nous avons récolté un total de 2539 vers de terre dans
la zone d'intérét. Ces vers de terre appartiennent a sept especes, dont deux sont classées dans la famille
Megascolecidae et cinq dans la famille Lumbricidae. Ces vers de terre ont été regroupés en cinq genres
et ces genres ont €té répartis en trois groupes €cologiques : deux anéciques, quatre endogenes et une
épigene (tableau 16). La majorité des especes recensées appartiennent a la famille des Lumbricidae.
Les résultats de notre étude indiquent que le groupe endogéne est celui qui compte le plus grand
nombre de vers de terre. En examinant le tableau 16, nous pouvons observer que l'espéce la plus
abondante est Aporrectodea caliginosa (Savigny, 1826), représentant 43 % (fig. 22) de 1'ensemble des
individus récoltés (soit 1082 individus). La seconde espéce la plus abondante est Aporrectodea
trapezoides (Dugés, 1828) avec une abondance relative de 27 % (soit 682 individus). Ces deux especes,
étant cosmopolites et d'origine européenne, ont été retrouvées dans les quatre stations étudiées,
indépendamment du niveau d'activité anthropique (ADL) (tableau 1), et ont également été observées

dans différentes localités de la région (tableaux 16 et fig. 22).
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Figure 22: Abondance relative (%) des espéces de vers de terre en fonction du niveau anthropique dans les 4
sites échantillonnées

En troisiéme position, nous trouvons Allolobophora molleri (Rosa, 1889) (310 individus), absente au
site 1, ainsi que Microscolex phosphoreus (Duges, 1837) (284 individus) qui est présente dans les 4
sites. Ces deux especes, appartenant au groupe anécique, sont fréquentes dans la zone d'é¢tude avec un
ADL moyen. Elles ont été observées dans les sols humides et semi-humides le long des rivicres et des
sources, avec une abondance relative de 12 % et 11 %, respectivement (en termes d'AD %). En
revanche, les taxons Microscolex dubius (Fletcher, 1887) (76 individus), Octodrilus maghrebinus
(Omodeo & Martinucci, 1987) (54 individus) et Eisenia fetida (Savigny, 1926) (14 individus) sont
moins fréquents, avec des abondances relatives de 3 %, 2,1 % et 1 %, respectivement. Ces trois
derniéres especes ont été observées dans des localités présentant un ADL faible, une diversité de

paysage importante et des occupations mixtes.

Tableau 16: Variation inter-sites de l'abondance des espéces [individus (ND).m?], biomasse fraiche [g.m?],
abondance relative des especes (AD) et parametres de diversité pour la composition des vers de terre dans la

région d'ANNABA.
parameters biologiques Site 1 Site 2 Site 3 Site 4
Abondance [N/ m?] 12,21 + 28,64 ¢ 9,15+11,23 b 3,01+3,55a 21,15+28,48¢c
Biomasse [g/ m?] 9,64 +26,34b 6,33+9,05b 2,78+3,43a 19,59+27,67c
Sub-adultes [N/m?] 11,88 + 28,73 28,73+17,84 7,71+4,21 17,84+ 28,98
Adultes [N/m?] 13,04+29,01b 5,85+17,88a 3,27+4,20a 20,42+28,88b
Juvéniles [N/m?] 13,14 £ 28,99 b 6,40+ 17,82 b 3,23+4,19a 19,25%+9,02a
Richesse spécifique [S] 3+4a 5+1b 5+1b 6+t1lb
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Diversité de Shannon [H’] 0,86+ 0,08 a 1,00+0,34 b 0,55+0,20b 0,88+0,17b
Indice d'équitabilité [J] 0,68 +0,19¢ 0,20+0,06 b 0,14+0,05a 0,34+0,02a

L'analyse des parameétres biologiques (biomasse, abondance, adulte, subadulte et juvénile) des vers de
terre dans les sols de la région étudiée, exposés a diverses activités anthropiques (tableau 17), a été
réalisée par comparaison par paire. Le test de Kruskal-Wallis a révélé une différence significative (P
< 0,05) entre les sites pour ces parametres. Nous avons remarqué que 1'abondance ponctuelle des vers
de terre varie considérablement selon les stations, allant d'un minimum de (3,01 + 3,55) individus/m?
dans le site 3 avec un ADL faible, voire (tableau 1), a un maximum de (21,15 + 28,48) individus/m?
au site 4 avec un ADL ¢élevé. La biomasse moyenne varie ¢galement en fonction des sites, allant d'un

minimum de (2,78 + 3,43) g/m? au site 3 a un maximum de (19,59 + 27,43) g/m? dans le site 4.

Par ailleurs, nous avons constaté que 1'abondance des adultes avec un clitellum est similaire a celle des
juvéniles dans les 4 sites étudiés. En moyenne, nous avons enregistré (11,88 + 28,7) adultes et (12,85
+ 7,50) juvéniles par point de prélévement. En revanche, le nombre moyen de subadultes différe

légerement selon les sites, s'éleve a 13,04 = 29,01 individus par point de prélévement.

En comparant les sites, nous avons observé que la biomasse et I'abondance sont plus élevées au site 4

par rapport aux autres sites.

En ce qui concerne les parametres de la diversité (richesse, diversité et équitabilité) (tableau 17). Le
test de Kruskal-Wallis a révélé des différences significatives (p < 0,05) intrinséques, mais peu
déséquilibrées. Cela indique que la région étudi¢e présente une faible diversité, avec une distribution

peu équilibrée entre les especes des différents sites.

3.1.1.3 Impact de Pactivité anthropique (ADL) sur ’ensemble des parametres biologiques et

édaphiques

Les analyses de régression multiple ont été utilisées pour examiner comment les variables
indépendantes, en particulier le paramétre ADL (intensité d’activit¢ humaine exercée au sol),
influencent les paramétres biologiques des vers de terre (abondance, biomasse, adultes, subadultes et
juvéniles), y compris les parametres biotiques et la diversité (richesse spécifique, indice de Shannon
et indice de Pielou). Ces variables ont été sélectionnées en se basant sur une matrice de corrélations.

Les résultats, présentés dans le tableau 18, révelent que toutes les variables sélectionnées sont des
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facteurs prédicteurs statistiquement significatifs (p < 0,05) qui expliquent les variations de la variable

HADL".

Tableau 17: Impact de l'activité anthropique (ADL) sur l'ensemble des parameétres biologiques et édaphiques.

Variables Type Variables Coeffici p- Qualité du F P
indépendantes (X) d'effet | dépendantes (y) | ents | values modeéle
Abondance totale -4,824 | <0,0001
Biomasse totale 0,328| 0,744
Subadultes -0,858 | 0,393 R2= 0,585 21,576 | <0,0001
Adultes L 0,217| 0,829
— Aléatoire ADL
Juvéniles 2,962 0,004
Richesse spécifique -1,221| 0,225
Diversité de Shannon 3,211 0,002 R2= 0,405 21,556 | <0,0001
Indice d'équitabilité 3,886 0,000

Ces résultats mettent en évidence une influence positive de l'intensité¢ du travail des sols sur certains
parametres, notamment 1'abondance et le taux de juvéniles des vers de terre, ainsi que sur la diversité
et 1'équitabilité des especes dans chaque site. Ce qui montre que les variables liées a l'intensité du
travail des sols ont une relation significative avec le comportement des vers de terre, ce qui suggere
que les pratiques agricoles ou les conditions du sol peuvent avoir un impact sur la population et la

diversité des vers de terre dans les différents sites étudiés

3.1.1.4 Discussion de la diversité dombricienne et leurs comportements vis-a-vis I’activité humaines :

L'étude menée dans la région d'Annaba a permis de recenser sept especes de vers de terre, qui se situent
dans la moyenne des expertises menées par (Zeriri et al., 2013 ; Omodeo et al., 2003 ; Bazri et al.,
2013) a un niveau spatial similaire. De plus, nous avons pu identifier 5 nouvelles espéces : Microscolex
dubius (Fletcher, 1887), Microscolex phosphoreus (Dugés, 1837), Allolobophora molleri (Rosa,
1889), Aporrectodea trapézoides (Duges, 1828) et Octodrilus maghrebinus (Omodeo & Martinucci,
1987), et en complément de celles déja trouvées par Zeriri et al. (2013) dans une étude similaire dans
la méme région, Aporrectodea caliginosa (Savigny, 1826) sous le nom de Nicodrilus caliginosus
(Bouché M, 1977), le nom de Eseinia fetida (Savigny, 1826) sous le nom de FEiseniafoetida
(Michaelsen, 1900), Allolobophora chlorotica (Gates, 1980). Aussi, la comparaison avec les travaux
de Bazri et al. (2013), qui ont enregistré 27 espéces de vers de terre dans 1'Est algérien, et de Baha

(1997), qui en a enregistré 11 dans la région algéroise, nous améne a conclure que la diversité locale

49



(2 Annaba) est moins ¢levée que la diversité¢ régionale (dans I’Est). Cela est en accord avec les
déclarations antérieures de Reynolds (2018), qui indiquent que la diversité des vers de terre en Algérie
est encore peu connue et limitée a 35 espéces jusqu’a présent. Ces constatations soutiennent
I’affirmation selon laquelle les vers de terre préférent (souvent) les sols humides et bien drainés.
Cependant, leur faible mobilité les empéche d’explorer les zones non humides, ce qui limite la diversité
des vers observés. En Algérie, les ¢tudes menées par EI-OKKi et al. (2014) et Bazri et al. (2013) et
Bouazdia (2017) dans I’est du pays ont confirmé que la plus grande partie du territoire algérien a un
climat semi-aride ou aride caractéris¢ par des précipitations rares et une importante fragmentation
géologique. Les conditions climatiques défavorables freinent leur propagation. Selon Phillips et al.
(2019) et Singh et al. (2019), les facteurs climatiques sont déterminants pour les structures de la
communauté des vers de terre et leur capacité de dispersion. Ils se joignent aux caractéristiques

topographiques et pédologiques (Fourcade et al., 2022 ; Li et al., 2023).

Par rapport a la provenance des especes inventoriées, selon Kherbouche et al. (2012) et Reynolds
(2018), les especes provenant de la famille des Lumbricidae sont cosmopolites et relévent de I’origine
paléarctique, étant donné qu’elles sont originaires de I’Europe. Yuan et al. (2007) et Masin et al.
(2020) disent que les especes appartenant a la famille des Megascolecidae ont leurs origines dans la
péninsule indochinoise. Omodeo et Martinucci (1987) disaient qu’Octodrilus maghrébinus était une
espece indigeéne, ce qui coincide avec (Bouché, 2003 ; Omodeo et al., 2003 ; Bazri et al., 2013 ;
Reynolds, 2018) qui ont soutenu la similitude entre les régions géologiques de la Corse, de la

Sardaigne, de la Sicile, des Baléares et du Nord-Africain.

En outre, ces régions présentent une végétation méditerranéenne similaire, caractérisée par la présence
de maquis, de garrigues ainsi que de chénaies. Ces formations végétales regroupent des especes bien
adaptées au climat chaud et sec (Kherbouche et al., 2012). Les plantes y posseédent des feuilles

coriaces et des racines profondes, leur permettant d’extraire I’eau en profondeur.

Par ailleurs, selon Carnovale et al. (2015), ’abondance de plantes vivaces dans ces milieux contribue
a une augmentation de 1’évapotranspiration, ce qui entraine une diminution de I’humidité du sol, un
facteur pourtant essentiel a la survie des vers de terre. Ces ¢léments suggeérent que le climat, bien
qu’important, n’est pas le seul facteur influencant la diversité et I’abondance des vers de terre dans nos
zones d’étude. Cette hypothése rejoint les conclusions de Castro et al. (2019) et Hoeffner et al.

(2021), selon lesquelles la diversité du paysage peut également avoir des effets négatifs sur les
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populations de vers de terre et leur abondance. Au contraire, plusieurs €tudes antérieures, telles que
celles de Solomou et al. (2012), de Talavera et al. (2020) ct de Hoeffner et al. (2021), ont mis en
¢vidence une corrélation significative entre 1’activité humaine et la répartition des communautés de

vers de terre.

En conséquence, I’indicateur ADL (voir tableau 1) a été utilisé pour évaluer I’impact anthropique sur
les différents sites. L’analyse des vers de terre, selon les parameétres d’abondance, de biomasse totale,
d’abondance relative des especes et de structure d’age, a révélé plusieurs variations significatives (p <
0,05) entre les différents niveaux d’ADL. Ces résultats ont été confirmés par le test non paramétrique
de Kruskal-Wallis (tableau 18). Plusieurs études antérieures, telles que celles de Solomou et al.
(2012), de Talavera et al. (2020) ct de Hoeffner et al. (2021), ont mis en évidence une corrélation
significative entre l'activité humaine et la répartition des communautés de vers de terre. Nos
observations confirment cette tendance. Une fluctuation similaire de I'abondance et de la biomasse
totale des vers de terre a été observée sur I'ensemble des sites, indiquant que ces deux parameétres sont
fortement liés. Comme I'ont indiqué Cameron et al. (2021), ils constituent deux aspects d'une méme
réalité spatiale. Nos résultats montrent que l'impact de 1'agriculture sur les sols modifie la distribution
des vers de terre. Par exemple, dans les zones a faible niveau d'intervention anthropique (faible ADL),
le site 4 présente une abondance plus ¢élevée que les sites 2 et 1. Le cas du site 3, bien que caractérisé
par un faible ADL, se distingue par la présence d'une barriére physique limitant la dispersion des
organismes. Ces constats sont en accord avec les travaux de Feijoo et al. (2011) et de Talavera et al.
(2020), qui ont montré une abondance plus ¢levée de vers de terre dans les sites faiblement perturbés.
De méme, Cameron et al. (2021) ont signalé¢ des abondances plus faibles dans les zones soumises a
une agriculture intensive. Les résultats de Piétola et al. (2005) et de Hoeffner et al. (2021) corroborent
ces observations, soulignant les effets négatifs d'une charge élevée de bétail sur les communautés
lombriciennes. Capowiez et al. (2009) ont ¢galement montré que 1'utilisation d'engins lourds perturbe
les galeries créées par les vers, réduisant leur abondance. Sur le site 3, la proximité d'une zone urbaine
et la présence d'obstacles physiques (routes, haies, brise-vent) peuvent limiter la recolonisation des
vers de terre sans toutefois affecter leur richesse spécifique. Ces observations sont cohérentes avec
celles de Smetak et al. (2007) et de Xie et al. (2018), qui ont montré que les vers se concentrent dans
les zones perturbées, mais migrent difficilement en I'absence de corridors écologiques. Concernant les
classes d'age, nos données montrent une proportion plus élevée de vers subadultes, contrastant avec
Masin et al. (2020), qui ont relevé une prédominance de jeunes individus dans les zones fortement
anthropisées. Ce décalage pourrait s'expliquer par une réduction de la taille corporelle des adultes suite

au manque de ressources, entrainant une perte du clitellum (Sims et Gerard, 1999). Xie et al. (2018)
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confirment que la biomasse des especes superficielles diminue avec les perturbations. Bertrand et al.
(2015) ajoutent que les jeunes vers, plus exposés aux aléas mécaniques et aux carences alimentaires,
sont moins résilients que les adultes. Enfin, nous avons observé une baisse de la diversité, de
I'homogénéité et de la richesse spécifique dans les zones a ADL ¢élevé. Ces tendances confirment les
résultats de Kherbouche et al. (2012) dans la vallée de la Soummam, ou les systémes agricoles
intensifs, a base d'intrants chimiques ou organiques et de labours fréquents, réduisent la diversité
lombricienne. Les sites 1 et 2, plus intensément exploités (agriculture intensive et arboriculture),
montrent une diversit¢é moindre que les sites 3 et 4, a vocation maraichére ou agrumicole, moins

perturbés.

3.1.2 Etudes des paramétres physico-chimique et leurs interactions avec les
paramétres biologiques face au influences anthropiques :

3.1.2.1 Donnée édaphiques (Ph-CH) :

Les caractéristiques du sol ont ét¢ analysées a I'aide d'un test MANOV A pour comparer différents sites
et évaluer leur relation avec l'activit¢ humaine (ADL). Le test de Kruskal-Wallis a montré des
différences importantes dans le pH et la teneur en argile entre les 4 sites (p < 0,01). De plus, des
différences trés significatives (p < 0,001) ont été observées entre les sites pour plusieurs variables, dont
I'humidité, le calcium (Ca), le calcaire total (CT), la conductivité électrique (CE), le carbone organique
total (COT), le potassium (K), le phosphore (P), la mati¢re organique (MO), la capacité d’échange
cationique (CEC), la salinité, le limon fin (LF), le limon grossier (LG), le magnésium (Mg) et 1'azote
(N). Cependant, il n'y a pas eu de différences significatives dans la taille des particules de sable fin

(SF) et grossier (SG) entre les 4 sites (Tableau 19 ; fig. 23).

52



Synthése (Moyennes estimées) - site/Echantillon

Variables dépendaRtes

700 A A

2]
® 600 |
O
_g 500
8 400 +
2]
© 300 f AA
£ B
@ 200 -+ C
>
2 100 +4 AB B
b= AA AMA CCB A AABB A pAAB CCA A

0 - : } ‘ } }

ph CA CE P Mo SableF LimonGros Argile N

MSITE3 MSITE4 WSITE1 WSITE2

Figure 23: Diagramme des moyennes estimées des paramétre édaphiques en fonction des sites.

Les propriétés (SF, LF, LG, SG, CLAY) qui présente la granulométrie de la couche arable analysées
en laboratoire montrent que la zone d'étude présente des sols de texture limon-sableuse. De plus,
I’humidité (H) des sols indiquent que la zone d’étude est généralement séche avec une moyenne de
(14,03 £ 4,16 %). Tandis que les valeurs de la salinité indiquent que I’ensemble des sols non salé avec
une moyenne de (158,68 + 14 mg/L) a 20 °C. En plus, la conductivité électrique (CE) montre que la
teneur la plus élevée est (329,56 + 0,51 dSc.m-1) est enregistrée au niveau du site 2 alors que la plus
faible est (282.66 + 5.52 dSc.m-1) est enregistrée au niveau du site 4. La moyenne pour tous les sols
étudiés est de 'ordre de (0,319 + 0,042 dS.cm™'). L’ensemble de la zone étudiée indique que les sols
sont non salés (Durand, 1954). Les différences de valeurs entre les sites indiquent que les sols exposés
a une activité de travail du sol importante (ADL) (tableau 1) ont une irrigation plus réguliére par

rapport au site 4.

Les valeurs de pH sont fortement alcalines dans tous les sites présentant une activité anthropique forte
amodérée (ADL) avec une moyenne de (8.48 + 0.26), tandis que le site 4 avec une activité anthropique

faible (ADL) est moyennement alcalin avec une valeur de (7.82 + 0.20) (Baize, 1988).

La mati¢re organique (MO) dans I’ensemble des sites (1, 2 et 3) sont exposés a des niveaux
décroissants d'activité anthropique (ADL) montre des taux é€levés en matiére organique avec une
moyenne de (9.31 £ 2.96) indiquant que ces sols sont tres riches en MO (Hazelton et Murphy, 2007).
En revanche, le site 4 avec une faible activité anthropique, présente une faible valeur (3.85 £ 0.60)

indiquant un taux moyen de teneur en maticre organique. (Tableau 20).

Les valeurs moyennes de carbone organique total (COT) varient considérablement selon les types
d'utilisation des terres. Les sites avec une diversité de potagers, comme le site 4, présentent des valeurs

supérieures de COT par rapport aux champs de bl¢ (site 1) et aux pépinicres (site 2 et 3) (Tableau 20).
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Des différences statistiquement significatives ont ét€¢ observées entre tous les 4 sites. En ce qui
concerne la quantité¢ de Carbonne totale (CT) détectable, la plus €levée (21.5 %) est enregistrée au
niveau du site 1 alors que la plus faible (6.83 %) est enregistrée au niveau 2. La moyenne pour tous
les sols étudiés est de 1'ordre de (14.91 %). Ce qui présente un taux inférieur a 25 % de CaCO3 (Baize,

1988), indiquant un taux modéré en CT dans la zone d’étude.

Tableau 18: variation des paramétres PH-CH des échantillons de sole prélevés dans les quatre sites de la

région d'’ANNABA.
Sites Site 1 Site 2 Site 3 Site 4
SF [%] 70,72 £7,18 C 70.18 £ 5,09 C 7519+ 954 A 7148 8,56 B
LF [%] 13,87+0,11 B 14,73 £ 0,38 A 06,12 +0,41 D 9,33+2,63C
LG [%] 9,04 £0,29 C 08,83 +0,45D 10,11 +0,10 A 0,73 £0,27 B
SG [%] 1,55 = 0,05 - 01,68+ 0,16 - 0149+0,17 - 1,56 0,91 -
Argile [%] 8§,4+0,10B 8,15+ 0.05B 01,49 +0,10C 16,89 £ 7,07 A
H [%] 17,69 £ 0,83 A 13,40+0,13 B 16,62 +0,11 C 8,42 + 0,60 A
CE [us/cm a 80 °C] 292 +£2,65 A 329,56 +0,51 B 375,33 +£27,79 C 282,66 +5,52 A
Salinité [mg/1 2 20°C] 138,96 + 1,00 C 157,4+0,10 B 179,7 + 13,48 A 121,8 + 12,14 A
pH 8254032 A 8,44 +0,19 B 08,77 0,14 B 7.82+£020 A
MO [%] 7,90 + 0,80 A 12,72+ 0,16 C 07,32+0,09B 3,85+ 0,60 A
COT [%] 2,96 +0,25 A 03,5+0,44 B 02,66 +£0,42 A 5,166 + 0,06 B
CT [%] 21,5+0,50 D 6,83 0,76 A 19,5+ 0,50 C 11,83+1,61 B
K [mg/Kg] 141,66 + 12,34 B 57,66 £ 1,53 A 208,33 + 15,01 C 26,66 231 A
Ca? [mg/Kg] 490.73 £22.99 A 435,16 £10,01 B 645,6 +£39,35C 153,5+71,45D
P [mg/Kg] 499.33+9.02 B 143,66 + 10,12 A 123,66+ 5,13 C 61 £436 A
Mg? [mg/Kg] 178,6 + 8,34C 139,46 + 16,15 B 2352+ 1420 A 550+14,73 C
N [mg/Kg] 103,66 + 7,57B 143+721 A 9733 +4,93C 78 £4,58 D
CEC [méq /100g sol] 8+0,769B 6,35+0,40 C 11,61 £0,29 A 11,16 +0,65A

Les propriétés (SF, LF, LG, SG, CLAY) de la couche arable analysées en laboratoire montrent que la
zone d'étude présente des sols de texture limon-sableuse (Duchaufour, 1991). De plus, I’humidité (H)
des sols indique que la zone d’étude est généralement séche avec une moyenne de 14,03 + 4,16 %.
Tandis que les valeurs de la salinité indiquent que 1’ensemble des sols est non salé avec une moyenne
de 158,68 £ 14 mg/L a 20 °C. En plus, la conductivité électrique (CE) montre que la teneur la plus
élevée (329,56 £ 0,51 dSc.m™) est enregistrée au niveau du site 2, alors que la plus faible (282,66 +
5,52 dSc.m™) est enregistrée au niveau du site 4. La moyenne pour tous les sols étudiés est de 1'ordre
de 0,319 + 0,042 dS.cm™. L’ensemble de la zone étudiée indique que les sols sont non salés (Durand,
1954). Les différences de valeurs entre les sites indiquent que les sols exposés a une activité de travail
du sol importante (ADL) (tableau 1) ont une irrigation plus réguliére par rapport au site 4. Les valeurs

de pH sont fortement alcalines dans tous les sites présentant une activité anthropique forte 8 modérée
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(ADL) avec une moyenne de 8,48 + 0,26, tandis que le site 4 avec une activité anthropique faible

(ADL) est moyennement alcalin avec une valeur de 7,82 + 0,20 (Baize, 1988).

La matiére organique (MO) dans I’ensemble des sites (1, 2 et 3) exposés a des niveaux décroissants
d'activité anthropique (ADL) montre des taux €élevés en matieére organique avec une moyenne de 9,31
+ 2,96 indiquant que ces sols sont trés riches en MO (Hazelton et Murphy, 2007). En revanche, le site
4 avec une faible activité anthropique présente une faible valeur (3,85 + 0,60) indiquant un taux moyen

de teneur en matiere organique.

Les valeurs moyennes de carbone organique total (COT) varient considérablement selon les types
d'utilisation des terres. Les sites avec une diversité de potagers, comme le site 4, présentent des valeurs
supérieures de COT par rapport aux champs de bl¢ (site 1) et aux pépinicres (sites 2 et 3) (tableau 2).
Des différences statistiquement significatives ont ét€¢ observées entre tous les 4 sites. En ce qui
concerne la quantité de carbone totale (CT) détectable, la plus élevée (21,5 %) est enregistrée au niveau
du site 1, alors que la plus faible (6,83 %) est enregistrée au niveau 2. La moyenne pour tous les sols
étudiés est de 1'ordre de (14,91 %). Ce qui présente un taux inférieur a 25 % de CaCO3 (Baize, 1988),

indiquant un taux modéré en CT dans la zone d’étude.

En ce qui concerne les ions interchangeables, des différences moyennement significatives (p < 0,05)
intersite ont été observées dans I'ensemble de la zone d'étude pour les ions (K2, Ca*", P, Na*", Mg>" et
N). Des différences significatives ont été signalées en fonction de l'utilisation des sols pour chaque
¢élément. Un taux trés riche en potassium (K2") est observé au site 3 avec une différence trés hautement
significative (p < 0,05) en comparaison aux autres sites, avec une valeur de (208,33 + 15,01 mg/kg),
suivie du site 1 qui indique un taux moyen de potassium avec une valeur de (141,66 + 12,34 mg/kg),
tandis que les sites 2 et 4 présentent des niveaux pauvres a trés pauvres, respectivement avec une
moyenne de (41,16 + 21,92 mg/kg). Le calcium (Ca?") est estimé pauvre (Equiterre, 2011) dans tous
les sites avec une moyenne de 431,24 + 205,66, sauf au site 3, ou sa concentration est 1égérement
moyenne avec une valeur de (645,6 = 39,35). Le phosphore (P) au site 1 a montré des valeurs ¢levées
(499,33 + 9,02 mg/kg) par rapport aux autres sites, qui présentent des valeurs faibles de P (143,66 +
10,12 mg/kg) jusqu’a (61 + 4,36 mg/kg) pour les sites 2 et 4 respectivement. La moyenne des sites est
de (206,91 £+ 198,09 mg/kg, voire 0,206 %) inadéquate, un déficit en P pour ’ensemble des sites
(CRAAQ, 2003). Les sites 1, 2 et 3 présentent des taux moyens de magnésium (Mg>") avec des valeurs
qui varient de (139,46 + 16,15 mg/kg) au site 1 jusqu’au (235,2 + 14,20 mg/kg) au site 3, sauf pour le
site 4 qui présente une différence hautement significative (p < 0,05) avec une valeur indiquant que le

taux de Mg?" est bon au site 4 (Equiterre, 2011). Les résultats obtenus pour la teneur d’azote (N)
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montrent que le taux moyen enregistré est de (105,49 + 27,28 mg/kg), voire 0,0105 %, ce qui indique

que les sols de la zone d’étude sont pauvres en azote (SSDS, 1993).

En ce qui concerne la capacité d’échange cationique (CEC), le taux moyen enregistré pour I’ensemble
de la région est estimé a (9,28 + 2,237), ce qui indique que la capacité d’échange est 1égere selon les

normes de la CRAAQ (2003).

3.1.2.2 Discussion des donnée édaphiques

Les résultats de notre étude montrent qu’il y a des différences significatives entre les propriétés de sol
collectées sur les sites de la zone d’étude (p>0,05) en raison des différences dans 1’utilisation des terres,
I’activité anthropique et la composition de la diversité végétale de chaque site. Cela est cohérent avec
les études antérieures. Geissen et al. (2009) et Xiaochen et al. (2022) ont montré que les différentes
utilisations des terres ont des effets significatifs sur les propriétés chimiques du sol. Cependant, malgré
des conditions climatiques similaires et un méme type de sol (limoneux-sableux), cette texture
influence la capacité du sol a retenir 1'eau et le climat semi-aride rend déja ces sols secs, entrainant
ainsi une faible rétention d'eau et d'autres éléments nutritifs interchangeables. Ces observations
suggerent qu'ils pourraient avoir un impact sur la disponibilit¢ d'eau, de mati¢re organique et
d'¢léments nutritionnels et leur charge d’absorption, ce qui affecte la flore terrestre et influence a son

tour la diversité des espéces microbiennes et lombriciennes dans la région (Lee, 1985).

Les données de cette recherche sur I’impact des pratiques agricoles exercées dans divers sites et les
propriétés édaphiques sont compatibles avec les informations antérieures de Manzoni et al. (2012)
citées dans I’étude de Triantafyllidis et al. (2020). En fait, ces informations antérieures attestent que
certaines pratiques de gestion, comme le travail du sol, l’irrigation, le traitement des résidus,
I’engrais/pesticide, influent sur la biodiversité végétale, ce qui peut entrainer des modifications de
caractéristiques du sol dans les champs cultivés, ainsi qu’une influence sur la faune terrestre. De plus,
(Triantafyllidis et al. 2020) démontrent que les propriétés physico-chimiques des sols agricoles sont
principalement influencées par des facteurs géogéniques et anthropiques, telles que I’application de
chaulage ou d’acidification, qui peuvent interagir avec le CaCO3 géogénique et modifier
ultérieurement le pH des sols. Cela explique également les taux élevés de pH enregistrés dans nos
analyses et la faible concentration de Ca?* et le phosphore ¢levé, étant donné que les études antérieures
révelent une absorption rapide du phosphate de calcium, augmentant ainsi la biodisponibilité¢ du
phosphore des sols alcalins. En outre, le pH du sol est également 1ié au type de culture des plantes et a

la nature des engrais, comme I’ont affirmé Goulding (2016).
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Les résultats de notre étude montrent des différences significatives dans la teneur en matiere organique
du sol et une diminution de la teneur en azote dans les sites avec des niveaux plus ¢levés de carbone
organique dans les sites avec des amendements biologiques des sites 3 et 4 par rapport aux sites avec
I’utilisation prolongée d’engrais minéraux dans les sites 1 et 2. Ces résultats sont cohérents avec les
¢tudes précédentes, telles que Triantafyllidis et al. (2020), qui, comme mentionné précédemment, ont
¢galement trouvé des quantités plus élevées de carbone organique dans les oliveraies et les champs
abandonnés par rapport aux champs de mais. Cette conclusion peut étre expliquée par 1’impact
favorable des pratiques agricoles biologiques sur le carbone organique : elles conduisent au stockage
du carbone. De plus, les résultats de I’étude de Xiaochen et al. (2022) signalent que la fragmentation
du paysage agricole — une plus grande diversité de parcelles — est associée a des concentrations de
carbone organique plus élevées. Contrairement a cela, les taux de concentration les moins élevés se
trouvaient dans les régions caractérisées par une homogénéité plus significative dans la disposition des
exploitations agricoles. Suggérant que des cultures plus variées et une alternance rapide des
monocultures, qui se manifestent par une plus grande diversité des cultures, sont des pratiques

bienvenues pour maintenir des niveaux de concentration élevés en carbone organique dans le sol.

Quant au taux d’azote, nos investigations prouvent que 1’utilisation inadéquate des engrais minéraux
peut influencer une diminution d’azote dans le sol. Cependant, cette observation est conforme a 1’¢tude
de Colombo et al (2015). Ou les zones agricoles avaient des concentrations ¢élevées de nitrates dans

les sols en raison de 1’utilisation abusive des engrais minéraux.

Enfin, I’étude de Bojago et Abrham (2023) indique comment diverses pratiques de conservation des
sols et de 1’eau, y compris les terres agroforestieres, les haies vives et les terrasses, influent sur les
propriétés physiques et chimiques de la diversité du sol régional. Ainsi, il met en lumiére I’importance
des pratiques de conservation des sols pour maintenir la santé des sols et des niveaux d’azote suffisants.
Ce qui est en accord avec nos suggestions qui mettent en évidence que l'utilisation excessive d'engrais
minéraux peut avoir des effets néfastes sur 1'équilibre nutritionnel du sol, tandis que les amendements
biologiques peuvent contribuer a une meilleure conservation des ¢léments nutritifs tels que la maticre

organique et l'azote du sol et le rapport des deux.

Bien que ce soit en opposition a une étude globale par Hassani et al. (2020), qui ont montré des taux
¢levés sur pres de 16,49 millions d’hectares de terres cultivées, la conductivité électrique de nos sols
s’est révélée étre faible. Cela peut étre attribué a plusieurs raisons, dont certaines peuvent étre
saisonnieres, a la suite de Li et al. (2008), car le niveau de précipitation et d’évaporation est largement

tributaire des températures. De plus, la texture particuliére des sols de notre région, limonette a
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mollisol, peut également affecter la conductivité. Cette structure particuliere des sols, avec une faible
teneur en sels dissous, une faible teneur en eau, un pH neutre a basique et/ou une faible capacitée
d’échange cationique CEC, est soutenue par les résultats de Triantafyllidis et al. (2020), qui ont
montré que la CE du sol est fortement liée a la teneur en nitrates du sol, a la teneur en argile et a des
cations échangeables tels que le magnésium (Mg). Par conséquent, ces facteurs pourraient expliquer

les différences dans les taux de CE du sol dans notre région.

3.1.2.3 Corrélation des paramétres physicochimiques sur les paramétres biologiques :

Le Tableau 20 présente la corrélation bilatérale de Pearson entre les parametres biologiques de la
communauté des vers de terre et les propriétés édaphiques du sol. 1l est a noter que la biomasse a
présenté des valeurs de corrélation positive significative (p < 0,05) avec les variables suivantes : Ca™,
N, I’argile voir moyenne avec COT, ainsi qu'une corrélation négative trés élevée avec I’humidité, pH
et Mg*? et moyenne avec CE, salinité (p < 0,05). Tandis que pour l'abondance les résultats montrent
qu'il existe des corrélations positives moyennes (p < 0,05) avec l'argile, P, COT, LF et N ; et une

corrélation négative avec les variables suivantes : pH, salinité et CE et Mg*2.

Tableau 19: Corrélation de Spearman entre les parameétres PH-CH, sur les parameétres biologiques et les
paramétre de la Diversite.

Biomasse

Variables Abondance totale Adultes Subadultes Juvéniles
Totale

pH -0,805 0,727 0,649 0,786 0,168
H (%) -0,831 -0,289 -0,092 -0,599 0,225
Ca*+ (mg/Kg) 0,879 0,164 0,193 0,391 -0,682
CT (%) -0,301 0,114 0,294 0,428 0,453
CE (us/cm 2 80 °C) -0,393 -0,655 -0,641 0,574 -0,008
COT (%) 0,502 0,403 0,357 0,474 -0,163
K*+ (mg/Kg) -0,262 0,034 -0,195 -0,149 -0,050
P>+ (mg/Kg) -0,282 0,511 0,634 0,146 0,292
Mg+ (mg/Kg) -0,704 0,436 0,668 0,388 0,736
MO (%) -0,132 0,175 0,195 0,070 0,139
Salinité -0,577 0,710 0,682 -0,681 0,093
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SF (%) 0,054 -0,337 -0,329 -0,247 -0,122

LF (%) 0,033 0,376 0,336 0,264 0,256

CEC (méq /100g sol) -0,085 0,178 0,243 0,063 0,031

SG (%) 0,038 -0,006 -0,019 0,052 0,154
Argile (%) 0,860

0,629 0,461 0,786 -0,107

N (mg/Kg) 0,877 0,204 0,272 0,397 -0,719

La matrice indique également que chaque catégorie d'age de lombrics présente des corrélations
significatives avec les parametres édaphiques. En ce qui concerne les subadultes, qui représentent la
majorité des vers récoltés, on voit qu'ils ont des corrélations positives (p < 0,05) avec les variables
suivantes : argile, COT, N et Ca™. Et des corrélations négatives avec pH, salinité, H, CE, CT et
Mg*2. Les données de la matrice indiquent également que les corrélations entre les adultes et P, argile
et COT sont significativement positives (p < 0,05) et qu'il existe des corrélations négatives avec les
éléments suivants : salinité, Mg*2, pH et CE (p < 0,05). Pour les juvéniles, on note qu’il y avait des
corrélations positives avec le Mg (p < 0.05) et des corrélations négatives avec les éléments suivants :
N, Ca?" et CT respectivement (p < 0.05). Ce qui indique que la relation entre I'abondance, juvénile et

adulte avec la plupart des variables édaphiques est moyenne.

3.1.2.4 Discussion de I’interaction entre les paramétres édaphique et biologiques :

Les résultats de la corrélation bilatérale de Pearson entre les parametres édaphiques du sol et la

biomasse, ainsi que I'abondance des vers de terre, ont révélé des relations significatives et intéressantes.

Nous avons pu identifier des corrélations significatives entre la biomasse et 1'abondance des vers de
terre avec certains parametres édaphiques du sol, notamment les niveaux d'argile, de matiere organique
totale (COT), de calcium (Ca?") et le taux d'azote (N). Ces résultats soulignent l'importance cruciale
de la disponibilité¢ de ces éléments dans le sol pour soutenir les populations de vers de terre. Nos
observations suggerent également que l'utilisation d'engrais organiques offre une source de nourriture
supplémentaire aux vers de terre, contribuant ainsi a accroitre leur abondance. Ces constatations sont
en accord avec des études antérieures, telles que celle menée par Bilalis et al. (2009) et Castro et al.
(2019), qui ont souligné l'importance des engrais organiques comme source de nourriture pour les vers
de terre, telle l'incorporation des fumiers de ferme et son effet positif sur I'abondance des vers de terre,

ce qui confirme nos observations sur le site 4.
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Une différence majeure entre nos résultats et ceux de Carnovale et al. (2015) concerne la corrélation
entre le carbone organique et la densité des vers de terre. Alors que notre étude a révélé une corrélation
positive significative, Carnovale et al. (2015) n'ont pas trouvé de telle relation. Cette divergence peut
étre attribuée a des différences dans les types de sols, les pratiques agricoles ou les espéces de vers de
terre étudiées. Nous devons garder a I'esprit que la biologie des vers de terre est complexe et que leur

abondance peut étre influencée par une multitude de facteurs.

En outre, nos résultats et ceux de Crumsey et al. (2014) suggerent que la densité des vers de terre peut
étre influencée par l'apport de la litiere de feuilles. Cependant, I'absence de corrélations fortes entre les
propriétés chimiques du sol et I'abondance des vers de terre souligne que d'autres facteurs, tels que
l'utilisation des terres et le temps écoulé depuis 1'établissement, jouent un réle plus important dans ce
contexte. Ces constatations soulignent 1'importance cruciale de la disponibilité¢ des éléments nutritifs
tels que le calcium, le magnésium et la matiére organique dans le sol pour maintenir des populations

abondantes de vers de terre.

En revanche, une corrélation négative trés élevée a été constatée avec la faible humidité du sol, le pH
fortement alcalin, le sodium (Mg?"), ainsi que la salinité et la CE en relation avec la biomasse et
l'abondance des vers de terre. Cette observation est en accord avec les études antérieures de Yuan et
al. (2007) et Owojori et Reinecke. (2009) qui ont également démontré que la salinité du sol avait des
effets néfastes sur la croissance et la survie des vers de terre et qui ont rapporté qu’un faible taux de
sodium, associ¢ a une salinité et une CE réduite, pourrait indiquer une disponibilité réduite en
nutriments essentiels pour les vers de terre, tels que 1'azote, le phosphore et le potassium, comme de
plus (Natalio et al., 2021) ont observé que des déséquilibres ioniques conduisaient a une baisse de
biomasse due a un stress osmotique provoquant chez les vers de terre une perturbation de leurs
mécanismes homéostatiques. En conséquence, une faible disponibilité en nutriments pourrait limiter

leur croissance, leur reproduction et leur abondance dans le sol.

Concernant le pH, nos résultats ont révélé des corrélations négatives avec I'abondance et la biomasse
des vers de terre. Cependant, ces corrélations ne sont pas en accord avec certaines études antérieures
(Ma et al., 2000 ; Hoeffner et al., 2021) qui ont montré une corrélation positive entre I'augmentation
du pH du sol et I'abondance des vers de terre. En accord avec Lavelle et al. (1995) et Li et al. (2023),
qui ont suggéré qu'un taux moyen de pH qui se situe dans l'intervalle optimal pour leur prolifération

ne se présente pas comme €tant un facteur significatif 1i¢ a la distribution des vers de terre.
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3.1.2.5 Facteurs qui influencent la distribution de la composition des espéces :

Une projection d'analyse de correspondance contrainte (CCA) a été réalisée pour illustrer la relation et
l'influence des principales variables environnementales édaphiques sur la distribution de la
communauté des vers de terre (Fig. 24). Cette projection a pris en compte 56,19 % de 1'ensemble des
informations, et seuls les deux premiers axes factoriels ont clairement démontré une colinéarité entre

les variables et les objets, représentant ainsi 99,00 % de la variabilité des données analysées.
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Figure 24: Diagramme d'ordination basé sur I'ACC de l'abondance des especes de lombrics et des
parameétres édaphiques.

Un total de 49,9 % de la variance totale (p < 0,05) est expliqué par les facteurs environnementaux.
Les projections des axes I et II dans l'analyse CCA partielle montrent les sites avec différentes
intensités d'utilisation des sols ainsi que leur disposition spatiale. Les valeurs propres représentatives
sont de 65,04 % pour l'axe I et de 33,96 % pour 1'axe II, contribuant a une inertie explicative totale
de 55,63 %. Les noms des especes sont mis en évidence en gras, tandis que les parametres édaphiques

sont en caractéres normaux.

La conductivité, la salinit¢ et d'autres ¢éléments nutritifs semblent étre les principaux facteurs
influencant I'abondance des différents écotypes de vers de terre dans des directions opposées. Les deux
axes ont montré une distribution spatiale comparable pour toutes les especes, a 1'exception d'Eisenia
fetida, qui est attirée par la matiere organique (optimum écologique), et d'Octodrilus maghrebinus,

dont I'abondance diminue avec l'augmentation de la conductivité et de la salinité.
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Cela suggere que certains groupes d'especes sont alignés le long de 1'axe I, composé de Microscolex
phosphoreus, d'Aporrectodea caliginosa et D'A. trapézoides ainsi que d'Allolobophora molleri. Ces
especes ont tendance a occuper des endroits avec une texture limono-sablonneuse, riche en matiere
organique, en calcaire total et en autres éléments en charges nutritifs (P, K et N), ce qui correspond a

une forte influence humaine.

Le deuxieme groupe est situé le long de 1'axe I, ou la conductivité, la salinité et le pH jouent un réle
prépondérant. Ce groupe comprend Microscolex dubius et Octodrilus complanatus, indiquant ainsi

leur affinité pour les conditions de sol bien drainées.

3.1.2.6 Discussion de la réponse multifactorielle entre I’ensembles des données édaphiques, biologique
et I’activité anthropique (ADL) :

Les résultats de 1’analyse de correspondance canonique (ACC) corroborent et completent les
corrélations de Pearson en stipulant que les facteurs environnementaux conductivité, salinité et autres
¢léments nutritifs impactent de maniére significative la distribution des différents écotypes de vers de
terre. Il est & noter que ces ¢léments peuvent affecter d’une manicére ou d’une autre I’existence du
travail du sol dans un écosystéme cibl¢. Notamment, les observations extraites de ACC ont révélé une
certaine affinité pour le groupe d’espéces endogées dont Microscolex phosphoreus (Duges, 1837), A.
caliginosa, A. trapezoides et Allolobophora molleri (Rosa, 1889) sur les éléments nutritifs du sol. Ces
résultats confirment ceux de Castro et al. (2019), qui ont confirmé que cette espece Aporrectodea
caliginosa et d’autres composent la communauté de vers de terre quant aux vergers classiques en raison
de son adaptation aux changements environnementaux et de sa valeur de reproduction dans un
environnement riche en amendements organiques. De méme, les conclusions de Kherbouche et al.
(2012) et de Xu et al. (2023) ont établi que les résidus organiques des déchets agricoles ont fourni les
¢léments nutritifs essentiels qui améliorent les aspects physico-chimiques du sol, ce qui a favorisé les

populations et les activités microbiennes et fauniques du sol.

En outre, I’ACC a montré que Microscolex dubius et Octodrilus maghrebinus avaient une abondance
réduite en présence d’une augmentation de la conductivité, de la salinité et du pH du sol. Selon ce que
Tao et al. (2012) ont découvert durant leurs expériences sur le stress osmotique, Cependant, ces
résultats sont a interpréter avec prudence, car la distribution inégale des vers de terre a travers les
profils de sol des différents traitements peut aussi avoir été a I’origine de ces résultats. D’aprés Natalio
et al. (2021), I’abondance faible des vers épigés, comme Microscolex dubius, est expliquée par le fait

que ces derniers, en proximité de surface, peuvent étre affectés par les dangers chimiques et
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physiques qui causent leur mortalité, contrairement aux endo-anéciques, comme 1’Octodrilus
maghrebinus, qui sont plus présents, puisque leur distribution est plus profonde et moins exposée, de
plus qu'ils sont protégés par les gradients de dilution formés par la profondeur du sol. D’autre part,
Eisenia fetida n’a montré aucune préférence significative pour les sites, mais a été bien sélectionnée
pour celui qui est riche en matiére organique fraiche en décomposition. Ils se sont trouvés dans les sols
4 et 3, donc riches en matiere organique fraiche en décomposition, telle que les débris végétaux et les
feuilles mortes, en accord avec Barthod et al. (2018), qui ont montré que les vers épigés activent la
formation des matériaux organo-minéraux qui stabilisent le carbone et augmentent 1’efficacité
d’utilisation du carbone par les micro-organismes du sol, et avec Lee (1985), qui a affirmé que sa

présence est donc bénéfique pour la santé et la fertilité¢ globale du sol.

De plus, d’autres études similaires menées par Kherbouche et al. (2012), Castro et al. (2019) ou
encore Vignozzi et al. (2019) ont déja montré que des pratiques de gestion des sols basées sur
I’agriculture biologique telles que 1’intégration des résidus de culture qui sont conservés, et les résidus
d’élevage peuvent préserver la matiére organique du sol et aboutir a des communautés de vers de terre
plus diversifiées, ce qui semble confirmer ce que nous avons observé durant I’expérimentation sur le
site 4 par rapport aux classements antérieurs des autres sites. Cela signifie que les amendements
organiques utilisés dans les pratiques biologiques fournissent des nutriments qui leur sont nécessaires
pour leur régime alimentaire, améliorant ainsi leur diversité et leur abondance dans les environnements
méditerranéens. Inversement, les sols riches en amendements organiques et minéraux, les pratiques
conventionnelles semblent avant tout favoriser des taux de reproduction des vers plus €élevés en raison
des apports en carbone, azote, phosphore et potassium, les ¢léments composant les besoins nutritifs du
ver de terre pour sa croissance et sa reproduction. Ces résultats sont cohérents avec les résultats des
travaux d'’Ammer et al. (2006) qui ont montré que la quantité et la qualité de la nourriture a elles seules
ne peuvent expliquer la présence ou la distribution des vers de terre, puisque d’autres ¢léments entrent
¢galement en compte. Par exemple, la biomasse des vers de terre est la plus faible dans les vieilles
foréts, c’est ainsi que les ressources de haute qualité leur manquent. Ainsi, d’autres facteurs rendent
leur nourriture bien moins déterminante pour leur abondance dans ces environnements maturés, tels

que mentionné par Carnovale et al. (2015).

Les résultats d’ACC suggerent également que la qualité de la matiére organique produite par une
population mixte de plantes. Sont un facteur clg, est plus révélatrice pour I’abondance des vers de terre,
qui semble €tre un entrainement plus important pour leur attraction. Par exemple, la mati¢re organique

produite par les labiles dérivés de la litiere et de la rhizodéposition sont cruciaux pour les vers de terre,
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puisqu’ils fournissent des nutriments et des substrats de nourriture favorable pour leurs
développements de (Xie et al. 2018). Nos mettre en évidence donc que prendre en considération les
présences des ressources de qualité et diversité des ressources disponibles influences peut-étre nous

aider a mieux comprendre la distribution et I’abondance des vers de terre dans les écosystémes étudiés.

3.2 Résulta et discussion de deuxiéme Chapitre :
3.2.1 Evaluation de la contamination en métaux lourds des sols des sites étudiés

3.2.1.1 Profil métallique des sols pour les Sites échantillonnés :

Les concentrations en ¢léments traces métalliques (ETM) analysées (Cd, Pb, As, Zn, Cu, Cr, Co, Ba)
présentent une complémentarité avec les observations précédentes sur I’activité physique appliquée
aux différents types de sols (ADL). L’interprétation repose uniquement sur I’analyse de la fraction
totale, et le choix des ETM s’est basé sur ce qui est disponible en littérature. Les résultats sont exprimés
sous forme de moyennes + écart-type dans le (tableau 21 ; fig. 25), et les lettres associées aux valeurs
reflétent les différences estimées lors des comparaisons multiples pour chaque site ou échantillon,

selon le test post-hoc de Tukey (HSD) montrant des variations significatives entre les sites étudiés :

Tableau 20: Valeurs des teneurs métalliques en fonctions des sites d'échantillonnage (moyenne + ectype)

Modalit¢é Cd mg/kg Pb mg/kg As mg/kg Zn mg/kg Cumg/kg Crmgkg Comg/kg Bamgkg

SITE2 436+035B 1,76+0,75B 22,75+ 0,51B 114,71+03B  1627+048 B 127,29+ 0,43A 181,63 +0,37A 250,23+ 0,41B
SITE1 559+0,58 A 2,38+0,38 A 34,51+0,73A 58,30+£0,7C  4,98£027C  10543£029B 144,97+0,67B  203,42+0,35C
SITE3 433+033C  0,14+0,14C  8,63£0,63C 32510+0,1A 75394033 A 82,26+ 026D 113,12£0,12C 286,67+0,67 A
SITE4 1,04£0,03D  0,20+0,19C  6,79+0,73 D 46,32+ 0,32D 0,09+ 0,08D 85,16+ 0,16C  51,54+0,53D 46,73+ 0,72D
Pr > F(Modéle) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Significatif Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui

Les valeurs moyennes sont de 3,78 mg/kg pour le Cd, 1,06 pour le Pb, 17,76 pour I'As, 138,05 pour le
Zn, 24,90 pour le Cu, 97,56 pour le Cr, 117,47 pour le Co et 191,90 pour le Ba. Les résultats ont été

comparés aux teneurs mondiales établies par Kabata-Pendias (2011).
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Figure 25: répartitions des moyennes pour les teneurs méetalliques (ETM) en fonctions des sites
échantillonnée.

Tableau 21: comparaisons entres les teneurs métalliques des sites échantillonnée et d'autres études
régionales et globales.

- National Mondial mii:iiilal
- 12-15 0.8-1.3 0.6-1.2 0.5-2.0 0.6-1.8 <3

- 160 - 250 140 - 200 130 - 180 100 - 200 140 - 220 85 -300
- 350 - 450 250 - 400 200 - 380 180 - 400 200 - 350 150 - 300
- 120 - 180 90 - 150 80 - 140 60 - 140 80 - 160 60 - 150
- 90 - 130 60 - 100 50-90 50 - 100 60 - 110 50 - 200
- 25-30 15-20 12-18 10 -25 15-28 05 - 20
- 600 - 750 400 - 600 350 - 500 300 - 600 350 - 700 300 -1000

3.2.1.1.1 Les teneurs en Cd :

Les valeurs varient de 1,04 mg/kg au site 4 4 5,59 mg/kg au site 1 (tableau 21). En les comparant aux
teneurs moyennes des sols a 1’échelle mondiale (Kabata-Pendias., 2011) (Tableau 22), les niveaux
observés dans nos sites se révelent supérieurs et présentent a ce fait une pollution métallique. La

représentation graphique (fig. 25) des teneurs en Cd total représente des variations tres significatives
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entre les 4 sites ¢tudiés. Selon I’analyse de variance (ANOVA), cela indique un effet de station trés
significatif (F =2695,06 ; p <0,001), répartissant les sites en 4 groupes hétérogeénes, selon le test post-
hoc de Tukey. Représentent un gradient croissant des teneurs et proportionnelle avec le niveau

d’activité anthropique exercée pour chaque site.

3.2.1.1.2 Les teneurs en plomb (Pb) :

Elles varient de maniére significative entre les sites, avec des valeurs moyennes de (0,14 mg/kg) au
site 3 a (2,38 mg/kg) au site 2. Ces valeurs sont nettement inférieures a la teneur moyenne des sols a
l'échelle mondiale, estimée a 27 mg/kg selon Kabata-Pendias (2011). Ce qui désigne une non-
contamination des sites par le Pb. Quant a L’ANOVA, ELLE montre un effet de station tres significatif
sur les concentrations en Pb (F =4136,18 ; p <0,001), et le test post-hoc de Tukey divise les sites en
trois groupes divergents : le site 2 présente les concentrations les plus élevées, suivi du site 1, ce qui
est relatif a ’activité agrochimique exercée aux sites, et enfin les sites 3 et 4 avec les teneurs les plus

faibles.

3.2.1.1.3 Les teneurs en arsenic (As) :

Montrent des variations significatives entre les différents sites étudiés, avec des valeurs moyennes qui
varient de 22,75 mg/kg au Site 1 a 6,79 mg/kg au Site 4. Comparées a la teneur moyenne mondiale
des sols, qui est estimée a 5,2 mg/kg selon Kabata-Pendias (2011), les concentrations observées sur
nos sites sont considérablement plus ¢levées. Pour I'analyse, L'ANOVA révele un effet station tres
significatif (F =68571,55 ; p <0,001), et le test post-hoc de Tukey divise les stations en quatre groupes
composites : le premier groupe appartenant au site 2 avec la concentration la plus élevée, suivi des
sites 1, puis des sites 3 et 4 qui présentent les teneurs les plus basses. Divulguant un gradient

décroissant de pollution métallique toujours proportionnelle aux activités anthropiques.

3.2.1.1.4 Les teneurs en zinc (Zn) :

Varient également de maniére significative entre les sites, avec des concentrations moyennes de
325,10 mg/kg au site 3 jusqu’a 46,32 mg/kg au site 4. Par rapport a la teneur moyenne mondiale en Zn
dans les sols, qui est estimée a 70 mg/kg selon Kabata-Pendias (2011), nos résultats montrent des
concentrations considérablement plus ¢levées dans certains sites, notamment au site 3. L'ANOVA
révele un effet station extrémement significatif sur les concentrations en Zn (F = 679112278 ; p <

0,001), avec une répartition des sites en quatre groupes logiques selon le test post-hoc de Tukey : le
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site 3 affichant la concentration la plus ¢levée, suivi des sites 1, 2, et enfin le site 4 avec la teneur la

plus basse.

3.2.1.1.5 Les teneurs en cuivre Cu :

Varie de 16,27 mg/kg au site 2 et 0,09 mg/kg au site 4. Comparé a la teneur moyenne mondiale de 30
mg/kg selon Kabata-Pendias (2011), il est estimé faible. En revanche, la concentration au site 3 est
estimée ¢levée. L’ANOVA montre un effet station tres significatif (F = 2753091 ; p <0,001), surtout
pour le site 3 qui affiche les concentrations les plus élevées, tandis que les autres sites montrent des

teneurs plus faibles. Selon le test de post-hoc de Tukey.

3.2.1.1.6 Les teneurs en chromes Cr :

Variant de 127,29 mg/kg au site 1 a 82,26 mg/kg au site 3, et 85,16 + 0,16 mg/kg au site 4. Ces valeurs
sont élevées comparativement a la moyenne mondiale de 54 mg/kg selon Kabata-Pendias (2011).
L’ANOVA révele également un effet station trés significatif (F = 99634 ; p < 0,001), répartissant les
sites en groupes proportionnels a I’activité anthropique (post-hoc de Tukey), avec le site 1 ayant la

teneur la plus €levée, suivi des sites 2, 4 et 3 avec les teneurs plus basses.

3.2.1.1.7 Les teneurs en cobalt (Co) :

Varie de 181,63 mg/kg a 51,54 mg/kg au site 4. Toutes les teneurs présentées dépassent largement la
teneur moyenne mondiale qui est estimée a 8 mg/kg selon Kabata-Pendias (2011). L’ANOVA
indique un effet station trés significatif (F = 1051,36 ; p <0,001), et le test post-hoc de Tukey répartit

les teneurs en 4 groupes proportionnels. Le site 1 en téte, suivi du site 2, du site 3, et enfin du site 4.

3.2.1.1.8 Les teneurs en baryum (Ba) :

Varie de 250,23 mg/kg a 46,73 mg/kg au site 4. Comparées a la moyenne mondiale de 500 mg/kg
selon Kabata-Pendias (2011), nos valeurs sont relativement inférieures, sauf au site 3 qui est divulgué
comme non pollué. Quant a L’ANOVA, ELLE montre un effet station trés significatif (F = 1102667 ;
p <0,001), avec le site 3 ayant les concentrations les plus ¢élevées, suivi des sites 1, 2 et enfin du site

4. Selon le test post-hoc de Tukey,

3.2.1.2 Relation interelmentaires :
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Le tableau 23 montre la matrice de corrélations (Spearman) entre les teneurs des ¢éléments
métalliques. Les résultats ont montré des corrélations positives trés significatives élevées entre le Ba
et le Cd (0,824), le Co (0,723), le Zn (0,721) et le Cr (0,703) (p < 0,001), signalant des relations de
colinéarité entre ces éléments. ainsi qu'une corrélation positive entre le Co et le Cd (0,817) (p < 0,05)
et entre I'As et le Cr (0,870) (p < 0,05). Ces résultats montrent que ces €¢léments réagissent de manicre
similaire aux perturbations anthropiques. En revanche, des corrélations négatives sont observées entre
le Pb et les éléments suivants : Ba (—0,581), Zn (-0,667), Cr (—0,827) (p < 0,05). Signifiant que le Pb
suit une dynamique contradictoire, qui peut étre expliquée par le fait que la présence de ces variables

peut diminuer la présence du Pb dans les lieux.

Tableau 22: Corrélation Spearman entre les teneurs métalliques (ETM) pour la région d'étude ANNABA.

Variables Cdmg/kg Pbmg/kg Asmg/kg Znmg/kg Cumg/kg Crmg/kg Comg/kg Bamg/kg

Cd mg/kg 1,000 -0,072 0,519 0,311 0,253 0,404 0,827 0,824
Pb mg/kg -0,072 1,000 -0,110 -0,667 -0,571 -0,827 -0,292 -0,581
As mg/kg 0,519 -0,110 1,000 -0,374 -0,153 0,603 0,870 0,330
Zn mg/kg 0,311 -0,667 -0,374 1,000 0,752 0,381 0,064 0,721
Cu mg/kg 0,253 -0,571 -0,153 0,752 1,000 0,314 0,070 0,600
Cr mg/kg 0,404 -0,827 0,603 0,381 0,314 1,000 0,737 0,703
co mg/kg 0,827 -0,292 0,870 0,064 0,070 0,737 1,000 0,723
Ba mg/kg 0,824 -0,581 0,330 0,721 0,600 0,703 0,723 1,000

3.2.1.3 Disscussion de I’evaluation de la polution metaliques et interaction interelementaire:

Les teneurs métalliques enregistrées pour I’ensemble des sites échantillonnés dans la région d’ Annaba
ont permis de diagnostiquer le niveau de contamination des sols dans de nouveaux sites reflétant
différentes sources de pollution anthropique. Selon les résultats obtenus, les teneurs sont
proportionnelles a la cadence du travail physique et chimique exercé dans les lieux, les sites 1 et 2 les
plus travaillés et les sites 3 et 4 les moins travaillés. Comme déja abordé dans la premiere section
(ADL). (ANOVA et Tukey). Concernant les seuils de contamination mondiale établis par Kabata-
Pendias (2011), nos résultats ont révélé que les teneurs signalées sont supérieures, ce qui les classe
comme sol contaminé (tableau 22). Particuliérement par le Ba, le Co, le Cr, le Zn, le Cu et le Cd. Sauf
pour le Pb qui a révélé des teneurs inférieures au seuil critique. Ces résultats témoignent de la présence
des activités humaines et de leurs influences sur la mobilisation des ETM, tant dans les zones proches
des sites 1 et 3 que dans celles distantes des localités urbaines 2 et 4. En plus de ce qui était observé
sur les sites d’études, notamment les rejets atmosphériques dans le cas des émissions agricoles et
industrielles, ou bien liquide-t-elle que I’eau utilisée en irrigation et son origine (eaux usées). Aussi les
déchets solides déposés par les entreprises de construction ou bien quelques déchets publics rejetés sur

les limites du site 1 et du site 2. Nos résultats coincident bien avec plusieurs études rapportées pour
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d’autres zones a la méme problématique telle qu’elle (EI-OkKki, 2016 ; Boughattas, 201 ; Radi et al.,
2023 ; Benhalima, 2024), voir (tableau 18). Nos observations rejoignent celles de Zhang et al. (2013)
et de Fei et al. (2022) : plus on s’¢loigne des sources de pollution, plus les teneurs en ETM diminuent,
et plus ’activité humaine augmente, plus la qualité des sols en ETM augmente. Quant a la teneur
basse du Pb, elle pourrait étre influencée par 1’activité du sol, ce qui indiquait qu’ils étaient

principalement influencés par les activités industrielles (Niu et al., 2019 ; Fei et al., 2022).

La matrice de corrélations (Sperman) entre les teneurs des ¢léments métalliques (tableau 23) montre
des corrélations tres fortement positives entre le Ba et le Cd, le Zn, le Cr et le Co (p < 0,001). Et une
corrélation positive entre le Co et le Cd (p < 0,05). Ces liaisons fortes sont cohérentes avec Bhuiyan
et al. (2010), qui soulignent que les liaisons solides entre les ¢léments peuvent dévoiler des influences
communes. Cela renforce I’idée que la prédisposition conjointe a I’accumulation de ces métaux
est sous I’effet du travail physique intensif. Nos résultats ont montré une relation faible entre I'As et le
Cr (p <0,05). conforme a I'observation de Nuria et al. (2011), qui a observé une corrélation modérée
et négative pour leur accumulation par les tiges. pourrait indiquer que ces ¢léments ont des sources
(industrielles ou agricoles) et/ou une mobilité spécifique a chacune d’eux, provoquant des réactions

différentes, comme déja mentionné par (Fei et al., 2022).

A l'inverse, des corrélations négatives entre le Pb et les éléments suivants (Ba, Cr, Zn et Cu) (p < 0,05)
ont été observées. D’apres Peng et Yu (2024), les concentrations de Zn et de Cu sont principalement
influencées par les activités agricoles et industrielles, tandis que le Pb est souvent associé¢ aux
émissions liées au trafic routier et a d’autres sources plus spécifiques. Cela renforce notre hypothese
selon laquelle le Pb est mobilisé dans les zones d'étude par des sources autres que les activités agricoles,
notamment par le biais du transport ¢olien, comme le suggerent (E1 Hachimi, 2014 ; Deabji et al.,

2024).

3.2.2 Influence des parametres physicochimiques sur les teneurs métalliques :

3.2.2.1 Corrélations des Eléments Métalliques avec les Variables Physico-chimiques :
L’analyse des corrélations de Spearman entre les éléments traces métalliques (ETM) et les variables
physico-chimiques a révélé des relations significatives (p < 0,05) (Tableau 24), mettant en lumiére les

interactions et la distribution de ces éléments.
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Tableau 23:Corelation de Spearman entre les parametres du sol (PH-CH) et la pollution métalliques (ETMs)

Variables Cd Pb As Zn Cu Cr Co Ba
mg/kg  mg/kg  mg/kg mg/kg  mg/kg  mg/kg  mg/kg  mg/kg

pH -0,545 -0,352 -0,583 0,375 0,401 -0,077 -0,578 -0,153
H (%) -0,032 0,696 -0,621 -0,019 -0,041 -0,873 -0,536 -0,305
Ca2+ (mg/Kg) -0,582 -0,006 -0,941 0,380 0,270 -0,511 -0,861 -0,327
CT (%) -0,124 0,644 -0,720 0,044 0,038 -0,887 -0,636 -0,325
CE (us/cm a 80 °C) -0,624 -0,467 -0,673 0,433 0,256 -0,026 -0,619 -0,189
COT (%) -0,477 0,226 -0,946 0,297 0,268 -0,699 -0,870 -0,357
K+ (mg/Kg) 0,564 0,768 0,304 -0,412 -0,294 -0,414 0,307 0,018
P (mg/Kg) -0,058 -0,752 0,497 0,080 0,033 0,840 0,433 0,256
Mg?+ (mg/Kg) 0,283 -0,497 0,859 -0,157 -0,098 0,840 0,764 0,346
MO (%) -0,625 -0,469 -0,672 0,434 0,256 -0,025 -0,619 -0,188
Salinité 0,642 0,122 0,938 -0,425 -0,327 0,419 0,868 0,308
SF (%) -0,218 0,027 -0,366 0,144 -0,068 -0,140 -0,297 -0,085
LF (%) -0,588 -0,058 -0,900 0,387 0,265 -0,429 -0,822 -0,298
CEC (méq /100g sol) 0,665 0,209 0,916 -0,445 -0,310 0,342 0,844 0,293
SG (%) 0,225 -0,198 0,498 -0,136 0,177 0,434 0,470 0,196
CLAY (%) -0,532 0,108 -0,950 0,341 0,237 -0,597 -0,865 -0,339

des corrélations tres positives ont ét€ observées entre la salinité et I’As (0,859) ainsi que le Cr (0,840),
et modérées avec le Pb (0,642). De méme, des corrélations élevées ont été relevées entre le magnésium
(Mg) et I’As (0,916), le Cd (0,665) et le Co (0,746). Le CEC a également montré des relations trés
¢levées avec I’As (0,916), le Co (0,844) et le Pb (0,665). D’autres corrélations positives ont été
relevées, notamment entre I’hydrogene (H) et le Pb (0,696), entre le carbone total (CT) et le Pb (0,644),
entre le potassium (K*) et le Pb (0,768), ainsi qu’entre le phosphore (P) et le Cr (0,840).

Cependant, des corrélations négatives ont €té observées entre le pH et certains ¢léments comme le Cd
(-0,545) et I’As (-0,583). De méme, une forte corrélation négative a été relevée entre I’hydrogene (H)
et le Cr (-0,873) ainsi que 1I’As (-0,621). Le calcaire actif (Ca**) a aussi présenté des corrélations
négatives importantes, notamment avec 1’As (-0,941) et le Co (-0,861). Le carbone total (CT) a
¢galement montré des corrélations trés négatives avec le Cr (-0,877), et modérées avec I’As (-0,720)
et le Cr (-0,636). Par ailleurs, la conductivité électrique (CE) a révélé des corrélations négatives avec
le Cd (-0,624) et I’As (-0,673). Le carbone organique total (COT) a montré des corrélations hautement
négatives avec I’As (-0,946) et le Co (-0,870), ainsi que modérées avec le Cr (-0,699). Des corrélations

négatives ont également été signalées entre la matic¢re organique (MO) et I’As (-0,672), le Pb (-0,625)

70



et le Co (-0,615). Quant a I’argile, elle a présenté des corrélations hautement négatives avec 1’As (-

0,950) et le Co (-0,865).

L’ensemble de ces relations met en évidence la complexité des interactions qui influencent la

distribution, la mobilité et la séquestration des ETM dans le sol.

3.2.2.2 Analyse multivariable entre les paramétre édaphique (Ph-Ch) et 1a pollution polymétallique
(ETMs) en fonction des sites :

Selon notre analyse en composantes principales (ACP) (Fig. 26), les deux premiers axes, F1 (50,30

%) et F2 (24,29 %), expliquent 74,60 % de la variance totale.

Variables (axes F1 et F2 :m74,60 %)
.%

N
/3w ¢

F2 (24,29 %)

-0,25 0 025 05 0,75 1
F1 (50,30 %)

@ Variables actives

Figure 26: Projection d'Analyse en Composante Principles (ACP) pour l'ensembles des variables édaphiques,
teneurs elémentaires des ETMs en fonction des sites de la région d'ANNABA.

Les relations entre les ¢léments métalliques et les caractéristiques physico-chimiques du sol sont
clairement distinguées par ces deux axes. Les composants métalliques tels que le Cd, 1’As, le Co et le
Ba sont principalement liés positivement a 1’axe F1, ainsi qu’a des variables telles que ’argile, le
magnésium (Mg) et la salinité. Cela suggere que ces éléments métalliques sont influencés par la
composition minérale du sol, ce qui laisse entendre qu’ils ont été introduits par des activités humaines
ou par des apports externes. En ce qui concerne 1’axe F2, il est davantage associé¢ a des variables de
texture du sol, en particulier le limon fin et grossier (LF et LG), le calcaire actif (CT) et la matiere
organique (MO). La répartition des métaux tels que le Zn et le Cu, selon ces ¢léments, semble étre

influencée par le travail physique du sol et la teneur en matiere organique.
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Figure 27: Biplots pour l'ensemble des variables édaphiques, teneurs élémentaires des ETMSs en fonction des
sites de la régions d’ANNABA.

En ce qui concerne les biplots illustrés dans la (Fig. 27), les projections spatiales inter-sites montrent
que les sites 1 et 2 sont exposés a des concentrations ¢levées en Cd, As, Co et Cr, en raison des effets
directs et marqués de certains parametres du sol, tels que la salinité, le magnésium et le taux d’argile.
En revanche, dans les sites 3 et 4, les faibles teneurs en éléments métalliques semblent étre liées a des
parametres de fertilité¢ du sol, tels que la granulométrie et la présence d’éléments essentiels comme

I’azote (N) et le phosphore (P).

3.2.2.3 Disscussion des interaction entre la polustion polymetaliques et les paramétres edaphiques :

A propos de la corrélation entre les variables physico-chimiques et les éléments traces métalliques
(ETM) du sol (tableau 24), nos résultats indiquent une corrélation directe entre certaines variables,
telles que la salinité, le pH, la CEC et la mati¢ére organique, et les ¢léments présents en forte
concentration, notamment I’As, le Co et le Cr, dans la région d’ Annaba. Ces résultats concordent avec
les conclusions de plusieurs études antérieures (Khan et al., 2011 ; Alloway, 2013 ; Garcia-Delgado
et al., 2007). La corrélation positive observée entre certains ETM tels que I’As, le Cr et le Pb suggere
que leurs concentrations élevées pourraient étre théoriquement piégées par un taux de salinité élevé
dans le sol, ce qui est conforme aux observations de Houda et al. (2010) et Khan et al. (2011), qui
ont montré I’effet significatif de la salinité sur la mobilité des ETM. En ce qui concerne d'autres
parametres du sol comme le magnésium (Mg?"), le phosphore (P) et le potassium (K*), leur corrélation
positive avec certains ¢éléments (As, Cd, Co, Cr, Pb) vient renforcer les corrélations déja observées

entre la CEC et ces mémes ETM. Ces résultats sont ¢galement soutenus par les travaux de Kabata-
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Pendias (2011), Alloway (2013) et EI-Oky (2016), qui ont montré que les sols riches en cations
divalents tels que le Mg favorisent le piégeage du Cd et du Co. Le role du K* dans I’immobilisation
du Pb et celui du phosphate dans I’insolubilisation du Cr ont aussi été mis en évidence par Uchimiya
et al. (2011). Par ailleurs, selon Dube et al. (2001) et Chaignon et al. (2002), la CEC joue un rdle

important dans la sorption et I’interaction avec certains ETM.

Les corrélations négatives révélées entre I’humidité, le pH et la CE avec I’As et le Cd, ainsi qu’entre
I’humidité et le Cr, suggerent que ces ¢léments métalliques sont moins solubilisés dans des sols a pH
basique et a conductivité ¢levée, comme 1’indiquent également les études de Soltan et Rashed (2003)
et de Papafilippaki et al. (2008). En revanche, ils seraient beaucoup plus disponibles dans des sols
humides, car, selon Giller et al. (1998) et Zohreh Mirsalari (2014), les métaux sont moins disponibles
dans les sols a forte conductivité et a faible humidité. La corrélation négative observée entre 1’argile
et certains métaux comme I’As et le Co s’explique, selon Alloway (2013), par une moindre
disponibilité de ces ¢léments dans les sols a faible teneur en argile. Quant aux corrélations négatives
signalées entre le calcaire total (CT), le carbone organique total (COT) et la matie¢re organique (MO)
avec I’As, le Cr, le Co et le Pb, nos résultats sont conformes a ceux de Yin et al. (2002), Garcia-
Delgado et al. (2007) et Ciarkowska et al. (2014), qui ont montré que les sols riches en MO sont
capables de piéger certains ¢éléments et d’en inhiber la mobilité, ce qui explique leurs concentrations

¢levées dans les sites sélectionnés de la région d’ Annaba.

D’apres I’ ACP et le biplot, les sites ont pu étre distingués en deux groupes, assez différents en termes
de caractéristiques édaphiques et de teneurs en métaux. Les deux premiers sites, 1 et 2, se caractérisent
par des teneurs généralement ¢levées en Ba, Co, Cd et Cr. Cette contamination est attribuée a un taux
¢levé de salinité et d’argile, comme 1’ont également constaté Rodriguez-Seijo et al. (2015), EI-Oky
et al. (2016) et Wang et al. (2017), selon lesquels les sols argileux et salins ont une capacité accrue a
retenir et séquestrer les ETM, ce qui expliquerait les concentrations plus élevées observées dans ces
sites. Ces observations confirment également I’hypothése formulée par Han et al. (2006) et Wang et
al. (2017), selon laquelle les apports phytochimiques peuvent constituer des sources directes de
contamination par les ETM. A I’inverse, les sites 3 et 4 présentent les teneurs les plus faibles en
métaux, notamment le Pb, le Cu et le Zn. Cette faible contamination semble étre liée a une composition
granulométrique favorable (sols limono-sableux) et a une plus grande disponibilité de nutriments
essentiels tels que 1’azote et le phosphore. Ces résultats suggérent que des pratiques de gestion plus
durables, notamment 1’adoption de techniques agroécologiques et une moindre perturbation

anthropique, favorisent la fertilité des sols tout en réduisant I’accumulation des métaux (Jiang et al.,
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2020 ; Xufeng et al., 2022). Ainsi, les résultats obtenus a partir de ’ensemble des données (teneurs
en ETM, corrélations, ACP et biplots) sont similaires et complémentaires, ce qui confirme que plus
les sols sont bien gérés et moins affectés par les activités humaines, plus la pollution métallique reste
faible. Ces observations sont conformes aux études de Gao et Wang (2018), qui ont montré que la
qualité des pratiques de gestion des sols, ainsi que 1’¢loignement des sites agricoles des zones urbaines

et industrielles, influencent positivement les teneurs en métaux.

3.2.3 Evaluation des niveaux de pollution et des risques écologiques liés a la
contamination métallique des sols

3.2.3.1 L’indice de contamination (Cf) :

Les niveaux de contamination les plus €levés sont observés pour le Cd (12,64) et le Co
(24,23), signalant une contamination tres ¢levée dans la majorité des sites (sites 1, 3 et 4), a I'exception
du site 2 qui présente une contamination faible en Cd. En revanche, le Pb et le Ba montrent des niveaux
relativement bas, avec des Cf inférieurs a 1 dans tous les sites, indiquant une faible contamination par

ces éléments.

Tableau 24: Moyennes des Cf en fonction des sites étudiées selon la classification de Kabata-Pendias (2001).

ETM Cref (Kabata 2001) Sitel Site2 Site3 Site4
Cd 0,44
Pb 23
As 8,5
Zn 65
Cu 24
Cr 77
Co 7,5
Ba 520

Les moyennes de I’indice de contamination (Cf) (Tableau.25), suit la séquence décroissante suivante

Co>Cd>Cr>As>7Zn>Cu>Ba>Pb.

Le Cr, I'As et le Zn révelent une contamination considérable, spécifiquement le Cr dans tous les sites,
puis les sites 2 et 3 pour I’As et le Zn. Le Cu, bien que généralement faible, montre une contamination
notable au site 3 (Cf = 3,14). Ces résultats soulignent la prépondérance du Co et du Cd avec le Cr, qui
constituent les principales sources de pollution dans les stations étudiées, tandis que la faible

contamination en Pb et Ba refléte une accumulation moindre de ces métaux dans les sols.
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3.2.3.2 [Evaluation géochimiques et écotoxicologues :

Tableau 25: Moyennes des ERI, PLI, ER en fonction des sites étudiées.

Site ERI PIL Er

365,02 + 0,011
417,18 £0,16

3.2.3.2.1 Indice du niveau de pollution (PLI) :

Les valeurs de PLI dans le tableau 26 varient entre 3,52, la valeur la plus ¢élevée étant observée au site
1, et 2,79 au site 4, avec une moyenne de 3,15 pour I'ensemble de la région d'é¢tude. Cela indique que
I’ensemble des sites présente des charges de pollutions élevées par les ETMs analysés, conformément

a la classification de Tomlinson et al. (1980).

Moyennes par niveau de facteur

B B

Moyennes

SITE1 SITE2 SITE3 SITE4

Niveau

M PIL (Potentiel d'Impact)

Figure 28: Diagramme des moyennes du potentiel d'impact (PLI) en fonction des sites.

L'ensemble des résultats met en évidence une pollution significative par 1’ensemble des métaux (F =
177,019 ; p <0,001) selon le test de Kruskal-Wallis (fig. 28), ou I’indice de pollution globale PLI est
supérieur a 1. Le site 1 révele des charges maximales, tandis que le site 4 enregistre des charges de

pollutions minimales.

3.2.3.2.2 Facteur de risque écologique (Er) :

Les valeurs de l'indice de risque écologique dans le tableau 26 varient entre un minimum de 175,66
au site 4 et un maximum de 488,71 au site 1. Selon les normes définies par Hakanson (1980), le risque
¢cologique est modéré au site 4 (90 < RI < 180), considérable au site 3 (180 <RI < 360). Tandis qu'il

est ¢levé dans les autres sites (360 < RI < 720).
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Figure 29: Diagramme des moyennes du risque écologiques (Er) en fonction des sites.

Les résultats révelent une pression écologique significative exercée par les métaux, comme l'indique

le test de Wilks (F = 177,019 ; p <0,001) (fig. 29) dans les sites les plus contaminés.

3.2.3.2.3 Facteur de risque écotoxicologiques pour les vers de terre (ERI) :

Les risques écotoxicologiques (ER/) dans le tableau 26. Varient avec des valeurs de (4,69 + 0,08) pour
le site 1, (9,36 = 0,02) pour le site 2, (7,89 + 0,01) pour le site 4 et (8,12 = 0,023) pour le site 3.

Moyennes par niveau de facteur

Moyennes

SITEL SITE2 SITE3 SITE4

Niveau
WERI

Figure 30: Diagramme des moyennes du risque écotoxicologiques (ERI) en fonction des sites.

Ces résultats ont une réponse hétérogene (F = 2894,72 ; p < 0,001), (Fig. 30) montrent que les sites
présentent des risque écotoxicologique significatif face aux concentrations élevées de Cr, Co et Ba
enregistrées dans les quatre sites représentent un risque toxique trés élevé pour les vers de terre et les

invertébrés du sol en général.
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3.2.3.3 Discussion :

Les indices géochimiques et écotoxicologique (Er), (PLI) et (ERI), ainsi que 1’indice de contamination
spécifique (Cf) pour chaque élément analysé, ont ét¢ utilisés pour évaluer le degré de contamination et
offrir un apercu global de la pollution métallique dans la région d’Annaba. Conformément aux
indications de Kabata-Pendias et Pendias (1992), les graphiques et les valeurs présentées dans les
tableaux précédents illustrent 1’état de la pollution métallique dans cette région en fonction du degré
d’activité agricole. Les niveaux ¢€levés de contamination par le Cd et le Co, ainsi que les teneurs
significatives en Cr, Zn, As et Cu, sont attribués aux pratiques agricoles intensives, a 1’usage de
pesticides et d'engrais riches en ¢léments phosphatés, comme I'ont également observé Xufeng et al.
(2022). De plus, les rejets de produits issus de la combustion industrielle, notamment aux sites 1 et 3,
proches des zones urbaines et industrielles, confirment les observations de Prasenjeet Chakraborty
et al. (2024). Selon Maiti (2007), I'utilisation prolongée de machines agricoles peut libérer des
particules en suspension dans 1’air, lesquelles sont une source importante de pollution au Cr. De méme,
Feng et al. (2008) ont signalé¢ que les teneurs en As dans les sols agricoles peuvent étre jusqu’a 200
fois supérieures a celles des sols non exposés a 'application de pesticides, ce qui attribue clairement
cette contamination aux activités agricoles. En ce qui concerne le Cd et le Cu, leur présence peut
s'expliquer par l'irrigation a I’aide d’eaux usées provenant de la station d’épuration a proximité du site
1, utilisée pour irriguer des zones rurales voisines. Cette hypothése est cohérente avec les conclusions
de Shang et al. (2018), selon lesquelles I’irrigation avec de 1’eau polluée peut augmenter les
concentrations de certains ¢léments métalliques, notamment en parall¢le a la pollution industrielle,
comme observé dans notre étude pour les sites 1 et 3. En revanche, la faible contamination par le Pb
et le Ba dans tous les sites, malgré leur proximité relative avec des zones semi-urbaines, suggere que
I’influence anthropique sur ces €léments reste faible. Les sources de pollution pourraient étre plus
diversifiées, ce qui expliquerait leur faible accumulation, conformément aux observations de Peng et
Yu (2024). Ces derniers ont rapporté qu’en région de Sichuan (Chine), la contamination en Pb a
diminué suite a des mesures locales interdisant les carburants plombés. Une tendance similaire a été
observée en Algérie : selon Maissa (2021), la consommation nationale de carburants plombés (essence
et gasoil) a diminué, passant de 14,4 millions de tonnes en 2019 a 12,59 millions de tonnes en 2020,

soit une baisse de 12,7 %, coincidant avec la période de la pandémie de COVID-19.

L’analyse des indices ERI, RI et PLI révele que les sols agricoles, soumis a des pratiques intensives,

présentent des concentrations préoccupantes de certains métaux lourds dangereux, notamment le Cd
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et le Co. Les valeurs du PLI présentent des variations inter-sites significatives, en lien direct avec
I’intensité des activités agricoles, dépassant les seuils critiques de pollution dans les quatre sites. Cette
variation suggere que les terres intensivement cultivées sont affectées par diverses sources de pollution
anthropique. Les valeurs du RI et de I’ERI confirment un potentiel ¢élevé de risque écologique pour
I’écosystéme régional. Les variations du RI dans la région indiquent des sources hétérogeénes de
contamination. Les valeurs ¢élevées du RI, en particulier celles liées au Cd, Co et Cr dans les sols a
forte activité humaine, sont cohérentes avec celles du PLI. L’ERI suit une tendance similaire au RI,
identifiant le Co, le Cd et le Cr comme des ¢éléments critiques pour la gestion environnementale, en
raison de leur forte capacité a engendrer des dommages écologiques. Les valeurs ¢levées de I’ERI dans
tous les échantillons reflétent I’impact des systémes anthropiques sur I’accumulation de métaux lourds

dangereux dans les sols.
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3.2.4 Bioévaluation corporelle des teneurs métalliques :
Cette partie se repose sur Le dosage des 5 ETMs étudiés dans les vers de terre a été réalisé sur le taxon

le plus abondant dans la région d’étude, 4. calginosa.

3.2.4.1 Les teneurs biologiques :

L’analyse d’ANOVA (tableau.27). Suivi par le teste de Newman-Keuls (SNK) (Fig.31), montrent des
différences marquées dans les teneurs corporelles des ETM entre les sites étudiés, avec des
accumulations particulierement ¢élevées pour le Ba, Pb sur I’ensembles des sites et plus

particulierement aux sites let 2.

Tableau 26: les teneurs élémentaires des VETMs dans les tissues de Aporrectodea caliginosa

_ 0,021+ 0,003A 0,08+0,01 A 5,98 +0,09A 4,77+ 0,08A 0,17 + 0,00A
_ 0,01+0,009 B 0,02 +0,01C 0,75+0,188B 1,52 +0,02D 0,08 0,008
_ 0,003 + 0,003 B 0,030,018 0,82+0,28B 0,230,088 0,04 +0,01C
_ 0,01+ 0,009 B 0,02+0,01B 0,57+0,21B 0,56 + 0,06C 0,01+0,01C
_ 0,00 0,66 0,00 0,00 0,00
_ Oui Non Oui Oui Oui

Synthése (Moyennes estimées) - site

Moyennes estimées

A B B B A B B

vCd, mg/L vCo, mg/L C vBa, mg/L vCr, mgjL

Variables dépendantes

WSITEL1 WSITE3 MSITE4 .SITE2|

Figure 31.:distribution des teneurs métalliques des vers de terre en fonction des sites étudiées.

3.2.4.1.1 Les niveaux corporels du cadmium (Cd) :
Les valeurs dans le tableau. 27 varient de 0,02 mg/kg au site 1 qui présente la concentration la plus

¢levée et 0,003 mg/l au site 3 qui montre une valeur minimale. L’ANOVA, indiquant un effet de station
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trés significatif (F =19 ; Pr>0,001). La comparaison multiple par paires Newman-Keuls (SNK) (fig.
33) révele que le site 1 forme un groupe distinct, ce qui met en évidence une accumulation corporelle

accrue de Cd comparativement aux autres sites.
3.2.4.1.2 Teneurs corporelles du cobalt (Co) :

Les teneurs corporelles dans le tableau 27 ne montrent pas de différence significative entre les sites
(F=0,625 ; Pr>0,66). Cependant, le site 1 affiche encore la concentration la plus élevée (0,08 mg/L),
alors que les autres sites présentent des niveaux beaucoup plus faibles, voire négatifs pour le site 4
(0,02 mg/L). La comparaison multiple par paires Newman-Keuls (SNK) (fig. 33) Révele que les sites

3 et 4 sont homogenes (B) et que les sites 1 et 3 forment des groupes distincts A et C respectivement.

3.2.4.1.3 Teneurs corporelles du baryum (Ba) :

Suit une tendance similaire a celle du Cd Tableau.27, avec des variations significatives entre les sites
(F=41; Pr>0,00). Le site 1 enregistre la valeur la plus haute (5,98 mg/L), alors que les autres sites
présentent des teneurs nettement inférieures, notamment le site 4 avec 0,57 mg/L. Confirmant la

variabilité inter-sites approuvée par le test de Newman-Keuls (SNK) pour cet élément (fig. 31).

3.2.4.14 Les teneurs corporelles du plomb (Pb) :

Le tableau 27 montre des variations trés significatives entre les sites (F =359 ; Pr > 0,00), indiquant
une accumulation corporelle de Pb, avec une concentration tres élevée sur le site 1 (4,77 mg/L), qu'on
compare aux autres sites 4 et 2 (0,56 mg/L et 1,52 mg/L respectivement). Quant au fig. 31, il montre
clairement la variabilité intersites approuvée par le test de Newman-Keuls (SNK), qui souligne une

accumulation importante similaire a celle du Ba.

3.2.4.1.5 Les teneurs corporelles du chrome (Cr) :

Les variations observées au tableau 27 montrent que le site 1 présente la plus forte concentration
(0,17 mg/L), suivi par le site 2 (0,08 mg/L). Les autres sites affichent des teneurs trés faibles voire
négatives. L’ANOVA indique une différence significative (F = 40 ; Pr > 0,00), avec les variations
marquées par le test de Newman-Keuls (SNK), voir (Fig. 31), confirmant que 1’accumulation
corporelle du Cr varie de maniere importante en fonction des sites. L’ensemble de ces résultats révele
une distribution hétérogéne des ETM dans les organismes, possiblement en lien avec la nature des sols

ou les activités anthropiques spécifiques a chaque site.
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3.2.4.2 Influence des teneurs métalliques des sols sur les teneurs biologiques :

Le tableau 28 présente la corrélation bilatérale de Spearman entre les teneurs métalliques en sol et les
teneurs métalliques en A. caliginosa comme espece représentative pour la communauté lombricienne
de la région. Désigner en (V ETMs) les valeurs qui sont en gras représente les relations significatives
(p <0,05).

Tableau 27:Matrice de corrélation entre les teneurs métalliques des vers de terre (VETM) et les teneurs
meétalliques des sols (ETM) étudier

Variables cd Pb As Cr Co Ba
V Cd, mg/L -0,406 -0,006 -0,169 0,537 0,169 0,101
V Co, mg/L -0,400 -0,025 -0,055 -0,077 -0,345 -0,283
V Ba, mg/L 0,404 0,658 0,540 0,964 0,838 -0,211
V Pb, mg/L 0,828 0,756 0,854 0,237 0,481 -0,608
V Cr, mg/L 0,715 0,762 0,699 0,912 0,971 -0,351

Les corrélations positives les plus fortes se retrouvent entre V Ba et les variations de Cr (0,964) et
de Co (0,838), suivies de V Pb avec As (0,854), Cd (0,828) et Cr (0,762). On observe également
des corrélations entre V Cr et Co (0,971) et Cd (0,715), ainsi qu'entre V Ba et Pb (0,658).
L'ensemble de ces relations montre une covariation entre ces éléments. En revanche, une seule

corrélation négative est marquée, entre V Pb et Ba (-0,608).

Ces résultats suggerent une accumulation conjointe ou des influences environnementales similaires
sur ces métaux, indiquant que les métaux tendent a se regrouper dans deux grands schémas de

corrélations, les uns se renforgant mutuellement dans leur variation.

Variables (axes F1 et F2 : 80,15 %)

0,75
0,5
0,25

-0,25
-0,5
-0,75

F2 (22,73 %)

-1 -0,75 -0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75 1
F1(57,42 %)
@ Variables actives

Figure 32: une analyse en composante principale (ACP) entre les teneurs métalliques chez les vers de terre
(VETM) et les teneurs métalliques du sol (ETM).
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Notre analyse en composantes principales (ACP) (fig. 32) explique 80,15 % de la variance totale avec

les deux premiers axes, F1 (57,42 %) et F2 (22,73 %).

L'axe F1 est principalement associé¢ aux teneurs métalliques chez les vers, comme le VBa et le VCer,
avec les concentrations métalliques dans le sol (Pb, As, Co et Cr). Cela signifie que ces métaux sont
fortement liés les uns aux autres et varient dans le méme sens. A I’opposé, Ba est négativement corrélé
avec I’axe 1. Cela signifie que lorsque les concentrations des autres métaux augmentent, celles de Ba
diminuent. Il est donc opposé aux autres dans l'espace factoriel. De plus, la concentration dans les
tissus des VCr et VBa est ¢galement corrélée avec F1. Cela signifie que ces métaux se comportent de

maniére similaire dans les tissus animaux.

L'axe F2, quant a lui, présente une corrélation plus forte avec la variable vCd. Cela signifie que la
concentration de cadmium dans les tissus animaux joue un role important sur cet axe. Une autre
corrélation modérée est marquée avec le Cr et le VBa, ce qui implique qu’ils influencent aussi cet axe.
Par contre, V Pb est négativement corrélé avec F2, ce qui suggere qu'il varie en opposition avec VCd,
mg/L. Autrement dit, dans les tissus ou le cadmium est présent en grande quantité, le plomb 1’est

généralement en moindre quantité.

3.2.4.3 Influence des propriétés physicochimiques des sols sur les teneurs biologiques

La corrélation de Spearman, tableau 29. Montre que certaines variables significatives (p < 0,05)
physico-chimiques sont fortement associées aux teneurs en ¢léments traces métalliques dans les tissus

des vers de terre.

Tableau 28: matrice de corrélation entre les teneurs biologiques et propriétés physicochimiques des sols

Variables V Cd, mg/L V Co, mg/L V Ba, mg/L V Pb, mg/L V Cr, mg/L
pH 0,051 -0,198 -0,523 -0,661 -0,547
H (%) -0,806 0,252 -0,768 0,461 -0,592
Ca?+ (mg/Kg) -0,305 0,166 -0,874 -0,447 -0,907
CT (%) -0,794 0,130 -0,864 0,346 -0,697
CE (us/cm a 80 °C) 0,095 0,014 -0,490 -0,762 -0,589
0,481 -0,224 0,789 0,141 0,704
COT (%) -0,524 0,118 -0,956 -0,195 -0,903
K+ (mg/Kg) -0,540 0,032 0,062 0,941 0,272
P (mg/Kg) 0,798 0,152 0,681 -0,544 0,498
Mg+ (mg/Kg) 0,748 -0,040 0,948 -0,120 0,816
MO (%) 0,096 0,016 -0,489 -0,764 -0,588
Salinity -0,050 -0,086 -0,288 -0,213 -0,421
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SF (%) 0,224 -0,045 0,839 0,560 0,891

LF (%) -0,309 0,044 -0,769 -0,464 -0,830

CEC (méq /100g sol) 0,230 -0,229 0,587 0,062 0,529
SG (%) 0,153 -0,076 0,789 0,637 0,862

Argile (%) -0,379 0,119 -0,919 -0,338 -0,934

Les corrélations positives incluent le (P) avec le V cd (0,798) et le V Ba (0,681), ainsi que le (Mg**)
avec le V Ba (0,948) et le V Cr (0,816). (K+) est positivement corrélé avec le Vpb (0,941), tandis que
la fraction sableuse (SF%) est associée au VBa (0,839) et au VCr (0,891). La fraction argileuse I’ Argile
montre également des corrélations positives avec le VBa (0,789) et le VCr (0,862). Tandis que des
corrélations négatives ont été enregistrées pour le pH et le VBa (—0,523), le VCd (—0,661) et le VCr
(—0,547). Le (Ca*+) est positivement corrélé avec le VBa (-0,874) et le VCr (-0,907), tandis que le
(COT%) est négativement corrélé avec le VBa (-0,956) et le VCr (-0,903). (CE) est également
négativement associée au vPb (-0,762) et au VCr (-0,589).

3.2.4.4 Discussion :

Les principales implications issues de ces résultats indiquent que les teneurs en ¢éléments traces
métalliques (ETM) dans les tissus du ver de terre Aporrectodea caliginosa sont significativement
influencées par les activités anthropiques auxquelles les sites sont exposés. Toutefois, les
concentrations tissulaires en ETM ne semblent pas toujours, ni nécessairement, s’accumuler de
manicre proportionnelle aux concentrations mesurées dans les sols. Par exemple, bien que le plomb
soit présent en faibles concentrations dans le sol amendé au fumier, sa forte biodisponibilité a conduit
a une accumulation élevée dans les tissus des vers. A ’inverse, le chrome (Cr) et le cuivre (Cu),
pourtant présents a des concentrations €levées dans les sols, ont été retrouvés a des niveaux faibles
dans les tissus biologiques. Ces résultats sont cohérents avec les observations de Wang et al. (2006)
et EI-OKkKi (2016), qui ont montré que, contrairement aux attentes, les teneurs biologiques en ETM
peuvent diminuer malgré une augmentation des concentrations dans les sols. Ce phénomeéne a
¢galement été rapporté par El-Temsah et Joner (2012) ainsi que par Liang et al. (2017). Cette
diminution pourrait étre liée a une augmentation de la vitesse d’¢élimination des ETM ou a un effet
toxique direct, entralnant des comportements d’évitement chez les vers de terre (Saaristo et al., 2018),
et une altération des processus métaboliques des organismes exposés (Paul et al., 2020). Pegu et al.
(2024) ont par ailleurs souligné I’'importance de I’abondance des vers de terre dans le compostage,
ainsi que leur réle dans la purification des sols contaminés, ce qui concorde avec nos observations aux

sites 3 et 4.
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Quant aux coefficients de corrélation entre les teneurs en ETM dans les tissus d’A. caliginosa et leurs
concentrations dans les sols, ils mettent en évidence le role de la biodisponibilité et des conditions
locales dans le processus d’accumulation, notamment pour certains métaux fortement influencés par
les activités anthropiques. L’analyse montre que le cadmium (Cd) et le plomb (Pb) sont les deux
métaux les plus accumulés dans les tissus au site 1, en cohérence avec leurs concentrations totales
¢levées dans les sols de la région. Richardson et al. (2020) ont d’ailleurs suggéré que le Cd possede
une biodisponibilité particulierement élevée, méme dans les sols faiblement contaminés. Pour le cobalt
(Co) et le baryum (Ba), bien que leur origine anthropique soit reconnue, il n’existe pas nécessairement
de corrélation directe entre les teneurs mesurées dans les sols et leur accumulation dans les tissus des
vers. Ces résultats sont en accord avec plusieurs études antérieures, qui ont montré que les
concentrations en mercure (Hg) et en Cd dans les sols influencent significativement 1’absorption chez
différentes especes de vers de terre (Gonzalez-Alcaraz et al., 2018 ; Wang et al., 2017 ; EI-OKkKi et
al., 2014). De plus, d’autres travaux ont confirmé que les concentrations en Cu, Zn ou Pb dans les sols
ne permettent pas toujours de prédire leur accumulation dans les tissus biologiques (Nahmani et al.,

2007 ; Nannoni et al., 2014 ; Gonzalez-Alcaraz et al., 2018 ; Richardson et al., 2020).

Les corrélations de Spearman, combinées a I’analyse en composantes principales (ACP), montrent que
les paramétres physico-chimiques des sols influencent significativement I’accumulation des ETM. Des
concentrations élevées en P et en Mg** semblent accentuer la mobilité de certains métaux, ce qui
suggere que des parametres édaphiques tels que la MO ou la texture mollisol des sols étudiés favorisent
la rétention des ETM dans le sol plutot que leur transfert dans les tissus des vers (Chakraborty et al.,
2024). A l'inverse, les teneurs en Ca2+ et en COT montrent une forte corrélation négative avec les
concentrations en VBa et VCr, suggérant qu’ils pourraient limiter la disponibilité de ces éléments pour
les organismes. Par ailleurs, la fraction granulométrique des sols joue également un role déterminant
dans la variabilité des accumulations d’ETM, contribuant ainsi aux différences observées entre les sites
(Chakraborty et al., 2024). Enfin, les vers de terre eux-mémes participent a 1’immobilisation des
ETM, en les stockant dans leur organisme, tout en excrétant de I’ammoniac et en produisant du
carbonate de calcium (CaCOs) via leurs glandes calciferes. Ce processus augmente le pH de leurs

turricules et influence la mobilité des ETM dans les sols, comme 1’ont démontré Udovic et al. (2007).
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3.2.5 Facteur de bioaccumulation (BAF)

3.2.5.1 Les teneurs en ETMs accumulée aux tissus des vers :

Les valeurs calculées les plus élevées de FBA (Tableau.30) ont été enregistrées pour le Pb chez les

vers de terre sur le site 1 (5,87 = 0,03), marquant ainsi la moyenne la plus élevée, tandis que le site 3

(-6,12 = 0,30) a montré la moyenne la plus faible. En ce qui concerne les sites 3 et 4, des valeurs

moyennes ont été observées.

Tableau 29: les moyennes des teneurs accumuler aux tissus des vers de terre (A. caliginosa) en fonction des

0,04+0,03A
0,02 +0,03 C
0,05+0,2D
0,01+0,03 B
0,00

Oui

sites.

0,00 + 0,00A 0,02+0,00 B
0,0 +0,00C 0,03+0,04 A
0,00 + 0,008 0,01+0,04 C
0,00 0,008 0,01+0,07 D
0,09 0,00
Non Oui

5,87+ 0,03A
3,9640,24 B
-6,12+0,30 C
3,96, +£0,24B
0,00

Oui

-0,12, +0,00C
-0,01, £0,01D
0,22+, 0,01A
-0,014, 0,01B
0,01

Oui

Une différence significative a été observée entre les sites pour 1'ensemble des éléments accumulés, a
l'exception du Co. Selon le test de (Newman), Voire (Fig.33)

Synthése (Moyennes estimées) - site

Moyennes estimées
o

Variables dépendantes

WSITEL] MSITE3 MWSITE2 MSITE4

Figure 33:diagrames des moyennes pour les teneurs métalliques accumulées dans les tissus d’A. caliginosa.
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3.2.5.2 Relation entre les teneurs métalliques accumuler aux tissus des vers de terre et ceux trouver
dans les sols contaminés :

La matrice de corrélation de Pearson (tableau 31) permet de mettre en évidence les relations entre les
facteurs de bioaccumulation (BAF) des ¢léments traces métalliques (ETM) chez les vers de terre et la

concentration des ETM dans les sols.

Tableau 30: corrélation de Pearson entre les teneurs métalliques accumuler aux tissus des vers de terre et
ceux trouver dans les sols contaminés.

Variables
BAF cd -0,681 -0,288 -0,437 0,239 -0,162 0,321
BAF Co -0,240 -0,598 -0,614 -0,307 -0,185 0,566
BAF Ba 0,757 0,787 0,877 0,265 0,441 -0,687
BAF pb -0,079 -0,736 -0,696 -0,516 -0,187 0,820
BAF Cr -0,611 -0,129 -0,271 0,316 -0,117 0,109

Des corrélations positives tres significatives (p < 0,001) entre la concentration des métaux accumulés
au tissu d’A. caliginosa et les concentrations des ETM en sol. Incluent principalement le (BAF Ba),
avec (As, Pb et Cd) pour les valeurs suivantes (0,877, 0,820 et 0,757). Et aussi entre le (BAF pb) et le
Ba. Ces corrélations suggérent que la bioaccumulation du Ba est fortement influencée par la présence
de ces métaux dans les sols, avec une co-absorption probable. En revanche, les corrélations négatives
sont plus nombreuses et marquent des interactions inverses. De méme, le (BAF Pb et BAF Co) avec
(Pb et As), (-0,736 et -0,696) respectivement, montre une corrélation négative marquée avec sa
concentration, reflétant des mécanismes de régulation ou de compétition entre ces éléments pour leur
absorption. Quant au (BAF Cr), il présente aussi une corrélation négative notable avec le cd (—0,611),
renfor¢ant 1'idée que la bioaccumulation de ces métaux est influencée par des interactions compétitives.
Enfin, le (BAF Ba) a une relation inverse avec sa propre concentration Ba (—0,687), ce qui peut
suggérer des phénoménes de saturation ou une régulation de I'accumulation du baryum dans les

organismes.

Le biplot dans la fig. 34 met en relation les facteurs de bioaccumulation (BAF) des ETM et les
concentrations des ETM dans le sol, en fonction des sites. Représente les résultats d'une analyse en
composantes principales (ACP), qui expliquent un ensemble de (78,18 %) de la variabilité totale des

données.

86



Biplot (axes F1 et F2 : 78,18 %)

5
4
3
< 2
Q1
S o
o
-2
-3
-4
4 3 2 1 0 1 2 3 4 5

F1 (55,29 %)

@ Variables actives @ Observations actives

Figure 34: biplot d'une analyse en composante principale entre les facteurs de bioaccumulation (BAF) et les
teneurs métalliques des ETMs des sols en fonctions des sites.

L'axe F1, qui explique la majeure partie de la variance (55,29 %), est principalement associé a des
métaux tels que le (Pb), 1'(As), le (Cr), et le (Co), qui montrent une projection positive sur cet axe. Le
(Ba) et le (Cd), en revanche, sont projetés négativement sur cet axe. Cela signifie que les sites situés
sur le coté¢ droit de l'axe F1, tels que Sitel et Site2, sont probablement caractérisés par des
concentrations plus €levées en Pb, As, Cr et Co, tandis que Site3 et Site4, situés a gauche, présentent

des niveaux plus élevés de Cd et Ba.

L'axe F2, qui explique (22,89 %) de la variance, distingue principalement le (Cr) et le facteur de
bioaccumulation du (BAF Cd) avec des projections trés positives sur cet axe. Les autres métaux, tels
que le (Pb) et le (Ba), sont relativement proches de l'origine de cet axe. Cette disposition suggere que
les différences dans la bioaccumulation du Cr et du Cd contribuent de manicre significative a la

différenciation des sites le long de cet axe.
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3.2.5.3 Discussion :

Les valeurs obtenues pour le facteur de bioaccumulation (FBA) calculées pour 1’espéce de ver de terre
A. caliginosa présentent des valeurs faibles pour I’ensemble des éléments dosés, dont I’ordre observé

est le suivant :

Pb > Cr > Cd > Ba > Co.

Seul le Pb indique des taux d’accumulation élevés. L’ensemble des résultats montre des taux
d’accumulation significatifs qui sont proportionnels au niveau d’activité anthropique spécifique pour
chaque site, sauf pour le Co. Ces résultats sont peut-étre liés aux mécanismes de régulation et de
purification spécifiques a 4. caliginosa, pour limiter I’accumulation des xénobiotiques. Nos résultats
sont en partie en accord avec les observations de Wang et al. (2018), qui ont révélé des taux élevés
d’accumulation pour le Pb dans les tissus des Lombricidés. Cependant, Gautam et al. (2022) ont
montré des résultats opposés aux notres, ou les vers de terre appartenant a diverses catégories
¢cologiques, exposés a des sols graduellement contaminés, ont montré des accumulations
significatives en fonction du degré de contamination, suggérant ainsi que ces différences sont le
résultat de différentes caractéristiques des sols, des niveaux de contamination ou des especes de vers
de terre. L’analyse multifactorielle biplots, avec la corrélation, a montré la présence d’une compétition
entre les métaux, suggérant que cette compétition a altéré 1’accumulation de BAF : Cd, Cr, Co et de
Ba malgré leurs taux élevés dans le sol, provoquant ainsi une accumulation préférentielle du Pb chez
A. caliginosa, malgré le fait qu’il soit en dessous des seuils de risque mondiaux (Kabata-Pendias et
al., 2011). D’apres Rida (1996) et Otmani (2018), les vers de terre ont la capacité d’absorber et de
métaboliser facilement le Pb et le Cd. En effet, nos résultats montrent une dynamique de
bioaccumulation contre-intuitive conforme aux observations de Richardson et al. (2020), qui
montrent que lorsque la consommation de certains ¢léments augmente, leur bioaccumulation diminue

chez certaines especes, y compris les vers de terre, ce qui est validé avec le biplot.

Toutefois, plusieurs explications sont proposées. Le corps des vers de terre, lorsqu’ils sont exposés
aux ETM, développe divers mécanismes de défense pour limiter leur absorption : soit par un
¢paississement des téguments en cas de contact direct avec 1’épiderme, soit ils redeviennent
bioaccumulateurs impliquant la voie intestinale. Les ETM seront alors piégés dans les intestins par les
chloragosomes sphéroidaux et les chloragocytes, en formant des complexes avec des protéines
spécifiques, puis acheminés vers le liquide ceelomique (Gautam et al., 2022 ; Gudeta et al., 2023).

Ces dernicres vont ensuite se fixer aux protéines appelées métallothionéines (MT) pour former des
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complexes, tels que les MT de cadmium et les MT de plomb. Le troisietme mécanisme est la
biofiltration : les ETM seront alors purifiés par des bactéries intestinales candidates, qui vont faciliter
la complexification au sein de substances humiques stables, via la nitrification, la méthanogenése et la
détoxification, résultant en des excréments contenant des molécules sous une forme moins nocive pour

le sol (Gudeta et al., 2023).
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3.2.6 Evaluation du stress oxydatifs chez les vers de terre en milieu naturelle :

3.2.6.1 Introduction :

Les organismes exposés a des substances toxiques telles que les métaux traces, les pesticides ou les
nanomatériaux subissent une surproduction d’especes réactives de I’oxygene (ROS) — notamment le
peroxyde d’hydrogéne (H20:), I’anion superoxyde (O2+") et le radical hydroxyle (*OH). Ces molécules
trés réactives induisent des altérations graves des protéines, des lipides et des acides nucléiques (Zhao
et al., 2017). Pour se défendre, les organismes activent des systémes antioxydants comprenant
plusieurs enzymes, telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) ou encore la
glutathion-S-transférase (GST), qui limitent les effets déléteres des ROS (Taylor et Maher, 2013 ; do
Amaral et al., 2019 ; Bouzahouane et al., 2024). L’¢évaluation de ces biomarqueurs constitue un outil

précieux pour mesurer la réponse physiologique des organismes a la pollution environnementale.

Dans le cadre de notre étude, nous avons sélectionné cinq biomarqueurs majeurs du stress oxydatif

chez Aporrectodea caliginosa :

1. SOD (superoxyde dismutase) : convertit I’anion superoxyde (Oz*") en H20:, agissant comme
premicere ligne de défense contre les ROS (Boughattas et al., 2016).

2. CAT (catalase) : transforme le H2O: en eau et oxygene, jouant un role essentiel dans le
maintien de I’homéostasie redox (Chen et al., 2016 ; Espin et al., 2014).

3. GSH (glutathion réduit) : tripeptide antioxydant majeur intervenant dans la neutralisation des
ROS et la détoxification cellulaire (Beldi, 2006 ).

4. GST (glutathion-S-transférase) : catalyse la conjugaison du GSH avec des composés
toxiques, facilitant leur élimination (Zhang et al., 2020 ; Bouzahouane et al., 2018).

5. MDA (malondialdéhyde) : produit de la peroxydation lipidique, indicateur de dommages

oxydatifs sur les membranes cellulaires (Del Rio et al., 2005 ; Bouzahouane et al., 2024).

L’intérét de cette approche est d’évaluer les niveaux de stress oxydatif en lien avec la pression
environnementale locale (pollution chronique, activité agricole ou anthropique). Comme premiere
approche, puis une seconde série de dosages a été effectuée sur des vers exposés en laboratoire a un
mélange toxique de Cd + 2,4-D, dans le but d’étudier les effets aigus d’une exposition contrdlée a ce

cocktail de polluants
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3.2.6.2 Dosage des biomarqueurs de stress chez A. caliginosa en milieu naturel :

La figure 35 présente les moyennes estimées des différents parameétres de stress oxydatif (GSH, GST,
MDA, CAT, SOD) en fonction des quatre sites (Site 1, Site 2, Site 3, Site 4). Les observations
générales mettent en évidence des indications significatives du stress oxydatif dans les sites soumis a
une forte pression anthropique et présentant des concentrations €élevées de métaux lourds (Site 1 et Site

2).

Synthése (Moyennes estimées)

Moyennes estimées

GSH GST MDA CAT soD
Variables dépendantes

WSITELT WSITE2 WSITE3 MSITE4

Figure 35:Moyennes des Paramétres de stress Oxydatif (GSH, GST, MDA, CAT, SOD) en fonction des quatre
sites.

On observe des niveaux ¢€levés de GST induit ainsi qu'une accumulation de MDA, accompagnés de
signes de saturation pour la CAT et d'inhibition pour la SOD, ce qui suggere qu’ 4. caliginosa est
expose¢ a des stress chimiques €épuisant ses mécanismes de défense. Les individus exposés a des sites
présentant des niveaux d'activités anthropiques modérés a faibles, tels que les sites 3 et 4, montrent
des niveaux élevés de SOD et de CAT, ainsi que des taux bas de MDA pour l'ensemble des
biomarqueurs de stress. Ces résultats reflétent une réponse harmonieuse et équilibrée pour la régulation
de leurs systémes oxydants. En revanche, les individus exposés a des sites (Sitel, Site2) présentant des
niveaux de contamination plus élevés montrent des réponses plus prononcées au stress oxydatif chez

les vers de terre. Adaptés de maniére personnalisée pour les sites 3 et 4.
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Tableau 31 Moyennes, Ecart-Types et différences Statistiques des Paramétres de Stress Oxydatif (GSH, GST,
MDA, CAT, SOD, GPx) selon les Quatre Sites (Test de Kruskal-Wallis, p < 0,05)

Modalité GSH GST MDA CAT SOD
SITE1 7 £2A 40+23A 44 +£2334 A 24+1,1A 41+29,26 B
SITE2 3+1B 16+1,46 A 25+10,31A 19 +3,40B 34+8,748
SITE3 4:2B 21+ 10,35A 16 +8.81 A 9+4,758 93+0,33A
SITE4 3+1,58 8 +0,89A 17 +9,34A 8+2,30B 81+0,37A

Significatif Oui Non Non Oui Oui

3.2.6.3 Glutathion (GSH) :

Les concentrations de GSH sont indiquées dans le Tableau 32. Les variations sont significatives entre
les sites (F = 6 ; Pr > 0.05), indiquant ainsi une différence notable entre les groupes selon le test de
Newman-Keuls (SNK) (p < 0.05). Le site 1 se distingue des autres sites par sa teneur en GSH la plus
¢levée (7 = 2), formant ainsi un groupe homogene distinct (A). Les sites 2, 3 et 4, présentant des
niveaux comparables, font partie d'une catégorie distincte (B), comme illustré dans la (Fig.35). Ces
résultats indiquent que le site 1 est soumis a un niveau de stress oxydatif plus élevé que les autres sites.

Il est nécessaire d'augmenter la production de GSH afin de neutraliser les radicaux libres.

3.2.6.4 Glutathion S-transférase (GST) :

Les niveaux de GST présentés dans le Tableau 32 révelent une moyenne relativement plus élevée (40)
au site 1, tandis que les autres sites (Site 2, Site 3 et Site 4) affichent des valeurs plus basses. Cependant,
aucune différence statistiquement significative n'est observée entre les sites selon le test de Newman-
Keuls (SNK) (F =2 ; Pr > 0.13) (Fig. 35). Cela suggéere que l'activité¢ de la GST, bien que variable,

ne semble pas réagir de maniére significative aux diverses conditions environnementales des sites.

3.2.6.5 Malondialdéhyde (MDA) :

Les niveaux de MDA, tels que présentés dans le Tableau 32, révelent une concentration légérement
supérieure au site 1 (44). En revanche, les autres sites affichent des valeurs comparables (Site 2 : 25 ;
Site 3 : 16 ; Site 4 : 17). Selon le test de Newman-Keuls (SNK), toutes les valeurs appartiennent au
méme groupe homogene, car aucune différence significative n'est observée entre les sites (F = 1,94 ;
Pr > 0,18). La Figure 35 représente ceci, pourrait indiquer que, méme si des dommages oxydatifs sont
présents dans ces zones, ils ne parviennent pas a des niveaux de sévérité suffisants pour engendrer des

différences statistiquement significatives.
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3.2.6.6 Catalase (CAT):

Les niveaux d’enzyme CAT présentent des variations significatives entre les différents sites, comme
le révele le test de Newman-Keuls (SNK) (F = 5,85 ; Pr > 0,05) (Fig. 35), mettant en évidence une
distinction marquée dans son activité. Le site 1 présente la plus forte activité (24), ce qui le distingue
comme un groupe homogeéne distinct (A), contrairement aux autres sites (Site2, Site3, Site4) qui
affichent des activités plus faibles et sont regroupés dans un ensemble homogéne différent (B)

(Tableau 32). Cela signale un niveau de stress oxydatif plus élevé dans cette zone.

3.2.6.7 Superoxyde dismutase (SOD) :

L'analyse de la variance (ANOVA) révele une variation significative entre les différents groupes selon
le test de Newman-Keuls (SNK) (F = 8 ; Pr > 0.05) (Tableau 33; Figure 37), mettant en évidence
des différences marquées entre ces groupes. Les sites 3 (93) et 4 (81) sont regroupés ensemble de
maniere homogene (groupe A), présentant des niveaux de SOD significativement plus élevés. En
revanche, les sites 1 (41) et 2 (34) forment un groupe homogene distinct (groupe B) caractérisé par des
niveaux plus bas de SOD. Ces résultats suggerent que les vers de terre des sites 3 et 4 font face a des
niveaux accrus de stress oxydatif, ce qui requiert une augmentation de la production de SOD afin de

contrer les radicaux superoxydes.

3.2.6.8 Relation de la contamination métallique et des réponses induites du stress oxydatif :

La Figure 36 présente les corrélations de Spearman entre les Eléments Traces Métalliques et les
biomarqueurs du stress oxydatif. Des corrélations positives modérées ont été observées entre le (Pb),
le (Cd) et le (Cr) avec la peroxydation lipidique mesurée par le MDA, avec des coefficients de
corrélation de (r= 0,691, 0,932 et 0,618 respectivement). De plus, des corrélations significatives ont
¢té observées entre I'As et GST (r = 0,673) ainsi qu'entre Ba et SOD (r = 0,657). Ces corrélations
suggerent une influence significative sur la capacité a générer un stress oxydatif élevé. En revanche,
des corrélations négatives significatives ont été observées entre la SOD et les éléments Cr, Co, Pb et
As. Les coefficients suivants sont respectivement -0,775, -0,658, -0,653 et -0,613. La corrélation entre
les variables Ba et MDA (r=-0.671) révele un dépassement significatif de la capacité des vers de terre

a gérer leurs contaminations.
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Figure 36 : diagramme de corrélation de Spearman entre la pollution métalliques et I'induction du stress
oxydatifs en milieu naturel chez A. caliginosa.
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La représentation graphique de I'analyse en composantes principales (ACP) et son biplot (fig. 37)
permettent d'expliquer conjointement 70,21 % de l'information totale. L'axe F1, qui explique 48,38 %
de la variance, est fortement corrélé de manicre positive avec les biomarqueurs GSH, GST et CAT. En
revanche, les variables Co, Cr et Pb ainsi que MDA sont négativement associées sur cet axe. L'axe F2,
qui représente 21,82 % de la variance, est principalement li¢ a la corrélation entre I'As, le Cd et
l'induction de la superoxyde dismutase (SOD). Cela s'explique par le fait que la corrélation entre les

biomarqueurs est positive, tandis qu'elle est négative avec I’ensemble des autres variables.

Variables (axes F1 et F2: 70,21 Biplot (axes F1 et F2 : 70,21 %)
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Figure 37 : ’analyse en composante principale (ACP) avec son bipolot pour |’ensemble des
variable ETM et biomarqueurs du stress oxydatifs en fonction des sites.

e Variables actives o SITE1 o SITE2 e SITE3 e SITE4

En ce qui concerne le biplot (fig 37), il met en évidence des relations opposées entre le Site 1 et le Site
2. Le Site 1 est corrélé aux biomarqueurs suivants : GSH, GST, CAT, ce qui indique des niveaux élevés
de ces biomarqueurs pour ce site. Le Site 2 est associ€ a la présence de métaux lourds tels que le plomb,
le chrome, le cobalt et le MDA, ce qui suggere un niveau de contamination ou de stress plus élevé sur
ce site. Toutefois, les sites 3, en association avec le site 1, sont situés a proximité de SOD et a 'opposé
des variables, ce qui suggeére un comportement distinct des autres biomarqueurs. Cela refléte une
influence anthropique moindre, pouvant entrainer des concentrations polymétalliques agressives pour
les vers de terre. Toutes ces observations indiquent une influence environnementale significative sur

les biomarqueurs en fonction des sites étudiés.
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3.2.7 Classification des Sites par Biosurveillance : Apport des Biomarqueurs de Stress
Oxydatif et des Métaux Lourds :
L'examen du dendrogramme hiérarchique (Fig.38) met en évidence la division des sites étudi€s en

deux clusters distincts, soulignant des différences significatives dans leurs caractéristiques

écotoxicologique ou environnementales
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Figure 38 dendrogramme hiérarchique (CAH) classifiant les sites en fonction d’Apport des Biomarqueurs de
Stress Oxydatif et des Métaux Lourds.

. Le Cluster 1, regroupant Site 1 et Site 2, exhibe une forte similarité entre les deux sites, ce qui suggere
des conditions environnementales comparables ou des pressions anthropiques équivalentes. En
comparaison, le Cluster 2 constitué¢ par SITE 3 et SITE 4 exhibe une volatilité interne plus marquée,
mettant en évidence des différences substantielles entre ces deux sites malgré des caractéristiques
communes. La distinction marquée entre les clusters 1 et 2 met en évidence des variations significatives
en termes de contamination ou de réponse biologique au stress environnemental, ce qui suggere

vraisemblablement des conditions locales spécifiques.

3.2.8 Discussion :

Face a une surcharge de radicaux libres, les vers de terre déclenchent une cascade enzymatique
ordonnée. Nos résultats illustrent cette hiérarchie de défense.

des concentrations ¢élevées de catalase ont été détectées sur les sites 1 et 2, lesquels se distinguaient
par une contamination métallique importante. Cette augmentation témoigne d'une réaction adaptative
a la contrainte oxydative provoquée par les polluants environnementaux, en conformité avec les
recherches menées par Bouzahouane et al. (2024), ainsi que d'autres études portant sur des especes
aquatiques et terrestres exposées a des agents polluants similaires (Lamia et al., 2015 ; Bouzahouane

et al., 2018 ; Laouati et al., 2021). Des études antérieures ont montré que les métaux lourds induisent
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l'activation de la catalase pour détoxifier les espéces réactives de l'oxygene. Toutefois, selon
Mahamood et al. (2021) ainsi que Benhalima et al. (2024), une diminution de l'activité de la catalase
a été observée en cas de stress oxydatif prolongé, ce qui laisse supposer une saturation de I'enzyme.
Cependant, les sites 3 et 4, qui sont moins pollués et exposés a des actions humaines limitées, montrent
des niveaux modérés de CAT. Ces observations sont en accord avec celles rapportées par ElI Jourmi
et al. (2015), démontrant que l'activité enzymatique est étroitement liée aux conditions
environnementales. Cela suggere que les vers de terre des sites 3 et 4 ont développé une réponse
adaptative stable, comme le soulignent Velki et Hackenberger (2013) et Ma et al. (2023). Il a été
signalé¢ que l'activit¢é modérée de la catalase dans certains environnements indique une adaptation
efficace des organismes a un faible stress oxydatif, ce qui leur permet de maintenir un équilibre redox
stable et d'éviter l'inhibition enzymatique observée dans des environnements plus pollués. Par
conséquent, cela leur permet de gérer efficacement le stress oxydatif dans des conditions
environnementales moins contraignantes (Chen et al., 2016).

L'examen des opérations de la SOD dans divers sites dans le cadre de notre recherche a mis en lumiére
des conclusions divergentes, démontrant l'impact des concentrations d'éléments traces métalliques
(ETM) et des pressions anthropiques. Les sites 1 et 2, qui se distinguent par des concentrations élevées
en ¢léments traces métalliques (ETM) et une pression anthropique importante, montrent des niveaux
d'activité¢ de la superoxyde dismutase (SOD) faibles. Cette inhibition pourrait découler d'un stress
oxydatif intense, ou la capacité adaptative des systemes antioxydants est dépassée, provoquant des
dommages oxydatifs et une inactivation enzymatique (Wang et al., 2016 ; Zhao et al., 2017b). Tel
est le cas du peroxyde d'hydrogéne (H20:) dont I’augmentation peut avoir un impact direct sur
l'efficacité de la superoxyde dismutase (SOD) ou entraver la biosynthése des protéines (Fournier,
2015). En revanche, les sites 3 et 4, moins exposés aux contaminants, montrent une induction
significative de l'activité de la SOD. Cette augmentation peut €tre expliquée par un stress oxydatif
modéré qui active la biosynthése de la SOD a travers des mécanismes de transduction du signal (Wang
et al., 2017b). Selon Gao et al. (2018), il a ét¢ prouvé que des niveaux modérés de stress oxydatif

stimulent 'activation des enzymes antioxydantes, ce qui aide a préserver I'homéostasie cellulaire.

Ces observations mettent en évidence une corrélation non linéaire entre la concentration en éléments
traces métalliques, 1'ampleur du stress oxydatif et les réactions enzymatiques. Alors qu'un niveau
modéré de stress peut stimuler I'activation des enzymes antioxydantes, un niveau élevé de stress peut
conduire a leur suppression (Sun et al., 2021). Par conséquent, I'activité de la SOD peut étre considérée
comme un marqueur délicat reflétant a la fois la qualité de I'environnement et la capacité d'adaptation

des organismes aux contaminants.
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Dans notre étude, nous avons noté des niveaux légérement supérieurs de GSH sur le site 1, qui se
distingue par une importante pollution par les éléments traces métalliques. Cette augmentation pourrait
étre associée a une augmentation de la synthése du GSH en réponse au stress oxydatif, tel que rapporté
par Palermo et al. (2015) et Bouzahouane et al. (2024). Ce mécanisme adaptatif représente une
réponse de défense contre les Espeéces Réactives de 1'Oxygene (ERO) produites par les métaux.
Cependant, les sites 2, 3 et 4 affichent des niveaux de GSH significativement plus bas, ce phénomene
pouvant €tre attribué a une augmentation de la consommation pour la détoxification des métaux ou a
une forte affinité des ETM pour le groupement thiol du GSH (Gismondi et al., 2012 ; Bouzahouane
et al., 2018). Ces résultats témoignent d'une forte pression environnementale et d'une diminution des
capacités d'adaptation des organismes.

Les fluctuations des niveaux de GSH en fonction des sites confirment les découvertes de Benhalima
et al (2024), qui ont mis en évidence des réponses distinctes du GSH en lien avec la localisation et les
concentrations en ETM chez A. caliginosa. Ceci met en lumiere I'importance cruciale du GSH dans la
modulation des effets néfastes des métaux, que ce soit par une régulation compensatoire ou par une
diminution due a une consommation accrue.

Dans notre étude, une induction marquée de I’activité de la GST a été observée sur tous les sites, avec
des niveaux les plus ¢€levés sur le site 1, fortement affecté par I’activité anthropique. Ces résultats
concordent avec les observations de Bouzahouane et al. (2024) chez des escargots exposés a des
concentrations croissantes d’ETM, ainsi que les travaux de Bougherira et al. (2014) et Bouzahouane
et al. (2018) sur des organismes marins du golfe d’ Annaba. Toutefois, certaines études (Gnatyshyna
et al., 2020 ; Bouzahouane et al., 2024) rapportent une inhibition de la GST a haute concentration de
polluants, attribuée a une consommation excessive de GSH ou a des altérations structurales de
I’enzyme Zhang et al (2021). L'induction de la GST observée sur les sites pollués pourrait étre une
réponse adaptative au stress environnemental causé par les ETM. Cette augmentation refléte une
intensification des mécanismes de conjugaison du GSH avec les toxines, facilitant leur ¢limination
(Cunha et al., 2007 ; Bouzahouane et al., 2018). Sur les sites faiblement contaminés 3 et 4, l'activité
de la GST présente une induction modérée. Cette activation pourrait refléter un niveau basal d'activité
enzymatique nécessaire au métabolisme et a la détoxification de composés naturellement présents dans
I’environnement, tels que les substances organiques ou les faibles concentrations d’ETM. Plusieurs
¢tudes soutiennent cette hypothése, notamment celle de Vidal-Liiian et al. (2010), qui ont rapporté
que la GST peut étre activée a des niveaux sub-toxiques de contaminants, révélant une capacité

adaptative des organismes.
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Il est également possible que des facteurs environnementaux tels que la variabilité des parametres
physico-chimiques du sol (pH, salinité, teneur en matiére organique) contribue a cette induction. Ces
facteurs, bien que non directement liés a une contamination anthropique, influencent les réponses
enzymatiques des organismes (Chapitre 1 et 2). L'induction modérée de la GST sur les sites non
pollués pourrait donc étre interprétée comme une stratégie adaptative permettant aux organismes de
maintenir un ¢état de préparation face a d'éventuels stress environnementaux. Bouzahouane et al.
(2018) ont démontré que méme en l'absence de stress évident, les organismes ajustent leur activité

enzymatique pour optimiser leurs mécanismes de défense.

Dans notre étude, les concentrations de MDA, bien que présentes sur tous les sites, ne révelent pas de
différences statistiquement significatives entre les sites contaminés et les sites non contaminés. Ceci
pourrait indiquer la présence de dommages oxydatifs déja présents mais généralement de faible
ampleur, insuffisants pour entrainer des variations significatives.

Des recherches antérieures menées dans le golfe d'Annaba ont révélé des conclusions concordantes,
démontrant une élévation des taux de MDA chez les organismes aquatiques et terrestres soumis a la
pollution métallique de cette zone, soulignant ainsi l'influence des activités humaines locales (Soltani
et al., 2012 ; Sifi et al., 2013 ; Bouzahouane et al., 2018). En outre, Boughattas et al (2016) ont
démontré que I'exposition des vers de terre Eisenia andrei a des sols fortement contaminés entraine
une augmentation de l'accumulation de MDA, ce qui refléte la dégradation des acides gras
polyinsaturés des membranes cellulaires. Ces résultats sont en accord avec nos observations, méme si
les niveaux de contamination modérés sur nos sites pourraient expliquer l'absence de différences

significatives dans notre étude.

Les résultats constatés pourraient €tre attribués a divers facteurs. Sur les sites modérés, il est possible
que des mécanismes antioxydants fonctionnels, tels qu'une augmentation de l'activité de la superoxyde
dismutase (SOD) ou de la catalase (CAT), aient la capacité de restreindre les dommages oxydatifs, ce
qui pourrait conduire a une diminution des taux de MDA (Giarratano et al., 2013 ; Bouzahouane et
al., 2018). En revanche, dans les sites contaminés, malgré une pression oxydative accrue,
I'augmentation modérée de MDA pourrait suggérer une adaptation relative des vers de terre aux
conditions environnementales locales (Telahigue et al., 2022 ; Boughattas et al., 2023). Ces résultats
corroborent la validit¢ du MDA en tant qu'indicateur réactif, soumis a des mécanismes de

compensation propres a chaque organisme et a son environnement spécifique.
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L'analyse comparative des sites contaminés et non contaminés révele un mélange de réponses des
biomarqueurs antioxydants, tout en étant propre a chaque individu. Lorsqu'il s'agit de sites contaminés,
l'augmentation significative de l'activit¢ de la GST, de la SOD et de la CAT refléte une réaction
renforcée en réponse a un stress oxydatif important, alors que la diminution de l'activit¢ du GSH
indique une utilisation rapide en tant que substrat. En revanche, dans les sites non pollués,
I'augmentation modérée de ces enzymes, conjuguée a une préservation relative du GSH, témoigne
d'une adaptation a des conditions environnementales naturelles. Ces résultats mettent en évidence la
complémentarité de ces biomarqueurs dans I'évaluation des pressions environnementales changeantes,

tout en prenant en considération la variabilité interindividuelle.

Les corrélations significatives, combinées a ’ACP et au dendrogramme, révelent des réponses
différenciées des vers de terre face aux ETMs. L’axe F1 distingue les biomarqueurs enzymatiques
(GSH, GST, CAT), associé¢s a une réponse adaptative, des métaux lourds (Pb, Cr, Co), liés a une
peroxydation lipidique (MDA), confirmant les observations de Wang et al. (2021). L’axe F2 montre
une corrélation entre As, Cd et 1’activation de la SOD, suivie d’une inhibition a fortes doses, signe de
la limite des défenses (Kamran et al., 2019). Le biplot illustre une opposition entre sites pollués
(corrélés au MDA et aux ETMs) et moins pollués (corrélés aux enzymes antioxydantes), soulignant
une résilience variable. Le dendrogramme regroupe les sites selon leur niveau de contamination et de
réponse biologique. Ces résultats confirment ceux de Markad et al. (2015), Zhang et al. (2018b,
2020a), et illustrent la saturation des défenses a forte charge toxique (Kamran et al., 2019 ; Wang et

al., 2021).
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3.3 Résultats du troisiecme chapitres « étude expérimentale » :

Les résultats présenter dans ce chapitre3 sont exprimée dans des tableaux et figures représentants les
résultats d’Annova a comparaisons multiples par paires pour Condition (Newman-Keuls (SNK)), de
différents traitements (pesticide, ETM et mixture des deux) sur les paramétres physiologiques et
enzymatiques des vers de terre en fonction de deux facteurs. En fonction de la dose (D1° represte la V4
de la DL 50 et (D2) en '4 de la DL50 de chuque produit utiliser). Et en fonction du temps (apres
exposition a 7 et 14j).

3.3.1 Etude toxicologiques
3.3.1.1 Effets des traitements toxicologiques sur La mortalité :

Les tableaux 33 et les fig. 39 illustrent des variations significatives selon le test de Newman-Keuls
(SNK) pour la mortalité estimée en (%) des vers de terre soumis aux traitements apres 7 et 14 j, par
rapport aux témoins qui présentent des valeurs nulles aux deux périodes. Les vers exposés au Cd
présentent des taux de mortalité comparables a ceux des vers témoins aux 7 et 14 j, avec des différences
de (0 a 1%) observées pour les deux traitements, que ce soit dans les groupes exposés a la faible dose

(D1) ou a la forte dose (D2).

Tableau 32: les variations de Mortalité estimée en (%) des vers de terre exposée aux traitements apres 7 et 14j

Synthese (Moyennes estimées) - Condition (Couleur) : dossier dosage

Modalité Mortalité (%) 7j Mortalité (%) 14j

Cocktail (Cd+2,4D) 2
Cocktail (Cd+2,4D) 1 1,b

Pesticide (2,4d) 2 - 2b 2,b

Pesticide (2,4d) 1 1,b
1,b

ETM (Cd) 2
ETM (Cd) 1 2,b
ETM (Cd) 1
Controle
Pr > F(Modele) 0 0
Significatif Oui Oui

Pour les vers exposés au pesticide (2,4-D), le taux de mortalité est resté stable tout au long de la période
d'exposition de 7 et 14 j pour la premicre dose D1 en milligrammes (fig. 39). Observer (1 %). Lorsque
la mortalité observée chez les lots exposés a une forte dose du pesticide (D2) augmente 1égerement de

(2 %) par rapport aux témoins apres 7 j, puis se stabilise jusqu'a 14 j, cela suggere que la toxicité du
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pesticide, bien que présente, est limitée dans le temps. Cette observation pourrait étre attribuée a la

dégradation du produit dans le sol.

Synthése (Moyennes estimées) - Condition

6 T A

Moyennes estimées

Mortalité (%) 7j Mortalité (%) 14j

Variables dépendantes

M Cocktail (Cd+2,4D) 2 M Cocktail (Cd+2,4D) 1 @ Pesticide (2,4d)2 W Pesticide (2,4d)1
WETM(Cd )2 WMETM(Cd) 1 WETM(Cd )1 B Contrdle

Figure 39 : diagramme de synthése des moyenne estimées pour les variations de Mortalité estimée en (%) des
vers de terre exposée aux traitements apres 7 et 14j

Les vers exposés a la combinaison des deux premieres doses de Cd avec 2,4-D, indiquées en bleu
foncé, ont présenté des taux de mortalité faibles apres 7 j, similaires a ceux du témoin (1%), puis ont
augmenté de maniére significative apres 14 j pour atteindre (3%). Les résultats de notre étude ont mis
en évidence un effet dose-dépendants. En revanche, les vers exposés a la mixture des deux doses fortes
ont présenté des taux significativement plus élevés par rapport aux témoins, atteignant (4%) au 7j et
continuant a augmenter jusqu'a (6%) aprés 14 jours, mettant en évidence un effet dose-dépendant
marqué des les premicres expositions.

3.3.1.2 Effet des traitements toxicologiques sur La Croissance :

L'analyse de variance (ANOVA) présentée dans le tableau 34 et la figure 40 illustre les variations des
taux de croissance pondérale des vers de terre aprés 7 et 14 jours d'exposition a différents traitements
par rapport au groupe témoin. Les résultats montrent des différences non significatives pour I'ensemble
des traitements aprés 7 jours, contrairement aux traitements apres 14 jours qui se révelent significatifs

selon les comparaisons de Newman-Keuls (SNK).
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Tableau 33 : les variations de la croissance estimée en (%) des vers de terre exposée aux traitements apres 7

et 14j
Modalité Croissance 7j Croissance 14j
ETM (Cd) 2 15, a -19, a
v (Ce) 1 e we
Pesticide (2,4d) 2 9,a -21,a
Pesticide (2,4d) 1
ETM (Cd) 1 -27,a
Cocktail (Cd+2,4D) 1 9,a
Cocktail (Cd+2,4D) 2
Pr > F(Modeéle) 0 0
Significatif Non Oui

Les vers soumis a une faible concentration de Cd, notée D1, ont affiché un taux de croissance de (21
%) apres 7 j, ce qui €tait comparable a celui des vers témoins, qui était de (23 %). Par la suite, apres
une période de 14 j, une baisse significative de (44 %) a été observée, soulignant ainsi l'effet toxique
dose- dépendant. Cependant, les sujets exposés a une concentration élevée de Cd D2 ont présenté une
diminution graduelle de leur biomasse de (15 %) par rapport au groupe témoin apres une période de 7

J- puis ont diminué de (19 %) aprées 14 j.

Synthése (Moyennes estimées) - Condition

30 5

A A

20 +

W Contrdle
10 +

WETM(Cd )2

10 1 WETM(Cd )1

20 @ Pesticide (2,4d)2

30 + B Pesticide (2,4d)1

Moyennes estimées

40 + WMETM(Cd ) 1

50 W Cocktail (Cd+2,4D) 1

60 + A B Cocktail (Cd+2,4D) 2
70 -

Variables dépendantes

Figure 40 : diagramme de synthése des moyenne estimées pour les variations de la croissance estimée en (%)
des vers de terre exposée aux traitements apres 7 et 14;.
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Les données concernant les vers exposés uniquement au pesticide (2,4-D) révelent que ceux soumis a
la faible dose D1 connaissent une légere diminution de leur population (+10%) apres 7 j, suivie d'une
reprise significative de +18% apreés 14 j. En revanche, les vers exposés a la forte dose D2 montrent
une légere croissance de leur population apres 7 j (+9 %), mais cette croissance se transforme en une
diminution de (-21 %) apres 14 j, mettant en évidence les effets toxiques de la dose élevée par rapport
a la dose faible. En revanche, les vers exposés a des mixtures de faibles doses D1 (Cd et 2,4-D) ont
montré une augmentation positive de (9 %) apres 7 jours. Ensuite, il a chuté brusquement pour atteindre
une baisse de 45 %. Pour la mixture des deux doses élevées D2. Ont signalé une diminution continue

de (20 %) apres 7 j, puis de (57 %) apres 14 j, ce qui se traduit par un effet toxique synergique accru.

3.3.1.3 Effet des traitements toxicologiques sur L’Evitements :

Le tableau 35 et la fig. 41 présentent une analyse de variance (ANOVA) montrant les variations de
I'évitement des vers de terre soumis a divers traitements apres 7 et 14 jours, comparativement au groupe
témoin. Les résultats signalent une absence de différences significatives entre tous les traitements apres
7 j, en opposition aux traitements qui ont lieu apreés 14 j et qui se montrent significatifs d'apres les

comparaisons de Newman-Keuls (SNK).

Tableau 34 : les variations d’évitements estimée en (%) des vers de terre exposée aux traitements apres 7 et

14j
Modalité Evitement (%) 7j Evitement (%) 14j
Cocktail (Cd+2,4D) 2 3,a
Cocktail (Cd+2,4D) 1 1,a
Pesticide (2,4d)1 1,a
Pesticide (2,4d)2
Controle
ETM (Cd )1
ETM (Cd )2
Pr > F (Modele)
Significatif Non Oui

Apres une période d'exposition de 7 j, les vers de terre ont présenté principalement des taux d'évitement
faibles pour tous les traitements. Les vers exposés au mixture (Cd+2,4D) et les lots exposés au

pesticide 2,4-D a forte dose D2 présentent des taux d'évitement les plus élevés (2%), suivis par les lots
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exposés au pesticide 2,4-D a faible dose D1 avec des estimations de (1 %). Quads aux lots exposés au

Cd en D1 ET D2 respectivement révelent une absence dans le comportement d’évitements.

Synthése (Moyennes estimées) - Condition

Moyennes estimées

A A A A

Evitement (%) 7j Evitement (%) 14j

Variables dépendantes

B Cocktail (Cd+2,4D) 2 M Cocktail (Cd+2,4D) 1 M Pesticide (2,4d)1 M Pesticide (2,4d)2

W Controle WETM(Cd ) 1 WETM(Cd )1 WETM(Cd )2

Figure 41 diagramme de synthese des moyenne estimées pour les variations d’évitements estimée en (%)

Néanmoins, suite a une période d'exposition de 14 j, les vers exposés a la faible dose D1 suivie de D2
du Cocktail (Cd +2,4-D) ont montré un taux maximal a (5%), ce qui suggere un effet cumulatif au fil
du temps. Alors que les vers exposés aux pesticides présentent des taux d'évitement légérement
inférieurs a ceux du groupe témoin, avec des taux de (4 %) pour la forte dose et (3 %) pour la faible
dose. En ce qui concerne les lots exposés uniquement au Cd, ils présentent toujours des valeurs nulles

pour le comportement d'évitement, tout comme les lots témoins.

3.3.1.4 Discussion du Comportement d’évitement, mortalité et croissance des vers de terre apreés
exposition aux traitements chimiques :

Les conclusions de cette recherche mettent en évidence la diversité des réactions des vers de terre de
l'espece Aporrectodea caliginosa suite a leur exposition a diverses substances chimiques, telles que le
cadmium (Cd), le pesticide 2,4-D et leur association. L'absence de déces observée dans I'ensemble des
traitements suggere que les doses administrées n'étaient pas assez €levées pour provoquer une mortalité
immédiate chez les vers. Cependant, les fluctuations constatées dans les parameétres de croissance et
de comportement d'évitement laissent supposer que des effets sublétaux significatifs se sont produits,

méme en l'absence de mortalité.
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En ce qui concerne le comportement d'évitement, on observe un effet cumulatif significatif des
traitements combinés (Cd + 2,4-D) apreés une exposition de 14 jours, se traduisant par un taux
d'évitement de 5 %, supérieur a celui des autres traitements. Cette conclusion est en accord avec les
recherches menées par Hattab et al. (2015), qui ont mis en évidence des réactions comportementales
notables chez les vers exposés a des agents polluants. Les taux d'évitement moins élevés observés pour
les traitements utilisant uniquement le 2,4-D et le Cd laissent entendre que l'exposition a ces
substances, bien qu'altérant les comportements, n’induit pas un niveau de stress assez ¢€levé pour
déclencher une réaction aussi prononcée que celle constatée dans les traitements combinés. Cette
observation pourrait résulter d'une interaction synergique entre le Cd et le 2,4-D, provoquant une
accumulation de stress physiologique chez les vers, comme le met en évidence I'é¢tude menée par
(Zhao et al., 2017 ; Boughattas et al., 2022 ; Boughattas et al., 2023 ;). Ces études ont mis en
¢vidence une diminution notable du comportement d'évitement chez les vers exposés a des mélanges
de polluants.

En ce qui concerne la croissance, une réduction significative a été constatée aprés une période
d'exposition de 7 jours, en particulier chez les vers exposés au mélange Cd + 2,4-D, entrainant une
diminution de poids de 12,4 %. Ce phénomene est cohérent avec les conclusions de Zhang et al.
(2021), Huang et al. (2021) et Boughattas et al. (2023) qui ont observé des impacts défavorables sur
le développement des vers exposés aux pesticides. Apres une période de 14 jours, on a constaté une
reprise partielle du poids chez les vers traités avec le cocktail, tandis que dans les autres groupes de
traitement, la perte de poids se maintient. Cette observation pourrait s'expliquer par une adaptation
physiologique au stress induit par la combinaison de Cd et de 2,4-D, ainsi que par la mise en place
d'un mécanisme de tolérance aux agents toxiques, comme suggéré par les conclusions de 1'étude de
Wang et al. (2019), qui ont observé des effets atténués de certaines substances suite a une exposition
prolongée.

En ce qui a trait a la mortalité, le fait qu'aucun déces n'ait été enregistré dans toutes les conditions
expérimentales suggére que les doses de contaminants étaient inférieures au seuil 1étal, un constat
¢galement corroboré par Velki & Hackenberger. (2013), qui ont constaté 1'absence de mortalité chez
les vers de terre exposés a des pesticides a des concentrations sublétales. Cependant, 1'absence de
mortalité ne garantit pas l'absence d'effets toxiques. En revanche, selon les conclusions de Singh.
(2016), des altérations morphologiques et physiologiques peuvent se produire a des niveaux de
concentration sublétaux, entrainant des impacts sur la croissance, la reproduction et le comportement

des vers.
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Dans I'ensemble, cette recherche souligne que 1'effet synergique du cadmium et du pesticide 2,4-D est
plus toxique que I'exposition séparée a chacun de ces contaminants, notamment en ce qui concerne le
comportement d'évitement et la croissance des vers de terre. Méme si la mortalité n'a pas été utilisée
comme indicateur direct des effets des traitements, les modifications constatées dans la croissance et
le comportement d'évitement des vers mettent en évidence de manicre explicite l'impact sublétal de
ces substances. Ces résultats mettent en €vidence l'importance d'analyser de fagcon approfondie les
effets sublétaux des contaminations environnementales, méme en l'absence de mortalité¢ apparente,
comme préconis¢ par les études de (Hattab et al., 2015 ; Uwizeyimana et al., 2017 ; Boughattas et
al., 2023). Par conséquent, les effets synergiques de ces polluants pourraient impacter
significativement la dynamique des populations de lombrics, ce qui aurait des répercussions

potentielles sur I'ensemble des écosysteémes.
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3.3.2 Stress enzymatique et non enzymatique :

Les résultats présentés dans cette section illustrent les variations relatives au stress enzymatique induit
chez A. caliginosa exposée aux différents traitements apres les périodes d’expositions de 7 et 14 j. pour

mettre en évidence 1’impact des Cd et 2,4-D ainsi que leurs mixtures sur cette activité enzymatique.

3.3.2.1 Effet sur Pactivité spécifiques de la glutathion (GSH) :

Synthése (Moyennes estimées) - Condition
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14 +
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Moyennes estimées
o]
}
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2,59; A 2,549; Ay 319. A
" 1,779;

GSH (U/mg protéine) 7j GSH (U/mg protéine) 14j
Variables dépendantes

M Pesticide (2,4d)2 M Cocktail (Cd+2,4D) 2 M Cocktail (Cd+2,4D) 1 M Pesticide (2,4d)1

WETM(Cd )2 @ Controle WETM(Cd ) 1 WMETM(Cd )1

Figure 42: présente les effets des traitements toxicologiques sur le taux de GSH chez les individus adultes
d'A. Caliginosa, exprimé en (U/min/mg de protéines) (m=s, n=3). Les lettres minuscules sont utilisées pour
comparer les moyennes au sein des différentes séries.

Les résultats concernant l'activité du glutathion GSH sont présentés dans la figure 42, mettant en
¢vidence des tendances spécifiques pour chaque traitement et des différences significatives en fonction
de la dose par rapport aux groupes témoins. Apres une période de traitement de 7 jours, les vers exposés
au pesticide 2,4-D a deux concentrations différentes, D1 élevée et D2 faible, ont atteint des niveaux
¢levés, allant jusqu'a (12 a 14 U/mg de protéine) chacun. Les lots exposés aux mélanges présentent
des taux modérés pour les deux doses en moyenne de (7 U/mg de protéine). En revanche, ceux exposés
au Cd présentent des niveaux bas et ne montrent pas de différence significative par rapport au lot
témoin. Aprés une exposition de 14 jours, les niveaux de GSH ne montrent pas de différence
significative entre les différents traitements. Cependant, une diminution est observée dans tous les

traitements par rapport aux lots témoins, qui maintiennent des niveaux stables avec une légere
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augmentation. Ces résultats suggerent une saturation de l'inhibition des mécanismes de défense
antioxydante. En revanche, tous les résultats mettent en évidence une induction de GSH chez A.
caliginosa, laquelle varie en fonction de la dose et du temps. Manifestant une synergie potentielle au

sein des mélanges.

3.3.3 Effet sur activité spécifiques de la glutathions - S- transférase (GST) :

Synthése (Moyennes estimées) - Condition

12

0,966; A

,822; A0,816; A
0,8 +

0,6 +

Moyennes estimées

04 +
0,223; A

,168; A .
02 + 0,153; A

GST (U/mg protéine) 7j GST (U/mg protéine) 14j

Variables dépendantes

M Pesticide (2,4d)2 B Cocktail (Cd+2,4D) 2 M Cocktail (Cd+2,4D) 1 M Pesticide (2,4d)1

WETM(Cd )2 W Contréle WETM(Cd ) 1 WMETM(Cd )1

Figure 43 : Effets des traitements toxicologiques sur la GST chez les individus adultes d’A.Caliginosa
exprimée en (U/min/mg de protéines) (m=+s, n=3). Les lettres en minuscules comparent les moyennes d'un
méme temps entre les séries

La fig 43 présentent les variations relatives de l'activit¢ de GST (en U/mg de protéine) chez A.
caliginosa exposée a différents traitements pendant 7 et 14 j. Les différents traitements apres une
exposition de 7 j ne présentent pas de variations significatives entre eux. Les échantillons témoins
marqués en bleu foncé présentent des taux minimums (0,267 U/mg de protéine) similaires a ceux traités
uniquement au Cd, tandis que les doses €levée et faible montrent des taux similaires (0,168 et 0,153
U/mg de protéine). Les valeurs maximales ont été attribuées aux lots traités par les mélanges a forte
dose (0,267U/mg de protéine), suivis de ceux traités au 2,4-D a faible dose (0,223U/mg de protéine).
Aprés une période d'exposition de 14 jours, tous les traitements ont montré une augmentation
significative de l'activité de GST, ce qui suggére une réponse adaptative au stress prolongé. Les vers
exposés a une forte dose de pesticide (2,4-D) ont montré les valeurs les plus élevées, soit 0,966 U/mg
de protéine, suivis des lots exposés a un mélange de fortes doses pour une valeur de 0,822 U/mg de
protéine, mettant en évidence leur effet toxique cumulatif. Néanmoins, les échantillons exposés au Cd

présentent une réponse modérée a 0,664 et 0,580 U/mg de protéine pour les doses élevée et faible
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respectivement. Malgré le fait que les lots t¢émoins ont également montré une augmentation par rapport
au traitement de 7 jours (0,465 U/mg de protéine), ils restent significativement inférieurs aux autres

traitements.

3.3.4 Effet des traitements sur I’activité superoxyde dismutase (SOD) :

Synthése (Moyennes estimées) - Condition

120 +
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Figure 44 : Effets des traitements toxicologiques sur la SOD chez les individus adultes d’A.Caliginosa
exprimée en (% d’inhibition /mg de protéines) (m=+s, n=3). Les lettres en minuscules comparent les
moyennes d'un méme temps entre les séries

Les niveaux de I’inhibition de I’activité superoxyde dismutase (SOD) (% (en inhibition/mg protéine)
apres une exposition de 7 et 14 j. sont présentés dans la fig. 44. En comparant 1’exposition d’A4.
Caliginosa aux différents traitements a un témoin. On voit que les niveaux de SOD sont
significativement plus élevés dans tous les traitements comparativement au témoin (27 %). Les valeurs
mentionnées pour les lots traités aux pesticides (2.4-D) prouvent les niveaux les plus élevés a (85 %)
ET LA dose faible a (70 %), expliquant de ce fait une forte inhibition suite a un stress inductif
marquant. Les résultats montrent I’évolution de I’inhibition de ’activité enzymatique de la SOD
(inhibition/mg protéine) a 7 j et 14 j d’exposition aux différents traitements, en comparaison avec les
témoins. Pour les lots traités aux mixtures montres des réponses similaires a celles exposées au
pesticide seul avec les valeurs suivantes (82 %) pour la forte dose et (71 %) pour la faible dose,
indiquant de ce fait une interaction synergique entre les contaminants. Les lots traités au Cd quant a
eux montrent des inhibitions modérées, avec des valeurs de 46 % pour la dose forte et de 44 % pour la

dose faible, ce qui prouve qu’il est moins toxique par rapport aux autres traitements.
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Les mémes traitements apreés 14 jours, révélent des variations significatives en fonction des
traitements. Les niveaux pour I’ensemble des traitements sont inhibés, les vers exposés aux mixtures
a la dose faible 1 et ceux traitée au Cd seul a la dose forte 2 présente les plus fortes inhibitions avec
les valeurs suivants (97%) chacun. Dépassant méme la forte dose 2 des lots exposés au pesticide (2.4-
D) (88%) seule. Ce qui indique la présence d’une contamination accrue endommageant la balance
oxydative en fonction du temps. Le reste des traitements en comparants a leurs réponses aprés 7j on
trouve qu’il montre des inhibitions moindres soulignant un effet dose-dépendants. En revanche, les
témoins gardent leur faible inhibition constate confirment ’absence d’un stress oxydatifs en I’absence

de traitements.

3.3.5 Effet des traitements sur P’activité de la catalase CAT :

Synthése (Moyennes estimées) - Condition
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Figure 45 : Effets des traitements toxicologiques sur la CAT chez les individus adultes d’A.Caliginosa
exprimée en (U/min/mg de protéines) (m+s, n=3). Les lettres en minuscules comparent les moyennes d'un
méme temps entre les séries

La fig. 45 présente les données relatives a l'activité¢ de la catalase (CAT) (exprimée en U/mg de
protéine) suite a l'exposition d'A. caliginosa a différents traitements pendant 7 et 14 j. Aprés une
exposition de 7 j, on n'observe aucune différence significative entre les traitements et le groupe témoin.
Les niveaux de la CAT sont homogenes et 1égérement supérieurs au contrdle, variant entre (11 et 16
U/mg de protéine). Cela refléte une induction modérée. Apres une période de 14 jours, les vers exposés
a la forte dose des Mixtures ont présenté¢ une légeére augmentation significative de (14U/mg de
protéine), tandis que ceux exposés a la faible dose de Cd ont montré une diminution significative de

(5 U/mg de protéine) au fil du temps. En ce qui concerne les témoins.
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3.3.6 Impact des traitements toxiques sur la peroxydation lipidique et la formation de
Malondialdéhyde (MDA) :

Synthése (Moyennes estimées) - Condition

80

70,433; A

70 +

60 +

47,853; A
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Figure 46 : Effets des traitements toxicologiques sur la MDA chez les individus adultes d’A.Caliginosa
exprimée en (nM/min/mg de protéines) (m+s, n=3). Les lettres en minuscules comparent les moyennes d'un
méme temps entre les series

Les données concernant les taux d'accumulation de malondialdéhyde (MDA) en nmol/mg de protéine
pour l'espece A. caliginosa suite a une exposition de 7 et 14 jours a divers traitements sont illustrées
dans la fig. 46. Les résultats présentent des variations significatives en fonction du temps et de la dose
par rapport au groupe de contrdle. Aprés une période d'exposition de 7 j, les vers traités présentent des
niveaux de MDA variant entre (41 et 70 nmol/mg), tandis que le groupe témoin affiche des niveaux
de MDA les plus bas, a (36 nmol/mg). Les lots de mixtures (Cd + 2,4-D) a concentration ¢élevée
affichent le taux le plus ¢élevé (70 nmol/mg), suivi par ceux a faible concentration (65 nmol/mg), ce
qui est significatif en présence de contaminants. Les échantillons traités au Cd et exposés a de faibles
doses de pesticides montrent des niveaux comparables a ceux des échantillons témoins, situés entre 38
et 41 nmol/mg, ce qui indique un impact modéré sur la peroxydation lipidique. Apres une période de
14 j, les concentrations de MDA varient entre 20 et 48 nmol/mg, le groupe témoin présentant le niveau

le plus ¢élevé a 48 nmol/mg, ce qui suggere une diminution des taux de MDA pour I'ensemble des
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traitements. Sauf pour les échantillons traités avec les mixtures (Cd + 2,4-D) a une concentration élevée

de (38 nmol/mg). Toutefois, le (Cd) affiche les niveaux les plus faibles.

3.3.7 Relation et influence des traitements toxiques sur I’ensemble des paramétre
biochimiques et physiologique :

Le biplot des axes principaux F1 et F2 met en évidence l'influence des traitements toxiques (ETM,
pesticide et cocktails) sur les biomarqueurs du stress oxydatif, la mortalité et d'autres parametres

biologiques des vers de terre. Expliquent ensemble (58.85 %) de I’information générale.

Biplot (axes F1 et F2 : 58,85 %)

2 —
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15 T 145AT 141 (Cd+2,4D) 2
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Figure 42 : diagramme en bipolot pour [’ensemble des variables les différentes traitements et biomarqueurs
du stress oxydatifs en fonction des temps et dose.

L'axe F1 représente 44,62 % de la variance totale et est associ¢ aux effets combinés de tous les
traitements toxiques (2,4D, Cd et cocktail) sur les différents biomarqueurs. Une distinction claire est
observée entre les biomarqueurs de stress oxydatif sévere tels que le MDA et le CAT mesurés apres
14 j, lamortalité a 14j et 'évitement a 7 j d'un c6té, et les variables associées a des réponses biologiques
plus favorables proches des témoins. En ce qui concerne la croissance (mesurée sur une période de 7
1), le niveau de glutathion (GSH apres 14 j) et I'activité de la GST (mesurée sur une période de 7 j) ont
été examinés.

L'axe F2 explique 14,23 % de la variance totale, ce qui correspond a une distinction temporelle des

effets toxiques. Les résultats sont évalués a deux échéances différentes : a court terme (7 jours) et a
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long terme (14 jours). Les variables CAT (7 jours) et les traitements ETM (D1 et D2) sont localisés
dans la partie inférieure de F2, ce qui suggére une activation modérée des mécanismes de défense
enzymatique, sans effet significatif sur les parameétres biologiques globaux. En revanche, les réponses
liées aux cocktails (1 et 2) ainsi qu'aux pesticides (en particulier D 1) se trouvent dans la partie
supérieure de F2, ce qui refléte des effets plus prononcés a long terme.

L’ensemble de ces résultats révele un effet cocktail synergique marqué. Pour les effets de mixture,
observés sur les deux axes, ont montré des réponses spécifiques pour les traitements combinant ETM
et pesticide (cocktails 1 et 2), qui amplifient les réponses biologiques négatives (stress oxydatif,
mortalit¢) de maniére dose-dépendante (axe F1) et temps-dépendante (axe F2), traduisant une

interaction toxique accrue par rapport a chaque produit testé individuellement.

3.3.8 Discussion de la raiponce des biomarqueurs enzymatique et no enzymatiques :

Les résultats de notre étude mettent en évidence que l'exposition d’Aporrectodea caliginosa a
différents contaminants (Cd, pesticide 2,4-D et leur combinaison) provoque des réactions
enzymatiques spécifiques et adaptatives, qui varient en fonction de la durée et de I’intensit¢ de
l'exposition, reflétant ainsi des processus physiologiques complexes. Des variations notables ont été
constatées dans les niveaux d'activité du glutathion (GSH) et de la glutathion S-transférase (GST).
Apreés une durée d’exposition de sept jours, une augmentation modérée de l'activité GST a été
observée, ainsi que des niveaux stables de GSH, notamment chez les vers exposés exclusivement au
pesticide et aux mélanges, ce qui traduit une réaction adaptative précoce au stress oxydatif. Ces
constatations sont cohérentes avec les études de Hattab et al. (2015) et de Boughattas et al. (2022),
qui ont employé un mélange similaire dans leurs recherches sur Eisenia andrei. En revanche, les
traitements exclusivement au Cd entrainent une activation enzymatique moindre chez A4. caliginosa,
en accord avec les résultats des études menées par Zhang et al. (2018) et Wang et al. (2021), qui ont
¢galement observé une faible induction enzymatique en présence de métaux lourds. Par ailleurs,
Zhang et al. (2009) ont mis en évidence une inhibition dose-dépendante de la GST par le Cd chez

Eisenia fetida.

En ce qui concerne les enzymes antioxydantes superoxyde dismutase (SOD) et catalase (CAT), une
dynamique distincte est constatée. Au terme de sept jours, les activités de la SOD et de la CAT

connaissent une augmentation significative dans I'ensemble des traitements, témoignant d'une

114



mobilisation initiale visant a neutraliser les superoxydes (O:") et le peroxyde d’hydrogéne (H:0:)
générés par le stress oxydatif. Néanmoins, apres une période de 14 jours, ces activités connaissent une
diminution significative, en particulier dans le cas des mélanges, ce qui témoigne d'une saturation des
capacités enzymatiques. Comme 1'ont observé (Velki et Hackenberger, 2013 ; de Arcaute et al.,
2018 ; Zhang et al., 2021), qui ont mis en évidence que des expositions prolongées a des mélanges de
polluants peuvent perturber les mécanismes de défense enzymatique et exacerber les dommages
oxydatifs. Ces inhibitions prolongées peuvent étre associées a une accumulation excessive d'especes
réactives de l'oxygeéne (ROS) ainsi qu'a une dégradation des systémes enzymatiques, comme 1'ont

rapport¢ Zhang et al. (2018) et Boughattas et al. (2022).

Enfin, la concentration en malondialdéhyde (MDA), indicateur de la peroxydation lipidique, augmente
significativement apres sept jours d’exposition, en particulier dans les traitements combinant le
cocktail (Cd + 2,4-D) ainsi que dans ceux administrés avec le pesticide seul. Cette accumulation
témoigne de dommages oxydatifs significatifs, en accord avec les observations de (Hattab et al.,
2015 ; Boughattas, 2023). Toutefois, aprés 14 jours d’exposition, une diminution du MDA est
constatée dans I’ensemble des traitements, suggérant une activation prolongée des systémes
antioxydants. Ces résultats sont en cohérence avec les études de Sun ef al. (2021) et de Boughattas

et al. (2022) sur les vers Eisenia fetida exposés a une coexposition de microplastiques et de dufuline.

Cette diminution est moins marquée dans les mélanges, indiquant que les interactions entre
contaminants induisent un stress oxydatif plus durable que leurs effets isolés. Les recherches
menées par Uwizeyimana et al. (2017) et Arcaute et al. (2018) démontrent que les interactions
synergiques entre les contaminants entrainent une ¢lévation des niveaux de ROS, renforgant ainsi
I'hypothese selon laquelle les mélanges toxiques intensifient les effets sur le systéme antioxydant. Ces
observations mettent en évidence les mécanismes adaptatifs restreints d’Aporrectodea caliginosa,
notamment en présence du cocktail, ou les mécanismes de détoxification enzymatique (induction de
la GST) et les systémes antioxydants (mobilisation de la SOD et de la CAT) s'efforcent de maitriser

les effets conjugués des especes réactives de 'oxygene (ROS).

L’analyse du biplot vient enrichir ces conclusions, révélant une répartition claire des variables et des
observations selon les axes principaux F1 et F2, qui expliquent ensemble 58,85 % de la variance totale.
L’axe F1, représentant 44,62 % de la variance, souligne 1’opposition entre les biomarqueurs de stress
sévere (MDA, CAT, mortalité) et des variables biologiques plus favorables comme la croissance et la
réponse enzymatique (GST et GSH). L’axe F2, a 14,23 %, met en évidence une distinction temporelle

entre réponses a court et a long terme, avec des effets plus marqués pour les cocktails et pesticides sur
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la durée. Ces observations corroborent les conclusions de Sun et al. (2021) et de Boughattas et al.
(2022), soulignant I’effet combiné dose-dépendant et temps-dépendant des contaminants. En outre, les
résultats confirment que I’interaction synergique entre les ETM et les pesticides accentue les
dommages biologiques, un phénomeéne également rapporté par Uwizeyimana et al. (2017) et Arcaute

et al. (2018).
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4 Conclusion :

Notre étude visait a évaluer I’influence des pratiques agricoles, des propriétés du sol et du contexte
environnemental sur les vers de terre. Les résultats confirment que 1’agriculture durable favorise leur
diversité et leur abondance, en particulier chez Aporrectodea caliginosa. La texture du sol et la
présence d’¢éléments traces métalliques interagissent fortement, affectant la santé des sols et la

distribution des lombrics.

En parall¢le, I’analyse des biomarqueurs de stress oxydatif a montré que les vers réagissent
différemment selon le niveau de pollution, avec une activation enzymatique modérée et une inhibition

sous fortes charges toxiques.

Nos résultats, en comparant les conditions naturelles et contrdlées, révélent que I’environnement
naturel offre une meilleure résilience grace aux interactions biotiques et abiotiques.
En somme, cette recherche souligne 1’intérét d’approches écotoxicologiques intégrées pour mieux

comprendre et limiter les effets des polluants sur les écosystémes terrestres.
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6 Annex

Annex I : tableau des dosage enzymatiques et non enzymatiques :

Dosage des protéines Bradford (1976)

Réalisation de la gamme d’étalonnage :

Tubesaessai 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 0 20406080100
H-O distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
BSA (ng) 0 20406080100
= Agiter les tubes par vortex

= Lecture des absorbances a une longueur
d’onde de 595 nm

Dosage des échantillons

100 pl du surnageant

Ajouter 4 ml de BBC

Agiter les tubes par vortex

Lecture des absorbances a 595 nm contre un
blanc avec 100 ul d’eau distillée + 4 ml de
BBC

Calcule

La concentration des protéines est déduite a partir de
la gamme d'étalonnage en utilisant 1'équation de la
courbe (y= a x+ b) obtenue, ou I'absorbance mesurée
de I'échantillon (y) permet de calculer la
concentration en protéines (x).

Dosage du Glutathion S transférase (GST)

Pré-incubation

Les solutions de tampon phosphate, CDNB (1 mM)
et GSH (5 mM) sont incubées dans un bain-marie a
37 °C.

Préparation de la réaction

Dans une cuve en quartz, ajouter :

» 840 pl de tampon phosphate,

= 50 pl de la solution CDNB,

* 10 pl du surnageant.

= M¢élanger puis ajouter 100 pl de la solution
GSH.
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Lecture spectrophotométrique » La lecture se fait contre un blanc préparé
avec du tampon phosphate a la place du
surnageant.

» La densité optique est mesurée toutes les
minutes pendant 5 minutes a 340 nm avec
un spectrophotometre UV/visible

Calcul de Pactivité spécifique L'activité spécifique de la GST est exprimée en
nmol/min/mg de protéines, déterminée a partir de la
variation d’absorbance

Equation
= DO ech/ . : Densité optique de
I’échantillon / min
] bl . 1A 1
DO anC/m?n : Densité optique
du blanc /min

= A h blanc
) . A(DO €€ . — DO ,
= 6.9 : coeffesion d’extension de ( /min /min)

GSH- CDNB exprimé en

6.9xmg de protiéne

mM.Cm.
Dosage du Glutathion Réduit (GSH)
Déprotéinisation = Prélever 0,8 ml de I’échantillon.
= Ajouter 0,2 ml d’acide sulfosalicylique a 4
%.

= Homogénéiser et laisser reposer sur glace
pendant 15 minutes.

= Centrifuger a 10 000 tours/min pendant 5
minutes a 0 °C.
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Dosage du GSH

Prélever 0,5 ml du surnageant.

Ajouter 1 ml de tampon Tris-HCI a
I’EDTA.

M¢élanger, puis ajouter 25 pl du réactif
d’Ellman (DTNB).

Laisser agir 5 minutes.

Mesurer 1’absorbance a 412 nm contre un
blanc contenant du tampon Tris-HCI a
I’EDTA a la place du surnageant.
L’expression finale du GSH est en pmol/mg
de protéines.

Equation

DO : Densité optique.

1 : Volume total des solutions
utilisées dans la déprotéinisation =
0,8 ml d’homogénat + 0,2 ml
d’ASS.

1,525 : Volume total des solutions
utilisées dans le dosage de la GSH
au niveau du surnageant = 0,5 ml
de surnageant + 1 ml de tampon
Tris/EDTA + 0,025 ml de DTNB.
13100 : Coefficient d’absorbance
(concernant le groupement (-SH) a
412 nm).

0,8 : Volume de I’homogénat
trouvé dans 1 ml.

0,5 : Volume du surnageant trouvé
dans 1,525 ml.

DOx1x1.525

13100x0.8x0.5 N
mg de protiene

Dosage de I'Activité S

écifique de la Catalase (CAT)

Préparation de la réaction

Remplir une cuve en quartz avec 990 ul de
tampon phosphate.

Ajouter 500 pl de peroxyde d’hydrogene
(H20:22 5 %).

Ajouter 10 ul du surnageant contenant
I’enzyme.

Lecture spectrophotométrique

La lecture se fait contre un blanc (tampon
phosphate sans enzyme).

La densité optique est mesurée toutes les 15
secondes pendant 1 minute a 240 nm.

Calcul de Pactivité spécifique

L’activité spécifique de la CAT est exprimée en
umol de H202 consommées /min/mg de protéines,
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en fonction de la concentration protéique de
I’échantillon.

Equation

= A DO : Variation de la densité
optique par minute.

= (0,04 : Coefficient d’extinction
molaire de H20: (0,04 mM™!
cm™t).

= X : Quantité de protéines en mg.

= FD: facteur de dilution pour
H>0O; dans le tampon.

= 1 :: Largeur de la cuve
(généralement 1 cm).

ADO
0.04x1xXxFD

Dosage de I'Activité Enzymatique de la Superoxyde Dismutase (SOD)

Préparation de la solution = Utiliser un tampon carbonate de sodium (pH
réactionnelle 10,2) contenant 2 mM d'EDTA.
= Ajouter une solution d’hydroxylamine a
37,5 mM pour générer les anions

superoxydes.

» Introduire 10 pl du surnageant contenant
I'enzyme.

Lecture spectrophotométrique * Mesurer la réduction du NBT en formazan

bleu a 560 nm.

= Comparer les résultats avec un témoin sans
enzyme.

Calcul de activité enzymatique » [’activité de la SOD est définie comme la

capacité a inhiber la réduction du NBT de
50 % par minute.

= Elle est exprimée en unités d’activité
enzymatique (U/g de protéines).

Equation L’activité de la SOD (% d’inhibition/ mg de
= DO blanc : Densité optique du | protéine) =
blanc.
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DO échantillon : Densité optique
de I’échantillon.

FD:  Facteur  par  lequel | | /((DOblanc — DOéchantillon))
I’échantillon a été dilué. [( DOblanc > x100|xFD
50 % d’inhibition : Correspond a
une unité de SOD.
1 mg de protéines : Unité pour
normaliser 1’activité enzymatique
par quantité de protéines.
Dosage du Malondlaldehyde (MDA)
Préparation de la réaction Ajouter 3 ml d’acide phosphorique a 1 %.
= Ajouter 1 ml d’acide thiobarbiturique
(TBA) a 0,6 %.

» Introduire 0,5 ml de 1’échantillon a doser.
= M¢élanger puis chauffer a 100°C dans un
bain-marie pendant 45 min.

Extraction et lecture = Laisser refroidir, puis ajouter 4 ml de
spectrophotométrique butanol.
= Me¢élanger et centrifuger a 1000 g pendant 10
min.
* Mesurer 1’absorbance du surnageant a 532
nm.

= Comparer les valeurs avec un blanc
contenant du tampon KCl a 1,15 % au lieu
de I’échantillon.

Equation

DO : densité optique
1.56x10° : coefficient d’extension

molaire du MDA

0.779 : longueur du trajet optique DOx10°

P : concentration des protéines en (1.56 x105 )x0.779xPx FD
mg/ml

FD : facteur de dilution 0.2038
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Annex II Tableau contentant la préparions des solutions au dosage oxydatifs :

Dosage des protéines par la méthode de Bradford

BSA (1 mg/mL)

Dissoudre 5 mg de BSA dans 5 mL d’eau
distillée.

Réactif de Bradford

Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie G-
250 dans 50 mL d’éthanol (95%). Agiter
pendant 2 heures, puis ajouter 100 mL
d’acide orthophosphorique (85%) et
compléter le volume a 1 L avec de I’eau
distillée. Le réactif doit étre filtré avant
utilisation et conservé a 4 °C a I’abri de la
lumiere.

Dosage du MDA

TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4)

Dissoudre 8,775 g de NaCl dans 1 L d’eau
distillée, ajouter 6,057 g de Tris et ajuster le
pHa74.

TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%)

Dissoudre 20 g de TCA dans 100 mL d’eau
distillée, ajouter 1 g de BHT et compléter le
volume a 100 mL avec la solution TCA 20%
préalablement chauffée.

HC10,6 M

Prélever 51,56 mL d’HCI concentré et
compléter le volume a 1 L avec de I’eau
distillée.

Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM)

Dissoudre 3,149 g de Tris et 17,299 g de
TBA dans | L d’eau distillée, puis ajuster.

Dosage du

glutathion

Tris (0,4 M) et EDTA (0,02 M), pH 9,6

Dissoudre 12,114 gde Triset 1,871 g
d’EDTA dans 250 mL d’eau distillée et
ajuster le pH.

EDTA (0,02 M)

Dissoudre 5,613 g d’EDTA dans 750 mL
d’eau distillée.

DTNB (0,01 M)

Dissoudre 200 mg de DTNB dans 50 mL de
méthanol absolu.

Acide salicylique (0,25%)

Dissoudre 250 mg d’acide salicylique dans
100 mL d’eau distillée.

Dosage de ’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase (GST)

CDNB (0,02 M)

Dissoudre 202,55 mg de CDNB dans 50
mL d’éthanol absolu.

Solution GSH (0,1 M)

Dissoudre 153,65 mg de GSH dans 50 mL
d’eau distillée.

Dosage de I’activité enzymatique de la catalase (CAT)

Tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4)

Me¢langer 16 mL de la solution A avec 84
mL de la solution B.

Solution A

Dissoudre 6,24 g de NaH:PO4 (2 H20)
dans 200 mL d’eau distillée.
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Solution B

Dissoudre 14,32 g de Na:HPO. (12 H:0)
dans 200 mL d’eau distillée.

Dosage de ’activité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD)

Annex III Courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines (Bradford) :

absorbance

ad

/

v

20 40

60 80 100

concentration (mg/mL)

120

abc = 0,0084(c) + 0,0192
R? = 0,9973

& absorbance

——Linéaire (absorbance )
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