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pools contenant chacun 50 mg de tissu frais) H&& de Tukey.
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Figure 38

Effets du TSP (D1 et D2) sur le taux de lipides/pg de poids frais
chez les adultefA) et les juvénilegB) d’A. caliginosa(m + SEM, n=3
pools contenant chacun 50 mg de tissu frais) H&8 de Tukey
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Figure 39

Coupes histologiques longitudinales du tégumenttigpantérieure) dA.
caliginosa. C : cuticule, EP : épithélium, LB : lame basd&l : muscle
circulaire, ML : muscle longitudinal.

A : Témoins, B : NPK, C: TSP,
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Figure 40

Coupes histologiques longitudinales du tégumeniti@oanoyenne) dA.
caliginosa: C : cuticule, EP : épithélium, LB : lame basa : muscle
circulaire, ML : muscle longitudinal.

A :Témoins, B : NPK, C: TSP.
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Figure 41

Coupes histologiques longitudinales du tégumentigypostérieure) 4.
caliginosa: C : cuticule, EP : épithélium, LB : lame bas&y&; : muscle
circulaire, ML : muscle longitudinal.

A : Témoins, B : NPK, C : TSP.
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Figure 42

Coupes histologiques longitudinales de la paroiestibale (partie

moyenne) dA. caliginosa: EP : épithélium, MC : muscle circulaire, ML :

muscle longitudinal. CH : cellule chloragogéne.
A : Témoins, B : NPK, C: TSP.
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Figure 43

Coupes histologiques longitudinales de la paroiestibale (partie
postérieure) dA. caliginosa EP : épithélium, MC : muscle circulaire, M
: muscle longitudinal, CH : cellule chloragogéne.

A : Témoins, B : NPK, C : TSP.
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|. NTRODUCTION

Les méthodes de fertilisation chimique, la généticappliquée, la mécanisation de
lagriculture et le développement des techniguegtqdanitaires ont tous augmenté la
production agricoléPrisa, 2019)La sécurité alimentaire mondiale actuelle et fuexige la
nécessité d’intensifier la production agricole afi@m répondre aux besoins demandés par la
population mondiale croissantésodfrey et al, 2010) En Algérie, ces deux derniéres
décennies, le secteur agricole a été le moteuraderdissance économique du pays, qui

représente pres de 13 % de la population adHwesaoudtt al, 2019)

Les pesticides et les engrais sont maintenansésilen plus grande quantité comparativement
au passé afin d’accroitre le rendement des cultéresanuet al, 2019) La gestion intensive

du sol affecte ses caractéristiques physiques, ighen et biologiquesn particulier les
microorganismes bénéfiques non ciblés et les vertede(Stanley & Preetha, 2016Ces
pratiques conventionnelles conduisent au lessidagenutriments, a la dégradation du sol et a
la pollution de I'eaySheibani & Ahangar, 2013 ; Davydeval, 2018)

La consommation mondiale des trois principaux dsgmatritifs, I'azote, le phosphore et le
potassium atteignait 186,67 millions de tonnes @62 avec une hausse de 2,4 % enregistré
en 2020FAO, 2017) Il est tres important de comprendre comment pangune agriculture
durable en connaissant I'impact de divers contanttndans le sol ainsi que des différentes
pratiques agricoles sur les écosystemes d(solteet al, 2009) Il est également important
de prévenir la contamination du sol par les paliiet les substances toxiques (métaux

lourds, radionucléides) contenu dans les engraisydovet al, 2018).

Les engrais peuvent étre considérés comme un élémdispensable de I'agriculture
moderne qui est devenue capitalistique, chimiqueattnologique. Bien qu'il soit réussi dans
une large mesure a suivre le rythme de la demaliaerdaire croissante, cela pose des
problémes économiques, environnementaux et sodidawshar & Shah, 20161’'un des
résultats les plus critiques de cette technologideecette agriculture est la dégradation de
'environnement en particulier, le sol étant latgala plus fondamentale des terres cultivées
qui ont été gravement touchégsashar & Shah, 201,6¢e qui affecte les organismes ciblés
ainsi que les organismes non ciblés comme lesdestsrre. En revanche, la fertilisation est
une méthode pour améliorer la fertilité du sol eeréndement des cultures dans le monde

entier, mais [l'utilisation de produits chimiques lels engrais organiques facilitent la
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coapplication involontaire et 'augmentation dedam& lourds dans le s¢fhaoet al, 2018).
Il a été documenté que les engrais a base de N$€sifpour fournir les macronutriments et
les micronutriments destinés aux cultures agricalestiennent des substances toxiques

métaux tels que pb, Cd, Cu et Mviilinovi¢ et al, 2008).

Les vers de terre constituent plus de 80 % dedmasse des invertébrés dans la plupart des
agroécosystémes du mondesmin & D'Souza, 2010gt contribuent & un certain nombre de
propriétés du sol, telles que la décompositionadenatiere organique et son incorporation
dans le sol, la structuration, I'aération et leimtige du solEdwards, 1981)la porosite, la
rétention de I'eau, I'échange cationique et la capaampon du pHLal, 2004) En raison de
leur role bénéfique dans l'agroécosysteme, les derderre sont utilisés comme especes
indicatrices pour surveiller 'impact des pollugnes changements dans la structure du sol et
les pratiques agricoléSiwari et al, 2016) Les vers de terre, en tant qu’organisme invegtébr
caractéristique dans un systeme de sol, jouenblenécologique essentiel dans I'évaluation
de l'impact de la contamination de I'environnementde I'écotoxicité(Liu et al, 2019 ;
Richardsoret al, 2020).

Un certain nombre d’études ont réveélé les effetsti® des engrais chimiques sur les vers de
terre et leurs population€urry et al, 2008)et peu de chercheurs ont souligné leurs effets
négatifs(Bhattacharya & Sahu, 2014 ; Shrugtial., 2017) Des effets bénéfiquéSallaham

et al, 2003)et nocifs(Marhan & Scheu, 2005es engrais inorganiques sur les populations
de vers de terre ont été signalés dans difféerentseaosystemes. Certains engrais minéraux
ont une influence sur les vers de terre par matifio du pH du sol qu’ils entrainent ; ce sont
notament les sulfates d’ammonium et de potassiula ghosphate d’ammoniu®@achelier,
1963) Plusieurs études ont été menées sur la toxiegéedgrais en utilisant des vers de terre
comme animal d’essai par la méthode de contact laveapier/Abbiramy & Ross, 2013a, b ;
Bhattacharya & Sahu, 2015, 201®ais trés peu d’études ont été menées pour tksier

toxicité dans le sol contaminé.

Parmi les vers de terre vivants dans le sol fourssgrofonds, pertinents pour leur
contribution bénéfique a I'amélioration des prof@# physico-chimiques du sol dans les
agroécosystemes ; l'espece anéciguembricus terrestriset les espéces endogées
Aporrectodea caliginosa&t Allolobophora chlorotica(Sole, 2020) Cependant, la littérature

disponible jusqu’a présent est presque exclusiveroentrée sur I'espece épigdeisenia

-----
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especes épigees principalemenfetidaou E. andrei(Dittbrenneret al.,2010).Malgré que le

ver de terre le plus sensible esimbricussuivie parA. caliginosaMa & Bodt, 1993).

Les vers de terre sont touchés a tous les niveaux’'alganisme ; changement du
comportement individuel, perturbation du métaboéisrat des activités enzymatiques,
augmentation de la mortalité individuelle, réductite la fertilité, retard de croissance et de
reproductionPelosiet al., 2014) Cependant, leur diversité, leur densité et lénimasse sont
fortement influencées par la gestion des §6I§ & Garg, 2014 ; Kherbouchet al., 2012)
Plusieurs études ont été menées sur I'impact texigucertains pesticides sur les organismes
du sol, en particulier les vers de tefi@hler & Triebskorn 2013 ; Jouni, 201&elosiet al,
2021 ; Bouazdia, 2020bien que peu de recherches ont été effectuéeta doicité de
différents engrais sur les vers de terre dansll¢2smiramy et al, 2013c; Yahyaabadet al.,
2018).

En Algérie, peu d’étude ont été réalisées sur tarnanauté des vers de terre, leur écologie,
leur réponses aux variations du sol et aux prasiqgeicolegBaha & Berra, 2001 ; Omodeo
et al, 2003).Les études ont été basées sur la taxononseri et al., 2013 ; Braziet al.,
2013 ; EI-Okki, 2014 ; Ababsat al.,2017 ; Bouazdia & Habes, 2017 ; Zerrogkial.,2019)

et I'écotoxicologie(Zeriri et al., 2012 ; Mekahliaet al., 2016 ; Bennouret al., 2020 ;
Bouazdia, 2020).

L'objectif de ce travail est de savoirkst ce que les engrais chimiques NPKs et TSP
administrés au sol pour fournir les nutriments auxplantes et augmenter les récoltes
agricoles peuvent affecter les vers de terre, org@ames bénéfiques pour le sol et espéces

non visées ?».

La premiére partieest consacrée a I'évaluation de la toxicité degas NPK et TSP sur les
les juvéniles de I'especéporrectodea caliginosdespéce la plus abondante dans la région
de TébesséBouazdia & Habes, 2017).

La deuxieme partieenvisage les effets du NPKs et TSP sur la crotgsdes adultes et des
juvéniles apres différentes périodes de traitenf@ni, 2, 3 et 4 semaines) ; en calculant le
taux d’'inhibition de la croissance et le taux der@issance pour un intervalle spécifique pour

mettre en évidence les gains et les pertes du poigisndrés suite aux traitements.
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La troisieme partieexamine les effets des deux doses (D1 et D2) deengrais sur les
biomarqueurs enzymatiques : les glutathion S-teaases (GSTs), la glutathion peroxydase
(GPx), la lactate déshydrogénase (LDH) et non eatigme : le glutathion (GSH), durant
différentes périodes (0, 1, 2, 3 et 4 semainex®¥sapaitement des adultes et des juvéniles.
Cette partie permet de mettre en évidence l'intérdui mécanisme de détoxication ainsi que

le stress oxydatif.

La quatrieme partievise a évaluer les effets des deux doses (Dletde2pes engrais
chimiques, sur la composition biochimique (glucidgsdes et protéines) des adultes et des
juvéniles apres différentes périodes de traiter(f®nt, 2, 3 et 4 semaines). Cette étape met en

évidence le métabolisme général de I'espimarrectodea caliginoséace au traitement.

Dansla cinquiéme partiepn a analysé la bioaccumulation des engrais inajgas NPKs et
TSP dans les tissus des adulteA. daliginosatraités par spectrométrie de fluorescence X
(FRX).

Concernanta sixieme partieon a évalué les effets de ces engrais chimique® &eule dose
(D2= dose recommandée/2) sur l'histologie des whkrsterre adultes pour envisager les

pathologies et les dommages structuraux engendrdegengrais chimiques NPKs et TSP.

La derniére partie, consiste a effectuer une analyse pédologique pEawoir les

caractéristiques physiques et chimiques du sae$@tilans les expérimentations.
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II. MATERIEL ET METHODES
2.1. Présentation de la zone d’étude

Le site choisi pour la réalisation de ce travailegs champ qui se trouve dans la cité d’El
Mardja (35°25'N, 8°10’E ; Altitude : 830 m a.s.&lfué a 4,5 km a l'est de la ville de Tébessa
(Fig. 1). La wilaya de Tébessa fait partie du grandemble régional des hauts plateaux Est
de I'Algérie ; avec une superficie de I'ordre de2PZ knf et une altitude de 960 m au-dessus
du niveau de la mer, s’étendant entre 34,75° etid8atitude Nord, 8,5° et 7,25° de longitude
Est. Elle se caractérise par un climat semi-aridec aun hiver assez froid et faiblement
neigeux. Le choix de ce site se justifie par socessibilité, par la présence effective et
abondante des especes d’annélides oligochetesarefapsence d’activité agricole et de

gestion intensive.
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Figure 1. Présentation de la zone d’étude, El Mardja a Tébess
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2.2. Analyses pédologiques

Les échantillons de sol prélevés sur terrain anséthés a I'air pendant 15 jours et tamisés
a l'aide d’'un tamis a maille ronde de 2 mm pouraxe les débris végétaux et les cailloux.
La fraction inférieure a 2 mm servira a la réal@atde 'ensemble des analyses pédologiques.
Dans le but de déterminer la nature du sol etdiéaaluer sa qualité, quelques parametres ont
été déterminés : la texture, le pH, la conductieigctrique, le calcaire total et le taux de la

matiére organique.
2.2.1. Texture

La texture d'un échantillon de sol est déterminée la saturation en eau (méthode
indirecte). Les échantillons sont séchés a I'é@vi5°C pendant une nuit, soit environ 15
heures. La différence entre le poids avant et apéehage exprime la teneur en eau de
I'échantillon initial. Six classes ont été retenymsir la description de la texture des sols
(Gauchers, 1968) (Tableau 1).

Tableau 1.Classes des sols selon la textiBeuchers, 1968).

12% Sol sablonneux
12-24% Sablo-limoneux
24-37,5% Limono-sableux
37,5-45% Limono-argileux
45-75% Argilo-limoneux
>75% Argileux

2.2.2. pH

Le pH représente la concentration des ions hydesgdans une solution. Cette mesure est
importante, car elle permet de définir I'état dth® ou d’alcalinité (ou statut acido-basique)
du sol. Le pH du sol est mesuré a l'aide d'un pltten&ig. 2). La classification des sols est
faite selon le statut acido-basique (Tableau 2).




Materiél et Méthodes

Figure 2. Mesure du pH.
A : Mélange du sol-eau aprés homogénéisaBonpH métre
(Photos personnelles).

Tableau 2. Classes des sols selon leur statut acido-basitpiee, 2000).

pH Interprétation
<3,5 Hyper acide
3,5-4,2 Tres acide
4,2-5,0 Acide
5,0-6,5 Peu acide
6,5-7,5 Neutre
7,5-8,7 Basique
>8,7 Tres basique

2.2.3. Conductivité électrique

La conductivité électrique du sol détermine sonréeatge salinité. Elle permet d’obtenir
rapidement la teneur globale en sels dissous ;eslianesurée a l'aide d’'un conductimétre,
exprimé enuS/cm dont le rapport de terre/liquide est de : Lé.classification du sol en
fonction de la conductivité électrique est présemians le Tableau 3.

Tableau 3.Classes de salinité en fonction de la conductigiéetrique de I'extrait aqueuxlathieu,
2003)

Mmhos.cm! 0.6 1 2 3 4
dS.m! |
CE 155 Non Légérement Sale Trés salé Extrémement sale
sale sale
( - )
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2.2.4. Matiére organique

La détermination de la matiére organique s‘effegtaieincinération (perte au feu ou perte
par calcination). On place les échantillons pend#&niheures dans un four a moufle a 375 °C
(Fig. 3). La perte de poids, apres calcination,snpermet de mesurer directement la matiere
organique dans le sol. La classification des st@préds leur teneur en matiere organique est

présentée dans le Tableau 4.

Figure 3. Des creusets contiennent le sol calciné danswumafonoufle/Photos personnelles).

Tableau 4.Classification des sols d’apreés leur teneur enérebrganiquéSolter, 1981 in Hamdi-
Ourfella & Soltani, 2016).

% de la matiere organigue Interprétation

<1 Extrémement faible
1-15 Trés faible

1,5-2,5 Faible

2,5-3,5 Moyen

3,5-4,5 Moyennement élevé
45-5 Elevée

>5 Trés élevé

2.2.5. Calcaire total
Son principe repose sur la décomposition du catiecie calcium Ca(CaCQ) par I'acide

chlorhydrique et la mesure du volume de,@bBtenu.

CaCQ +2HCI ooooo- CaCh+ HO + CQy(dégagé)
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N

= |

Figure 4. Dégagement gazeux (G3ous forme d’effervescen¢ehoto personnelle).

Tableau 5.Normes d'interprétation du taux du calcaire duBelze, 2000).

Teneur en CaCaq (%) Interprétation

<1% Horizon non calcaire

1-5% Horizon peu calcaire

5-25% Horizon modérément calcaire
25-50% Horizon fortement calcaire
50-80% Horizon trés fortement calcaire
>80% Horizon excessivement calcaire

Les résultats des analyses du sol réalisées aawnihe laboratoire sont mentionnés dans le

Tableau 6. Le sol est argileux, basique non sahl&eren matiére organique (tres élevée).

Tableau 6.Les propriétés physiques et chimiques du sol.

Propriétés Résultats

Texture Sol argileux

pH 8,68 + 0,01
Conductivité électriqgue  335,5 * 3,5usm/cm
Matiere organique 11,86 + 0,4%
CaCQO; 24,25 + 0,75%

2.3. Présentation de I'especAporrectodea caliginosgSavigny, 1826)

Aporrectodea caliginosappartient a la catégorie écologique des endagdorme est
cylindrique avec aplatissement caudal, son épitheélest souple avec mucus normal. Cet
animal se caractérise par l'absence de la pigmentatutanée(Bouche, 1972) Selon
I'Observatoire Participatif des Vers de Terre (OP\AT caliginosaest une espéce géophage,
elle se nourrit essentiellement de particules agqyees fines et de matiéres organiques

humifiées du sol.
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La position systématique du ver de teAecaliginosaSavigny, 1826gst la suivante

Regne Animalia
Embranchement Annelida
Class: Clitellata
Sous classe Oligochaeta
Ordre Crassiclitellata
Sous ordre Lumbricina
Famille Lumbricides
Genre Aporrectodea
Espéece Aporrectodea caliginosé&savigny, 1826)

2.3.1. Cycle de vie

Le cycle biologique des vers de terre comghrgénéralement quatre phases : cocon,
juvénile, sub-adulte et adulte (Fig. 5). Le vertelee A. caliginosaa un cycle de vie qui varie
de 4 et 6 moisBart et al, 2018)(Fig. 6). Cet animal est hermaphrodite, sa reprodiue@st
obligatoirement bilatérale (besoin d’'un partengorr se reproduire). Le clitellum permet
aux partenaires de rester collés I'un a l'autre.eéthangent leurs semences males et liberent
de petits cocons via le clitellufiorin, 2004) A. caliginosapeut produire entre 0,6 et 2,6
cocons par semaine a 15¢fwe & Butt, 2005) Un ou plusieurs vers immatures, appelés
juvéniles, éclosent quelques temps plus tard. lraedd’incubation est entre 8 a 12 semaines
(Bartet al, 2018)

Le ver juvénile va progressivement acquérir deaatares sexuels secondaires externes liés a
I'accouplement comme le puberculum tuberculeuxesudores sexuels ; il sera alors au stade
sub-adulte. Un clitellum, organe lié au processaipante, va ensuite se former et permettre
au ver de devenir sexuellement mature pour powseieproduire a son tour ; le ver est alors

adulte. Le temps de maturation varie beaucoup erspeces et dépend des conditions du

10 )|

—
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milieu (température, humidité, nourrituré&ostrom & Lofs (1996yapportent gu’un juvénile
d’A. caliginosadevient mature en 3 a 6 semaines.

Figure 5. EspeceéAporrectodea caliginosa
A :cocon (x10)B : éclosion du cocorC : ver juvénile,D : ver sub-adultek: : ver adulte
(Photos personnelles)

Incubation time (8-12 weeks)

—

IReproduction (between
0.6 and 2.6 cocoons
week ! ind ")

Cocoon (10 to 20 mg)

Hatching]

Total duration of the
life cycle :
5 = 1 months

il
Juvenile Girowih

(11 to 15 weeks)

Switching to adult stage
between 450-700 mg

Figure 6. Cycle de vie de I'espede caliginosaen conditions du laboratoire (15°C, 60-70% capacité
de rétention d’eau du sol (loameupartet al, 2018).

2.3.2. Criteres d’identification

L’identification a été effectuée selon la @dé Bouché (1972)basée sur des critéres
morphologiques variables selon les espéces ; dioiérét de sélectionner des vers adultes.
Le clitellum qui est un renflement dorsal des méten est un critere primordial pour
I'identification. En effet, sa couleur et son pasinement sur le corps du lombric ainsi que sa
forme (annulaire ou en selle), sont propres a ohagppéce. Sur sa face ventrale, on peut
observer plus au moins distinctement un pubercularformes différentes selon les espéces.
La position des pores males est également un litgnecd’identification, et dans une moindre
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mesure la position des tumescences génitales cgontepas aussi facilement observables que
les organes males. La couleur et la forme du campseignent sur les catégories écologiques
des vers observés. La forme du prostomium (quigo€de péristomium, premier segment
corporel) peut étre épilobique, zygolobique ou alpigue. Le pigydium est sous forme
arrondie ou aplatie. Enfin, la disposition des soést également notée, celles-ci peuvent
suivre une distribution en paire rapprochées, ékég ou séparées (Figs. 7, 8).

Clitellum en forme de selle située entre 27-34
segments

Poids : 180-900 mg; longueur: 60-80 mm
largeur : 3,5-4,5 mm; nombre de segments:
130-165.

Prostomium épilobique fermé.

Soies étroitement géminées.
Puberculums situés en 31-33 en forme de
lunettes.

Sillons longitudinaux absents.

Clitellum

Segment

Pore male

Pore femelle

Péristomium

Prostomium

7 /1 |

Figure 8. Caracteres externes observables ¢healiginosaBouché, 1972) (Photo personnelle).
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2. 4. Collecte et technique d’élevage

L’echantillonnage a été réalisé au mois de Septer@ibi7, selon une méthode physique
(Fig. 9), qui consiste a creuser les premieresm0da sol ou s’effectue la recherche et la

récolte manuelle des vers de teiseuche, 1972)

Une fois au laboratoire, les vers de terre soés ten trois classes d'age (juvéniles, sub-adultes
et adultes) sur la base de la taille et de la paeseu de I'absence de papille génitale et de
clitellium (Bhattacharya & Sahu, 2016)s sont considérés comme subadultes s'ils oat un
tubercula pubertatis compléte mais pas de clitediradultes s'ils ont un clitellusims &
Gerard, 1999) lls sont considérés comme juvéniles s'ils n'antubercula pubertatis ni
clitellum (Pelosi, 2008)

Ensuite, les vers de terre sont élevés dans desdogglastique (40 cm de largeur et 50 cm de

longueur), ou ils se nourrissent de la bouse déejaces déjections doivent étre séchées a

I'air, finement broyées avant I'emploi.

Figure 9. Echantillonnage manuel des vers de téfteotos personnelles).
2.5. Préparation des vers de terre

Apres une semaine d’adaptation aux conditions dborkoire et selon les
recommandations de I'organisation de coopératiaeatéveloppement économiqueCED,
2016) des groupes de dix vers juveniles et adultestinnettoyés avec de I'eau déionisée,
puis déplacés dans des boites de Pétri sur durgdapee humide a I'obscurité pendant 24 h
pour vider leur contenu digestif (Fig. 10 A, B).duite, les vers de terre sont lavés avec de
'eau déionisée et essuyés (Fig. 10 C), puis déppsé@dant quelque temps sur un papier
absorbant pour éponger l'excés d'eau, avant dd&sés individuellement et répartis d’'une

facon homogene dans des lots expérimentaux.
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Figure 10. Vidange du tube digestif des vers de terre
A: Mettre les lombrics dans les boites de PBtriVidange digestifC : Lavage.
(Photos personnelles).

2.6. Présentation des engrais chimiques
2.6.1. Azote phosphaté potassique sulfaté NPKs (15.15)

L'engrais Azoté-Phosphaté-Potassique Sulfaté (Eig, engrais ternaire, contient 15%
d’azote (N), 15% d’anhydride phosphorique (P) éwldoxyde de potassium (K). C’est un
engrais polyvalent bien équilibré et économiquiisatpour toutes les cultures au moment du
semis. Il s’adapte a tous types de sols. Cet engnaiversel contient également du soufre
(8%) et des oligoéléments : Bore (45 ppm), fer 8LpAmM), manganese (30 ppm), zinc (156
ppm) et cuivre (2 ppm).

Figure 11.Engrais NPKs (15.15.15%Fhotos personnelles).

2.6.2. Triple superphosphatel SP (46% dePZOS)

Engrais utilisé pour la céréaliculture et les Iégarsecs. Leur utilisation est avant le semis
selon les besoins er&(l?5 (Fig. 12), il contient des oligo-éléments : Boré (tom), fer (3638

ppm), manganése (114 ppm), zinc (170 ppm) et cd/ppm).
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Figure 12.Engrais TSP (46%.Bs) (Photos personnelles).

2.7. Traitement et essais toxicologiques

Deux engrais a large spectre ont été utilisés, K Mt le TSP. lls ont été fournis par la
Direction des Services Agricoles de Tébessa (DEA% produits sous forme de granules, ont
subi un broyage manuel a l'aide d’'un mortier poilteair une poudre fine (Fig. 13).
Difféerentes doses des deux engrais (400, 500, 60208 mg) ont été ajoutées a la surface du
sol puis mélangées soigneusement avec suffisammieat pour assurer un mélange
homogene. Apres une demi-heure ; et pour éviter axpmsition directe (par contact) aux
produits chimiques testés, les vers de terre @ingtoduits dans les terariums. Pour les lots
témoins, de l'eau distillée a été utilisée. Le xhies doses a été fait selon les études de
Shruthiet al. (2017)et sur la base du taux de mortalité élevé obsegmésdraitement a la
dose agricole recommandée (RAD correspondant d.§g).[Le test a été réalisé avec quatre
répétitions contenant chacune 10 vers de terrdgs®. Le contrble de la vitalité des individus
d’A. calliginosaau cours des essais est effectué chaque semdmenéthode de probit de
Finney a été suivie pour calculer les doses létal¥ls;s, DLsg et DLgo. Les individus morts

sont évacués des enceintes d'essai.

Les vers de terre sont considérés comme mortspsisentaient I'un des états suivants :
disparition, sans mouvement et sans réponse drualgs tactile définiZhenget al.,2016).
Une fois, les doses létales sont déterminées, @fieété appliquées selon le protocole cité ci-
dessus. Les vers de terre ont été pesés a l'aigee ddalance de précision (RADWAG,

0,000mg), puis répartis sur les 5 lots comme suit :

- Lot 1: Lot témoin (Sol+ Eau), composé de cingasums
- Lot 2: Lot traité avec la Dose 1 du NPK, compos&ithq terrariums
- Lot 3: Lot traité avec la Dose 2 du NPK, compos&ithq terrariums

- Lot 4: Lot traité avec la Dose 1 du TSP, compaséidq terrariums
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- Lot5: Lot traité avec la Dose 2 du TSP, compaséidq terrariums
Chaque lot, a son tour, est réparti en cing grodge$0 individus, chacun est maintenu dans
un terrarium (20x10x7 cm) contenant 500 gr de lsalnourriture est fournie une fois par
semaine au cours des quatre semaines de I'essmineaptal. 50 ml d’eau distillée est ajouté

chaque jour.

Figure 13 Préparation des engrais pour le traitement
A : Broyage manueB : NPK et TSP sous forme de poud@e; Ajout du traitement au sol
(Photos personnelles).

2.8. Prélevement des échantillons

Chaque semaine de traitement, les vers dedentenettoyés avec de I'eau déionisée, puis
pesés et placés dans des boites de Pétri contehaptpier filtre humidifié, dans I'obscurité

pendant 24 h ; pour vider leur tube digestif.

Pour évaluer 'effet des engrais, I'expérienceneshée durant 4 semaines sous les conditions
de laboratoire. Les vers de terre ont été prélelshaque lot pour étudier les effets du
traitement sur les biomarqueurs du stress oxydatdfpmposition biochimique, la croissance,
et sur la structure histopathologique des vers efee.t L'analyse des résidus par la

spectrométrie de fluorescence a rayons X (FRX¥a&éalement réalisée.

2.9. Suivi de la croissance

Une fois les doses létales (Blet DLso) sont calculées, elles ont été appliquées dans des
boites en plastique. Un lot témoin est réalisé amallgle. Pendant la période d'essai, les vers
de terre ont été séparés du substrat d'essaiteyéetavec de I'eau déminéralisée et épongés
avec du papier filtre. Le suivi de la croissancad#rale des vers juvéniles et des adultes est
effectué a l'aide d'une balance de précision chapmaine pendant 4 semaines. Cing
répétitions ont été réalisées pour chaque doseunbacontenant 10 individus.
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Le poids des vers de terre pour chaque série ars clmudiverses périodes d'exposition est
utilisé pour calculer le taux de la croissanceeg¢tilix d'inhibition de la croissance sefén et
al. (2007) :

[ IC (%) = (Po- P/Pg) X100 ]

IC est l'inhibition de la croissance pour le groupaldse n,
Py est le poids au jour 0
P; est le poids aprés t jours d'exposition.

Le taux de la croissance pour un intervalle spgu#i (TCS) a été calculé par la

formule suivante :

TCSn = (In PJ -In Pi) / (tj-ti)

TCS, est le taux de croissance spécifique pour un iatiergpécifique pour le groupe de dose
n du jour i au jour [OECD, 2006).

P; est le poids au jour i

P; est le poids aprés j jours d'exposition

2.10. Dosage des biomarqueurs du stress oxydatif

Apres chaque période de traitement (1, 2, 3 etwhBees), les vers de terre sont mis a jen
pendant 24 heures. Des fragments de chair (50 mggté prélevés de la méme région
abdominale de chaque individu juvénile et adultairpservir aux différents dosages.
L’activité spécifigue des glutathion S-transférag€sSTs), glutathion peroxydase (GPx),
lactate déshydrogénase (LDH) et le taux du gluati{iGSH) ont été déterminés chez les
juvéniles et les adultes A’ caliginosatémoins et traités (Dose 1 et Dose 2) des engif (
TSP). Les protéines totales des échantillons antdésées selon la méthode Bleadford
(1976) pour pouvoir calculer le taux du glutathion eictivité spécifigue de chaque enzyme.

Trois répétitions pour chaque essai ont été rédisé

2.10.1. Dosage des glutathion S-transférases (GSTs)

La détermination de l'activité des glutathion Sigfrases (GSTs) est réalisée selon la

méthode deHabig et al. (1974) basée sur la réaction de conjugaison entre la GSine
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substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzene)peésence d’'un cofacteur, le glutathion

(GSH) et mesurée a une longueur d’onde de 340 ms ulaspectrophotometre.

Les juvéniles et les adultes témoins et traités,{[@ DLso) prélevés a différentes périodes
apres traitement, sont pesés puis broyés danse mahtgpon phosphate de sodium (0,1 M, pH
6). L’homogénat ainsi obtenu est centrifugé (13@0min a 2°C pendant 30 min), le
surnageant récupéré servira comme source d’enzyme.

Le dosage consiste a faire réagir 200e surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB (1mM)
/IGSH (5 mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 mla#ibl, 100 ml tampon phosphate
(0,1M, pH 6)]. L'essai est conduit avec 3 répétisacomportant chacune 50mg de fragment
de chair avec une série témoin. La lecture desrbhsoes est effectuée toutes les 1 mn
pendant 5 minutes contre un blanc contenanti2@eau distillée remplacant la quantité de
surnageant.

L’activité spécifique est déterminée d’aprées larfale suivante :

ADo/mn Vt
= ——X

5.6 %/ mg de protéines

X : millimoles de substrat hydrolysé par minute etrpg de protéines (mM/min/mg de protéines).
ADo : pente de la droite de régression obtenue apd®lyge du substrat en fonction du temps.
9,6: coefficient d’extinction molaire du CDNB (nifvicmi).

Vt : volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml sgeeant + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH].

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

mg de protéines. quantité de protéines exprimée en mg.

2.10.2. Dosage du glutathion (GSH)

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selomi&thode déVeckberker & Cory (1988)
dont le principe repose sur la mesure colorimégrigie I'acide 2-nitro 5-mercapturique,
résultant de la réduction de l'acide 5-5'-dithicH@-nitrobenzoique (DTNB) par les
groupements thiol (-SH) du glutathion.

Le dosage a été effectué apres homogénéisatiofratgaents des juvéniles et des adultes
témoins et traités prélevés au cours des périotegaskition dans 1 ml d’'une solution
d’éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) a 0,02 W4f8g EDTA, 1000 ml eau distillée].
Afin de protéger les groupements thiols du glutathi ’'homogénat doit subir une
déprotéinisation par I'acide sulfosalicylique (ASS0,25 % [0,25g ASS, 100 ml eau distillée]

ou 0,2 ml de 'ASS sont additionnés a 0,8 ml d’hgémat. Le mélange apres agitation est
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plongé dans un bain de glace pendant 15 mn, puisifogé a 10000 trs/mn pendant 5 mn.
Une fraction aliquote de 500 de 'homogénat est ajoutée a 1 ml du tampon EBTA
(0,02 M, pH 9,6) [63,04 g tris, 7,4448 g EDTA, 1000 eau distillée] et 0,025 ml de DTNB
(0,01 M) [3,96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu]e&sai est conduit avec 3 répétitions
comportant chacune 50 mg de fragments avec une t&noin. La lecture des absorbances
est faite a une longueur d'onde de 412 nm apresbtes de repos pour la stabilisation de la
couleur contre un blanc ou les 5@lde surnageant sont remplacés panbdCau distillée.

Le taux du glutathion est estimé selon la formuieante :

c_ Do vd vt y de oroti
= X — X —
131 5Vh ¥ Vs mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de preg{pM / mg de protéines).

Do : densité optique obtenue aprés hydrolyse du aibst

13,1: coefficient d’extinction molaire concernant lkgpement thiol (-SH) (mWcmY).

Vd : volume total des solutions utilisées dans la dkmisation: 1 ml [0,2 ml ASS + 0,8 ml
homogénat].

Vh : volume de 'homogénat utilisé dans la déprotéitiis : 0,8 ml.

Vt : volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 minmgeant + 1 ml tris / EDTA + 0,025 ml DTNB].
Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.

mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.

2.10.3. Dosage de la glutathion peroxydaseRQ

L’activité de la glutathion peroxydase estsmée selon la méthode Behe & Gunzler,
(1984) Cette activité a été exprimée en umol de GSHmMuNde protéine. Cette méthode est
basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogergd{Hcomme substrat en présence de
glutathion réduit (GSH), ce dernier est transfoenésSSG sous l'influence de la GSH-PXx.
Dans un tube sec, 20i0de surnageant est additionné a 40@e GSH a 0,1 mM (réaction
enzymatique) et 2Q0 de KNaHPQ a 0,067 M (tampon d'extraction pH 7,8). Pour bl le
tube contient 40 de GSH et 200 de KNaHPQ (réaction non enzymatique). Apres une
incubation au bain marie a 25°C pendant 5 min,joata 20Qu d'H,O, (1,3mM) pour initier
la réaction ; puis 1ml de TCA (1%) est additionméiparréter la réaction. Le mélange mis
dans de la glace pendant 30 min est centrifugégmentD min a 3000 tr/min et 430 de
surnageant récupéreé est placé dans une cuve ydlagn ajoute 2,2 ml de NdPO, (0,32
M) et 0,32 ml de DTNB (1mM). La densité optique ket a 412 nm aprés 5 min. L'essai est
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conduit avec 3 répétitions comportant chacune 5@enfjagments des juvéniles et des adultes
d’A. calliginosa

La détermination de l'activité de la GPx se faitalfacon suivante :

__ (DO échantillon—DO étalon)x0.04
- DO étalon

Q

Q

mg protéines

Activité de la GPx (UM GSH/min/mg protéines) =

Q : Quantité du GSH disparu (oxydé).

DO échantillon : Densité optique de I'échantillon.
DO étalon : Densité optique de I'étalon.

0,04 :Concentration du substrat (GSH)

2.10.4. Dosage de la lactate déshydrogénase (LDH)

Le dosage de ce biomarqueur a été mené selon kodeédeHill & Levi (1954) ; basée
sur la mesure continue de la vitesse d’oxydation MIWWDH (nicotinamide adénine
dinucléotide réduite) épuisé dans la réaction pdardnsformation réversible du pyruvate en
lactate.

Des fragments du corps (50 mg) des vers de temeins et traités (Dis et DLsg) ont été
homogénéisés dans 1 ml de Tris/HCI (0,1 M, pH A,.2)omogéeénat a été centrifugé (3000
trs/min pendant 5 min), et le surnageant récupsétéuglisé comme source d'enzyme. Le
dosage a été réalisé avec 50 ul de surnageanésja75 pl de tampon substrat (0,2 M, pH
10) et 50 ul de la solution NAD. La lecture desabances a été effectuée toutes les minutes
pendant 5 min & 340 nm. Le dosage a été effece avepétitions par traitement.

L’activité spécifique de la LDH est exprimée gM/min/mg de protéine selon la formule

suivante :

8DO vt

IDH= ————= X —
6,22x10°3 Vs/

co

dDO : pente de la droite de régression obtenue apréasligd du substrat.

6,22x 103 M :coefficient d’extinction molaire du NADH (Mcmib).

Vt : volume total de la cuve (7748) (50 ul de surnageant + 678 de tampon substrat + 50 de
solution coenzyme NAD).
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Vs : volume de surnageant dans la cuvey (0
CO : concentration de I’'homogénat en protéines (mg/ml).

2.11. Extraction et dosage des métabolites

Des fragments de chair des juvéniles et des adidliiesins et traités (Dk et DLso) ont été
prélevés chague semaine et conservées dans 1 mCAgacide trichloroacétique) a 20%.
L’extraction des principaux constituants biochinequ(protéines, glucides et lipides) a été
réalisée selon le procédé 8aibkoet al. (1966) Aprés homogénéisation aux ultrasons, puis
centrifugation (5000 tours/min a 4°C pendant 10)mim surnagent | obtenu, servira pour le
dosage des glucides totaux selon la méthodeudéateau & Florkin (1959Au culot I, on
ajoute 1 ml de mélange éther/chloroforme (1V/1Vagtes une seconde centrifugation (5000
trs/min, 10 mn), on obtient le surnageant Il etudot I, le surnageant Il sera utilisé pour le
dosage des lipidegsoldsworthyet al., 1972)et le culot Il, dissout dans de la soude (0,1 N),
servira au dosage des protéines sélamiford (1976).

2.11.1. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines est effectué selon la oheétde Bradford (1976) dans une
fraction aliquote de 10Ql, a laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bledldmi de commassie
(BBC) G250 (Merck). La durée de la conservationrélactif est de 2 a 3 semaines a 4 °C.
Celui-ci révele la présence des protéines par wharation bleue. L'absorbance est lue au
spectrophotometre a une longueur d'onde de 595 angamme d'étalonnage est réalisée a
partir d'une solution d'albumine de sérum de b&@igin¢a) (BSA) titrant 1 mg/ml (Tableau 7).

Tableau 7.Dosage des protéines totales chez les juvénilEs etdultes dh. caliginosa: réalisation
de la gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution standard d'albumingl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (i) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

2.11.2. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été réalisé delarmateau & Florkin (1959)Cette

meéthode consiste a additionner 10@u surnageant, 4ml du réactif d'anthrone et deiffbr
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le mélange a 80°C pendant 10min, une colorationevee développe dont lintensité est
proportionnelle a la quantité de glucide présensmsdl'échantillon. La lecture des
absorbances est faite a une longueur d'onde der62@ngamme d'étalonnage est effectuée a
partir d'une solution mére de glucose (1mg/ml) (¢ab 8).

Tableau 8.Dosage des glucides totaux chez les juvénilesetdaltes dA. caliginosa: réalisation de
la gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de glucosgl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée jl) 100 80 60 40 20 0
Réactif d'anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

2.11.3. Dosage des lipides totaux

Les lipides totaux ont été déterminés selon lahodg deGoldsworthyet al. (1972) en
utilisant le réactif sulfophosphovanillinique. Leshge des lipides se fait sur des prises
aliquotes de 10Qul des extraits lipidiques ou de gamme étalon autkegieon évapore
totalement le solvant puis on ajoute 1ml d'acidugque concentré, les tubes sont agités, et
mis pendant 10 mn dans un bain de sable a 100°@sApfroidissement, on prend 200de
ce mélange auquel on ajoute 2,5 ml de réactif phtisphovanillinique (Tableau 9). Aprés 30
mn a l'obscurité, la densité optique est lue danspectrophotomeétre a une longueur d'onde
de 530 nm. Les lipides forment a chaud avec l'asidieirique, en présence de la vanilline et
d'acide orthophosphorique, des complexes rosesoligion mére de lipides est préparée
comme suit : on prend 2,5 mg de 'huile de talberftesol 99% triglycérides) dans un tube

eppendorf et on ajoute 1 ml d'éther chloroforme/{N).

Tableau 9.Dosage des lipides totaux chez les juvéniles eddettes dA. caliginosa: réalisation de
la gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de lipidesl) 0 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) 100 80 60 40 20 0
Quantité de lipidesug) 0 50 100 150 200 250
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2.12. Etude histologique

La technique histologique a été réalisée selonld & de Shawinigan. (1984au Centre
Hospitalo-Universitaire de Hussein Dey (Hopital fesseur Nefissa Hamoud (ex Parnet)

service de Biologie Cellulaire). Elle passe pasurs étapes :

2.12.1. Fixation

Pour obtenir des coupes histologiques convenablesadultes témoins et traités prélevés
doivent subir une fixation immédiate aprés la vigladu tube digestif, et cela par immersion
de I'échantillon dans un grand volume de liquidatieur, Le liquide fixateur utilisé dans cette
étude était le formol 10% (Fig. 14). Cette étappoar but de préserver la morphologie
cellulaire et tissulaire, tout en renfor¢cant lasistance du tissiDjoudad-Kadjiet al.,2011)

Figure 14.Fixation par le formol (10%)Photos personnelles).

2.12.2. Inclusion

Cette étape a pour but de permettre la réalisal®rcoupes fines et réguliéres. Les
échantillons prélevés du formol sont rincés plusidiois a I'eau déminéralisée, puis sont
placés dans des cassettes histologiques marqueigiscédtre mises ensuite dans un panier de
'appareil automate de circulation (Fig. 15), coraet 12 cuves ou on a pu réaliser les étapes
suivantes :
> Déshydratation : a été faite par le passage des échantillons danse® d’éthanol de
concentration croissante (de 70° a 100°) pour uméedde 45 min chacune. Cette
étape permet d’éliminer I'eau des tissus pour féparer a l'inclusioriAlturkistani et
al., 2016).

> Clarification : dure une heure, elle a été effectuée par le paskapganier dans deux
bains de xyléne. Cette étape élimine toute trac&thdhol dans I'échantillon
(Alturkistaniet al.,2016).
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» Inclusion : a été faite par immersion des cassettes dans dang buccessifs de

paraffine de 1h30 chacun a une température de 56°C.

Figure 15.A: Placement des échantillons dans les cassBtté&nier d’automate;: Déshydratation
et inclusion des échantillons dans l'autom@ieotos personnelles).

2.12.3. Enrobage et confection des coupes histolpges

Les échantillons ont été mis dans des moules en avant de les remplir de paraffine
liquide (Fig. 16A). Afin de solidifier la paraffinpour la réalisation des coupes, les moules
ont été déposés sur une plaque refroidissante {168). 16C). Enfin, les blocs de paraffine ont
été démoulés pour y étre placés dans un microtdiineda confectionner des coupes
d’environ 3um (Fig. 16D). Les coupes histologigues sont colgesles lames de verre grace
a I'eau albumineuse, puis immergées un court ihgtans un bain marie de 60°C (Fig. 16E,
16F). Les lames ont été rangées sur un porte-lamsepfacées dans I'étuve pendant une durée
de 30 minutes (Fig. 16G), avant d’étre immergées dm solvant (bain de xyléne) pendant la
méme durée de temps afin d’éliminer toute tracpataffine, et ainsi permettre la pénétration

des colorants hydrophiles dans les tissus (Fig.)16H
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Figure 16.Enrobage et confection des coupes histologighieEnrobage, B, C): Refroidissement,
D: Coupe par microtomek( F): Collage des lamesi3( H) : Déshydratation des coupes
histologiquesgPhotos personnelles).

2.12.4. Coloration

Avant coloration, les coupes histologiques doiveubir une hydratation qui consiste a
immersion successive des lames dans un bainabalabsolu (Fig. 17A) puis dans un bain
d’eau pour une durée de 10 min pour chacune. Laratidn des lames a été faite par deux
colorants qui permettent de mettre en évidenceol@hologie cellulaire et tissulaire : I'éosine
acide qui colore le cytoplasme basique (acidophele)rose et 'hématoxyline basique qui
colore le noyau acide (basophile) en bleu-vigletrszenbaum, 2006)Les lames ont tout
d’abord été plongées dans un bain d’hématoxylimel@et 5 minutes, puis rincées a I'eau du
robinet. Ensuite, elles ont été plongées dans imdéosine pendant 3 minutes avant d’étre
rincées (Fig. 17B, 17C).
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Figure 17.Coloration des coupes histologiques
A : Hydratation par I'alcool absol&, : Bain d’hématoxylineC : Bain d’éosine.
(Photos personnelles).

2.12.5. Montage et observation microscopique

Aprés avoir subi une nouvelle déshydratatian [immersion des lames dans un bain
d’éthanol suivi d’un bain contenant un mélangeldiépl/xyléne et pour finir dans deux bains
successifs de xyléne (Fig. 18A), les lames colostdss lamelles sont montées en ajoutant
guelques gouttes d’Eukit (colle biologique) (Fi@B). Les lames et les lamelles ont été par la
suite séchées a l'air libre avant d’étre obsenaesnicroscope optique de type OPTICA
AXIOM 7000 équipé d’'une caméra permettant la pd$emages avec un logiciel d'imagerie
numeérique (USB 2.0-camera) (Fig. 18C, 18D).
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Figure 18.Montage et observation microscopique
A : DéshydratationB : Montage des lames et lamell€s; Lames prétes pour observati@n;
Observation par microscope optiginotos personnelles).
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2.13. Analyse des résidus par Spectrométrie de Fltescence des rayons X (FRX)

La spectrométrie de fluorescence X est une tecknidianalyse élémentaire globale
permettant d’identifier et de déterminer la plupdas éléments chimiques qui composent un
échantillon. Cette technique a été réalisée aur€elet Recherche Scientifique et Technique
en Analyses Physico-Chimique (CRAPC) a Bou SmagdZa, Algérie).

Les vers de terre témoins et traités ont été setewds et lyophilisés par un séchoir modéle
« CHRIST Alpha 2-4 LSC plus » pendant 50 heures fdis ces échantillons sont broyés a
l'aide d'un broyeur électrique " FRITSCH Pulvetise?2 ", on procéde a la formation de

pastilles de 32 mm avec une pastilleuse "SPECAGSule, le culot obtenu a été analysé par

spectrométrie de fluorescence X (Fig. 19).

Conditions d’analyse

- Type d’échantillon : Oxyde/Poudre.

- Marge d’analyse :Béryllium -Uranium.

- Diametre : 30 mm.

- Temps de mesure Normal (un quart d’heure).

- Equipement : Spectrométre de Fluorescence des Rayons X « Z@¥®il de Rigaku ».
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Figure 19. Schéma récapitulatif de la technique FRXotos personnelles).
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2.14.Analyses statistiques

Les résultats obtenus ont été exprimés par la nmeyen I'écart-moyen (SEM). Les
guantités des métabolites (protéines, glucidepieiels) sont déterminées a partir des courbes
d’étalonnage dont I'’équation de la droite de régjmsexprime I'absorbance en fonction de la
guantité du standard utilisé (albumine, glucosd’retile de tournesol). L'analyse de la
variance a un critere de classification et le t4SD de Tukey ont été utilisés. L'analyse

statistique a été réalisée grace au logiciel GRARRD PRISM 7.
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Figure 20.Schéma récapitulatif du protocole expérimeffalotos personnelles).
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III. RESULTATS

3.1. Effet des engrais chimiques sur les biomarquesiphysiologiques des vers de terre
3.1.1. Effet sur la mortalité des juvéniles
3.1.1.1. Effet du NPK

Différentes doses du NPK : 400, 500, 600 et 1200omigété appliquées sur les vers
juvéniles dA. calliginosa Les mortalités ont été notées a 4 semaines fpitssment. Un taux
de mortalité de 6 % a été enregistré lorsque lednjles ont été exposés a 400 mg de NPK,
puis il a augmenté a 24% avec la dose 500 mg, fuscg qu’il atteigne les 96% apres
exposition a la dose 1200 mg. Les valeurs des désales (Dlks, DLso et Dlgg) étaient
respectivement de 518,9 ; 644,9 et 996,4 mg (Taklé&x Aucune mortalité n'a été rapportée
chez les séries témoins.

Tableau 10. Toxicité du NPK appliqué a différentes doses earjlivéniles dA. calliginosa

400 6,00 + 4,80 a
500 24,00+ 4,80 b 518,9 644,9 996,4 0.507 0.99
600 40,00+ 4,00b (479,1-557,3) (598,6-710,8) (801,2-1284) ' '

1200 96,00 + 4,80 c

3.1.1.2. Effet du TSP

Différentes doses du TSP : 400, 500, 600 et 1200ontgété appliquées sur les vers
juvéniles dA. calliginosa Les mortalités ont été notées a 4 semaines fpisment. Un taux
de mortalité de 8 % a été enregistré lorsque lednjles ont été exposés a 400 mg de TSP,
puis il a augmenté a 32% avec la dose 500 mg, juscgl qu'il atteigne les 98% apres
exposition a la dose 1200 mg. Les valeurs des désales (Dls, DLso et Dlgg) étaient
respectivement de 482,4 ; 593,1 et 896,4 mg (Takldéy Aucune mortalité n'a été rapportée
chez les séries témoins.

Tableau 11.Toxicité du TSP appliqué a différentes dosesesijuvéniles dA. calliginosa

400 8,00+3,20 a
500 32,00 +3,20 b 482,4 593,1 896,4 071 099
600 50,00+ 4,00b (426,9-528,5)  (548,1-666,5)  (725,6-1272) ’ ’

1200 98,00 + 3,20 c
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3.1.2. Effet des engrais chimiques sur la croissamdes vers de terre
3.1.2.1. Effet sur la croissance des adultes

A. Effet du NPK
L’inhibition de la croissance (%) et le taux decl@issance spécifique chez les adultes

d’A. caliginosatraités avec le NPK (D1 et D2), sont mentionnéssda Figure 21 (A et B).

Chez les séries témoins, le taux d’inhibition dertzissance était négatif ce qui signifie que le
poids des vers de terre a augmenté au cours dieglg@itestées. Tandis que le traitement
appligué a provoqué un effet inhibiteur sur la @rie poids chez ces vers au cours de la
premiere (£1=12,73 : p < 0,0001), la deuxieme, (=85,92 : p < 0,0001), la troisieme
(F2,17=163,9 : p<0,0001) et la quatrieme semaing £268 : p<0,0001). Aucun effet dose n'a
été signalé au cours des temps testés (D1 vs D2 81,373 ; S3: q=2,758 ; S4 : g=3,102)
sauf a deux semaines de traitement (D1 vs D2 :f5P,0154).

En ce qui concerne le taux de la croissance, itnant par cet engrais induit une perte de
poids pendant tous les temps d’expositions parar@ux témoins : 0-1 semaine(i=12,71

: p=0,0011), 1-2 semaines,(#=26,58 : p=0,0003), 2-3 semaines {E33,24 : p<0,0001) et
3-4 semaines ¢h>=46,89 : p<0,0001). Aucun effet dose n’'a été estegiau cours de tous
les temps testés (D1 vs D2 : S1:9=1,375; S3B;2§4 ; S3:q=1,33; S4 : g=0,8314).

3 0.10 _
b Temoin g a M Témoin
sz 2 W NPKDY | g 005 a I NPK D1
3 8 14 NPK D2 © 8 0.00 NPK D2
c T
S & X0
28 0 & 50051
£5 % 0401 b
A Tl bbbl b b
ol , , , 0451 — .
N v > Y S
Temps d'exposition (semaines) Intervalle d'exposition (semaines)

Figure 21. Effet du NPK (D1 et D2) sur linhibition de la ¢ssance (%)A) et sur le taux de la
croissance specifique (%) chez les adultes A caliginosa(m + SEM, n = 5 répétitions, chacune
contenant 10 individus) : Test HSD de Tukey.

B. Effet du TSP

L’inhibition de la croissance (%) et le taux decl@issance spécifique chez les adultes

d’A. caliginosatraités avec le TSP (D1 et D2), sont mentionnés tkafigure 22 (A et B).
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Le traitement par le TSP a causé une inhibitiotag®&ise de poids au cours de tous les temps
testés : semaine 14 E=14,47 : p<0,0001), semaine 2, (= 2075 : p<0,0001), semaine 3
(F21= 75,94 : p<0,0001) et semaine 4 {E 131,4 : p<0,0001). De plus, le Test HSD de
Tukey, ne révele aucune différence entre les degrsitestées et cela a tous les temps étudiés
(D1vsD2:S1:9g=1,085; S2:0=0,2751; S3:,6T1; S4 : q=2,408).

Concernant le taux de la croissance des vers oe tes résultats révelent une diminution de
la croissance chez les séries traitées avec les dizses appliquées comparativement aux
témoins pendant les périodes : 0-1 semaing#£#5,76 : p<0,0001), 2-3 semaines {E
13,5 : p=0,0008) et 3-4 semaines {E 62,01 : p<0,0001). Aucun effet n'’a été marque
pendant l'intervalle d’exposition, 1-2 semaines(®5). De plus, le Test HSD de Tukey, ne
révéle aucune différence entre les doses testgmmietous les temps étudiés (D1 vs D2 : SO-
1:9=1,055; S2-3:0=0,7294 ; S3-4 : q=1,843).
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Figure 22. Effet du TSP (D1 et D2) sur l'inhibition de la @®ance (%)A) et sur le taux de la
croissance specifique (%) chez les adultes A caliginosa(m + SEM, n = 5 répétitions, chacune
contenant 10 individus) : Test HSD de Tukey.

C. Efficacité comparée des traitements sur I'inhidtion de la croissance

Le classement par ordre croissant des valeurs megenoncernant la premiére dose
(D1), réalisé grace au test HSD de Tukey a perniiemtifier 2 groupes de moyennes au
cours de la semaine 15(f=21,32 ; p<0,0001), la semaine 2 {[=35,52 ; p<0,0001), et la
semaine 3 (£16170,4 ; p0,0001), le premier groupe renferme les témoing etecond
formé des traités par les deux engrais (NPK et TB&)contre, a 4 semaines d’exposition, on
a noté trois groupes {=115,5; p0,0001) ; chacun étant constitué d’'une série (Eable
12).
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Concernant les traités a la dose 2, le classerahatif @ I'inhibition de la croissance (Tableau
13), a permis d'identifier 3 groupes a une semdlhg«18,43; p0,0001) et a quatre
semaines de traitements(f=144,2 ; p<0,0001), chacun étant représenté par une série. Par
ailleurs, deux groupes ont été identifies a 2:£F64,62 ; p0,0001) et & 3 semaines de
traitement (g 16=51,52 ; p<0,0001), un groupe formé des témoins seuls et comseconstitué

des traités avec les deux engrais (NPK et TSP).

Tableau 12.Classement par ordre croissant du taux d’inhibitle la croissance (%), chez les adultes
d’A. caliginosa apres traitement a la dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins -0,151 a

Semaine 1 NPK D1 0,416 b <0,0001
TSP D1 0,602 b
Témoins -0,249 a

Semaine 2 TSP D1 0,819 b <0,0001
NPK D1 0,877 b
Témoins -0,566 a

Semaine 3 TSP D1 1,434 b <0,0001
NPK D1 1,526 b
Témoins -0,878 a

Semaine 4 NPK D1 1,985 b <0,0001
TSP D1 3,223 c

Tableau 13.Classement par ordre croissant du taux d’inhibitle la croissance (%), chez les adultes
d’A. caliginosa aprés traitement a la dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins -0,151 a

Semaine 1 NPK D2 0,561 b <0,0001
TSP D2 0,739 c
Témoins -0,249 a

Semaine 2 TSP D2 0,857 b <0,0001
NPK D2 1,279 b
Témoins -0,566 a

Semaine 3 TSP D2 1,581 b <0,0001
NPK D2 1,806 b
Témoins -0,878 a

Semaine 4 NPK D2 2,317 b <0,0001
TSP D2 3,756 c

D. Efficacité comparée des traitements sur le taude la croissance

Le classement par ordre décroissant des valeurgmmeg concernant la premiére dose
(D1) a permis d’identifier 2 groupes a une seméifgs21,07 ; p:0,0001), & deux semaines
(F316=5,519 ; p=0,0085) et a trois semaines de traitéiffens=22,98 ; p<0,0001), le premier

groupe renferme les témoins et le second consteéadraités par le NPK et le TSP. Par contre
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a 4 semaines de traitemeng (25,51 ; p<0,0001), 3 groupes sont constatés ; chacun étant

constitué d’'une série (Tableau 14).

D’apres le classement du taux de la croissancefgpécchez les traités a la dose 2, on a pu
identifier 2 groupes de moyennes a la semaine31s{#0,16 ; p0,0001), la semaine 2
(F31610,25, p=0,0005) et la semaine 3 {E5,472; p=0,0008), un groupe formeé des
témoins, et un second groupe constitué des traiés les deux engrais. Par ailleurs, la
quatrieme semaine {l=57,6 ; p=0,0008) affiche trois groupes de moyenokacun étant
constitué d’'une série (Tableau 15).

Tableau 14.Classement par ordre décroissant du taux de issarce spécifique (%), chez les adultes
d’A. caliginosa aprées traitement a la dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins 0,021 a

0-1 NPK D1 -0,059 b <0,0001
TSP D1 -0,086 b
Témoins 0,013 a

1-2 TSP D1 -0,031 b 0,0085
NPK D1 -0,066 b
Témoins 0,045 a

2-3 TSP D1 -0,088 b <0,0001
NPK D1 -0,093 b
Témoins 0,044 a

3-4 NPK D1 -0,066 b <0,0001
TSP D1 -0,261 c

Tableau 15.Classement par ordre décroissant du taux de issartce spécifique (%), chez les adultes
d’A. caliginosa aprés traitement a la dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins 0,021 a

0-1 NPK D2 -0,080 b <0,0001
TSP D2 -0,106 b
Témoins 0,013 a

1-2 NPK D2 -0,010 b 0,0005
TSP D2 -0,017 b
Témoins 0,045 a

2-3 NPK D2 -0,076 b 0,0008
TSP D2 -0,104 b
Témoins 0,044 a

3-4 NPK D2 -0,074 b 0,0008
TSP D2 -0,319 c
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3.1.2.2. Effet sur la croissance des juvésd
A. Effet du NPK

L’inhibition de la croissance (%) et le taux declaissance spécifique chez les juvéniles

d’A. caliginosatraités avec le NPK (D1 et D2), sont mentionnéssda figure 23 (A et B).

Le taux d’inhibition de la croissance négatif sfgngue le poids des vers de terre a augmenté,
et les taux positifs représentent l'inhibition @dedroissance. L'application du NPK sur les
juvéniles a causé un effet inhibiteur sur la pdeepoids a la premiere A= 21,39 : p <
0,001), la deuxieme ¢h= 88,64 : p < 0,0001), la troisieme, (= 393,3 : p<0,0001) et la
guatrieme semaine {l= 409,3 : p<0,0001), avec un effet dose a une s@mai a trois
semaines de traitement (D1 vs D2: S1: p=0,0053; p=0,0032 respectivement). Par
ailleurs, aucun effet dose n’a été signalé a déaxgeiatre semaines de traitement (D1 vs D2 :
S2:0=3,169; S4 : 9=1,199).

En ce qui concerne le taux de la croissance speéeifiles valeurs positives signifient que le
poids des lombrics a augmenté. Tandis que, les négatifs représentent I'inhibition de la
croissance a des intervalles spécifiques. Le taua droissance des vers de terre traités par le
NPK était négatif ; le traitement a induit une pede poids pendant toutes les périodes
testées : 0-1 semaine,({=22,46 : p<0,0001), 1-2 semaines {E 30,49 : p=0,0003), 2-3
semaines (F=26,88 : p<0,0001) et 3-4 semaines 1(F94,53 : p<0,0001), avec un effet

dose seulement a une semaine de traitement (D2 vsSD : p=0,0049).
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Figure 23. Effet du NPK (D1 et D2) sur l'inhibition de la essance (%)A) et sur le taux de la
croissance spécifique (%) chez les juvéniles 4. caliginosa(m + SEM, n = 5 répétitions, chacune
contenant 10 individus) : Test HSD de Tukey.
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B. Effet du TSP

L’inhibition de la croissance (%) et le taux declaissance spécifique chez les juvéniles
d’A. caliginosatraités avec le TSP (D1 et D2), sont mentionnés tafigure 24 (A et B).

Les résultats de I'inhibition de la croissance réntun effet inhibiteur sur la prise de poids a
la premiére (F1= 77,12 : p<0,0001), la deuxieme, = 116 : p<0,0001), la troisiemex (=
409,3 : p<0,0001) et la quatrieme semaing £ 1013 : p<0,0001). Aucun effet dose n'a été
signalé au cours des périodes testées (D1 vs D2:: 51,906 ; S2: g=0,3053; S3:
0=1,118 ; S4: g=1,211).

Le taux de la croissance des vers de terre tna#téges deux doses était négatif ; le traitement
a provoqué une perte de poids pendant toutes texipé testées : 0-1 semaing {E75,76 :
p<0,0001), 1-2 semaines,(f>= 16,89 : p=0,0003), 2-3 semaines {E& 13,5 : p=0,0008) et 3-

4 semaines ¢h= 62,01 : p<0,0001). Le Test HSD de Tukey, ne eaicune différence
entre les doses testées (D1 vs D2: S1: g=1,9:; &1,567; S3: g=0,5075; S4:
g=0,1835).
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Figure 24. Effet du TSP (D1 et D2) sur l'inhibition de la &sance (%)A) et sur le taux de la
croissance spécifique (%) chez les juvéniles 4. caliginosa(m + SEM, n = 5 répétitions, chacune
contenant 10 individus) : Test HSD de Tukey.

C. Efficacité comparée des traitements sur I'inhidion de la croissance

Un classement par ordre croissant de l'inhibitienla croissance est mentionné dans le
tableau 16. Les résultats du taux d’inhibition @eroissance chez les séries traitées a la Dose
1, mettent en évidence l'existence de deux groumgm®s une semaine de traitement
(F3,16=80,47 ; p<0,0001), un groupe formé des témoins et des trpaéde NPK et un autre
groupe constitué du TSP. Concernant la deuxierges£E10,9 ; p<0,0001) et la troisieme
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semaine (k16322,9 ; p0,0001), trois groupes de moyennes sont constatéacun étant
constitué d’'une série. Pour la quatrieme semaeé&atement (k16405,2 ; p<0,0001), 2
groupes sont signalés, les témoins représentgefaier groupe, le NPK et le TSP forment

le deuxiéme groupe.

Concernant les traités par les deux engrais a lge) le classement croissant relatif a
I'inhibition de la croissance (Tableau 17), a pexmié mettre en évidence 3 groupes distincts
apres 1 (k190,11 ; p0,0001), 2 (£16180,3; p:0,0001) et 3 semaines de traitement
(F316513,7 ; p0,0001), chacun étant constitué d'une série. Tamgi® la quatrieme
semaine (F16337,8; p<0,0001), on note 2 groupes de moyennes, le pregnmipe est
formé des témoins seuls, et un second renfernueles traitements.

Tableau 16. Classement par ordre croissant du taux d'inhibitde la croissance (%), chez les
juvéniles dA. caliginosa apres traitement a la Dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins -0,59 a

Semaine 1 NPK D1 1,57 a <0,0001
TSP D1 8,40 b
Témoins -1,76 a

Semaine 2 NPK D1 6,90 b <0,0001
TSP D1 11,89 c
Témoins -3,98 a

Semaine 3 NPK D1 10,97 b <0,0001
TSP D1 14,99 c
Témoins -11,01 a

Semaine 4 NPK D1 20,14 b <0,0001
TSP D1 21,07 b

Tableau 17. Classement par ordre croissant du taux d'inhibitde la croissance (%), chez les
juvéniles dA. caliginosa apres traitement a la Dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins -0,59 a

Semaine 1 NPK D1 4,73 b <0,0001
TSP D1 9,61 c
Témoins -1,76 a

Semaine 2 NPK D1 8,80 b <0,0001
TSP D1 12,12 C
Témoins -3,98 a

Semaine 3 NPK D1 13,84 b <0,0001
TSP D1 15,61 c
Témoins -11,01 a

Semaine 4 NPK D1 21,22 b <0,0001
TSP D1 21,37 b
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D. Efficacité comparée des traitements sur le taude la croissance

Le classement par ordre décroissant des nsalaoyennes du taux de la croissance des
juvéniles témoins et traités par le NPK et le TSR dose 1 réalisé grace au test HSD de
Tukey a permis d’identifier 2 groupes de moyennaa&semaine de traitemeng (82,68 ;
p<0,0001), le premier renferme les témoins et laggavec le NPK et le second contient les
traités par le TSP. Concernant la deuxieme £A7,19; p0,0001), la troisieme
(F316=11,63 ; p=0,0003) et la quatrieme semaing 51,98 ; p<0,0001), 2 groupes ont été
€galement constatés, le premier groupe formé de®iné seuls, et un second groupe

compose des traités par les deux engrais (TabBau 1

Concernant les témoins et les traités a la Dose 2lassement a permis d’identifier 3 groupes
a une semaine {ke91,79; p0,0001), et trois semaines de traitement §F24,4 ;
p<0,0001), chacun étant constitué d'une série. Patreoa 2 semaines {=29,79 ;
p<0,0001), et a quatre semaines {&40,26 ; p<0,0001), deux groupes sont constates, le
premier groupe renferme les témoins seuls, et oonsegroupe contenant les traités avec le
NPK et le TSP (Tableau 19).

Tableau 18. Classement par ordre décroissant du taux de liasamce spécifique (%), chez les
juvéniles dA. caliginosa apres traitement a la Dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins 0,091 a

0-1 NPK D1 -0,227 a <0,0001
TSP D1 -1,256 b
Témoins 0,207 a

1-2 TSP D1 -0,554 b <0,0001
NPK D1 -0,796 b
Témoins 0,287 a

2-3 1 TSP D1 -0,512 b 0,0003
NPK D -0,638 b
Témoins 0,934 a

3-4 TSP D1 -1,059 b <0,0001
NPK D1 -1,559 b
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Tableau 19. Classement par ordre décroissant du taux de lasarce spécifique (%), chez les
juvéniles dA. caliginosa apres traitement a la Dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins 0,091 a

0-1 NPK D1 -0,694 b <0,0001
TSP D1 -1,446 c
Témoins 0,207 a

1-2 TSP D1 -0,401 b <0,0001
NPK D1 -0,622 b
Témoins 0,287 a

2-3 TSP D1 -0,579 b <0,0001
NPK D1 -0,813 c
Témoins 0,934 a

4 TSP D1 -1,086 b <0,0001
NPK D1 -1,282 b

3.2. Effet des engrais chimiques sur les biomarquesidu stress oxydatif
3.2.1. Activité spécifique des GSTs chez les adudtet les juvéniles
3.2.1.1. Effet du NPK

L’activité spécifique des GSTs (UM/min/ mg de pines) chez les juvéniles et les
adultes dA. caliginosatraités avec le NPK (D1 et D2), est mentionnéesdariigure 25 (A et
B).

Les résultats obtenus chez les adultes révélent auggmentation significative de ce
biomarqueur avec les deux doses appliquées & &1E,89 : p=0,0082), a 3 {&= 16,45 ;

p=0,0037) et a 4 semaines de traitemen{FL4,12 ; p=0,0054) par rapport aux témoins,
sans effet dose (D1 vs D2: S2: g=1,663; S3 .,2f&1S4 : g=0,6743). Par contre, aucun

effet n’a été signalé au cours de la premiere seen@>0,05).

Chez les juvéniles, cette activitté marque égalemmr@ augmentation significative a 2
semaines de traitement (14,89 ; p=0,0049) avec les 2 doses appliquéesa &
(F2,6=10,93 ; p=0,0100) et 4 semaines de traitemesn=(8,53 ; p=0,0082) avec la dose la
plus forte (Dose 2). Par contre, aucun effet néasignalé au cours de la premiére semaine de
traitement (p0,05).
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Figure 25. Effet du NPK (D1 et D2) sur I'activité spécifiques GSTs (UM/min/mg de protéines)
chez les adulte@) et les juvénilegB) d’A. caliginosa(m + SEM, n=3 pools contenant chacun 50 mg
de tissu frais) : Test HSD de Tukey.

3.2.1.2. Effet du TSP

L’activité spécifiquedes GST{uM/min/mg de protéines) chez les juvéniles etadsltes
d’A. caliginosatraités avec le TSP (D1 et D2), est mentionnés tafigure 26 (A et B).
Chez les adultes, les résultats de cette activitétment une augmentation significative apres 1
semaine de traitement avec la dose la plus forg=B95 : p=0,0377), et apres 2 semaines
(F2.6= 34,27 : p=0,0005), 3 semaines & 87,23 : p0,0001), et 4 semaines,(@E 46,08 :
p=0,0002) avec les deux doses appliquées. Pauraillaucun effet dose n’'a été signalé au
cours de toutes les périodes testées (D1 vs D2 gSQ@,9585 ; S2 : q=1,373 ; S3: 09=2,112;
S4 :q=0,5417).

En ce qui concerne les juvéniles, cette activitérgua également une augmentation
significative a 3 semaines de traitementgA5,04 ; p=0,0046) avec les 2 doses appliquées,
et & 4 semaines {6=10,1 ; p=0,0120) avec la dose la plus forte (D&)sdar contre, aucun
effet n’a été signalé au cours de la premiére delaxieme semaine de traitement{®5).
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Figure 26. Effet du TSP (D1 et D2) sur 'activité spécifigdes GSTs (UM/min/mg de protéines) chez
les adultegA) et les juvénilegB) d’A. caliginosa(m = SEM, n=3 pools contenant chacun 50 mg de
tissu frais) : Test HSD de Tukey.

41 )

—



Résultats

3.2.1.3. Efficacité comparée des engrais sur I'aciié des GSTs chez les adultes

Le classement par ordre croissant des \@laolyennes concernant la premiéere dose (D1)
réalisé grace au test HSD de Tukey a permis difientl seul groupe a une semaine
renfermant les témoins et les traités, 2 groupesoats de la deuxieme semaing 85,717 ;
p=0,0217), un groupe qui englobe les témoins,riegs NPK et un second groupe compose
des traités au TSP. A la troisieme & 12,81 ; p=0,0020) et & la quatrieme semaing=F
16,89 ; p=0,0008), deux groupes sont égalementtatéss le premier groupe formé des

témoins seuls et un second groupe constitué destadgtements (Tableau 20).

Concernant les traités avec le TSP et le NPK aodsel2, le classement relatif a I'activité des
GSTs (Tableau 21), a permis d’identifier 1 seulugp®a une semaine contenant les témoins et
les traités, 2 groupes au cours de la deuxiemeisen@g &= 15,47 ; p=0,0011), la troisieme
(Fss&= 32,52 ; p0,0001) et la quatrieme semalfig s= 27,21 ; p=0,0002) ; un premier groupe
englobe les témoins et le second renferme legsrpiar NPK et TSP. On peut conclure que
les deux engrais ont un effet similaire sur ce laiaqueur.

Tableau 20. Classement par ordre croissant de l'activité sjppef des GSTs (UM/min/mg de
protéines), chez les adultedcaliginosa apres traitement a la Dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins 17,60 a

Semaine 1 NPK D1 18,21 a >0,05
TSP D1 19,29 a
Témoins 17,75 a

Semaine 2 NPK D1 19,31 a 0,021
TSP D1 20,36 b
Témoins 17,63 a

Semaine 3 NPK D1 20,17 b 0,002
TSP D1 20,97 b
Témoins 17,71 a

Semaine 4 NPK D1 21,06 b 0,0008
TSP D1 21,64 b
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Tableau 21. Classement par ordre croissant de l'activité $pgE des GSTs (UM/min/mg de
protéines), chez les juvénilesid’caliginosa aprés traitement a la dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins 17,60 a

Semaine 1 NPK D2 18,74 a >0,05
TSP D2 19,58 a
Témoins 17,75 a

Semaine 2 NPK D2 19,83 b 0,001
TSP D2 20,74 b
Témoins 17,63 a

Semaine 3 NPK D2 20,66 b 0,0002
TSP D2 21,44 b
Témoins 17,71 a

Semaine 4 NPK D2 21,43 b <0,0001
TSP D2 21,83 b

3.2.1.4. Efficacité comparée des engrais sur I'aciié des GSTs chez les juvéniles

Le classement par ordoeoissant des valeurs moyennes concernant la memeiéla
deuxieme dose (D1, D2) (Tableaux 22, 23) réaliseagrau test HSD de Tukey a permis
d’identifier un seul groupe constitué des témoinsles traités par le NPK et le TSP pour
toutes les périodes de traitement : semaine 1e243p>0,05).

Tableau 22. Classement par ordre croissant de l'activité djgg@ des GSTs (uM/min/ mg de
protéines), chez les juvénilesfd’caliginosa aprées traitement a la Dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins 18,65 a

Semaine 1 NPK D1 19,12 a >0,05
TSP D1 19,33 a
Témoins 17,99 a

Semaine 2 NPK D1 19,90 a
TSP D1 20,10 a >0,05
Témoins 19,03 a

Semaine 3 NPK D1 20,12 a >0,05
TSP D1 20,33 a
Témoins 18,36 a

Semaine 4 NPK D1 20,32 a >0,05
TSP D1 20,56 a
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Tableau 23. Classement par ordre croissant de l'activité djge@ des GSTs (uM/min/ mg de
protéines), chez les juvénilesfd’caliginosa aprés traitement a la Dose 2 : test HSD de Tukey

Témoins 18,65 a

Semaine 1 TSP D2 19,59 a >0,05
NPK D2 20,59 a
Témoins 17,99 a

Semaine 2 TSP D2 20,15 a
NPK D2 21,15 a >0,05
Témoins 19,03 a

Semaine 3 TSP D2 20,87 a
NPK D2 22,53 a >0,05
Témoins 18,36 a

Semaine 4 TSP D2 21,12 a
NPK D2 23,45 a >0,05

3.2.2. Taux du GSH chez les adultes et les juvérsle

3.2.2.1. Effets du NPK

Le taux du GSH (uM/mg de protéines) chez les jueénét les adultes A caliginosa
traités avec le NPK (D1 et D2), est mentionnée dafigure 27 (A et B).
Les résultats révelent une diminution significatdes ce taux apres 2 semaineggfd1,53 ;
p=0,0003), 3 semaines (& 38,85 ; p=0,0004) et 4 semaines de traitemeng=(A24,5 ;
p<0,0001) avec les deux doses appliquées. Tandiscgtte,diminution est signalée au cours
de la premiére semaine apres traitement avec ka ldoglus forte (F=13,2 ; p=0,064). Par
ailleurs, la comparaison par le Test HSD de Tukey,révéle aucune différence entre les
doses testées (D1 vs D2 : S1:q=3,272; S2: §28 : 0=2,203 ; S4: q=1,723).

Les mémes observations ont été constatées chgaviasles, ou on a noté une diminution
significative du taux du GSH apres traitement daedose la plus forte du NPK a 1 semaine
(F2,6=13,85 ; p=0,0065) et 3 semaines de traitemerd=(£9.55 ; p=0.0024) et avec les deux
doses appliquées a 2 semaines £B0.54 ; p=0,0003) et 4 semaines de traitement
(F2,6=70,39 ; p0,0001). Par ailleurs, la comparaison par le TESDHle Tukey, révéle un
effet dose au cours de toutes les périodes tedddess D2 : S1 : p= 0,0187 ; S2 : p=0,0031 ;
S3: p=0,0370 ; S4 : p=0,0086).
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Figure 27.Effet du NPK (D1 et D2) sur le taux du GSH (uM/nhg protéines) chez les adul{@g et
les juvénilegB) d’A. caliginosa(m + SEM, n=3 pools contenant chacun 50 mg de fis8s) : Test
HSD de Tukey.

3.2.2.2. Effets du TSP

Le taux du GSH (uM/mg de protéines) chezaegltes et les juvéniles A’ caliginosa
traités avec le TSP (D1 et D2), est mentionné thafigure 28 (A et B).
Les résultats du taux du GSH obtenus chez lesesdaibntrent une diminution significative
apres traitement avec les deux doses appliquée@-a413,4 ; p=0,0061), a 2 §=35,03 ;
p=0,0003), a 3 (F=63,29 ; p0,0001), et a 4 semaines de traitemept£52,99 ; p<0,0001).
De plus, la comparaison par le Test HSD de Tukeyréavele aucune différence entre les
doses testées (D1 vs D2 : S1:q=1,755; S2: 81,93 : q=0,8348 ; S4 : q=3,132).

Concernant les juvéniles, le traitement n’exerceuaueffet sur le taux du GSH pour la
premiére semaine ¥0,05). Tandis qu'apres 2 (23,31 : p=0,0015) et 3 semaines de
traitement (£¢=7,884 : p=0,0209), on note une dimunition sigaifive apres traitement avec
la dose la plus forte. Concernant la quatrieme s@{& 21,8 : p=0,0018), une diminution
du taux du GSH est signalée apres traitement @ageddux doses appliquées. Par ailleurs, la
comparaison par le Test HSD de Tukey, ne révelaraudifférence entre les doses testées
(D1 vs D2: S3:0=3.261; S4 : g=1.196). De plusetfet dose a été remarqué a 2 semaines
(D1vs D2 : S2: p=0.0097).
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Figure 28.Effet du TSP (D1 et D2) sur le taux du GSH (uM/degprotéines) chez les adul(dg et

les juvénilegB) d’A. caliginosa(m + SEM, n=3 pools contenant chacun 50 mg de fisss) : Test
HSD de Tukey.

3.2.2.3. Efficacité comparée des engrais sur le tadu GSH chez les adultes

Un classement par ordre décroissant du taux du €&S$hhentionné dans le tableau 24.
Les résultats mettent en évidence I'existence d dgoupes pour les traités a la Dose 1,
apres une semaine de traitemerggsf8,893 ; p=0,0063), le premier groupe est formé des
témoins et du NPK et le deuxieme constitué du TSP .semaines (f=28,38 ; p<0,0001), a
3 semaines @%=38,78; p0,0001) et a 4 semaines de traitement, deux grospes

également constatés, un groupe représenté parnesns, et un second groupe par les deux
traitements.

Pour les traités avec la Dose 2, le classementifralataux du GSH (Tableau 25), révéle
I'existence de 3 groupes distincts aprés une sardentraitement gw=41,24 ; p<0,0001),
chacun étant constitué d’'une série. Concernantelaxidme (E£¢=99,58 ; p:0,0001), la
troisieme (792,17 ; p:0,0001) et la quatrieme semaine de traitement=F52,9 ;
p<0,0001), 2 groupes ont été identifiés, le premgreprésenté par les témoins, et le second
par le NPK et le TSP.
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Tableau 24.Classement par ordre décroissant du taux du GStfg de protéines), chez les adultes
d’A. caliginosa aprés traitement a la Dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins 0,60 a

Semaine 1 NPK D1 0,58 a 0,006
TSP D1 0,57 b
Témoins 0,61 a

Semaine 2 TSP D1 0,56 b 0,0001
NPK D1 0,56 b
Témoins 0,62 a

Semaine 3 TSP D1 0,55 b <0,0001
NPK D1 0,53 b
Témoins 0,61 a

Semaine 4 NPK D1 0,55 b <0,0001
TSP D1 0,55 b

Tableau 25.Classement par ordre décroissant du taux du GSthfg de protéines), chez les adultes
d’A. caliginosa aprés traitement a la Dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins 0,60 a

Semaine 1 TSP D2 0,57 b <0,0001
NPK D2 0,56 c
Témoins 0,61 a

Semaine 2 TSP D2 0,55 b <0,0001
NPK D2 0,55 b
Témoins 0,61 a

Semaine 3 TSP D2 0,55 b <0,0001
NPK D2 0,55 b
Témoins 0,61 a

Semaine 4 TSP D2 0,53 b <0,0001
NPK D2 0,52 b

3.2.2.4. Efficacité comparée des traitements sur taux du GSH chez les juvéniles

Un classement par ordre croissant du tau$s8tl est mentionné dans le tableau 26. Les
résultats mettent en évidence l'existence d’'un gealipe chez les traités a la Dose 1, apres
une et trois semaines de traitement (p>0,05). Baqde, 2 groupes sont constatés pour la
deuxieme (k66,45 ; p=0,0320) et la quatrieme semaings£B0,86 ; p:0,0001), le premier

composeé des témoins, et le second formé des traités

Pour les traités a la Dose 2, le classement raatifaux du GSH (Tableau 27), a permis de
mettre en évidence 2 groupes distincts aprés ungise de traitement §E=14,77 ;
p=0,0048) ; le premier se compose des témoinsigddrpar le TSP, et le second contient les
traités par le NPK. A deux §6=34,6 ; p=0,0005), a trois {&=16,66 ; p=0,0036) et a quatre
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semaines de traitement,(&27,02 ; p=0,0010), deux groupes ont été égalerdentifiés ; le

premier comporte les témoins et un second renfé&emeaités par le NPK et le TSP.

Tableau 26. Classement par ordre décroissant du taux du G3MInfg de protéines), chez les
juvéniles dA. caliginosa apres traitement a la Dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins 0,65 a

Semaine 1 TSP D1 0,65 a >0,05
NPK D1 0,63 a
Témoins 0,66 a

Semaine 2 TSP D1 0,62 b 0,0320
NPK D1 0,61 b
Témoins 0,65 a

Semaine 3 TSP D1 0,60 a >0,05
NPK D1 0,57 a
Témoins 0,65 a

Semaine 4 NPK D1 0,53 b <0,0001
TSP D1 0,52 b

Tableau 27. Classement par ordre décroissant du taux du GOMInfg de protéines), chez les
juvéniles dA. caliginosa apres traitement a la Dose 2 : test HSD de Tukey

Témoins 0,65 a

Semaine 1 TSP D2 0,63 a 0,0048
NPK D2 0,54 b
Témoins 0,66 a

Semaine 2 TSP D2 0,56 b 0,0005
NPK D2 0,53 b
Témoins 0,65 a

Semaine 3 TSP D2 0,53 b 0,0036
NPK D2 0,48 b
Témoins 0,65 a

Semaine 4 TSP D2 0,49 b 0,0010
NPK D2 0,45 b

3.2.3. Activité de la GPx chez les adultes et las/gEniles
3.2.3.1. Effet du NPK

L’activité spécifique de la GPx (uUM/min/mg de piiogs) chez les juvéniles et les adultes
d’A. caliginosatraités avec le NPK (D1 et D2), est mentionnéesdarigure 29 (A et B).

Le traitement des adultes ne provoque aucun gffél,Q5) sur ce biomarqueur au cours des

périodes testées et avec les deux doses applipaeespport aux témoins.
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Concernant les juvéniles, les résultats obtenustm@minune augmentation significative de
I'activité spécifique de ce biomarqueur au coursadeemaine 1 (=8,864 ; p=0,0162) et la
semaine 4 (F=9,949 ; p=0,0124) aprés traitement avec les 2sdappliquées. En ce qui
concerne la semaine 357,402 ; p=0,0240), cette augmentation signifieast signalée
apres traitement avec la dose la plus forte. Tamaiés pour la semaine 2, aucune différence
significative n’a été signaléexp,05). Aucun effet dose n’a été signalé a tousde®ps testés
(D1vs D2:S1:9=0,9591; S3:0=1,098 ; S4 :,436).
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Figure 29. Effet du NPK (D1 et D2) sur I'activité spécifiquie la GPx (UM/min/mg de protéines)
chez les adulte@) et les juvénilegB) d’A. caliginosa(m + SEM, n=3 pools contenant chacun 50 mg
de tissu frais) : Test HSD de Tukey.

3.2.3.2. Effet du TSP

L’activité spécifique de la GPx (uM/min/mg de @oies) chez les juvéniles et les adultes
d’A. caliginosatraités avec le TSP (D1 et D2), est mentionnés tafigure 30 (A et B).
Les résultats mentionnés dans la Figure 31A, moniee augmentation significative de
I'activité speécifique de ce biomarqueur chez leglted traités avec les 2 doses appliquées, a 2
(F2,6=12,63 ; p=0.0071), et 4 semaines de traitemen=F581 ; p=0.0228). Tandis qu’aucun
effet n'a été signalé au cours de la premiere gblaieme semaine de traitement@5). De
plus, la comparaison par le Test HSD de Tukey,éenele aucune différence entre les doses
testées (D1 vs D2 : S2: q=0,5765 ; S4 : q=0,4785).

Les mémes observations ont été constatées ch@wéssles, ou on a noté une induction du
systeme de détoxication par l'application des deloses du TSP, traduite par une
augmentation de l'activité spécifique de la GPgreta & une semaine, (13,81 ; p=0,0057),

et a 3 semaines de traitement 5,851 ; p=0,0389) avec la dose la plus forte. ©&nd

gu’aucun effet n’a été signalé au cours de la seenaiet 4 (p0,05). De plus, la comparaison
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par le Test HSD de Tukey, ne révele aucune diffé&ramtre les doses testées (D1 vs D2 : S1:
0=0,7837 ; S3: g=0,4155).
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Figure 30.Effet du TSP (D1 et D2) sur 'activité spécifigde la GPx (LM/min/mg de protéines) chez
les adultegA) et les juvénilegB) d’A. caliginosa(m + SEM, n=3 pools contenant chacun 50 mg de
tissu frais) : Test HSD de Tukey.

3.2.3.3. Efficacité comparée des traitements suattivité spécifique de la GPx chez

les adultes

Le classement croissant des valeurs moyarorernant la premiére dose (D1) (Tableau
28) a permis de mettre en évidence 1 seul groupeoars de toutes les périodes testées,

renfermant les témoins et les traités par le NPl€ &SP (p>0,05).

Concernant la Dose 2, le classement relatif aiVaétde la GPx (Tableau 29), a permis de
mettre en évidence deux groupes pour la premiaraise (g=15,85; p=0,0010) et la
deuxiéme semaine {E=16,88 ; p=0.0008), le premier groupe contient tla®moins et les
traités par le NPK et un second constitué parrkages avec le TSP. Pour la troisieme et la

guatrieme semaine, un seul groupe de moyennescargtate (p>0,05).

Tableau 28. Classement par ordre croissant de l'activité djgee de la GPx (uM/min/mg de
protéines), chez les adulteg\dcaliginosa apres traitement a la Dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins 0,53 a
Semaine 1 NPK D1 0,57 a >0,05
TSP D1 0,59 a
Témoins 0,54 a
Semaine 2 NPK D1 0,57 a 0,037
TSP D1 0,59 a
Témoins 0,54 a
Semaine 3 NPK D1 0,57 a >0,05
TSP D1 0,59 a
. &moi 0,55 a
Semaine 4 L%T(OIIDnlS 057 a >0,05
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TSP D1 0,59 a

Tableau 29. Classement par ordre croissant de l'activité djpge de la GPx (UM/min/mg de
protéines), chez les adulteg\dcaliginosa apres traitement a la Dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins 0,53 a

Semaine 1 NPK D2 0,58 a 0,001
TSP D2 0,60 b
Témoins 0,54 a

Semaine 2 NPK D2 0,58 a 0,008
TSP D2 0,60 b
Témoins 0,54 a

Semaine 3 NPK D2 0,58 a 0,010
TSP D2 0,60 a
Témoins 0,55 a

Semaine 4 NPK D2 0,58 a 0,039
TSP D2 0,60 a

3.2.3.4. Efficacité comparée des engrais slactivité spécifique de la GPx chez les

juvéniles

Le classement croissant des valeurs moyetoraernant la premiére dose (D1) (Tableau
30) a permis de mettre en évidence 1 groupe de mnegeau cours de la premiére, la
deuxieme, et la quatrieme semaine de traitemerd,(p). Par contre a 3 semaines apres
traitement, on constate 2 groupes de moyennegs6E373, p=0.0163, le premier formé par

les témoins et les traités par le TSP et un seconstitué des traités par le NPK.

Concernant les traités a la Dose 2, le classensdatifra I'activité de GPx (Tableau 31), a
permis d'identifier 1 seul groupe de moyennes & tes temps testés>(p,05).

Tableau 30. Classement par ordre croissant de l'activité djgee de la GPx (uM/min/mg de
protéines), chez les juvénilesfd’caliginosa aprées traitement a la Dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins 0,57 a

Semaine 1 NPK D1 0,62 a >0,05
TSP D1 0,65 a
Témoins 0,58 a

Semaine 2 NPK D1 0,63 a >0,05
TSP D1 0,65 a
Témoins 0,58 a

Semaine 3 TSP D1 0,65 a 0,0163
NPK D1 0,66 b
Témoins 0,60 a

Semaine 4 TSP D1 0,65 a >0,05
NPK D1 0,68 a
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Tableau 31. Classement par ordre croissant de l'activité djgge de la GPx (uM/min/mg de
protéines), chez les juvénilesid’caliginosa aprées traitement a la Dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins 0,57 a

Semaine 1 NPK D2 0,63 a >0,05
TSP D2 0,66 a
Témoins 0,58 a

Semaine 2 TSP D2 0,66 a >0,05
NPK D2 0,67 a
Témoins 0,58 a

Semaine 3 TSP D2 0,66 a 0,0259
NPK D2 0,68 a
Témoins 0,60 a

Semaine 4 TSP D2 0,66 a >0,05
NPK D2 0,70 a

3.2.4. Activité de la LDH chez les adultes et leayéniles

3.2.4.1. Effet du NPK

L’activité spécifique de la lactate déshydrogénase (LDH) (niklimg de protéines) chez
les juvéniles et les adultesAd’ caliginosatraités avec le NPK (D1 et D2), est mentionnée
dans la figure 31 (A et B).
Les résultats obtenus chez les adultes ne mordtenin effet traitement sur ce biomarqueur
avec les deux doses appliguées au cours de topéezitale testée §0,05).

Concernant les juvéniles, les résultats montreataugmentation significative de 'activité de
la LDH a une semaine {g=19 ; p=0,0025), a 2 ¢=24,96 ; p=0,0012), a 3 {E17,78;
p=0,0030) et a 4 semaines (13,38 ; p=0,0061) aprés traitement avec la dopukaforte.
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Figure 31. Effet du NPK (D1 et D2) sur I'activité spécifique la LDH (uM/min/mg de protéines)
chez les adulte@®\) et les juvénile¢B) d’A. caliginosa(m + SEM, n=3 pools contenant chacun 50 mg
de tissu frais) : Test HSD de Tukey.

52 )

—



Résultats

3.2.4.2. Effet du TSP

L’activité spécifique de la LDH (uM/min/mg de proiés) chez les juvéniles et les
adultes dA. caliginosatraités avec le TSP (D1 et D2), est montrée dafiglire 32 (A et B).
Concernant les adultes, le traitement a induit angmentation significative de I'activité
spécifigue de ce biomarqueur aprés traitement daedose la plus forte a 4 semaines
(F2,6=7,064 ; p=0,0265). Tandis qu’aucune difféerenceété@asignalée au cours de la premiére,
la deuxiéme et la troisieme semaine de traitenpertt,05).

Pour les juvéniles, les résultats montrent une amgation significative de I'activité
spécifique du LDH apres traitement avec la dosells forte a 1 semaine {E13.07 ;
p=0,0065), a 2 (I=7.765 ; p=0.0216), 3 =67.16 ; p:0.0001) et & 4 semaines, £90.96;
p<0.0001) apres traitement avec les deux doses agelq Par ailleurs, la comparaison par
le Test HSD de Tukey, ne révele aucune difféeremteedes doses testées (D1 vs D2 : S2:
0=0.4272 ; S3:q=1.887; S4 : q=0.9454).
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Figure 32. Effet du TSP (D1 et D2) sur l'activité spécifiqde la LDH (uM/min/mg de protéines)

chez les adulte@®\) et les juvénile¢B) d’A. caliginosa(m + SEM, n=3 pools contenant chacun 50 mg
de tissu frais) : Test HSD de Tukey.

3.2.4.3. Efficacité comparée des traitements suraktivité spécifique de la LDH chez
les adultes

Le classement croissant des valeurs moyetoreernant la dose 1 et la dose 2 (Tableaux
32 et 33) a permis de mettre en évidence un seulpgrconstitué des témoins et des traités
(NPK et TSP) au cours des périodes testeed, () et cela aussi bien chez les adultes que
chez les juvéniles, sauf a 4 mois de traitementl@aSP avec la plus forte dose chez les
adultes, ou on a noté 2 groupes de moyennes, up@gformé des témoins et des traités par
le NPK et un second constitué des traités par R. TS

53 |

—



Résultats

Tableau 32. Classement par ordre croissant de l'activité djgee de la LDH (uM/min/mg de
protéines), chez les adulteg\dcaliginosa apres traitement & la Dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins 112,64 a

Semaine 1 NPK D1 114,33 a >0,05
TSP D1 115,02 a
Témoins 112,67 a

Semaine 2 NPK D1 114,99 a >0,05
TSP D1 113,41 a
Témoins 114,67 a

Semaine 3 NPK D1 115,24 a >0,05
TSP D1 117,02 a
Témoins 114,01 a

Semaine 4 NPK D1 116,21 a >0,05
TSP D1 117,28 a

Tableau 33. Classement par ordre croissant de l'activité dipgge du LDH (UM/ min/ mg de
protéine), chez les adultesAd’caliginosa apres traitement a la Dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins 112,64 a

Semaine 1 NPK D2 114,99 a >0,05
TSP D2 116,79 a
Témoins 112,67 a

Semaine 2 NPK D2 115,32 a >0,05
TSP D2 117,23 a
Témoins 114,67 a

Semaine 3 NPK D2 116,53 a >0,05
TSP D2 118,01 a
Témoins 114,01 a

Semaine 4 NPK D2 117,21 a 0,032
TSP D2 119,23 b

3.2.4.4. Efficacité comparée des traitements suraktivité spécifique de la LDH chez

les juvéniles

Le classement croissant des valeurs moyecmesernant les traités a la premiére dose

(D1) (Tableau 34) a permis de mettre en évidencgeuhgroupe constitué des témoins et des
deux traités (NPK et TSP) au cours des périodésee$p0,05).

Concernant les traités a la Dose 2, le classensdatifra I'activité spécifique de la LDH

(Tableau 35), a permis de mettre en évidence 2pgwle moyennes pour la premiére
(F36=6,526 ; p=0,0153), la deuxieme 316,29 ; p=0,0009), la troisieme 3(E13,42 ;
p=0,0017) et la quatrieme semaine de traitemeyd=6,63 ; p=0,0008), le premier groupe
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composé des témoins et des traités avec le TSPdeukiéme groupe renferme les traités par
le NPK.

Tableau 34. Classement par ordre croissant de l'activité djgee de la LDH (uM/min/mg de
protéines), chez les juvénilesAd’caliginosa apres traitement a la Dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins 114,78 a

Semaine 1 TSP D1 117,66 a >0,05
NPK D1 119,03 a
Témoins 114,78 a

Semaine 2 TSP D1 118,89 a >0,05
NPK D1 120,12 a
Témoins 115,32 a

Semaine 3 TSP D1 120,59 a >0,05
NPK D1 121,37 a
Témoins 116,44 a

Semaine 4 TSP D1 120,80 a >0,05
NPK D1 122,59 a

Tableau 35. Classement par ordre croissant de I'activité spppaf de la LDH (UM/min/ mg de
protéines), chez les juvénilesAd’caliginosa apres traitement a la Dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins 114,78 a

Semaine 1 TSP D2 118,56 a 0,0153
NPK D2 127,78 b
Témoins 114,78 a

Semaine 2 TSP D2 119,42 a 0,0009
NPK D2 128,60 b
Témoins 115,32 a

Semaine 3 TSP D2 121,54 a 0,0017
NPK D2 129,59 b
Témoins 116,44 a

Semaine 4 TSP D2 122,30 a 0,0008
NPK D2 130,86 b

3.3. Effet des engrais chimiques sur la compositidsiochimique des vers de terre
3.3.1. Effet sur le taux de protéines totales chézs adultes et les juvéniles
3.3.1.1. Effet du NPK

Le taux de protéines totales (ug/mg de protéiohsy les adultes et les juvénileAd’
caliginosatraités avec le NPK (D1 et D2), est mentionné darfigure 33 (A et B).
Concernant les adultes, les résultats révelentdimenution significative de ce contenu a 2
semaines (F=14,71 ; p=0,0049) et 4 semaines de traitemerg=F4,35 ; p=0,0052) avec les

55 |

—



Résultats

deux doses appliquées. Une diminution significativité également signalée apres traitement
avec la forte dose a la troisieme semaing£%,724 ; p=0,0131). Concernant la premiere

semaine, aucun effet n’a été signalé pour les deags appliquées.

En ce qui concerne les juvéniles, les résultatstranhune diminution significative du taux
de protéines totales apres traitement avec laldgskels forte pour la semaine 3,E13,48 ;
p=0,0060), et avec les deux doses pour la semaif® #29,16 ; p=0,0008). Par contre,
aucun effet n'a été signalé a la premiere et laxidewe semaine pour les deux doses
appliguées (p0,05). De plus, la comparaison par le Test HSD uley révele un effet dose a
4 semaines de traitement (D1 vs D2 : S4 : p=0,0141)
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Figure 33. Effet du NPK (D1 et D2) sur le taux de protéingg/(ng de poids frais) chez les adultes
(A) et les juvénilegB) d’A. caliginosa(m £ SEM, n=3 pools contenant chacun 50 mg de fisgs) :
Test HSD de Tukey.

3.3.1.2. Effet du TSP

Le taux de protéines totales (ng/mg de pmewi chez les juvéniles et les adultea.d’
caliginosatraités avec le TSP (D1 et D2), est présenté ldaingure 34 (A et B).
Concernant les adultes A’ caliginosa,les résultats montrent une diminution significativ
apres 2 semaines{E19,14 ; p=0,0025) et 4 semaines de traitemen=¢g4,2 ; p=0,0013)
avec les deux doses (D1 et D2). En ce qui conc&npremiere semaine {=7,63;
p=0,0225) et la troisieme semaine de traitemeng=®,335 ; p=0,0144), le taux de protéines
subit une diminution significative aprés traitemeamec la dose la plus forte par rapport aux
témoins. Par ailleurs, la comparaison par le T&DHe Tukey, ne révéle aucune différence
entre les doses testées (D1 vs D2 : S2 : q=1,522 9=0,8206 ; S3:q=1,7 ; S4 : 9=1,79).
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Les mémes observations ont été constatées chpwésles, ou on a noté une diminution du
taux de protéines totales et cela a tous les tdegiés . semaine 148,644 ; p=0,0171),
semaine 2 (F=17,83; p=0,0030), semaine 3,§478,9; p0,0001) et semaine 4
(F2,6=65,9 ; p<0,0001) de traitement. De plus, la comparaisonl@arest HSD de Tukey
révéle un effet dose (D1 vs D2 : S2 : p=0,0423 ; $3,0001 ; S4 : p=0,0176).
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Figure 34. Effet du TSP (D1 et D2) sur le taux de protéineg/ihg de poids frais) chez les adultes
(A) et les juvénilegB) d’A. caliginosa(m = SEM, n=3 pools contenant chacun 50 mg de fisds) :
Test HSD de Tukey.

3.3.1.3. Efficacité comparée des traitements sur taux de protéines chez les adultes

Le classement décroissant des valeurs mogenoacernant la premiere dose (D1)
(Tableau 36) a permis d'identifier 1 seul groupecaurs de la premiére semaine (p>0,05) ;
renfermant toutes les séries. Concernant la deexgagmaine (§5=16,68 ; p=0,0008), deux
groupes ont été identifies ; le premier constites démoins seuls et le second groupe
renferme les deux traitements (NPK et TSP). A3%%b6,515 ; p=0,0153) et & 4 semaines de
traitement (5¢=9,826 ; p=0,0047), deux groupes de moyennes énégalement identifiés,
un groupe formeé des témoins et des traités parPK Bt un second groupe composé des
traités au TSP.

Concernant les traités a la Dose 2, le classenmé&mbidsant (Tableau 37), a permis de mettre
en évidence 2 groupes de moyennes a tous les téssfiss : semaine 1 {F11,83;
p=0,0026), semaine 2 {E=4,909 ; p=0,0320), semaine 315,75 ; p=0,0010) et semaine
4 de traitement &=18,5; p=0,0006) ; le premier groupe englobe &undins seuls et le
second renferme les traités par le NPK et le TSRUA effet dose n’a été enregistré au cours

des périodes étudiées.
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Tableau 36.Classement par ordre décroissant du taux de pestéug/mg de tissu frais), chez les
adultes dA. caliginosaapres traitement a la Dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins 19,58 a

Semaine 1 NPK D1 18,21 a <0,05
TSP D1 17,49 a
Témoins 20,92 a

Semaine 2 NPK D1 18,65 b 0,0008
TSP D1 17,82 b
Témoins 21,69 a

Semaine 3 NPK D1 19,31 a 0,015
TSP D1 18,60 b
Témoins 22,41 a

Semaine 4 NPK D1 19,45 a 0,004
TSP D1 18,72 b

Tableau 37.Classement par ordre décroissant du taux de pestéjug/mg de poids frais), chez les
adultes dA. caliginosaapres traitement a la Dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins 19,58 a

Semaine 1 NPK D2 17,50 b 0,002
TSP D2 16,88 b
Témoins 20,92 a

Semaine 2 NPK D2 18,11 b 0,0001
TSP D2 17,46 b
Témoins 21,69 a

Semaine 3 NPK D2 18,07 b 0,001
TSP D2 17,36 b
Témoins 22,41 a

Semaine 4 NPK D2 18,75 b 0,0006
TSP D2 18,12 b

3.3.1.4. Efficacité comparée des traitemenssir le taux de protéines chez les juvéniles

Le classement décroissant des valeurs mogeooacernant la premiere dose (D1)

(Tableau 38) réalisé grace au test HSD de Tukegriais d’'identifier 2 groupes au cours de
la premiere (E&=7,393; p=0,0108) et la troisieme semaine de emaint (5g=38,22 ;

p<0,0001) ; dont le premier groupe renferme les témet les traités par le NPK et le second

contient les traités par le TSP. Deux groupes sgalement constatés pour la semaine 2

(F3g=27,2 ; p=0,0002), un groupe constitué des témemss, et le second comprend les
traités par le NPK et le TSP. Par contre a quatmames de traitement (73,36 ;

p<0,0001), 3 groupes sont signalés, chacun étantittand’une série.

Concernant les traités a la Dose 2, le classenmémbidsant (Tableau 39), a permis de mettre

en évidence un seul groupe de moyennes pour laignemt la deuxiéme semaine de

—
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traitement, renfermant les témoins et les traifg9,05). Concernant la troisieme semaine
(F3,5=28,16 ; p=0,0001) ; trois groupes sont enregisti@gcun étant constitué d’'une série. A
4 semaines de traitement; 44,5 ; p<0,0001) ; 2 groupes sont signalés, un groupe témoin
seul, et un second groupe renfermant les deueitnaits.

Tableau 38.Classement par ordre décroissant du taux de pestéjug/mg de poids frais), chez les
juvéniles dA. caliginosa apres traitement a la Dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins 5,61 a

Semaine 1 NPK D1 5,31 a 0,0108
TSP D1 4,09 b
Témoins 6,98 a

Semaine 2 NPK D1 5,97 b 0,0002
TSP D1 5,15 b
Témoins 10,97 a

Semaine 3 NPK D1 10,20 a <0,0001
TSP D1 7,57 b
Témoins 15,97 a

Semaine 4 NPK D1 13,30 b <0,0001
TSP D1 8,39 c

Tableau 39.Classement par ordre décroissant du taux de pestéjug/mg de poids frais), chez les
juvéniles dA. caliginosa apres traitement a la Dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins 5,61 a

Semaine 1 NPK D2 5,28 a >0,05
TSP D2 4,70 a
Témoins 6,98 a

Semaine 2 NPK D2 5,40 a >0,05
TSP D2 6,30 a
Témoins 10,97 a

Semaine 3 NPK D2 8,29 b 0,0001
TSP D2 7,75 c
Témoins 10,97 a

Semaine 4 NPK D2 8,29 b <0,0001
TSP D2 7,75 b

3.3.2. Effet sur le taux de glucides totaux chezdadultes et les juvéniles

3.3.2.1. Effet du NPK

Le taux de glucides chez les juvéniles et les aduffA. caliginosatraités avec le NPK

(D1 et D2), est mentionnée dans la figure 35 (B)et
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Concernant les adultes, les résultats obtenus erdanine diminution significative du contenu
en glucides seulement a 3 semaines de traitemeaveetla dose la plus forte,(£11,89 ;
p=0,0082). Tandis qu'aucun effet n'a été signalecawrs de la premiere, la deuxieme et la

quatrieme semaine de traitement avec les deux dpgdisuées (p0,05).

Pour les juvéniles, les résultats mentionnés danBigure 35B montrent une diminution
significative du contenu en glucides totaux apragetment avec les deux doses du NPK et
cela pour la semaine 1 fE1247 ; p<0,0001), la semaine 2 {E324,3; p0,0001), la
semaine 3 (F=28509 ; p0,0001) et la semaine 4 (4218 : p0,0001). Par ailleurs, un
effet dose a été signalé seulement a 4 semainesitgenent (D1 vs D2 : S4 : p=0,0350).
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Figure 35. Effet du NPK (D1 et D2) sur le taux de glucideg/fng de poids frais) chez les adultes
(A) et les juvénilegB) d’A. caliginosa(m £ SEM, n=3 pools contenant chacun 50 mg de fisgs) :
Test HSD de Tukey.

3.3.2.2. Effet du TSP

Le taux de glucides (ug/mg de protéines) dagadultes et les juvénilesAd’caliginosa
traités avec le TSP (D1 et D2), est mentionnée tafigure 36 (A et B).
Les résultats chez les adultes montrent une dimoimignificative apres traitement avec la
dose la plus forte, a la premiere 5,441 ; p=0,0449) et la deuxieme semaing$b,935 ;
p=0,0378). A 3 semaines de traitement, les dewesl@ppliquées affectent ce composé
biochimique (£6=9,875 ; p=0,0127). Tandis qu’aucun effet n'a éghaé a 4 semaines de
traitement (p0,05).

Concernant les juvéniles, les résultats révélemt diminution significative du taux de ce
composé énergétique apres traitement avec les deses testées a 1 ,E27,87:
p<0,0001), 2 (F¢=674,9 : p:0.0001), 3 (F¢=23550: p0,0001) et 4 semaines,(E12698 :
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p<0,0001). Par ailleurs, la comparaison par le T&dDHe Tukey, ne révéle aucun effet dose
(D1vsD2:S1:0=1,736;S2:0=2,825; S3: §93,; S4 : q=0,01734).
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Figure 36. Effet du TSP (D1 et D2) sur le taux de glucideg/pg de poids frais) chez les adul{é3
et les juvénilegB) d’A. caliginosa(m + SEM, n=3 pools contenant chacun 50 mg de frsgs) : Test
HSD de Tukey.

3.3.2.3. Efficacité comparée des traitements sur taux de glucides chez les adultes

Le classement décroissant des valeurs moyennesroamt la premiere dose (D1)
(Tableau 40) réalisé grace au test HSD de Tukegrmis d’'identifier 2 groupes au cours de
la deuxieme (£s=5,885; p=0,0204) et la troisieme semaine de etmadént (;3¢=6,775;
p=0,0138), le premier constitué des témoins ettdetes par le NPK et le second groupe
renferme les traités par le TSP. Par contre, uhgseupe constitué des témoins et des traités

a été enregistrée au cours de la premiere et lai¢ua semaine (p0,05).

Concernant les traités a la Dose 2, le classen@mobidsant (Tableau 41), a permis de mettre
en évidence un seul groupe de moyennes au codssptemiere et la quatrieme semaine (p
>0,05). Concernant la semaine 2; ££6,683 ; p=0,0143), 2 groupes de moyennes ont été
identifiés ; le premier constitué des témoins et ttaités par le NPK et le second groupe
renferme les traités par le TSP. Pour la semaiffe 811,01 ; p=0,0033), deux groupes ont
eégalement été constatés, un groupe formé des térseins et un second groupe constitué des
traités par le NPK et le TSP.
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Tableau 40.Classement par ordre décroissant du taux de @sididg/mg de tissu frais), chez les

adultes dA. caliginosaapres traitement a la Dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins 30,18 a

Semaine 1 NPK D1 28,81 a 0,018
TSP D1 28,09 a
Témoins 32,46 a

Semaine 2 NPK D1 29,46 a 0,020
TSP D1 28,63 b
Témoins 32,50 a

Semaine 3 NPK D1 29,55 a 0,013
TSP D1 28,84 b
Témoins 32,65 a

Semaine 4 NPK D1 30,99 a >0,05
TSP D1 30,26 a

Tableau 41.Classement par ordre décroissant du taux de @siqidg/mg de poids frais), chez les
adultes dA. caliginosaapres traitement a la Dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins 30,18 a

Semaine 1 NPK D2 28,10 a 0,010
TSP D2 27,48 a
Témoins 32,46 a

Semaine 2 NPK D2 28,93 a 0,014
TSP D2 28,27 b
Témoins 32,50 a

Semaine 3 NPK D2 28,30 b
TSP D2 27,60 b 0,003
Témoins 32,65 a

Semaine 4 NPK D2 30,29 a >0,05
TSP D2 29,66 a

3.3.2.4. Efficacité comparée des traitemenssir le taux de glucides chez les juvéniles

Le classemergar ordre déroissant des valeurs moyennes concernant la prerdase
(D1) réalisé grace au test HSD de Tukey a permigentifier 3 groupes a une semaine
(F3g=1107 : p0,0001), & 2 semaines 3(&E55,14 ; p0,0001), a 3 semaines 3(E23269 ;
p<0,0001) et & 4 semaines de traitemept€B870 ; p<0,0001) ; chacun étant constitué d’'une
série (Tableau 42).

Les mémes observations ont été signalées chemitsta la Dose 2, ou on a noté également
3 groupes de moyennes, a la semainez}=A721 ; p<0,0001), la semaine 2 {F= 1124 ;
p<0,0001), la semaine 3 {E 1068 ; p0,0001) et la semaine 4 de traitementgF10677 ;
p<0,0001), chacun étant constitué d’un traitemenbi@au 43).
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Tableau 42.Classement par ordre décroissant du taux de @siidg/mg de poids frais), chez les
juvéniles dA. caliginosa apres traitement a la Dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins 22,48 a

Semaine 1 NPK D1 13,89 b <0,0001
TSP D1 9,19 c
Témoins 18,74 a

Semaine 2 NPK D1 13,62 b <0,0001
TSP D1 9,79 c
Témoins 17,99 a

Semaine 3 NPK D1 13,09 b <0,0001
TSP D1 10,38 c
Témoins 17,87 a

Semaine 4 NPK D1 13,16 b <0,0001
TSP D1 10,36 C

Tableau 43. Classement par ordre décroissant du taux gludidgéng de poids frais), chez les
juvéniles dA. caliginosa apres traitement a la Dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins 22,48 a

Semaine 1 NPK D2 13,60 b <0,0001
TSP D2 9,44 c
Témoins 18,74 a

Semaine 2 NPK D2 13,12 b <0,0001
TSP D2 10,33 c
Témoins 17,99 a

Semaine 3 NPK D2 13,02 b <0,0001
TSP D2 10,30 c
Témoins 17,87 a

Semaine 4 NPK D2 12,96 b <0,0001
TSP D2 10,36 c

3.3.3. Effet sur le taux de lipides totaux chez leglultes et les juvéniles
3.3.3.1. Effet du NPK

Le profil du taux de lipides totaux chez éehiltes et les juvénilesAl’ caliginosatraités
avec le NPK (D1 et D2), est mentionné dans la &¥ (A et B).
Concernant les adultes, les résultats montrentdimelution significative aprés 1 semaine
(F2,6=7,138 : p=0,0259) et 2 semaines £F5,906 : p=0,0382) de traitement avec la dose la
plus forte. Par ailleurs, une diminution signifivata été signalée apres traitement avec les
deux doses appliquées a la quatrieme semajpnel#,16 : p=0,0053). Aucun effet traitement
n'a été signalé a 3 semaines de traitement (p>0,05)
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Pour les juvéniles, les résultats montrent une mition significative aprés 1 semaine
(F2,6=38,36 : p=0.0004), 2 semaines,{363,1: p0,0001), 3 semaines 69,09 :
p<0,0001) et 4 semaines ,(E4609 : p<0,0001) apres traitement avec les deux doses
appliguées. Par ailleurs, un effet dose a été atihau cours de la semaine 2 et la semaine 4
(D1vs D2 :S2:p=0,0151; S4 : p=0,0493).

g
[@]
o

a Il Témoin
Il NPK D1
NPK D2

Il Témoin
Il NPK D1
NPK D2

- N N
(3] o (3]
(=2
1
O

-
o

Taux de lipides
n

(Mg/mg de poids frais)
'

2

Taux de lipides
(Mg/mg de poids frais)

o o

N s o

Temps(semaines) Temps(semaines)

Figure 37.Effet du NPK (D1 et D2) sur le taux de lipides fmg de poids frais) chez les adul{ég
et les juvénilegB) d’A. caliginosa(m = SEM, n=3 pools contenant chacun 50 mg de fisgs)) : Test
HSD de Tukey.

3.3.3.2. Effetdu TSP

Le taux de lipides totaux chez les adultegtuvéniles dA. caliginosatraités avec le
TSP (D1 et D2), est mentionnée dans la figure 38(M). Concernant les adultes, les
résultats montrent une diminution significative emprl (k14,02 ; p=0,0055), 2
(F2,6=7,224 ; p=0,0253), et 4 semaineg £24,5 ; p=0,0013) apres traitement avec les deux
doses testées. Aucun effet n'a été signalé a 3 isemale traitement. Par ailleurs, la
comparaison par le Test HSD de Tukey, ne révelaraudifférence entre les doses testées
(D1vsD2:S1:9=0,615; S2:g=0,5243 : S4 :,§18).

Chez les juvéniles, ce taux marque une diminutignificative a la semaine 1 {6=54,13 :
p=0,0001), la semaine 2 {§=428,4 ; p<0,0001), la semaine 3 {=49,91 ; p=0,0002) et la
semaine 4 (J=1563; p<0,0001) aprés traitement avec les deux doses agpkq Par
ailleurs, un effet dose a été constaté au courka dieuxieme et la quatriéeme semaine de
traitement (D1 vs D2 : S2 : p=0,0237 ; S4 : p=08)31
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Figure 38.Effet du TSP (D1 et D2) sur le taux de lipides/(ng de poids frais) chez les adul{@s et
les juvénilegB) d’A. caliginosa(m + SEM, n=3 pools contenant chacun 50 mg de fis8s) : Test
HSD de Tukey.

3.3.3.3. Efficacité comparée des traitements sur taux de lipides chez les adultes

Le classement par ordre décroissant des valeurgmmeg concernant la premiére dose
(D1) réalisé grace au test HSD de Tukey a permigentifier 2 groupes a une semaine
(F36=19,55 : p=0,0005) et & deux semaines de traiteffregt6,582 : p=0,0149), le premier
renferme les témoins et les traités par le NPKeetdcond constitué des traités par le TSP.
Pour la quatrieme semaine; 27,6 : p=0,0001) deux groupes ont été constatélem@gnt,
le premier groupe formé des témoins seuls, et nanskgroupe composé des traités par le
NPK et le TSP. Tandis qu'aucun effet traitement @été& signalé au cours de la troisieme
semaine (p0,05) (Tableau 44).

Concernant les traités a la Dose 2, le classenatatifraux taux de lipides (Tableau 45), a
permis d’identifier 2 groupes de moyennes a uneagen(k; =18,43 : p=0,0006) et quatre
semaines de traitementz(&22,91 : p=0,0003), le premier groupe renfermdéeawins seuls,

et le second groupe composé des traités avec le &R& TSP. Concernant la deuxieme
semaine (ks=9,37 : p=0,0054) deux groupes sont également at@sstun groupe témoins et
traites avec le NPK, et un second formé des trai®ex le TSP. La troisieme semaine

(p>0,05) est formée d’un seul groupe renfermantdemins et les traités.
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Tableau 44. Classement par ordre décroissant du taux de $ipfdg/mg de tissu frais), chez les
adultes dA. caliginosaapres traitement a la Dose 1 : test HSD de Tukey.

Témoins 20,00 a

Semaine 1 NPK D1 18,63 a 0,0005
TSP D1 17,92 b
Témoins 20,87 a

Semaine 2 NPK D1 18,72 a 0,014
TSP D1 18,19 b
Témoins 21,77 a

Semaine 3 NPK D1 19,13 a >0,05
TSP D1 17,89 a
Témoins 22,23 a

Semaine 4 NPK D1 19,40 b 0,0001
TSP D1 18,70 b

Tableau 45. Classement par ordre décroissant du taux de $ipfdg/mg de poids frais), chez les

adultes dA. caliginosaaprés traitement a la Dose 2 :

test HSD de Tukey.

Témoins 20,00 a

Semaine 1 NPK D2 17,92 b 0,0006
TSP D2 17,30 b
Témoins 20,87 a

Semaine 2 NPK D2 18,19 a 0,005
TSP D2 17,54 b
Témoins 21,77 a

Semaine 3 NPK D2 17,89 a 0,028
TSP D2 17,18 a
Témoins 22,23 a

Semaine 4 NPK D2 18,70 b 0,0003
TSP D2 18,07 b

3.3.3.4. Efficacité comparée des traitements sux taux de lipides chez les juvéniles

Le classement par ordre décroissant des valeurgmmeg concernant la premiére dose

(D1) réalisé grace au test HSD de Tukey a perméedtifier un seul groupe a une semaine
(p>0,05). Pour la semaine 2;5(#&15,79 ; p=0,0001) et la semaine 3 §#43,72 ; p<0,0001) ;

2 groupes de moyennes ont été constatés, le preemimrme les témoins seuls et le second

contient les deux traitements: NPK et TSP. En ue apncerne la quatriéme semaine

(Fss=1344 ; p0,0001) ; 3 groupes sont signalés; chacun étanstiteé d'un traitement

(Tableau 46).

Concernant les traités a la Dose 2, le classenadatifraux taux de lipides (Tableau 47), a
une semaine;gtf8,12; p=0,0006), a 3

permis d’identifier

3 groupes

—
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semaines ((5=44,75; g0,0001) et a 4 semaines de traitementsfE91,8 ; p0,0001) ;
chacun étant constitué d’'une série. A 2 semaindsatdement (gs=98,56 : p<0,0001), deux
groupes de moyennes ont été signalés ; un grouparté et un groupe de traités par le TSP
et le NPK.

Tableau 46. Classement par ordre décroissant du taux de $ip{dg/mg de tissu frais), chez les
adultes dA. caliginosaapres traitement a la Dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins 4,84 a

Semaine 1 NPK D1 4,22 a >0,05
TSP D1 4,09 a
Témoins 5,13 a

Semaine 2 NPK D1 4,26 b 0,0001
TSP D1 4,11 b
Témoins 6,02 a

Semaine 3 TSP D1 4,31 b <0,0001
NPK D1 4,06 b
Témoins 6,67 a

Semaine 4 TSP D1 4,44 b <0,0001
NPK D1 4,11 c

Tableau 47.Classement par ordre décroissant du taux de $ipjdg/mg de poids frais), chez les
juvéniles dA. caliginosa apres traitement a la Dose 2 : test HSD de Tukey.

Témoins 4,84 a

Semaine 1 TSP D2 4,12 b 0,0006
NPK D2 4,03 c
Témoins 5,13 a

Semaine 2 TSP D2 4,25 b <0,0001
NPK D2 4,09 b
Témoins 6,02 a

Semaine 3 TSP D2 4,66 b <0,0001
NPK D2 4,03 c
Témoins 6,67 a

Semaine 4 TSP D2 4,59 b <0,0001
NPK D2 4,01 c

3.4. Bioaccumulation des engrais chimiques dans lessus des vers de terre adultes

3.4.1. NPK

L’engrais composé, le NPK est formé par I'ez@tl), le phosphate §Ps), le potassium
(K20), le souffre (S@) et quelques oligo-éléments. Les résultats menésrdans le tableau
48 obtenus par la technique FRX, montrent les moiages massiques des éléments et de
leurs oxydes dans les tissus des vers de terreeadamoins et traités par la dose la plus forte

du NPK. Ces résultats indiguent une augmentatiopalucentage massique de I'azote pour
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les traités comparativement aux témoins pour uteuvale 0,10 % et une absence totale de
son oxyde. Concernant le phosphate et le potassasmesultats révélent une augmentation
des pourcentages massiques de ces deux élémentsurst oxydes chez les traités
comparativement aux témoins. Contrairement pousdeffre, les résultats indiquent une
diminution de son pourcentage chez les traités esatipement aux témoins. Par ailleurs, le
fer marque une diminution des pourcentages massicjuez les traités comparativement aux
témoins. Le taux du manganése (Mn), du zinc (Znjeeteurs oxydes subissent une légere
augmentation chez les traités par rapport aux t@sndine stabilité des pourcentages du
cuivre (Cu) et de son oxyde a été signalée. Ladtads montrent que les éléments arsenic
(As) et plomb (Bp) et leurs oxydes &% et PbO sont absents dans les tissus des témoins et
présents dans ceux des traités.

Tableau 48. Pourcentages massiques des éléments et de lewlssoans les tissus des adultes
témoins et traités &. caliginosa aprés 1 mois de traitement par I'engrais NPK.

Témoins Traités Témoins Traités

C 24,6884 24,5996 CO, 90,4605 90,1353
N 1,5295 1,6352 / / /

Na 0,2513 0,238 Na,O 0,3388 0,3206
Mg 0,1261 0,1509 MgO 0,2091 0,2502
Al 0,5766 0,3375 Al,O4 1,0894 0,6378
Si 1,0261 0,9263 SiO, 2,195 1,9816

P 0,3851 0,4458 P,Os 0,8823 1,0214

S 0,3846 0,3219 SO, 0,8854 0,8037
Cl 0,2058 0,1672 / / /

K 0,3472 0,382 K,O 0,4183 0,4601
Ca 1,0686 1,6961 CaO 1,4951 2,3732
Ti 0,0193 0,0122 TiO, 0,0321 0,0203
Cr 0,0009 0,0012 Cr,04 0,0014 0,0018
Mn 0,0013 0,0018 MnO 0,0017 0,0023
Fe 0,1674 0,117 Fe,0O4 0,2393 0,1673
Co 0,0003 0,0003 C0,04 0,0004 0,0004
Ni 0,0003 0,0005 NiO 0,0004 0,0007
Cu 0,0003 0,0003 CuO 0,0004 0,0004
Zn 0,0063 0,0112 Zn0O 0,0078 0,0139
As / 0,0001 As,04 / 0,0001
Se 0,0005 0,0003 SeQ, 0,0008 0,0004
Br 0,001 0,0009 / / /

Sr 0,0046 0,0039 SrO 0,0054 0,0046
Y 0,0001 0,0001 Y03 0,0001 0,0002
Pb / 0,0004 PbO / 0,0004

3.4.2. TSP
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L’engrais simple TSP est constitué du phaspliROs), du calcium (Ca) et de quelques
oligo-éléments. Les résultats mentionnés dansblieda 49 obtenus par la technique FRX,
montrent les pourcentages massiques des élémemheslatrs oxydes dans les tissus des vers
de terre adultes témoins et traités par la doptukaforte du TSP. Les résultats indiquent une
augmentation des pourcentages massiques du phespieat les traités comparativement aux
témoins. Concernant le calcium, les résultats neobhtune augmentation des pourcentages
massiques de cet élément et de son oxyde CaO ekeizalités par rapport aux témoins.
Contrairement, pour le fer, les résultats indiquer# diminution de son pourcentage chez les
traités comparativement aux témoins. Les pourcestay manganéese (Mn), zinc (Zn) et de
leurs oxydes subissent une |égere augmentationlebémités comparativement aux témoins.

Une stabilité des pourcentages du cuivre (Cu) efoteoxyde a été remarquée. Les résultats

montrent que les éléments arsenic (As) et plomb) @Bmle leurs oxydes AS; et PbO sont

absents dans les tissus des témoins et présemstseiandes traités.

Tableau 49. Pourcentages massiques des éléments et de leulesorans les tissus des adultes

témoins et traités &. caliginosa aprés 1 mois de traitement par I'engrais TSP.

Témoin Traité (TSP) Témoin Traité (TSP)

C 24,6884 24,5762 CO, 90,4605 90,0494
N 1,5295 1,8697 / / /

Na 0,2513 0,2279 Na,O 0,3388 0,3072
Mg 0,1261 0,1486 MgO 0,2091 0,2464

Al 0,5766 0,3357 Al,O4 1,0894 0,6342
Si 1,0261 0,9066 SiO, 2,195 1,9394

P 0,3851 0,4313 P,Os 0,8823 0,9883
S 0,3846 0,317 SO, 0,8854 0,7915

Cl 0,2058 0,1705 / / /

K 0,3472 0,3768 K,0 0,4183 0,4538

Ca 1,0686 1,6679 CaO 1,4951 2,3338
Ti 0,0193 0,0133 TiO, 0,0321 0,0221

Cr 0,0009 0,0009 Cr,03 0,0014 0,0013
Mn 0,0013 0,002 MnO 0,0017 0,0025

Fe 0,1674 0,1174 Fe,04 0,2393 0,1678
Co 0,0003 0,0002 C0,04 0,0004 0,0002

Ni 0,0003 0,0004 NiO 0,0004 0,0005
Cu 0,0003 0,0003 CuO 0,0004 0,0004

Zn 0,0063 0,0111 ZnO 0,0078 0,0139
As / 0,0001 As,03 / 0,0002

Se 0,0005 0,0003 SeO 0,0008 0,0004
Br 0,001 0,0012 / / /

Sr 0,0046 0,0039 SrO 0,0054 0,0046
Y 0,0001 0,0002 Y505 0,0001 0,0002

Pb / 0,0005 PbO / 0,0005
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3.5. Effet des engrais sur la structure histologigeides adultes

Les vers de terre peuvent absorber les produitaighies du sol et de I'eau interstitielle, a
la fois par leur peau (dermique) et par ingestamal€). L'étude histologique a été basée sur la
présentation des téguments qui recouvrent le vassirant sa respiration, et de I'intestin qui
occupe la partie moyenne et postérieure du vezpresente le siege majeur de I"absorption ;
afin de présenter les altérations histologiquespguivent toucher les tissus des vers de terre
aprés exposition aux engrais chimiqgues NPK et TBEAdemment, des changements
histopathologiques ont été mis en evidence dantsss des vers traités par la dose la plus
forte (DLsg) du NPK et du TSP a la fin de I'expérience (aptesnois de traitement)
comparativement aux vers témoins. L'histologie dess adultes témoins présente une
apparence normale pour les téguments et lintefar. contre, les adultes exposés aux
traitements présentaient des dommages histopathosgymentionnées dans les figures (39,
40, 41, 42 et 43 (B et C)).

Tégument : les téguments des vers adultes témoins présentaienstructure normale avec
une cuticule (C) intacte et une surface réguliegrd’@iderme (EP) formée par des cellules
épithéliales serrées sur une lame basale (LB).tégsnents sont soutenus par 2 couches de
fibres musculaires ; la premiére circulaire (MC)atleuxieme longitudinale (ML) (Figs. 39,
40, 41(A)).

Le traitement avec les engrais chimiques pendambi$ provoque quelques modifications au
niveau des tissus, concernant les traités par l€, N#3 coupes histologiqgues montrent une
déchirure de I'épithélium, des lyses et nécroseniaeau des cellules épithéliales (Figs. 39,
41 (B2)) avec une destruction du muscle circulfitig. 39B1) et un détachement des fibres
musculaires longitudinales (Figs. 40 (B1, B2), 41LB2e plus, on a remarqué l'apparition
d'un épiderme irrégulier (Figs. 40 (B1, B2), 41Bles mémes observations ont été
constatées apreés traitement par le TSP, ou onéadestaltérations tissulaires particulierement
au niveau des deux couches musculaires ; aveceastridtion du muscle circulaire (Fig. 39
(C1, C2)) et un detachement des fibres du musadgitiedinal (Figs. 39, 40 et 41 (C1, C2)).
De plus, quelqgues déformations au niveau de I'épide(Figs. 40, 41 (C1)) sans lyse ou

nécrose tissulaire ont été signalées.

Intestin : I'intestin des vers de terre adultes témoins nasintm typhlosole, présenté par des

invaginations profondes et des plis bien détermimésite la surface interne de I'intestin est
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bordée par un épithélium en colonne portant undureren brosse. Cette paroi est soutenue
par une fine couche musculaire circulaire et desahes longitudinaux sous forme d’un
réseau de couches continues. La surface exterlimtéstin est recouverte par des cellules

nommeées les chloragogénes (CH) (Figs. 42, 43 (A)).

Apres un mois de traitement, les résultats de tblogie ont montré que ces engrais
chimiques affectent la paroi intestinale en causiast altérations ; tels que, le fusionnement
des plis intestinaux, avec quelques décollements nameau du tissu chloragogéne
comparativement aux témoins (Figs. 42, 43(B1, B&))xela apres traitement avec le NPK.
Concernant le traitement par le TSP, des altérsilaiestinales ont été constatées d’'une facon
plus marquée ; avec un rétrécissement et destrudgda paroi intestinale, un détachement
des muscles circulaires et longitidunaux, et urotiéiment au niveau du tissu chloragogene
(Figs. 42, 43 (C1, C2)).
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Figure 39. Coupes histologiques longitudinales du tégumeattigp antérieure) &. caliginosa C :
cuticule,EP : épithélium,LB : lame basaldyiC : muscle circulaireML : muscle longitudinal.
A: TémoinsB : NPK,C : TSP.
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Figure 40.Coupes histologiques longitudinales du tégumeanttigomoyenne) &. caliginosa.
C : cuticule,EP : épithélium,LB : lame basaldyiC : muscle circulaireML : muscle longitudinal.

A: TémoinsB : NPK,C : TSP.
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Figure 41.Coupes histologiques longitudinales du tégumentiéppostérieure) &. caliginosa.
C : cuticule,EP : épithélium,LB : lame basald\IC : muscle circulaireML : muscle longitudinal.

A : TémoinsB : NPK,C : TSP.
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Figure 42. Coupes histologiques longitudinales de la paroestiale (partie moyenne) Al
caliginosa EP : épithélium, MC: muscle circulaire, ML : muscle longitudinalCH : cellule

chloragogene
A : Témoins,B : NPK, C : TSP.
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Figure 43. Coupes histologiques longitudinales de la paraisiimale de la partie postérieureAd
caliginosa; EP : épithélium, MC: muscle circulaire,ML : muscle longitudinal,CH : cellule
chloragogeneA : TémoinsB : NPK, C : TSP.
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IV. DISCUSSION

4.1 Effet des engrais chimiques sur les biomarquesir

Les mesures des produits biochimiques et les ré&soagx contaminants (biomarqueurs)
des organismes vivants (bioindicateurs) par lesbies tests biologiques (bioessais), sont
devenus un outil essentiel pour évaluer la qudlit&ol et de I'environnement, en fournissant
une approche intégrée dans I'évaluation des risgaetogiquesBustoset al, 2015) Les
tests toxicologiques du sol sont généralement teffscen utilisanEisenia fetidacomme
espece standard de ver de terre, mais elle esattdéa un large éventail de polluants
organiques et inorganiques que d’autres espedes tpleLumbricus rubellusAporrectodea
longa et Aporrectodea caliginosaPelosi et al, 2013 ; Qiuet al, 2014 ; Velki &
Hackenberger, 2013)Par conséquent, l'utilisation d’espéces sensil@sts cruciale pour
I'estimation précise de la contamination des $6lsenet al, 2017) A. caliginosaest I'une
des especes les plus abondantes dans la plupasblde&t en particulier les sols cultivées)
(Bart et al., 2018). En raison de son habitat dans la couche supdidicieette espece est
vulnérable aux pesticides appliqués a la surfaeta @ugmente sa pertinence écologique par
rapport aE. fetidg ce qui en fait un candidat idéal pour I'évaluatie I'impact potentiel des
produits agrochimiques sur le terrdinooth & O’Halloran, 2001) En revanche, les petites
especesA. caliginosaA. roseaetA. chloroticg sont plus sensibles aux divers traitements du
sol que les grosses especks terrestriset A. longg (Van Rhee & Nathans, 1961Une
meilleure évaluation des effets de produits chiragsur les organismes non visés (non
ciblés) nécessite la réalisation des tests a l'didspeces pertinentdses especes indigéenes,
typiques et sensibles de vers de terre devraiemfpéises en compte dans les évaluations des

risques du sol pour éviter de sous-estimer la tigxde divers polluantsChenet al, 2017)

Pour évaluer la toxicité chronique du sol, il estispensable de déteminer les réponses
sublétales qui peuvent avoir un impact direct surpérformance, la reproduction et le
comportement des espedéslé, 2020)Un biomarqueur est défini comme toutes altérations
biochimiques, cellulaires, physiologiques ou contgroentales qui peuvent étre déterminées
au niveau d'un tissu, d’'un liquide ou d’'un individuntier, pour évaluer I'exposition et/ou
impact d’'un ou de plusieurs toxiquéSepledge, 1994 L utilisation des biomarqueurs pour
estimer I'exposition aux produits chimiques ou éffets qui en résultent, a fait 'objet d’une
attention considérable parce qu’ils indiguent lgrded’exposition ou ses effets toxiques
(Peakall & Shugart, 1993 ; Peakall, 1994 ; WeeR85]. Les biomarqueurs ont été largement

appligués dans le domaine de la biosurveillancetiéieant les moules et d'autres mollusques
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comme sentinelles. Cependant, les biomarqueurs meEntétudiés chez les vers de terre
malgré que ces derniers représentent l'organisnandatd utilisé dans les essais
toxicologiques(Rodriguezet al, 2007).Les biomarqueurs sont nécessaires a I'évaluagon d
la sensibilité des especes de vers de terre pounifales informations préciséShenet al,
2017) Aprés qu'un produit chimique pénetre dans le catjpsy organisme, les réponses
physiologiques et biochimiques commencent et I'oigiae peut résister ou étre empoisonné
(Ebrahimzadelet al, 2021).

4.1.1 Effet sur les biomarqueurs physiologiques

La mortalité, I'inhibition de la croissancele$ réponses biochimiques sont des indicateurs
typiques pour évaluer les effets toxiques des ptediimiques sur les vers de teff&hi et
al., 2007 ; Wuet al, 2011).

4.1.1.1 Mortalité

Les essais toxicologiques réalisés au cours de gtide ont révélé une augmentation des
mortalités chez les juvéniles Al caliginosaen fonction des doses appliquées des deux
traitements NPK et TSP aprés un mois d’expositi@enprofil de la mortalité suggere que les
effets des engrais testés sur les vers de tertdta@mnt de I'absorption de ces produits
chimiques dans I'ensemble du corps de ver, a tsalgeparoi corporelle ou par ingestion
(Stanley & Preetha, 2016Reu de recherches ont été effectuées sur latéoxies engrais a
'égard des vers de terre. Chez les séries témairgjne mortalité n'a été observée tout au
long de la période expérimentale, ce qui montre lggeconditions expérimentales étaient
acceptables en terme de fournir un environnemeéait & sain pour la survie des vers de terre
(Elyamineet al, 2018).

Les effets sublétaux sont plus importants queX&ité |étale(Stanley & Preetha, 201.6Une
étude a montré que les vers juvéniles, immaturadudtes dérawida willsi survivaient dans

un sol contenant respectivement jusqu'a 250, 3A®9@tmg/kg de NPK. Mais une mortalité
de 100 % a été enregistrée lorsque les vers jlegailt été exposes a une dose de 490 mg/kg
du NPK. Cependant, & 640 mg/kg et 730 mg/kg, 96 92% de mortalité ont été observées
chez les vers immatures et les vers adultes regpewnt. Le taux de mortalité augmente
avec l'augmentation des doses appliqué#sattacharya & Sahu, 201l6%elon Atuah &

Hodson (2011)une mortalité de 50 % a été mentionnée lors dedsition des vers adultes
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de I'espécekEisenia Fetidaa une concentration de TSP comprise entre 31353 mg/kg

pendant 14 jours.

Les résultats dehruthiet al. (2017)ont révelé une variation de mortalités chez ladtad et
les juvéniles dEudrilus eugeniadorsqu’ils sont exposés aux divers engrais inomyaes
mélangés a la nouriture, allant de 0% jusqu’a 1@@nortalité. Des travaux antérieurs ont
montré que les engrais minéraux inorganiques pe@tenégalement toxiques contre les vers
de terre suite a une exposition directe par corjtacbiramy et al, 2013a) Plusieurs études
ont démontré que l'application des engrais chimsgeeus forme de pulvérisation ou de
poudre peut avoir un effet négatif sur les popaletide vers de ter(@&einecke & Reineke,
2004 ; Raiet al, 2014). Peu d'études ont été réalisées sur la toxicité e engrais
inorganiques a I'égard des vers de terre dansdig@teme agricoléShruthiet d., 2017).Le
traitement des adultes Elsenia fetidaavec l'urée et le diammonium phosphate (DAP) a
diminué le pourcentage de survie des vers de t¢ar€Ls pour l'urée était de 876,56 mg/kg,
tandis que la Cdg pour le DAP était de 2098,69 mg/kg de gahssiet al, 2021).L’effet des
engrais sur la macrofaune, y compris les vers de,test également signalée et varie d’'une
espece a lautre, ce qui peut étre probablememnibwde a des différences dans leur
physiologie et leur biologi€Yahyaabadet al, 2018).Les especes épigées telles gudetida

gui se nourrissent de la matiére de surface sostsquljets aux changements chimiques dans le
sol de surface par rapport a différentes especésicqares, parexemple L terrestris qui
creusent le sous-sol des terriers verticQtxhyaabadet al, 2018).La nocivité des engrais
inorganiques sur les vers de terre est due at'affele et toxique de 'ammonidabonahue,
2001)

Les tests de toxicité aigue ont montré que le cadba appliqué sur I'espédgsenia fetida
induisait une augmentation de la mortalité en fimmctle la concentration, avec unesgte
8,20ug/cnt (48 h) pour le test de contact et de 3,37 mg/Kgglirs) dans le sol artificiéizu

et al, 2021). La toxicité du sélénium a été évaluée sur le verede Eisenia fetidapar des
tests d’exposition en utilisant du papier filtre, gbl artificiel et du fumier de vache. Les4L
a24h et 48h pour I'essai de contact du papier fiitaient de 2,7 et 1,5gg/cnt. Dans
lanalyse du sol artificiel, la Gy a 7 et 14 jours étaient de 93,84 et 65,36 mg/kg,
respectivement. Le test du fumier de vache a mamie Clsp de 358,94 mg/kg au 7eme
jours, tandis qu'apres 14 jours la &ktait 145,26 mg/kdYue et al, 2021). De plus, les
valeurs de la Ciy obtenues aprés 14 jours d’exposition a un fongicid benzovindiflupyr
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(BZF) sont de 416 mg/kg pour les vers de terretadwtt 341 mg/kg pour les juvéniles de
'especeEisenia fetidaYaoet al, 2021). Correia & Moreira (201@nt signalé une mortalité

de 100 % chez les vers de terEgsenia foetidaexposés a un herbicide avec deux doses 500
et 1000 mg/kg.

La toxicité d'un produit chimique a l'égard des wede terre dépend des stratégies
d’alimentation adoptées par ces especes et en surtida disponibilité du polluaritchonet

al., 2017).De plus, le mode d’application du produit influeegotentiel toxique du produit,
car I'application de ces derniers sur les versedetpar ingestion (voie intestinale) a un effet
plus lent que I'application par contact a traversiiticule(lturbe-Requenat al, 2019) La
toxicité chronique induite par I'exposition a lotgyme des vers de terre aux contaminants

présents dans le sol ne devrait pas étre ignotéeet al, 2021).

4.1.1.2 Croissance

Les vers de terre fournissent des fonctions cléssaluqui favorisent de nombreux
services eécosystémiques positifs. Ces services suopbrtants pour la durabilité de
I'agroécosysteme, mais peuvent étre dégradés ggrrdéques agricoles intensivigselosiet
al., 2014).La plus grande menace pour la santé des sols eftekicides et les produits
chimiques synthétiques, y compris les engfaisglani & Bisht, 2019).La présence des
contaminants dans le sol met les vers de terre wlai$at de stress, ce qui peut engendrer un
détournement de son énergie nécessaire a la repi@dua l'activité fouisseuse et a la
croissancgPelosiet al, 2014).L'utilisation du changement de la masse corporetimme
biomarqueur est pertinente sur le plan écologigae,on pense que les pertes élevées de la
masse corporelle entrainent des effets négatifesurvie et la reproduction des vers de terre
(Dittbrenner et al, 2010). Ces changements dans la biomasse pourraient étrbon
indicateur du stress chimique qui est lié a la dyinae énergétique et a l'inhibition de la
croissancéShiet al, 2007 ; Wuet al, 2012).

La perte de poids semble étre un indicateur dusstreghysiologique, lié au degré
d’intoxication et au temps d’expositigivan Gestekt al, 1995 ; Framptoet al, 2006).Nos
résultats ont montré un effet inhibiteur des ersgsair la prise de poids chez les adultes et les
juvéniles dA. caliginosaavecun effet plus marqué apres traitement par le TSRtalbes
études ont montré que la croissance des vers reetglrtrop affectée au stade juvénile qu’'au

stade adultéZhou et al, 2008) Il a été rapporté que I'utilisation des engraisrganiques
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influence la biomasse des vers de tér@thanzara & Ramanujam, 2010). Robert (2088)
rapporté que les engrais contenant de l'azote coreamBPK sont répulsifs contre les
escargots et les insectes, ils induisent une dimoimude la prise de l'alimentation et
perturbent ainsi la croissancel-Deeb et al (2017) ont constaté une diminution de la
croissance de l'escargddiomphalaria alexandrinasuite a I'application de trois types
d’engrais NPK (azote éleveé, phosphore élevé etlibg)i, tandis queRagab & Shoukry
(2006) ont enregistré un fort impact des concentratioridésales d'urée sur le taux de la
croissance de la méme espéce par rapport a callesrate d’ammoniumPar ailleursAbdel-
Hamidet al (1998)ont signalé une réduction de la croissance demjles deB. alexandrina
exposeés a l'urée et le nitrate d’ammoniuiu et al. (2020)ont signalé que le pH acide du sol
di a l'application excessive des engrais azotég dea effets inhibiteurs importants sur la
croissance des vers de terke, foetida Le taux de croissance et le taux d’inhibitionlde
croissance spécifique dans tous les groupkB. fetida traités par le polluant
tetrabromodiphényl éther (BDE-47) étaient significement différents de ceux des témoins
(Xu et al, 2015).La croissance des adultesAd’caliginosatraités par le glyphosate et la
deltaméthrine a été inhibée par l'insecticide beapcplus que par I'herbicidéBouazdia,
2020) L'inhibition de la croissance induite par les temninants peut provoquer des troubles
métaboliques, comportementaux ou de perturbationsodtréle neuroendocrine. Au niveau
individuel, une conséquence écophysiologique ingpbet de I'inhibition de la croissance est

d'engendrer un retard de la période de maturiteedleX_askowski & Hopkin, 1996).

Le taux de croissance spécifique chez les vers atee texposés au sulfonate de
perfluorooctane et a l'acide perfluorooctanoiquaitéhégative durant tous les temps
d’exposition(Zhenget al, 2016).L’inhibition de la croissance des vers de terreosés au
lindane et a la deltaméthrine était significativemglus élevée que celle des témoins, et elle
dépend de la durée d’expositiofhi et al, 2007) Choo & Baker (1998pnt constaté que
'endosulfan et le fénamiphos réduisaient constléraent le poids des juvéniles
d’AporrectodeaZhouet al. (2006)ont montré que le poids des vers de terre est poriant
indicacteur des effets toxiques de I'acétochlordieméthamidophos et qui est plus sensible
que la mortalité. Les travaux déelling et al. (2000)et deYasmin & D’'Souza (2007pnt
signalé une réduction de la croissanck. detidaavec une relation dose-dépendante apres
application d’'un engrais et de trois pesticidespeadazime, glyphosate et diméthoate. Le
faible taux de croissance constaté chez les vetsrde peut étre di a un apport alimentaire
plus faible(Ribeiroet al, 2001)
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Ces changements dans la biomasse peuvent étrenumdioateur physiologique du stress,
liant les effets chimiques a la dynamique énergétigt, en fin de compte, a I'inhibition de la
croissancg\Wu et al, 2012) due aux proportions €levées d’énergie métaboligligées au
moment du processus de désintoxicatiBmla et al., 2013) Egalement, la perte du poids
dépend du degré d’intoxication et de la périodembsition(Framptoret al, 2006) Elle peut
étre interprétée comme une indication de I'étasal@é générdlOlvera-Velonaet al, 2008)

La perte de poids chez les vers de terre peutliégea leur stratégie de survie. Dans les
conditions environnementales défavorables, les derderre évitent 'empoisonnement en
réduisant la consommation de nourriture et le deikonsommatiofiVioslehet al, 2003) En
outre, la consommation de protéines, lipides etogtigcogéne causés par les produits
chimiques toxiques peuvent étre responsables derta de poids chez les vers de tékie

et al, 2015 ; Yeet al, 2016 ; Yaocet al, 2020) En revanche, la diminution du poids est
susceptible d’étre associée a un mécanisme deifdétion des vers de terre impliqué pour
I'élimination des toxiques par le métabolisme égéomie(Yao et al, 2021) L'effet le plus
typique des polluants est d’inhiber la prise delpales vers de tert&iao et al, 2006 ; Liuet

al.,, 2018). La perte du poids dans notre étude peut étre exgdigpar l'altération de
I'épithelium intestinale ce qui réduit I'absorptides nutriments et qui a été confirmé par nos

résultats.
4.1.2 Effet sur les biomarqueurs du stress oxgtif

Récemment, l'utilisation des biomarqueurs pournastil’exposition ou les effets qui en
résultent des produits chimiques ont fait I'objatret attention considérab{®awoodet al,
2017) L'utilité des biomarqueurs chez les vers de teseprogressivement pertinente pour
I'évaluation de I'impact des pesticides sur l'orgame du sol Tiwari et al, 2016) Diverses
classes d’enzymes sont utilisées comme biomarqubes les vers de terre en raison de leur
réle crucial dans la transmission neurocholinergigt dans I'homéostasie cellulaire pour
prévenir I'action toxique des produits chimiquésnchez-Hernandez, 2006 ; Novatsal,
2011 ; Mekahlizet al, 2015) L’'exposition des vers de terre a des contaminduntsol conduit
a 'augmentation immédiate des espéces réactivésxdgene (ROS) ; qui comprennent une
série de radicaux anioniques superoxydes)(Qeroxyde d’hydrogene ¢a,) et radical
hydroxyle (OH) (Zhanget al, 2014).Ces dernieres sont des espéces chimiques a courte
durée de vie contenant des électrons non appddasgés par la réduction partielle de

'oxygene moléculaire(Moloney & Cotter, 2018) Ces substances sont treés réactives et
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peuvent attaquer divers types de biomolécules tamsvoisinage, ce qui est connu sous le
nom du stress oxydatifTsikas, 2017) Afin de neutraliser les dommages oxydatifs, un
systeme complexe de défense antioxydante évolug léanorganismes en impliquant des
élements enzymatiques et non-enzymatique de réatipéet de piegeage des RQBanget

al., 2021) Le systeme enzymatique comprend le superoxydautése (SOD), la catalase

(CAT), GPx, GST et autres enzymes antioxydantes ue le systeme non enzymatique
comprenne du GSH, du glutathion oxydé (GSSG) aittéa antioxydants non-enzymatiques
(Birbenet al, 2012)

Lors de l'application des engrais sur le sol, desymes antioxydantes, y compris la SOD, la
CAT et la peroxidase (POD) ainsi que la GPx chezviers de terre ont été activées pour
protéger le corps contre les dommages oxydétifsiget al, 2018).Bien que l'activité des
enzymes antioxydantes puisse étre augmentée obemlsous stress chimique, il n’existe
cependant aucune regle générale pour ces pertumbétimadukaet al, 2018).Les études
réalisées sur les vers de terre dans ce sensimitéel. Certains biomarqueurs biochimiques
sont considérés comme des signaux d’alerte prégmuesd’autres conséquendesn Gestel

& Van Brummelen, 1996 ; Solé, 2020Ces derniers répondent de facon sensible a un
dysfonctionnement et leur présence rend compteadroldisponibilité des polluants et des
effets qu’ils engendrent sur les organismes eptgrilations(Mc Carthy & Shugart, 1990).
Les biomarqueurs biochimiques sont utilisés pamdlyse de la toxicité, la métabolisation et
la détoxication des polluants chez les vers dee tévenoyelleet al, 2007 ; Reinecke &
Reinecke, 2007 ; Wangt al, 2021) Les changements enzymatiques et protéiques sont
associés aux conditions écophysiologiques de diités espéces de vers de térmepathi et

al., 2011)

La transformation métabolique d’'un pesticide esh ldes principaux facteurs pour contréler
sa bioaccumulation et sa toxicif@oshiyuki & Keiko, 2015).L’'oxydation enzymatique et
I'hydrolyse sont les réactions primaires typiquesla phase |, et les métabolites résultants
sont conjugués avec des molécules endogenes ea Iphiastagi & Ose, 2015)Les enzymes
du cycle redox du glutathion, comprenant GPx, GR®T, jouent un réle protecteur contre le
stress oxydatif\VVan der Ooset al., 1998) Les biomarqueurs intégrent un large éventail de
facteurs environnementaux, toxicologiques et édqlags qui contrdlent et modulent les

contaminants d’expositiofArnaudet al, 2000)
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L’exposition des vers de terre aux xénobiotiquesit ge produire directement par absorption
de l'eau interstitielle du sol par la peau et pargestion de sol contaminé et particules
traversant I'épiderme intestindBelfroid et al, 1993 ; 1996)Cette exposition peut induire
des mécanismes de biotransformation et de désaatibom chez les vers de terre, comme chez
d’autres organismes, pour les modifier ou les réomep en facilitant leur excrétion

(Rodriguez-Castellanos & Sanchez-Hernandez, 2007).
4.1.2.1 Effet sur l'activité des GSTs

Les glutathion S-transférases (GSTs) sont des eszyae détoxication de la phase |l
modulées par la présence des xénobiotiques, eflfest@ utilisées comme biomarqueur
indiquant I'exposition aux contaminants environnataax (Gundersoret al, 2016).Cette
enzyme multifonctionnelle est impliguée dans lagidication des composés électrophiles et
dans les mécanismes de la défense antioxydantdagedlZhu et al, 2011).L’activité de ce
biomarqueur est requise pour le maintien de I'haste&ie de I'environnement interfidaity
et al, 2018) Il vise a combiner le glutathion réduit (GSH) pquoduire un métabolite
conjugué soluble dans l'edRodriguezet al, 2007).Cela neutralise les sites nucléophiles
réactifs du produit chimique et/ou augmente salslitél dans I'eau facilitant son excrétion de
la cellule (Pavlidi et al, 2018).La combinaison s’effectue avec de nombreux suiss{sa
compris les produits secondaires de la peroxyddifpasique) et réduire la toxicité endogene
ou exogenéParavaniet al, 2019); afin de faciliter leur éliminatiofKettereret al, 1983).
Par conjugaison, la GST neutralise de nombreux biétiques et métabolites endogenes
(Hayeset al, 2005),ce qui semble étre une explication possible deraur réduite en GSH.
De plus, les GSTs sont impliquées dans le métabelisu biotransformation de substances
nocives endogénes dans de nombreux organistwesli et al, 2019 ; Suret al, 2019) En
tant qu'indicateur sensible pour détecter les poita, la GST peut non seulement dégrader
les polluants, mais aussi fournir des informatigreécoces sur le stress oxydatif des
organismeglLushchak, 2011 ; Board & Menon, 2013 ; Hatral, 2014 ; Sanchez-Hernandez
et al, 2014 ; Zhaet al, 2017).Les GSTs catalysent les attaques nucléophiles diisEEles
composés contenant du carbone, de l'azote ou dinesqarticipant a des mécanismes de

détoxification et d’éliminatioriHuberet al, 2008).

L’activité spécifique des GSTs chez les adultde®juvéniles dA. caliginosaévaluée a 0, 1,
2, 3 et 4 semaines de traitement, révele une augtramsignificative apres traitement avec

les deux engrais (NPK et TSP) et ce, comparativementémoins. Les deux traitements ont
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un effet similaire induisant I'activation du systérde détoxication. Des résultats similaires
ont montré une augmentation de l'activité des G&8¥exz les adultes deumbricus terrestris
prélevés des sites contaminés par les métaux lo(isdsnour et al, 2020) et chez
Allolobophora caliginosaapres traitement par le cadmiuf@tmani et al, 2018) Cette
observation a été également enregistrée théerrestrisaprés une exposition a court terme
au TSP et au Sekatdklekahliaet al, 2016)et chezOctodrilus complanatusraité par le
methomyl (Zeriri et al, 2012). Maityet al (2008)et Xue et al. (2009)ont constaté des
niveaux accrus de GSTs chez les vers de terre ég@s plomb et au tétrabromobisphénol,
respectivement. De plus)y & Schroder (2008pnt montré que le taux de conjugaison de la
GST chezEisenia foetidavariait en utilisant deux herbicides différents fenoxaprop et le
meétalachlore. Une augmentation de I'activité ddicenarqueur a été révelée également lors

de I'évaluation des effets biologiques de la p@tdes sols sur. terrestris(Kili¢, 2011).

Des résultats identiques ont également été sigmélésAporrectodea caliginosa nocturna
(Schrecket al, 2008)traitée par la mixture de six pesticides ; dewedtisides et quatre
fongicides, et chez les vers adultes de la mémecegpélevés du sol fortement contaminé
par les métaux lourds (As, Cd, Pb, Cr, Hg, Mn,&e, Ni, Cu et Zn)Maity et al, 2018) et
traités a court terme par I'organophosphoré chiiggy (Sabchez-Hernadeat al, 2014).
Velki et al. (2014) ont constaté une augmentation significative detiV#é des GSTs chez
différentes espéces de vers de terre a satoiandrej L. terrestris L. rubelluset Octolasium
lacteumexposées au pirimiphos méthyle pendant 28 joties et al. (2006)ont montré une
augmentation de 5 a 10 % de l'activité des GSTg theer de terr&isenia fetidaexposé a
I'herbicide acétochlore. Les travaux dentardo-Jara & Wiegand (2008uggéerent également
I'utilisation de la variation de l'activité GST chde ver de terrd.umbriculus variegatus

comme un biomarqueur sensible de I'exposition palluant organique, I'atrazine.

Par contre, des inhibitions de l'activité des G®nhs$ été observées chez les juvénilea.d’
caliginosatraités par un organophosphoré, le diazifdnoth & O'Halloran, 2001gt chez

Eisenia andreexposé au triclocarba®ales Junioet al, 2020)

Il a été largement rapporté que l'activité des G8hsz les vers de terre a été affecté par
nombreux polluant$Xu et al, 2021) SelonSonget al (2009) et Zhowet al. (2016),cette
enzyme est un bioindicateur principal associé eééation au stress oxydatif causé par les
produits pour les tests a long terme. L’augmentatie I'activité des GSTs peut-étre un

indicateur important de la capacité des vers de @rdétoxifier le polluant, et elle peut étre
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associée a la difficulté du systeme antioxydantr poampenser completement le stress
oxydatif déclenché par une exposition a long tefivieity et al, 2018) L'induction de
l'activité de cette enzyme, indiquerait probabletmen taux élevé de conjugaison des
composeés testés avec le GSH, et de ce fait, unatiah possible des défenses antioxydantes
(Board & Menon, 2013)SelonCossuet al. (1997),la pollution implique une induction des
enzymes antioxydantes permettant aux organismeasirdeonter partiellement ou totalement

le stress résultant de I'exposition a un dangeirenmemental.
4.1.2.2 Effet sur le taux du GSH

Les vers de terre sont frequemment exposeés a désnamants chimiques du sol (métaux
lourds, pesticides, hydrocarbures aromatiques polipies, etc.) et accumulent des quantités
importantes de polluants inorganiques et organigaes leur corpsHobbelenet al, 2006).
Pour cette raison, il est souhaitable gu’ils suiam des systemes de désintoxication. Le
tripeptide GSH, associé a la GST, participe dartydde redox du glutathion et est considéré
comme la principale ligne de défense du systemexyakant contre les espéces réactives
d’'oxygéne (ROS)Simioniet al, 2018 ; Sales Juniat al, 2021).Cette molécule de faible
masse moléculaire et les enzymes du cycle redaptudathion impliquées dans la phase 2 de
la biotransformation 1l présentent des capacité@soxydantes permettant de protéger les
cellules contre les effets indésirables causésegadROS et les xénobiotiques. Par conséquent,
ces antioxydants sont essentiels a la survie dgditsme et représentent également des
marqueurs significatifs par rapport a la pollutida I'environnement{Maity et al, 2008 ;
2010).

Le glutathion est le principal composé antioxydprésent dans la fraction soluble de la
cellule, participant a divers processus cellulagesques, y compris la désintoxication et la
régulation de la prolifération et du développemesitulaires(Yan et al, 1997) Il joue un
réle multifactoriel dans le mécanisme de défengmxydant(Sathishsekar & Subramanian,
2005) C'est un piégeur direct des radicaux libres retiés dans les cellules et un co-substrat
nécessaire pour l'activité de la GPx et celle dagathion-S-transférasé&avi et al, 2004 ;
Zhanget al,, 2018) Par conséquent, les changements du taux du G@teétre considérés

comme un indicateur particulierement sensible cesstoxydantTaleb-Senoucet al, 2009).

Le glutathion est un acteur clé de ce systémexyuant, avec une fonction significative dans

la récupération des ROS et comme tampon pour nmaint&tat redox cellulaire en équilibre
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(Howarthet al, 2003 ; Meyer & Hell2005. Il existe sous forme réduite (GSH) et oxydée
(GSSG). A I'état réduit, le groupement thiol decistéine est capable de donner un électron
réducteur directement a des molécules instabldsstejue les ROSs (Especes reactives
d’'oxygéne). A ce stade la, le GSH devient réaetifréagit facilement avec un autre GSH
réactif pour former le GSSG. Dans une étape sutvdatGSH peut étre regénéré a partir de
GSSG par I'action de la glutathion réductase (@R)détriment du NADPKJozefczalet al,
2012) Le résidu de cystéine en fait du GSH un imporgémioxydant agit comme un substrat
pour la régénération d’autres antioxydants esdesntimzefczaket al, 2012). GSH, un
composant essentiel dans la désintoxication desnwgtalliques, il fourni une affinité élevée
des métaux a son groupement tkildhity et al, 2018)

Le taux de GSH évalué chez les adultes et les jl@gd’/A. caliginosarévele une diminution
significative apres traitement au TSP et NPK aédéhtes périodes comparativement aux
témoins avec un effet similaire pour les deux éragnts. Des résultats similaires ont été
signalés chez les adultesEisenia andreitraités par le triclocarban apres une exposition
chronique de 42 jouréSales Junioret al, 2020).Par ailleurs, les teneurs en GSH dans
I’hépatopancréas et les reindH@lix aspersaexposé aux nanoparticules d’'oxyde de cuivre ont
montré une diminution significative, par rapportxagroupes témoins aprées 45 jours
d’exposition(Benamareet al, 2021) Par contre, les travaux déckahliaet al. (2016)ont
montré une augmentation du taux de GSH dhezrrestrisaprés exposition a un herbicide
(Sekator) et un engrais (TSP). Les travawtcdees Junioet al (2021)réalisés sur les effets
sublétaux a long terme (56 jours) sur le systentiexydant des vers de terkgsenia andrei
apres une exposition a une litiere de volaille aonihée par des antibiotiques révélent une
corrélation négligeable entre le GSH et la GSTqdoédnt les demandes du GSH dans le cycle

redox du glutathion au lieu de son utilisation coesubstrat du GST.

L’induction de l'activité de la GST et du GPx péiite corrélée a la réduction du taux du
GSH entrainant un épuisement du statut antioxydelhilaire (Raduet al, 2010 ; Maityet

al., 2018).La carence en GSH pourrait étre due au taux deooomgation de GSH pour piéger
les radicaux libres de maniére non enzymatiqueamns dine réaction catalysée par GPx via
'oxydation de deux molécules de GSH en une mo&dd GSSG (glutathion oxydé&yan

der Ooset al, 2003).

Cette diminution peut entrainer davantage de doremégs au stress oxydatfitlia et al,

2003)tels que les lésions tissulairgsawamura & Muraoka, 2018En fait, la conjugaison du
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GSH avec un xénobiotique, soit spontanément, soitlysé par GSH-S-transférases (GST),
diminue la réactivité du xénobiotique et rend cedérules plus solubles dans I'eau, et ils

peuvent étre plus facilement éliminéoyland & Chasseaud, 1969).
4.1.2.3. Effet sur 'activité de la GPx

La glutathion peroxydase (GPx), connue comme laxyelase la plus importante, assure
la désintoxication du peroxyde et des hydroperogyele composés hydriques et hydroxyles,
respectivementPinto et al, 2003) de sorte qu’elle joue un role protecteur congrestress
oxydatif (Van Der Ooset al, 2003).Les GPx constituent une famille d’enzymes capatiées
réduire des composés hydroperoxydes en composésxiyles correspondants en utilisant du
glutathion ou des agents réducteurs équivalentsr@oo-substrat&sladyshefet al., 1998)

La glutathion peroxydase est une importante oxytlatase chez les étres vivants qui
pourraient piéger les radicaux libres et les lipigeroxydes pour protéger I'intégration de la
structure et de la fonction de la membradreo et al, 2013).Cette enzyme antioxydante
exerce son rble protecteur en agissant comme piggmu les concentrations élevées de
peroxyde d’hydrogene ; au cours de ce processugutathion est oxydé et perd sa capacité
protectrice(Zhou, 2020).

L’activité spécifique de la GPx chez les juvénitBA. caliginosamarque une augmentation
significative suite a une exposition a deux engr@NPK et le TSP comparativement aux
témoins. Tandis que, le NPK n’exerce aucun effa@zcles adultes a differents temps de
traitement ; cependant, une induction de I'activlge ce biomarqueur a été constatée apres
traitement par le TSP. Des résultats identiquestintgalement signalés ch&zcaliginosa
exposée pendant 4 semaines aux nanoparticulesedta(ggNPs) et aux nitrates d’argent
(AgNO3) (Saleebet al, 2020),et chez la méme espéce soumise a un traitement par les
eléments métallique$/aity et al.,2018).Les vers de terre H. fetidatraités par 'AgNP ont
montré uneélévation de l'activité enzymatique du GPx aprés erposition a long terme
(Daset al, 2018).En revanche, une induction marquée de cette enayété observée chez
l'escargot E. vermiculata exposé a l'engrais WeatfertAttia et al, 2021) et chez
Biomphalaria alexandrineexposée a un engrais azoi@-Deebet al, 2017) De plus, une
induction de l'activité de cette enzyme a été démalans I'hépatopancréas des escargots
Helix aspersatraités par les nanoparticules de I'oxyde du fendFeO; (Besnaciet al.,
2019) L’exposition in vivo dEisenia fetideau plomb et a 'uranium n’a pas modifié I'activité

de la GPx. Cependant, I'exposition in vitro au plloenentrainé une réduction de son activité
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et une augmentation aprés exposition a l'uranijuebrotet al, 1996) Par contre, I'activité
de ce biomarqueur a été diminué chez les versroeHefetidatraitée par I'arséniate (As-V)
pendant 28 jourEenget al, 2021).

L’augmentation de l'activité de cette enzyme est dua demande accrue de I'organisme
pour éliminer les éléments toxiques et gérer leardages oxydatifs en réduisant le niveau de
peroxydes Elumalaiet al, 2007) La GPx élimine le kD, a I'aide du glutathion réduit, qui
agit comme un donneur d’hydrogéne, tandis que ldatilion réductase (GR) réduit le

glutathion oxydé (GSSH) pour retenir le statut@ndant cellulaire.

4.1.2.4. Effet sur I'activité de la LDH

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzymelgtygue clé que I'on trouve dans
presque tous les tissus des vers de {éiret et al, 1991 ; Shekaret al, 2008) Elle existe
dans le cytoplasme de toutes les cellules et leétée par le cytoplasme en réponse a des
dommages a la membrane plasmique cellulaiga et al, 2015) Par conséquent, la LDH
extracellulaire libérée par les cellules endommageérirraient agir comme un indicateur de
cytotoxicité (Han et al, 2011).Cette importante enzyme meétabolique catalyse laextion
du pyruvate en lactate dans la glycolyse anaérGhipathiet al, 2011 ; Nayalet al, 2018)

Ce biomarqueur joue un role clé dans le maintien’@bpuilibre entre le catabolisme et
'anabolisme des glucideshenet al, 2001).1l a été également utilisé comme indicateur
d’exposition au stres®iamantinoet al, 2001).Pour évaluer la toxicité de tout xénobiotique,
y compris les pesticides et les métaux lourds aipns le diagnostic des dommages des
cellules, des tissus et des organes, le LDH a atgeinent exploité chez les vertébrés.
Toutefois, dans les essais de toxicité des inve¥gehe potentiel de cette enzyme comme
indicateur est rarement expldiéibeiroet al, 1999 ; Nathaet al, 2006 ; Riselet al, 2012).
L’activité extracellulaire de cette enzyme augmeswes condition du stress oxydatif, car
lintégrité cellulaire peut étre perturbée pendbniprocessus de la peroxydation lipidique

(Jovanovicet al,, 2010).

Les résultats ont montré que I'activité de la lec@deshydrogénase augmentait en réponse au
traitement par les engrais ; NPKs et TSP appligsis les juvéniles &. caliginosaa
différentes périodes, tandis qu’aucun effet n'a @éténtionné chez les adultes. Cette
augmentation a été également observée chez I'e§ilgpahidrillus tuberosuexposée a des

concentrations élevées de phosphogypsum (RG)aket al, 2018).Les résultats dibd-El
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Azeem & Sheir (2018pévelent une augmentation significative de 'atévile la LDH chez
Deroceras reticulatumexposé a l'engrais Caselio. De plus, une augmentate ce
biomarqueur a été signalée chez l'escargot teeregiobania vermiculataexposé au
méthomyl (Khalil, 2016) et a I'engrais weatfertAttia et al, 2021).L’herbicide atrazine a
causé l'augmentation de I'activité de cette enzyimez les vers de terksenia fetidaapres
28 jours d’expositioriLammertynet al, 2021) CependantRico et al (2016)a montré une
activation de cette enzyme apres l'application ohe @esticides (trichlorfon, diméthoate,

carbendazime, tébuconazole et prochlorazEstetidapendant 14 jours.

La lactate déshydrogénase est une enzyme ana@&sdneiée a la production d’énergie, en
particulier lorsque I'organisme a besoin d’'une ditédrd’énergie supplémentaire en courte
période(Diamantinoet al, 2001 ; Tripathet al, 2011).L’élévation de I'activité de la LDH
pourrait étre le résultat de la synthese accrusette enzyme pour se défendre contre le stress
et augmenter les sources de production d’énergidapdégradation des nucléotides et des

acides aminés riches en énergieslehet al, 2003).
4.2 Effet des engrais chimiques sur la compositidniochimique

Edwards (19854 rapporté que la matiére seche d’'un corps de evgéerde contient 60 a
70% de protéines, 7 a 10% de matiéres grasseaQ®ale glucides, 2,3% de minéraux et une
variété de vitamines. Les paramétres biochimiques drganismes exposés a des
contaminants toxiques ont été utilisés comme biqoeurs et peuvent étre considérés comme
un outil de diagnostic important pour évaluer I'egpion et les effets des xénobiotiques
(McLoughlin et al, 2000). Les changements dans les réserves d’énergie d#ou
consommation d’énergie ont été utilisés comme bigoeurs du stress toxiquéwiatek &
Bednarska, 2019 Ces changements indiquent des modifications damaétabolisme et la
fonction cellulaire d'un organismg@/ontanhaet al, 2014).Pendant le stress, les organismes
ont besoin de plud’énergie pour détoxifier, biotransformer et exerées toxiques dans le
but de minimiser leurs effet&halil, 2016) D’autre part, I'excés de ROS peut entrainer des
dommages au niveau de la structure des organitekesetbiomolécules conduisant a la
carbonylation des protéines oxydatives, a la peatatign lipidique, a la rupture et la
destruction de la structure membranaire, qui praeat en outre une nécrose, une apoptose

ou méme une mutagéngsel et al, 2020)
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Trés peu d'études ont été réalisées pour testaffiets des engrais sur le profil biochimique
des vers de terre. L’'exposition a un polluant @eatir un impact sur la croissance d’un ver de
terre, soit par des effets toxiques directs surghaisme, soit indirectement, en ayant un
impact sur le bilan énergétigue de l'organisme tprite de détoxifier le contaminant
(Spurgeon & Hopkin, 1996) C'est particulierement important pour les vers eéeret
juvéniles, car cela réduira la quantité d’énergspanible pour la maturation et se traduira par
une maturation plus lente et un retard dans laymtomh des cocon&3ooth & O'Halloran,
2001). En période d'apport alimentaire excessif a celdlispensable pour I'entretien, la
croissance et la reproduction, I'exces d’énergtestexcké dans divers organes sous forme de
glycogene ou de lipide. Ces réserves sont ensuitgilisées en période d’insuffisance de
'approvisionnement en nourriture pour fournir dénkrgie (Scott-Fordsmand & Weeks,
2000).Le stockage de ces composeés peut étre affectéptadteurs de stress physiologiques,
mais peuvent également étre influencés par legdestde stress chimiquésiayer et al,
1992).Dans ces conditions de stress, les vers de tetigesoin plus d'énergie pour détoxifier
la substance toxique. Lorsque ces derniers onguastité limitée de glucides et de lipides, la
source d'énergie alternative pour répondre a laaddmaccrue d'énergie est les protéines. Ces
dernieres sont des composants constitutifs quieneent alimenter le métabolisme qu’en cas
de carence énergétique extréffeviatek & Bednarska, 2019)La réduction du contenu en

protéine indiquait une altération métabolique areau cellulairéXu et al, 2021)

Le stress sublétal des toxiques peut induire demngdments compensatoires dans le
meétabolisme énergétique des organismes en raison’adgmentation des dépenses
énergétiques associée au processus de désintori¢atiimstrupet al, 2011) Etant donné
gue la majeure partie de la consommation d’énedgi@ organisme est utilisée pour la
croissance, la reproduction et le métabolisme d®.b@et état de stress peut entrainer une
réduction de la croissance et de la reproductidaltby, 1999).1 a été démontré que la
différence entre les réserves d’énergie disponildésla consommation d’énergie est
révélatrice de I'état général d'un organisme, et gela est corrélé avec des niveaux plus
élevés d’organisation biologique tels que les t@ecroissance de la populatiine Coen &
Janssen, 2003Chez les vers de terre, la variabilité naturélleniveau de ces réserves est mal
connue, bien que chez d'autres organismes, il adétdontré qu'il varie en fonction de
certains facteurs tels que la disponibilité demailits, le stade de croissance et le stade de
reproductionScott-Fordsmand & Weeks, 2000).
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Les protéines considérées comme le matériau detraotisn des tissus, sont impliquées
presque dans toutes les fonctions physiologiqulss Bont toujours proportionnelles a la
croissance des vefShankerappa, 2013)a teneur en protéines chez les vers de terre montr
une variabilité considérable entre différentes espeet sous différents traitements chez la
méme espece, cela peut-étre en raison de la Md@éate I'étendue de linclusion intestinale
(Sun & Jiang, 2017 Nos résultats montrent que le traitement des axlelteles juvéniles A.
caliginosapar le NPKs et le TSP induit une modification duxtale protéines en le diminuant
avec un effet marqué du TSP. Des résultats siredaint montré que la concentration des
protéines solubles diminue chez les vers traitésc ades pesticides, cela suggére une
activation des mécanismes compensatoires physiplegi pour fournir des intermédiaires
pour dériver de I'énergi€Vioslehet al, 2003) Cependant, les résultats Geoet al. (2013)

ont montré que la teneur en protéines a augmergque les vers de terrg, foetidaont éte
exposés au propiconazole et au difénoconazolee aamgmentation pourrait étre une

contribution au mécanisme de défense contre lesstt@mique.

D’autres études ont signalé la diminution de laetenen protéines et des activités
enzymatiques en réponse aux produits agrochimifjeesail et al, 1997).Cette réduction
peut étre due a un catabolisme protéique en répplfselemande d’énergie des vers a cause
du stress oxydatif induit par ces engrais chimigueéactivation des enzymes du stress
oxydatif est probablement due aux effets des RQ&ttpquent les résidus hydrophobes des
acides aminés, contribuant a la rupture des ligip@ptidiques et interférant avec la fonction
de ces protéinesAhmadet al, 2017 ; Murray Stewartt al, 2018).De plus, ces protéines
soumises a des dommages oxydatifs peuvent subicarbenylationNystrom, 2005) et les
protéines carbonylées forment des agrégats chimmgaoe irréversibles entrainant la perte
permanente de leurs fonctiofsmici et al, 1989 ; DalleDonneet al, 2006)et aboutissant a

un dysfonctionnement cellulaitg&wak & An, 2015 ; Liet al, 2015)

En revanche, la teneur en protéines a augmentécde significative aprés exposition de
terrestrisau TSP et aucun effet n’a été rapportée par le@ekdeckahliaet al, 2016) Cette
augmentation pourrait indiquer une adaptabilitéspdlggique de ces vers pour compenser le
stress et le développement de défenses celluirgéponse a I'impact des pesticides et des
engrais. De plus, 'accumulation de ces protéinmsnait étre nécessaire pour restaurer les
enzymes et compenser les pertes tissulaires suden&crose induite par I'exposition au

sekator ou au TSRPVioslehet al, 2006) De mémeMosleh et al. (2006) ont observé des
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changements de la teneur en protéines chez lesageetiquesTubifex tubifexexposés au

cuivre.

Les glucides sont la premiére source d’énergie lisébi par les organismes soumis a un
stress toxiquéMoolman et al, 2007).La graisse corporelle des vers de terre contient un
systeme enzymatique nécessaire pour convertiuogeé en acide gras et en glycérol, ceux-ci
sont incorporés dans les phospholipides neutredrilycérides et les phosphatidylcholines
qui sont impliqués dans la croissance de I'orgaaigvipsiehet al, 2003) Dans notre étude,
les engrais testés, NPK et TSP ont provoqué unectién significative des réserves
éenergeétiques, traduite par une réduction du taudwades avec un effet marqué du TSP. Des
résultats identiques ont été soulignés cheEz fetida aprés traitement avec le
sodium fluoride (NaF) et au calcium fluoride (Gplont la teneur en glycogéne du tissu
chloragogene a été réduitéogel & Seifert, 1992). Par conséquent, I'effet néfaste de ces
produits sur les niveaux de glucides chez les derserre peut contribuer a la réduction de
leur taux de croissang®loslehet al, 2003).L’exposition du ver de terrE. andreiau Zn a
entrainé une augmentation de la consommation djmewu niveau cellulaire, reflétant la
demande d’énergie relativement élevée pour répoadrgress toxique, mais aucun effet n’a
été observé au niveau de I'ensemble du ctipsatek & Bednarska, 2019Certains facteurs
tels que la contamination par les métaux et leact@ristiques du sol influencent la teneur en
glycogene, en protéines et en lipides clezcaliginosaavec un épuisement de 50% des
réserves d’énergiéBeaumelleet al, 2014).Les réserves énergétiques ont éeté trop affectés
chez A. chloroticaapres contamination par les pesticideésvaudanet al, 2019). Mémes
observations ont été constatées chezubellussuite & son exposition sublétale au cuivre.
Cette modification du métabolisme énergétique e@sbablement liée a linterférence du
cuivre avec la fonction mitochondriale et la réductde la quantité d’énergie libérée a partir

de la phosphorylation oxydativBundyet al, 2008).

L’épuisement de glucides observé peut étre produaitraison d’'une hypoxie, car les
conditions hypoxiques ont tendance a augmentellidation des glucidesDe Zwaan &
Zandee, 1972)De plus, les polluants causent plusieurs typbegptixie environnementale qui
entraine I'épuisement rapide des glucides stockidesth & Pritchard, 1965)En outre, le
glycogéne est considéré comme étant rapidementlis®lorsque les organismes font face a
une demande d’énergie, tandis que les protéinéssdipides sont considérées comme des

réserves a long termeevesqueet al, 2002).
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Les lipides constituent le carburant énergétiquvl@gié proposé aux tissus en cas de besoins
apres les glucides. Pendant les périodes de sthesmique, ils constituent aussi une autre
source d'énergi€Padmaja & Rao, 1994Les lipides jouent un rbéle extrémement important
dans le fonctionnement normal d’'une cellule. llprésentent non seulement une forme de
stockage d’énergie, mais ils jouent également tminlime dans la structure des membranes
cellulaires et des organites présents dans laeélandil et al, 2009) Dans notre étude, une
diminution du taux des lipides totaux a été notéezcles vers de terre adultes et juvéniles
d’A. caliginosaapres le traitement par le NPK et le TSP. Desltasusimilaires ont été
mentionnés dans les travaux degel & Seifert (1992)sur l'effet de quatre fluorures
administrés a des concentrations sublétales swpdte Eisenia fetida montrant une
diminution de la teneur en lipides apres exposifiooes traitements. De plus, ce composeé
biochimique avait tendance a diminuer apres exposde I'espece\. caliginosaau Pb et a
augmenter avec le ZiBeaumellect al, 2014) Par contre, aucun effet n’a été mentionné chez

Eisenia andreexposée aux nanoparticules de Ziwiatek & Bednarska, 2019)
4.3. Bioaccumulation des engrais

La croissance démographique n'a laissé aucun choix utiliser les engrais et les
pesticides pour répondre a la demande alimentairediale croissanté auckaet al, 2020)
Les vers de terre sont la faune dominante et Ia ipiyportante de toute la macrofaune du sol.
Par conséquent, chaque changement dans la coropoditii sol affecte les vers de terre
directement ou indirectement. Plusieurs étudesébdtmenées pour démontrer les effets
nocifs des pesticides et des engrais sur le sal.dcganismes vivants sont continuellement
exposes a une multitude de produits chimiques. gogants présentent un risque mondial
suite a leur persistance dans la nature, leursigtép toxiques et leur bioaccumulation dans
la chaine alimentairéGuo et al, 2008 ; Eqaniet al, 2012). Les vers de terre sont
considérablement affectés par les xénobiotiguessalu en raison de leur interaction
particuliere avec le substrat du sol ; soit pargéstion de I'eau interstitielle contenant des
polluants dissous, soit par I'absorption de contemis portés sur des particules solides
adsorbés au sol par la voie digestiiZeawoodet al, 2017) Une étude pertinente a rapporté
gue les vers de terre peuvent absorber les podlupat des processus épidermiques et
intestinaux(Hirano & Tamae, 2011 ; Huarg al, 2017 ; Zhwet al, 2021).

Les vers de terre constituent environ 60-80% dsdmasse du sol, accumulent et transferent

la plupart des polluants du sol a d’autres anim@enta chaine alimentair€hevillot et al,
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2017).1ls représentent un organisme sentinelle idéal pwatuer la contamination du sol, car
ils sont en contact avec le sol et la solution dij ent tendance a migrer sur de courtes
distances et sont largement distribués dans lesdswis le monde enti€carteret al, 2020)
L’épiderme des vers de terre est en contact daeet les sols contaminés et est considéré
comme une voie importante d’absorption des substataxiquesReddy & Rao, 2008)Les
especes de vers de tedrambricus rubelluset Aporrectodea caliginosareprésentent les
animaux qui sont en contact étroit avec I'eau stigelle du sol et qui ont un épithélium de
surface perméable a I'eduijver, 2005) L’absorption des composés solubles dans I'eau se
produit principalement par diffusion a travers kap parce qu’ils sont faiblement absorbés
par les composants du sol et sont donc biodispemithns I'eau interstitielleCarteret al,
2016a, 2016h)La biodisponibilité des contaminants solubles sdérau peut varier en
fonction du pH, de la matiere organique et de hete en argiléCarteret al, 2016a, 2016b ;
Karlssonet al, 2016).

Les vers de terre ont le potentiel d’absorber ecaimuler divers produits organiques et
polluants inorganiques du soMorrison et al, 2000). lls sont une source majeure de
nourriture pour d’autres animaux comme les amphiides reptiles, les oiseaux et les
mammiféres, et la bioaccumulation des xénobiotiquagsces derniers est caractérisée par le

risque de transfert de polluants a des niveawhigoes plus élevés/arinoet al, 1992).

Selon Dawood et al. (2017), les vers de terre sont bien adaptés pour servirmmom

bioindicateurs d’accumulation des produits chimgydans le sol pour leur :

v Disponibilité dans une grande variété de sols,

v/ Caractéristigues morphologiques spécifiques, peamiet’absorber les contaminants
directement a partir du sol.

v' Surface épidermique extérieure vascularisée satisul®j permettant I'absorption
directe des contaminants du sol.

v Ingestion du sol fournissant un moyen pour I'abSorpalimentaire des contaminants.

L’'analyse des résidus par la techniqgue FRX effectiér les adultes A’ caliginosatraités
avec la Dlsp du NPKs et TSP ont montré une faible accumulgpionr les deux traitements
aprés 1 mois d’exposition. Les enzymes de détamitaiontribuent a réduire ou a éliminer la
toxicité des polluants, protégeant ainsi les orgaes(Ye et al, 2020).Les vers de terre 4.

caliginosa exposés a des concentrations élevées d’AgROAgNP pendant 4 semaines
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montrent que les vers exposés a I'’AgN&ccumulaient des concentrations d’argent plus
élevées que ceux qui sont exposés a I'AgNRleebet al, 2020) De plus, les résultats de
Huanget al (2020)ont révelé que les vers de terre épilgietaphire californicaaccumulent
plus le Cd, tandis que les vers de terre endo§égnthas hupeiensist les vers de terre
anécigues,Amynthas asacceuaccumulent plus le Cu et le Zn provenant du $a.
bioaccumulation des xénobiotiques chez les verdede, Eisenia fetidaaugmente avec
laugmentation du niveau d’expositiofhenet al., 2017).1l semble que les différents métaux
lourds s’accumulent dans les vers de terre a dessdas différentes, et ces differences peuvent
étre attribuées a I'espéce, a la concentrationgyu et a la durée d’expositidbaleelet al,
2020)

Les vers de terre absorbent généralement les coraate par diffusion passive via
I'épiderme a partir de I'eau interstitielle du sl de I'absorption intestinale aprés ingestion
orale de particules du s@lvanget al, 2014).La contribution de ces deux voies dépend des
stratégies écologiques, et des comportements dhines |l a été rapporté que l'espece
épigéeE. fetidaabsorbe principalement les polluants organiquasl’gpiderme. Alors que
Metaphire guillelmiles a pris par ingestion de particules du sol esonade leur nature
géophage, montrant ainsi une accumulation plusélen tétrabromobisphénol A (TBBPA)
gu'E. fetida durant 21 jours d'exposition(Chen et al., 2017).Divers facteurs
environnementaux, notamment le pH, la conductigigctrique, le carbone organique, la
teneur en azote, la température atmosphériquegnigpdrature du sol, I’humidité du sol,
’humidité et les précipitations, jouent un rélejewa dans I'absorption et la bioaccumulation
des xénobiotiques du sol au niveau des vers de(fearvoodet al, 2017) Cependant, avec
'environnement particulier du sol, la bioaccumigdat dépend principalement de la
concentration, de la spéciation chimique (biodigpiité chimique), et sur la distribution

spatiale (biodisponibilité physique) du produitraique (Dawoodet al.,, 2017)

Une relation négative entre le degré d’accumuladenmétaux dans les vers de terre et la
teneur du sol en argile qui a été signaléevjzar Gestekt al (1992) cela pourrait s’expliquer
par une diminution de la disponibilité des métaangl I'eau interstitielle due a leur
adsorption sur les particules d’argile. Les réssiltie la bioccumulation des engrais obtenus
au cours de notre étude peuvent étre expliquétapaxture du sol indigene utilisé et notre
espéce choisié). caliginosaqui appartient a un groupe d’endogés vivant daagpremiers

25 cm du sol et se nourrissent principalement dedtiere organiqué3ouche, 1977)Cela a
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été confirmé parDawood et al (2017) qui indiqguent que la bioaccumulation des
xénobiotiques chez les vers de terre est treshlaret dépendle certains nombres de facteurs
tels que ; 'espéce testée, les propriétés physimiquesdes xénobiotiques et le type du sol

et sescaractéristiques physico-chimiques.

De plus, les résultats déanget al (2021) ont montré que la faible accumulation des
polluants dans le corps des vers de terre est deeraélimination rapide. La proportion

accumulée dépend de la physiologie du ver de teeeson comportement et de la voie
d’exposition. Seul le produit chimique dissous dinsolution du sol qui est absorbé par la
voie cutanégBelfroid et al, 1996). Cependant, le sol ingéré sera soumis aux condition
chimiques présentes dans le tractus gastro-ingés(présence d’enzymes digestives, de
surfactants, différence de pH par rapport au sdiiam), ce qui se traduit théoriguement par
la différence de proportion du produit chimiqueatqtirésent en solution et celle disponible
pour absorption. Une fois absorbé, le produit chumei peut étre métabolisé et excréte,
accumulé dans d'autres tissus, séquestré a I'mbéou transporté dans l'organisme au site

d’action toxique(Lannoet al, 2004).

La majorité des études de bioaccumulation des xétigbes au niveau des tissus des vers de
terre s’intéressait aux pesticides et aux métausdk Peu de travaux ont été réalisés sur les
engrais. Leur accumulation est parfois en desselisnites de détection et elle suit cet ordre :

engrais phosphorés P > engrais potassiques K aisragotés N\Violina et al.,, 2009).
4.4. Effet des engrais sur la structure histologige

Les vers oligochetes ont une épaisse couche desmusientoure I'épiderm@.averack,
1963) a travers laquelle la respiration et I'excréti@ms déchets se produisent. Ce qui rend les
vers de terre sensibles a la perte d’'édiver, 2005) La barriére extérieure de la paroi
corporelle est une mince cuticule chitineuse, qatgge le ver de terre des abrasions et de la
déshydratation excessive. Sous la cuticule, laltdépidermique contient des glandes et des
cellules réceptrices nerveuses spécialisées. Deughes musculaires bien définies sont
présentes sous I'épiderme, une couche musculaicell@ire et une couche musculaire
longitudinale. La locomotion est coordonnée parawgractions de ces différents groupes de
musclegRoberts & Dorough, 1985).

L’intestin qui forme la plus grande partie du caalimentaire contient le typhlosole, un

repliement dorsal de I'épithélium intestinal augmaen efficacement la surface interne, la
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sécrétion et la surface absorbante. Les celluléhédiples spécialisées, appelées cellules
chloragogenes, se trouvent prés de lintestin & ples vaisseaux sanguins et des néphridies
(Roberts & Dorough, 1985).

L’exposition a des substances toxiques peut preddies perturbations biochimiques,
histologiques ou morphologiques, traduite par desadions spécifiques d’'un organe, d’un
systeme ou d’'une fonction. Ces effets varient sBiloiensité, la voie, la fréquence et la durée
de I'exposition mais aussi en fonction de I'espdeeexe, et 'dge des populations exposées.
lls peuvent étre réversibles ou irréversibles, imias ou différégMoussavou Moudouma,
2010).Les changements histopathologiques des vers esent de plus en plus utilisés pour

surveiller les polluants dans I'environnement du(Baio et al, 2022).

Les observations histologiques et cytologiques destoutils précieux pour évaluer les effets
toxiques des contaminants chez plusieurs espéeaddatovers de terréVorgan & Turner,
2005 ; Giovanettet al.,2010 ; Olualet al, 2010 ; Kilig, 2011 ; Samadt al.,2019 ; Gowri &
Thangaraj, 2020)Les marqueurs histopathologiques sont des |ésissigaires qui peuvent
signaler des effets délétéres résultant d’'une é@osantérieure ou continue a un ou
plusieurs agents toxiquesReddy & Rao, 2008) Les altérations histopathologiques
représentent un bon biomarqueur pour I'évaluatienlad qualité du sol{lLourencoet al,
2011). Des études récentes ont rapporté les effets hitimpgiques des pesticides sur les
vers de terre car I'étude histopathologique estdéshode la plus utile pour analyser le niveau
des dommages tissulaires dans un organisme foamises informations détaillées sur la
croissance, les dommages et le désordre dans sesstisous l'influence de pesticides
agricoles, déchets industriels, et déchets orgasititansiwal & Rai 2010 ; Yuvaragt al,
2018).

Nos résultats ont montré que les engrais chimicafésctent les téguments et la paroi
intestinale par la mise en évidende lésions au niveau de I'épithélium, des nécroses
cellulaires, avec une destruction du muscle ciirellat détachement des fibres musculaires
longitudinales. De plus, on a remarqué l'apparitinon épiderme irrégulier. En ce qui
concerne la paroi intestinale ; des altérationséb@tsignalées telles que le fusionnement des
plis intestinaux avec quelques décollements auanivckl tissu chloragogene, le détachement
au niveau des muscles circulaires et longitidunatide rétrécissement de la paroi. Le
traitement par le NPK affecte le plus les téguméanslis que le traitement par le TSP touche

beaucoup plus la paroi intestinale.
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L’application de certains produits agrochimiques &u eugeniaea induit des lésions
épidermiques, une désintégration du tissu conjhrettune vacuolisation du dernf@amalet

al., 2019). Des changements histopathologiques ont été sgohkEzE. fetidg A. caliginosa
etL. terrestrisapres une exposition a un insecticide, I'imidadibp a diverses concentrations
(Dittbrenneret al, 2011) De plus, les résultats obtenus farefaliet al (2018)ont montré
gue les métaux lourds, a savoir I'arsenic et leowla appliqués sur le ver épigeudrilus
eugeniaeengendrent un endommagement de la paroi intestiegliesenté par fusion des
villosités et nécrose. Par ailleurs, I'étude histbplogique et histochimique de l'intestin du
ver de terrePheretima elongat&axposé a I'herbicide glyphosate a montré uneal®r des
membranes cellulaires et une nécrog@lorowati, 2000) Les manifestations
histopathologiques ont été observées apres I'etiposiu ver de terrd\sukkadrilus mbaa
I'herbicide atrazine comprenaient des dommagesivaan de la couche chloragogéne et du
tissu épithélial et élargissement glandulaire dauiépithélialOluahet al, 2010) De plus,
des altérations importantes telles que la pertelidegrité structurelle de la couche
épithéliale, lésion du tissu intestinal sous forteevacuolisation et dégénérescence du tissu
chloragogéne et fusion de villosités intestinaleséié observées chez le ver de tefisenia
fetida exposé aux boues de l'industrie de transformationait et qui ont conduit a une
réduction de la zone d’absorption des nutrimentsuanément, le processus d’intoxication
consomme I'énergie des réserves du tissu chloragggewur et al, 2019).De plus, de graves
dommages dans la couche tissulaire chloragogenétériétectés chedz. fetidaexposée a
'AgNP (Daset al, 2018) El-Deebet al (2015)ont enregistré des altérations histologiques
au niveau des glandes digestives des escaBjmisphalaria alexandrin@&xposés aux engrais
inorganiques. L’examen histopathologiqu& dfetidaaprés une exposition de 28 jours a un
meétal montre une altération de la couche musculaimilaire et une désintégration de la
couche longitudinaléLiang et al, 2017) Des effets similaires ont été signalés chez deux
especes de vers de terieydrilus eugeniaet Perionyx barotensigraitées par le pesticide
monocrotophos, représentés par la rupture du tBkwagogene, du muscle longitudinal, le
fusionnement des villosités et la rupture des teglmécrotiques dans la paroi corporelle du

ver de terre (épiderme, muscles circulaires etitadoaux)(Gowri & Thangaraj, 2020).

Une fois I'épithélium est endommage, les comtammalu sol peuvent facilement pénétrer
dans l'organismegDuo et al, 2022) Les lésions épidermiques graves des vers de terre
pourraient nuire a la respiration cutanée. La ®sghbiochimique des protéines tissulaires et

des enzymes vitales semble étre affectée par baclation de ces produits chimiques dans
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les tissus du ver de terre. Il est évident quealgsations morphologiques, histologiques et
biochimiques constatées chezeugeniagpourraient étre utilisées comme biomarqueurs pour
évaluer la toxicité de certains polluaritSamalet al, 2019) Le tissu chloragogene qui
représente le site principal d’accumulation dedammimantsMorganet al, 2002 ; Giovanetti

et al, 2010) est I'équivalent métaboliquement aux cellulesfaie des animaux supérieurs
(Roots, 1960 ; Laverack, 1963es cellules semblent jouer un rble dans I'élation et la
désintoxication des déchets et des xénobiotigueserts & Dorough, 1985)es altérations
morphologiques observées au niveau de ce tisdiinetateur principal de la manipulation
de plus grandes quantités de substances toxijliegjanet al, 2002) L’élimination de ces
toxiques peut étre obtenue par I'extrusion entidesschloragocytesancioet al., 1995) qui
permettent aux vers de terre de tolérer les submssatoxiques(Langdonet al, 2001)
Cependant, ces cellules peuvent devenir mobileil@t €nsuite une autolyse et libérer leur
contenu dans le liquide coélomique pour étre egdréscher, 1977 ; Laverack, 1963les
petites particules sont excrétées par les néphkrithadis que les plus grosses sont extrudés a
travers la surface du corpLependant, ces cellules ou leurs extrémités brisées
transportées dans les régions de la croissaneerépdération, ou aux organes reproducteurs,
ou a tout site ou un apport supplémentaire de norgrpeut étre nécessaifduthukaruppan

et al, 2005).

Les vers de terre sont considérés comme extrémersensibles aux changements
environnementaux et a la toxicité due aux xénodpigts. Avec une toxicité accrue, les vers
deviennent agités et pour surmonter les effetqtas, ils ont besoin d’'une énorme quantité
d’énergie obtenue par autolyse de leur propre tigancipalement de la région postérieure
(Raoet al, 2003) Mikkelsenet al (2004)ont signalé une contraction musculaire inhabituelle
due au stress qui peut conduire & une absorptwéélde C& dans les tissus, entrainant une
perte de l'intégrité cellulaire. Ce qui a été comi parNayaket al. (2018)qui ont montré

gue les changements des propriétés chimiques ddusoh I'ajout du phosphogypse (Pg)
utilisé comme supplément de soufre et de calciumsdies sols agricoles, causent
généralement des contractions musclaires rapides lels vers de terre. La perte des fibres
musculaires peut étre attribuée a une absorptiomeaae C& par les vers sous stress, ce qui
est susceptible d’avoir un impact négatif sur lacten locomotrice de I'animal dans le sol et

son réle vital en tant que macrodécomposeur.
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Les vers de terre sont continuellement exposés paiasuits chimiques du sol par leurs
muqueuses digestives et leur peau, et dépenderdydemmes de désintoxication efficaces
pour leur survig(Kilic, 2011). En cas de lésion tissulaire, les cellules chlorageg sont
capables de migrer vers la plaieledissu perdu et le régénéfeforganeet al, 2002 ; Reddy

& Rao, 2008).Les altérations de I'activité des cellules chlomgégues produites par
'exposition a des concentrations élevées de pdstcsont susceptibles d’étre responsables
du déficit observé dans les activités enzymatiqgtgseuvent étre prises en compte comme

précurseurs des effets |étaux et sublétauxo et al, 2016).
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En agriculture, les engrais chimiques sont admigssen vue d'augmenter le rendement
des cultures. lls sont responsables d'une polluti@ssive des sols, mais sont surtout la
principale cause de pollution d’air et d’eau eeefént non seulement les organismes ciblés,
mais aussi les especes non ciblées comme lese/éesrd qui ont une importance primordiale
dans la production primaire ; puisque qu’ils jouent réle essentiel dans la formation et
I'entretien des sols fertiles et de leurs effetslsuecyclage des éléments nutritifs, le maintien
de la fertilité et la structure des sols. Les wirgerre naturellement en contact avec les phases
solides et aqueuses du sol, ingérent de grandeditgsade sol et sont donc directement
exposés a des contaminants provenant de l'utiisatitensive des biocides (herbicides et
insecticides) et produits agrochimiques dans Ladjtire, des activités industrielles et des

dépbts atmosphériques.

Le travail réalisé, nous a permis d'évaluer lestsffle deux engrais chimiques, NPKs et TSP
appligués sur deux stades de développement (aelujtevénile) d’'une espéce bioindicatrice
de pollution ; le ver de terrAporrectodea caliginosaur la mortalité, la croissance, les
biomarqueurs de stress oxydatif, enzymatiquesqigdsies glutathion S-transférases (GSTSs),
la glutathion peroxydase (GPx) et la lactate désigghase (LDH), et non enzymatiques, le
glutathion (GSH). D’autre part, la bioaccumulatieinl’étude histologique ont été également

déterminées chez les vers adultes.

La croissance des vers adultes et juvéniles aééidéite apres exposition aux engrais : NPKs
et TSP a différentes périodes testées. Cette niéduiraduite par une augmentation du taux
d’inhibition de la croissance correspond a destefiahibiteurs sur la prise de poids

engendrés par le traitement. Cette inhibition @expliquer par une réduction des réserves
énergétiques, allouées a la croissance (contetipidas et en glucides) dans les cellules de

stockage des tissus.

L’évaluation de l'effet des engrais chimiques NP&STSP sur les biomarqueurs du stress
oxydatif, indique que ces derniers induisent l\aatibn du systeme de détoxication par le
biais d’'une élévation significative de I'activit€sl GSTs, GPx et LDH et une diminution du

GSH au cours de la période de traitement comparatwnt aux témoins.
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L’étude de la composition biochimique montre qus deux engrais inorganiques induisent
un épuisement des réserves énergeétiques (gludidipsdes) et une perturbation du contenu

en protéines chez les adultes et les juvénilds atiliginosa

Les résultats de I'analyse des résidus obtenutapgachniqgue FRX montrent que les engrais
chimiques ont été accumulés dans les vers de tegis, avec un faible taux d’accumulation.
Finalement, I'application des deux engrais aveDlg, a iduit une altération de la structure

histologique du tégument et de la paroi intestinale

On peut conclure que l'espede calliginosapeut étre utilisée comme bioindicateur de
pollution terrestre pour évaluer les risques édglogs lies a l'application des engrais

chimiques et des produits phytosanitaires danslle s

A l'avenir, il serait intéressant de compléter l&gent travail en évaluant les effets de ces
engrais inorganiques sur :
v' Le comportement d’évitement
La reproduction et le potentiel reproducteur
Les enzymes digestives
Le liquide ccelomique
La génotoxicité pour envisager les effets sur TABN'ARN

L'ultrastructure des tissus

AN N N N NN

D’autres biomarqueurs de stress tels que; supdeoxgismutase (SOD)
cytochrome P450 (CYP 450) gtotéines de choc thermique (HSP70).
Il serait également intéressant d’effectuer unalein situ pour voir les effets dans les

conditions naturelles sur terrain.
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VI. RESUME

La présente étude a été menée afin d'étuebezffets de deux engrais chimiques, NPKs et
triple superphosphate (TSP) appliqués a deux dfiBks et DLsg) sur les adultes et les
juvéniles d’'un ver de terre bioindicateur de patinf Aporrectodea caliginosagspéece

dominante dans la région de Tébessa (Nord-Esidigerie).

Les effets de ces deux engrais chimiques ont éfmieés sur la mortalité, la croissance, les
biomarqueurs enzymatiques (GSTs, GPx et LDH) et mozymatique (GSH) et la
composition biochimique (protéines, glucides, lgg)l des adultes et des juvénile.d’
caliginosa La bioaccumulation et I'étude histologique orit également déterminées chez les

adultes traités a la Bk

La croissance des vers adultes et juvéniles ae¥tarpée aprés exposition aux deux engrais
(NPK et TSP) au cours de la période du traitemk@tude biochimique montre que les
traitements réduisent le contenu en protéinessagékerves énergétiquesflétant la demande
d’énergie relativement élevée pour répondre assti@xique. Les engrais peuvent modifier

la synthése de métabolites et perturber certaiaesesd fonctionnalités.

Par ailleurs, les biomarqueurs enzymatiques etemaymatiques déterminés chez les adultes
et les juvéniles traités par NPKs et TSP a la D4t DLso) ont révélé une induction du
systeme de détoxication, traduite par une augmentde I'activité des GSTs, GPx et LDH et

une diminution du taux du GSH.

Les engrais chimiques ont été accumulés dans Issdeeterre, mais avec un faible taux de
bioaccumulation. En plus, I'étude histologique dekiltes traités a la Rb révélent des

modifications au niveau des téguments et de laipatestinale comparativement aux
témoins. Ces résultats trouvés pourraient étre utiles pédwraluation des écosystémes
terrestres contaminés en utilis@tcalliginosacomme bioindicateur de pollution terrestre et

evaluer et les risques écologiques des engraiganajues dans le sol.

Mots clés : Aporrectodea caliginosa Engrais, Mortalité, Croissance, Biomarqueurs,

Composition biochimique, Bioaccumulation, Histopdtyie.
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ABSTRACT

The present study was conducted to investigtiéets of two chemical fertilizers, NPKs
and triple superphosphate (TSP) applied at two sids®,s, LDsg) on the pollution
bioindicator, Aporrectodea caliginosadults and juvenile’s earthworm, the most abundant

species in Tebessa area (northeasi&yeria).

The effects of these two chemical fertilizers wexamined on mortality, growth, enzymatic
(GSTs, GPx and LDH) and non-enzymatic (GSH) bioraeskand biochemical composition
(proteins, carbohydrates, lipids) in adults andejuiles ofA. caliginosa.Bioaccumulation

and histological study were also determined usthgta.

Growth of adult and juvenile worms was reduced raéeposure to NPK and TSP. The
biochemical study shows that treatments reduceeprotontent and energy reserves,
reflecting the high relatively energy demand topmesl to toxic stress. Fertilizers can alter
the synthesis of metabolites and disrupt somesdtitctionality.

In addition, enzymatic and non-enzymatic biomarkdesermined in treated adults and
juveniles (LDys and LDsg) revealed an induction of the detoxification systeesulting in an

increase in the activity of GSTs, GPx and LDH ardkarease in the level of GSH.

Chemical fertilizers have been accumulated in eastims, but with low bioaccumulation
capacity. Histological study of adults treated wlifDs, reveals changes in the integuments
and intestinal wall compared to controls. Theseaioled results could be useful as a
biomarker for the assessment of contaminated tealkescosystems using. calliginosaas a
biomonitor for terrestrial pollution and assessewplogical risks of chemical fertilizers in

soil.

Keywords: Aporrectodea caliginosa Fertilizers, Mortality, Growth, Biomarkers,

Biochemical composition, Bioaccumulation, Histopatiyy.
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of the earthworm Aporrectodea caliginosaafter exposure to two fertilizers.
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'azadirachtine et le spinosad sur l'activité laitgkthion-S-transférase (GST), et le
taux du glutathion (GSH) suBlattella germanica: (Dictyoptera : Blattellidae).
Colloque International sur la Lutte Biologique etégrée en Algérie (CILBIAL).
Batna-Algérie (Poster).
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an inorganic fertilizer to earthwormAfgorrectodea caliginoga using growth,
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FORMATIONS

Participation au workshop: “Scientific paper. How $ucceed its redaction and
publication?”

Participation a la formation en biostatistique “iagl Graph Pad prism 7”.

Atelier de formation au niveau du centre de redmerscientifique et technique en
analyses physico-chimiques (Alger) pour l'initiati® la technique SAA.

Stage d'initiation a la technique histologique lopital Professeur Nefissa Hamoud
(ex Parnet). Service de biologie cellulaire.

Stage de formation sur I'application du microsc@pectronique (Nanomatériaux et
biologie) a I'université de Ain Chams Faculté deieisces. Caire Egypte.

Obtention du niveau A2 de la langue anglaise aur€eliEnseignement Intensif des

Langues a I'Université Larbi Tébessi.

PROJET DE RECHERCHE

Membre dans un projet de recherche PRFU, intitulEttide de I'impact des
pratiques agricoles « Engrais et Pesticides » sued organismes non visés et la

recherche de nouvelles alternatives pour la proteiin des produits agricole$
Code :D01N01UN120120180005
Sous la direction du Dr. Tine Samir.

Membre dans un projet de recherche PRFU, intitul¢alorisation des Huiles
essentielles de plantes aromatiques et médicinaldscales dans le domaine

agronomique et médical’

Code :D01INO1UN120120220001

Sous la direction du Pr. Tine-Djebbar Fouzia.

137 |

—



