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Résumé

Les vers de terre sont des bioindicateurs importants, souvent utilisés pour évaluer la
contamination des sols par les substances polluantes.

La présente étude a été menée afin d'étudier l'effet de la pollution causée par l'eau usée et
I’eau épurée couramment utilisées dans l'agriculture sur ’espéce Aporrectodea caliginosa, et
cela en analysant différents biomarqueurs; 1’acétylcholinestérase (AchE), le glutathion
(GSH), le glutathion S-transférase (GST), et les protéines totales.

Les traitements des vers de terre avec ’eau usée et I’eau épurée n’ont montré aucun effet
significatif que ce soit sur I’AchE, le GST, le GSH, et le taux des protéines (p>0.05), excepté
pour le traitement avec 1’eau usée qui a montré un effet significatif sur le GSH (p<0.05) dont
les moyennes ont passé de (0,08+0,05) a (0,62+0,48 puM/min/mg de protéines).

Ce travail représente une étude élémentaire qui pourrait étre poursuivie par des recherches
ultérieures.

Mots clés : Aporrectodea caliginosa, eau usée, eau épuree, biomarqueurs, AchE, GST, GSH,
protéines totales.



Abstract

Earthworms are important bioindicators, often used to assess soil contamination by
pollutants.

The present study was carried out to study the effect of pollution caused by wastewater and
purified water commonly used in agriculture on the species Aporrectodea caliginosa, by
analyzing different biomarkers; acetylcholinesterase (AchE), glutathione (GSH), glutathione
S-transferase (GST), and total protein.

Treatments of earthworms with wastewater and purified water showed no significant effect
whatsoever on AchE, GST, GSH, and protein levels (p> 0.05), except for the treatment with
wastewater which showed a significant effect on the GSH (p<0.05) whose means went from
(0.08 £ 0.05) to (0.62 = 0.48 UM / min / mg protein).

This work represents an elementary study which could be continued by further research.

Key words: Aporrectodea caliginosa, wastewater, purified water, biomarkers, AchE, GST,
GSH, total protein.
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Introduction

INTRODUCTION

La nature nous a inculqué une tendance a l'agriculture, car c'est la meére qui nourrit
I'hnumanité, et chaque personne désire améliorer sa vie de maniere appropriée, mais
malheureusement, son désir d'améliorer la production a conduit a une mauvaise utilisation de
I'eau par une surexploitation des nappes phréatiques et une exploitation anarchique des eaux
usées (Betaouaf, 2012). Ces pratiques affectent largement la stabilité des écosystemes
(Gavrilescu et al., 2015).

En effet, lorsque les conditions de I'environnement naturel changent, plusieurs organismes
vivants peuvent étre affectés de plusieurs manieres, reflétant le déséquilibre des conditions
initiales de I'environnement naturel (Kaiser, 2001; Sammarco et al., 2007 ; Aubertot et al.,
2005). Ces organismes sont appelés bio-indicateurs.

Les vers de terre sont réputés étre d’excellents bio-indicateurs (Benchikh, 2016). lls
représentent une composante majeure de la biomasse des sols(Stork et Eggleton, 1992), et
peuvent, ainsi, étre exposés aux contaminants par différentes voix (phase aqueuse, phase
vapeur et ingestion de la phase solide). Ces organismes possedent une grande aptitude de
bioaccumulation, ce qui leur permet de jouer un role important dans le bio-monitoring de
plusieurs polluants, en reflétant des réponses précoces aux effets déléteres de ces polluants sur
les systéemes biologiques (Shi et Wang, 2017).

Il convient de porter une attention toute particuliere a I’exposition de groupes vulnérables a
des eaux usées non traitées ou partiellement traitées, surtout dans le cadre de I’irrigation des
terres agricoles. La mauvaise connaissance des risques liés a l’utilisation des eaux usées,
renforce encore davantage ces risques, tout spécialement dans les pays en voie de
développement (Ryder, 2017). Il faut avoir, donc, de bons systémes de surveillance et un
traitement avancé des eaux usées pour s'assurer qu'il n'y a aucun risque pour la santé des
écosystemes.

Dans cette optique, notre travail a pour objectif de mesurer le taux de pollution causée
par l'eau usée et épurée couramment utilisés dans I'agriculture, et ceci par le calcul de
quelques paramétres biomarqueurs (GST, GSH, AchE, et les protéines) par 1’utilisation d'un
indicateur biologique (vers de terre).

Cette étude se divise en trois chapitres :

- Le premier chapitre présente le cadre général de 1’étude par des rappels
bibliographiques sur 1’agriculture et la bio-indication.

- Le deuxiéme chapitre concernant 1’étude expérimentale, présente le matériel
biologique utilisé ainsi que les méthodes adoptées pour la réalisation de ce travail.

- Letroisiéme et dernier chapitre renferme la discussion des résultats du travail entrepris
ainsi qu’une conclusion générale et quelques perspectives.
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I. Agriculture et pollution

Au cours des cingquante derniéres annees, les surfaces irriguées en agriculture ont plus
que doublé (Ryder,2017). Cependant I'agriculture peut étre une source de nombreux types de
polluants (Moufti, 1996). La pollution hydrique en provenance de l'agriculture se produit
quand les engrais et les pesticides sont appliqués de facon plus abondante que ce que les
cultures peuvent absorber, ou quand d’autres substances toxiques sont emportées les
précipitations (Aubertot et al., 2005). D’autres types de polluants tels que les antibiotiques, les
éléments en traces métalliques, et des agents pathogenes peuvent étre émis par les élevages
(Delanoue et Roguet, 2015 ; Amrouchi, 2017)

Si elles sont traitées de facon adéquate et appliquées en toute sécurité, les eaux usées
domestiques sont une source précieuse d’eau et de nutriments pour I’agriculture. L'utilisation
des eaux usees municipales est un modele courant dans plusieurs pays, notamment ceux de
I'Afrique du Nord et du pourtour de la Méditerranée, du fait que ces eaux usées sont, en
géneéral, facilement disponibles et gratuites. En effet, des systéemes d'irrigation efficaces
peuvent considérablement réduire les pertes d'eau (Ryder,2017).

Il.Agriculture irriguée en I’ Algérie

En Algérie, I’agriculture naturelle subit la contrainte du changement climatique,
obligeant les agriculteurs algériens a adopter des systemes de culture extensifs dans les zones
d’agriculture pluviale. Ainsi, en 2017, plus de la moitié des 8,5 millions d’ha que compte la
SAU est consacrée au systeme céréale jacheére. On recense plus 1,2 million d’exploitations
agricoles et prés de 70 % des exploitations disposent d’une superficie inférieure a 10 ha.
Toutefois, ces deux derniéres décennies, le secteur agricole, qui ne représente que prés de 13
% de la population active, a été le moteur de la croissance économique du pays(Bessaoudet
al.,2019).

En effet, les investissements dans le secteur agricole ont tres fortement augmenté depuis les
années 2000. Ce secteur contribue actuellement a hauteur de plus de 50 % au PIB industriel
hors hydrocarbures, et connait une progression vigoureuse, permettant 1’extension des
capacités productives avec une multiplication par plus de 3,5 de la superficie irriguée qui
représente aujourd’hui 15 % de la SAU (Bessaoudet al., 2019).

Les investissements dans la mobilisation des ressources en eau ont contribué a transformer la
cartographie agricole de I’ Algérie. La mise en valeur des terres a fait des régions sahariennes
et steppiques d’importants bassins de production agricole. L'extension des surfaces irriguées
en PMH (petites et moyennes hydrauliques), bien qu'encourageante pour le développement de
I'agriculture, provoqué un accroissement considérable des forages individuels et des
surexploitations dangereuses de certaines nappes souterraines(Bessaoudet al., 2019).
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I1l. Gestion des eaux usées

Les eaux usées sont toutes les eaux des activités domestiques, agricoles et industrielles
chargées en substances toxiques qui parviennent dans les canalisations d'assainissement. Les
eaux usées englobent également les eaux de pluies et leur charge polluante, elles engendrent
au milieu récepteur toutes sortes de pollution et de nuisance (Dugniolle, 1980 ; Glanic et
Benneton, 1989).

I11.1. Situation dans le monde

Dans les pays a revenu élevé, 70% des eaux usées subissent des traitements de pointe,
et ceci que ce soit pour le maintien de la qualit¢ de I’environnement, ou pour 1’apport d’une
source d’eau alternative pour faire face au manque d’eau. Cependant, 1I’émission d’eaux usées
non traitées demeure une pratique courante, surtout dans les pays en développement, en raison
du manque d’infrastructures, de capacités techniques et institutionnelles, et de financement.
En effet, 80% des eaux usées du monde sont rejetées sans traitement(Ryder, 2017).

I11.2. Situation en Algérie

La réutilisation des eaux usées épurées est une action volontaire et planifiée qui vise la
production de quantités complémentaires en eau pour différents usages.

Aujourd’hui la stratégie nationale du développement durable en Algérie se matérialise
particulierement a travers un plan stratégique qui réunit trois dimensions a savoir : Sociale,
Economique et Environnementale (MRE, 2012). Le réseau national d’assainissement totalise
un linéaire de 27000 kilometres. Le taux de recouvrement est, hors population éparse, de
85%. Le volume global d’eaux usées rejetées annuellement est évalué a preés de 600millions
de m3, dont 550millions de m3 pour les seules agglomérations du nord (Hannachi et al.,
2014). La réutilisation des eaux usées épurées pour I’irrigation concerne en priorité les zones
déficitaires en eau conventionnelle (MRE, 2012). Parmi les stations d’épuration exploitées par
I’ONA (Office nationale d’assainissement) a travers 43 wilayas, quelques-unes sont
concernées par la réutilisation des eaux usées épurées en agriculture (Hannachi et al.,
2014).En 2011, le volume réutilisé est estimé a 17 millions de m3/an, afin d’irriguer plus de
10000 hectares de superficie agricoles (MRE, 2012). Le potentiel de la réutilisation des eaux
usées ¢épurées a des fins agricoles a évolué d’une maniere significative d’environ 17 millions
de m3 en 2011 & environ 18 million de m3 en 2020, et le nombre de stations concernées a
21stations d’épurations en2020 (ONA, 2020).

1VV.Bio-indicateurs

Les bio-indicateurs désigne 1’espéce ou le groupe d’espéce utilisée a des fins des bio
indications (Lagadicet al., 1997) , ils consistent en I’utilisation d’information biologique afin
de déterminer un niveau de qualit¢ d’environnement (Linthurst, 1995).

Les indicateurs biologiques, mesures in situ, sont complémentaires des tests éco-
toxicologiques réalises au laboratoire pour lesquels les résultats sont parfois difficiles a
interpréter car d'une part, les organismes utilisés sont trés différents de ceux présents in situ,

3
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et dautre part, les conditions d'exposition sont également trés éloignées des conditions de
terrain.

IV.1. Catégories
Deux catégories de bio-indicateurs peuvent étre distinguées :
IV.1.1.Bio-indicateurs d'accumulation

Les bio-indicateurs d’accumulation sont des organismes qui accumulent une ou
plusieurs substances issues de leurs environnements permettant ainsi d'évaluer leurs
expositions (Guénolaet al., 2019).

IVV.1.2.Bio-indicateurs d'effet ou d'impact

Les bio-indicateurs d’effet ou d’impact sont des organismes qui permettent de révéler des
effets lors de I'exposition a une ou plusieurs substances issues de leurs environnements
(Bispoet al., 2009).

IV.2.Caractéristiques

Les principales caractéristiques de la bio indication végétale comme la bio indication
animale sont de disposer d'espéces :

-Ayant des sensibilités spécifiques tres fortes vis-a-vis de certains polluants ;
- Ayant au contraire une forte résistance et une capacité d'accumulation élevée.

L'emploi de telles espéces permet d'obtenir une valeur approximative d'une pollution
moyenne sur des espaces de temps élevés(Le Bras, 2017).

1V.3. Utilisations

Les bioindicateurs constituent une des méthodes fondamentales pour déterminer les
changements ou modifications dans un environnement naturel. Ils peuvent étre utilisés pour la
surveillance de différents milieux (aérien, terrestre, et aquatique) (Van haluwyn
etLerond,1993 ; Fritsch, 2010 ; Baudinetal.,1991), et ceci pour :

-Emettre des signaux précoces de problemes environnementaux

- Evaluer I'état de stress global de I'environnement a travers différentes réponses d'organismes
indicateurs (Clergué, 2008).

- Identifier les relations(cause/effet) entre les facteurs d'altération et les effets biologiques
(Chaussodet al.,1996).

- Evaluer I'efficacité de mesures réparatrices sur la santé des systéemes biologiques (Mathias,
2011).
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1V.4. Exemple de bio-indicateurs(vers de terre)

Les vers de terre (Fig. 1) sont des meétazoaires, trophoblastes, coelomates et
protostomiens, font parties des anilides que sont principalement représentés dans les
écosystemes terrestres par les vers de terre de la classe oligochétes, représentant une
composante majeure de la macrofaune du sol puisque, dans la plupart d’écosystéme terrestre,
ils dominent en biomasse (Edwards et Bohlen, 1996).

Les vers de terre sont des acteurs essentiels des sols, agricoles et forestiers. Leurs roles
dans I'équilibre du sol sont multiples ; physique (aération et drainage), mais aussi chimique en
produisant I'équivalent d'hormones de croissance pour les végétaux, de substances protectrices
contre les parasites et un mucus nutritif pour la flore microbienne du sol.

Figurel.Vers de terre (Site internet 1)

IV.4.1. Classification
Régne : Animalia
Embrenchement : Annelida
Classe : Clitellata

Sous classe : Oligochaeta
Ordre : Haplotaxida

Sous Ordre : Lumbricina
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1VV.4.2 Morphologie

Les vers de terres sont des animaux qui appartiennent a la macrofaune du sol. Ils ont
tous une anatomie a peu pres semblable (allongée et circulaire) (Fig. 2).Leurs corps sont
constitués d’une séric de nombreux anneaux successifs appelée métamere (de 60 a 200). Le
premier segment est appelé prostomium, le second peristomium et le derniére pygiduim.
Comme tous les oligochétes terrestres, les vers de terre n’ont ni yeux, ni téte distincte.
Cependant, ils possédent une forte densité de cellules sensorielles (Lavelle et Spin, 2001)

Prostomium Tumescence Clitellum
| (nez) génitale (TG)

n: ": :

:I ‘ ’ . .l
A % _‘ 3k " 3! MENNE "

S A e Y LLL) L
Péristomium p Tubercules de "~\
(premier segment) Pore male la puberté (TP) Soies

Périprocte & Segm\cnts

Figure2.Morphologie du ver de terre(Site internet 2)
1V.4.3 Reproduction et cycle de vie

Les vers de terre sont, majoritairement, hermaphrodites. Les vésicules séminales et les
ovaires sont situés dans la partie antérieure du corps. Quand le ver pond ses ceufs,
d’abondantes mucosités sont sécrétées sur son clitellum. Le ver sort des mucosités dans
lesquelles restent les ceufs. Les mucosités durcissent bientot et prennent une couleur foncée.
Un cocon se forme, renfermant plusieurs ceufs. Au bout d’aprés quelque semaine de jeunes
vers se développent de ces ceufs et quittent le cocon (Tsouzmer et Pétrichina, 1985).

Un échange de spermatozoides a lieu lors d’un accouplement lorsque les conditions sont
favorables. Quelques jours plus tard, le clitellum produit le cocon qui glisse le long de la
partie antérieure du vers de terre et émis dans le sol sous forme d’une capsule fermée a deux
extréemités. Les cocons sont résistants aux conditions défavorables comme la seécheresse ou
une modification de la température (Edwards et Bohlen, 1996). Les vers adultes produisent
plusieurs cocons par an, en fonction de leur age (Svendsenet al., 2005) et les conditions dans
lesquelles ils se trouvent (Lee, 1985). Un ou plusieurs individus immatures, appelés juvéniles,
éclosent quelques temps plus tard. La durée d’incubation dépend des conditions climatiques
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(Holmstrupet al., 1996) et des conditions de vie de 1’adulte qui a produit ce cocon (Phillipson
et Bolton, 1977). Le ver de terre juvénile va progressivement acquérir des caracteres sexuels
secondaires externes liés a 1’accouplement comme le puberculum tuberculeux ou les pores
sexuels, il sera alors au stade sub-adulte. Un clitellum, organe lié au processus de ponte, va
ensuite se former et permettre au ver de terre de devenir sexuellement mature pour pouvoir se
reproduire a son tour ; il devient alors adulte. Le temps de maturation varie beaucoup entre
especes et dépend des conditions de milieu (température, humidité, nourriture) (Bostrom et
Lofs, 1996 ; Lakhani et Satchell, 1970).

1V.4.4. Physiologie

e Respiration et circulation sanguine
Les vers de terre n‘ont pas d'organes respiratoires, mais ils respirent a travers la peau et

les tissus externes dans le sang, ou I'oxygéne passe du milieu extérieur au corps par diffusion.
(Edward et lofty, 1977 ).Les vers de terre ont un appareil circulatoire composé de vaisseaux
sanguins par lesquels circule le sang. Le long du corps du lombric, au-dessus de I'appareil
digestif, s'étend le vaisseau dorsal et, au-dessous, le vaisseau ventral. Entre ces vaisseaux
principaux il y a, dans chaque anneau, un vaisseau annulaire qui les réunit. La premiere partie
du corps renferme plusieurs vaisseaux conjonctifs plus gros remplissant le role de cceurs. Ils
sont pourvus de muscles, se contractent régulierement et propulsent le sang du vaisseau dorsal
de I'extrémité postérieure du corps vers I'extrémité antérieure (Tsouzmer et Pétrichina, 1985).

e Systeme Nerveux

Dans chaque anneau du ver, sur sa face ventrale, se trouve un petit ganglion nerveux.
Tous les ganglions sont rattachés entre eux et forment un cordon nerveux ventral. Des nerfs
partent de tous les ganglions nerveux dans les différentes parties du corps. Le ver ne possede
pas de véritables organes des sens, mais il ressent les contacts, le goQt de la nourriture,
distingue la lumiére de I'obscurité. Les excitations sont percues par les cellules sensibles de
I'épiderme, reliées aux ganglions nerveux par les nerfs. 1l y a surtout un grand nombre de
cellules sensibles a I'extrémité antérieure du corps.

e Digestion et appareil excréteur

e Le systeme digestif est un systeme simple composé d'une chambre buccale, pharynx,
cesophage, jabot, gésier, et l'intestin. Les vers de terre tirent leur nutrition du
biomatiére, sous forme de matiére végétale, protozoaires vivants, rotiféres,nématodes,
bactéries, champignons et autres micro-organismes, et restes en décomposition de
grands et petits animaux(Edward et lofty, 1977).

Les produits nocifs liquides du métabolisme s'accumulent dans la cavité corporelle. Chaque
anneau du ver de terre renferme une paire de tubules excréteurs, fins et en forme de boucle.
Par une de ses extrémités, le tubule communique avec la cavité corporelle, l'autre s'ouvre a
I'extérieur. Par ces tubules, les produits nuisibles liquides sont rejetés de l'organisme du
lombric (Tsouzmer et pétrichina, 1985).
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1V.4.5. Ecologie

La qualité et la quantité de la matiére organique du sol ainsi que le type de sol, le pH et
les conditions climatiques, sont des facteurs du milieu qui gouvernent fortement la présence
des communautés lombriciennes dans les différents biotopes (Curry, 1998 ; Lofs-Holmin,
1982 ; Whalen et Parmelee, 1999).

La température et la teneur en eau du sol sont des variables environnementales clés qui
influencent la croissance, la survie, la fécondité et I’activité des lombriciens (Satchell, 1967 ;
Hartensein et Amico, 1983 ; Sims et Gerard, 1999).

1V.4.6. Roles

En creusant leurs trous, les lombrics favorisent la pénétration dans le sol de l'air et de
I'eau nécessaires aux plantes. En se déplacant, les vers avalent de la terre, qui, aprés avoir
traverse l'intestin, est rejetée derriére eux. Cette derniere possede alors une texture plus fine et
est enrichie d'humus. Le sol en devient plus fertile. Un ver de terre travaille en 24 heures
environ 0,5 g de sol. Dans les champs et les jardins, ou il y a beaucoup de vers, leur role dans
la genése du sol est important. Les expériences montrent que dans un sol ou il n'y a pas de
vers de terre, les plantes poussent mal, leur récolte est basse (Tsouzmer et pétrichina, 1985).

V.Biomarqueurs

Un biomarqueur désigne un changement observable et/ ou mesurable au niveau
moléculaire,  biochimique, cellulaire, physiologique ou comportementale, qui
révelel’exposition présente ou passé d’individu a au moins une substance chimique a
caractére polluante (Lagadic, 1998).

Les expérimentations en conditions contrdlées ont largement démontré que les
biomarqueurs peuvent étre utilisés pour évaluer I'exposition des individus a des xénobiotiques
et dans certains cas, les effets de ceux-ci sur les structures et les fonctions vitales de
I'organisme (Berthet, 2008). Les bases expérimentales ont permis d'envisager I'utilisation des
biomarqueurs dans le milieu naturel, notamment dans le cadre des programmes de
surveillance de la qualité de I'environnement (Aubertotet al., 2005). Le principe des
biomarqueurs est de mesurer les molécules biochimiques produites (en général des molécules
de détoxication) ou inhibées dans I'organisme en présence de toxiques.

V.1. Catégories
V.1.1. Biomarqueurs d'exposition

Sont aussi appelés biomarqueurs de défense ou d'adaptation. Ils témoignent de la
réaction de défense de I'organisme exposé a un contaminant. En réalité ils indiquent que le
polluant présent dans le milieu a pénétré dans I'organisme, Généralement, il est le résultat
d'interaction avec des molécules naturelles ou des liquides biologiques (Timbrellet al., 1994).
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V.1.2. Biomarqgueurs d'effets

Sont aussi appelés biomarqueurs de dommage. Ils indiquent la modification directe et
néfaste causée par un contaminant sur un organisme. Il indique qu'aprés avoir pénétre, le
polluant s'est répandu dans les différents tissus, en exercant des effets toxiques ou non. Il
existe des marqueurs dits spécifiques et d’autres dits non spécifiques. Les marqueurs
specifiques offrent la possibilité d'identifier le type de contamination sur l'organisme
(McCarthy et shugar, 1990).

V.1.3. Biomarqueurs de sensibilité

Ils renseignent sur la sensibilité de I'organisme en réponse a une contamination par un
polluant. 1ls permettent par ailleurs de définir les limites de sensibilité de I'organisme
(résistance/tolérance), et d'évaluer les variations de la sensibilité de I'organisme en réponse a
une contamination par un polluant. Si la sensibilité baisse, les organismes deviennent
résistants. Elle est utilisée comme biomarqueur de sensibilité, c'est l'acquisition génétique
d'une nouvelle faculté. Une exposition longue a un toxique peut donc provoquer une baisse de
la sensibilité(Forbes et Depledge, 1996).

V.2. Caractéristiques
Les biomarqueurs sont connus pour :
- Leur capacité de réaction a déférents types de stresses ;

- Leur contribution, essentiellement, au contrdole et au maintien de 1’homéostasie de
I’organisme (Koemanet al., 1993 ; Timbrell et al., 1994).

V.3. Utilisations

Les biomarqueurs sont des indicateurs d'état normal ou de changements d'état chez les
individus au sein des populations (Cossu-Leguille, 2004). lls peuvent étre utilisés pour :

- Le diagnostic: permet d'identifier la présence d'une maladie (état anormal de santé de
I'organisme) ;

- Le pronostic: permet de déterminer I'évolution prévisible de I'état de santé de l'organisme ;
-Le mécanisme : rend compte de I'effet observé en aval du traitement ;

-La maladie: traduit la conséquence ou la mesure de I'état de santé;

-L’efficacité : reflete le résultat bénéfique du traitement ;

- La toxicité : rend compte de I'effet toxicologique du produit sur I'organisme ;

- Le stade: permet de faire la distinction entre les différents stades de la maladie (Eurasanté,
2005).
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I. Présentation de la station d’épuration des eaux

Une station d"épuration est une usine qui nettoie les eaux usees des particuliers et des
industriels ainsi que les eaux pluviales, Elle est installée généralement a 1’extrémité d’un
réseau de collecte, juste en amont de la sortie des eaux vers le milieu naturel pour les épurer.

La station d’épuration, en question, se situe dans la commune de Ain Beida (W. Oum
El Bouaghi) (Fig. 3). Cette station, qui est sous 1’égide de la direction des ressources en
eaux, & une capacité de traitement de 16840 m?/j d’effluents d’eaux, dont la majeure partie
sont les eaux résiduaires de la ville de Ain Beida qui se déversent dans 1’Oued d’El Azzabi.
Les eaux épurées sont réutilisées pour I’irrigation d’une surface agricole de 180 hectares.
Cette épuration est trés importante pour la protection de la nappe phréatique locale.

Figure 3.Vue de ciel de la station d’épuration d’Ain Beida (Google earth, 2018)

I1. Présentation du matériel biologique utilisé

Les vers de terre représentent le plus grand pourcentage de la biomasse des invertébrés
terrestres (>80%), et jouent de ce fait un réle précieux dans l'organisation et I'amélioration des
composants des sols (Kumar et Kumawat, 2018).

L’espece de vers de terre qui été utilisée est 1’espéce Aporrectodea caliginosa (Fig. 4). Cette
espece est considérée comme un modeéle d'essai pertinent (Bart et al., 2018).

Les individus adultes ont une longueur qui varie de 60 a 85 mm, et sont généralement
composés de 120 & 150 segments avec une biomasse de 200 a 1200 mg (Sims et Gerard,
1999). Les individus n'ont pas de pigmentation significative mais les segments antérieurs sont
de couleur rose pale (Bouché, 1972). Leur reproduction est obligatoirement biparentale (Sims
et Gerard, 1999), et un individu d’4porrectodea caliginosa peut produire entre 0,6 et 2,6
cocons par semaine (Spurgeon et al., 2000). Leur fécondité ne dépend pas seulement de
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I'environnement et des caractéristiques physico-chimiques du sol mais aussi de leur age (Bart
etal., 2018).

Figure 4. Aporrectodea caliginosa (photo personnelle)

I11. Protocole expérimental

Nos vers de terre proviennent d'un jardin de maison située a Fkirina dans la wilaya de
Oum EI Bouaghi. Les échantillons ont été récoltés suite a un creusement dans la couche
superficielle du sol (jusqu'a 30 cm) qui semble le lien le plus habité par ces bioindicateurs.
Apreés la récolte, les vers de terre sont mis dans des bacs en plastique a raison de 05 individus
par bac dont les démentions sont : 25 cm de largeur et 30 cm de longueur et qui été remplis
avec un couche de 15 cm de sol provenant du méme jardin afin de mieux les acclimater et de

faciliter leur circulation. Les échantillons ont été traités comme suit :
- Un bac pour le témoin (traité avec 1’eau distillée);

- 3 bacs sont traités avec 1’eau épurée ;

- 3 bacs sont traités avec I’eau usée.

Les eaux utilisées (usée et epurée) possedent les caractéristiques mentionnées dans le tableau 1.

11
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Tableaul. Caractéristiques physicochimiques des eaux utilisées dans le traitement des

vers de terre.

Parameétres | pH Con T°c| MES MVS DCO DBO5 | N-NO2 | Pt
ms/cm mg/I mg/I mg/I mg/I mg/I mg/I

Eau usée 7,83 1,87 8,1 | 420 360 686 189 1,13 8,43

Eau épurée | 7,67 1,63 7 12 34,8 0 3,97 0,13 7,67

IV. Traitement chimique

Le traitement a été effectué par un arrosage direct sur le sol qui contient nos échantillons.
Apres une durée de traitement de 24. 48, et72 heures, 03 individus sont récupérés de chacun
des 07 bacs, ils sont divisés en 03 lot de 03 individus chacun afin de servir au dosage de
I'Ache, le GSH, le GST, et des Protéines.

Nos échantillons sont lavés a I'eau du robinet et pesés avec une balance de précision puis
mis dans des tubes d'eppendorf qui contienne séparément 1 ml du tampon de I’AchE, GSH,
GST, et des Protéines, et les conservés dans un congélateur a (-20 °C) jusqu'aux dosages des
métabolites.

Avant le dosage, les vers de terre sont broyés manuellement a I'aide d'un micro ciseaux et
ensuite les tubes sont centrifugés et le surnagent est récupéré pour permettre de doser les
différents parametres : les proteines, I'Ache, le GSH, et le GST et I'Ache et sont dosées a
partir des culots.

IV.1. Dosage des protéines

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976) dans une fraction
aliquote de 100 ul & laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie (BBC) G
250 (Merck). Le réactif révele la présence des protéines par une coloration bleue.
L'absorbance est lue au spectrophotometre a une longueur d'onde de 595 nm. La gamme

d'étalonnage est réalisée a partir d'une solution d'albumine de sérum de beeuf (Sigma) titrant 1
mg/ml (Tab. 2, Fig. 5).

Pour préparer la solution de BBC, on homogénéise 100 mg de BBC dans 50 ml d'éthanol

95, puis on y ajoute ensuite 100 ml d'acide orthophosphorique a 85 %, et on complete a 1000
ml avec l'eau distillée. La durée de la conservation du réactif est de 2 a 3 semaines a 4 °C.

12
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Tableau 2. Dosage des protéines chez les vers de terre : réalisation de la gamme détalonnage

Tubes 1 2 3 4 516

Albumine (ul) 0 20 | 40 | 60 | 80 |80

Eau distillée (ul) | 100 | 80 | 60 | 40 | 20 | O

Reactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 | 4

1,2
1 y.= 0,0088x + 0,0992
R? =0,9396
&
¢ Sériel
Linéaire (Sériel)
0 ¢
0 20 40 60 80 100 120

Figure 5. Droite de régression exprimant lI'absorbance en fonction de d'albumine (ug) (R?:
coefficient de détermination)

IV.2. Activité de I'acétylcholinestérase

Le dosage de I’acétylcholinestérase (AchE) est réalisé selon la méthode d’Ellmanet al.
(1961) qui consiste a fournir a I’enzyme un substrat, 1’acéthyltiocholine (ASCh) dont
I’hydrolyse libére de la thiocholine (SCh) et de 1’acide acétique. La thiocholine, en présence

13
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de DTNB (acide 5, 5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique) forme un complexe de couleur jaune dont
I’intensité est lue a une longueur d’onde de 412 nm.

Les vers de terre (séries témoins et traitées) sont homogénéisées dans 1 ml de solution
détergente [38,03 mg éthyléne glycol tris beta aminoethyl éther NNN’N’ (EGTA); 1ml de
Triton X 100 %; 5,845 g de chlorure de sodium (NaCl) et 80 ml tampon Tris 10 mM, pH 7]
puis centrifugés (5000trs/mn). Le surnageant récupéré servira comme source d’enzyme.

Le dosage de I’activité AchE est réalisé sur une fraction aliquote de 100 pl & laquelle on ajoute
100 pl de DTNB [39,6 mg DTNB, 15 mg CO3sHNa (bicarbonate de sodium), 10 ml tampon
tris (0,1 M, pH 7)] et 1 ml de tampon tris (0,1 M, pH 7). Aprés 3 a 5 minutes, 100 pl de
substrat acétylthiocholine [23,6 mg ASCh, 1 ml eau distillée] sont ajoutés. La lecture des
absorbances s’effectue toutes les 4 mn pendant 20 minutes a une longueur d’onde de 412 nm
contre un blanc ou la solution détergente remplace le surnageant. L’activité spécifique est
calculée selon la formule suivante:

_ ADo/mn N Vt/ q i
T 136x 10% s/ TETCPIOTENES

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/min/mg de
protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du
temps.

1,36 x 10* : coefficient d’extinction molaire du DTNB (M™ cm™).

Vt : volume total dans la cuve : 1,3 ml [0,1 ml surnageant + 0,1 ml DTNB + 1 ml tampon tris
(0,2 M, pH 7) + 0,1 ml acétylthiocholine].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,1 ml.
mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

IVV.3. Dosage du glutathion (GSH)

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker& Cory
(1988), dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de I’acide 2-nitro 5-
mercapturique, résultant de la réduction de 1’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB)
par les groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré a une longueur d’onde de 412 nm.

Le dosage s’effectue aprés homogénéisation des échantillons dans 1 ml d’une solution
d’éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) a 0,02 M [7,448 g EDTA, 1000 ml eau distillée].
Afin de protéger les groupements thiols du glutathion, I’homogénat doit subir une
déprotéinisation par I’acide sulfosalicylique (ASS) a 0,25 % [0,25 g ASS, 100 ml eau
distillée] ou 0,2 ml du ASS sont additionnés a 0,8 ml d’homogénat. Le mélange apres
agitation est plongé dans un bain de glace pendant 15 mn, puis centrifugé a 1000 trs/mn
pendant 5 mn.
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Un aliquote de 500 pl de I’homogénat (séries témoins et traitées) récupéré est ajouté a 1
ml du tampon tris/ EDTA (0,02 M, pH 9,6) [63,04 g tris, 7,4448 g EDTA, 1000 ml eau
distillée] et 0,025 ml de DTNB (0,01 M) [3,96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu]. La lecture
des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 412 nm apres 5 minutes de repos pour la
stabilisation de la couleur contre un blanc ou les 500 pl de surnageant sont remplacés par 500
ul d’eau distillée.

Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :

ADo Vd Vt/ d &
= —— X — X —
31 5 vh X Vs mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (UM / mg de protéines).
A Do : différence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.
13,1 : coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH)(mMem™).

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

Vh : volume de I’homogénat utilisé dans la déprotéinisation : 0,8 ml.

V1t : volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 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.

IV.4. Dosage des glutathion S-transférase (GST)

La mesure de l’activité des glutathion S-transférases (GSTs) est déterminée selon la
méthode de Habiget al. (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un
substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le glutathion
(GSH) et mesurée a une longueur d’onde de 340 nm dans un spectrophotomeétre visible /UV.

Les échantillons (séries témoins et traitées) sont homogénéisés dans 1 ml de tampon
phosphate (0,1 M, pH 6). L’homogénat est centrifugé a 1400 trs/ mn pendant 30 mn et le
surnageant récupéré servira comme source d’enzyme.

Le dosage consiste a faire réagir 200 pl du surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB
(AmM)/GSH (5mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml tampon
phosphate (0,1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est effectuée toutes les minutes pendant
5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pl d’eau distillée
remplacant la quantité de surnageant.
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L’activité spécifique est déterminée d’apres la formule suivante:

_ A Do/mn Vt

o 9
9.6 Vs/ mg de protéines

X : millimoles de substrat hydrolyse par minute et par mg de protéines (mM/min/mg de
protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du
temps.

9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM™* cm™).
V1t : volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 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.
V. Analyse statistique des données

Apreés les différentes expériences, une étude statistique s'avere tres importante et nécessaire
pour mettre en valeur les résultats et les données numeériques issus des différentes
expériences. Dans notre étude I'analyse statistique a été réalisée grace au logiciel XLSTAT.

Afin de caractériser les différents paramétres biochimiques (proteines, AchE, GSH, et GST)
suite aux différents traitements, certaines statistiques descriptives ont été données. Un test de
comparaison multiple des moyennes (Post-hoc) a été appliqué (test HSD de Tukey).

Dans le but de tester la significativité de la variation de la moyenne des différents parameétres
évalués pour les différents traitements des analyses de la variance a deux facteurs de
classification (ANOVA) ont été adoptées. Toutes les analyses de variance ont été effectuées
par des tests de type | a un seuil de significativité alpha=0,05.
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. Taux des differents parametres biochimiques mésurés dans les vers de terre
suite aux différents traitements

Les résultats obtenus des paramétres biochimiques mésurés suite aux différents
traitements des vers de terre, sont mentionnés dans le tableau 3.
La moyenne des taux des proteines est égale a 63,82 (ug/individu). Ces taux varient entre un
minimum de 5,79 et un maximum de 143,44 (ug/individu). Ceux de I’AchE varient entre un
minimum de 1,05 et un maximum de 116,14 (UM/min/mg de protéines) avec une moyenne de
17,13(uM/min/mg de protéines). Concernant le GST, les taux varient entre un taux minimal
nul a un taux maximal de 24,45 (UM/ min/mg de protéines) avec un taux moyen de 2,09.
Quand a ceux de GSH, ils varient entre un minimum de 0,01 & un maximum de 1,12 (uM/
min/mg de protéines) avec un taux moyen de 0,12 (UM/ min/mg de protéines).

Tableau 3. Taux des différents paramétres biochimiques mesurés suite aux différents
traitements

Ecart-
Variable Observations | Min Max | Moyenne type
Proteines (pg/individu) 27 579 |143,44 | 63,82 35,17
AchE (uM/min/mg de protéines) 27 1,05 | 116,14 | 17,13 24,58
GST (UM/ min/mg de protéines) 27 0,00 | 24,45 2,09 4,76
GSH (uM/min/mg de protéines) 27 0,01 1,12 0,12 0,23

1. Effets des différents traitements sur les parametres biochimiques mesurés

I1.1. Effet sur le contenu en protéines selon la nature du traitement et la durée du
traitement

Le contenu en protéines (ug/individu) chez les témoins et les individus traités (Eau usée et
Eau épurée) sont rapportées dans la figure 6.

Cette figure montre que les taux de proteines, chez les témoins, étaient de 50,73 (ug/individu)
apres 24 heures de traitement, puis ils ont augmenté jusqu’a atteindre une moyenne de 101,5
(ng/individu) aprées 48 heures de traitement, puis ils ont régréssé jusqu’a un taux moyen de
90,45 (ug/individu) aprés 72 heures de traitement.

Pour les individus traités avec I’eau épurée, le taux moyen de proteines était de 64,76
(ug/individu) aprés 24 heures de traitement, puis ce taux descendait jusqu’a 50,96
(ng/individu), aprés 48 heures de traitement, puis augmentait de nouveau jusqu’a atteindre un
taux moyen de 72,29 (ug/individu) apres 72 heures de traitement.

Quant aux individus traités avec 1’eau usée, le taux moyen de 55,45 (pg/individu) mésuré
apres 24 heures de traitement, a augmenté, aprés 48 heures de traitement, jusqu’a atteindre un
taux moyen de 70,01 (ug/individu), puis est redescendu de nouveau, apres 72 heures de
traitement, jusqu’a un taux de 18,70 (ng/individu).
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Figure 6. Taux des protéines selon la nature du traitement et la durée du traitement

Le test de Tukey, montre qu’il n’existe pas de différences entre les groupes étudiés, et
ceci que ce soit entre la durée du traitement (Tab. 4 et 5), ou entre la nature du traitement

(Tab. 6 et 7).

Tableau. 4 Test de Tukey pour la variable Taux des protéines selon la durée du traitement

Différence Valeur
Contraste Différence | standardisée | critique Pr > Diff | Significatif
24 heures vs 48 heures | -17,03 -1,14 2,55 0,51 Non
24 heures vs 72 heures | -3,50 -0,23 2,55 0,97 Non
72 heures vs 48 heures | -13,53 -0,90 2,55 0,65 Non

Tableau. 5 Groupes révélés par le Test de Tukey pour la variable Taux des protéines selon la

durée du traitement

Modalité Moyenne estimée Groupes
24 heures 56,98 A
72 heures 60,48 A
48 heures 74,01 A
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Tableau. 6 Test de Tukey pour la variable Taux des protéines selon la nature du traitement

Différence Valeur
Contraste Différence | standardisée | critique | Pr > Diff | Significatif
Eau usée vs Témoin -32,69 -2,18 2,55 0,10 Non
Eau usée vs Eau épurée | -14,62 -0,97 2,55 0,60 Non
Eau épurée vs Témoin | -18,07 -1,20 2,55 0,47 Non

Tableau. 7 Groupes révélés par le Test de Tukey pour la variable Taux des protéines selon la

nature du traitement

Modalité Moyenne estimée Groupes
Eau usee 48,06 A
Eau épurée 62,67 A
Témoin 80,74 A

L’analyse de la variance (Tab. 8) montre qu’il n’existe aucune différence significative,
et ceci que ce soit ; entre la durée du traitement, entre la nature du traitement, ou encore entre
I’interaction durée de traitement et nature de traitement.

Tableau. 8 Test ANOVA pour la variable Protéines (ug/individu)

Somme des | Moyenne
Source DDL carrés descarrés | F Pr>F
Temps 2 1455,94 727,97 0,72 0,501
Traitements 2 4825,92 2412,96 2,38 0,121
Temps*Traitements | 4 7664,87 1916,22 1,89 0,155
Erreur 18 18219,01 1012,17
Total corrigé 26 32165,74

11.2. Effet sur ’AchE selon la nature du traitement et la durée du traitement

Les moyennes des taux d’AchE (uUM/min/mg de protéines) mesurées chez les témoins ainsi
que chez les individus traités (Eau usée et Eau épurée) sont mentionnées dans la figure 7.

Cette figure montre que chez les témoins, et apres une durée de traitement de 24 heures, le
taux moyent d’AchE était de 12,28 (UM/min/mg de protéines), puis ce taux continuait
d’augmenter jusqu’a atteindre, successivement, des taux de 13,07 et 55,81(uM/min/mg de
protéines) apres 48 heures et 72heures.
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Concernant les individus traités avec 1’eau épurée, le taux moyen d’AchE était de 17,22
(uM/min/mg de protéines) apres 24 heures de traitement, puis ce taux descendait jusqu’a 7,73
(uM/min/mg de protéines), aprés 48 heures de traitement, puis il a augmenté de nouveau
jusqu’a atteindre un taux moyen de 31,43 (UM/min/mg de protéines) apres 72 heures de
traitement.

Pour les individus traités avec 1’cau usée, le taux moyen de 4,47 (UM/min/mg de protéines)
mésuré apres 24 heures de traitement, a augmenté, aprés 48 heures de traitement, jusqu’a
atteindre un taux moyen de 6,82 (UM/min/mg de protéines), puis est redescendu de nouveau,
aprés 72 heures de traitement, jusqu’a un taux de 5,31 (UM/min/mg de protéines).
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Figure 7. Taux d’AchE selon la nature du traitement et la durée du traitement

Le test de Tukey, montre qu’il n’existe pas de différences entre les groupes étudiés, et
ceci que ce soit entre la durée du traitement (Tab. 9 et 10), ou entre la nature du traitement
(Tab. 11 et 12).

Tableau 9. Test de Tukey pour la variable AchE selon la durée du traitement

Différence Valeur
Contraste Différence | standardisée | critique Pr > Diff | Significatif
48 heures vs 72 heures | -21,65 -2,05 2,55 0,13 Non
48 heures vs 24 heures | -2,12 -0,20 2,55 0,98 Non
24 heures vs 72 heures | -19,52 -1,85 2,55 0,18 Non
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Tableau 10. Groupes révélés par le Test de Tukey pour la variable AchE selon la durée du

traitement

Modalité Moyenne estimée Groupes
48 heures 9,20 A

24 heures 11,33 A

72 heures 30,85 A

Tableau 11. Test de Tukey pour la variable AchE selon la nature du traitement

Différence Valeur Pr >
Contraste Différence | standardisée | critique Diff Significatif
Eau usée vs Témoin -21,52 -2,04 2,55 0,13 Non
Eau usée vs Eau épurée | -13,26 -1,26 2,55 0,44 Non
Eau épurée vs Témoin | -8,26 -0,78 2,55 0,72 Non

Tableau 12. Groupes réveélés par le Test de Tukey pour la variable AchE selon la nature du

traitement

Modalité Moyenne estimée Groupes
Eau usée 5,53 A
Eau épurée 18,79 A
Témoin 27,05 A

L’analyse de la variance (Tab. 13) montre qu’il n’existe aucune différence
significative, et ceci que ce soit ; entre la durée du traitement, entre la nature du traitement, ou
encore entre 1’interaction durée de traitement et nature de traitement.

Tableau 13. Test ANOVA pour la variable AchE (uUM/min/mg de protéines)

Somme des | Moyenne
Source DDL carrés descarrés | F Pr>F
Temps 2 2562,63 1281,31 2,56 0,105
Traitements 2 2121,40 1060,70 2,12 0,149
Temps*Traitements | 4 2021,48 505,37 1,01 0,428
Erreur 18 9003,32 500,18
Total corrigé 26 15708,83
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11.3. Effet sur le GST selon la nature du traitement et la durée du traitement

Les moyennes des taux de GST (UM/min/mg de protéines) mesurées chez les témoins ainsi
que chez les individus traités (Eau usée et Eau épurée) sont mentionnées dans la figure 8.

En effet, chez les témoins, et aprés une durée de traitement de 24 heures, le taux moyen de
GST était de 9,43 (UM/min/mg de protéines), puis ce taux a continué de baisser
considérablement jusqu’a atteindre, successivement, des taux de 1, 35 et 0,40 (UM/min/mg de
protéines) apres 48 heures et 72heures.

En ce qui concerne les individus traités avec I’eau épurée, le taux moyen de GST mesuré
apres 24 heures de traitement était de 0,16 (UM/min/mg de protéines), puis ce taux est
descendu jusqu’a 0,13 (UM/min/mg de protéines), aprés 48 heures de traitement, pour
augmenter,considérablement, apres 72 heures de traitement, jusqu’a atteindre un taux moyen
de 2,72 (UM/min/mg de protéines).

Quant aux individus traités avec I’eau usée, les taux moyens de GST meésurés ont continué
d’augmenter selon le temps du traitement. En effet, les taux enregsitrés étaient de ; 1,07 puis
1,34 et 2,25 (UM/min/mg de protéines), et ceci, successivement, aprés une durée de traitement
de 24 heures, 48 heures et 72 heures.
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Figure 8. Taux de GST selon la nature du traitement et la durée du traitement
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Le test de Tukey, montre qu’il n’existe pas de différences entre les groupes étudiés, et
ceci que ce soit entre la durée du traitement (Tab. 14 et 15), ou entre la nature du traitement

(Tab. 16 et 17).

Tableau 14. Test de Tukey pour la variable GST selon la durée du traitement

Différence Valeur
Contraste Différence | standardisée | critique Pr > Diff | Significatif
48 heures vs 24 heures | -2,62 -1,19 2,55 0,47 Non
48 heures vs 72 heures | -0,85 -0,39 2,55 0,92 Non
72 heures vs 24 heures | -1,77 -0,81 2,55 0,70 Non

Tableau 15. Groupes révélés par le Test de Tukey pour la variable GST selon la durée du

traitement

Modalité Moyenne estimée Groupes
48 heures 0,94 A

72 heures 1,79 A

24 heures 3,56 A

Tableau 16. Test de Tukey pour la variable GST selon la nature du traitement

Différence Valeur Pr >
Contraste Différence | standardisée | critique Diff Significatif
Eau épurée vs Témoin | -2,72 -1,24 2,55 0,44 Non
Eau épurée vs Eau usée | -0,55 -0,25 2,55 0,97 Non
Eau usée vs Témoin -2,17 -0,99 2,55 0,59 Non

Tableau 17. Groupes révélés par le Test de Tukey pour la variable GST selon la nature du

traitement

Modalité Moyenne estimée Groupes
Eau épurée 1,00 A

Eau usée 1,55 A
Témoin 3,72 A
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encore entre I’interaction durée de traitement et nature de traitement.

Tableau 18. Test ANOVA pour la variable GST (uM/ min/mg de protéines)

Somme des | Moyenne
Source DDL carrés des carres F Pr>F
Temps 2 32,08 16,04 0,74 0,490
Traitements 2 37,24 18,62 0,86 0,439
Temps*Traitements | 4 131,34 32,84 1,52 0,238
Erreur 18 388,66 21,59
Total corrigé 26 589,32

11.4. Effet sur le GSH selon la nature du traitement et la durée du traitement

Les moyennes des taux de GSH (UM/min/mg de protéines) mesurées chez les témoins ainsi
que chez les individus traités (Eau usée et Eau épurée) sont mentionnées dans la figure 9.

D’apres cette figure, les taux moyens de GSH enregistrés chez les témoins ont continué de
baisser selon le temps du traitement. En effet, le taux moyen mesuré était de 0,04
(UM/min/mg de proteines) apres une durée de traitement de 24 heures, puis de 0,03
(UM/min/mg de protéines) aprés une durée de traitement de 48 heures, et enfin 0,02
(UM/min/mg de protéines) apres une durée de 72 heures de traitement.

Cependant, pour les individus traités avec 1’eau épurée, les taux moyens de GSH mesurés ont
continu¢ d’augmenter selon le temps du traitement. En effet, les taux enregsitrés étaient de ;
0,03 puis 0,09 et 0,11 (uLM/min/mg de protéines), et ceci, successivement, apres une durée de
traitement de 24 heures, 48 heures et 72 heures.

Quant aux individus traités avec 1’eau usée, le taux moyen de GSH de 0,08 (LM/min/mg de
protéines), mésuré apres 24 heures de traitement, a baissé apres 48 heures de traitement,
jusqu’a atteindre un taux moyen de 0,04 (UM/min/mg de protéines), puis a augmente,
considérablement de nouveau, aprés 72 heures de traitement, jusqu’a un taux de 0,62
(UM/min/mg de protéines).
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Figure 9. Taux dede GSH selon la nature du traitement et la durée du traitement

Le test de Tukey, montre qu’il n’existe pas de différences entre les groupes étudiés,
selon la durée du traitement (Tab. 19 et 20). Toutefois, la nature du traitement montre une
classe intermédiaire (AB) représentée par le traitement avec ’eau épurée, par rapport aux
deux autres classes; a savoir la classe (A) repésentée par les témoins et la classe (B)
représentée par le traitement avec I’eau usée (Tab. 21 et 22).

Tableau 19. Test de Tukey pour la variable GSH selon la durée du traitement

Différence Valeur
Contraste Différence | standardisée | critique Pr > Diff | Significatif
48 heures vs 72 heures | -0,20 -2,55 2,55 0,05 Non
48 heures vs 24 heures | 0,00 0,00 2,55 1,00 Non
24 heures vs 72 heures | -0,20 -2,54 2,55 0,05 Non

Tableau 20. Groupes révélés par le Test de Tukey pour la variable GSH selon la durée du
traitement

Modalité Moyenne estimée Groupes
48 heures 0,05 A
24 heures 0,05 A
72 heures 0,25 A
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Tableau 21. Test de Tukey pour la variable GSH selon la nature du traitement

Différence Valeur Pr >
Contraste Différence | standardisée | critique Diff Significatif
Témoin vs Eau usee -0,21 -2,73 2,55 0,03 Oui
Témoin vs Eau eépurée | -0,05 -0,59 2,55 0,82 Non
Eau épurée vs Eau usée | -0,17 -2,14 2,55 0,11 Non

Tableau 22. Groupes révélés par le Test de Tukey pour la variable GSH selon la nature du
traitement

Modalité Moyenne estimée Groupes

Témoin 0,03 A

Eau épurée 0,08 A B
Eau usee 0,25 B

L’analyse de la variance (Tab. 23) montre des différences significatives (P<0,05), et
ceci que ce soit ; entre la durée du traitement, entre la nature du traitement, ou encore entre
I’interaction durée de traitement et nature de traitement.

Tableau 23. Test ANOVA pour la variable GSH (uM/min/mg de protéines)

Somme des | Moyenne

Source DDL carrés des carrés F Pr>F
Temps 2 0,24 0,12 4,31 0,030
Traitements 2 0,23 0,11 4,13 0,033
Temps*Traitements | 4 0,39 0,10 3,55 0,027
Erreur 18 0,50 0,03

Total corrigé 26 1,35
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Discussion

Les vers de terre jouent des fonctions clés dans le sol, ainsi ils sont souvent utilisés
comme modeles d’expériences en laboratoires car ils permettent de donner des informations
claires sur les facteurs qui influencent 1’état de santé des sols (Friind et al., 2010).

Compte tenu des risques qu’elles présentent pour la santé des écosystemes, les eaux
usées font I’objet de programmes de surveillance, d’études et de recherches (Hamilton et al.,
2007 ; Chen et al., 2013). En effet, les eaux usees sont souvent rejetées directement sans subir
de traitement préalable, contaminant ainsi la faune et la flore terrestre et aquatique, et finissant
par atteindre I’homme a travers la chaine alimentaire. Le devenir et I'impact écotoxicologique
de certains polluants détectés dans les effluents d'eaux usees, sont, le plus souvent, évalués
dans les vers de terre (Gallego et al., 2021).

L'utilisation de I'eau récupérée dans l'agriculture représente une alternative prometteuse pour
soulager la pression sur l'approvisionnement en eau douce, en particulier dans les régions
arides ou semi-arides confrontées a une pénurie d'eau. Cependant, cela implique d'introduire
des micropolluants dans I'environnement.

Nombreuses études ont démontré 1’effet nocif des substances polluantes utilisées en
agriculture sur la biologie et la physiologie des vers de terre (Colacevich et al., 2011; Tiwari
et al., 2016). Certaines études sont allées méme jusqu’a démontrer la capacité des vers de
terre a dégrader certains polluants organiques en des substances beaucoup moins toxiques
(Saranraj et Stella, 2012).

Les résultats de notre recherche montrent que la quantité synthétisée des protéines
chez les vers de terre n’a pas été significativement affectée par les différents traitements
pendant la période du traitement. Ces résultats différent de ceux obtenus par (Mekahlia et al.,
2016) qui ont trouvé que I’application d’une mixture d’engrais et de pesticides cause un effet
hautement significatif sur I’espéce L. terrestris. Ceci laisse a supposer qu’il faut, peut-étre,
plus de temps pour les molécules polluantes présentes dans les eaux usées avant qu’elles
affectent le systéme physiologiques des vers de terre. En effet, I'accumulation de protéines
pourrait étre nécessaire pour restaurer les enzymes perdues dans la nécrose tissulaire induite
par I'exposition a certaines substances polluantes (Mosleh et al., 2006).

D’autre part, dans cette étude aucun effet significatif n'a été observé sur les biomarqueurs
d'exposition (activités acétylcholinestérase et glutathion S-transférase). Ceci corrobore les
travaux de Gallego et al. (2021), qui ont trouvé que le valsartan (médicament antihypertenseur
fréquemment détecté dans les effluents d'eaux usées) n'a aucun effet sur les activités
enzymatiques des vers de terre. Ceci s’explique par le fait que les substances polluantes
peuvent s’accumuler dans les vers de terre, sans qu’aucun effet ne soit observé sur les
biomarqueurs d'exposition.

L’augmentation observée des taux de GST dans les tissus des vers de terre avec I’avancée
dans le temps pourrait étre une mesure de protection contre la toxicité des substances
polluantes. Le role de la GST est de détoxifier les composés intermédiaires électrophiles par
conjugaison avec le glutathion et plusieurs xénobiotiques ce qui augmente l'activité du
systeme GST dans les organismes exposés (Merrington et al., 2002).

Par ailleurs, les taux de GSH ont été significativement affectés par les eaux usées.
L'augmentation de la concentration de GSH dans les tissus peut étre due a une régulation a la
hausse du GSH synthétique selon un mécanisme adaptatif contre les effets toxiques (Xue et al.
2009). Ceci confirme les travaux réalisés par Du et al. (2015) et Gudbrandsen et al., (2007),
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qui ont démontré I’effet du DBP (phtalate de dibutyle) et du mercure sur 1’augmentation des
taux de GSH chez I’espéce Eisenia fetida.
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Conclusion

Le sol joue un rble important dans la croissance des organismes vivants, mais
malheureusement, il est souvent exposé a divers polluants issus, surtout, de mauvaises
pratiques en agriculture, ce qui entraine des changements métaboliques et physiologiques
pour les organismes vivants qui y sont présents.

Ainsi, cette étude a été élaborée dans le but de de tester et d'évaluer ’effet sur quelques
biomarqueurs (Protéine, GSH, AchE, GST) chez I’espéce Aporrectodea caliginosa suite a la
contamination du sol par certains polluants tels que les eaux usées et les eaux épurées.

Les résultats obtenus, ont démontre que le traitement des vers de terre avec les eaux usées et
les eaux épurées n'a aucun effet significatif sur le GSH, GST, AchE et les protéines totales et
ceci que ce soit en fonction du temps ou de la nature des traitements, excepté pour le
traitement de ces vers de terre avec les eaux usees, qui a provoque un effet significatif sur le
GSH.

A D’avenir il serait intéressant de compléter cette recherche en augmentant le temps des
expériences réalisées, ou encore en choisissant d’autres modeles biologiques comme
bioindicateurs a la place des vers de terre.

Il serait possible aussi d’évaluer I’effet de ces molécules sur d’autres mécanismes de
résistance, essentiellement les enzymes de détoxification tels que ; les estérases, les mono-
oxygénases a cytochrome P450, lactate déshydrogénase (LDH), ou également sur d’autres
parametres biochimiques tels que les glucides et les lipides.
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