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Introduction

Depuis quelques années de la révolution industrielle, le développement exponentiel des
activités humaines a produit la dispersion des plusieurs substances dans I’environnement et
notamment la dégradation des écosystémes aquatiques. Ces substances entrainent des
altérations des ressources naturelles et accusent des effets toxiques sur les organismes
aquatiques.

La préoccupation concernant la présence et la détection d'agents toxiques dans les
écosystémes a considérablement augmenté ces derniéres annees, notamment dans le milieu
aquatique. La contamination aquatique n'a été évaluée depuis longtemps que par des analyses
chimiques spécifiques, mais de nombreuses années d'expérience ont montre I'insuffisance de
cette approche. L'utilisation de méthodes biologiques pour I'évaluation de la contamination
aquatique montre une alternative importante, notamment dans le cas d'une pollution rapide ou
diffuse, des causalités potentielles d'empoisonnements humains aigus. [Biesinger et
Christensen, 1972].

La pollution de I’eau est un enjeu majeur en matiere de protection de I’environnement. On a
vu comment une pollution par des nutriments peut produire une eutrophisation et a terme une
destruction du biotope. Un autre type de dégradation est la pollution par les produits
chimiques, en particulier les produits phytosanitaires (pesticides, herbicides, ...) destinés a
¢liminer les "nuisibles", ce qu’ils font plus ou moins bien. Ces produits pénétrent dans le sol
et se retrouvent par exemple dans les eaux souterraines. On note aussi une pollution par les
métaux lourds (plomb, mercure, arsenic, cadmium, ...) provenant des activités humaines
industrielles (fonderies, incinérateurs, ...), ou aux transports. Evidemment, ces molécules et
métaux lourds sont toxiques pour les organismes vivants présents dans les écosystémes
aquatiques. Cette pollution conduit a plus ou moins long terme a la disparition d'espéces et a
la dégradation de I'écosystéeme. Parfois, les déchets générés par l'activité humaine sont
directement en cause dans la pollution aquatique (quand ils contiennent eux-mémes des
substances toxiques). [1].

Le calcium est un élement essentiel pour les crustacés et d'autres groupes d'animaux avec
un exosquelette calcifié. Bien que les demandes de calcium soient facilement satisfaites dans
les milieux marins et les lacs d'eau douce, la carence en calcium peut limiter le succes de
certaines espéces de zooplancton dans les lacs d'eau douce. Les eaux douces sont caracterisées
par de faibles concentrations de calcium, et la distribution et le succes relatif des invertébrés

exigeant du calcium pourraient étre limités par le faible calcium dans les localités extrémes
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d'eau douce. L’augmentation du calcium provoque une acidification du milieu pourrait donc
affecter gravement les crustacés d'eau douce.

La daphnie est I’organisme modele qui a été le support de notre travail. Il s’agit d’un
invertébré clé des écosystémes aquatiques dulgaquicoles et I'un des trois modéles biologiques
les plus utilisés dans le cadre de I'évaluation des risques écotoxiques des substances
chimiques [Pereira et al, 2010]. L'essai d'immobilisation sur Daphnia magna [ISO 6341,
1996 ; OCDE, 2004] est I'un des tests standardisés les plus freqguemment utilisés pour évaluer
la toxicité des produits chimiques et surveiller la qualité de I'eau.

Ce présent travail vise a apporter de nouvelles connaissances relatives a la toxicité du
calcium sur les différents parametres de cycle de vie (la survie, la croissance et la
reproduction) d’une espéce représentative des écosystémes aquatiques d’eau douce, Daphnia
magna.

Pour répondre a ces objectifs, notre travail de mémoire s’est articulé autour de quatre

chapitres :

>

X/
*

% Introduction.

>

R/
*

Le premier chapitre abordera la biologie de Daphnia magna.

D)

>

K/
*

Le deuxieme chapitre présente 1’introduction au calcium et son importance pour notre

modele biologique.

% Le troisieme chapitre consacré pour le matériel et les méthodes utilisées pour la
réalisation de ce travail.

% Le quatrieme chapitre englobe les résultats que nous discuterons.

«* Conclusion.
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1. Un modeéle biologique : la daphnie, Daphnia magna

La daphnie, Daphnia magna, est un microcrustacé d’eau douce, de 1’ordre des cladocéres.
Comme de nombreux invertébrés aquatiques, la daphnie occupe une place importante dans les
chaines  alimentaires des  écosystemes aquatiques.  Consommatrice  d’algues
phytoplanctoniques et d’autres petits organismes, elle peut étre a son tour, la proie des
poissons et de nombreux animaux aquatiques carnivores tels que les larves de demoiselles et
de libellules. Cette espece est tres utilisée en tant qu’organisme modéle dans le domaine de la
recherche écologique, toxicologique et la biosurveillance des écosystemes [Parisot, 2015].
1.1.Description de Daphnia magna

Daphnia magna est un zooplancton herbivore ou détritivore [Mulhauser, 1995] de 1’ordre
des cladocéres qui est un groupe des crustaceés. Ce Cladocére recommandée en tant que
modele biologique de référence dans différents bioessais standardisés pour 1’évaluation des
effets toxiques potentiels de substances chimiques [OCDE, 2004 et 2008]. Elle est composée
de deux parties : la téte (comporte les yeux, la bouche et deux antennes qui servent a la
locomotion) et le corps (Fig 01). Cette référence de modéle biologique est essentiellement
tirer du fait que le D. magna offre-t-une aisance a la manipulation et a 1’étude au laboratoire,
compte tenu sa petite taille, son cycle de vie court, son mode de reproduction asexuée et sa
fécondité élevée. Aussi ce microcrutacé investi une part prépondérante dans les transferts de
maticre et d’énergie dans les chaines trophiques des écosystemes aquatiques d’eau douce.

Dans la nature les individus n’atteignent fréquemment que 1-2 mm, mais peuvent

atteindre 5 mm, le poids sec variant de 50 & 400 p..g [Margalef, 1983].

Figure 01 : Daphnia magna [Massarin, 2010].
1.2. Biotope
Ce cladocere planctonique est largement répandu dans I'eau douce des zones tempeérées:
dans les étangs et les lacs, les rivieres et les ruisseaux, les bassins temporaires ou dans les

eaux saumatres [Chevalier, 2014]. Les populations de Daphnia magna sont généralement




Chapitre 01 Biologie de Daphnia magna 2017

rares en hiver et au début du printemps. Mais avec [’augmentation de la température de 1’eau

(6 a 12 ° C), les populations augmentent leur abondance et atteignent des densités elevées de
200 a 500 individus/I [Pennak, 1989]. La daphnie joue un réle trés important dans 1’¢quilibre
écologique des zones pélagiques par 1’épuration naturellement de 1’cau, la participation au
brassage de la colonne d’eau, la régulation de phytoplancton et en étant la proie préférentielle
de nombreux organismes aquatiques.
1.3.Position systematique

La classification de la daphnie est résumée ci-aprés (Tableau 01) :

Tableau 01 : La classification de Daphnia magna.

Regne : Animalia
Embranchement : Arthropodes
Classe : Crustaces
Sous-classe : Branchiopodes
Super-ordre : Anomopodes
Ordre : Cladocera
Famille : Daphniidae
Genre : Daphnia
Especes : Daphnia magna

1.4.Morphologie

La morphologie des daphnies peut changer périodiquement au cours des cycles saisonniers
et affecter en particulier la forme de la téte et de la carapace, la taille de ’ceil composé ainsi
que la longueur de 1’épine caudale. Ce phénoméne nommé cyclomorphose [Amoros, 1984]
semble étre controlé par les conditions du milieu a savoir la température [Yurista, 2000], la
turbidité [Jacob, 1962 ; Hazelwood, 1966], la lumiere [Jacob, 1962] ainsi que par les
kairomones solubles, libérées par certains prédateurs [Tollrian, 1994]. Dans ce dernier cas, il
a été montre que la cyclomorphose permet de se défendre contre les prédateurs [Dodson,
1974] puisqu’elle permet aux daphnies de changer de morphologie en développant certains
organes afin de disperser les prédateurs.

Chez une daphnie adulte, on distingue deux parties : la téte et le corps (Fig 02).
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+ La carapace :

Le corps de la daphnie est recouvert par une carapace transparente qui se renouvelle a
chaque mue marquée par un doublement du volume de 1’organisme pendant une minute da
essentiellement a une brusque entrée d’eau dans 1’animal [Green, 1956].

+ L ceil :

C’est I’organe sensitif le plus évident du Daphnia. Il est composé de 22 lentilles, et 4
muscles tiennent 1’ceil en position et le gardent continuellement en mouvement. Les embryons
de Dophnia ont deux yeux totalement distincts qui se fusionnent graduellement pendant le
développement [Green, 1956].

+ Les membranes thoraciques :

Ils battent en avant et en arriére dans la carapace et créent un courant qui balaye des
petites particules d’eau dans 1’espace, entre les membranes dotées de poils trés fins, et qui
filtre dans leur environnement normal. Les petites particules peuvent étre des bactéries, des
algues, des flagellés,....etc, qui forment la nourriture de Daphnia magna. La nourriture
s’accumule entre les membranes et passe en avant dans les mandibules, ou elle regoit une
section des glandes labiales, devient compacte, et passe rapidement a travers 1’cesophage
[Green, 1956].

+ Les bracts:

IIs sont localisés sur les bords externes des membranes thoraciques qui peuvent aussi étre
utilisés par leur production de courant pour la respiration. Les bracts ont des parois lisses et
fines, et servent comme réservoir d’oxygene [Green, 1956].

+ Bord dorsal :

Du post abdomen : échancré juste aprés 1’anus, cette échancrure sépare les épines anales
en deux série ; épine caudales de longueur variable et caréne latérales sur les valves [Green,
1956].

+ Le systéme nerveux :

Est caractérisé par un ganglion cérébral, localisé entre I’ceil et le début du tube digestif
[Amoros, 1984].

+ Le systeme circulatoire :

Est lacunaire et le transport de I’oxygene se fait a I’aide d’hémoglobine. Ainsi lorsque le
milieu est bien aéré, les daphnies sont de couleur pale, en revanche lorsque la teneur en
dioxygéne diminue dans le milieu, les daphnies prennent une couleur rouge a la suite de

I’augmentation du taux d’hémoglobine dans le sang [Fox, 1957].
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+ Le cceur:

Le cceur de Daphnia est un petit sac musculaire avec deux trous a travers lequel le sang
entre, et une sortie principale vers le haut. Il n’y a pas de vaisseaux sanguins, aussi le sang
circule librement entre les différents organes. Le coeur du male bat plus vite que celui de la
femelle et la vitesse des battements des deux sexes peut étre altéré par plusieurs facteurs :

-Augmentation de la température.

-Inanition.

-Manque d’oxygene...etc [Green, 1956].
+ Le tube digestif :

Est simple, de forme tubulaire, visible par transparence et se termine par un anus au
niveau de la griffe post-abdominale [Toumi, 2013].

+ Lesovaires :

Sont disposés de chaque cdté du tube digestif, dans la région thoracique [Amoros, 1984].

* 11 y’a un dimorphisme sexuel trés net chez les daphnies (Fig 03). En effet, les males se
distinguent des femelles par :
-forme de la téte.
-présence d’antennules.
-la partie antérieure du post-abdomen plus proéminente (située avant la griffe
Post-abdominale) plus proéminente [Toumi, 2013].
* La différence entre méle et femelle
Les males sont distingués des femelles par leur plus petite taille, leur large antennules, leur
post-abdomen modifié et des griffes qui sont armées avec un crochet solide utilisé dans

I’accouplement (Fig 04).
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Figure 02 : Organisation genérale d’un cladocére, vue latérale [Amoros, 1984].
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Figure 03 : Dimorphisme sexuel chez Daphnia magna, A (méle), B (femelle). Le
rectangle bleu permet d’illustrer les différences au niveau du post-abdomen

[Toumi, 2013].

Figure 04 : Femelle de D.magna (A) et méle de D.magna (B) La différence entre les 2 sexes
est visible par la taille de I’antenne primaire (FA : First antenae) qui est grande chez les
males. Une autre différence reside dans la forme du bord de la carapace (CE : carapace edge) ;

les femelles ont des carapaces symétriques par contre, les males ont des carapaces

asymeétriques et terminés par des soies d’aprés [Olmstead et Leblanc, 2002].
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1.5.Développement
Les étapes du développement d’un embryon normal chez les daphnies sont divisées en 6
stades distincts [Kast-Hutcheson et al, 2001] (Fig 05) :

e Stade 1 : clivage, I’embryon est parfaitement sphérique, pas de différentiation
cellulaire, ce stade se déroule entre O et 15 heures.

e Stade 2 : gastrulation, début de la différentiation cellulaire, présence du blastopore et
I’embryon devient asymétrique, ce stade se déroule entre 15 et 25 heures.

e Stade 3 : maturation embryonnaire précoce, la téte et I’antenne secondaire sont
différenciés, ce stade se déroule entre 25 et 35 heures.

e Stade 4 : maturation embryonnaire moyenne, présence de 1’ceil pigmentée et
développement des antennes qui restent collés a la seconde membrane embryonnaire,
ce stade se déroule entre 35 et 45 heures.

e Stade 5 : maturation embryonnaire tardive, rupture de la seconde membrane
embryonnaire, extension partielle de I’antenne secondaire et 1’épine est pliée sous la
carapace, ce stade se déroule entre 45 et 50 heures.

e Stade 6 : développement complet du nouveau-né, développement des antennules et

I’épine est bien décollée de la carapace. L’organisme commence a nager.

Figure 05 : Photos des différents stades de développement embryonnaire chez Daphnia
magna (stade 3 : 1 présence de la téte 2 antenne secondaire ; stade 4 : apparition de I’ceil ;
stade 5 : 1 antenne secondaire partiellement étendue 2 antennules non développe 3 épine collé

au corps ; stade 6 : 1 antenne secondaire développée 2 épine totalement étendue) d’apres

[Kast-Hutcheson et al, 2001].
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Quatre périodes distinctes peuvent étre reconnues dans I'histoire de la vie de Daphnia:
(1) ceuf, (2) juveénile, (3) adolescence et (4) adulte [Pennak, 1989].
% Phase ceuf: caractérisé par: le dépot et I’éclosion des ceufs sont fait dans la poche

incubatrice (de 6 a 12 ceufs mais peut atteindre jusqu’a 57 ceufs).

/7

*

Phase juvénile : caractérisé par la croissance des organismes.

X/
°e

Phase d’adolescence : caractérisé par un seul cycle et de durée trés courte.

X/
°e

Phase adulte : entre 6 a 22 cycle et le nombre des petits est compris entre 6 a 10
individus mais peut atteindre 30 individus en fonction de la disponibilité de la
nourriture et les conditions environnementales.

-la durée des phases change selon les conditions de I’environnement ; lorsque les conditions
sont favorables une phase prend 3 jours, et quand les conditions sont détériorées elle peut
atteindre une semaine (Fig 06).

-1l y’a quatre événements aprés quelques minutes a la fin de chaque phase :

e la ponte des petits.
e lamue.
e [’augmentation de la taille.
e la parution de nouveaux ceufs dans la chambre incubatrice.
-Une augmentation de taux de survie avec une diminution de la température est causée par

la diminution de [Dactivit¢é métabolique (40 jours a 25°C et 56 jours a 20 °C).

poche incubatrice

Tj  pontes: 1% Tn

T

~3i 3
: 7-10 3j

Figure 06 : Diverses phases de la durée de vie d’une daphnie d’aprés [Soares, 1989].
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1.6.Cycle de vie
Les daphnies peuvent se reproduire par voie sexuée et/ou asexuée selon les conditions

environnementales (Fig 07).

Accouplement

d
I Cycle se@
oo

Ephippie

Eclosion ycle Q
. apres pafthénogénétiq
diapause Lt

( Filt Formation
parthenogenéetique d’esufs
haploides

Fils
parthénogénétique

Figure 07 : Cycle de vie de la daphnie d’apres [Zeman, 2008 ; repris de Ebert, 2005].

En effet, en été, lorsque les conditions environnementales sont favorables, la reproduction
se fait par parthénogenese (Fig 08). Les individus femelles matures produisent des ceufs qui
apres éeclosion, donneront naissance a des individus génétiqguement identiques a la mére. En
revanche, des que les conditions sont défavorables (baisse de la température en automne par
exemple), les femelles produisent des ceufs contenant un embryon dormant et résistant appelé
éphippie. Les ceufs donneront naissance, au printemps suivant, a une population
génétiquement différente. Ces ceufs peuvent aussi rester en dormance pendant plusieurs mois
en attendant le retour de conditions plus favorables qui permettront une reprise du cycle
parthenogénetique ; et donneront des femelles identiques, génétiquement, a leur mere
[Santiago et al, 2002 ; Cauzzi, 2007 ; Boillot, 2008].
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Figure 08 : Reproduction de la daphnie par parthénogénese en conditions favorables d’apres
[Zeman, 2008].
1.7. La longévité

La durée de vie de Daphnia magna varie avec la température. Cependant, Daphnia magna
vit environ 108 jours a 8 °C mais également 45 jours a 18 °C et 29 jours seulement a 28 °C
[Green, 1954]. L’augmentation de la température cause une augmentation de la vitesse du
métabolisme. Ainsi I’animal va épuiser son énergie rapidement et meurt plus tét [Touati et
Samraoui, 2002 ; Chakri, 2007].

1.8. Les exigences physico-chimiques

Les daphnies sont des organismes d’eau douce, quelques souches sont trouvées en eau
Iégerement saumatre [Chakri, 2007].

> Latempérature :

La fourchette des températures n’altérant pas le cycle de vie des daphnies. Elle est tres
importante puisqu’elle peut varier de 0°C a 30°C selon les especes. La température optimale
se situe entre 18°C et 22°C, Daphnia magna supporte mal les températures supérieures a
22°C [Green, 1954].

> Les besoins alimentaires :

Les daphnies préferent les bactéries, mais elles se nourrissent aussi d’algues uni ou
pluricellulaires, de levures, de détritus organiques fins dissous, de phytoplancton, de ciliés.sa
sensibilité aux polluants et son taux de reproduction sont affectés par la qualité et la quantité
de la nourriture. Mais, en générale les réserves lipidiques sont un bon indicateur des
conditions de nutrition chez les daphnies [Holm et Shapiro, 1984 ; Tessier et Goulden,
1982].
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1.9. La Répartition
La répartition des daphnies est trés hétérogéne. Les organismes ont tendance a se grouper et
a former des « essaims » qui se déeplacent verticalement et horizontalement tout au long de la
journée. Pendant I’hiver, en I1’absence d’un phytoplancton abondant, les daphnies se
répartissent sur le fond pour se nourrir a partir de la couche biologique qui se développe a la
surface du sediment. Cette tendance a aller vers le fond, a aussi été observé lorsque les
apports en micro-algues sont insuffisants [Green, 1956 ; Amoros, 1984].
1.10. La Nutrition
Les daphnies sont des organismes filtreurs, considérés comme des consommateurs
primaires. Elles sont phytophages et bactériophages [Hadas et al, 1983]. Elles apprécient les
eaux riches en matiéres organiques dissoutes ou en suspension et peu polluées par les
micropolluants chimiques [Mugel et Férard, 1978]. La nourriture est collectée plus
particuliérement & 1’aide du 3°™ et 4°™ pattes thoraciques foliacées, garnies d’un peigne de
longues soies [Amoros, 1984], et qui assurent un courant d’eau entre les deux valves de la
carapace. Les particules ainsi piégées sont transférées via un sillon alimentaire jusqu’a la
bouche. Toutefois, il est important de signaler que la quantité et la qualité de la nourriture
jouent un réle primordial pour la reproduction et influencent nettement la dynamique de
population de la daphnie [Lynch et Ennis, 1983 ; Cowgill et al, 1985]. La qualité et la
quantité de la nourriture semblent aussi influencer la sensibilité des daphnies aux toxiques
[Winner et al, 1977 ; Enserink et al, 1995].
1.11. Dynamique de la population
Sauf concurrence pour la nourriture entre les individus, il n'y a aucune hiérarchie sociale
parmi l'espéce Daphnia magna. La daphnie restait dans des groupes de densité généralement
élevée bien que la population Varie fortement en densité par saison [Ebert, 2005].
1.12. Intérét écotoxicologique
L’utilisation d’un organisme dans les tests d’écotoxicologie pour 1’évaluation de la qualité
de I’environnement suppose qu’il répond a certains criteres :
= la pertinence écologique.
» lasensibilité aux contaminants.
= Ja facilité de manipulation au laboratoire.
= la description détaillée de sa taxonomie.
= la durée du cycle de reproduction qui doit étre courte.

= e potentiel de développer des biomarqueurs.
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Les cladoceres, et spécialement les daphnies, ont été largement utilisés dans la toxicologie
aquatique. La sélection des daphnies dans les tests de toxicité a été favorisee par leur
sensibilité pour une large gamme de toxiques [Adema, 1978 ; Slooff et al, 1983 ; Kimerle et
al, 1985 ; Persoone et Janssen, 1993].

De méme, ces especes presentent un grand intérét écologique pour les milieux
dulgcaquicoles a en juger par leur large distribution et leur role dans la chaine trophique. En
effet, le genre Daphnia est largement répandu dans les eaux douces stagnantes de 1’arctique
aux tropiques [Fernando et al, 1987 ; Haney et Buchanan, 1987]. La présence de ce genre
est rapportée dans les différents états trophiques des cours d’eau et dans les différentes tailles
et morphologies des habitats aquatiques en allant des étangs ou des lacs peu profonds a la
zone pélagique des grand lacs et des réservoirs [Kasprzak et Schwabe, 1987 ; Benndorf,
1990 ; Flossner, 2000 ; Horn, 2003 ; Jeppesen et al, 2004]. Dans la majorité de ces
systemes, les daphnies dominent la communauté des zooplanctons en termes d’abondance et
de biomasse durant certains intervalles de temps. Etant donné que les daphnies jouent un role
important dans la chaine trophique des lacs, les scientifiques les ont désignées comme especes
clés dans les systemes pélagiques [Sterner, 1989 ; Carpenter et Kitchell, 1993]. En
comparaison avec les autres zooplanctons, les daphnies peuvent atteindre des taux de filtration
élevés [Muck et Lampert, 1984 ; Reynolds, 1984] et un potentiel de consommation de
particules dans une gamme de 0.5 a 50 um. [Geller et Miiller, 1981 ; Reynolds, 1984]. Dans
les lacs tempérés, la filtration par les daphnies participe a la clarification de la surface de
I’eau, et ainsi les daphnies jouent un réle important dans la structuration spatiale et temporelle
de la communauté phytoplanctonique. [Lampert et al, 1986 ; Sommer et al, 1986 ; Horn,
1991]. Si les conditions sont favorables, les daphnies peuvent réaliser une filtration totale du
milieu par jour [Thompson et al, 1982 ; Kothe et Benndorf, 1994].

En réalité, cette espéce a été choisie pour diverses raisons, a savoir :

v’ visible a I’ceil nu.

v' reproduction parthénogénétique et donc faible variabilité génétique.

v pontes abondantes.

v/ manipulation et élevage faciles a réaliser au laboratoire suite a sa taille
relativement petite.

v' cycle de vie court, ce qui permet de suivre I’effet des polluants sur
plusieurs générations.

v sensibilité a une large gamme de produits chimiques [Colbourne et al,

2011].
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1.13. Tests standards sur Daphnia magna

Un test d’écotoxicité peut se définir comme [’'utilisation de tout ou partie d’un (ou de
plusieurs) organisme(s) vivant(s) comme « réactif(s) biologique(s) » pour mettre en évidence
un effet écotoxicologique mesurable et interprétable a la suite d’une exposition (par exemple
aigué, chronique,...) a un (ou plusieurs) agent(s) chimique(s) ou physique(s) [Férard, 2013].
Quel que soit le test réalisé, il importe d’avoir un élevage qui produit des daphnies saines
(Tableau 02).
Tableau 02 : Principales caractéristiques d’un bon élevage des daphnies d’aprés [Toumi,
2013].

1- Absence d'éphippies (ceufs de durée) et d’ceufs avortés dans les élevages.

2- Aspect des organismes (éviter I’absence de couleur ainsi qu’une couleur trop
rougeatre).

3- Taille suffisante des organismes adultes (environ 5 mm).

4- Production suffisante de jeunes daphnies femelles (environ 100 juvéniles par daphnie
mére en 21 jours).

5- Jeunes daphnies femelles dépourvues de malformations.

6- Absence de parasites ou de champignons (surtout au niveau de la poche incubatrice).

Deux types de tests de toxicité sur Daphnia magna peuvent étre distingués :

Le test de toxicité aigué sur Daphnia magna est réalisé sur une courte période Par rapport
a la durée de vie de l'organisme et consiste a observer I'immobilisation a 24 et 48 H
d'exposition. Le d'immobilisation sur Daphnia magna [ISO 6341, 1996 ; OCDE, 2004] est
I'une des méthodes les plus normalisés pour évaluer le danger des produits chimiques et
surveiller la qualité de I'eau parce que ce simple, rapide et rentable. La concentration induisant
50% d'immobilisation (EC50) est calculée a partir de la courbe dose-réponse. Cependant, les
concentrations produisant des effets aigus sont genéralement élevées et depasser les
concentrations environnementales.

Le test de toxicité chronique sur Daphnia magna [OCDE, 2012] consiste a évaluer les
effets des produits chimiques sur la production reproductive de Daphnia magna. Ce test est
réalisé sur une période relativement longue (21 jours) par rapport a la durée de vie de
I'organisme, les effets sont observés sur un critere plus sensible (reproduction) par rapport au
critéere d'immobilisation du test aigu et fournissent des résultats a long terme. Les nouveau-nés

femelles Daphnia, agés de moins de 24 heures au début de l'essai, sont exposés aux




Chapitre 01 Biologie de Daphnia magna 2017

substances d'essai ajoutées a l'eau a une gamme de concentrations. Apres 21 jours

d'exposition, on évalue le nombre total de progénitures vivantes produites.
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2.1. Le Calcium
2.1.1. L’Historique

C’est en 1801 qu’un chimiste suédois du nom de Berzelius a analysé pour la premicre fois la
teneur en calcium et en phosphore des 0s. En 1840, un physicien suisse a été honoré pour ses
études qui démontraient I'importance du calcium dans la croissance normale des pigeons. Au
début du XX°siécle, les dirigeants de l'industrie miniére britannique fournissaient
gracieusement du lait & leurs mineurs en raison de l'action protectrice du calcium contre
I'empoisonnement au plomb. Un peu plus tard, on découvrira le role essentiel du calcium dans
les fonctions musculaires et nerveuses. Les scientifiques continuent d'explorer ses nombreux
effets sur I'organisme. [2]

2.1.2. La Définition

Le calcium appartient au groupe 2 du tableau périodique, avec Be, Mg, Sr et Ba. Il a un
nombre atomique de 20, une masse atomique de 40, un état d'oxydation (+2) et six isotopes
naturels (40Ca, 42Ca, 43Ca, 44Ca, 46Ca et 48Ca), avec 40Ca représentant 96,9% et 44Ca
pour 2,1 % De la masse totale [Mittlefehldt, 1999a] in [3]. Le calcium est un métal alcalino-
terreux gris doux et est le cinquieme élément en masse le plus abondant dans la crodte
terrestre. Le calcium est également le cinquiéme plus grand ion dissous dans I'eau de mer par
la molarité et la masse, apres le sodium, le chlorure, le magnésium et le sulfate. Le calcium est
essentiel pour les organismes vivants, en particulier dans la physiologie cellulaire, ou le
mouvement de I'ion calcium Ca?* dans et hors du cytoplasme fonctionne comme un signal
pour de nombreux processus cellulaires. En tant que matériau majeur utilisé dans la
minéralisation de l'os, des dents et des coquilles, le calcium est le métal en masse le plus
abondant chez beaucoup d'animaux [4].

En termes chimiques, le calcium est réactif et doux pour un metal (bien que plus dur que le
plomb, il peut étre coupe avec un couteau avec difficulté). C'est un elément métallique argenté
qui doit étre extrait par électrolyse a partir d'un sel fondu comme le chlorure de calcium. Une
fois produit, il forme rapidement un revétement d'oxyde et de nitrure gris-blanc lorsqu'il est
exposé a l'air. Le métal de calcium réagit avec l'eau, générant de I'nydrogene gazeux a une
vitesse suffisamment rapide pour étre perceptible, mais pas assez rapide a température
ambiante pour générer beaucoup de chaleur, ce qui rend utile pour générer de I'nydrogene.
Cependant, sous forme de poudre, la réaction avec I'eau est extrémement rapide, car la surface
accrue de la poudre accélere la réaction avec I'eau. Une partie de la raison de la lenteur de la

réaction calcium-eau est le résultat du fait que le metal est partiellement protégé par
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I'nydroxyde de calcium blanc insoluble. Dans les solutions aqueuses d'acides, ou ce sel est
soluble, le calcium réagit vigoureusement [4].
2.1.3. Les Propriétés chimiques

Les propriétés chimiques du calcium sont résumées dans le tableau suivant (Tableau 03) :

Tableau 03 : Les propriétés chimiques du calcium. [5]

Numéro atomique 20

Masse atomique 40.08 g.mol™
Electronégativité de Pauling 1.0

Masse volumique 1.6 g.cm™ & 20°C
Tempeérature de Fusion 840°C
Température d’ébullition 1484°C

Rayon atomique (Van der Waals) 0.197 nm

Rayon ionique 0.099 nm
Isotopes 6

Configuration électronique [Ar]4s®

Energie de premiere ionisation 589.6 kJ.mol™
Energie de deuxiéme ionisation 1145 kJ.mol™
Potentiel standard -2.87V
découverte Le calcium était déja connu dans 1’antiquité.

C’est Davy qui I’isola en 1808 et Iui donna

son nom.

2.1.4. Les Caractéristiques notables

Le calcium peut étre produit par électrolyse du fluorure de calcium mais plus couramment
par réduction sous vide de la Chaux (CaO) par de la poudre d'aluminium. Il brdle avec une
flamme jaune-rouge ; exposé a l'air sec il forme une couche protectrice blanche d'oxyde et de
nitrure. 1l réagit violemment avec l'eau dont il déplace I'nydrogéne et forme alors de
I'nydroxyde de calcium Ca(OH),. [Brissiand et Ternat, 1998 in Boukhatta et Touahir,
2008].
2.1.5. Le Role

En conjonction avec d'autres éléments, le calcium est le principal constituant des structures

squelettiques et des dents. Les tissus osseux fournissent un réservoir de calcium, qui peut étre
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retiré selon les besoins afin de maintenir des fonctions extra-squelettiques telles que
I'équilibre acide alcalin. L'importance du calcium en tant que messager biologique potentiel a
été observée par Ringer, 1883 in [Watts, 1990]. Peu de temps apres, il a été déterminé que le
calcium est essentiel & la contractilité des muscles cardiaques. On sait maintenant que le
calcium est impliqué comme un messager, transmettant des signaux pour cibler les activités
dans les cellules a travers des canaux calciques spécifiques [Berridge, 1974]. Les ions de
calcium sont essentiels pour l'activation des enzymes nécessaires a la coagulation sanguine
normale, a l'activation et a la stabilité de I'enzyme glycolytique et influencant la division et la
différenciation cellulaire. Le calcium est également impliqué dans les processus de sécrétion.
La libération d'insuline, par exemple, dépend de I'existence d'un calcium adéquat. Le calcium
peut stimuler la libération d'insuline également [Ibid, in Watts, 1990].
2.1.6. Processus de calcification

Le cycle des carbonates en milieu marin est lié au cycle du carbone. La formation et la
dissolution du carbonate de calcium (CaCOs3) utilisent des ions CO3% ou HCO; ~selon les

formules suivantes :

Calcification
(i) Ca?* + COs” CaCOs
Dissolution
Calcification
(ii) Ca®* + 2 HCOy CaCO3; + H,O + CO;,
Dissolution

Le processus de précipitation du CaCO3 est chimiquement contrdlé par 1’état de saturation

en carbonate de calcium de 1’eau de mer Q.
Q = [Ca*"] x [CO5*]/ Ksp

OU [Ca®*] est la concentration en ions calcium, [CO3*] est la concentration en ions carbonate
et Ksp est une constante stoechiométrique relative a la forme de CaCOg3 variant avec la
température, la salinité et la pression.

Une sursaturation de 1’eau de mer en CaCOg3 (2 > 1) favorise sa précipitation alors qu’une
sous saturation de 1’eau de mer (2 < 1) la rend “corrosive” et favorise le processus de

dissolution [Feely et al, 2008].
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2.1.7. L’Origine de la calcification

Ces processus de calcification et de dissolution peuvent é€tre d’origine chimique ou
biologique. Ils régissent la contre-pompe des carbonates et impactent a la fois les quantités de
CID (le carbone inorganique dissous) mais aussi I’alcalinité totale (A7) de 1’eau de mer
définie comme la capacité de 1’eau de mer a neutraliser les acides [Dickson et al, 2003]. Pour
chaque mole de CaCQOj; précipitée, At augmente de 2 equivalents [Smith et Key, 1975].
2.1.8. La salinisation

Le terme de « salinisation des eaux » est utilisé pour décrire I’augmentation de la teneur en
sels dissous des eaux superficielles. Malgré la variété des mécanismes impliqués dans ces
processus, il est possible de les classer en deux catégories, la salinisation naturelle, aussi
appelée « salinisation primaire », et la salinisation anthropique ou « salinisation secondaire »
[Williams, 1987].
2.1.8.1. La salinisation naturelle

Le calcium est le cation le plus commun trouve dans les eaux de surface européennes, son
origine est principalement géologique, en particulier lorsqu’il y a des dépots de carbonates ou
de gypse présents [Meybeck et Helmer, 1989]. Mais dans les régions arides et semi-arides de
la planete, 1’évapotranspiration produit une hausse de la teneur en sels des eaux de surface qui
engendre une augmentation des concentrations de sodium et de calcium [Williams, 1987]. Ce
phénomene est amplifié par des températures et une irradiation importante qui entraine une
remonté des nappes aquiféres et des sels minéraux contenus dans les sols. Sodium et calcium
peuvent alors devenir les cations majoritaires [Williams, 1987].
2.1.8.2. La salinisation anthropique

La « salinisation secondaire » est principalement due a trois facteurs anthropiques. Les
pratiques agricoles, et en particulier une irrigation associée a un mauvais systeme de drainage
[Silva et Davies, 1997, 1999], sont souvent mises en cause [Williams, 1987], car en
favorisant 1’évaporation de 1’eau dans les zones arides, elles engendrent la précipitation de
cristaux de sel en surface. L’irrigation provoque une diminution des flux d’eau sans diminuer
les flux de sels. Le deuxiéme grand facteur anthropique est la demande croissante d’eau
souterraine qui est a I’origine d’intrusion d’eau de mer et de la salinisation des aquiféres
cotiers. Une troisieme catégorie de facteurs anthropiques de salinisation regroupe des
phénomeénes qui peuvent étre classés comme marginaux a I’échelle de la planéte mais peuvent
avoir une grande importance au niveau local. Il s’agit par exemple de 1’utilisation de sels de

déneigement sur les routes [Williams et al, 1999]. 1l s’agit aussi de rejets salins industriels
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tels que les effluents des industries chimiques et pétrochimiques, de la production de gaz et
des eaux d’exhaures acides [Pringle et al, 1981].
2.2. Le calcium chez Daphnia magna.

Les espéces de Daphnia ont une teneur accrue en calcium (2-8% en poids sec [wt])
[Weervagen et al, 2002 ; Jeziorski and Yan, 2006]. Daphnia magna est I'une des espéces
de Daphnia avec la plus grande teneur en Ca [Weaervagen et al, 2002]. La teneur en Ca de
Daphnia augmente avec I'élévation des concentrations de Ca dans I'eau.

2.2.1. La calcification chez Daphnia magna

Le processus de calcification de D. magna est complété peu de temps apres la mue (c'est-a-
dire dans les 24 a 48 h) [Alstad et al, 1999]. Il semble irréaliste que les daphnies incorporent
suffisamment de Ca par ingestion de nourriture pour répondre a la demande de Ca pour la
calcification. Il est raisonnable de penser que l'absorption du Ca de I'eau doit entrainer une
calcification rapide. En effet, Cowgill et al, 1986 ont montré que la teneur en Ca des daphnies
dépend des concentrations de Ca dans I'eau plut6t que dans leurs aliments, ce qui indique que
le Ca provient principalement de I'eau. Cependant, I'importance relative du Ca alimentaire et
hydrique n'a pas été quantifiée et I'importance du Ca alimentaire dans des conditions
déficientes en Ca n'a pas été étudiée. La plupart du Ca est probablement associé a des
minéraux carbonés et phosphatés dans la carapace [Stevenson, 1985 in Bliss et Mantel,
2012].

Chez D. magna, la calcification est fortement affectée lorsque le Ca est inférieur a 5 mg /I
[Alstad et al, 1999]. Lorsque Ca est inférieur a 10 mg /I, la production d'ceufs par D.magna
est fortement réduite [Hessen et al, 2000]. Les daphnies juvéniles sont plus sensibles a la
limite du Ca que les adultes [Hessen et al, 2000 ; Rukke, 2002], bien que le mécanisme sous-

jacent pour cette susceptibilité ne soit pas clair.
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3.1. Matériel biologique (bio indicateur)

Dans le cadre de cette étude, 1’espéce la plus utilisée est Daphnia magna qui fait 1’objet
d’un test normalis¢ par ’AFNOR. Ce microcrustacé été recommandé en tant qu’espece
modele dans différents bioessais standardisés pour évaluer les risques chimiques [ISO 6341,
1996]. Lorsque les conditions sont favorables la population des daphnies compose
uniquement de femelles qui pondent des ceufs parthénogénétiques et on constate que
I’apparition d’éphippies (reproduction par voie sexuee) quand les conditions deviennent
défavorables. Ce modéle biologique a été choisi pour les tests écotoxicologiques parce qu’elle
présente plusieurs vertus :

o Leur mode de reproduction (par parthénogenese) assure une population
stable génétiquement.

o L’élevage de la population de Daphnia magna est facile.

o Fécondité réguliere et importante de juvéniles utilisés pour les tests.

o Leur taille est relativement petite.

o Joue un role trés important dans 1’écosystéme aquatique

(consommateurs primaires).

3.2. Matériels de laboratoire

= Aquarium en verre.

= Un microscope.

= Pompe et diffuseur d’oxygéne.

= Tubes a essais.

= Boites de pétrie.

= Portoirs.

= Pipette.

= Un micrometre.

= Bécher 100ml.

= Lames
3.3. Méthodes

Cette étude a été réalisee dans le Laboratoire de conservation des zones humides
(LCZH). Elle consiste a étudier I'impact écotoxicologique du calcium sur les différents
paramétres du cycle de vie de daphnia magna pour une période de 21 jours (test
chronique). Nous avons mis en place a un élevage du matériel biologique puis aux

experimentations.
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3.3.1. Culture de Daphnia magna
L’¢levage de la population a été initié par des daphnies prélevées a partir de la mare
Boukhadra (Annaba) mises dans un aquarium remplis au 2/3 de leur hauteur avec une eau
de canalisation déchlorinée et oxygénée. L’aquarium est équipé par une pompe qui diffuse
I’oxygene nécessaire pour la croissance de ces daphnies. Comme nourriture nous avons
utilisé : la levure (Saccharomyces cerevisiae) qui présente une taille facilement absorbable
par les daphnies et I’extrait de 1’épinard (Beta vulgaris maritima), pour la réussite de la
culture, ces derniers doivent étre distribués avec parcimonie tres régulierement (chaque
deux jour). [Touati et Samraoui, 2002].
% Préparation de ’extrait de I’épinard
Un kilogramme de Beta vulgaris maritima est lavé, haché puis bouillit dans un
litre d’eau de robinet. Le contenu est mixé, homogénéisé puis filtré. L’homogénat
est conservé dans le réfrigérateur a 4°C et utilisé ultérieurement [Chakri et

Samraoui, 2015].

3.3.2. Mode opératoire

Le but de cette présente étude est d’étudier I’impact de la toxicité du calcium sur les
différents parametres de cycle de vie de Daphnia magna (la survie, la croissance et la
reproduction). On s’intéresse également a utiliser Daphnia magna comme une espece bio-
indicatrice pour évaluer I’impact de Ca®" sur les écosystémes aquatiques.

C’est un test de toxicité a long terme (21 jours) normalisé qui consiste a évaluer 1’effet
de calcium sur la capacité reproductive de Daphnia magna [OECD, 1998]. Les jeunes
femelles de Daphnia magna agées de moins de 24 heures au début de ’essai sont exposées
a une gamme de concentrations du Calcium (0.5, 5, 10, 20 et 25 mg/l).

Les néonates sont placés individuellement dans des tubes a essais en verre de 30 ml,
contenant de solution constitu¢ de 1’eau dichlorinée, de la nourriture (pour les témoins) et
de la concentration désirée du Calcium (pour les autres échantillons) Les daphnies sont
nourries chaque deux jour par les gouttes d’épinard et de la levure, le milieu est renouvelé
chaque 2 jours. On a utilisé 10 répliquas par concentration et 10 aussi pour le témoin. Les
daphnies sont incubées dans les mémes conditions que celle les cultures meres. Les
daphnies obtenues pendant le test sont observées et mesurés. Le sexe et la morphologie des
nouveau-nees sont observés par microscope. La longueur des daphnies est mesuree par un
micrométre (du haut de la téte jusqu’a la base de son épine apicale). Le sexe ratio est defini
comme le pourcentage du nombre total des males divisé par le nombre total des néonates.
Le poids des femelles adultes est mesuré a la fin de test (21 jours).
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Les parameétres exploités sont :

Taille des femelles adultes & la 1% reproduction (les méres) en mm.

Taille des juvéniles a la 1% reproduction (nouveau-nés) en mm.

Taille des femelles adultes & la 2°™ reproduction (les meres) en mm.

Taille des juvéniles & la 2°™ reproduction (nouveau-nés) en mm.
Age a la maturation.
Age des femelles & la premiére ponte.

L’intervalle de ponte (moyenne) en jours.

Vel S S SEE S S S

La grandeur ou taille de ponte (nombre moyen des petits cumulé par mére a la fin

du test).

+ La longévité (Ila moyenne en nombre des jours pendant laquelle les méres sont
restées en vie sur la durée de test).

+ Le nombre total des descendants produit par animal parent (moyenne des petits

cumulé par mere a la durée de test).

Le nombre de ponte par femelle durant le test de 21 jours.

Le poids des femelles a la fin de test.

La taille des femelles a la fin de test.

-+ + &

La survie.
+ Le sexe ratio (pourcentage des males dans la descendance).

3.3.3. Analyse statistique

Nous avons calculé la moyenne et 1’écart type pour chaque paramétre en utilisant
Microsoft office excel 2010, et nous avons utilisé 1’analyse de la variance en utilisant
Biostat 2007 a un facteur ou I’ordre 1 pour tester I’impact écotoxique du calcium sur les
différents parameétres du cycle de vie de Daphnia magna. La différence significative est
établie a P <0,05.

24



Chapitre 03 Matériel et Méthodes 2017

Figure 09 : L’alimentation des daphnies par les gouttes d’épinard.

Figure 10 : Mesure de la taille des daphnies avec un micrométre.
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4.1. L’impact du calcium sur les différents paramétres de cycle de vie de Daphnia magna
4.1.1. L’age a la maturation
Les résultats ainsi obtenus (Fig 11) montrent que 1’dge moyen a la maturation est 6.6
jours dans le témoin, en occurrence les nouveau-nés vont mettre entre 6 a 7 jours pour arriver
au stade de maturation dans les concentrations (0.5-5-10-20 mg/I) de Ca*" et plus de 8 jours
dans la concentration (25 mg/l). Les résultats statistiques montrent I’existence de différences
significatives dans la concentration (25 mg/l), (p<0.05).
4.1.2. L’age a la premiere ponte
Les résultats recueillis (Fig 12) ont montré que I’dge moyen des nouveau-nés a la
premiére ponte est 9 jours pour le témoin et pour la concentration (0.5 mg/l) de Ca®*, mais
Iégerement réduit pour les concentrations (5-10-20 mg/l) sauf a la concentration (25 mg/l) il
est élevé au 12°™ jour. Les analyses statistiques dévoilent une différence significative dans la
concentration (25 mg/l), (p<0.05).
4.1.3. La taille des femelles a la premiere ponte
A la lumiere des résultats collectés (Fig 13), la taille moyenne des femelles a la premiéere
ponte est légérement réduite chez D.magna traitée par une concentration de (0.5 mg/I) de Ca®*
par rapport au témoin et aux autres concentrations. Les analyses statistiques ne révelent

aucune différence significative (p>0.05).
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Figure 11 : Variation de 1’dge a la maturation chez Daphnia magna exposée a des différentes

concentrations de Ca?
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Figure 12 : Variation de 1’age a la premicre ponte chez Daphnia magna exposée a des
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Figure 13 : Variation de la taille des femelles a la premiére ponte chez Daphnia magna

exposée a des différentes concentrations de Ca **
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4.1.4. La taille des femelles a la deuxieme ponte
La taille moyenne des femelles a la deuxiéme ponte est également élevée dans la
concentration (20mg/l) de Ca** en comparaison avec le témoin et aux autres concentrations
(Fig 14). Les analyses statistiques ne dévoilent aucun impact significatif (p>0.05).
4.1.5. La taille des femelles a la premiére et a la deuxieme ponte
Les résultats montrent clairement que la taille des femelles a la deuxiéme ponte est
supérieure a celle de la premiére ponte (Fig 15).
4.1.6. La taille des juveniles a la premiere ponte
Les résultats obtenus dans les différents bioessais en utilisant D.magna, montrent que la
taille moyenne des juvéniles a la premiere ponte est un peu élevée dans la concentration (10
mg/l) de Ca®* en comparaison au témoin et aux autres concentrations (Fig 16). La
comparaison des valeurs moyennes montre que les différences ne sont pas significatives
(p>0.05).

3,3
3,2
3,1
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w
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24
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Concentrations de Ca2* (mg/l)

25

Figure 14 : Variation de la taille des femelles a la deuxiéme ponte chez Daphnia magna

exposée a des différentes concentrations de Ca®*
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Figure 15 : Variation de la taille des femelles a la premiére et a la deuxiéme ponte chez
Daphnia magna exposée & des différentes concentrations de Ca*
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Figure 16 : Variation de la taille des juvéniles a la premiere ponte chez Daphnia magna

exposée a des différentes concentrations de Ca**
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4.1.7. La taille des juvéniles a la deuxieme ponte
La figure 17 montre que la taille moyenne des juvéniles a la deuxieme ponte est
considérablement restreinte au niveau de concentration (0.5 mg/l) de Ca*", et légérement
réduite pour le témoin par rapport aux autres concentrations. Les différences ne sont pas
significatives (p>0.05).
4.1.8. Lataille des juvéniles a la premiere et a la deuxieme ponte
Les résultats montrent qu’il y a une petite différence (diminution) de la taille des
juvéniles a la deuxieme ponte en comparaison a la premiére ponte (Fig 18).
4.1.9. Le nombre de ponte par femelle
Les résultats signalent que le nombre moyen de ponte par femelle est tres élevé dans la
concentration (25 mg/l) de Ca** (Fig 19), et est un peu haussé dans la concentration (20 mg/l)
comparativement avec le témoin et les concentrations (0.5-5-10 mg/l). Les analyses

statistiques ne révelent aucune différence significative (p>0.05).
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Figure 17 : Variation de la taille des juvéniles a la deuxiéme ponte chez Daphnia magna

exposée a des différentes concentrations de Ca®*
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Figure 18 : Variation de la taille des juvéniles a la premiére et a la deuxiéme ponte chez

Daphnia magna exposée a des différentes concentrations de Ca”*

3
Q@
£ 25
&
g
@ 2
c
S -
o
g 15
(5]
8
E 1
4
0,5 I I
0
T 0,5 5 10 20 25
Concentrations de Ca?* (mg/l)

Figure 19 : Variation de nombre de ponte par femelle chez Daphnia magna exposée a des
différentes concentrations de Ca**
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4.1.10. L’intervalle de ponte
Les résultats obtenus montrent que I’intervalle de ponte moyen est 1égérement élevé dans
le témoin et les concentrations (10-25 mg/l) de Ca** comparativement aux autres
concentrations (Fig 20). Les analyses statistiques ne sont pas significatives (p>0.05).
4.1.11. La grandeur de ponte
La figure 21 présente la grandeur moyenne de ponte, elle est élevée dans les
concentrations (5 — 25 mg/l) de Ca?*, et est la méme pour le témoin et les concentrations (10-
20 mg/l), cependant elle est trés élevée au niveau de la concentration (0.5 mg/l). Les analyses
statistiques ne dévoilent aucun impact écotoxique du calcium sur la grandeur de ponte
(p>0.05).
4.1.12. Le nombre total des descendants produit par femelle
Les résultats recueillis ont montré que le nombre total des descendants produit par
femelle est considérablement élevé au niveau de la concentration (5 mg/l) de Ca** (plus de 15
individus) en comparaison avec les autres concentrations (Fig 22), par contre au niveau du
témoin est tres réduit (environ 7 individus). Les résultats statistiques montrent I’existence des

différences significatives dans les concentrations (5 — 10 mg/l), (p<0.05).
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Figure 20 : Variation de I’intervalle de ponte chez Daphnia magna exposee a des différentes

concentrations de Ca?
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Figure 21 : Variation de la grandeur de ponte chez Daphnia magna exposée a des différentes
concentrations de Ca**
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Figure 22 : Variation de nombre total moyen des descendants produit par femelle chez
Daphnia magna exposée & des différentes concentrations de Ca?*
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4.1.13. La longévité
A la lumiére des résultats collectés (Fig 23), les valeurs moyennes de la longévité des
daphnies sont les méme dans le témoin et la concentration (20 mg/l) de Ca®*, et aussi sont
plus proches dans les concentrations (5-10 mg/l) ; alors qu’ils sont trés réduites dans la
concentration (0.5 mg/l) par contre qu’ils sont forcément élevées dans la concentration (25
mg/l). Les analyses statistiques ne dévoilent aucune différence significative (p>0.05).
4.1.14. La taille des femelles a la fin de test
Les valeurs moyennes de la taille des femelles a la fin de test sont connues une
augmentation au niveau des concentrations (20-25 mg/l) de Ca**, tandis que les valeurs au
niveau des concentrations (0.5-5 mg/l) sont assez réduites par rapport au témoin (Fig 24).
Mais cette différence est également non significative (p>0.05).
4.1.15. Le poids des femelles a la fin de test
Les résultats ainsi obtenus (Fig 25), signalent que le poids moyen des femelles a la fin
de test est élevé pour la concentration (25 mg/l) de Ca** comparativement au témoin,
cependant dans les concentrations (0.5-5-10 mg/l) est légerement restreint par rapport au

témoin. Les résultats statistiques ne sont pas significatives (p>0.05).
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Figure 23: Variation de la longévité chez Daphnia magna exposée a des différentes

concentrations de Ca®

34



Chapitre 04 Résultats et discussion 2017

7 3,5
s s SR S
< | |
S 25
,cuA
5E
O ~
E 1,5
[72)
S 1
i)
s 05
0
Témoin 0,5 5 10 20 25
Concentrations de Ca2* (mg/l)

Figure 24 : Variation de la taille des femelles a la fin de test chez Daphnia magna exposée a
des différentes concentrations de Ca?*
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Figure 25 : Variation de poids des femelles a la fin de test chez Daphnia magna exposée a
des différentes concentrations de Ca®*
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4.1.16. La survie
Les résultats recueillis (Fig 26), indiquent que le pourcentage de survie des daphnies est
le méme chez le témoin et les concentrations (5-10-20 mg/l) de Ca** (80 %). Alors que dans la
concentration (0.5 mg/l) est tres réduit (40 %) par contre a la concentration (25 mg/l) il est
élevé (90 %). Les analyses statistiques ne révelent aucune différence significative (p>0.05).
4.1.17. Le sex ratio
Les résultats obtenus montrent qu’il y a 4 individus males au niveau de la concentration

(5 mg/l) de Ca®*, et 12 individus males au niveau de la concentration (25 mg/l). (Tableau 04).
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Figure 26 : L’évolution de la survie en fonction du temps chez Daphnia magna exposée a des

différentes concentrations de Ca®*

Tableau 04 : Variation de sex ratio total chez Daphnia magna exposée a des différentes
concentrations de Ca**

Concentrations de Ca** (mg/l) Pourcentage des males (%)
Témoin 0
0.5 0
5 6.55
10 0
20 0
25 14.81

36



Chapitre 04 Résultats et discussion 2017

4.2. Discussion

Les zooplanctons comme Daphnia magna sont un lien important dans les chaines
alimentaires des écosystéemes aquatiques et leur disparition ou la baisse de la densité affecte
considérablement les relations trophiques.

Lors du test chronique, D.magna a été exposée aux concentrations de calcium suivantes :
(0.5-5-10- 20— 25 mg/l) pendant 21 jours.

Dans notre travail 1’dge a la maturation et 1’age a la premiére ponte sont clairement
retardés dans la concentration 25 mg/l de Ca®* par rapport au témoin, c’est a cause des
conditions defavorables du milieu, qui représente une stratégie d’adaptation a ce milieu.

La taille des femelles a la premiére ponte dans toutes les concentrations est plus proche a
celle du témoin, ces résultats sont accord avec les travaux antérieures de [Touati et
Samraoui, 2002 ; Chakri, 2007 ; Manar, 2008].

La taille des femelles a la deuxiéme ponte est supérieure a celle de la premiére ponte
[Touati et Samraoui, 2002 ; Chakri, 2007].

La taille des juvéniles dans la concentration 0.5 mg/l de Ca”* est réduite sous I’effet de la
pression exercée sur les individus, 1’accélération de la maturité tout en diminuant la taille
devient un avantage pour Daphnia magna qui se reproduit alors avant d’atteindre la taille
ou elle devient plus vulnérable pour les prédateurs. Donc la diminution de la taille est une
réponse adaptative de Daphnia magna lui permettant la survie en présence de substances
chimiques (le calcium).

Le nombre de ponte moyen par femelle est réduit au niveau du témoin par rapport aux
daphnies traitées avec des différentes concentrations de calcium, il est clair que les daphnies
traitées avec les concentrations de calcium sont favorables pour leur reproduction. On
remarque aussi qu’il y a des femelles adultes donnent une seul ponte pendant 21 jours.

Le nombre total des descendants produit par femelle est fortement élevé chez les daphnies
traitées avec des differentes concentrations de calcium comparativement au témoin, cette
¢lévation peut €tre due a la composition du milieu (richesse du milieu en oxygene dissous,...).

La grandeur de ponte est réduite dans le témoin en comparaison aux autres concentrations
de Ca*". Daphnia magna a augmenté le nombre d’individus par ponte dans les différentes
concentrations pour élever la taille de population, en raison de s’adapter aux nouveaux
conditions defavorables du milieu.

La longévité et le pourcentage de survie sont sensiblement réduits dans la concentration
0.5 mg/l de Ca?*. Cela est attribué & la carence en calcium qui peut limiter le succés de survie
des daphnies.
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Les résultats moyens de I’intervalle de ponte dans les concentrations 0.5 — 5 — 20 mg/| de
Ca’* sont réduites en comparaison au témoin, cet intervalle est élevé soit pour le témoin ou
pour les autres concentrations par rapport aux travaux de [Touati et Samraoui, 2002 ;
Chakri, 2007] ou il n’est que de I’ordre de 2-4 jours. Des résultats portant sur I’effet des
effluents hospitaliers sur Daphnia magna et dont ’ensemble de ces eaux est rejeté dans
1I’Oued Seybouse a montré un intervalle de ponte plus large 6-8 jours [Bougueffa et Boutalbi,
2008] en comparaison a notre étude dont les résultats sont intermédiaires 4-6 jours.

La taille et le poids des femelles & la fin de test dans les différentes concentrations de Ca**
sont plus proches a celle de témoin, donc le calcium est un élément essentiel pour les
daphnies.

Les résultats du sex ratio montrent qu’il y a quatre individus males au niveau de
concentration 5 mg/l de Ca®* (10 répliquas), et 12 individus males dans la concentration 25
mg/l de Ca** (10 répliquas). Cela est attribué a la formation des éphippies & cause des
conditions qui deviennent défavorables.

On a remarqué aussi qu’il n’y a aucune malformation au niveau du témoin, ainsi qu’au
niveau des échantillons expérimentés.

Enfin, I'utilisation de Daphnia magna comme indicateur de la qualité de 1’eau, nous
permet la mise en évidence de I’effet de calcium sur les parameétres du cycle de vie cités au
préalable, afin de connaitre les perturbations survenues enregistrées par ce biomarqueur
sentinel qui ouvre des perspectives dans la gestion et la biosurveillance des zones humides en
déclenchant le signal d’alarme.

Ce présent travail mérite d’étre approfondi et un suivi a long terme dans le but d’évaluer

ces marqueurs biologiques de nos zones humides.
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Conclusion

Ce travail a pour objectif d’évaluer I’'impact écotoxique du calcium sur la survie, la
croissance et la reproduction d’une espéce représentative des écosystémes aquatiques d’eau
douce, Daphnia magna.

Nos résultats ont montré que le comportement de I'invertébré d'eau douce Daphnia magna
répond rapidement a la toxicité et par conséquent est un indicateur sensible pour le stress
toxique.

Les principales conclusions obtenues a partir de ces résultats sont les suivantes :

v' L’age a la maturation et I’Age a la premiére ponte ont été retardé chez les individus
traités par la concentration 25 mg/l de Ca®* par rapport au témoin et aux autres
concentrations.

v' Lataille des femelles a la deuxiéme ponte est supérieure a celle de la premiére ponte.

v" En outre, on peut signaler que la longévité et la survie ont subi aussi une diminution
dans la concentration 0.5 mg/l contrairement a celui de témoin et d’autres
concentrations.

v 1l vaut la peine de mentionner que le nombre total des descendants par femelles est
considérablement raccourci au niveau de témoin et a la concentration 25 mg/l en
comparaison avec celle des autres concentrations.

v On note également une production des individus males dans les concentrations (5 — 25
mg/l) contrairement au témoin et aux autres concentrations qui renferment seulement
des individus femelles.

L’espéce D. magna a montré une réelle capacité a révéler les plus faibles concentrations a
partir desquelles des effets néfastes sont observeés, et par suite confirme les soupcons relatifs a

I’impact écotoxique de calcium une fois disséminés dans 1’environnement.
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Perspectives

Les résultats obtenus dans ce mémoire ont abouti & plusieurs conclusions majeures qui
ouvrent des multiples pistes et perspectives pour les études futures notamment celles en
relation avec la contamination et la toxicité par le calcium dans les écosystéemes aquatiques.

Il est bien de tester les interactions du calcium avec d’autres parameétres physico-

chimiques comme la température, le pH, la luminosité et la salinité de 1’eau.
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Résumé

Daphnia magna est un microcrustace d'eau douce, géneralement connus sous le nom de «puce
d'eau», qui appartient a I'ordre des cladocéres. On a I’utilis¢é comme bioindicateur pour évaluer les
risques écotoxicologiques des écosystemes aquatiques. Ce travail présente les résultats de test
chronique avec daphnia magna expose pendant 21 jours a des différentes concentrations 0.5 —5 —
10 — 20 — 25 mg/l de Ca**. Durant cette période nous avons suivi les individus pour évaluer leurs
paramétres de cycle de vie (la croissance, la survie et la reproduction), en tenant compte les
variations de Ca’* de I’eau.

On a observe que la taille des femelles a la premiere ponte est inférieure a celle de la deuxiéme
ponte. Cependant, 1’dge a la maturation et I’age a la premicre ponte ont subi une prolongation de
temps.

Mots clés : Daphnia magna, bioindicateur, risques écotoxicologiques, Ca?*, cycle de vie.




Abstract

Daphnia magna is a freshwater microcrustacean, commonly known as "water flea”, which
belongs to the order of the cladocera. It has been used as a bioindicator to assess the
ecotoxicological risks of aquatic ecosystems. This work presents chronic test results with daphnia
magna exposed for 21 days at different concentrations 0.5 - 5 - 10 - 20 - 25 mg / | of Ca®*. During
this period we monitored individuals to assess their life cycle parameters (growth, survival and
reproduction), taking into account changes in water Ca*".

It was observed that the size of females at first reproduction is lower than that of second
reproduction. However, the age at maturity and the age at first reproduction have undergone an
extension of time.

Keywords : Daphnia magna, bioindicator, ecotoxicological risks, Ca**, life cycle.
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Glossaire
Adaptation : Toute caractéristique morphologique, comportementale, anatomique ou
physiologique d'un organisme qui améliore ses chances de survie et de propagation dans son
environnement.
Bioindicateur : Sert a mesurer la qualité d'un milieu. Des organismes (animaux, végétaux,
champignons...), présents a I'état naturel, sont étudiés et recensés. Leur disparition d'un milieu
(aérien, terrestre ou aquatique) indique une dégradation des conditions de vie. Leur
réapparition est signe d'une amélioration.
Biomarqueur : Indicateur permettant d’évaluer une réponse biologique d’un organisme face
a un ou des produit(s) toxiques.
Biomasse : Quantité de matiére vivante existant dans un écosystéme aquatique par unité de
volume ou de superficie et exprimée en unité massique.
Biosurveillance : Utilisation du vivant pour surveiller 1’évolution, des modifications, des
altérations, ou la stabilité de la qualité d’un milieu.
Carnivore : Est un organisme qui se nourrit de tissus animaux, généralement de la viande
(muscle), vivants ou morts (nécrophagie).
Colonne d’eau : Espace d’eau vertical s’étendant de la surface au fond de la mer ou des cours
d’eau.
Cyclomorphose : Changement saisonnier du phénotype de nombreuses especes de plancton.
Par exemple, certaines especes de Daphnia produisent des épines pour se protéger contre les
prédateurs pendant la saison estivale.
Détritivore : Terme qualifiant les animaux qui se nourrissent de détritus organiques.
Dulc¢aquicole : Est un organisme qui vit et se reproduit exclusivement dans les eaux douces.
Ecotoxicologie : Etude des effets des facteurs chimiques, physiques et biologiques sur
I’ensemble des étres vivants.
Ephippie : Etape de repos de Cladocére consistant en un ou deux ceufS de repos, entourés
d'une paroi externe membranaire.
Eutrophisation : Enrichissement d’eaux naturelles en éléments nutritifs, en particulier azotés
et phosphatés, provoquant une croissance excessive des plantes et des algues.
Exosquelette : Enveloppe chitineuse de certains invertébrés tels que les insectes ou les
crustacés.
Herbivore : Est un organisme qui se nourrit d’herbes ou d’autres substances végétales.

Kairomones : Indications chimiques rejetées par les prédateurs et reconnues par la proie.



Phytoplanctons : L'ensemble des organismes du plancton appartenant au regne végétal, de
taille tres petite ou microscopique, qui vivent en suspension dans I'eau.

Test de toxicité : Procedure par laquelle une réponse biologique est utilisée pour détecter et
quantifier la toxicité d'une substance, d'un groupe de substances ou de facteurs
environnementaux.

Toxiciteé : Capacité propre d'une substance de provoquer des effets nocifs ou de troubler ou
d'interrompre les fonctions vitales d'un organisme.

Zone peélagique : Est la partie des lacs, des mers ou des oceans comprenant la colonne d'eau,
qui ne contient pas de 1’eau proche des cotes ou des fonds.

Zooplancton : Représente 1’ensemble des animaux du plancton. Le zooplancton
dulcaquicole est surtout représenté par les rotiféres et divers crustacés. Le zooplancton marin

est infiniment plus riche en espéces (les protozoaires, annélides, mollusques,...).


http://www.futura-sciences.com/planete/definitions/zoologie-plancton-3831/
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Tableau : Résultats de I’analyse de la variance a un facteur testant 1’impact écotoxique du

calcium de concentration de 0.5 mg/I sur les parametres de cycle de vie de Daphnia magna.

ddi Fobes P
L’age a la maturation 11 0.89 0.36
L’age a la premiére ponte 11 0 1
La taille des femelles a la premiere ponte 11 0.58 0.46
La taille des femelles a la deuxiéme ponte 6 0.53 0.49
La taille des juvéniles a la premiere ponte 11 0.17 0.68
La taille des juvéniles a la deuxiéme ponte 6 3.17 0.13
Le nombre de ponte par femelle 19 0.23 0.63
L’intervalle de ponte 13 0.36 0.55
La grandeur de ponte 17 3.62 0.07
Le nombre total des descendants par femelle 10 1.44 0.26
La longevité 19 2.06 0.16
La taille des femelles & la fin de test 11 0.28 0.60
Le poids des femelles a la fin de test 11 0.25 0.62
La survie 9 1.34 0.27

P =probabilité que I’hypothése nulle est égale a zéro; Ddl=degré de liberté ; Fobes= Cm,/Cm;.

Tableau : Résultats de I’analyse de la variance a un facteur testant 1’impact écotoxique du

calcium de concentration de 5 mg/l sur les parametres de cycle de vie de Daphnia magna.

ddi Fobes P
L’age a la maturation 8 0.08 0.77
L’age a la premiere ponte 8 0.11 0.74
La taille des femelles a la premiere ponte 8 1.03 0.34
La taille des femelles a la deuxiéme ponte 6 0.06 0.80
La taille des juvéniles a la premiére ponte 8 0.14 0.71
La taille des juvéniles a la deuxiéme ponte 6 0.39 0.55
Le nombre de ponte par femelle 19 0.15 0.70
L’intervalle de ponte 15 0.37 0.55
La grandeur de ponte 17 4.05 0.06
Le nombre total des descendants par femelle 8 24.26 0.001
La longévité 19 1.20 0.28
La taille des femelles & la fin de test 15 0.34 0.56
Le poids des femelles a la fin de test 15 0.09 0.75
La survie 9 0.4 0.54

P =probabilité que I’hypothéese nulle est égale a zéro; Ddl=degré de liberté ; Fobes= Cm,/Cm,.
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Tableau : Résultats de I’analyse de la variance a un facteur testant 1’impact écotoxique du

calcium de concentration de 10 mg/l sur les paramétres de cycle de vie de Daphnia magna.

ddi Fobes P
L’age a la maturation 7 0.20 0.66
L’age a la premiére ponte 7 0.57 0.47
La taille des femelles a la premiere ponte 7 0.23 0.64
La taille des femelles a la deuxiéme ponte 5 0.2 0.67
La taille des juvéniles a la premiere ponte 7 1.07 0.33
La taille des juvéniles a la deuxiéme ponte 5 0.36 0.57
Le nombre de ponte par femelle 19 0.03 0.85
L’intervalle de ponte 14 0.02 0.87
La grandeur de ponte 16 0.14 0.70
Le nombre total des descendants par femelle 7 11.12 0.01
La longevité 19 0.36 0.55
La taille des femelles & la fin de test 15 0.06 0.80
Le poids des femelles a la fin de test 15 0.00 0.95
La survie 9 0.1 0.75

P =probabilité que I’hypothése nulle est égale a zéro; Ddl=degré de liberté ; Fobes= Cm,/Cm;.

Tableau : Résultats de I’analyse de la variance a un facteur testant 1’impact écotoxique du

calcium de concentration de 20 mg/l sur les paramétres de cycle de vie de Daphnia magna.

ddi Fobes P
L’age a la maturation 9 0.2 0.66
L’age a la premiere ponte 9 0.09 0.77
La taille des femelles a la premiere ponte 9 1.38 0.27
La taille des femelles a la deuxiéme ponte 6 0.96 0.37
La taille des juvéniles a la premiére ponte 9 0.51 0.49
La taille des juvéniles a la deuxiéme ponte 6 1.05 0.35
Le nombre de ponte par femelle 19 0.52 0.47
L’intervalle de ponte 16 0.70 0.41
La grandeur de ponte 19 0.01 0.9
Le nombre total des descendants par femelle 9 2.05 0.19
La longévité 19 0.00 0.95
La taille des femelles & la fin de test 15 0.27 0.61
Le poids des femelles a la fin de test 15 0.25 0.61
La survie 9 0 1

P =probabilité que I’hypothése nulle est égale a zéro; Ddl=degré de liberté ; Fobes= Cm,/Cm;.
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Tableau : Résultats de I’analyse de la variance a un facteur testant 1’impact écotoxique du

calcium de concentration de 25 mg/l sur les paramétres de cycle de vie de Daphnia magna.

ddi Fobes P
L’age a la maturation 13 6.71 0.02
L’age a la premiére ponte 13 6.19 0.02
La taille des femelles a la premiere ponte 13 0.18 0.67
La taille des femelles a la deuxiéme ponte 7 0.25 0.62
La taille des juvéniles a la premiere ponte 13 0.07 0.79
La taille des juvéniles a la deuxieéme ponte 5 0.5 0.51
Le nombre de ponte par femelle 19 3.6 0.07
L’intervalle de ponte 17 0.07 0.78
La grandeur de ponte 20 3.65 0.07
Le nombre total des descendants par femelle 13 0.59 0.45
La longevité 19 1.90 0.18
La taille des femelles & la fin de test 16 1.28 0.27
Le poids des femelles a la fin de test 16 1.99 0.17
La survie 9 1.28 0.28

P =probabilité que I’hypothése nulle est égale a zéro; Ddl=degré de liberté ; Fobes= Cm,/Cm;.



