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Introduction

Le laboratoire d'écotoxicologic du Centre des Sciences de I'Environnement a établi un
protocole permettant d'étudier différents facteurs a I"aide de tests chroniques successifs réalisés
sur Daphnia magna.

Ce protocole s'inscrit dans le cadre de travaux de recherche destinés a l'amélioration de la
qualité du matériel biologique utilisé lors de différents tests de toxicité.

Le travail effectué a permis d'étudier entre autre l'action de lampes OSH et d'une eau traitée
par syntonisation a I’aide de deux tests chroniques successifs réalisés sur Daphnia magna.

1 - Le Matériel biologique

Le réactif biologique utilisé est la daphnie, Daphnia magna Strauss, clone A (qui
originellement est issu de I’ex IRCHA). Ce clone a été fourni au laboratoire d’écotoxicologie
du CSE par le Professeur P. Calow (Université de Sheffield). Il est implant¢ au CSE depuis
1989.

Le clone A (également dénommé clone 5) est nommément cité par le projet de ligne directrice
OCDE 202 II relatif au test de reproduction Daphnia magna. Ce clone a, en effet, ét€ reconnu
comme susceptible de satisfaire les conditions de validité de cette ligne directrice lors de
diverses enquétes circulaires européennes.

2 - Les facteurs étudiés
1. Température (20 et 24 ° C)

2. Lampes OSH (Oxygene Syst¢me Huit) :

Ces lampes sont habituellement utilisées pour des applications thérapeutiques. Elles
permettent de modifier la structure de l'eau qui entre sous I’effet de leur champ d’action
(modification de la structure spatiale, par modification de l'angle H-O-H et des
agencements de molécules entre elles, ce qui revient a élever le taux vibratoire de I’eau
dans le proche infrarouge).

Dans la nature I'eau se trouve principalement sous forme trim¢re et posséde des
caractéristiques vibratoires et énergétiques différentes d’une eau stockée en bouteille
ou d’une eau de réseau. Ces caractéristiques font que I’eau d'un milieu naturel est trés
compatible avec les exigences du vivant. Il résulte de ceci que les éléments contenus
dans une eau naturelle acquiérent de ce fait une plus grande biodisponibilité.

3. Amélioration du milieu d'élevage par adjonction d’eau traitée par syntonisation et de
poudre riche en CACO; et MgO

4. Apport de plantes aquatiques et de manne (Le fréne a fleurs " Fraxinus ornus. — Orne”
produit par exsudation un suc, la manne).

5. Effet de la forme des récipients d'élevage
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3 - Tableaux d'expérimentation
Il s'agit de deux plans factoriels 2x2 croisant deux facteurs a deux niveaux et comprenant 4

répétitions. Ces expériences ont été menées a deux reprises. Cette répétition a donc été
considérée comme un troisiéme facteur a deux niveaux qui a été appelé test.

Tableau 1 : étude des facteurs lampe OSH et apport de plantes aquatiques et de manne.

température | sans (manne | avec (manne +
200 + plantes) plantes)

Sans lampe témoin
OSH

Lampe
OSH

Tableau 2 : étude des facteurs eau (améliorée ou non) et température.

Température | température

20 °C 24°C
Sans eau témoin
dynamisée
Eau
dynamisée

I1y a donc 8 conditions différentes avec 4 replicats par condition soit :
8*4=32 récipients de daphnies.

Ce protocole présentant deux fois la condition "témoin", la moitié¢ des récipients témoins sera
constituée de bocaux et l'autre moitié de bacs, ceci permettant d'étudier I'effet dimensions des
récipients d'élevage.

4 - Conditions d’élevage

Les daphnies utilisées sont des Daphnia magna (clone 5), agées de 0-24 heures au début du
test. Elles sont issues de méres ayant au moins trois semaines, ce qui évite les problémes liés a
I’emploi de petits des premiéres pontes (manque de substances de réserve, faible poids sec).
Ces daphnies sont élevées comme suit : '

e Des enceintes thermostatées a 20° + 2° C ou 24°+ 2° C.

e Une photopériode de 16 heures de jour et 8 heures d’obscurité.
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e Elevage dans 28 bocaux en verre de (hauteur 22 cm; diametre 12 c¢cm) et 4 bacs de
dimensions (1 : 22*L : 25*H : 20 ¢cm) contenant :

1,8 litres de VOLVIC,
30 ml de milieu LC,
40 daphnies.

e La quantité¢ de nourriture administrée est 10*10° cellules d’algues par jour (ration de base)
répartie comme suit :

Scenedesmus 50%

Chlorella vulgaris 30%

Pseudokirchneriella subcapitata 20%
Les tests chroniques durent 21 jours. Les daphnies regoivent :

1/3 de la ration de base la premiére semaine

2/3 de la ration de base la deuxiéme semaine

3/3 de la ration de base la troisiéme semaine

e Les changements de milieu ont lieu les lundis, mercredis et vendredis

5 - Critéres utilisés lors des tests :
1. Taux de reproduction,
2. Courbes de croissance.

3. Observation attentive de I'aspect des élevages

(Les petits sont triés, comptés et mesurés a chaque changement).
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6 - Résultats expérimentaux

Les figures 1 et 2 présentent les résultats obtenus sur les taux de reproduction des tests
chroniques 1 et 2, le test 2 ayant démarré directement a la suite du test 1 avec des petits issus
du test 1.

(Des barres de couleurs différentes impliquent que les valeurs obtenues sont statistiquement
différentes).

figure 1 : taux de reproduction test 1
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figure 2 : taux de reproduction test 2

taux de reproduction 21 jours - test 2

100,00 - 9208

taux de reproduction par
daphnie/21 jours

30,00 e
20,00 1 = =
10,00 +— '

0,00 A B e,

néon témoin 24° 20°/H20 24°H20 témoin OSH OSH
manne bocal témoin d d bac manne
condition

03-10-1999 -4 -



Christian LOIZEAU Université de Metz

Les figures 3 et 4 présentent les résultats obtenus sur les taux de croissance pour les tests
chroniques 1 et 2.

figure 3 : taille finale test 1
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figure 4 : taille finale test 2
Taille daphnies test 2

Taille (mm)
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