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Résumé

Ce travail a pour objectif la mise en place d'uacpdé de phytostabilisation sur un
ancien site industriel, la Vieille Usine d'Auzor8(4rance). La caractérisation pédochimique
du site atelier a révélé une pollution polymétalégar I'As, Pb, Sb, Cd et Cu. L'As, de par sa
concentration totale et sa biodisponibilité dansdk est considéré comme le polluant le plus
présent et le plus toxique. L'étude floristiquelis® sur le site a relevé une flore métallicole
dominée par des pseudométallophytes électivess telle Agrostis capillaris Equisetum
arvense ou les Euphorbiacées. De maniere générale, laritéafles especes présentes sur la
friche industrielle a accumulé de trés faibles dit@s de polluants (As, Pb) dans ces parties
aériennes. Dans un deuxiéme temps, les travayxoot# sur les effets induits par les ETM au
niveau physiologique et biochimique chez des madalégétaux,Agrostis capillaris
Solanum nigrum Vicia faba et Cannabis sativa Ces données ont mis en évidence la
sensibilité deV. fabaet la tolérance d&. nigruma la pollution aux ETM, un maintien de
l'activité physiologique mais un ralentissementaleroissance d€. sativasur sol pollué et
une tolérance adaptativeAd'capillaris & la pollution du sol. Par ailleurs, une culture e
hydroponie deS. nigrumet V. fabaen présence d'As inorganique, arsénite et argeraat
différentes concentrations a permis de mettre ededve deux effets de I'As. Celui-ci a
provoqué une altération de la structure et du fonoement des PSII, plus sensibles a
I'As(lll), et, une inhibition de l'activité oxygésa et carboxylase de la Rubisco, cible
privilégiée de I'As(V). Enfin, ces résultats ord étilisés dans le cadre de I'expérimentaiion
situ pour la validation d'un procédé de phytostabilisasur la friche industrielle d'Auzon.
Les effets de la combinaison d'une associatiorpéées prairiales et d'un amendement de
grenaille de fer zérovalent ou/et de compost orétpeicaractérisés. L'ajout de grenaille de fer
au sol complété par un apport de compost a accémtééuction de la disponibilité de I'As et
dans une moindre mesure de Sh. De plus, il a patensichir le sol en élément minéraux et
organiques et a ainsi facilité I'implantation daouvert végétal constitué d'especes veégétales
a phénotype d'exclusion. Cette expériemteitu a donc permis de mettre en avant la
faisabilité d'un procédé de phytostabilisation dendépollution et la revalorisation de sites
industriels.

Mots clés : arsenic, photosynthése, tolérance oshgfvilisation, biodisponibilité



Physiological and biochemical aspects of tolerance to arsenic
in higher plants in a context of phytostabilization of industrial
wasteland

Abstract

This work aims to the establishment of a phytabrabion process on an old
industrial site, "La Vieille Usine" in Auzon (43r&nce). The pedochemical characterization
revealed a polymetallic pollution by As, Pb, Sb, Cd,. The As, by its total content and its
bioavailability, is considered as the most conagrtt and toxic. A floristic study noted a
metallicolous flora dominated by elective pseudat@pbhyte species such akgrostis
capillaris, the dominant speci&quisetum arvenser Euphorbiaceae. Broadly speaking, the
majority of species on the industrial site has anglated very low amounts of pollutants (As,
Pb) in these shoots. To better understand the élaogent effects on different planfsgrostis
capillaris, Solanum nigrumCannabis sativaandVicia fabawere grown on the Auzon’s soil
under controlled conditions. These data highlighf@dhe sensitivity ofV. fabaand the
tolerance ofS. nigrumto trace element pollution; (ii) fo€. sativa the maintenance of its
physiological activity but a slowdown of its growtfiii) the adaptative tolerance aX.
capillaris to soil pollution. In addition, a hydroponics auk ofS. nigrumandV. fabain the
presence of different concentrations and diffeceatiation degrees (arsenite and arsenate) of
inorganic As allowed to identify two main effect As at physiological and biochemical
level. First, it alters the structure and functadrPSll, which seems more sensitive to As(lll),
and, secondly, it inhibits the carboxylase and exyse activities of Rubisco, the main target
of As(V). These data were then used to conductirasitu experiment based on a
phytostabilization process on the industrial wastdl of Auzon. The effects of the
combination of an grassland species associatiom aviterovalent iron shot and/or compost
amendment were characterized. The addition of stwt on the soil completed with compost
decreased the available fraction of As and to seleextent Sb. Moreover, the amendments
allowed to enrich the soil with mineral and orgarétements and to facilitate the
establishment of vegetal cover composed by tolgtamits with an exclusion phenotype. This
in-situ experience enabled to highlight the feasibilityaophytostabilization method in the
depollution of industrial sites as in their enhaneat.

Key words: arsenighotosynthesigolerance phytostabilizationbioavailability
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Introduction générale







Les activités anthropiques (industrielles, minseeé agricoles), qui se sont intensifiées
au cours du siécle dernier, ont entrainé une acaiionl de certains Eléments Traces
Métalliques et métalloides (ETM). Ceux-ci sont msgables d'une altération de la qualité des
sols, du fonctionnement des écosystemes et dealé&gdes eaux souterraines dans certaines
zones (Citeau, 2008). De plus, contrairement amposés organiques, les ETM ne sont pas
biodégradables, ils peuvent donc s'accumuler dahlthbsphére, intégrer la chaine trophique
et ainsi étre a I'origine de problémes de santéquelGarbisu et Alkorta, 2001).

Parmi tous les polluants métalliques et métallgitlasenic est naturellement présent
a I'état de traces mais son accumulation dansri@mement résulte principalement d'apports
anthropiques qui représentent trois fois les appuaturels (Mandal et Suzuki, 2002). Depuis
1987, l'arsenic est classé comme « cancérigenelhoanme » avec une cbte de "1" par le
Centre International de Recherche sur le CancdRQEISa concentration maximale dans
l'eau potable est limitée en France a 10 [tgar le décret 2001-1220 du 20 décembre 2001
relatif « aux eaux destinées a la consommation mena l'exclusion des eaux minérales
naturelles ». Cependant, les différentes normesigmeur ne prennent en compte que la
concentration en arsenic total alors que sa teéxab#pend de sa spéciation. A I'heure actuelle,
l'ordre de toxicité des especes arséniées n'edbtsement établi mais il est admis que les
espéeces inorganiques qui sont les principales rémam dans l'environnement sont les
formes les plus toxiques, I'As(lIl) étant plus e que I'As(V) (Mandal et Suzuki, 2002).

L'Europe et notamment la France sont les hérdidhen passé industriel et minier qui
pese aujourd’hui sur I'état des sols. La politiffaacaise ne bénéficie pas encore d'un cadre
juridique particulier pour la gestion des sols.législation vise en principe la dépollution par
le pollueur, ou avec son financement, de tous ites glentifiés comme sensibles depuis le
principe pollueur-payeur (adopté par I'OCDE en 19mM#% en application en France par
larticle 110-1, Il, 3° du code de I'environnememt 2010, 1® adoption en 2000). Cette
stratégie, colteuse, et difficile a appliquer dengas des pollutions diffuses et des sites
orphelins s'est infléchie et a évolué vers unetinak de gestion des risques au cas par cas.
Celle-ci repose sur une démarche d'Interprétatiatatides Milieux (IEM) qui évalue les
risques en prenant mieux en compte les milieux, @ausol, écosystemes) et toutes les voies
d'exposition. Parallelement, la Iégislation relatex Installations Classées pour la Protection
de I'Environnement (ICPE) (code de I'environnemarticle L 511-1, alinéa®) impose a ces
structures une connaissance et une gestion dadipod et nuisances qu'elles occasionnent.
A ce jour, la France compte 251 000 sites industoa miniers susceptibles de présenter un

risque environnemental réel, et selon la base daéls BASOL, 4 400 sites sont aujourd’hui
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reconnus comme pollués ou potentiellement poll@émplesquels 12 % sont contaminés par
I'As. Dans ce contexte, la préservation des soldaetéhabilitation des sites pollués
représentent aujourd’hui un des enjeux principaubagholitique de développement durable.

Actuellement, les projets de réhabilitation despollués exigent souvent I'excavation
des sols et le transport onéreux des terres vernndtallations de dépollution. Sur le terrain,
les techniques de traitements thermiques et phygs$iconiques sont les plus répandues. Ces
méthodes sont valables dans le cadre de pollutropsrtantes et localisées mais certains
procédés biologiques moins destructifs vis-a-vis slels tout en étant extensifs et de codt
modeéré voient progressivement le jour. Une partieeteprocédés, basée sur I'utilisation des
plantes, est réunie sous le terme de phytoremédidtis'agit de technologies émergentes qui
utilisent les propriétés des plantes et des migarismes associés pour dégrader, extraire,
contenir ou immobiliser les contaminants du sols ldeux principales techniques sont la
phytoextraction qui consiste a extraire le polludatsol et a I'accumuler dans les parties
aériennes des plantes et la phytostabilisatiorsé&ilpour immobiliser les polluants au niveau
du sol rhizosphérique et ainsi limiter les pertas lpssivage ou érosion du sol. Sur les sites
industriels, ou le niveau de contamination est sauwres élevé, la phytoextraction n'est pas
pertinente, elle nécessiterait une période deetraht de plusieurs dizaines d'années. La
phytostabilisation a donc été privilégiée pour ritément de sites industriels trés pollués.
Cette technique peut étre améliorée par l'ajoumefmlements au sol permettant d'augmenter
le pouvoir de fixation des ETM et diminuer ainsidelisponibilité.

L'objectif de ce travail de thése est double :

- Evaluer lI'impact et I'accumulation des ETM, atgpparticulierement de I'As, chez
les végétaux supérieurs en identifiant et en dfiantiles perturbations physiologiques et
biochimiques occasionnées par ce polluant ;

- Réhabiliter et valoriser un site industriel contaé aux ETM et métalloides par la
mise en place d'un couvert végétal adapté pouriterd'immobilisation des polluants du sol
et ainsi limiter leur transfert vers les écosystemaisins (nappes phréatiques, rivieres, ...) ou
dans la chaine alimentaire.

Ce projet de recherche a été effectué en plusiapes.

- Dans un premier temps, il a été réalisé un ttaledemande des autorisations et
des analyses des parametres pédo-chimiques dedestlisites pollués répartis dans la région
Auvergne (Issoire (63) et Auzon (43)) et dans Ipaltement de I'Aveyron (Viviez et
Enguialés) (Annexe I). Le site atelier retenu estncien site industriel localisé a Auzon en

Haute Loire (Auvergne, France). Les principalesaas de ce choix étaient 'existence d'une
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pollution en ETM significative, l'accessibilité e du site, la topographie du terrain et
surtout I'obtention des autorisations nécessairpsea du Conseil Général de la Haute Loire,
de la Préfecture de la Haute Loire et de la Maithauzon pour accéder au site et sa mise a
disposition pour nos expérimentations. Notre aitb@ns'est concentrée sur la caractérisation
pédochimique et floristique du site d'étude etlawiétermination qualitative, quantitative et
spatiale des polluants du sol.

- Dans un second temps, une sélection d'especétalega été testée en conditions
contrblées pour mesurer I'impact physiologiquealpdllution en ETM et leur capacité a se
développer sur un sol pollué. Une application guotocole de phytostabilisation aidée a
ensuite été réalisée sur site afin d'apprécieilidation de ce type de procédé dans le
traitement de sites fortement contaminés.

- Enfin, afin d'évaluer les effets d'un stress r@igsédeux espéces végétalgsia
faba (espece sensibl&t Solanum nigrunfespéce tolérantepnt été cultivées en hydroponie
en présence des formes inorganiques de l'ars&nsenite (As(l1l)) et I'arséniate (As(V)). Un
suivi physiologique et biochimique des plantes & réalisé pour caractériser la toxicité de

I'As sur celles-ci et approfondir les connaissamsssmécanismes de tolérance mis en jeu.






Premiére partie :
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Chapitre | : Problématique de la pollution des sofsar les éléments
traces métalliques et métalloides

Le sol est une ressource essentielle pour legtéschumaines et les écosystéemes.
Etant soumis a des pressions de plus en plus ienge# (productions agricoles et forestieres,
développements urbains et industriels, réseauxamesgort, activités de loisirs...) et n'étant
pas une ressource renouvelable a I'échelle de tempaine, il est nécessaire d'en assurer la
protection afin de permettre un développement derdds sociétés.

Le sol représente généralement un lieu d'accuionldes apports anthropiques passés
et présents en éléments non biodégradables consntddments Traces Métalliques (ETM).
La pollution du sol par certains ETM et métalloidets que I'As, le Pb, le Cd, le Hg et le Zn,
est devenue un probleme majeur défini comme paicegitpar les directives européennes que
sont la stratégie thématique sur les sols (COM(ZBH) et la directive cadre sur les sols
(COM(2006)232) adoptées en 2007 par le Parlemempgen.

1. Description et intérét d'un sol

1.1. Définition et fonctions principales d'un sol

Le sol est généralement défini comme la couchérgeyre de la crolte terrestre. Il est
constitué de particules minérales, de matieresniggas, d'eau, d'air et d'organismes vivants.
C'est un compartiment complexe, un carrefour naritifionnel a l'interface entre lithosphere,
hydrosphére, atmosphere qui abrite la majeureepaetia biosphére (Figure I-1).

Source de denrées alimentaires, de biomasse miatieres premieres, le sol sert de
plate-forme pour les activités humaines, constitneélément du paysage et du patrimoine
culturel et joue un réle central en tant qu'hakétapool génique. Il assure des fonctions de
stockage, de filtration et de transformation de bguses substances, y compris l'eau, les
nutriments et le carbone. C'est I'un des puitsatbane le plus important au monde (1 600
gigatonnes) (IPCC, 2007). Ces fonctions doiventcdétre protégées en raison de leur
importance socio-économique et environnementale.

La société américaine de science du sol a dé&finil992, la qualité des sols comme
étant 'la capacité d'un type de sol donné a fonctionnersain d'écosystemes naturels ou

ameénages, pour supporter une production végétalenehale, maintenir ou améliorer la



gualité de I'eau et de l'air et assurer I'habitatia santé humaiie De nombreux programmes

de surveillance de la qualité des sols ont étéemiplace ces dernieres années en Europe. 27
pays européens sont aujourd’hui dotés de réseasurdeillance de la qualité des sols (Bispo
et Arrouays, 2008). En France, le Réseau de Matite Qualité des Sols (RMQS) a été mis
en place a partir de 2001, il est piloté par leuprmment d'Intérét Scientifique sur le sol (GIS
sol) et I'unité INFOSOL de I'INRA d'Orléans (Jolivet al, 2006). Il repose sur le suivi de
plus de 1650 sites répartis régulierement sur étdge métropolitain selon une grille de
maille carrée de 16 km de coté (Jolieetl, 2006).
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Figure I-1 : Organisation du sol et principalesatieins avec les autres compartiments (Gobat
et al, 2003).

1.2. Formation d'un sol

Le sol est une entité vivante, dynamique et néwessau fonctionnement des
ecosystemes terrestres. La formation d'un sokestdultat de I'altération, du remaniement et
de l'organisation des couches supérieures de ldecterrestre (Figure 1-2) influencée a la fois
par le climat, le relief, les organismes vivangsgtivité humaine et les échanges d'énergie qui

s'y manifestent (Citeaet al, 2008). C'est un processus lent, la vitesse dstitaton d'un sol
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est habituellement comprise entre 100 et 400 ah@uar, 2008). Le sol est donc considéré

comme une ressource non renouvelable a I'échathaime.

Figure I-2 : Mécanismes de base de la pédogénésa(€t al, 2008).
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Figure I-3 : Cartes des sols de France (Cittal, 2008).
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C'est un milieu extrémement complexe et variable. féhction de la nature du
matériau d'origine, du climat, du relief, et denkture et de l'activité des organismes qui le
colonisent, différents types de sols peuvent &rmés. En France, 15 a 20 grands types de
sols ont été distingués (Figure [-3), et plus dé 8at été répertoriés en Europe (Joeiesl,
2005). Chacun d'entre eux présente des variationsidérables en matiere de propriétés

physiques, chimiques et biologiques.

1.3. Processus de dégradation des sols

La dégradation de la qualité des sols peut étfimidécomme la diminution ou la
disparition de sa capacité a remplir une ou plusiele ses fonctions (Citeat al, 2008).
Toute dégradation de sa structure détériore égalertes autres milieux naturels et
ecosystemes. Différents processus de dégradatide muenaces peuvent étre cités : I'érosion,
la diminution de la teneur en matieres organiguascontamination locale et diffuse,
l'acidification, I'imperméabilisation, le tassemdatdiminution de la biodiversité des sols, la
salinisation, les inondations et les glissementsedain (Jone®t al, 2005). L'érosion des
sols est principalement provoquée par I'eau ets dare moindre mesure, par le vent. Ce
processus est, avec la diminution des teneurs ¢ermarganique, responsable d'une baisse
de la productivité des sols et dans un cadre pugml entraine une diminution des fonctions
du sol. La protection de la biodiversité vise asprger les organismes du sol qui remplissent
des fonctions écologiques essentielles notammaenrs ldaformation du sol (amélioration de la
structure, dégradation de la matiere organique cexephotamment des débris végétaux), et
dans le maintien de la fertilité des sols. Le tassd, I'imperméabilisation et les mouvements
de terrains concernent la dynamique physique dullsobnt des conséquences importantes
sur la perméabilité du milieu ce qui implique destymbations fortes de ses écosystémes.
Enfin, la pollution représente une problématiquponiante, elle présente des risques pour les
ecosystemes, les chaines alimentaires, et donc lposenté humaine et animale. Il a été
distingué les contaminations diffuses peu intensess chroniques et généralisées, des
contaminations ponctuelles lorsque la source deipmt est clairement localisée (Chassin
al., 1996).
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2. Contamination par les éléments traces métalliggs ou métalloides

2.1. Définition des Eléments Traces MétalliqueBME

La notion « d'Eléments Traces Métalliques » (EEgf) mal définie, néanmoins, celle-
ci se substitue peu a peu a celle de « métauxdour@Miquel, 2001). Les éléments traces
regroupent 80 éléments chimiques constituants derdéte terrestre, dont les ETM, ils
représentent 0,6 % du total, alors que les 12 él&smeajeurs (O, Si, Al, Fe, Ca, Na, K, Mg,
Ti, H, P et Mn) interviennent pour 99,4 % (Baiz897T). Ce terme géneérique « d'Eléments
Traces Métalliques » désigne des métaux réputéguiex et dont la teneur moyenne dans les
sols est inférieure a 1 g.kgDe méme, les métalloides tels que I'As ou I'Sti peésents en
traces dans la crolte terrestre et considérés commxiges. Leurs propriétés physiques et
chimiques sont intermédiaires entre celles d'unamét d'un non métal, ils sont définis
comme des semi-métalliques. lls sont notammentct&isés par les propriétés suivantes
(Burnolet al, 2006) :

- Leurs oxydes sont généralement amphoteres ;

- lls se comportent comme des semi-conducteurs.

Cependant, le terme métalloide n'est plus en usalgm I'T'UPAC (Conellyet al,
2005), il n'est pas mentionné dan$Gleld Bookqui reconnait en revanche les termes métal et
non-metal.

Pour une meilleure lisibilité de ce rapport, ledtatioides (As et Sb) sont inclus dans
le terme ETM.

2.2. Sources naturelles des ETM

Tous les sols contiennent naturellement des ETMsiAleur seule présence n'est pas
indicatrice d'une pollution. La concentration deBMEdans des sols non contaminés par
l'activité humaine est essentiellement liée a lalagge du matériau parent a partir duquel le
sol s'est formé. Selon la géologie locale, la cotraéion en ETM dans un sol peut dépasser
les domaines de variation couramment admis.

Le fond pédogéochimique naturel (FPGN) est la entration d'un €lément chimique
dans un sol (que ce soit un élément majeur ou uv)E€sultant des évolutions naturelles,
géologiques et pédologiques, en dehors de tout adjaoigine humaine (Baize, 1997). Cette
teneur dépend aussi bien de la roche originelletitoast le sol (matériau parental ou roche-
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mere) que des processus pédogéeochimiques, alt&atidiriviations, migrations,
redistributions, intervenus lors des périodes ggigqlees de formation du sol, qui ont pu
lessiver ou concentrer I'élément en question. Point a un autre d'un territoire, ce FPGN
peut varier tres largement. Le fond pédogéochimigiedonc défini par une valeur moyenne
et une variabilité dépendant de l'échelle spat@asidérée (région donnée, horizon de
référence...). Un état des connaissances sur ledéddgéochimique a I'échelle nationale de
la France et de ses régions a été rédigé par Ddraiket al. (2000). lls se basent notamment
sur les travaux de Baize (1997) et décrivent |&endintes bases de données développées en
France. Le FPGN peut étre a I'origine de teneuasivement élevées des ETM dans I'horizon

de surface, il s'agit d'anomalies naturelles (Talblel).

Tableau I-1 : Gammes de valeurs ordinaires et d'ahesnnaturelles de certains ETM dans
divers horizons de sols, pas seulement les horidensurface labourés. Les teneurs sont

exprimées en mg.kgde “terre fine" (< 2 mm) (Baize, 2010).

Gamme de valeurs
] Gamme de valeurs Gamme de valeurs
couramment observées
observées dans le cas observées dans le cas de

mg.kg* dans les sols _ _
o d'anomalies naturelles fortes anomalies
"ordinaires" de toutes déré wrell
modérées naturelles
granulométries*
As 1-25 30-60 60 - 284
Cd 0,05-0,45 0,7-2,0 2,0-46,3
Cr 10-90 90 - 150 150 - 3180
Co 2-23 23-90 105 - 148
Cu 2-20 20 -62 65 - 160
Ni 2-60 60 - 130 130 - 2076
Pb 9-50 60 - 90 100 - 10180
Zn 10 - 100 100 - 250 250 - 11426

*Valeurs du réseau national d'études des sols@gs@ASPITET relevées sur plus de 1800 sols, INFO®812005)
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2.3. Apport d'origine anthropiques des ETM

L'origine anthropique de la pollution des sols tpétre de différentes natures. La
contamination diffuse des sols est généralemeatdiéx dépbts atmosphériques (émissions
dues a l'activité industrielle, automobiles, chagé). Les contaminations ponctuelles du sol
se distinguent par la présence localisée de sulestalangereuses provenant généralement de
déversements, de fuites ou de dép6t de déchetssubstances, non confinées et en fortes
concentrations, donnent naissance a des "site¢efoeat contaminés” (NF ISO 11074-1,
1997), les sites miniers et industriels rentrentsdee cadre. Les pratiques agricoles peuvent
générer des pollutions par des apports d'origineérale ou organique a |'échelle de la

parcelle (amendements et traitements phytosarsjaire

———> SOURCES

ACTIVITESINDUSTRIELLES
| AGRICULTURE | | ACTIVITESDOMESTIQUES ET MINIERES
Pesticides Ddécharges Déchets solides
Engrais Boucsd'épuration Déchets liquides
Lisicr Traficrouticr Dcéchets gazoux
7

l Flux de polluants

~
l Contamination dessols
——> IMPACTS
ECONOMIQUES SANTE HUMAINE ENVIRONNEMENT
- Productivité des sols - Consommateurs - Perturbations des

- Dégradation de la qualité des - Opérateurs en contact avec écosystemes
produits les contaminants - Dégradations des paysages
- Effet sur l'urbanisation

Figure I-4 : Les diverses sources de pollutionsstds et leurs conséquences.

Un sol est considéré comme pollué quand il contisnbu plusieurs polluant(s) ou
contaminant(s) susceptibles de causer des altésalimlogiques, physiques et chimiques de
I'écosystéme constitué par le sol (AFNOR, 1994juyFe 1.4). Le sol est a l'interface de l'eau
et de l'air. La notion de pollution du sol appeltanc généralement a la contamination d'un ou

plusieurs composants des écosystéemes (atmosphéesixnaquatiques) ou a I'accumulation
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et a un transfert des polluants vers la chainénigoe par des organismes en contact direct ou
indirect avec le sol (plantes, mésofaune, champignioactéries). Au-dela d'un certain seuil et
suivant leur nature chimique, les teneurs en ETMvest ainsi devenir toxiques pour les
organismes vivants, s'accumuler dans les chaiimegrdhires des écosystemes et altérer la
biodiversité des sols (Figure 1-4).

La pollution d'un sol en ETM était évaluée jusqua®07 en utilisant des "valeurs
guides francaises" éditées par le BRGM : Valeurslgplide Constat d'Impact pour usage
sensible et non sensible (VCI) et dite de "Défimitde Source-Sol" (VDSS) (Tableau I-2).
La Valeur de Constat d'Impact (VCI) est dévelopmdersune méthode nationale d'évaluation
simplifiée des risques pour la santé humaine (&tugfnériques), permettant de constater
I'impact de la pollution d'un milieu, en fonction den usage. Elles integrent les différentes
voies d'exposition et prennent en compte les rsgheoniques pour la santé des populations
liés a l'utilisation du site. Deux types d'usagest sdentifiés, I'un sensible (résidentiel avec
potager), l'autre non sensible (industriel). Cdswa sont définies selon les criteres francais
ou a défaut par des valeurs guides allemandesnualises ou américaines (EPA, 1996). La
Valeur de Définition de Source-Sol (VDSS) est uateur guide définie pour une substance
donnée lors de la réalisation d'un diagnosticahit d'une évaluation simplifiée des risques
(ESR) (DRIRE aujourd’hui DREAL, 2005). Elle doitrpeettre d'identifier une source de
pollution constituée de sols, et d'en délimiterssaface. Cette valeur est valable pour la
source quelques soient les milieux de transferd'exposition retenus dans le schéma

conceptuel du site ou de la source.

Tableau I-2 : Valeurs guides (VDSS et VCI) en nratiée pollution des sols en mgkde
sol sec (BRGM, 2002).

mg.kg* Sb As Cd Cr Co Cu Hg N Pb Zn

VDSS 50 19 10 65 120 95 35 70 200 4500

VClsensible 100 37 20 130 240 190 7 140 400 9000
VCl

non sensibl

250 120 60 7000 1200 950 600 900 2000 -

L'établissement de ces valeurs seuils en métaurégdlloides dans les sols a été
réalisé a titre indicatif dans le cadre de la neiseeuvre de la méthode nationale d'évaluation

simplifiée des risques (ESR) et a titre de comparaidans le cadre de I'examen des
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diagnostics approfondis. L'ESR reposait essentiglfé sur la seule connaissance de la
pollution du sol et des nappes, évaluée a l'ingaat vu d'éventuels dépassements de seuils.
Cette évaluation ne prenait pas en compte les mtite disponibilité et de spéciation de
I'élément dans le sol, ni la phase vapeur/parii@iusceptible de contaminer par inhalation
les humains ou animaux, ni la contamination deri@htation, ni les synergies entre polluants
ou entre polluant et milieu. En 2008, une circ@aimpligue de passer d'une simple
Evaluation Simplifié des Risques (ESR) a une déhwtinterprétation d'Etat des Milieux
(IEM) et a des plans de gestion (Figure 1-5), mé&nd'absence de valeurs VDSS et VCI.
Cette circulaire demande maintenant une modélisalies risques en prenant mieux en
compte les milieux (eau, air, sol, écosystemedpuetes les voies d'exposition. Il s'agit de
s'assurer que I'état des milieux est compatible des usages déja fixés ou constatés. Un plan
de gestion peut étre mis en place pour agir aussidur I'état du site (par des aménagements

ou des mesures de dépollution) que sur les usag@egvent étre définis.

Les usages des milieux sont Les usages peuvent étre choisis,
fixés ’état des milieux peuvent étre
changés

Maitrise des moyens

l

Enjeux : S’assurer de la Enjeux : projet de
compatibilité entre 1"état des rehabilitation, construction de
milieux et leurs usages logements sains
constateés 1
Démarche d’interprétation de Plan de gestion
I’état des milieux - TEM I
NON [ Rétablir la compatibilité
: usage / etat des milieux
ﬂ our Y

Si besoin. surveillance Si besoin., surveillance
environnementale et bilan environnementale et bilan
quadriennal quadriennal

Figure I-5 : Deux démarches de gestion possibied,du plan de gestion (MEDDTL,
2007).
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2.4. Localisation des ETM dans les sols et spé@riathimique

Tous les ETM sont potentiellement polluants. Lewcivité est fonction de leur
concentration dans le sol mais également de lewcigon chimique et de leur
biodisponibilité. En effet, I'impact potentiel dESM sur la biosphére dépend en grande partie
de leur passage dans la solution de sol (MacDostaldendershot, 2006 ; Festt al, 2008).
Cette toxicité est donc en relation étroite aveaniabilité des composés métalliques qui
dépend elle-méme de leur spéciation chimique (BatlE989). Ainsi, une attention
particuliére doit étre portée a I'étude des difieas phases porteuses des ETM. En effet, il est
bien établi que les ETM contenus dans la matrigstatiine des minéraux sont moins
biodisponibles que ceux présents sur les sitesrfitipks d'adsorption des particules ou
associés aux carbonates et a la matiére organicpeeibles d'étre mobilisés dans la phase

dissoute et donc facilement assimilables par lestes ou les organismes du sol (Figure 1-6).

Grande mobilité

Grande mobilité

Adsorbés sur

Echangeables sur argiles et (oxy)hydroxydes de Fe, Al
matieres organiques Mn et carbonate de Ca

Mobilité moyenne Solution du sol : Mobilité moyenne
<= | solubles, colloidaux, |<>| _ o
Complexés par/ou inclus particulaires Séquestrés dans des résidus
dans la matiére organique végétaux et animaux
Faible mobilité Tres faible mobilité
Précipités de phosphates, Inclus dans les réseaux
sulfures, hydroxydes et sels cristallins de minéraux
organiques

Figure 1.6 : Phases porteuses des ETM dans lesesaidluence sur leur mobilité (Juste,
1995).
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2.4.1. Phases porteuses des ETM dans les sols

Les phases porteuses des ETM dans le sol corttrd&m migration, leur
biodisponibilité et donc leur toxicité. La dispoitilé des ETM est essentiellement
commandée par des processus d'adsorption a laceuwtés particules ou d'incorporation a
I'intérieur des phases solides (Figure 1-6). Laarépon des ETM dans les différentes phases
du sol n'est pas figée au cours du temps et va dépendre des caractéristiques de I'élément
(spéciation chimique, valence, réactivité) et demditions du milieu (pH, CEC, potentiel
d'oxydo-réduction) (Citeaet al, 2008).

La notion de biodisponibilité a été définie parzgaen 2007 commd'dptitude d'un
élément a étre transféré d'un compartiment du &o$ wn organisme vivant (microflore,
faune, flore et hommie)La biodisponibilité résulte de l'interaction tteis paramétres (Baize,
2007) :

- L'espece chimique présente dans la solution b{nature et concentration) ;

- Les propriétés physico-chimiques et microbiologgdu sol ;

- L'organisme vivant considéré.

Dans ce contexte, le terme « mobilité » acquiaraspect négatif d'un point de vue
environnemental, puisque le transfert d'un miliewra autre implique généralement une
réactivité et une disponibilité accrues des comppsdéentiellement toxiques (Forstner, 1993).

L'état de disponibilité chimique et biologique d&EEM en fonction de la phase du sol

a laquelle ils sont associés est détaillé ci-dessous

Réseaux cristallins

Le réseau cristallin des minéraux primaires (deeent hérités du matériau parental),
contient une fraction variable d'ETM, d'originénbtogique, inclus au sein des minéraux lors
de leur formation. Leur libération est trés lergie suit le rythme des altérations de la roche
mere (Baize, 2007). Certains ETM peuvent égaler@gatadsorbés par les minéraux présents
dans le sol et diffusés vers l'intérieur du cristfih de rejoindre des cavités au sein du réseau
cristallin (complexe de sphere interne). Il s'agibrs d'un phénomene d'absorption et
I'extraction de ces éléments métalliques des réssiicatés ne se fera que progressivement
sous l'influence des facteurs physico-chimiquesdégradation (Pedro et Delmas, 1970).
D'autre part, en ce qui concerne les hydroxydegsieértains éléments tels que Ni, Cu, Zn et
Mo, ont la capacité de se substituer au Fe daréseau cristallin lors de sa formation, par un

phénomene de co-précipitation (Gavalda, 2001).
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Dans le cas de minéraux secondaires, la plupatEdéeV sont en mesure de se
substituer aux éléments majeurs constitutifs dg#iear et sont donc prisonniers du réseau
cristallin de ces silicates. Goldschmidt (1954)tabk qu'un ion quelconque pouvait étre
remplacé, pour un minéral donné, par un ion de mgtie (variations de 15 a 30 % du
rayon) et dont la charge ne differe pas de plusedunité, sans que cela entraine une
modification notable du réseau cristallin et dondype minéralogique. Cette substitution est
d'autant plus facilitée que l'ion sera petit etdorent charge.

Phases hydroxylées

Les oxydes et les hydroxydes sont des minérauxallis@s qui sont principalement
présents dans les argiles. Les composés du Fé M sont les plus fréquents. La nature et le
nombre de charges électriques portées par lescesrtie ces minéraux dépendent d'une part
des caractéristiques propres aux minéraux, etrd'gairt des conditions physico-chimiques a
I'interface solide/liquide (Calvet, 2003).

Dans la majorité des sols, les oxydes de fer ehaleganeése représentent la phase de
rétention privilégiée de beaucoup de métaux. Eetelfés ETM, chargés positivement sous
formes ioniques ou complexés, vont pouvoir étrédisur les oxydes et hydroxydes par
ionisation des groupes OH de surfaces. Le nombferdgions ionisées varie principalement
avec la force ionique et le pH de la solution avaiste.

Les carbonates

Les carbonates sont représentés de facon trebleadans les sols. Leur présence est
gouvernée par la nature du matériau parental, les pthes en calcaire étant d'origine
principalement sédimentaire. Leur dissolution egide, et la présence de carbonates actifs
(ou réactifs) maintient le pH du sol a une valdevée, provoquant un accroissement de la
complexation de la majorité des ETM sur les phgsasiculaires (Calvet, 2003). En sol
calcaire, les carbonates de calcium sont les ¢oasts majeurs qui interviennent dans la
fixation des éléments traces, soit par adsorptsoit, par précipitation d'hydroxydes ou de
carbonates, ou encore par insertion dans le ree&aCQ (Juste, 1995). Il est frequent que
des carbonates précipitent dans les sols sous fatimarizon d'accumulation ou de

concrétions (Legros, 2007), entrainant la co-pr&tipn d'ETM associés.
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Macromolécules organiques et complexe argilo-humiqu

Le Complexe Argilo-Humique (CAH), aussi appelé piteme adsorbant, est une
association de minéraux argileux et de macromaoéscoitganiques ayant des propriétés fortes
de stabilisation des particules du sol (Calvet, 20€2 complexe possede des propriétés
physico-chimiques de surface particulieres quichnférent un pouvoir adsorbant important,
permettant de retenir des cations sous forme échhlgéCa’, Mg®*, K*, Nd', ...). Ces
cations peuvent donc s'échanger avec la solutiorsaduet les plantes et constituent le
réservoir de fertilité chimique du sol, c'est lap@eaité d'Echange Cationique (CEC) (Calvet,
2003). Celle-ci varie avec le type d'argile et datiGre organique constituant le complexe
argilo-humique. L'adsorption des ions métalliqués surface des complexes argilo-humiques
est réalisée par le biais d'interactions électtiogtes. La stabilité de ces liaisons dépend
notamment de la charge électrique et de la tailléiale mis en jeu (McBrideet al, 1997).
Méme en dehors du complexe argilo-humique, les omaglecules organiques présentent
généralement une affinité forte pour les ETM, diti d@ leurs charges négatives en surface.
Les complexes organométalliques modifient les pévgs des ETM notamment en ce qui
concerne le transport et la biodisponibilité. Ajng mobilité d'un ETM peut varier
considérablement dans le cas ou il est associ@ anatécule organique, ce qui peut parfois
conduire a un lessivage accru au sein du profibgktet al, 2001), ou a une modification de

sa toxicité.

Solution du sol

La part des ETM présents en solution ne représgriteme fraction faible de la teneur
totale. Les solutions du sol tiennent un role fandatal dans la distribution des ETM car la
plupart des réactions mises en jeu dans les praegssdologiques se produisent en phase
agueuse (Citeast al, 2008). De plus, la part dETM présents dans latism du sol est
considérée comme la plus facilement disponibledaic facilement assimilable par les
végétaux ou les organismes du sol. Elle doit dorecduantifiée et surveillée. En solution, les
ETM sont présents sous forme de cations, d'hydmexyolu d'oxyanions selon le rayon
ionique, la charge et I'électronégativité (PedrdDetmas, 1970). Les ions se trouvant en
solution aqueuse sont toujours entourés par degaumek d'eau, le plus frequemment de
guatre a six molécules en ce qui concerne les retib'intensité de liaison entre l'ion

métallique et les molécules d'eau dépend aussi dedrge et du rayon de l'ion.
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Il est & noter que les ETM issus du fond pédogéugie sont considérés en équilibre
depuis de tres longues années et associés a desghasol stables, toute la fraction mobile a
migré (Baize, 2007). Au contraire, les apports apbgéniques sont plus récents et sont
arrivés plus rapidement, il y a donc un risque gesd de mobilité des différentes formes.
De plus, les ETM d'origine anthropique sont rejaedéss I'environnement principalement
associés aux phases les plus sensibles aux chamgetmes conditions physico-chimiques du
milieu (phases hydroxylées et liées a la matiegamique et la solution du sol) (Coulibadt

al., 2010), ce qui peut accentuer leur mobilité etcdenr biodisponibilité.

2.4.2. Spéciation chimique des ETM dans le sol
Tableau I-3 : Forme chimique dans les sols de rdiffs ETM, distinction entre forme

adsorbée et dissoute, et composant du sol prieciEait associé (Bur, 2008).

Forme chimique dans la

Eléments  Forme chimique dans le sol Principales phases porteuses .
solution du sol
Sb Sb,Ss, FeSE%;,;QFeSQSM Oxydes Fe, MO, carbonates spo
3
En milieu oxydantZAs \Y H,AsO,, HASO>
A (H,AsO,, HASO, ) Oxyhydroxydes de Fe et Mn
s
En milieu réducteur As Il )
(HASO,, AsO) HAsO, et HLASO;
Cd*, CdsQ, Cdcr, N ) L
cd CdHCQy", CdO, CdCQ CEC, carbonate Cf*ou Shelates dracides
Cd(PQ),, CdS, CdG q
Hydroxydes métalliques,
Cr Cr Il oxydes de Cr composés organiques, stable
Cr VI HCrO;, CrO? seulement si pH éleve et peu
de MO (effet réducteur)
Co Oxydes Mn et Fe, MO, argiles
CU?* si pH bas (<5), complexé
Cu CU", CuCQ, MO’C2¥SL%);¥SES et aux acides fulviques solubles i
pH>8
. Ni%*, NiSQ,, NiHCO5",
Ni NiCO; MO et carbonates
Pb Pb;bg(gHng(O:}bggcgbs Oxydes de Fe et Al, MO, PK, et chélates d'acides
' ' ' argiles fulviques
PbO, Pb(PQ),, PbCl
Zn**, ZnSQ, ZnHCG;", - ) L
Zn ZnCQ;, ZnFeQ, ZnSiQ, MO, argiles, oxydes de Fe Zrv ou ch_elates del %(I)mpose>
Zn(PO), organiques solubles
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La notion de spéciation chimique d'un ETM actueaeimretenue par I''UPAC
(Conellyet al, 2005) a été définie par Templetenal. (2000), la $péciation d'un élément est
la distribution de cet élément entre ses différerftemes chimiques dans un systéntis
distinguent donc le terme "spéciation” des ternaemlyse de spéciation” et "fractionnement”
qui se réferent a des activités analytiques.

L'affinité des ETM pour les différentes phases st dépend en partie de leurs
caractéristiques intrinseques (masse, charge, ratgonique). Ainsi, une affinité particuliere
pour certaines phases du sol est observée pounelabM et est fonction de la spéciation
chimique de I'élément (Tableau I-3). La spéciatbimique des ETM dans le sol renseigne

donc sur leur toxicité et leur disponibilité potietie.

2.4.3. Principaux parametres influencant la spiecia¢t la disponibilité des
ETM
Les différents ETM présentent des affinités vagahpour les particules solides et la

solution du sol. La prédisposition d'un cation iégae pour la phase aqueuse est traduite par
son caractere labile, qui va généralement de paic ane mobilité importante au sein du
profil de sol et une toxicité élevée (Bur, 2008gp€ndant, les propriétés physico-chimiques
et les constituants du sol peuvent accroitre com@aeire la labilité des ETM et ainsi
déterminer en partie la spéciation chimique eplesses porteuses des ETM. Seule l'influence

de deux parametres pédologiques est détailleeaddirespartie : le pH et I'oxydoréduction.

Le pH

La variation de pH (naturelle ou anthropique) skembtre le facteur le plus
déterminant sur la mobilité des ETM (Gandeisal, 2010) et notamment dans leur mise en
solution et leur mobilité a travers le solum. Langhiution du pH de la solution du sol
augmente le nombre de protons dans la solutiorolcsux-ci entrent en compétition avec
les cations métalligues adsorbés sur la CEC etopumnt ainsi leur mise en solution
(McLaughlin, et al, 2000). Inversement, lorsque le pH augmente, &®rs sont moins
solubles et les anions sont plus solubles. L'autgtien du pH provoque souvent la
formation d'espéces précipitées qui peuvent linistesolubilité et la disponibilité de toutes les
espéeces ioniques (Deneux-Mustet al, 2003). Cependant, elle induit également la
dissolution de matieres organiques et la formatlencomplexes organo-métalliques plus
solubles (Chaignon, 2001). Gandois et son équip&0)2ont montré que dans les conditions

alcalines (pH > 7), la solubilité de certains ETMsh'pas correctement prédite par le pH.
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Dans ce cas, le pH est souvent couplé a d'autrastéastiques physico-chimiques comme le
carbone organique total ou dissous et les teneulFe eceux-ci ont, dans ce cas, une influence
non négligeable sur la spéciation du métal (Ganebied, 2010). Les variations de pH ont
donc des conséquences complexes et parfois castsair la mobilité des ETM, en particulier

en présence de ligands organiques et inorganiques.

Etat d'oxydo-réduction

Les conditions d'oxydo-réduction (Eh) déterminéntcomportement des éléments
chimiques a plusieurs valences. Plus précisémenpotentiel d'oxydo-réduction mesure
I'aptitude d'un milieu a fournir les électrons aagent oxydant ou a retirer des électrons a un
agent réducteur. Ainsi, les formes oxydées prédamiipeur un potentiel redox élevé, alors
gue les faibles valeurs favorisent I'apparitiorspézes réduites. L'Eh des sols varie souvent
avec les conditions d'hydromorphie, les valeurspless courantes sont comprises entre -
200 mV et 400 mV (Remon, 2006). Ce domaine de tianarecouvre différents degrés
d'oxydation de nombreuses espéces en solutiomaintflainsi directement ou indirectement
sur la mobilité des métaux qui constituent ces @spéninérales. Elle influence la capacité
d'un ETM a se fixer sur une phase réceptrice enifrantlle degré d'oxydation de I'élément,
ou celui de la phase. Une modification du prodaisdlubilité de cette association potentielle
peut de ce fait intervenir, en la privilégiant oula défavorisant.

Outre l'influence directe du potentiel rédox ddieni sur I'état d'oxydation des ETM et
donc sur leur mobilité, ce facteur intervient égaat sur les composants du sol qui fixent les
métaux (Moszkowicz, 2002). Ainsi, en conditions édidion satisfaisantes du sol, les
composés ferriqgues et manganiques sont tres pableslet immobilisent donc les métaux
qui leur sont associés. A l'inverse, en conditidiagration limitantes, résultant par exemple
du compactage ou de la battance du sol, les complséer et du manganése sont réduits et

solubilisés, ils libérent donc les ETM qui leuriétd associés.

Les travaux de Forstner (1993) réesument le degrénalalité relative des ETM en
fonction du pH et du potentiel rédox (Tableau [H4)tilité des diagrammes Eh-pH utilisés
dans les études théoriques de I'équilibre oxydatduaction est bien établie. C'est une
indication simple et claire, pour ['évaluation dwnportement chimique d'éléments

multivalents.
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La température du sol peut aussi étre citée,-ceeun impact direct sur la mobilité
des ETM en déplacant les équilibres des réactionglisiolution - précipitation et co-
précipitation, et un impact indirect, en modifidatteneur en eau du sol, le pH ou I'Eh
(Garridoet al, 2009).

Tableau I-4 : Effets du pH et du potentiel redox lsumobilité des ETM du sol (Foérstner,
1993).

pH Potentiel rédox
Mobilité relative
Neutre-alcalin Acide Oxydant Réducteur
Tres haute Se, Mo B B -
Zn, Cd, Hg,
Haute As Co, Ni, (Mn) Mo, Se -
Cu, Co, Hg,
Moyenne Mn Cu, Al, Pb, C Ni. Zn, Cd Mn
Pb, Fe, Zn, . . Fe, Zn, Co, Ni,
Basse Cd, Ti Fe(lll), Ti Pb, Ti Ti
Al, Cr, Hg, Cu,
Trés basse Al, Cr,_ Hg, Mo, Se, As Al, Cr, Fe, Mn Se, B, Mo, Cd,
Cu, Ni, Co Pb

3. L'état des sols en Europe et en France

3.1. En France

En France, plusieurs bases de données, pilotéeke pdinistére de I'Ecologie, du
Développement Durable, des Transports et du Logen(eMEDDTL), permettent un

inventaire des sites et sols pollués ou susceptidéroir connus une pollution.

A ce jour, l'inventaire BASIAS compte prés de ZRD sites industriels, orphelins ou
non, susceptibles d'engendrer une pollution. En120400 sites sont recensés comme
pollués ou potentiellement pollués dans la basdatmées BASOL (Figure 1-7). Plus de la
moitié d'entre eux (2 276) sont sous surveillancéaepollution est avérée pour 21,73 %
d'entre eux. D'apres BASOL (2006), le Pb est I'E[EMplus rencontré sur les sites pollués
(17,5 %), et 12 % des sites répertoriés sont cantsa I'As (Figure 1.8).
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Figure I-7 : Les sites et sols pollués en 200@¢ssur lesquels I'Etat a entrepris des actions au
9 juillet 2009)(MEDDTL, DGPR - BASOL, 2009).
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Hydrocarbures

Figure 1.8 : Nature des polluants rencontrés susi@s pollués francais (BASOL, 2006).

La Figure 1-9 représente la répartition des gt@hiés par région, 3 régions présentent
un nombre de sites supérieur a 400, il s'agit denRHdpes, le Nord Pas de Calais et I'lle de
France, qui compte respectivement 599, 559 et #68. £n région Auvergne, 82 sites sont
considérés comme pollués, répartis principalemems tizs départements du Puy de D6me et
de la Haute Loire.
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Figure I-9 : Nombre de sites et sols pollués pgioréen 2009 (MEDDTL - DGPR, 2009).

3.2. En Europe

La dégradation des sols touche I'ensemble dedfUmiuropéenne, celle-ci varie
considérablement d'un Etat a l'autre et présergendmaces plus ou moins grave.

A I'heure actuelle, les pays européens n'ont pragedtaires complets des sites et sols
pollués, cependant la législation de I'UE tend &igeb les Etats a identifier les sites
contaminés. Les estimations du nombre de sites @mpE, présentant des activités
potentiellement polluantes en activité ou a l'asétsituent a environ 3 millions (Figure 1-10)
(EEA, 2007). Il convient de noter que pres de 260 §ites peuvent nécessiter un traitement
urgent. Les principales causes de la contaminatont les activités industrielles et
I'élimination et le traitement des déchets. Le nade sites pollués devrait croitre a la fin
des enquétes initiées. Si les tendances actuedlgsosrsuivent, sans modification de la
|égislation, les chiffres rapportés ci-dessus dewtaaugmenter de 50 % en 2025 (EEA,
2007).

Il existe des preuves de progres dans l'assame&sedes sites contaminés (Figure I-
10), bien que I'évolution soit lente, environ 80 (@s ont déja été traités. Ces dernieres
années, de nombreux sites industriels ont tentéat#fier leurs procédés de production pour
produire moins de déchets alors que la plupartpdgs ont mis en place une législation de

contrble des déchets industriels et de préventisradeidents.
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Figure I-10 : Inventaire des sites contaminés emjiei(EEA, 2007).

Chapitre Il : L'arsenic dans le sol

1. Généralités

L'arsenic (As) est un composé ubiquiste préseturelfement dans les différents
compartiments de la terre (hydrosphére, atmosphiéfegsphére et biosphere) a des
concentrations généralement sans danger pour [l'eoretn l'environnement. L'origine
anthropique de cet élément est souvent associéactvité miniere, aux fonderies, a la
fabrication industrielle de pesticides, ce qui&hdn polluant tres répandu dans les sols.

A I'état natif, il existe sous trois formes altggiques : jauneal, noire @) et grise 1).

La forme grise ) est la plus stable et la plus commune, elle allise dans le systeme
rhomboédrique (Laperche, 2003). L'arsenic préset@rs ce cas, un aspect gris métallique,
cassant. Il n'existe qu'un seul isotope stable ‘atsehic,”°As (Onishi, 1969). L'arsenic
appartient au groupe Va de la classification pégioel des éléments qui regroupe également
l'azote (N), le phosphore (P), I'antimoine (Sb)leebismuth (Bi). Il posséde des propriétés
communes avec les éléments voisins, notammentlay#wsphore. Son électronégativité est
trop élevée pour étre considérée comme un élémétdlimue, c'est un métalloide ou semi-
meétal. La chimie de I'As dans les sols est complehe est fondée sur les propriétés de ses

oxydes et sur leurs capacités a former des sels d@enombreux cations (Cances, 2004).
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Cette complexité se matérialise par I'existencepldsieurs degrés d'oxydation ((-1ll), (0),
(+111), (+V)), ainsi que la formation de liaisonse dcovalence stables avec le soufre,
I'hydrogéne et le carbone qui sont a la base djumede variété de composés organiques de
l'arsenic d'origine naturelle ou industrielle (Mate2001 ; Laperche, 2003). Les formes
majoritairement présentes dans les sols sont Emiates (sel de l'acide arsénique, degrés
d'oxydation (+V), As(V)) et les arsénites (sel tile arsénieux, degrés d'oxydation +lll,
As(IIl), le degré d'oxydation (-1ll) correspondl'arsine (AsH) existant a I'état gazeux. Les

propriétés physico-chimiques de l'arsenic sontgui&es dans le Tableau I.5.

Tableau 1.5 : Propriétés physico-chimiques dert\élét arsenic.

Numéro atomique 33
Masse atomique (g.mot) 74,9216
Point de sublimation (°C) 613
Densité 5,73
Configuration électronique [Ar]3d'? 4¢ 4p®
Valences (+5) (+3) (0) (-3)
Rayons atomiques (A)

As* 0,58

As>* 0,46

2. Origine et localisation

2.1. Origine naturelle de l'arsenic

Le transfert de l'arsenic dans les écosystemdsisteprs vecteurs naturels tels que
I'érosion des roches, le lessivage des sols, &giods d'oxydo-réduction, les précipitations,
les hydrocarbures et l'activité volcanique. Cettengbre est considérée comme la principale
source naturelle dans l'environnement, entre 2 8008 000 tan (Laperche, 2003).
Cependant, Bhumbla et Keefer (1994) estiment que%®e l'arsenic total présent
naturellement dans I'environnement est contenu &nsoches. Ceci peut s'expliquer par la
capacité de cet élément a se substituer a la,sdi¢@luminium ou au fer dans les réseaux

cristallins des minéraux silicatés (Chatain, 2004).
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Dans les sols, la distribution de I'arsenic vanec les caractéristiques pédochimiques
en relation avec la nature de la roche meére (Smittal, 1998). En effet, les roches
sédimentaires sont généralement plus riches enniarsgue les roches ignées et
métamorphiques (Smedley et Kinniburgh, 2002). Dassols, les teneurs en arsenic varient
de 2 & 40 mg.ky (Schultz et Joutti, 2007) et peuvent atteindre @ 6@y.kg" au niveau
d'anomalies géochimiques, en particulier dansdekas sous-jacentes des zones a sulfures ou
sulfoarséniures (arsénopyrites) (Barbier, 2001s @&xnes trés riches en As correspondent a
guatre environnements géologiques distincts (BarB01) :

- Les franges externes de certains granits inguysif

- Les grandes fractures de plusieurs dizainesldmkires d'extension ;

- Les niveaux sédimentaires du début du Paléozqique

- Les marges sédimentaires de certains massitaltnis.

Plus de 200 especes minérales comportant deniiersles arséniates, des arséniures,
des sulfures et sulfosels, des arsénites ou dedeexpnt été identifiées (Smedley et
Kinniburgh, 2002). Une liste des principaux minérawnséniés est donnée dans le Tableau I.6.

Tableau 1.6 : Principaux minéraux arséniés dansifennement (Wang et Mulligan, 2008)

Type Présence Exemple (nom, formule chimique)
scorodite FeAs@2H,O
60 % des minéraux
Arséniate riches en As (O'Neill, | pharmacosidérite Fe,(AsO,)3(OH)s,6H,0
1995)
pharmacolite CaHAsD
arsenopyrite FeAsS

Stabilité en conditions

Sulfure et sulfosel réductrices, 20 % orpiment AsS;

d'As - L
minéraux arséniés
réalgar AsS
Stabilité en conditions armangite MB(AsO;),
Arsénite thermodynamiques
restreintes finnemanite PEASO;)Cl
. essentiellement la skutterudite Cohs
Arseniure métallurgie extractive
9 [6llingite FeAs
Forte solubilité, forme claudetite AsO3
Oxyde d'As principale de
commercialisation arsenolite AsO;
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2.2. Sources anthropiques de l'arsenic

2.2.1. Activités minieres

La pollution en As a longtemps été associée #&rdietion des minerais présentés dans
le Tableau I.6. De nos jours, elle provient esgfietnent du traitement des sous produits de
I'extraction des minerais de Cu, Pb, Au et Ag aeksjee métalloide est souvent associé. De
plus, il est souvent utilisé comme indicateur dangrospection miniere.

L'As, tres présent dans les sols miniers, est rgiament associé aux COmMpPOSEs
soufrés. Les minéraux soufrés, a I'état réduit deansous-sol, sont oxydés soit lors du
processus de grillage, soit lorsqu'ils sont renwatéa surface en présence de @eau et, le
cas échéant, de bactéries sulfato-oxydantes (Lape2003). Il en résulte, entre autres,
'oxydation de l'arsénopyrite (FeAsS) et de la tey(iFe3). Cette oxydation conduit a une
acidification du milieu, ainsi que, selon les réats d'oxydation impliquées, a la libération de
Fe*, Fe*, SQF, de l'arsenic et des éléments associés a I'étaacke (Gareliclet al, 2008).
L'As alors libéré peut suivre différentes voiesnetamment étre absorbé par les plantes,
entrainé par les eaux de ruissellement lors dixilaation des sols, ou mobilisé et accumulé
dans les horizons superficiels des sols (Mater@] R0

Les contaminations des sols suite & une activitééne sont souvent localisées. Ceci
entraine de fortes concentrations en As a proxidagexploitations. En France, de nombreux
sites font I'objet de suivis et/ou de travaux dpadlé@tion, on peut citer notamment les mines
de Salsignes dans I'Aude considérées comme l'usitssles plus pollués en As, mais aussi
de nombreux sites dans le Massif Central tels qusté minier d'Enguialés dans I'Aveyron,
celui de la Petite Faille en Creuse ou encore l@sesnde charbon dans le bassin de

Decazeville (Aveyron).

2.2.2. Activités industrielles
La demande d'As métallique reste limitée. L'esskede la production mondiale d'As,
estimée a 52 000 tonnes en 2011 (Brooks, 2012%pestforme de trioxyde d'arsenic {8s)
ou "arsenic blanc", il représente 97 % de I'As piodn 2004 (Lauweryet al, 2007). Une
grande partie des apports d'As dans les solsmtirbmnement sont issus des industries du
secteur primaire et secondaire. L'As a ainsi éiis@itdans l'agriculture. Les principales
especes arsénicales (Onken et Hossner, 1996 ;, B#8i9) entrant dans la synthése des

produits phytosanitaires sont les suivantes :
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- Insecticides : arséniate de calcium {B80,),) et arséniate de plomb
(Pb3(AsOy)2) ;

- Défoliants : acide arsénique #&60,), arséniate de sodium (MesO,), arsénite
de sodium (NaAsg) et acide diméthylarsinique (DMA : (GHASO.H) ;

- Herbicides : acide monométhylarsinique (MMA : £d0O3H,), monosodium
méthaarsonate (MSMA : GAsOsHNa) et disodium méthanearsonate (DSMA :
CH3zAsSOsN&) ;

- Traitement du bois : le CCA est un mélange coambrde I'arsenic pentavalent
(As;0s) associé a du chrome hexavalent (§r€ a du cuivre bivalent (CuO).

Selon Fengxiangt al. (2003), ces produits ont largement été utilisésdpat une
centaine d'années depuis 1860 jusqu'aux années d&#0a partir desquelles ils ont connu
une nette diminution voire une interdiction de ledilisation depuis lintroduction sur le
marché des pesticides organiques (Qeaai, 2011). Le CCA est encore utilisé dans certains
pays pour le traitement du bois extérieur (Mand&wezuki, 2002). Cependant, fin 2003, suite
a la décision des principaux acteurs de l'industtiebois de cesser d'utiliser cet agent de
conservation, la consomation d'arsenic dans le m@ndté réduite de maniere conséquente
(Brooks, 2012). L'As et ses composés sont encalisést dans d'autres secteurs industriels
parmi lesquels la pharmacie (synthése de produliarnpaceutiques), ['électronique
(composant de semi-conducteurs et en téléphonidlehola tannerie ou la métallurgie

(agents durcisseurs du cuivre et du plomb) (Setitd, 1998).

En conclusion, il apparait que les sources d'Aplas importantes sont les gisements
sulfurés et, dans une moindre mesure, les activitdgstrielles. Les flux a partir de ces
sources sont responsables des fortes concentragioregistrées dans differents milieux

(sédiment, sol, eau, atmosphere), I'As étant allgiment peu concentré dans ces milieux.

3. Toxicité de l'arsenic

L'As est un oligoélément essentiel au métabolisimecertains organismes vivants
(animaux, hommes, ...) (Jain et Ali, 2000). Lesf&léntes formes de ce composé sont
cependant considérées comme toxiques (Bissenretrieli 2003). En effet, c'est le deuxieme

elément le plus dangereux aprées le plomb (Dekat, 2005).
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La teneur en As ne constitue pas le parametretsisgui permet d'évaluer la toxicité
de cet élément pour les organismes vivants. En, édfe seuils de toxicité varient en fonction
de l'organisme considéré, de la forme chimique'Alg lde son degré d'oxydation et de sa
biodisponibilité dans le sol (Boset al, 2010). Il se démarque de nombreux éléments
métalliques du fait que la plupart des composésnigigas sont moins toxiques que ces
composés inorganiques (Ventura-Liregaal, 2011). Sous la forme inorganique I'As existe
sous 4 degrés d'oxydation définissant différenteanix de toxicité. Les arsénites sont plus
toxiques, plus solubles et plus mobiles que leéraases, principalement grace a la capacité
des arséniates a s'adsorber sur les minéraux du sol
Par ordre croissant de toxicité, il a été rapplotére suivant (Geiszinget al, 2002) :

AsHsgaz, As (-lll) > As (lll) > As (V) > composés métby.

La DLso en mg.kg chez le rat de quelques dérivés de I'As aprésrastmition par
voie orale est selon I'OMS (WHO, 2001) :

- Arsénite: 14 mg;

- Arsénate : 20 mg ;

- MMA 700 & 1800 mg ;

-  DMA 700 a 2600 mg ;

- Arsénobétaine 10 000 mg.

Cependant, certaines études (Massl, 2001 ; Hughes, 2002) tendent a contredire
cet ordre de toxicité et démontrent que des espaédsylées d'As trivalent peuvent étre plus
toxiques que les formes inorganiques.

La toxicité des ions arsénites As(lll) et arsasafs(V) est liée a des mécanismes
différents. Pour les ions arsénites, le princifétegoxique est associé a sa grande affinité
pour les groupes sulfhydriles (SH) induisant unedification structurale des protéines a
groupe sulfhydrile (Hughes, 2002, Wang at, 2004) et inhibant l'activité de plusieurs
enzymes (Akteret al, 2005). Ainsi, linhibition du complexe enzymateupyruvate
déshydrogénase diminue la production d'ATP par locage du cycle de l'acide citrique
(Tseng, 2004). La toxicité des ions arséniatepmstipalement due a leur transformation en
arsénites. lls peuvent également entrer en congrétitvec les ions phosphates dans les
réactions cellulaires et jouer le réle de découptas phosphorylations oxydatives inhibant la
synthese de I'ATP (Bissen et Frimmel, 2003). lleifére aussi avec le métabolisme
glucidique (Akteret al, 2005).
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Les hommes sont exposeés a I'As par plusieurgssgue sont l'air, I'eau, les aliments
et le sol (Caussy, 2003). L'absorption des formaegrales de I'As est estimée a 95 % par
voie orale (Zhenget al, 2002). Elle est réalisée soit directement pacdasommation des
eaux contaminées, soit indirectement par la consatiom d'aliments contaminés d'origines
animales ou végétales (Hamadaeti al, 2010). L'inhalation est la seconde source de
contamination. Elle se fait par l'inhalation de miées ou de vapeurs d'arsine (Askt
produit parfois des effets systémiques semblablesua associés a une absorption par voie
orale. Toutefois, cela se produit rarement et festsesont généralement bénins. L'As inhalé
est bien plus susceptible d'occasionner un cancepa@mons. La voie cutanée, peu étudiée,
est une voie mineure d'absorption : les quelquadest disponibles rapportent des taux de
pénétration percutanée inférieurs a 1 % (ATSDR7200

La dose journaliére conseillée pour 'homme eshmise entre 10 et 20g.jour*
(Jacotot et Le Parco, 1999). Les intoxication&\a peuvent étre de nature aigué ou chronique
(Blaise et al, 2007). En cas d'intoxication aigué, les manitasta sont systémiques et
prédominent au niveau respiratoire ou digestifrs¢édovoie de contamination. Les symptomes
se traduisent par une détresse respiratoire ouatessements intenses. Si la dose ingérée est
supérieure & 10 mg.Kgla symptomatologie peut évoluer jusqu'au comaopaéme cérébral,
voire entrainer la mort en quelques heures parildéige multi-systémique. Si le patient
survit a une intoxication aigué, différents sympé&dna'intoxication sont observés sur le plan
dermatologique (dermite exfoliative) et interneo(ioles sur le fonctionnement du systéme
cardiovasculaire, des troubles digestifs, des tesub neurologiques, troubles
hématologiques, ...). Les intoxications chroniqueast $® reflet d'une exposition prolongée a
de faibles doses d'As inorganique. Des signes éstaont les premiéres manifestations.
Parmi ces troubles, le plus fréquent est appelé@die@bes pieds noirs ou "blackfoot disease".
Il se traduit par une diminution progressive des$réwités conduisant a une gangréne
irréversible des extrémités. Les manifestationgésygues ont une latence trés longue,
jusqu'a 40 a 50 ans. Elles touchent les voiesdiidition de I'As. Il s'agit donc de tumeurs
malignes bronchopulmonaires, urogénitales et hgyedi Par ailleurs, des effets tératogénes
et embryotoxiques ont été réevélés (Bisson, 2010).

Cependant, malgré la toxicité des différents d&ride I'As, il a été démontré une
action particulierement efficace du A& dans le traitement d'une forme particuliere de
leucémie (Chemet al, 1996 ; Jeannet al, 2010).
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4. Forme et mobilité de 'arsenic dans le sol

La spéciation de I'As dans les sols peut étre aefiar son degré d'oxydation et ses
difféerentes formes chimiques, leur localisation letrs modes d'association avec les
constituants du sol. Ces formes chimigues peuveat\@riées et incluent notamment des
phases minérales, des complexes d'adsorption swsuldaces minérales et des complexes
organomeétalliques (Cances, 2004). Il est impord@npouvoir pondérer la concentration totale
en As d'un sol par sa spéciation car c'est le patrengqui gouverne la solubilité, la migration,
la disponibilité et donc la toxicité de I'As.

4.1. Les formes inorganiques

Dans l'environnement, I'As se rencontre principaet sous forme inorganique, il
existe essentiellement sous quatre degrés d'oxyddiiférents : les arséniures (-1ll), I'As
natif (0), les oxydes, sulfures, sulfosels et atedr(+llIl) et les arséniates (+V). Les arséniates
(As(V)) sont la principale phase minérale préseates les sols (O'Neill, 1995). lls présentent
une grande solubilité dans l'eau et une capacithadger d'états de valence suivant les
conditions de pH et Eh du milieu (Joubert, 2008yFe 1.11). L'As(V) s'observe dans les
milieux oxydés tandis que I'As(lll) s'observe ddas milieux faiblement réduits (Eh >
100mV) (Joubert, 2008) et I'As(0) élémentaire amse As(-lll) n‘apparaissent que dans les
milieux fortement réducteurs (Cappuyes al, 2002). Dans une gamme de pH de 4 a 8
classiqguement rencontrée dans les sols, les espes@Esees thermodynamiquement stables
sont HAsO; et HASQ pour l'arsénite et #AsO, (domaine de stabilité entre pH 2 et 7) et
HAsO,* (thermodynamiquement stable pour des pH > 7) peatséniate (Matera, 2001 ;
Joubert, 2008). L'As a l'état d'oxydation +3 estspnt en solution sous forme neutre,

contrairement a I'As +5 qui est essentiellementaetré sous la forme anionique.
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Figure 1.11 : Diagramme Eh-pH du systéme As-O-H*'P1fnhol.kg' d'As et conditions

standards de température et pression, Takeno, .2005)

Les sols contiennent des minéraux primaires agsénsus directement de l'altération
de la roche-meére du sous-sol (Tableau 1.6). L'Asuastlément chalcophile, qui se combine
au souffre en donnant des sulfo-arséniures de ii-€d\bu Cu de part son association avec de
nombreux métaux (Fe, Ni, Co ou Cu) (Laperche, 20083 especes les plus fréquentes des
minéralisations primaires sont l'arsénopyrite (F@Ade réalgar (AsS), l'orpiment (4%)
pour les minéraux soufrés mais aussi des arséniiglesque la niccolite (NiAs), la
skutterudite (CoAg la cobaltite (CoAsS), I'énargite (6AsS,), I'allemontite (AsSh) et I'As
natif (Lombi et Holm, 2010). L'As étant souvent@sé aux dépobts de Au, Bi, Cd, Co, Fe,
Hg, Mo, Ni, Pb, Pt, Sb, Se, Sn, U, W et Zn, leuydation aboutit a la libération de I'As dans
le milieu naturel (Chatain, 2004). Selon les candi& physico-chimiques du systéme, I'As
peut se retrouver piégé au sein de minéraux seresd8hattacharyat al, 2007).

L'adsorption et la coprécipitation sont les mésanas les plus cités en ce qui concerne
I'atténuation de la disponibilité de I'As dans ¢ (Sraceket al, 2004). En milieu oxydé, les
oxydes de Mn, de Fe et Al sont considérés commat é&a principaux composés solides
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contrblant I'adsorption de I'As dans les sols (&kast al, 2004, Lombi et Holm, 2010).
L'affinité pour l'adsorption sur I'oxyhydroxyde &e(lll) serait plus forte pour I'As (V) a un
pH compris entre 4 et 5 et pour I'As(lll) a des pHis élevés compris entre 6 et 8
(Stollenwerk, 2003). La réduction de I'As (V) en @$) a été observée au niveau de la zone
de transition aérobie-anaérobie dans les sédindgdslacs et dans les sols (Dictdral,
2004).

La rétention de I'As dans les sols souffre dedmétition avec plusieurs espéces
anioniques telles que les ions carbonates (Gammatzet al, 2005) ou phosphates (Goh et
Lim, 2004 ; Sracelet al, 2004). Concernant la compétition des ions cart@sngour les sites
d'adsorption de I'As, Radu et son équipe (2005)tranhla faiblesse de I'effet de compétition
comparé a celui des ions phosphates qui préseantecbmportement chimique voisin de
l'arséniate. Par ailleurs, Sadiq (1997) a observéble majeur joué par les carbonates de
calcium dans l'adsorption de I'As en milieu alcaelon Wenzeét al. (2001), le calcium a,
dans ce cas, un effet significatif sur la fixataal'As.

Il existe de trés nombreuses études montrantdssillités de coprécipitation de I'As.
En milieu oxydant, l'arséniate prédomine, il coppite avec des oxyhydroxydes de Fe mais
aussi de Mn et d'Al (Akaet al, 2002 ; Cancegt al, 2005). En milieu réducteur, c'est
l'arsénite qui domine sous forme soluble, il pedcypiter enprésence de soufre (telle que la
pyrite) pour former des sulfurdarsénopyrite, FeAsSAinsi, la réduction des oxyhydroxydes
de Fe associés a I'As ou l'oxydation de l'arséni@pw@ntrainant la solubilisation de ces
solides, peuvent avoir des conséquences dramatiquesla libération de I'As dans
I'environnement (Bandyopadhyay al, 2004 ; McArthuret al, 2004 ; Wang et Mulligan,
2006). L'As apparait donc comme un polluant au artement anionique, dont la mobilité
sera fortement conditionnée par I'état d'oxydorédnau milieu, souvent en relation avec la
présence du soufre (Girouard et Zagury, 2009).

Les recherches sur l'influence de la matiére oqgen(MO) sur la mobilité de I'As
inorganique présentent des données contradict{tanpieneet al, 2007). La MO dissoute
peut entrer en compétition pour les sites d'adswortes oxydes de Fe (hematite) et induire le
relargage de I'As(V) et de I'As(lll) (Redmanal, 2002). Cao et Ma (2004) et Juwarkaal.
(2008) observent une adsorption de I'As par la Malsriitz et Wenzel (2002) concluent qu'il
n'y a aucune preuve d'une contribution de la MOsd@s processus de sorption d'une
importante part de I'As. Enfin, les travaux de Mert al. (2003), Van Herwijneret al.
(2007) et Beeslegt al. (2010) montrent une augmentation de la lixiviatitenl'As sur un sol

amendé par du compost. Sur des sites pollués enn&ssolubilité accrue de ce métalloide
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dans les horizons organiques de surface de sokbstiers a également été reportée
(Brandstetteet al, 2000 ; Wenzekt al, 2001). Par ailleurs, Faredt al. (2010) ont mis en
avant que l'apport de compost sur un sol polluéagre une augmentation du pH, améliore la
teneur en matiere organique et diminue la lixioatdes métaux et métalloides. Toutes ces
observations auraient un effet bénéfique sur leld@pement et I'enracinement des plantes et
faciliteraient la revégétalisation d'un sol contaéil'effet du pH sur la MO (Shiralipoet

al., 2002) et le type de MO (Beesleyal, 2010) pourraient jouer un réle dans ces résultats

contradictoires de I'influence de la MO sur la nighde I'As.

4.2. Les formes organiques

Les formes organiques de I'As co-existent dansstds a la fois sous des états
trivalents et pentavalents. Cependant, les esppessavalentes telles que les acides
monomeéthylarsonique (GHAsO(OH), MMAsV), diméthylarsinique ((CHAsO(OH),
DMASV) et I'oxyde de triméthylarsine ((GHAsO), TMAO), sont plus largement retrouvées
que les especes trivalentes, telles que l'acide métiylarsineux (AsCE{OH),, MMAsiIII)
et I'acide diméthylarsineux (As(G)4OH, DMAsIII) (Quemeneur, 2008), qui ont tendance a
étre rapidement oxydées (Laperokteal, 2003). Les méthylations successives de l'arsine
conduisent a la formation de composés tres voltls que monométhylarsine {EHzAS,
MMA), le diméthylarsine ((Ch):HAs, DMA) et le triméthylarsine ((ChkAs, TMA)
(Quemeneur, 2008).

Les réactions de méthylation sont réalisées mamigro-organismes telluriques et
dépendent des especes arséniées présentes etnd@sm® physico-chimiques du milieu
(Smith et al, 1998). La présence de composés organiques peut@ssi le résultat d'un
apport anthropique principalement agricole (ped#is) fertilisants...) (Quasit al, 2011).

Les formes organiques de I'As dans les sols senpinéralement présentes en tres
faible quantité (Sarkaet al, 2007 ; Huang et Matzner, 2007) et les processis®ig#ion des
composeés organiques de I'As dans le sol n'ont fgastadiés jusqu'ici (Huang et Matzner,
2007).
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Chapitre Il : L'arsenic et les plantes

Selon Bourrelier et Berthelin (1998), la phytodisibilité d'un élément trace peut-étre
définie comme la quantité d'élément qui peut-étrélepée par la plante durant son
développement. Parmi I'ensemble des ETM, une \imgtsont indispensables aux processus
physiologiques majeurs, en particulier la respiratila photosynthese, les processus
moléculaires ou l'assimilation des macronutrimgKtsbata-Pendias et Pendias, 2001). Pour
autant, les éléments traces n'ont pas tous unéidormonnue a ce jour dans le métabolisme
de la plante. En effet, certains restent considénésme des poisons cellulaires pour lesquels
les doses admissibles sont trés faibles. On retrpakmi les éléments non essentiels pour les
plantes et souvent toxiques, As, Hg, Cr, Ni, PEBetKabata-Pendias et Pendias, 2001). Pour
I'As, les teneurs mesurées dans différentes espcgdales cultivées sur des sols naturels
varient de 0,01 & 10 mg.kdMatschullat, 2000).

L'As est donc un élément phytotoxique, de faibéegurs dans le sol peuvent entrainer
des perturbations dans le développement et le ilomement des végétaux. Des effets
toxiques ont été observés chez les plantes powateentrations en As dans les feuilles de 5
a 20 mg.kg MS (Kabata-Pendias et Pendias, 2001). Les répdiiseBimiques des plantes
vis-a-vis de I'As sont complexes. En effet, les esp&égétales montrent un large éventail de
sensibilité aux différentes formes chimiques des.I'Reur sensibilité/tolérance dépend a la
fois de facteurs biologiques liés a la plante raaissi de la teneur et de la spéciation chimique
de I'As dans l'environnement. L'As peut causer efests a court et a long terme dans les
plantes, ceux-ci sont dépendants de l'espece Veégétadu temps d'exposition. Il peut
notamment provoquer une inhibition de la croissam® |'activité photosynthétique, une

altération de I'ADN et entrainer la sénescenca gtdrt cellulaire (Rahmaet al, 2007).

1. Transfert de I'arsenic du sol vers les plantes

L'absorption de I'As et sa translocation dangbasies aérienne sont tres variables et
dépendent de la plante (espece végetale, écotigue de développement) et des propriétés
du sol (forme chimique de l'arsenic, pH, potentd&lxydo-réduction, température du sol,

guantité de matiére organique, conditions de dgapéBisson, 2010).
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Figure .12 : Schéma représentant les fractions cbessibles et biodisponibles du
contaminant dans un sol (Sempteal, 2004).

1.1. Disponibilité de I'arsenic dans le sol

Différentes formes chimiques de I'As co-existemtis la forme de cations et d'anions
libres, de complexes minéraux neutres, de formganm-métalliques solubles ou de formes
méthylées (MMA, DMA, TMAO et TMA) (Bisson, 2010).els formes solides de I'As, sont
trés majoritaires et en quantité dans le sol. Syhlase solide, I'As peut-étre réparti en deux
compartiments : les ions pouvant passer en soletigionc faiblement adsorbés aux fractions
solides du sol et les composés non mobilisables.

Les formes solubles, bien que minoritaires, ontrdle prépondérant, puisque les
racines des plantes prélevent I'As uniquement taeslution du sol (Clemeret al, 2006).

En effet, seul I'As disponible présent sous fornespces ioniques dans la solution du sol ou
adsorbé aux constituants du sol peut-étre assipatéle systéme racinaire de la plante
(Tremel-Schaub et Feix, 2005) (Figure 1.12). Céditaction montre généralement une

variabilité spatio-temporelle bien plus importaqige la concentration totale en As (Figure

1.13).
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N

Figure 1.13 : Répartition d'un élément trace dassdifférentes phases du sol a un instant T
(Tremel-Schaub et Feix, 2005).

Cette variabilité est dépendante des parameétiyesgahchimiques du sol (texture, pH,
CEC, Eh, température), de I'activité de la micratet de la microflore du sol et de 'activité
racinaire des végétaux (Babwal, 2008). Ces facteurs contrdlent les processusdblas a
la présence d'As soluble dans la solution du solsqui la dissolution, la désorption et la
complexation (Sharma et Sohn, 2009). En effet, [b&®nu pour avoir une forte affinité pour
les surfaces d'oxydes (Chatain, 2004), présentdracton soluble le plus souvent contrblée
par des réactions de complexation de surface sun¥gdes / hydroxydes du Fe et dans une
moindre mesure de I'Al et du Mn (Inskestal, 2002).

Par ailleurs, les pH trés acides (< 5) ou basidue8) favorisent le prélevement de
I'As par les plantes (Tremel-Schaub et Feix, 20D8)méme, la valence de I'As conditionne
son absorption par les plantes. Chez la tomateopersicum esculentynie prélévement des
ions arsénites est plus importante que celui desanséniates (Burket al, 1999).

Les micro-organismes du sol jouent un réle impurti@ans le cycle biogéochimique de
I'As, ils peuvent accroitre ou diminuer sa mobititesa disponibilité (Bisson, 2010). En effet,
ils peuvent permettre la réduction ou l'oxydatios demposés arséniés. Selon Quemeneur

(2008), certaines bactéries utilisent l'arséniatenroe accepteur d'électrons, il s'agit des
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bactéries AsV réductrices avec notammenteleierobacters smpu lesBacillus sp D'autres
peuvent oxyder l'arsénite en arséniate, les bastérslll oxydantes, représentées
principalement par le phylumProteobacteria tel que les pseudomonas spet les
agrobacterium sp(Quemeneur, 2008). Elles peuvent intervenir indeeent pour libérer
I'AsV adsorbé ou co-précipité sur les oxy-hydroxydie Fe en réduisant les ions Felll, en
respirant I'AsV ou en couplant ces deux actionsef@and et Stolz, 2005). De méme,
l'oxydation du soufre, ou du Fell par des bactéFieB oxydantes (tel queeptothrix sp.et
Leptospirillum sp. entraine la libération d'Aslll (Figure 1.14) (Queneur, 2008). Enfin
certains champignons ou bactéries sont capablettieyler I'As généralement en conditions
anaérobies. Ces processus sont influencés panf#tature, I'humidité, le pH et la teneur en

oxygeéne du milieu (Quemeneur, 2008).

Phase gazeuse
Arsine Diméthylarsine Triméthylarsine
Phage liquide .. o
q Bactéries AsV-réductrices Bactéries méBtaIC;fl?le’iﬁLs
Arséniate > Arsépite métvlantIAs Acide ¢ Acide
(AsV) %actéries e Tosvdartes (AsIl) ——— monométhylarsonique —» diméthylarsinique
¥ . (MDMAA) (DMAA)
4
8§ «— S0/
2+
Fe. Mn Fe Bactéries sulfato-réductrices
¥ »
. S0,
4
Al, argiles FeH
Am?’?‘_ian_ Bactéries Bactéries sulfo- et i:;o_arsemte
Co-précipifation respirant ferro-oxydantes 2
Felll etfou AsW l
Phase solide E !
Fe-, Mn-, Al et argiles-As Sulfures d’As (FeSAs et AS,5,)

Figure 1.14 : Cycle biogéochimique de I'As (adaggéNicholaset al, 2003)

Différentes études (Avidanet al, 2005 ; Pepkt al, 2007) ont tenté de caractériser
les communautés microbiennes de sols contaminéAsarCes travaux ont montré que les
familles Pseudomonaceaet Bacillaceaedominent et que la structure de la communauté
bactérienne et non sa densité est modifiée paékepce d'As.

Ainsi les bactéries jouent un rdle important dessprocessus de mobilisation et de

transfert de I'As dans les différents compartimentgaronnementaux.

42



1.2. Absorption racinaire de l'arsenic

La rhizosphere est une zone dynamique qui résliitéeractions complexes et de
processus interactifs multiples (Darrathal, 2006). En effet, I'architecture de la racineaat s
métabolisme, la disponibilité en eau et en nutrisielels exsudats racinaires, les associations
fongiques et bactériennes (Gahoonia et Nielsen,)2803t I'ensemble des composants qui
constituent un systeme dynamique complexe au nikeaosphérique (Citeau, 2008).

Les éléments en solution dans le sol sont traésfeers la zone rhizosphérique par
deux processus, le transfert passif et le flux @&esgsa (Tremel-Schaub et Feix, 2005). Le
prélévement des ETM par la racine peut se fair2 fédgons différentes (Capilla, 2005) :

- L'absorption passive des ions métalligues suiwantgradient électrochimique.

Cette absorption peut dans certains cas nécessiterdépense d'énergie pour
rétablir le gradient électrochimique (fonctionneingnne pompe a protons) ;

- L'absorption active est spécifique et nécessite @wurniture d'énergie et

l'intervention d'une protéine de transport.

L'importance de chacune des voies d'absorptionfagition de la concentration

externe en ETM (Duguesnoy, 2009).

1.2.1. Absorption de l'arséniate

Comme il a été précisé préecédemment (chapitrg)).PAs(V) posséde des propriétés
physiques et chimiques proches du phosphate. Beginktalamy (1970) sont les premiers a
avoir émis I'hypothése que les transporteurs depblads permettaient I'assimilation d'As. En
effet, ils ont observé que certaines souches hentérs, de I'espécEscherichia coli
présentant des transporteurs de phosphate défectmuxmulent moins d'As et tolerent cet
elément. Chez les plantes, de nombreux travaupdifret al, 2007 ; Zhacet al, 2009 ; Wu
et al, 2011)ont confirmé que l'arséniate était principalemdrstoabévia les transporteurs du
phosphate. Ce mécanisme d'absorption est un cqptndmaettant en jeu un ion d'arséniate et
deux protons (Ullrich-Eberiust al., 1989). ChezArabidopsis thalianaPHT1.1 et PHT1.4
sont deux transporteurs qui jouent un réle majeursdacquisition du phosphate (Jana,
2009), le double mutamtht1.1444 est plus résistant a l'arséniate que le sauvagailRars,
une récente étude (Abercromhge al, 2008) a montré que l'espedaabidopsis thaliana
était capable de réguler I'expression des genesqguds dans l'acquisition du phosphate pour
limiter I'absorption d'arséniate. D'autre partpedes travaux de Tat al. (2004), la présence

de phosphore a directement un impact sur la phgpodibilité de I'As dans le sol et entraine
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une diminution de I'absorption de I'AsV. Celle-eiup expliquer une diminution de la toxicité
de I'AsV sur la croissance des plantes en présdagehosphore observée lors d'une étude
réalisée sur deux especes végétaledicago truncatulaet Hordeum vulgarg par
Christopherseet al. (2009).

L'As(V) est donc en compétition avec le phosplaateiveau de I'absorption racinaire
et peut interférer dans les processus métabolidigss a la synthése d'ATP et a la
phosphorylation oxydative (Mehargtéartley-Whitaker, 2002 Tripathi et al, 2007).

1.2.2. Absorption de l'arsénite

Jusqu'en 1996, les scientifigues pensaient qusetide (As(lll)) entrait dans les
cellules par diffusion passive en suivant les cas@goorganiques non ionisés tels que les
acides aminés. En 1997, I'équipe de Sanders remayge la souche bactérienne mutante
glpF présentait une tolérance a l'arsénite supérieurggpgport a la souche sauvage. C'est
ainsi que fut mis en évidence le rble de l'aquasiyoorine GlpF (Glycerol facilitator) dans
I'absorption de l'arsénite chez les plantes coefipar la suite par de nombreuses études
(Bienert, 2008 ; Isayenkov et Maathius, 2008). &gsaglycéroporines sont une sous-famille
de la superfamille des aquaporines (Fu et Min, 200@¥ canaux sont présents au niveau du
systeme racinaire et permettent le transfert déenments et des solutés dans la racine.
D'autres études portant sur les bactéries et\Vesds ont suivi et ont également montré que ce
type de protéines était impliqué dans le transpettarsénite (Bhattacharjee et Rosen 2007).

Isayenkov et Maathuis (2008) ont mis en évidencecantrble du transport de
l'arsénite par le gen@&tNIP7.1 En effet, des mutantsAdabidopsis n'exprimant pas le gene
NIP7.1, présentent une meilleure résistance a l'arséhiém accumulent 25 % de moins que
les Arabidopsissauvages. De méme, l'expression de ce gene chiexuese augmente la
sensibilité de cette derniere a l'arsénite. D'auétedes (Mat al, 2008 ; Briat, 2010) ont
montré que l'arsénite utilise les voies de trartsgorsilicium pour pénétrer dans les cellules
de I'épiderme et de l'endoderme racinaire, notarhmerraison de leurs pKa proches et de

leur structure tétraédrique d'encombrement sinailair

1.2.3. Absorption des composeés organiques deetiar
Les travaux de Rahman et de ses collaborateuf(2iht mis en évidence un flux
d'As méthylé sous forme MMA et DMA a un niveau ni® en comparaison a celui de
l'arsénite ou de l'arséniate. Cette hypothese adeisue par plusieurs études réalisées sur

différentes espéces végeétales et demontrant ureptioe de MMA et DMA a partir de
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solutions hydroponiques (Abedat al, 2002 ; Rahmaet al, 2011), y compris chez I'espece
hyperaccumulatrice d'AsPteris vittata (Ma et al, 2001). L'absorption de I'As méthylé
s'effectuerait également par les aquaglycéroporaiees transporteurs du silicium (Briat,
2010). Cependant, il est également possible quadtnylation de I'As s'effectue dans la
plante (Meharg et Hartley-Whitaker, 2002), ce qeutpétre un biais a I'évaluation de

I'absorption de I'As méthylé chez les plantes.

1.3. Translocation, détoxification et stockage'desenic

Une fois absorbée par les racines, une part plumoins importante de I'As sera
transférée au sein des différents organes de faepl&a détoxification, sa translocation et son
stockage au sein de la plante sont modulés par déésrminants physiologiques et
biochimiques et reposent principalement sur deuxcamémes, la chélation et la
compartimentation (Meharg et Hartley-Whitaker, 200%si, la présence intracellulaire de
ligands organiques assure une complexation et peteneéduire la toxicité de nombreux ions
métalliques et métalloides. Elle constitue un asfmwamental de la résistance des plantes
aux ETM. Chez les végétaux, quatre groupes pringiie ligands intracellulaires ont été

caractérisés.

1.3.1. Les métallothionéines (MT)

Les métallothionéines sont des protéines largemistribuées dans le monde vivant,
elles sont présentes chez de nombreux procarybteBee la plupart des eucaryotes. Ces
protéines sont caractérisées par leur richessatens métalliques (essentiellement Cu et/ou
Zn) et par leur forte proportion de résidus cyssitenviron 30 %) (Hassinen, 2009). Elles se
distinguent aussi par leur faible masse molécul@r& 8 kDa et 60 a 75 acides aminés) et par
l'absence de résidus aromatiques (Rauser, 1998 & études actuellement disponibles
(Rauser, 1999 ; Domeneddt al, 2006), la plupart des MT présentent deux domaines
globulaires distincts, dépourvus de structure semiomcket reliés entre eux par une courte
séquence de transition. Chaque domaine est redperda la fixation de plusieurs cations
métalliques divalents ou monovalents (Cobbett dtdslwough, 2002). Les plantes produisent
des MT de classe Il (MT-Il), qui different de l'agtype de mammiferes MT-I dans la
localisation et le nombre de cystéines (Rauserd)lA® rble précis des MT dans la réponse a
I'As est encore débattu, mais de nombreuses oltiegrvant montré qu'elles pourraient étre

impliquées dans certains mécanismes de toléranoeeffet, des travaux menés chez
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Arabidopsis thalianaet Lycopersicon esculentuf®rispenet al, 2009 ; Goupikt al, 2009)

ont démontré que la présence d'As inorganique &itabiosynthése des MT et que celles-ci
augmentent le transfert de I'As vers les partiee@ges. Cependant, la synthése de MT ne
constitue probablement pas une réponse spécififneeffet, la présence universelle des
métallothionéines dans le monde vivant (chez leggmmismes sensibles comme chez les
résistants) et leur synthése dans des situatioméega suggéerent que ces protéines seraient
plutdét impliquées dans le contréle général de léostasie cellulaire et non dans les réponses
spécifiqgues aux ETM (Domeneehal, 2006, Sigekt al , 2009).

1.3.2. Les phytochélatines (PC)

Elles représentent le deuxieme groupe de chélatetresellulaires, essentiellement
rencontrées dans le regne végétal. De nature pgymtidces molécules sont classées dans une
petite famille apparentée aux MT, avec lesquellles @artagent des similarités de structure
et de fonction : elles sont tres riches en Cysijfde générale (y-Glu-Cys) n-Gly (n =2 a 11)]
(Clemens, 2006) et leur synthése est stimulée 'egpdsition a divers ions métalliques et
métalloides. Cependant, l'origine biosynthétique BE marque une différence essentielle
avec les MT (Pal et Rai, 2010). En effet, ellesapt pas directement codées par le génome
mais sont synthétisées par une phytochélatine ayetha partir d'un tripeptide précurseur, le
glutathion (Glu-Cys-Gly) (Figure 1.15) (Picawdt al, 2006). De nombreuses études (Zhahg
al., 2005, Inouhe, 2005 ; Picawt al, 2006 ; Zhacet al, 2010 ; Requejo et Tena, 2012) ont
mis clairement en évidence l'implication des PCssdas mécanismes cellulaires régulant
'adaptation/tolérance aux ETM chez les plantegsgepres. Ces travaux ont montré une
augmentation de la production de PC couplée a é@daction importante des teneurs en
glutathion réduit (GSH), intervenant dans la systhde PC, en réponse a l'exposition aux
ions métalliques et métalloides chez différentgeess végétales. Ce phénomene est observé
pour des plantes exposées a I'As (Tripathal, 2007 ; Zhacet al, 2010 ; Requejo et Tena,
2012). En effet, la complexation de I'Aslll aves BC dans les racines réduit la toxicité de
l'arsénite et permet sa séquestration dans les scraxinaires (Briat, 2010). Comme pour
les MT, les PC jouent donc un role important daastdlérance des plantes a I'As en

permettant sa détoxification par complexation.
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(6SHI, CAD2 geres) (&SHZ gene) (CADI, PCSI1, PCSE genes)

Figure 1.15 : Biosynthése des PC chez les planggsrieures (Inouhe, 2005).

1.3.3. Métabolisation de I'arsenic

Ce mécanisme de détoxication induit la transfoionade I'As de la forme inorganique
a des formes organiques tels que MMA, DMA, les itetsamethylarsonium (TETRA) et
oxydes de trimethylarsonium (TMAO). Ce métabolisese connu chez des microorganismes
et reste peu exploré chez les végétaux supériBlastres voies métaboliques permettent la
formation de métabolites tels que des sucres @séde I'arsénobétaine et de l'arsenocholine
(Tamaki et Frankenberger, 1992&s composés ont été également détectés chezgitawé
supérieurs (Kuehne#t al, 2000). Plusieurs auteurs ont montré la présenaziie voie de
méthylation de I'As qui permet une réduction sigaiive de la toxicité des formes

inorganiques de I'As chez les plantes (Kethl 2000 ; Kuehnelet al, 2000)

1.3.4. Compartimentation de l'arsenic

Une des hypotheses les plus fréquentes pouvatiteeple phénomene de tolérance
serait attribuée a la compartimentation accrue abegaminants métalliques et métalloides
sous forme ionique dans la vacuole, grace a plissitEumilles de transporteurs protéiques
(Briat, 2010) (Figure 1.16). Cette hypothése estyé& par des travaux de Zhao et ses
collaborateurs (2009) sur I'As. lls ont mis en évick une réduction des ions arséniates en
arsénites dans les racines grace a l'arséniatetaddyuet au pouvoir réducteur du glutathion.
Les ions arsénites sont ensuite complexés a dewgbt®atines ce qui permettrait leur
séquestration dans les vacuoles racinaii@sles transporteurs ABC (ATP Binding Cassette)

localisés sur les tonoplastes des vacuoles (8brd, 2010 ; Mendoza-Cozadlt al, 2010).
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Ceci atteste du réle prépondérant de la vacuole damaintien de 'homéostasie cellulaire en
présence d'un exces en As. Ce phénomene explitjleefaible taux de translocation de I'As
vers les parties aériennes des plantes observédehepmbreuses especes végétales (Jana,
2009).
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Figure 1.16 : Schéma des mécanismes possibles lisoifion, de la détoxification et du

stockage de I'As dans les racines de plantes ¢$'&rat, 2010).

Ainsi, a lI'exception des plantes hyperaccumulesiientre 75 et 90 % de I'As absorbé
se concentre dans les racines. Une étude intédfamtspeces végétales a montré que le
rapport entre la quantité d'As présente dans l@Hide et celle présente dans les racines était
compris entre 0,01 et 0,9 avec une médiane a ®@Aabet al, 2007). Une des hypotheses
avancée serait que I'As se fixe largement sur lesipaellulaires (Fitz et Wenzel, 2002).
D'autre part, comme précisé précédemment, undrppdrtante de I'AsV absorbé au niveau
des racines et réduit en Aslll (Pickeriegal, 2000 ; Fitz et Wenzel, 2002). Les ions arsénites
sont ensuite complexés a des PC permettant leoxifiéation et leur stockage dans les

vacuoles racinaires, limitant ainsi leur translarawvers les parties aériennes. Cependant, une
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étude menée par Dhankhadral. 006) surArabidopsis thalianasemble indiquer I'existence
d'un transfert de I'AsV vers les parties aérienviesle xyleme par lintermédiaire des
transporteurs de phosphate. En effet, ces travaurontré qu'en I'absence de réduction de
arséniate en arsénite au niveau des racinescleuiade translocation entre les parties
aériennes et racinaires était de 0,025 contre 6t@&k le phénotype sauvage ou le géne
AtACR2 (Arsenic Compounds Resistance, permettartéthiction des As(V) en As(lll))
s'exprimé. Par ailleurs, Bleeket al. (2006) ont identifié, chez cette méme espece, des
protéines de types CDC25, similaire a ACR2 (AtASR)rs de la surexpression du gene
AtASR chezArabidopsis thalianaune rétention de I'As dans le systéme racinaietéa
observée. Il en ressort que la forme As(lll) estmaanobile vers les parties aériennes que la
forme As(V) (Bleeket al. 2006). Au final, ces données montrent que les etafavorisent
une stratégie de complexation pour diminuer la @ioyicité de I'AsLa Figure 1.16, extraite
d'un article publié par Bria2010), présente une synthése de l'ensemble desnmedes
d'absorption et de stockage de I'As.

Concernant les espéces hyperaccumulatrices d'AsmeoPterris vittatg elles
mobilisent facilement I'As vers le xyleme (Set al.,, 2008). D'apres Zhang et ses
collaborateurs (2002), cette espéce est capabteadsférer une part importante de I'Aslil,
entre 60 et 74 %, vers ses parties aériennes. Gapemne étude plus récente de Zhaingl.
(2004) semble indiquer la présence d'un complegéna inconnu autre que Aslll-PC dans
les frondes d@. vittata,ce complexe serait sensible a la température etamgsxmétalliques
et insensible au pH. Par ailleurs, le @riga sativg présente un facteur de translocation vers
les parties aériennes important pour I'As. Cecitders'expliquer par une forte expression du
transporteur de silicium LSI2 dont Ma et son équip@08) ont montré qu'il possédait la

faculté de transporter I'As.

2. Phytotoxicité de l'arsenic

L'As n'est pas un élément essentiel pour les gdaritne fois absorbé, il entre en
compétition avec des métabolites essentiels, celequend phytotoxique (Bowen 1979).
Comme c'est le cas pour 'nomme, la toxicité deét@nent pour les plantes dépend de sa
nature chimique, les formes inorganiques étant folxisjues que les formes organiques. Cette

toxicité est aussi dépendante du degré d'oxydatitks natif (As(0)) est plus toxique que

49



I'arsénite (As (lll)) et I'arséniate (As(V)) estr@oins toxique des formes (Let al, 2005 ;
Duquesnoyet al, 2009).

Chez les plantes, I'excés métallique est généesiepercu comme un facteur de stress
qui entraine une perturbation de leurs réactiongiplogiques (Benavidest al, 2005 ;
Sharma et Dubey, 2005 ; Clemens, 2006). En effeprésence de I'As dans le sol et la
capacité de certains végétaux a l'accumuler damsooganes, peut entrainer des effets
toxiques :

- Inhibition de la germination (Let al, 2007) ;

- Diminution de la croissance (Stoestaal, 2005 ; Rahmaet al, 2007) ;

- Modifications de Il'architecture du systeme racaélLi et al, 2007) ;

- Altération des fonctions physiologiques (photdbgse, état hydrique) (Stoega

al., 2005 ; Mateos-Narangt al, 2012) ;
- Modification éventuelle de I'organisation tisstdaet de la perméabilité cellulaire
(Shriet al, 2009) ;

- Chlorose et nécrose (Gut al, 2005) ;

- Réduction de la surface foliaire par diminutionlaeaille des cellules (Knauet
al., 1999).

- A forte concentration, I'As inorganique entraiaeprécipitation des protéines en

interagissant avec les liens sulfures et les attéfs (Jana, 2009).

2.1. Effet de l'arsenic sur le développement destgs

La croissance est un processus commun a tousrdg@sismes vivants. Au niveau
cellulaire, les composants de la croissance sordiveion, I'élongation cellulaire et la
production de diverses substances cellulaires. éfitcidde développement et de croissance
est une des réponses les plus fréquentes et lagueeobservable lorsque des plantes sont
soumises a un stress (Adriano, 2001 ; Sancdlial, 2001 ; Sobkowiak et Deckert, 2003).
Ainsi, la mesure de la croissance est considéréeneonm parameétre biométrique souvent
utilisé pour déterminer un éventuel effet phytotme des ETM (Stoewet al, 2005).

De nombreuses études visant a évaluer l'inhibdméveloppement en présence d'As
ont été effectuées sur difféerentes especes notamsneme riz,Oryza satival. (Rahmanet
al., 2007), le bléTriticum aestivunlL. (Li et al, 2007), le haricotPhaseolus vulgarig..
(Stoevaet al, 2005) ou sur le treflgrifolium pratensd.. (Mascheret al, 2002). Ces études

mettent notamment en évidence une réduction derdessance racinaire et des parties
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aériennes, une diminution de la surface des fauitles chloroses et nécroses des feuilles. De
part leur contact direct avec les contaminantsalulas racines des plantes sont I'organe ou
les premiers signes d'altérations de la croissaswd observés (Zhangt al, 2009).
Cependant, Cao et son equipe (2009) ont montr@egsi€oncentrations en As inférieures ou
égales & 100 mg.Kgdans les sols peuvent stimuler la croissance déleloppement des
racines.

Diverses conséquences biologiques dues au codésciplantes avec I'As peuvent
egalement contribuer a l'inhibition de leur cromss®g comme une perturbation de l'activité de
certaines enzymes intervenant dans des procesgsislplgiques essentiels au développement
(photosynthése, respiration) (Henhal, 2002;. Liu et Zhang, 2007;. Let al, 2007).

2.2. Toxicité de l'arsenic au niveau physiologigu®iochimique

La phytotoxicité de I'As peut entrainer de forpesturbations dans le métabolisme de
la plante et ainsi perturber son activité photdsgntjue. En effet, I'appareil photosynthétique

apparait comme étant une des principales cibleE@bbs(Prasad, 1999).

2.2.1. Impact de I'arsenic sur les teneurs eorcphylles

Les chlorophylles, constituées d'un noyau tétratigue relié a un atome de Mg, sont
des pigments photosynthétiques essentiels au puxede la photosynthése. Elles sont
regroupées en amas, dans les membranes des thgakidds chloroplastes des feuilles, au
niveau des photosystemes qui permet la transfoomate I'énergie photonique en énergie
chimique. Un stress abiotique, comme une pollutionsol par I'As, peut entrainer une
inhibition de la voie de biosynthése des chlorolgsyet aboutir a un dysfonctionnement des
centres réactionnels du systéme photosynthétiqasdg, 1999).

Plusieurs travaux ont mis en évidence un impactedtontamination en As dans le sol
sur la biosynthese des pigments chlorophyllieng cligérentes espéces végétales (Stava
al., 2005 ; Liet al, 2007 ; Rahmast al, 2007). Ces effets semblent étre dépendantsgie I'a
des feuilles, les feuilles matures étant plus séesique les jeunes feuilles (Krupa et Moniak,
1998 ; Rahmaret al, 2007). De méme, une hausse de la teneur en phidle peut-étre
observée chez une espéce végétale tolérante alluseqbaisse sera mesurée chez une
population sensible (Prasad, 1999). Jain et Ga#®7) se sont concentrés sur les cibles de
I'As dans la voie de biosynthése des chlorophyllesont observé une action inhibitrice de

I'As sur l'activité chlorophyllase apres quelquesires d'exposition, ce qui semble indiquer
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gue I'As agit sur la biosynthése et non sur lebmdisme des chlorophylles. D'autre part, la
disponibilité de l'acidé-aminolévulinique (ALA), le précurseur des tétrapies (Tanaka et
Tanaka, 2007), est limitée en présence d'As. @etiécule est synthétisée par deux voies
distinctes chez les plantes, soit a partir du sitdCoA et de la glycine, soit a partir du
glutamate (Eckhardet al, 2004). Une interaction de I'As avec des groupesémbls
pourrait étre responsable de l'inhibition des ereyimtervenant dans les voies de synthese de
l'acides-aminolévulinique (Jain et Gadre, 2004).

2.2.2. Effet sur le fonctionnement des photosyste

L'appareil photosynthétique est situé dans la maengbrdes thylakoides. Il est
organisé autour de deux centres photorécepteuesésples photosystémes (PSI et PSll), eux-
mémes constitués d'un centre réactionnel (une dairaolécules de chlorophyllasou P680
pour le PSIl et P700 pour le PSI) et d'une anteooléectrice (chlorophyllesa, b et
caroténoides). Ces photosystemes, et notamment deogysteme 1l (PSIl), permettent
I'absorption des photons déclenchant les réacttiagochimiques de la photosynthése, ils
jouent donc un réle majeur dans l'activité physimag des plantes.

La fluorescence chlorophyllienne permet d'évalleercapacité et l'efficacité des
photosystémes a convertir I'énergie lumineuse emgiEnehimique (Maxwell et Johnson,
2000). En effet, la lumiere absorbée par l'appgvbibtosynthétique n'est pas totalement
transformée en énergie chimique, une partie estlupersous forme de chaleur et de
fluorescence (Figure 1.17). Le devenir de I'énelgmineuse captée est fonction de ['état
physiologique de la plante, environ 2 & 3 % deulaiére absorbée par le PSIl est réémise
sous forme de fluorescence (Maxwell et JonhsonQR@ette émission permet de traduire les
pertes d'énergies lors des transferts des élecextites, des chlorophylles vers les centres
réactionnels. La fluorescence chlorophyllienne emprdonc I'énergie lumineuse réfléchit par
la plante, plus elle est élevée, plus la plantstesssée (Maxwell et Jonhson, 2000).

Un stress environnemental tel que la présenceMi'&T excés dans le sol peut altérer
I'activité photosynthétique des plantes (Muttal, 2007 ; Lage-Pintet al, 2008). En effet,
de nombreuses études ont mis en évidence une diamrde |'efficacité des PSIl matérialisée
par une forte baisse de lefficience photochimigmaximale (Fv/IFm) suite a des
contaminations du sol par le Cd (ldeal, 2008 ; Ciet al, 2009), le Cu (Mateos-Narangt
al., 2008), le Cr (Vernagt al, 2007), I'As (Stoeva et Bineva, 2003 ; Wastcal, 2012) ou
encore le Pb (Litet al, 2010). Pour une espéce végétale donnée, la ndeufélément, sa

concentration et la durée d'exposition sont lesgpaux facteurs déterminants les effets
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engendrés (Chugh et Sawhney, 1999). D'une maniémérale, le photosysteme Il (PSII)
semble plus sensible que le photosystéme | (PS}yD2008). Au niveau du PSII, I'action
des métaux et métalloides est principalement sitweaiveau du Complexe d'Emission de
I'Oxygéne (OEC) représenté par une manganoprot@aie aussi au niveau de l'activité du
P680 et des quinones (@t ) (Dazy 2008). Concernant le PSI, la ferrédoxinéee®700
semblent étre les cibles principales des pollu@atasad, 1999). Au-dela de l'altération de
l'activité des photosystemes, des effets toxigues B&M ont été relevés sur le
fonctionnement des plastocyanines mais aussi aauigdes plastoquinones et du cytochrome
(Prasad, 1999). Par ailleurs, la diminution de$gperances photosynthétiques peut-étre reliée
aux teneurs en chlorophylles mesurées dans lefeteuielles-ci ont un impact direct sur la
proportion d'énergie lumineuse absorbée et sdicbefté photochimique des photosystemes
(Mateos-Naranjet al, 2011).

Llissipation

thermgue l l Flunrescence

Encroie phatochimigue Or.

Photosinthose «— T Photorespiration

Figure 1.17 : Utilisation de I'énergie lumineuseidente recue par les PSII.

2.2.3. Impact de l'arsenic sur les échanges gagkatosynthétiques et sur le
cycle de Calvin
Les échanges gazeux photosynthétiques ont poginerie déroulement simultané

d'un ensemble de processus donnant lieu a la producu a la fixation du dioxyde de
carbone et d'oxygene gazeux. Les travaux de Schtulfoutti (2007) et de Vernay et son
équipe (2009) ont mis en évidence un impact imporas éléments traces sur les échanges
gazeux au niveau des feuilles contrélant I'actiygtétosynthétique. Celle-ci est souvent
caractérisée par une diminution du taux de photbege nette et de la conductance
stomatique (Het al, 2008).
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Figure 1.18 : Cibles des éléments traces métakigetemétalloides dans le cycle de Calvin
(Dazy, 2008). Abréviations : Rubisco (Ribulose bjphosphate carboxylase/oxygénase) ;
GAPDH (Glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase)TIM (Triose Phosphate
Isomérase) ; FBPase (Fructose 1,6 biphosphata&AP, (Glycéraldéhyde-3-Phosphate) ;
DHAP (Dihydroxyacétone phosphate). Les cibles dBsl Bont entourées en rouge.

Chez les plantes, l'exposition a I'As conduit égent a une forte inhibition de la
photosynthese, du rendement photosynthétiqueuetedimitation du taux d'assimilation de
CO, (Stoeva et Bineva, 2003). Cette inhibition peexgliquer en partie par la diminution des
teneurs en chlorophylles et en caroténoides g@megit constatée (Stoeva et Bineva, 2003 ;
Stoevaet al, 2005 ; Liet al, 2007 ; Rahmaret al, 2007). Cependant, l'altération des
échanges gazeux au niveau des feuilles peut-étreéeapar la fermeture des stomates
provoquée par une perturbation de I'état hydricggedantes suite a un exces d'As (Schurr
al., 2006). La diminution de la conductance stomatigpigaine une limitation du flux de GO
entrant, phénomene considéré comme la cause piimapda forte réduction de la fixation
du CQ (Flexas et Medrano, 2002). L'As peut égalementibarh certaines enzymes
intervenant dans le cycle de Calvin et notamment Rabilose 1,5-biphosphate
carboxylase/oxygénase (Rubisco) qui joue un réedens 'assimilation du G@Stoeva et

Bineva, 2003, Dusquenogt al, 2009). Ainsi, les trois étapes du cycle de Calvin
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(carboxylation, réduction, régénération) sont dfes par les éléments métalliques et
métalloides, la carboxylation demeurant la plus ibng(Figure 1.18 ; Prasad, 1999).
L'inactivation des activités enzymatiques et plagtipulierement celle de la Rubisco par le
Cd, le Cu, le Pb, I'As ou le Zn, serait liée a uneeraction entre ces métaux et les

groupements sulfhydryl de cette enzyme (Prasad)199

L'As peut donc provoquer des altérations a diffey@iveaux dans la plante entrainant
une inhibition de l'activité photosynthétique aigpprécisément sur :

- Lateneur en chlorophylles des feuilles ;

- Le fonctionnement des photosystéemes ;

- Les échanges gazeux au niveau des feuilles ;

- Des deésordres de lultrastructure des chlorogdastiches en protéines et

pigments, et support de la conversion de I'éndugreneuse en énergie chimique.

3. Tolérance de l'arsenic chez les plantes

Les mécanismes de tolérances des plantes reposeptarée sur l'efficacité du
métabolisme antioxydant. En effet, un stress enviemental, comme la pollution du sol par
I'As, entraine une succession de réaction au nimachimique et moléculaire chez les
plantes (Pandet al, 2010) :

- Perturbation et mise en place d'un stress oxygmantuction d'espéces réactives

OXygénées) ;

- Instauration de mécanismes de défenses (métatmlmtioxydant, synthése de

chélateurs organiques, ...) ;

- Substitution de cofacteurs de molécules orgasigtedle que la substitution du

phosphore par I'As au niveau de 'ADN.

De nombreux mécanismes sont mis en place pourfeadté et tolérer un polluant,

ceux-ci dépendent de I'espéce végétale étudiémlatrihture du polluant (Clemens, 2006).

3.1. Le stress oxydatif

Des plantes soumises a un stress environnementaéninen place une réponse

appelée stress oxydatif. Il se défini comme étamésultat d'un déséquilibre entre la balance
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des Especes Reéactives de I'Oxygéne (ERO ou RA&3 systéemes de défense antioxydants
(Apel et Hirt, 2004), déséquilibre consécutif & userproduction de ces composes

radicalaires.

Tableau 1.7 : Principaux radicaux libres (ERO) pit&llors d'un stress oxydatif chez  les

plantes (*R : substrat organique).

0O;° radical superoxyde

HO,» radical perhydroxyde

‘OH radical hydroxyle

ROy radical peroxyle

RO radical alkoxyle
H20,, ... Formes non radicalaires

Les ERO (Tableau 1.7) sont des molécules qui dierimiet empéchent |'oxydation
d'autres substances chimiques. Elles sont produitesipalement dans les mitochondries, les
chloroplastes et les peroxysomes. Par ailleurs;Hates de transfert d'électrons au niveau de
I'appareil photosynthétique sont également capatdegroduire une grande quantité d'ERO
via les cytochromes (Parewrt al, 2008). Méme si les ERO sont formées au cours du
meétabolisme normal de la plante, l'augmentationlede concentration intracellulaire est
souvent synonyme de stress. Si la contributioradeitochondrie a la production d'ERO lors
de la réponse au stress est encore mal définien(Hely al., 2008), dans la plupart des
situations ou les conditions environnementales sondifiées, une forte augmentation des
ERO est observée au niveau des chloroplastes giélesysomes (Dal Corset al, 2008)
entrainant un stress oxydatif. L'As génére unefproduction d'ERO (Muschitz, 2009). Cette
production pourrait étre une conséquence de la tiétude |'arséniate en arsénite (Mylogta
al., 1998).
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Lors du stress oxydatif, une partie des radicachappe au systéme de controle et
attaque des cibles cellulaires entrainant I'agparile dégats souvent irréversibles. En effet,
les ERO sont de puissants agents oxydants capdtadtérer toute une série de cibles
biologiques importantes, avec comme conséquenoedification des domaines fonctionnels
des biomolécules (Devi et Prasad, 2004) (Figu@® L.1

- Inhibition de l'activité enzymatique ;

- Perturbation du métabolisme végétal (notammentplotosynthese et la

respiration) ;

- Oxydation de protéines ;

- Altération des membranes cellulairesa l'induction de phénoménes de

peroxydation lipidique ;

- Apparition de cassures au sein de I'ADN, pouvantiaire a la mort cellulaire.

Espéces réactives de I'oxygéne

ADN Lipides Protéines
h h
Oxydahm:t .des acides Peroxydation lipidique Oxydation de% groupements
nucléiques - sulfhydriles
Y
Production d’aldéhyde,
T~ malondialdéhyde, L ——
hydroxynonenal, ...

h » h 4

Altération des protéines
Systémes enzymatiques
activés/inactivés

Perturbation de I'intégrité membranaire
Altération fonctionnelle des récepteurs

\ h 4
Dommages cellulaires

Figure 1.19 : Principaux dommages cellulaires itglpar les especes réactives de I'oxygéne et

Altération des genes

provoqueés sur les lipides, les protéines et 'AdMrés Devi et Prasad, 2004).

Pour toutes ces raisons, les ERO sont généralarnasidérées comme des molécules

toxiques. Cependant, il est aujourd’'hui reconnulguesynthése joue un réle essentiel dans la
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vie et la mort de la cellule végétale. Elles petnagir comme des molécules de signalisation
cellulaire pour mettre en place des mécanismeséfiensle vis-a-vis d'un stress, qu'il soit
d'origine biotique ou abiotique (Dat al, 2000). En effet, de nombreux travaux ont montré
gue les ERO peuvent intervenir dans les cascadsgaalisation responsables de l'induction
et de la régulation de nombreux génes de défehgpi¢eceux codant pour les protéines de
choc thermique (HSP = Heat Shock Proteins) ou dezymes antioxydantes (Apel et Hirt,
2004 ; Mittleret al, 2004). Elles peuvent aussi intervenir dansoléification des parois
cellulaires lors de l'attaque d'un pathogene @aification), des précurseurs phénoliques sont
associés entre eux par des réactions dépendantédd,@e pour former les molécules de
lignine (Abreuet al., 2001).

3.2. Les systémes antioxydants de protection

As en exceés

Réactions d’'Haber-Weiss et
Fenton

— ROS - 02, OH, H,0,, etc. .

CAT NADPH
/ APOD MDHAR | ICDH & Ehl

GSH
/ NADPH
DHAR ICDH & E@
J/ \ NADP-+
GSSG

NADP+
MDHA

H,0
Vad
\ i DHA
LOX /

Aa-L Jasmonate

+ +

Figure 1.20 : Formation et détoxification des radlix libres lors d'un stress As. ROS : espéces
réactives de I'oxygéne ; SOD : superoxyde dismyt&s%&T : catalase ; LOX : lipoxygénase ;
Ao-L : acide a-linolénique ; APOD : ascorbate peroxydase ; ASscosbate ; MDHA
monodéhydroascorbate ; MDHAR : MDHA réductase ; DHAéhydroascorbate ; ICDH :
isocitrate déhydrogénase ; DHAR : DHA réductaseSHG glutathion réduit ; GSSG :
glutathion oxydé ; GR : glutathion réductase ; hems soulignés sont les noms des enzymes.
Les fleches pointillées sont les actions direcee&8, GSH eti-tocophérol sur les ROS et les
fleches vertes sont les enzymes dont l'activit&tasiulée par les ERO dans le cas des LOX et

par le jasmonate dans le cas des autres (Bes,.2008)

58



Pour réguler les teneurs en ERO, la plante réponthpaise en place de mécanismes
de prévention ou/et de détoxification. Les mécamisme prévention servent a dissiper
I'énergie absorbée en excés sous forme non dangepus la plante (chaleur). La
détoxification permet d'éliminer les ERO mais aulsicontenir les dégats provoqués. Celle-
ci utilise la capacité des enzymes anti-oxydar&}, peroxydase, catalase, ...) a réduire les
especes oxygénées formées lors du stress oxydedife gau pouvoir réducteur des
antioxydants (ascorbate, glutathion) (Figure 1.2@n effet, lors d'une production
physiologique de radicaux libres suite a un stadsstique, la plante dispose des systemes de
protection qui lui permettent de lutter contre @speces radicalaires. Ces systemes de

défenses sont constitués d'un dispositif endogemeatlre enzymatique.

3.3. Les cibles des ERO

En cas de stress oxydatif une partie des radicalbappent au systeme de controle et
vont donc pouvoir attaquer des cibles cellulairess radicaux libres provoquent la
peroxydation des lipides membranaires, altérapetanéabilité des membranes. lls entrainent
également une rigidité de la membrane augmentgmrsaéabilité. De plus, ils provoquent la
dénaturation et l'inactivation des protéines (oxigaades acides aminés, désamination en
dérivés carbonylés, fragmentation des chaines polighgues) (Apel et Hirt, 2004).
Certaines protéines peuvent au contraire étre éagivapres modifications, comme pour
certains facteurs de transcription. Au niveau'dBIN, de nombreuses Iésions sont induites
par les ERO. Les bases de I'ADN sont en effet se@ssibles aux ERO, qui induisent la
formation de nombreux dérivés, par addition, oximhaibu fragmentation (Gill et Tuteja,
2010). Les lésions dues au stress oxydatif peudeatévaluées tant au niveau des protéines
par le dosage des groupements thiols (SH : marqdaure non oxydation) ou des
groupements carbonyles (C=0, marqueur d'une oxydatgu'au niveau des lipides par le
dosage des produits de dégradation des lipidesésxy@BARS, Substances Reéactive a
I'Acide Thiobarbiturique) suite a la peroxydatioesdipides membranaires, qu'au niveau de
I'ADN par le dosage des bases oxydées ou des eas$eibrins (Apel et Hirt, 2004).

L'un des principaux mécanismes étudié pour évadiseeffets du stress métallique sur
les plantes est I'étude de la peroxydation lipidiguke dosage des produits de dégradation des
acides gras membranaires (TBARS). La peroxydafmditjue est un mécanisme en chaine
de dégradation des acides gras membranaires, camtla la formation d'hydroperoxydes
instables (Kharet al, 2009). Elle peut étre initiée de maniere chimjquiest-a-dire, a l'aide
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d'ions de métaux de transition qui engendrent &bcaux HO, mais aussi de maniere
enzymatique ou thermique. Les produits de la pafatign sont extrémement nombreux et
certains d'entre eux n'‘ont pas encore été idesitiies plus connus sont le malonyldialdéhide
(MDA) et le 4-hidroxynonénal (4HNE) (Rémita, 2001).

Différentes expériences ont permis de constater'ggeentraine la peroxydation des
lipides membranaires chez les plantes (Srivastavad, 2005 ; Shriet al, 2009), entrainant
une déstructuration des membranes modifiant leégrité, leur fluidité et par conséquence

leur perméabilité.

Chapitre IV : La phytoremédiation : un procédé bajique de
dépollution des sols

Le traitement des sols regroupe un ensemble deitpets, dont la fiabilité dépend de
la nature et de lI'importance de la pollution maissade la performance du procédé utilisé et
de son colt. L'importance des enjeux environnern&nfpollution des nappes et risques
sanitaires) et économiques a permis le développenerifférentes technologies pour la
réhabilitation de sites pollués. Dans ce contdktsage futur du site conditionne fortement le
choix de traitement.

Afin de pallier aux principales limitations des imédes actuellement disponibles dans
les stratégies de dépollution (traitement-situ par dégradation biologique des polluants
organiques, deésorption thermique, incinération auage du sol apres extraction), les
recherches s'orientent depuis quelques annéesl'wilisation de plantes supérieures. En
effet, il a été mis en évidence que la présence dauvert végétal induit ou stimule la
biodégradation de contaminants organiques (Redtle), 1996). De méme, certaines plantes,
dites métallophytes, sont capables de se dévelaipmi se maintenir spontanément sur des
sites fortement contaminés par divers ETM et oestade ces végétaux, qualifiés
d'hyperaccumulateurs, ont la capacité de stockessivement les ETM dans leurs parties
aériennes (Brooks, 1998). Les études concernartplgsiologie et le métabolisme des
plantes supérieures en milieu contaminé, ont pesiwement permis d'insérer le concept de
phytoremédiation a c6té de celui de bioremédiaties sites pollués. Aujourd'hui, le terme de
phytoremédiation est largement accepté et regrampensemble de méthodes basées sur
l'utilisation de végétaux supérieurs dans un olfjdetréhabilitation de sites pollués.
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1. Généralités

Selon la définition énoncée par 'ADEME en 2006,phytoremédiation est kn
procédé basé sur l'utilisation de la capacité detaias végétaux (herbacées, plantes,
arbustes, arbres) a se développer en milieux conésn En effet, ces végétaux peuvent
bloquer, extraire, accumuler, transformer ou déteuiun polluant. Ce procédé peut
s'appliquer au traitement des sols, des boues, sgéeliments, des effluents liquides voire
gazeux. Les polluants traités sont les métauxstdgants, les hydrocarbures aromatiques
polycycliques, les explosifs, les produits phytdsaes, ... »

Cette technique utilise les plantes pour réha&bilin écosysteme pollué et/ou réduire
les risques dans les relations sources - expositiénepteurs. Elle regroupe un ensemble de
techniques de biotechnologies ayant obtenu desltatssuencourageants pour des
problématiques diverses et permettant de traitegrdedes surfaces de sols ou des volumes

d'effluents liquides et d'air a de faibles codts.

2. Les différentes techniques de phytoremédiation

Les études réalisées a ce jour permettent d'eyeriseing types de stratégies de

phytoremédiation (Figure 1.21) particulierement peti@uses.

Plante hyperaccumulatrice

Phytovolatilisation Lo, LB, bt

ﬁ dégradation

- Effet Rhizosphére sorption

~
Rhizoatténuation

Les échanges sol - racine

Figure 1.21 : Les différents procédés de phytoraatih et le réle des plantes (Morel, 2010).
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- Phytostimulation ou rhizoatténuatianau niveau de la rhizosphére I'association
entre les plantes et les microorganismes du sohgttent la dégradation des contaminants
organiques. Cette méthode est notamment utilisdriigleplusieurs années par l'armée
ameéricaine dans le cadre de la dépollution de sttesaminés par des explosifs (TNT). Des
travaux de recherches ont montré son intérét damgdgradation de l'atrazine (Cuadrado
al., 2010).

- Phytovolatilisation: se réfere a l'absorption et la transpiration cegaminants,
composeés essentiellement organiques, par les pld#e composés sont volatilisés sous une
forme non toxique. Une étude a mis en évidencepaadté des peupliers a volatiliser 90 %
du TriChloroEthylene (TCE) contenu dans le sol (ERA98). Des travaux plus récents
meneés par Mohapatet al. (2008) ont mis en évidence une élimination de tAstenu dans

des boues par volatilisation en utilisant des miganismes anaérobies.

- Rhyzofiltration: cette méthode s'applique a la restauration des @a surface et
souterraines polluées. Le principe est d'utiligsr dapacités élevées du systeme racinaire de
certaines especes végétales pour extraire par pdiosorou adsorption les polluants d'un
milieu liquide. Cette méthode a notamment été ¢es® Ukraine dans le cadre de la
dépollution du site de Tchernobyl (Schnoor, 1997)par Vaillant et al. (2004) pour

I'épuration des eaux usées urbaines.

- Phytoextraction elle est basée sur l'utilisation de végétaux rggmimulateurs,
qui absorbent les ETM du sol de fagcon sélectiviegtaccumulent dans les organes aériens
faciles a récolter (McGrath, 1998). Ces espece®tafgs doivent posséder une biomasse
aérienne importante, étre compétitives et tolésmatda contamination et a des conditions
agronomiques défavorables (Pilon-Smits, 2005).eCietthnologie efficace pour une grande
variété d'ETM (Pb, Cd, Ni, Zn, ...), est aujourd'mbposée par de nombreuses sociétés
américaines avec un marché potentiel pour I'Eustpes Etats Unis de 1,2 a 1,4 Milliards $
pour le traitement des sites pollués par des ETévindowsket al, 2006).

Cette technique est complétée par le concept gwgktraction induite. Elle se base
sur l'utilisation de plantes a fortes biomasse atr@issance rapide. L'accumulation des
éléments traces est stimulée par I'ajout d'un age¥iateur organiqueaturel (acides aminés,
acides organiques, ...) ou de synthése (Acide EtbylBramine Tétracétique (EDTA),
Ethylene Glycol Tétraacétique (EGTA), ...) afin d'enanter la biosdisponibilité de I'élément
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ciblé (Evangelowet al, 2007 ; Komarelet al, 2010). De nouvelles approches s'orientent vers
l'utilisation de plantes génétiguement modifiéedles queNicotiana tabaccumBrassica
oleracea, Populus tremula x P. alpa., avec une stimulation de plusieurs fonctiais tjue
l'activité des transporteurs membranaires, la ol des enzymes du métabolisme du
soufre et la synthese de chélatants intracelldaiets que les métallothionéines ou les
phytochélatines (Sappin-Didiet al, 2005 ; Kotrbaet al., 2009 ).

L'un des inconvénients de cette technique estrdation d'une nouvelle source
d'exposition avec un risque d'entrée des contarsndans la chaine trophique et leur
potentiel retour au sol avec la chute des feudkels formation de la litiere (Stoltz & Greger
2002). Ainsi, Blaylocket al. (1997)ont montré que I'utilisation dBrassica juncealans un
procédé de phytoextraction assistée entraine Buption de 6 t.idde déchet biologique qui
peut contenir de 1 a 1,5 g de Pb par kg de matiéohe. Une des premiéres étapes de
traitement de ces déchets est la réduction de jpain compostage ou par compaction avec
obligatoirement la prévision d'un systéme de réatmh des lixiviats (Raskiet al. 1997).

La biomasse est ensuite principalement traitéevpa thermochimique (Ghosh et Singh
2005). Le produit final peut étre stocké dans untree d'enfouissement ou subir une
extraction liquide des ETM dans les cendres (Sasdsmiskaet al, 2004).

- Phytostabilisation elle permet de réduire de maniére chimique albbique la
fraction disponible des polluants dans le sol riph@sique, en les stockant dans le systeme
racinaire ou en favorisant son insolubilisation denghizosphere. L'implantation de plantes
vivaces sur le sol permet de limiter la dispersabrie transfert des polluants vers d'autres
milieux (Alvarengaet al, 2008 ; Kumpieneet al, 2009). En effet, I'apport d'un couvert
végetal sur un sol pollué limite les risques dénms et de lessivage du sol. Dans ce cas, il
n'‘est pas recherché une extraction des polluants I;wa maintien dans I'environnement des
racines. Des végétaux avec un systéme racinairerieng sont privilégiés pour augmenter les
surfaces de contact sol-plante. Cette approcheaunse a limiter les risques de transfert de la
pollution en dehors du sol contaminé et permet émentemps une meilleure intégration
paysagere pour des sites présentant d'importanisnesl impossibles a stocker en décharge
de classe |. Les plantes candidates pour un prodéd@hytostabilisation doivent avoir
plusieurs propriétés, notamment une capacité denisation du site facile, une croissance
rapide, étre tolérantes aux contaminants, uneefdiainsiocation du métal vers les parties
supérieures, un cycle de vie long, un fort taux m@roduction et des avantages

commerciaux/économiques pour rentabiliser le sitdaminé (Menclet al.,2005).
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Cette technique peut étre améliorée par un apfaraehdements aux sols capables de
réduire la mobilité et la disponibilité des ETM de fertiliser le sol. Le but de l'ajout des
amendements est d'augmenter la sorption des cardgataisur les phases porteuses solides du
sol ou de favoriser des réactions physico-chimiqaes augmentation du pH) ou biologiques
qui font diminuer le pool labile en contaminantgamment dans la solution du sol (Gupta et
Sinha, 2006). Plusieurs mécanismes réactionnelspamsibles, la sorption - adsorption, les
réactions acide - base, la précipitation, I'échatigms, la complexation ou 'oxydoréduction
(Williford et al.2001, Menctlet al.2003).

De nombreux matériaux sont connus pour ces pregrigels que la béringite (Mench
et al, 2003 ; 2006), les cendres volantes (Gupta etaSiBQ06 ; Pourruet al, 2011), la
montmorillonite (Huanget al, 2010), la zéolite (Shet al, 2009), la grenaille de fer (Mench
et al, 2003 ; 2006 ; Kumpienet al, 2011), la matiére organique (Menehal, 2003 ; Shiet
al., 2009, Parlet al, 2011), les produits phosphatés ou carbonatés weGet al, 2001 ;
Hettiarachchi et Pierzynski, 2002), les oxydes wydrbxydes d'aluminium, de fer et de
manganese (Hettiarachchi et Pierzynski, 2002).

Le recours aux vegeétaux supérieurs dans les gieatede dépollution est donc
considéré aujourd'hui avec un intérét croissantt Bucontinent Nord-Américain, les
techniques de phytoremédiation sont particuliererngligées, une vingtaine de brevets a été
déposée au cours de ces 7 derniéres années. €efiire eux protegent une meéthodologie
spécifique et bénéficient d'une couverture intéomale (Raskiret al, 1994 ; Chanewt al,
1998), alors que les autres ont trait a des misgmant techniques ou a l'utilisation d'espéces
végétales.

3. Les espéces vegetales métallophytes

La végétation présente sur les divers types ddtabmétalliferes présentent une
spécialisation écologique, une fréquence de ratetd risque d'extinction élevés (Whitiag
al.,, 2004). Les conditions écologiques extrémes remg€es sur les sites métalliferes
entrainent la formation de phytocénoses originfigast, 1974). Celles-ci sont composées,
d'une part, d'un nombre important d'especes end&sigpparues probablement par le jeu de
l'isolement écologique et géographique (Rajakaru2@)4). Pour les sites métalliferes

anthropogenes, la végétation métallicole est, idaart, caractérisée par des especes locales
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provenant des habitats non métalliferes voisins aqui colonisé rapidement ces milieux
contaminés en acquérant des capacités de résistandel M présents (Schat & Ten Bookum
1992).
Les végétations dites métallicoles présentent dextéristiques communes (Faucon, 2009) :
- Une rareté et un faible recouvrement des phahgtep ;
- Une surreprésentation des espéces a stratéggis-stiérante ;
- Une sous-représentation des arbres ;
- Un recouvrement total souvent < 100 % ;

- Une faible productivité.

Les plantes métallophytes sont des plantes quiéseloppent préférentiellement ou
exclusivement sur un sol riche en un métal donrem@h, 2006). Selon la classification de
Lambinon & Auquier (1963), ont été distingueés :

- Les métallophytes absolues pour les taxons eigg&s des sols métalliferes ;

- Les pseudométallophytes pour les especes préssutesols métalliferes et non

métalliféres.

Dans ce présent travail nous utiliserons le texmeétallophyte» pour désigner toutes

les plantes qui se développent spontanément sswlumétallifére.

Hyperaccumulatrice

Accumilatrice

(mgkg!)

Indicatrice

Concentration en métal dans la plante

Excluante

Concentration en métal dans le sol (mgkg!)

Figure 1.22 : Catégories des plantes présentedesusols contaminés par des ETM (Prasad et

Hagemeyer, 1999).
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Pour s'implanter, se développer et se reproduiredss sols riches en polluants
métalliques et métalloides, les especes métallephynt développé des stratégies distinctes
pour tolérer, accumuler et transporter les élémieates en excés dans le sol (Remon, 2006).
Selon les parametres physico-chimiques des solsatlare des éléments métalliques, leurs
teneurs et leurs spéciations, les espéces vegdesdesriétés et les processus impliqués dans

la rhizosphére, les mécanismes mis en jeu par deggd sont différents (Figure 1.22).

En fonction du facteur de transfert sol-plante &33M, les plantes peuvent étre

classées en quatre groupes (Remon, 2006).

- Lesplantes excluantemettent en place des mécanismes d'exclusion des ETM
mettant en jeu deux stratégies distinctes. D'ur, paxclusion est caractérisée par le
phénomene d'évitement défini comme la capacité eleains organismes a empécher
I'absorption des métaux (Baker & Walker, 1990gsi observé notamment chez les bactéries,
les champignons et les algues, il semble plus chez les végétaux supérieurs (Baker &
Walker, 1990). D'autre part, les végétaux toléramts ETM dits « exclueurs » absorbent les
meétaux et meétalloides mais ils sont capables dairgédeur translocation vers la partie
aérienne en les séquestrant dans les tissus rasiriRauwels, 2006). Certaines métallophytes
présentent un mécanisme de détoxification en latglexcés de métaux dans leurs feuilles
mortes (Dahmani-Mulleet al., 2000). A partir d'une concentration critique démsol, les
ETM sont massivement transportés vers les feudleprovoquent des dégats liés a leurs
toxicités. Chez des écotypes Hmlcus lanatus Meharg et Macnair (1992 et 1994) ont
expliqué la capacité excluante vis-a-vis de I'As pae faible affinité des transporteurs

membranaires des phosphates pour I'As.

- Les plantes accumulatricesont caractérisées par une forte biomasse et un
enracinement important permettant d'augmenter sadiace de contact avec le sol et leur
capacité de stockage des éléments traces. Lesxrgitaetalloides absorbés sont concentrés
préférentiellement dans les parties aériennes daalate (Faucon, 2009). L'accumulation
s'accompagne alors d'une détoxification des ETMdeanombreux processus moléculaires
qui s'orientent souvent vers la complexation ddsi@ots avec des molécules organiques pour
faciliter leur transfert ou leur stockage. Différentmécanismes sont impliqgués dans
'accumulation des métaux et métalloides chez kstgs, tels que la capacité a mobiliser les

ETM du sol pour les absorber dans le systeme raejria séquestration d'une partie dans les
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vacuoles des cellules racinaires, leur transfers \es parties aériennega le xyleme pour
permettre leur stockage dans les vacuoles desle=lfoliaires (Clemen®t al, 2002 ;
Verbruggenet al, 2009). L'utilisation de ce type de plantes entpéaytraction présente
lavantage de produire une plus grande quantitébidenasse permettant une meilleure
absorption des éléments traces et en cas de \ailonsune plus forte production. Une étude
a été menée sur différents cultivars de Salix peyhytoextraction du Cd, Cu, Hg, Pb et Zn
sur un site contaminé et a montré une capacitéalption spécifigue au métal et a la variété
de Salix utilisée, mais aussi une production redstient importante de biomasse aérienne
(Mleczeket al, 2010).

- Les plantes hyperaccumulatricesosseédent deux caractéristiques essentielles.
D'une part, un facteur de translocation (FT), rappe la concentration en ETM dans les
feuilles a la concentration en ETM dans les ragigasest supérieur a 1 et d'autre part, elles
concentrent les polluants métalliques a des coraténis au moins 10 fois plus importantes
gue les plantes accumulatrices et souvent supéseuf,1 % de matiere séche exceptées pour
le Cd et Hg (Zhao, 2009). La plupart des plantgsehgccumulatrices n'accumulent pas les
ETM de maniére similaire (Tableau 1.8). Ainéi, halleri est une espece hyperaccumulatrice
de Cd et de Zn dans les feuilles mais accumulantipalement le Cu et le Pb dans les
racines (Dahmani-Mulleet al, 2001). Le terme d'espece hyperaccumulatrice agatlement
défini comme étant une plante capable d'accumwdes des feuilles des teneurs en ETM
supérieures a (Baket al.2000) :

- 10ug de Hg /g de MS (matiere seche),

- 100ug de Cd /g de MS,

- 1000ug de As, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, Se /g de MS,

- 10 000ug de Mn, Zn /g de MS.

A ce jour, environ 400 espéces végétales ont d@éntifiées comme
hyperaccumulatrices d'un métal ou métalloide doreprésentant a peine 0,2 % de toutes les
angiospermes (Brooks, 1998 ; Bakar al, 2000). De fait, peu d'especes vegeétales sont
reconnues aujourd’hui comme des hyperaccumulatdoks (Gonzagaet al, 2006). La
majorité des especes connues sont des fougeresfdmille des Pteridaceae et en premier
lieu Pteris Vittata L. (Ma et al, 2001 ; Wanget al, 2007), suivi dePityrogramma
calomelanos L(Francesconét al, 2002) et de nombreuses autres especes du Benig tel
gueP. cretical. (Zhaoet al, 2002 ; Wanget al, 2007),P. longifoliaL., P. umbrosa_., P.
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argyraeal. (Zhaoet al, 2002),P. quadriauritalL., P. ryiunkensid.. et, P. biaurit (Srivastava
et al, 2005).

La plupart des plantes hyperaccumulatrices sombcté&isées par un faible
enracinement et une croissance lente, ce qui teb meins efficaces pour une utilisation a

grande échelle par rapport aux especes accumakatric forte biomasse (Prasad et
Hagemeyer, 1999).

Tableau 1.8 : Nombre d'espéces hyperaccumulatoesmues pour différents métaux et
métalloides et familles les plus représentées (Baikal, 2000 ; Dubourguieet al, 2001 ;
Kramer, 2010 ; Rascio et Navari-lzzo, 2011).

Eléments Nombres d'espéces Nombre de familles Falailes plus représentées
As 2 1 Pteridaceae
Cd 2 1 Brassicaceae
Co 28 11 Lamiaceae, Scophulariaceae
Cu 37 15 Cyperaceae, Poaceae, Lamiaceae,

Scophulariaceae
Mn 9 5 Apocynaceae, Cunoniaceae, Proteceae

Ni 317 37 Brassicaceae, Cunoniaceae, Euphorbiaceae,
Flacourtiaceae, Violaceae

Pb 14 7 Asteraceae, Brassicaceae
Se 20 7 Fabaceae

T 1 1 Brassicaceae

Zn 13 5 Brassicaceae, Violaceae

- Les plantes indicatricesprésentent une capacité de prélévement des ETM
proportionnelle a la fraction totale en ETM darsdels jusqu'a des teneurs toxiques. Dans ce
cas, l'absorption est régulée ou se fait de mamiassive. Les plantes sont dites indicatrices

car les concentrations mesurées dans la planéaeficelles observées dans le sol.

A l'heure actuelle, le principal obstacle au dépptment des procédés de
phytoremédiation réside dans le nombre réduit d@sppotentiellement utilisables a I'échelle
industrielle. En effet, la sélection d'espéces togthytes est dépendante du type de polluant

mais aussi des conditions de culture (climatiquesdaphiques) et des caractéristiques de
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I'espece sélectionnée (vivaces ou pérenne, nosiireva). Tout ces parametres sont difficiles
a contrbler et représentent une limitation supphéaiee du procédé. Par conséquent, il est
nécessaire de poursuivre les recherches afin éet®&liner de nouvelles plantes tolérantes

et/ou accumulatrices et de mieux comprendre leupooi@ment sur site pollué.
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Deuxiéme partie :
Matériels et méthodes
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Chapitre | : Présentation et localisation du siteétude

1. Localisation géographique

La friche industrielle de la « Vielle Usine » dZan se situe sur la commune d'Auzon
dans le département de la Haute-Loire en région dymee(carte IGN 1/25 000 : 2633 O St
Germain — Lembron, Figure 1l.1). La commune egdiéstdans le parc Livradois-Forez, le
plus grand parc naturel régional francais. Le qartane superficie de 155 kmz2, son altitude
s'étageant entre 400 et 1 100 metres d'altitualat(lde du site est de 456 m), il est limitrophe
au département du Puy-de-Déme. Le site est sitdd0akm d'Aurillac (15), 60 km de
Clermont-Ferrand (63) et 10 km de Brioude (43).g@alocalisation est 45°23'11.6'N,
3°21'32.42 E.

] Zone boisée
Taus
B Riviére
] Rewte départementale
Lo Autre route érolte
™,/ Cletres, Murs
Batment

Parcelle L
détude (227) | §

oo

Figure 1.1 : Carte IGN 2633 O St Germain-Lembr@aiices, 2004) et carte de I'ancienne
usine d'Auzon (Eisenlohr, 2000).

Le site de "la Vieille Usine" est fragmenté engibwirs parcelles. L'ensemble des
terrains appartient a trois propriétaires : la @ame d'Auzon, le Conseil Général de Haute
Loire et I'Etat. La parcelle 227 (4 400)nsituée au sud-ouest du site, est constituéesdilin
naturel partiellement boisé, elle fait I'objet defdrésente étude (sol Auzon Pollué ou AP,
Figure 11.2).

Dans le cadre de nos expérimentations en condittamtrdlées ein-situ, un site
témoin (sol Auzon Témoin ou AT, Figure I1.2) a &&ectionné pour évaluer l'effet de la

pollution sur le développement et I'activité physgique et biochimique de la végétation. Ce
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site référence est situé au bord de I'Allier, a pnité de la "Vieille Usine d'Auzon”
(45°23'13.67"N, 3°21'24.32"E), sur des terres ajge non exploitées au cours de ces dix
derniéres années. Le sol est formé des alluvion®Atier, cependant, l'impact de l'activité

anthropique a entrainé la formation d'un anthropdsovégétation est de type prairial.

Figure 11.2 : Localisation de la parcelle 227, zabétude située au sud-ouest du site pollué, et

de la parcelle témoin installée sur la plaine adlilesde I'Allier.

2. Historique du site

L'activité industrielle de I'usine, exploitée par'Compagnie Miniere et Métallurgique
d'Auzon", a débuté en 1902 par le grillage dedaopyrite ou mispickel (FeAsS) provenant
des mines environnantes et destiné a la produdtmide arsénieux. Les produits sont utilisés
notamment pour le traitement des vignes (As métadli acides arsénieux, arséniates de
soude) et sont présentés sous forme de bouilli¢sllimées. La production change a partir de
1926 et s'oriente vers la fabrication de produkigtpsanitaires avec l'arsalumine (arséniate
d'aluminium : AsQAl), lI'arséniate de plomb, l'arséniate de cuivréagséniate de soude. Ces
insecticides et pesticides arsénicaux sont priteipant utilisés dans la sylviculture mais
aussi pour le traitement de la vigne et des pldatpommes de terre. Ces activités valent a
l'usine le surnom de "la Poison"”, nom donné pawikageois a cause du dépérissement de
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certains vergers aux abords du site (Vialaron, 1998 partir de 1929, l'activité est
superficielle, elle est compléetement stoppée arpdet1932. En 1935, la société "L'Arsenic”
reprend l'activité du site avec la fabrication e ¢tommercialisation des produits
phytosanitaires. L'arrét de I'exploitation intentieen 1949 mais la commercialisation des
produits se poursuit jusqu'en 1969. Cependantsibeks de produits chimiques ont subsistés
sur le site. En 1985, le BRGM dénombre :

- Produits solides : 300 tonnes environ d'arsalemii 350 kg d'un produit a 32 %
d'As + 6 000 kg de sulfate d'alumine hydraté + mmvi6 000 kg de silice ou
silicates + des quantités en traces d'autres gsopui

- Produits liquides : acide acétique, acide sulfugi acide chlorhydrique et acide
nitrique.

Les produits liquides étaient bien stockés au ratet des produits solides plus
dispersés et moins bien conditionnés. Les déchetdupis, essentiellement constitués de
scories issues du grillage du minerai sur placejétwis et de minerai plus ou moins stérile
(BRGM, 2004), ont servi de remblais sur le site cmurs des années d'exploitation. lls
contiennent une réserve non négligeable d'As aveaépartition hétérogéne sur I'ensemble
du site.

En 1992, le site est inscrit au répertoire desssét sols pollués du Ministere de
I'Environnement. Actuellement, le site est unehieiédndustrielle ou la plupart des structures
sont démolies et ou les produits ont été retir@sptoximité de la riviere peut entrainer un

transfert des lixiviats issus du site vers des¥stemes aquatiques.

3. Caractéristiques hydrogéologiques du site ateli

La Vieille Usine d'Auzon est localisée sur lesralbns du ruisseau de I'Auzon et de
I'Allier, dans le cone d'épandage qu'ils formentl@houché des gorges a environ 200 m de la
confluence entre les deux cours d'eau. Ces allaviorment un réservoir aquifere exploité,
dont le socle cristallin sous-jacent constitue bstratum (Sanjuast al, 2001). La nappe
d'accompagnement de ['Allier s'écoule au sein deéservoir, qui s'étend sur une largeur
variable, le long du cours d'eau. Les écoulemenigesrains au niveau de l'usine convergent
trés probablement vers I'Allier, en dehors desgoié&s de crues (BRGM, 2000). Dans un tel

contexte la perméabilité de l'aquifere est prolbablg élevée et permet un transfert rapide

75



des substances dissoutes. Par ailleurs, le sitsitest en zone inondable selon le Plan de
Prévention du Risque Inondation de I'Allier (PPRiieX, Annexe II).

Le socle cristallin du site est constitué de natjtas gneissiques formées pendant le
cycle orogénique hercynien (Sanjuainal, 2001). Les alluvions sont constituées de sables
argileux sur les 2-3 premiers metres, puis de sapiessiers pouvant contenir des galets
(Mossmann, 2000).

4. Etude floristique du site atelier

Selon la définition de Braun Blanquet (1928)association d'espéces est un
groupement végétal plus ou moins stable en éqgeildvec le milieu ambiant, caractérisée
par une composition floristique dans laquelle cersaéléments exclusifs indiquent par leur
présence une écologie particuliere et autoname”

Pour caractériser la couverture végétale d'un sitetaminé et ainsi permettre
l'identification de groupement végétal et d'espanésallophytes, un relevé floristique a été
réalisé sur le site de la Vieille Usine d'Auzon. méme, le couvert végétal du site témoin
(AT) a été étudié. Il s'agit d'une prairie permdeesituée a proximité du site contaminé
présentant une végétation en friche a un stadegiatéon comparable a la parcelle polluée.

L'enquéte phytosociologique a été réalisée setborméthode sigmatiste (Braun-
Blanquet, 1964) sur deux zones floristiguement hggnes, I'une de 250 m2 (AT) et l'autre de
600 m2 (AP). L'étude se base sur un quadrillagéedain en placettes de 3 m2 (Figure 11.3).
Les relevés ont été effectués de mai a juin 2008caurs de la période de végétation
optimale. L'identification des espéces est effect@udaide de la "Flore compléte portative de
la France, de la Suisse et de la Belgique" (BongidDe Layens, 1986) et de "I'Atlas de la
Flore d'Auvergne"” (Antonetgt al, 2006).

La contribution de chaque espéce dans les diff€rexievés a été évaluée par les
coefficients d'abondance / dominance (Braun-Blapq852), une des notions les plus
utilisées en phytosociologie. Le concept d'abondagxprime le nombre d'individus qui
forment la population de l'espéce présente danselevé. La dominance représente le
recouvrement de I'ensemble des individus d'unecesp@ennée, comme la projection verticale
de leur appareil végétatif aérien sur le sol (Wal2006). Le coefficient d'abondance-
dominance est estimé visuellement. Son estimasbrsigette a une part de subjectivité, qui

est cependant négligeable dans I'analyse phytdegimjoe globale (Meddour, 2011).
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Figure 11.3: Représentation du quadrillage du site en placktt®d m2 (3 m * 1 m) pour I'étude

floristique réalisée sur le site d'Auzon par lameéie de Braun - Blanquet.

L'échelle des coefficients d'abondance-dominaAgedé Braun-Blanquet est définie
comme suit (Walter 2006) :
: Recouvrement > 3/4 de la surface de référend@® ) ;
: Recouvrement entre 1/2 et 3/4 (50-75 % de leaserde référence) ;
: Recouvrement entre 1/4 et 1/2 (25-50 % de l@aserde référence) ;
: Recouvrement entre 1/20 et 1/4 (5-25 % de l@aserde référence) ;

: Recouvrementt 1/20 € 5 % de la surface de référence) ;

+ P N W b~ O

: Peu d'individus, avec trés faible recouvrement.

A partir de I'étude floristique des deux zoneszdw témoin (AT) et Auzon pollué

(AP), différents indices sont calculés renseigrsamtia biodiversité de chaque friche.

- L'indice de similarit¢ de Jacquard (J) est uneabte statistique permettant
d'évaluer la similarité et donc par opposition laedsité de la végétation entre deux
échantillons. Pour deux relevés, notés A et Baleut de I'indice de Jacquardls)) est le

suivant :

l3a-8) = (Nombre d'espéces communes de A et B/ Nomkaied@spéces de A et B) * 100.
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- L'indice de Shannon (H'), basé sur la notion td@e, permet de mesurer la

biodiversité. Il est calculé avec la formule suiwant
<
H = 2 pi In pi
i=1

pi : Proportion d'une espet@ar rapport au nombre total d'espéces (S) damslikeu d'étude
(ou richesse spécifique du milieu).

Les coefficients d'abondance-dominance sont tramef® en variable continue comme suit
(Leps et Hadincova, 1992) :

A=5 pi = 0,875
A=4 pi = 0,625
A=3 pi = 0,375
A=2 pi = 0,150
A=1 pi = 0,025
A=+ pi = 0,0125

- L'indice d'équitabilité (E) permet de compares geeuplements dont le nombre
d'espéces est différent. Il est défini par le rappatre l'indice de diversité (de Shannon par
exemple) et l'indice qui correspondrait a une ditérmaximale, c'est-a-dire a un peuplement

ou toutes les espéces auraient le méme effectifaly':

Hmax=InS
E =H'/H'max =H'In S.

Chapitre 2 : Analyses des échantillons de sol

1. Protocole d'échantillonnage

Aprés élimination de la couche 0-5 cm contenatitire végétale, les prélevements
de sols ont été réalisés, a la pelle a main pesuédbantillons destinés aux cultures contrblées

en phytotron (avril, 2008) et a l'aide d'une taipour les échantillons destinés a I'étude des
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parameétres physico-chimiques et des teneurs eregtértraces dans le sol nécessaire pour le
diagnostic du site et le suivi des cultumresitu (printemps, 2010). Ces différentes techniques
ont permis de prélever, dans le premier cas, laepswperficielle du sol, entre la surface et
20 cm de profondeur, et dans le second cas, demtilidns ponctuels, entre la surface et
jusqu'a 1 m de profondeur dans le but de vérifigigine de la contamination. La Figure 1.4
représente les zones de prélevements effectuéesapmulture en condition contrélée.

Le nombre de répétitions et la répartition desepements ont été définis en fonction
de l'utilisation du sol (culture, analyses) et dpet d'analyse a réaliser (diagnostic, controle,
caractérisation). Pour la caractérisation physhioa@mue et le diagnostic de la pollution du
sol, 5 préléevements, d'environ 10 kg chacun, répsut I'ensemble de la parcelle (Figure 11.4)
ont été réalisés et rassembler pour former un étlbanglobal. A partir de cet échantillon
global, 4 échantillons ont été prélevés pour évalaepollution et analyser les paramétres
physico-chimiques du sol. Le sol est ensuite statzk®s des bidons pour étre utilisé lors des
cultures sur sol en condition contrélées. Pouruieides parametres du sol au cours des
culturesin-situ, 3 prélevements de sol par parcelle (d'une surdac&0 m?2) d'environ 1 kg,
ont été effectués a 2 laps de temps différentsnf(a@taprés culture) et répartis de facon
aléatoire sur la surface de la parcelle. Apresuogiltle prélevement a été réalisé au niveau du

sol rhizosphérique.

Figure 11.4 : Localisation des zones de prélevemsunt le site d'Auzon pollué (AP, en rouge),

et sur le site d'Auzon témoin (AT, en jaune), ligées noir sur le site industriel représente les
zones d'études du BRGM.
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2. Analyses des parameétres physico-chimiques dul so

2.1. Mesure du pH

Les mesures de pH et pHc sont effectuées selon la norme 1ISO 10390 (AFNOR,
1999). Pour le pk, 5 g de sol séchés a l'air libre et tamisés a 2smmb mis en suspension
dans 25 mL d'eaultra pure agités pendahth sur une table d'agitation & 150 tr.thimodéle
Fisher Bioblock Scientific), puis laissés au repesdant 2 h. Le pH est ensuite mesuré a
l'aide d'un pH-metre (modele Mettler Toledo, seeany). Le pk,indique I'acidité réelle et
prend en compte les iong® libres dans la solution du sol.

Pour déterminer le ptd, le sol est mis en suspension dans 25 mL d'undicola
1 mol.L* de KCI. Le phc correspond & la concentration en iosOHdu sol obtenue aprés
ajout de KCI. Le KCI a pour effet de libérer le$ fikés sur le complexe argilo-humique, ce

qui permet de déterminer l'acidité totale ou aéidie réserve du sol.

2.2. Mesure de la capacité d'échange cationiquedyC

La CEC représente la quantité totale de catiohar@geables que le sol peut adsorber.
La CEC a été déterminée par la méthode au chlatereobaltihexammine (Co(N}Cls3)
selon la norme NF X 31-130 (AFNOR, 1999). Le pnecde cette méthode repose sur le fait
que les ions cobaltihexammine (Co(j)§i") s'adsorbent & la surface du sol et déplaceni ains
les cations retenus par le sol. Pour cela, 2,5 gotitgamisés a 2 mm sont mis en suspension
dans 50 mL d'une solution de Co(NCls & 0,016 mol.L, agités pendant 2 h sur une table
d'agitation & 150 tr.mih (modéle Fisher Bioblock de type SM30B), centrifsigs mn a
3 000 g(centrifugeuse Beckman type CH-J2MC), puis filt(§tres Whatman 0,45 um
membrane en ester de cellulose). Les ions CgliNHorésents, en excés, dans la solution sont
ensuite déterminés par colorimétrie a 470 nm, #&lel'ad’'un spectrophotometre UV-
Visible (Perkin-Elmer Lambda 2S UV/VIS). La CEC estprimée en méqg/100 g de sol (1
meq/100g de sol = 1 cnidkg™?).
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2.3. Granulométrie

La granulométrie a été determinée en suivant tmaed\NF X 31-107 (AFNOR, 2004).
Cette analyse a été effectuée par le Laboratomealyses des sols de I'INRA (Arras, 62).
Cette norme permet une détermination de la didtdbwgranulométrique en cing fractions. I
s'agit des argiles (< @m), des limons fins (de 2 a 320m), des limons grossiers (de 20 a
50 um), des sables fins (de 50 a 20®) et des sables grossiers (de 200 a 21000 Les
résultats sont exprimés par rapport a la phaseratimésomme des 5 fractions = 1 000). Les
résultats obtenus ont permis la caractérisatiomadexture des sols par le diagramme du
GEPPA (Groupe d'Etudes des Problemes de Pédolpgikgiée) (Mathieu, 1998).

2.4. Teneur en carbone organique

La teneur en carbone organique a été déterminée Eehorme 1ISO 14235 (AFNOR,
1999). Il s'agit d'une oxydation du carbone orga@idu sol par le bichromate de potassium
(K2Cr,07) en exces, en milieu acide 460,), et a chaud. Le chrome VI est réduit par le
carbone organique en chrome lll. Le Cr(VI) resesttensuite dosé. Pour cela, 250 mg de sol
de particules inférieures a 2 mm sont meélangésmd.5d'une solution de bichromate de
potassium a 8 % et a 7,5 mL d'acide sulfurique eotré. Apres une centrifugation de 10 mn
a 3 000 gBeckman type CH-J2MC) et une filtration (filtre \Atman 0,45:m, membrane en
ester de cellulose), le Cr(VI) est dosé a 580 nfaidle d'un spectrophotométre UV-
Visible (Perkin-Elmer Lambda 2S UV-VIS). Une courb@&talonnage est réalisée, elle est
établie a partir de glucose, qui subit le mémequale que le sol. L'évaluation de la teneur en
matiere organique de I'échantillon s'effectue paplieation d'un facteur de conversion
(f=1,73) a la teneur en carbone obtenue. Ce dactépend du type de matiere organique

présente et peut varier de 1,7 a 2,5 pour lesagpisoles.

2.5. Teneur en azote total

La teneur en azote total a été déterminée selaoriae 1ISO 11261 (AFNOR, 1999).
Il s'agit d'une méthode Kjeldahl modifiée qui petnie doser l'azote sous ses formes
ammonium, nitrate, nitrite et organique. 0,5 g dede particules < 250 pm sont minéralisés
dans 7 mL d'acide salicylique/sulfurique (25 §.dans HSQy), 0,5 g de thiosulfate de
sodium, et en présence d'un mélange catalytiqu®@K+ CuSQ. 5H,0 + Se) et de quelques
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billes de verre (régulateur d'ébullition). Le mélangst chauffé a reflux a faible ébullition
pendant environ 2 h. Le minéralisat est distillééapjout de 50 mL d'eau et 50 mL de soude
a 30 %, cet ajout permet de neutraliser l'acideitdjalans la phase de minéralisation et
d'atteindre un pH proche de 14 ou l'ion ammoniutmaalement transformé en ammoniac.
Le distillat est récupére, et aprés ajout de quslgorittes de l'indicateur de Tashiro, il est

titré avec de l'acide chlorhydrique & 0,05 mdl.L

2.6. Teneur en phosphore soluble

La mesure du phosphore soluble dans le sol e&ééaelon la norme NF X 31-161
(AFNOR, 1999). Elle consiste a l'extraction desrfes solubles du phosphore contenu dans
le sol par la méthode de Joret-Hébert. Un échantdle sol de 1 g broyé en particules fines (<
250 um) est introduit dans un tube avec 25 mL di¢tisa aqueuse d'oxalate d'ammonium a
0,1 mol.L'* et pH 7. Le flacon fermé est agité pendant 2 5@ tt.mir* (table d'agitation
Fisher Bioblock de type SM30B) puis filtré (filtr&ghatman 0,45 um membrane en ester de
cellulose) afin d'obtenir un extrait limpide. Dartsaque tube, 9 mL de réactif de coloration
(solution sulfomolybdique contenant du thiosulfate sodium, du formol et de l'acide
ascorbigue) sont ajoutés, le mélange est ensuitogéneise et chauffé a 75 °C pendant 30
min. Apres refroidissement, une mesure de labmorpta 825 nm est réalisée
(Spectrophotomeétre Perkin-Elmer Lambda 2S UV/VIS).

Chapitre Il : Matériel végétal et conditions de twre

1. Description des espéces veégétales sélectionnées

1.1. Agrostis capillaris L.

Agrostis capillarisou I'Agrostide commune comme beaucoup d'autres bresmdu
genre Agrostis, est une espéce a intérét agronenfajble a moyen en raison de sa faible
production et de sa digestibilité plus stable awrgale la saison pour les animaux de paturage

(Jouven, 2006). D'autre part, elle est capable eladé&velopper sur des sols acides et

82



relativement pauvres et résiste aux périodes desesse (Coronel, 2005). La présentation de

I'espéce est détaillée dans le Tableau II.1.

Tableau II.1 : Présentation de I'Agrostide commuyggpstis capillarisL.

Famille Poaceae
. Agrostis capillaris
Espece .
Synonyme A. tenuis
Type Monocotylédone, C3
Origine Europe - Asie

Généralités| Plante herbacée pérenne

Espéce invasive

Hauteur 10 a 80 cm

Croissance rapide

Profondeur des racines jusqu'a 65 cm
Types de sol : texture sableuse,

limoneuse ou limoneux-sableuse,

pH4,9-7,5 Lindsey, 2005 et 2006

Cette espéce a été choisie pour sa capacité gert@é a accumuler en quantité
importante I'As, jusqu'a 1 g.Kg(Wang et Mulligan, 2006). De plus, I'étude flodsie
préliminaire du site d'’Auzon a montré que cettecespest la plus abondante sur la zone

prairiale du site pollué.

1.2. Solanum nigrum L.

Cette espece est présente sur le site de laé/igdine d'’Auzon en Haute Loire, sa
présentation est détaillée dans le Tableau Il.2. dflkeurs, elle est connue comme étant
hyperaccumulatrice de cadmium (Seh al, 2008 ; Jiet al, 2011). L'importance de sa
biomasse aérienne fait d'elle une espéce intétessdans le cas d'un procédé de

phytoremédiation de sites contaminés aux élémeated.
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Tableau 1.2 : Présentation de la Morelle no8elanum nigrunt..

Famille Solanaceae

Espéece Solanum nigrunt..

Type Dicotylédone, C3

Origine Large répartition notamment en Europ '

milieu tempéré

Généralitég Plante herbacée annuelle
Adventice

Hauteur 10 a 60 cm

Plante diurétique et narcotique
Fruits toxiques

Espéce relativement ubiquiste,

préférence pour les sols légers A
Plante indicatrice des sols riches en aZote King Saud University, 2007
(Andres, 2005)

1.3. Vicia faba L.

C'est une plante herbacée annuelle peu exigearge,un fort développement foliaire
et présente dans les régions tempérées (Tableju Hlle est originaire du Moyen-Orient
mais sa culture s'effectue de nos jours dans ledmentier. Les températures élevées lui sont
favorables et son développement est arborescentiemapays chauds. Elle n'est pas présente
a I'état sauvage.

Robuste, facile a se procurer et a faire germeféda permet, par la rapidité de sa
germination et de sa croissance, de disposeraodierhent de jeunes pousses dont les racines
secondaires seront utilisables pour les tests detgécité au bout d'une dizaine de jours
seulement. De plus, cette plante, utilisée aussaggitulture, peut pousser sur des sols de
différentes natures, d'ou son intérét dans lesreqpges de terrain.

Par ailleurs, la féve est trés sensible a la polludu sol, ce qui en fait un modele
végétal trés utilisé en écotoxicologie. La simpdiaile son caryotype I'a faite élire pour un
grand nombre d'études de mutagénese par le teabdemtions chromosomiques (De Marco
et al, 1995 ; Sang & Li, 2004). Elle est ainsi I'un desdeles les plus utilisés dans le test des
micronoyaux (Sougiet al, 2008 ; Marcato-Romaiet al, 2009 ; Khadrat al, 2012), et dans
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le test des comeétes (Lit al. 2007 ; Pourrut, 2008 ; Foltete, 2010jcia fabaest en outre
aussi employée pour étudier les réponses des masjda stress oxydant (Radetskial,
2004) et de chélation d'ETM par les phytochélatifgeraud, 2007).

Tableau 11.3 : Présentation de la Feverdligja fabal.

Famille Fabaceae

Espece Vicia faba

Type Dicotylédone, C3
Origine Europe, région tempérée

Généralités| Plante herbacée annuelle
Plante cultivée, absente a I'état sauva
Cultivée dans le monde entier
Jusqu'a 1 m de hauteur

Tous types de sol

1.4. Cannabis sativa L.

C'est une plante herbacée annuelle (Tableau IE#i présente une croissance
importante et peut atteindre plusieurs métres ezigges mois. Les folioles de ses feuilles
sont fines. Son cycle de vie est plus long quei ckds autres sous-especes, sans doute a cause
de la photopériode des régions équatoriales. PEmtine pivotante, sa tige est souple et
creuse. C'est une plante rudérale et robuste, lsgecen Europe ne nécessite généralement
I'emploi d'aucun pesticide (Wertz et Vanderghen1120C'est en revanche une culture qui
nécessite des amendements en potassium et en azote.

Le chanvre fut trés largement utilisé par le pastsié cotoie I'étre humain depuis le
néolithique. Il a toutefois peu a peu été intemlit fortement réglementé au cours du
XX®siecle en raison de ses propriétés psychotropegshhnvre est réputé pour ses graines
(appelées chenevis) fournissant une huile siccaiivepour ses fibres longues et solides,
tolérantes a I'numidité, issues de la partie périple de la tige et produisant la filasse. Le
chanvre connait de multiples utilisations, telles textile, la construction, les cosmétiques,

l'isolation phonique et thermique, la fabricatichuiles, de cordages, de litiéres, l'utilisation
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sous forme de combustibles, en papeterie, pouméatation humaine, l'alimentation
animale, comme biocarburants, pour des usages amd€iteux, pour un usage récréatif ou
comme matériaux composites en association avemdaséres plastiques. La filiere chanvre
trouve un regain d'intérét avec la baisse en resssules énergies fossiles et la prise de
conscience environnementale. Dans ce contextesdesenciers de I'Union Européenne
travaillent & la création de cultivars qui congittile chanvre cultivé Iégalement en France.
Ces cultivars font I'objet d'un programme de s@acgénétique intensif afin de minimiser
leur teneur en THC.

C'est dans un contexte de valorisation de sa lEsenaérienne, que des études ont été
menées ces dix dernieres années sur l'utilisatiorchéhnvre cultivé en phytoremédiation
(Lingeret al, 2002 ; Meer®t al, 2005 ; Shi et Cai, 2009 ; St al, 2011).

Tableau 11.4 : Présentation du Chanvre cultivannabis sativa..

Famille Cannabaceae

Espece Cannabis sativaubspsativa
Type Dicotylédone, C3

Origine Région équatoriale, Asie

Généralités| Plante herbacée annuelle

Plante cultivée en Europe et en Asie

Jusqu'a 5 m de hauteur

Produit une substance psychotrope l¢e
Tétrahydrocannabinol (THC) < 0.3 %
pour le chanvre cultivé

Biomasse aérienne a intérét

N

Austruy (2010)

2. Germination des graines

Les graines @A. capillaris et S. nigrumont été fournies par le Jardin Botanique de
Clermont-Ferrand. Les graines We fabag variété Aguadulce, sont des semences issues de

l'agriculture biologique (certifie ECOCERT) prodest par I'entreprise Ducrettet. Enfin, les
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graines deC. sativa variété Fédora 17, ont été fournies par I'Insfliethnique du Chanvre
(ITC, Annexe IV).

Au préalable, les graines dk faba sont placées dans de I'eau distillée pendant une
nuit a température ambiante. Elles sont ensuitegéles dans une solution d'hypochlorite de
sodium a 1 % pendant 20 min pour éliminer toutegtasninations fongiques, puis rincées
abondamment a 'eau distillée.

Les graines des guatre espéces végétales ontisdé engermer dans des bacs entre
feuilles de papiers imbibées quotidiennement awved'ehu distillée et recouvert d'un film
plastique pour conserver une humidité constante.blaes de germination sont ensuite placés

a l'obscurité a une température de 23 + 2 °C pdrglaiques jours.

3. Culture des plantes sur sol

A l'apparition de la radicule et des cotylédons, péantules sont transférées dans un
dispositif hydroponique. Chaque plantule est plata®s un pot de 1 L contenant un support
solide inerte, la perlite. Un apport de solutioritive d'Hoagland (Gamborg et Wetter, 1975)
(Annexe ) est effectué quotidiennement afin diatir a un développement foliaire et
racinaire permettant leur transfert sur les sasudes. La culture des plantes des différentes
especes a été effectuée dans une chambre de @linetempérature de 23 = 1 °C le jour et
18 + 1 °C la nuit, une photopériode de 16h / 8hur(jb nuit), une intensité lumineuse de
350 pmol.nf.s* mesurée au niveau du collet (lampes OSRAM, VIALFOXAV-T 400 W)
et une hygrométrie de 60 + 5 %. Aprés 15 jours aléue sur perlite &™ - 6™ étage
foliaire), les plantes ont été mises en contactsdésd'étude et arrosées régulierement avec de
l'eau distillée.

Au cours de cette étude, trois types de sols enttdtsés :

- Sol prélevé sur une prairie témoin proche d'Auzon) (

- Sol prélevé sur le site de la friche industriell®uzon (AP) ;

- Un terreau horticole de marque Vilmorin. C'est ahtémoin (T) exempt de toute

pollution et réunissant les parameétres agronomigoésessaires pour un

développement optimal des plantes.

Pour la mise en culture, le sol a été préalableraéaohé a température ambiante et

tamisé a 2 mm, 1 kg de sol a ensuite été placéakmsacs plastiques introduits dans des pots
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de culture de 1 L afin d'éviter toutes pertes nateér ou métalliques par lessivage. Les plantes
sont récoltées apres 1 mois de culture sur sol.

8 répétitions par condition de culture et par espé&gétale ont été effectuées. Celles-
ci ont permis de réaliser 8 répétitions des mesplesiologiques et biochimiques par
condition et par espéece végétale. Pour 'analysdedeurs en ETM dans le sol et les plantes,
seuls 4 échantillons par condition ont été réalickéacun étant composé de deux individus par

condition.

4. Culture des plantes en hydroponie totale

Figure 1.5 : Culture deVicia faba en hydroponie totale en condition contrélée (Augtr
2009).

SeulesV. fabaet S. nigrumont été sélectionnées pour cette expérience. Deenggie
pour la culture sur sol, apres la germination,piesitules ont été transférées sur un substrat
inerte, la perlite, afin d'obtenir un développeméiiaire et racinaire suffisant pour leur
transfert en hydroponie totale®{%- 6™ étage foliaire). Aprés 15 jours de culture, lenps
sont introduites dans des bacs de 15 L, 8 plardedac, contenant de la solution nutritive
d'Hoagland (Annexe lIll) continuellement aérée pas goompes (Rena Air 50, 70 bh
(Figure 11.5). La solution est changée deux foisgemaine.

Aprés une période d'acclimatation d'une semainepldntules par condition,
homogeénes et agées de 21 jours, sont sélectioehéeamises a un traitement métallique par
I'ajout d'As (IIl) ou d'As (V) a différentes condeations (Tableau I1.5).
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Tableau 1.5 : Concentrations en As(lll) et en As@ans la solution nutritive pendant la

période de stress.

[As(I1)] pmol.L * [As(V)] pmol.L™*
Co 0 0
Cy 25 75
Cz 50 150
Cs 75 300

Cette expérience a été effectuée en conditionr@eet les parametres de cultures
(photopériode, température, humidité, intensitéihemse) sont identiques a ceux appliqués

lors de la culture sur sol. La durée du traitensézdt étalée sur 14 jours.

5. Récolte et conditionnement du matériel

Lors de cette étape, les différents tissus végéffauiles et racines) ont été préleves,
séparés et conditionnés en fonction des analys&siger.

Pour l'analyse des éléments traces, les feuilleétérrincées trois fois a I'eau distillée.
Les racines ont été nettoyées soigneusement adistllée puis passer 2 minutes dans la
cuve a ultrasons (PROLABO, 50-60 Hz) pour déetatdéeiparticules de terres adsorbées aux
systemes racinaires. Par la suite, les tissus aggétéparés ont été mis a sécher a I'étuve a
65 °C jusqu'a observer une perte de masse inféraedr% en 24 h.

Pour mesurer les réponses biochimiques des plantes a un stress métallique, les
tissus végétaux sont préleves et sépares, lesegasont rincées trois fois a I'eau distillée et

I'ensemble des tissus sont congelés dans |'agoiddi puis stockés a - 80 ° C.
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Chapitre IV : Dosage des teneurs totales et disfpdes en ETM dans les
échantillons de sols et de végétaux

1. Préparation du matériel et conditions d'expériace

L'ensemble des expériences a été réalisé a teluperambiante, 20 + 2 °C. Les
solutions ont été préparées avec de I'eau ultra produite par un systéme "Easy Plre
UV", qui présente une résistivité de 18,22Mm™ et une concentration en carbone organique
inférieure & 2ug.L™. Les réactifs utilisés sont de qualité analytigisont compatibles avec
l'analyse des métaux traces. L'ensemble du matfgegeierie, flacons en polyéthylene...) est
systématiguement décontaminé au moyen d'acidequitra 7 % pendant 1 h puis mis a
tremper dans un bain d'eau distillée et rincé aul'altra pure, afin d'éviter toute
contamination. De plus, pour chaque expérimentateopréparation de blancs (réactifs sans
échantillon de sol) a été systématique afin defieérifabsence de contamination pendant

l'analyse.

2. Echantillons de sol

Le pré-traitement des échantillons de sols (NF 9@64, AFNOR, 1999) pour le
dosage des éléments traces consiste a séchehba#tibons a température ambiante jusqu'a
une perte de masse inférieure a 5 % en 24 h. liélba est ensuite homogénéise, émotté et
I'échantillon global est séparé en deux fractidas, particules supérieures a 2 mm et la
fraction inférieure a 2 mm. Cette derniere fractemt homogénéisée puis divisée en sous-
échantillon par la méthode de quartage pour ob&aniiron 5 g de sol qui sont ensuite broyés

en particules inférieures a 63 um.

2.1. Minéralisation a I'eau régale pour le dosagss deneurs totales

Pour la mise en solution des éléments traces nggied et métalloides, 0,5 g de sol
sec broyés en particules inférieures a 63 um samdralisés a I'eau régale selon le protocole
adapté de Myohaneet al. (2002). L'échantillon de sol est introduit dansmairas avec 3 mL
d'acide nitriqgue a 68 % puis chauffer a 70 °C panda. 9 mL d'acide chlorhydrique a 37 %
sont ajoutés puis le mélange est laissé dégazerhsxite pendant 12 h. Il est ensuite chauffé a
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reflux a 150 °C pendant 3 h tout en controlantull@ion et en agitant réguliéerement, pour
éviter la perte de composés, notamment arséniésofailisation. Apres refroidissement, le
mélange est filtré (filtre papier Whatman 50 plat0 mm), puis transféré dans une fiole
jaugée de 50 mL et ajusté au trait de jauge a teatyré ambiante avec de l'eau ultra pure. La
solution obtenue est transvasée dans un tube e conservée a 4 °C.

Un blanc est réalisé pour chaque série de misatain.

2.2. Extraction des ETM au CaCl2 a 0,01 mdl.L

L'utilisation du chlorure de calcium pour évalder biodisponibilité des éléments
traces métalliques et métalloides dans les solaital'dbjet de nombreuses publications
(Lebourget al, 1996 ; Cornu et Clozel, 2000). Cette extractiorsal neutre vise a quantifier
la fraction mobile de la pollution et elle est riegentative des conditions intrinseques du sol
en terme de force ionique (Moszkowicz, 2002). Aisglon Menzies et son équipe (2007),
elle donne la meilleure indication en termes degttigponibilité. Cette méthode d'extraction,
développée initialement par Houba et son équipeQ)1 ¥t normalisée au Pays Bas depuis
1996 (NEN 5704).

La prise d'essai est de 2,5 g de sol broyé encpks inférieures a 63 um, elle est
mise en suspension dans 25 mL de solution de,Gag)01 mol.l* et le mélange est agité a
150 tr.min® (table d'agitation Fisher Bioblock de type SM3@8hdant 3 h & 20 + 2°C. Aprés
décantation de la suspension, le pH est mesurgtrdieest séparé du réseau solide par
centrifugation a 3 000 g pendant 10 min (Beckmae §H-J2MC). Le surnageant est filtré
(filtres Whatman 0,45 pum membrane en ester delos#) et conditionné a 4 °C dans des
tubes de 50 mL.

Pour chaque série d'analyse, un blanc est réalisé.

2.3. Extractions séquentielles sélectives dedfaics

La mobilité et la biodisponibilité des ETM dans leols dépendent de leur réactivité
avec les constituants du sol et en particulierede localisation dans les différentes fractions
du sol (ElI Muflehet al, 2010). La caractérisation des ETM dans les soisaller au dela
d'une simple détermination de leur teneur totaiesiile fractionnement des ETM dans un
sol est nécessaire et peut étre effectuée enantilides méthodes physiques ou chimiques
(Cornu et Clozel, 2000). Les méthodes chimiquest shns sensibles et consistent en
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l'utilisation de différents réactifs d'extractioasdmétaux. Malgré les critiques, les extractions
séquentielles restent le type de méthode le piiliséupour la localisation des ETM sur les
phases porteuses du sol. Le protocole appliqgué dartsavail est proposé par le Bureau
Communautaire de Référence (BCR) qui définit unésth opérationnel en quatre étapes
(Rauretet al, 1999). Selon cette procédure, la premiere fradiiibe « extractible » est la
fraction des métaux faiblement liée aux argileadtibn échangeable et acido-soluble), aux
phases amorphes et aux fractions carbonatéescdads fraction dite « réductible » est liée
aux oxydes metalliques et la troisieme fractiore dit oxydable » est liee a la matiere
organique. La fraction restante est qualifiée detfon résiduelle.

0,5 g de sols sont broyés en particules finegimfées a 63 um et traités selon le
protocole d'extraction séquentielle accéléré paasdn élaboré par Pérez-Cid et son équipe
(1999). L'extraction a été realisée a I'aide dsorae a sonication de 60 W (Bandelin, modéle
HD 70). La procédure est réalisée en quatre étspesessives (Rauret al, 1999), elle est

détaillée dans le Tableau II.6.

Tableau 1.6 : Protocoles des extractions séquédiacceélérées par ultrasons.

Fractions Réactifs utilisés Temps et_pm_ssance de
sonication
R1:fraction échangeable et| »4 b 1 cOOH 20,11 molE 7 mn, 20 W
acido-soluble
, o 20 mL NH,OH-HCI & 0,1 mol.[*
R2 : fraction réductible (ajusté a pH 2 avec HND 7mn, 20 W
0,
o . 10 mL H0, (30 %) 1 2 mn, 20 W
: fraction oxydable > -
y 25 m_L C!—ngONw almol.L 6 mn, 20 W
(ajusté a pH 2 avec HND
0,
R4 : fraction résiduelle 9 mL HNO; Eg? 0//3 et3 mL HC Digestion par micro-ondes

Chague échantillon a été centrifugé a 3 000 g grentb minutes (Beckman type CH-
J2MC) et filtré a l'aide de filtres seringues dd50um de diamétre de pores (Sartorius,
Minisart stérile).

Un blanc par fraction est réalisé. La qualité ikssiltats a été évaluée en comparant la
somme des teneurs en As obtenues pour chaqueofractia teneur totale de I'As mesurée
dans I'échantillon de sol. Les résultats sont clgmés comme satisfaisants lorsque la somme

des fractions recouvre 90 a 120 % de la teneuletota
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3. Echantillons de végétaux

Afin d'effectuer le dosage des éléments traces Bemnéchantillons de végétaux, les
échantillons sont minéralisés, suivant une techaigapirée par celle proposée par Barbaste
(2004).

Les échantillons de feuilles et de racines sonbltés et séparés en deux fractions
distinctes. lls sont ensuite mis a sécher dansémmne a 65 °C jusqu'a ce que la perte de
masse soit inférieure a 5 % en 24 h (environ 72dsede séchage).

Les échantillons secs sont ensuite broyés manuatielwu a l'aide d'un broyeur a
température ambiante jusqu'a obtenir des partiddetiametre inférieur a 500 pum.

La minéralisation est réalisée sur au moins 0,2 gndtiere seche. Le matériel végétal
broyé est pesé avec précision et introduit danmainas avec 5 mL d'acide nitrique a 68 % et
5 mL de peroxyde d'hydrogéne a 30 %. L'échantibsh laissé dégazer 12 h sous hotte
aspirante puis chauffé a 95 °C pendant 1 h puB0a°C pendant 2 h. Apres refroidissement,
I'échantillon est filtré sur papier Whatman (filtpapier Whatman 50 plat, 110 mm) et
transféré dans une fiole jaugée de 50 mL complétéadt de jauge a température ambiante
avec de l'eau ultra pure. La solution est transvdsés un tube de 50 mL et conservée a 4 °C.
Un blanc est réalisé pour chaque série de minétialis

Pour le contrdle de la qualité de la mise en goiuet de I'analyse des échantillons de
plantes, le standard certifié CTA-OTL1 provenantltiestitut Bulgare de Protection des
Plantes a été inclus dans les séries d'analyses.

A partir des teneurs mesurées dans les différamganes des plantes et des teneurs
relevées dans le sol deux variables ont été casulé Facteur de Bioaccumulation (FB) et le
Facteur de Translocation (FT).

- Le FB renseigne sur la capacité de la plante teaiex puis a accumuler I'As

présent dans le sol ;

- Le FT représente le transfert du polluant deses vers les parties aériennes de

la plante. Il est calculé a partir des concentrati@n As mesurées dans les

différents organes de la plante.

[AS]piante (Mg.kg" MS) [AS]evite (Mg.kg* MS)
FT =
[AS]sol (Mg.kg' MS) [AS]acine (Mg.kg" MS)

FB
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4. Méthodes de dosage des ETM

Pour le dosage des éléments traces dans lesosglusisues des extractions décrites
précédemment (Chapitre 11.4.2 et 11.4.3), deux pd#s distincts ont été utilisés :

- Spectrométrie d'Absorption Atomique four graph{darian SpectrAA 800),

réalisée au Laboratoire GRESE de I'Université aedges.

- Spectrométrie d'Emission Atomique par torcheasmpla (ICP AES - Jobin-Yvon

ULTIMA C spectrometer) réalisée au laboratoire GRWE du centre SPIN de
I'Ecole des Mines de St Etienne.

La spectrométrie atomique étudie les émissionab®orptions de lumiére par I'atome
libre, c'est-a-dire lorsque celui-ci voit son énergarier au cours d'un passage d'un de ses
électrons d'une orbite électronique a une autre.

Dans le cadre de I'expérimentatiorsitu de phytostabilisation sur le site de la Vieille
Usine d'Auzon, les teneurs en ETM des échantiltsol non minéralisés ont été analysées
avec un spectrometre portable de fluorescence XoNKL723S). Ces analyses ont été
réalisées en association avec I'Unité Ecotechnedodu Service Environnement et Procédés
du BRGM d'Orléans.

4.1. Spectrométrie d'Absorption Atomique (SAA)

La spectrométrie par absorption permet de dosesaixantaine d'éléments chimiques
a l'état de traces (ugi préférentiellement en solution. Un seul élémentt ggre analysé
simultanément. L'analyse se base sur l'absorptenpldotons par des atomes a l'état
fondamental, chaque atome a doser ayant un faist@aensité connue et une longueur
d'onde caractéristique. Dans son principe, la speétrie SAA consiste a vaporiser
I'échantillon liquide et a le chauffer a l'aide dufamme ou d'un four. Un rayonnement défini
par une fréquence propre a I'élément analysé estyénl/absorption du rayonnement par les
atomes présents est proportionnelle a la concantrdé I'élément considéré.

La méthode est quantitative et relative, une gami@t@lonnage est donc nécessaire et
est spécifique pour chaque élément (10 & 100 yodur I'As). De ce fait, avant I'analyse des
teneurs en éléments traces, les échantillons somt gréalablement dilués pour que la
concentration de I'élément soit comprise dans anga d'étalonnage.

La spectrométrie SAA a notamment été utilisée mpmser I'As dans les échantillons

de sol et de végétaux minéralisés préleves lorcualasres de plantes en condition contrdlée.
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Ces échantillons ont été analysés par SAA en foaplgte avec une correction Zeeman du
signal de fond (Varian SpectrAA 880 Z).

4.2. Spectrométrie d'Emission Atomique (AES)

L'ICP-AES (Inductively Coupled Plasma / Atomic Esion Spectrometry) est une
meéthode d'analyse par spectrométrie d'émissionigi@ntont la source est un plasma généré
par couplage inductif. Cette technique permet Kegaen solution de pres de 70 éléments du
tableau périodique, a des concentrations allantrdess (ppb voire ppt) au %.

Dans le cas de l'absorption (SAA), un faisceantatisité connue et de longueur
d'onde bien choisie est envoyé sur les atomes ar.dbintensité transmise est ensuite
mesurée, pour en déduire le nombre d'atomes almsrpeésents dans la flamme ou le four
graphite, les atomes dosés étant en large magolib¢at fondamental. En émission (AES), les
atomes sont excités thermiquement, dans la flammle plasma afin gqu'ils réémettent leur
spectre de raies. En étudiant les spectres détertgseut donc voir les éléments constituant
I'échantillon (a condition d'avoir une températatgfisamment élevée pour exciter tous les
atomes), et évaluer leur quantité grace a l'intérags raies. En effet, un atome possede un
grand nombre de niveaux d'énergie possibles. Uree g@ectrale résulte d'une transition
électronique entre certains de ces niveaux. Lorsguatome est excité, c'est a dire qu'un
électron d'une couche donnée de l'atome est &ectén niveau d'énergie supérieure, il est
considéré comme instable et tend a revenir enseiteune ou plusieurs étapes, a sa
configuration d'énergie fondamentale. A chaquesiteom électronique correspond I'émission
d'une énergie sous la forme d'un rayonnement lumigent la fréquence est spécifique de
I'élément et de la transition considérée, phénoragpelé raie d'émission d'un élément.

Le plasma, gaz atomique chargé, mélange d'iod&letctrons, constitue des sources
de températures plus élevées que celles prochareles flammes et autres décharges (6 500
a 10 000 °C contre 1 700 a 3 150 °C pour la flam(Mgrmetet al, 2007. Il permet
d'atteindre facilement les températures d'atonaisates molécules et les énergies d'ionisation
et d'excitation des atomes. Son role, dans l'aeghg émission, est de casser les liaisons
moléculaires pour produire des ions et atomesdibtal'exciter ces particules (Merne¢tal,
2007). Le gaz utilisé dans I'analyse ICP-AES est l'arg@ast un gaz rare monochromatique
qui présente un spectre simple et ne se recomlaigeayec les especes chimiques de facon
stable.

Un étalonnage de l'appareil est réalisé a partitedsx points :
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- Un point zéro correspondant a une solution répptée, et de méme acidité que
les échantillons analysés ;

- Un point haut, correspondant a une solution cariedes teneurs moyennes dans
les difféerents éléments recherchés dans une madecenéme acidité que les
échantillons.

Les teneurs des éléments mesurées dans la deus@oteon étalon peuvent étre

utilisées pour corriger les interférences entrs.pic

Cette technique a été utilisée lors de l'expértatem in-situ pour l'analyse des

échantillons de sol extrait au CaGinsi que pour l'analyse des teneurs en ETM desis |

végétaux.

4.3. Spectrométrie de fluorescence X

Tableau II.7. Limites de détection du spectromgtogtable de fluorescence X pour les
différents ETM étudiés et le Fe (mgRgLaperche, 2005).

Eléments analysés Limites de détection (mg.ky
As 10
Sb 45
Pb 10
Cu 50
Cd 25
Fe 200

Les teneurs totales des ETM en exces des difiesguarcelles installées sur Auzon
témoin (AT) et pollué (AP) ont été mesurées a damlun spectrometre portable de
fluorescence X (Niton XL723S). Ces analyses ontrétdisées sur des échantillons de sols
broyés en particules fines (inférieures a 0,63 jetEonditionnés dans des coupelles en
plastique (Chemplex Industries, Inc.) recouvertm dilm de Mylar de 6 um d'épaisseur. Le
temps de mesure est estimé a deux minutes partiéicmariLa limite de détection est variable
en fonction de I'élément étudié (Tableau 11.7).

Ces mesures ont permis de cartographier la paohiign As sur la parcelle 227 du site

de la Vieille Usine d'Auzon.
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Chapitre V : Analyses physiologiques et biochimigusur les plantes

1. Mesure de la biomasse végétale et de la tenewreau

Aprés la récolte des plantes, la biomasse aériennecinaire a été déterminée.
Plusieurs parametres ont été étudiés, les écluastitle feuilles et racines ont été pesés pour
déterminer leurs masses fraiches. De méme, la éomgle la tige, le nombre de feuilles et de

nceuds ont été mesurés avant le séchage du maégéal.

La teneur en eau a été calculée a partir de lasaenfaiche et de la masse séeche

déterminée a la suite du séchage, selon le calodr# :

MF - MS
=X

TE 100

TE : Teneur en Eau
MF : Masse Fraiche

MS : Masse séche

8 échantillons par condition et par espece onaétdysés pour la culture sur sol en
condtion controlée. Pour la culture hydroponiques knalyses ont été réalisées sur 5

échantillons.

2. Dosage des teneurs en pigments photorécepteurs

Pour l'extraction des chlorophylles totales, emvi0,5 g de matériel végétal congelé
est broyé dans l'azote liquide et a l'obscuritépetsence de carbonate de calcium pour
maintenir le pH de I'échantillon. Le broyat estétes transféré dans un tube a centrifuger
avec 25 mL d'acétone a 80 % permettant la miseolerticen des pigments. Les échantillons
sont conservés 5 h dans la glace a I'obscuritégamsifugés a 1 500 g pendant 10 min a 4 °C
(Beckman type CH-J2MC). La densité optique est msa 460, 646,6 et 663,6 avec un
spectrophotométre UV/VIS (Perkin-Elmer, Lambda 2As concentrations en caroténoides
et en chlorophylles, b et totales sont calculées en utilisant les égnatite Porra (2002) :

Chlorophyllea (mg.L™") = (12,25 x DQgz.9 — (2,55 X DQus.9 (2)
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Chlorophylleb (mg.L™") = (20,31 x DQus 9 — (4,91 x DQgz.9 (2)
Chla+b (mg.L") = (17.76 x DQus.9 + (7.34 x DQe3.9 (3)
Caroténoides (mg1) = 5 x DQigo— ((3,19 x Ché + 130,3 x CHb) / 200) (4)

Pour chacun de ces parametres, 8 répétitions @néaliseées pour chaque condition de
culture sur sol. Lors des expérimentations en hyahigy 5 répétitions par condition de

culture ont été effectuées.

3. Mesure des échanges gazeux photosynthétiques

3.1. Parametres mesurés

Les mesures de la photosynthése nette et des éshgageux ont été effectuées a
aide d'un appareil portable Li-Cor modele 6400n¢bin, NE, USA). Les parameétres
mesurés et calculés sont :

- La photosynthése nette (Pn, pmol@%.s?) ;

- La concentration intercellulaire en €(i, pmol CQ.mol air?) ;

- La conductance stomatique (gs, meDHr%s?) ;

- La transpiration (Tr, mol }0.m2s?).

Pour chacun de ces parametres, les mesures oréadises sur 8 individus avec 2
analyses par plantes pour chaque condition dereustur sol. Lors des expérimentations en
hydroponie, les mesures ont été effectuées sudiidus avec 2 analyses par plantes. Les 2
mesures réalisées sur chaque plante ont permitedioline valeur moyenne pour chaque

individu.

3.2. Principe

Les mesures des échanges gazeux ont été réalisébssslantes cultivées sur sol ou
en hydroponie totale a la suite d'un stress As.

La feuille est enfermée dans une chambre étancléecd® dans laquelle sont relevés
régulierement plusieurs parametres (températutaidehumidité relative, éclairement). Une
pompe assure la circulation de l'air dans le systeml'ameéne vers le spectrophotométre
infrarouge (IRGA : Analyseur de Gaz a Infra Rougkg CQG est dosé par mesure

différentielle entre la cellule de mesure et unitutsede référence ou circule un air dépourvu

98



en CQ (par passage sur du bicarbonate de calcium). Leeotration en C@du mélange
gazeux pénétrant dans la chambre de mesure eteaputa valeur souhaitée par un injecteur
a CQ (LI-6400-01, Lincoln, NE, USA) qui utilise commelgce des cartouches sous haute
pression de C@liquéfie. Les mesures ont été réalisées en uiilisse concentration de
360 pmol C@.mol aif'. L'humidité relative a été maintenue & 60 + 5 % pgmEssage sur du
sulfate de calcium anhydre. La température dedldsumaintenues a 23 °C, est mesurée par
un thermocouple et la température de la chambrerdéa par deux refroidisseurs
thermoélectriques a effet Peltier. L'intensité Ineuse a été mesurée au niveau de
I'échantillon par un détecteur de lumiere a diodesitieone. Au cours de |'expérimentation,
l'éclairement de la feuille était de 400 pmot.gt, il était assuré par le module LI- 6400-02
LED (Light Emitting Diode, Lincoln, NE, USA).

Au cours d'une mesure, I'analyseur enregistre igrguhent le flux de la pompe et les
variations des taux de G@t d'HO sont calculées selon les équations de Von Caeenraer

Farquhar (1981). Les mesures sont réalisées emuaont

3.3. Protocole de saturation lumineuse et en CORghdotosynthese

Les mesures ont été réalisées sur deux especésalesgV. faba et S. nigrum
cultivées en hydroponie a la suite d'un traitengels d'une durée de 14 jours. 5 répétitions

par conditions de culture et par espéeces végétalesté réalisées.

Saturation lumineuse

La feuille utilisée pour cette mesure est progwessent adaptée a une intensité
lumineuse de 2 000 pmolfis. Puis 10 niveaux d'éclairements d'intensité désegite sont
appliqués (2 000 - 1 500 - 1 000 - 800 - 600 - 4300 - 200 - 100 - 0 pmol:As?). Pour
chaque intensité lumineuse, les mesures sont edeapres une durée de stabilisation de
plusieurs minutes (maximum 5 min). Les mesures @@étréalisées a la concentration de

360 pmol CG.mol aif! et & une humidité relative de 60 + 5 %.

Variation de la teneur en GO

Six niveaux de concentrations en £@ht éte testés (1 500 - 1 200 - 900 - 600 - 300 -
0 pmol CQ.mol air®), réalisés par le passage de l'air sur un absorbeuEQ ou par
enrichissement de l'air avec du £€xogéne. Les mesures ont été faites sous unagmaile
400 pmol.nf.s* assuré par le module LI- 6400-02 et & une humiditéive de 60 + 5 %.

99



4. Mesure de la fluorescence chlorophyllienne

La mesure de la fluorescence des chlorophgllpsrmet de quantifier les activités des

systemes photosynthétiques, traduisant I'état plogggue de la partie aérienne de la plante.

4.1. Modélisation de la fluorescence de la chidrgle a

Le rendement de fluorescenceH) peut étre défini par le rapport entre l'intedsie la
fluorescence (F) et l'intensité du flux de photahsorbé (J) (Maxwell et Johnson, 2000) :

F
OF= ——

J

L'intensité de fluorescence émise dépend du taufiudeescence (K), considéré
comme invariable, tandis que le flux de photon®diEsest réparti selon les différentes voies
de désexcitation possibles. Outre la fluorescele= autres voies non photochimiques de
désexcitation de la chlorophyléesont la dissipation non-radiative (dissipation thigue) et
les transferts vers d'autres photosystemes. Ces dai désexcitation peuvent s'écrire sous la
forme de trois constantes de vitesse :

- Kp pour la voie photochimique ;

- Kp pour la dissipation thermique ;

- Ky pour le transfert de I'énergie d'excitation dieaoent vers les PSI.

Le transfert photochimique dépend de I'état dureendéactionnel. Si l'accepteur
primaire (quinone A) est a I'état réduita(Q il ne peut pas y avoir séparation de charge. Le
centre est dit fermé etgkest nul. Dans le cas contraire, le centre esbudiert. Il en résulte
I'équation :

Kr

F=Jx pour un centre ouvert
(K|:+ Kp + Kt + Kp)

K
F=JX pour un centre fermé

(Ke +Kp +Kr)

Le rapport K/XZKi représente la probabilité que I'énergie recua ghoton par le PSII
soit dissipée par fluorescence. Mesurée au niveda f@elille, I'intensité de fluorescence sera

donc dépendante de :
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- J, ladensité de photons recue par les photosgstd ;

- La valeur des différentes constantes de vitessepdmcessus impliqués dans la
désexcitation de la chlorophylle ;

- Lafraction B de centres ouverts.

Dans I'hypothése ou il n'y a pas de migration eiegdSlI, I'émission de fluorescence

peut alors s'exprimer selon I'équation :

Kr Kr
F=Jx[Bx + (1-B) x ]
(KF + Kp + KT) (KF + Kp +KT)

4.2. Cinétique de Kautsky

Lorsque des plantes adaptées a I'obscurité sosqiement soumises a un éclairement
donné constant, I'émission de fluorescence suitcurétique caractéristique liée a I'activation
des mécanismes photosynthétiques. Cette cinétildeete par Kautsky et son équipe (1960),
se décompose en deux parties. Initialement, |didedtiait adaptée a I'obscurité, tous les PSII
sont synchronisés a I'état ouvert (B = 1) et larfigcence F est a son niveau minimal neté F
L'augmentation rapide de la fluorescence jusqwaleur F> observée au cours de cette phase
(0,5 a 2 secondes) est attribuée a la fermeturé®8ds Cette phase rapide est suivie par une
phase de décroissance plus lente. L'activatioraadddine de transfert des électrons entraine
la réouverture des photosystemes. Le transfertophohique et la mise en place de
différentes voies de transfert non-photochimiqueaesniten compétition avec I'émission de
fluorescence et participent a son extinction prsgjke. Une valeur stable, notée, est
atteinte en quelques minutes. Cette émission deeffeence caractérise un état d'équilibre
entre les voies de transfert photochimique et naegahimique de I'énergie.

4.3. Méthode des flashs saturants

A partir de la cinétigue de Kautsky, Schreiberseh équipe (1986) ont décrit une
méthode qui permet de quantifier I'activité desl PEgure 11.6).
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Figure 1.6 : Variation de la fluorescence modud@efonction du temps sur une feuille intacte.
LM : lumiere modulée de tres faible intensité (lenei analytique)
LSS : flash de lumiére sursaturante

LA : lumiére actinique

Lorsqu'une plante maintenue a l'obscurité est ssei@iune lumiére modulée de tres
faible intensité (lumiere analytique, LM), le tréer$ d'électrons photochimiques ne se produit
pas. La fluorescence est a son niveau minimalé niveau de fluorescence maximal Fm peut
alors étre mesuré si un flash de lumiere sursatirdiuine durée d'environ 1 s (LSS) est
imposé a la feuille. L'intensité de ce flash deikna doit étre saturante pour conduire a la
fermeture de tous les PSII et suffisamment breve pewas induire la mise en route de la
chaine de transfert des électrons. Réalisée suP®k synchronisés a I'état ouvert, cette
mesure est une estimation de l'efficience maxindald@ransfert des électrons ou efficience

photochimique maximale des PSII (Krause, 1988) :

l:V (Fm' Fo) K F

1
«
X

Fm Fm (KF + KD + KT + KP)

L'efficience photochimique potentielle des PSII /B est un paramétre
remarquablement indépendant du modele étudié.

Une lumiére actinique (LA), d'une intensité donrest ensuite appliquée pour induire
une courbe de Kautsky. Lorsque l'état stationnase atteint, l'application d'un flash

sursaturant (LSS) permet la mesure d'un pic Fméspondant a la fermeture de tous les PSII.
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Par analogie a la définition de l'efficience phoiotque des PSII pour une feuille adaptée a
l'obscurité, l'efficience photochimique effectivesd®SIl sous un éclairement donné est
représentée pabPSlI (efficience photochimique des PSIlI ouverts).rendement quantique
du transport non cyclique des électrons sous wairéntent donné dépendra donc a la fois de
I'efficience photochimique des PSII ouverts, etadfaction de PSIl ouverts (B). Il peut donc

s'exprimer selon I'équation :

le = FS

PPSII =
Fm'

Lors de l'extinction de la lumiére actinique, I'dpation d'une lumiére infrarouge,
absorbée spécifiguement par les PSI, permet laydadon rapide de toutes les\X'est a
dire la réouverture des PSII. Le niveau minimaflderescence § est alors mesure.

La corrélation linéaire ent@PSII et le rendement quantique de l'assimilatiolC@g
en l'absence de photorespiration a été mise eremsedpar Genty et son équipe (1989).
Oquist et Chow (1992) ont montré que cette linéariest pas universelle. Certaines réactions
alimentées par la chaine de transfert des électfaraction de Mehler, par exemple)
pourraient limiter cette linéarité. Cependant ldl&proportion quantitative de ces réactions
ne semble pas mettre en cause la mesure des flursghthétiques d'oxygénation et de

carboxylation par ces techniques (Osmond et GA895).

4.4. Mesures des parametres de la fluorescend& cddorophylle a

Les mesures de fluorescence des chlorophyllegténtéalisées a I'aide d'un systeme
P.AM. F.M.S. 1 ("Pulse Amplitude Modulation Flusoence Monitoring System 1",
Hansatech Instrument Ltd., Norfolk, UK). Un enseenbiie fibres optiques permet
d'additionner sur un méme échantillon des éclaimprovenant de plusieurs sources. Le
systeme de mesure repose sur l'utilisation d'ungéhe continue de trés faible intensité,
lumiere actinique, et d'une lumiére modulée, fldshlumiére sursaturante. Un dispositif de
filtres permet de limiter I'amplification et I'emgistrement de la lumiére uniquement a celle
qui est modulée.

Toutes les mesures ont été effectuées sur lastgnérieure dans la partie centrale des
feuilles. La fluorescence initiale {fet la fluorescence maximale{Font été mesurées apres

adaptation des plantes a l'obscurité (1 heureflucaescence maximale (J a été obtenue
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grace & un flash sursaturant de 1 s de 13 000 pifst. La mesure de l'efficience
photochimique effectivedPSII) a été obtenue par la méthode des flasheatataats sous
une lumiére actinique de 350 pmofm" (intensité lumineuse en conditions de culture).

Pour chacun de ces parametres, les mesures oréadises sur 8 individus avec 2
analyses par plantes pour chaque condition dereuttur sol. Lors des expérimentations en
hydroponie, les mesures ont été effectuées sudiidus avec 2 analyses par plantes. Les 2
mesures réalisées sur chaque plante ont permitedioline valeur moyenne pour chaque

individus.

5. Mesure de la composition en acide gras des fies et produits de
dégradation

5.1. Analyse de la composition en acide gras délds

274 s

La composition en acides gras des feuilles a égrhinée sur les plus jeunes feuilles
des plants d§. nigrumetV. fabacultivées en hydroponie selon le protocole de Lédardet
al. (2008). En effet, les feuilles agées, habituellemgilisées pour ce type d'analyse, se sont
révélées, dans certaines conditions de cultur@jgawoire dessechées. Par la suite, les tissus
foliaires prélevés sont placés dans 1 mL de méthemmtenant 2,5 % d'acide sulfurique.
L'échantillon est chauffé 1 h a 80 °C. Ensuiteld®es sont refroidis rapidement dans la glace
et, aprés ajout de 0,75 mL d'hexane et 1,5 mL ditmgont agités et centrifugés. La phase
hexane (phase supérieure) est alors prélevéesetskers méthyligues sont analysés par
chromatographie en phase gazeuse (Hewlett PacBafierie 1l) sur une colonne capillaire
Carbowax 1,2 micron, 15 m (Altech, Deerfield, IUSA). Le volume injecté est de 1 pL. La
température est programmée a partir du protocakasu: la température initiale est de
160 °C maintenue 1 min apres l'injection, puis aegiation de la température de 20 °C/min
jusqu'a 190 °C, puis de 5 °C/min jusqu'a 210CE&ite température est ensuite maintenue pendant
5 min.

Ces analyses ont été réalisées par le Laborati@rdiogenése Membranaire de
I'Université de Bordeaux Il. Lors des expérimemtasi en hydroponie, 5 répétitions par

condition de culture ont été effectuées.
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Ce procédé a eté normalisé et enregistré par ARNLe Guédard et Bessoule,
AFNOR X31-233: Qualité du sol - Analyses des acidgas des végétaux comme
biomarqueurs de la pollution des satspress.

5.2. Mesure de la peroxydation des lipides mendiras

La mesure de la peroxidation des lipides membrasagelon le protocole élabore par
Ben Youssett al. (2005), est réalisée sur les feuilles de plantéis/ées en hydroponie et sur
les feuilles des plantes cultivées sur sol.

Les extraits végétaux sont préparés a partir dénehvégétal frais broyé en présence
d'azote liquide dans un mortier préalablement ciéng®pres décongélation, 2 g de tissus
végétaux broyés sont mis en contact avec 20 mlami@dn formé d'acide thiobarbiturique a
0,5 % (TBA) et d'acide trichloroacétique a 20 % A)CLe mélange est homogénéisé et
incubé a 90 °C pendant 30 min. Au cours de l'intabaun complexe se forme entre le TBA
et les substances réactives a l'acide thiobargitar(TBARS) dont le MDA. La réaction est
arrétée par un refroidissement immeédiat dans un bai glace. Apres centrifugation a
10 000 g pendant 20 min et a 4 °C, le surnagedantespéré est filtré sur filtre seringue de
0,45 um de diamétre de pores (Sartorius, Minigartls), pour un dosage colorimétrique des
lipoperoxydes.

Le dosage est effectué par spectrophotométrie {pbotometre Perkin-Elmer
Lambda 2S UV-VIS), I'absorbance de I'échantillonmesurée a 532 nm. La densité optique
est corrigée par une lecture a 600 nm. Un blan2atisé avec du tampon d'extraction.

La concentration de TBARS est calculée en utilissom coefficient d'extinction
molaire ¢ = 155 mM*.cm™).

(As3z - Asoc) X V

TBARS (nmol/g MF) = x 1000
155 x MF

A = Absorbance
V = Volume de I'extrait (mL)
MF = Matiere végétale fraiche (g)

Lors des expérimentations en hydroponie, 5 répéstpar condition de culture ont été
effectuées.
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Chapitre VI : Développement d'un procédé de phyatslisation in-situ

1. Principes et élaboration du procédé

L'expérimentation d'un procédé de phytostabilisaiin-situ sur la friche industrielle
de la Vieille Usine d'Auzon a été menée au courfatmée 2010. Elle a été réalisée sur 3
rangées de 8 parcelles de 10 m2 mises en plade siie industriel (24 parcelles), celles-ci
permettent d'établir 8 conditions de culture répbes chacune 3 fois (Figure 11.7). Pour
chaque couvert végétal testé sur sol pollué, umeepa controle est installée sur le site
témoin (3 parcelles). Chaque parcelle est délim@ieeéparée les unes des autres par une
bande enherbée de 50 cm. La mise en culture aiéésiir deux jours, le 26 et 27 mai 2010,
la récolte a été effectuée dans la semaine dutérabpe 2010.

Un apport abondant en eau a été effectué lorseless. Par la suite, I'apport en eau
s'est fait naturellement ou par arrosage manueidjles conditions climatiques I'exigeaient.
Le suivi des conditions climatiques a été réalisicg a des bulletins d'irrigations obtenus
aupres de Météo France. Ces bulletins renseiginena sempérature journaliere (minimale,
maximale et moyenne), I'évapotranspiration pot#atiet la pluviométrie. Ces mesures ont
ete effectuées a partir de la station Fontannedesié 15 km du site et a une altitude similaire

a Auzon.
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Bande enherbée
Convert naturel
Association vegetale (AV)
AV Grenaille d’acier (1%%)
AV Compost (500g/m™)
AV Grenaille d’acier + compost
Cannabis safiva (CS)
CS (NPK)
CS (NPE + grenaille d’acier)
B

OOl E0O OO0 O

Figure 11.7 : Disposition des parcelles, AV = Asstion Végétale, CS €annabis sativa

2. Préparation du sol et amendements

Une fois les parcelles délimitées, elles ont éramétement désherbées manuellement
puis labourées deux fois au motoculteur sur unéopdzur de 10 a 15 cm avant et a la sortie
de I'niver 2010 (Figure 11.8). Au cours de I'niva®10, une bache a été installée sur le site
pour éviter la recolonisation du milieu par la viagi@n (de novembre a fin mars 2010).
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Figure 1.8 : Préparation des parcelles au printe@(i0 avant la mise en culture (Austruy,
2010).

Pour faciliter le développement de la végétatianmobilisation des polluants par des
amendements adaptés a été privilégiée. Le choirmiesdements s'est basé sur les différents
travaux réalisés en phytostabilisation (Merethal, 2010 ; Kumpieneet al, 2012). D'une
part, le choix s'est porté sur la grenaille de permettant la formation d'oxy/hydroxydes de
fer considérés comme des sites de fixation pridegles ions métalliques. D'autre part,
'apport de matiere organique et d'engrais NPkea#ectué dans le but d'enrichir le sol et de
faciliter I'implantation du couvert végétal. Ainselon le couvert végétal, trois types d'apports
ont été effectués :

- Un apport de grenaille d'acier zérovalent tygel®0 a 1 % testé sur les deux

types de culture soit 15,5 kg par parcelle apgatedeux fois ;

- Un apport de matiére organique sous forme déimmmpost pour la culture de

plantes prairiales, 500 g-frsoit 5 kg par parcelle ;

- Un apport d'engrais NPK (5 - 10 - 20 %) pour lanmculture de chanvre, soit

100 g d'azote par parcelle, 200 g de phosphorpaaelle et 400 g de potassium
par parcelle.

Pour évaluer l'interaction entre les amendemeatsjdtiere organique pour la culture
prairiale et I'engrais pour la culture de chanvm¢ éé mélangés a de la grenaille d'acier
GH2120. Au total, pour chaque type de culture 5 @tk ont été testées, en incluant la
condition contréle sur sol témoin et la culture garcelle polluée sans amendement.

Les apports de grenaille d'acier et de matiéremgga ont été réalisés lors df"2

passage du motoculteur permettant d'homogénéiset &vec I'amendement.
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3. Couvert végétal et sélection des especes

Deux couverts végétaux, dont leur comportemeldwgttolérance aux éléments traces
avaient été testés en condition contrblée en ladbiogaont été mis en place sur le site d'étude.
Par ailleurs, la végétation naturelle présentelswite a été maintenue sur trois parcelles
contaminées ainsi que sur une parcelle témoin, puauer le bénéfice des plantes

sélectionnées sur les teneurs et la toxicité enanés traces présent dans le sol.

3.1. Association de plantes prairiales

L'association végétale est composée de plantésaf@a herbacées sélectionnées en

fonction de plusieurs critéres :

- Especes métallophytes reconnues dans la bibpbogra

- Inventaire des espéces présentes naturellemele site d'étude ;

- Mélange de groupe d'espéce en fonction de leuest@ristiqgues, notamment pour
la sélection de graminées qui permettent un boourgement du sol et possedent
un systeme racinaire dense, et pour la préseni@gdmineuse qui permettent une
fixation de I'azote atmosphérique ;

- Revalorisation paysageéere du site.

Le Tableau 1.8 répertorie les especes sélectesnét leur abondance dans
l'association végétale. Les graines ont toutegoienies par la société Nungesser Semences
de Strasbourg. La densité végétale est de 30 gngtaines semées a la volée, celles-ci sont
recouvertes de 1 a 2 cm de terre par le passageataau.

Tableau 11.8 : Présentation des especes sélecgsnpéur I'étude par famille avec leur
proportion dans l'association végétale.

Graminée 50% Légumineuse 30% Autres 20%
Agrostis capillaris20% Onobrychis viciifolial0% Achillea millefolium5%
Arrhenaterum elatiu40% Medicago lupulinal0% Euphorbia cyparissia5%
Dactilys glomeratal 0% Lotus corniculatu$% Plantago lanceolat®%
Holcus lanatusl0% Vicia faba5% Silene latifolia5%
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Ce couvert a pour but de revaloriser ce site com@nd'un point de vue
environnemental et paysager. En effet, I'appor dauvert dense et varié a pour objectif de
diminuer le transfert des polluants dans les milieaisins et permettre sa détoxification au
niveau rhizosphérique. De plus, la revégétalisatence site avec des plantes prairiales

permet de le réintégrer d'un point de vue paysager.

3.2. Monoculture de chanvre

Le chanvre est semé a une densité de 2,das graines sont placées en ligne a 5 cm

de profondeur, 5 rangées par parcelle ont été reis@sace.

4. Parametres suivis

Au cours de la culture, différents parameétres sanvis pour évaluer d'une part
I'évolution des parametres physiologiques des etamiises en culture et d'autre part les
variations des teneurs et de la spéciation desegltntraces dans le sol.

Au niveau de la végétation, les mesures se sotégrsur :

- L'étude de la diversité de l'association prasgbar parcelle ;

- Les coefficients d'abondance / dominance descespet des taxons par parcelle ;

- Mesure de la biomasse végétale et de la croiesdgg plantes ;

- Dosage As, Pb, Cd, Sb, Cu, Fe et P dans leepadtinaires et aériennes.

Dans le sol, notre attention c'est portée suotdgenu et le comportement des métaux
dans le sol ainsi que sur le suivi des parameétmgsigo-chimiques en fonction des différentes
conditions de culture :

- Mesure des teneurs totales et disponibles ePBsCd, Sb, Cu, Fe, P ;

- Evolution des parametres physico-chimiques,EC, matiere organique et C/N.

3 échantillons par parcelle ont été effectuésr RBeufaire, 3 surfaces de 1 m2 ont été
définies aléatoirement sur chaque parcelle et ombigede réaliser I'échantillonnage pour les
différentes analyses décrites précédemment. Les@idbras de plantes récoltées représentent

un pool des espéces composant le couvert végathéét
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Chapitre VII : Analyses statistiques des données

Toutes les analyses statistiques présentées datraved ont été réalisées avec le
logiciel XLSTAT 2010.

1. Test U de Mann et Whitney

Les moyennes des échantillons ne vérifiant pasolaiion de normalité ont été
comparées deux a deux a laide du test U de Manwigtney. Ce test concerne
essentiellement les analyses effectuées sur lesdldres de sols et de végétaux lors des

culturesin-situ. Le risque d'erreur a été fixé a 5 %.

2. Analyse de Variance (ANOVA)

Lorsque I'ensemble des échantillons étudiés présedes distributions indépendantes
respectant la normalité et de variances identigiNQOVA a été appliquée pour déterminer
d'éventuelles différences entre les moyennes deédeantillons. Ce test a donc été utilisé
principalement pour mettre en évidence |'effetaledncentration et de la forme de I'As dans
la réponse des plantes au stress As lors des mgrértions sur sol et en hydroponie réalisées

au laboratoire. Le risque d'erreur a été fixé a.5 %

3. Analyse en Composantes Principales (ACP)

Lors de I'expérimentatiom-situ de phytostabilisation, des ACP ont été réalisées s
un certain nombre de paramétres. Cette analyseriitd permet une étude globale incluant
toutes les caractéristiques des données, est da&da compréhension des interactions entre
les différents parametres et évalue d'éventuelieilikide entre les différents points
d'échantillonnage (Thiouloust al, 1991).
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1 roisiéme partie :
Résultats - Discussion
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Chapitre | : Description des sols d'études

1. Caractérisation des parametres physico-chimiqee des sols
échantillonnés

Différentes analyses physico-chimiques ont éthséEs afin de mettre en évidence les

principales caractéristiques des différents solisés dans cette étude (Tableau 111.1).

Tableau IlI.1 : Parametres physico-chimiques d#érénts types de sols étudiés (n = 4).

R . Auzon Témoin  Auzon Pollué
Parametres Unités Terreau

(AT) (AP)
PHeau - 6,20 + 0,02 6,70 £ 0,19 5,99 + 0,08
pHkcl - - 5,70 £ 0,04 4,76 £ 0,01
CEC cmof.kg? 110,0 +0,1 13,8+0,1 10,1+0,3
Phosphore soluble 1,2+0,3 0,032 £ 0,005 0,081 £ 0,002
Azote total g.kg* 16,5+0,9 2,7+0,1 4,1+0,3
Matiére organigue 629,0+12,8 425+25 56,8 £ 2,3
C/N - 22,0+ 2,2 9,2+0,5 8,2+0,2

Les sols AT et AP sont caractérisés par un pHdaibnt acide, respectivement 6,7 et
6,0. Le contenu en matiére organique totale esttivement élevé (42,5 et 56,8 gkg
respectivement pour le sol AT et AP) alors queeleetir en azote total est relativement faible
(2,7 et 4,1 g.kg, respectivement pour les sols AT et AP) (Delaurbisl, 2008). Il en résulte
un rapport C/N optimal dans ces sols (8 a 9,5 ms@enent pour les sols AT et AP). La CEC
varie de 10 & 13,5 cnickg™. La teneur en phosphore soluble est deux foiséligge dans le
sol pollué que dans le sol t¢émoin (80 contre 30kgigrespectivement), il en résulte un sol
pollué bien pourvu en phosphore soluble au comtrdir sol AT qui présente une teneur
relativement faible (Delaunoist al, 2008). Ainsi, le phosphore ne sera pas un facteur

limitant pour le développement de la végétationlsusol pollué (AP). Un apport d'engrais
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phosphaté n'est donc pas nécessaire. Par aillewexreau est riche en azote et en matiere

organique, des parametres qui lui conferent uriditieet des qualités agronomiques €élevées.
La texture des sols AT et APété déterminée a partir du triangle des text{Higgire

[1l.1) grace a la répartition granulométrique dedipales du sol. Pour les deux sols d'Auzon

(AT et AP), il s'agit d'une texture limoneux saldeFigure 111.1).
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Figure Ill.1 : Positionnement des sols AT et APglentriangle des textures (USDA).

A partir de la répartition granulométrique des tipates de sol, les propriétés
hydriques des sols AT et AP ont été determinéssmtprésentées dans le Tableau 111.2. Ces
données permettent d'évaluer I'état hydrique dursgitu. Le point de flétrissement et la
capacité au champ sont respectivement les borfi@seimres et supérieures de la Réserve en
eau Utile du solum (RU). L'évaluation de la RU aupprincipale application I'évaluation de
l'alimentation hydrique des plantes. L'étude depagametres met en évidence des propriétés

hydrigues communes entre les deux sols AT et AP.
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Tableau I11.2 : Répatrtition granulométrique et étadrique des sols AT et AP.

Auzon Témoin (AT)  Auzon Pollué (AP)

Sable 72,43 72,51

Argile % 9,25 10,25

Limons 18,32 17,24

Texture Limoneux sableuse Limoneux sableuge

Densité apparente g.cm? 1,58 1,57
Conductivité hydraulique cm.h! 3,09 2,65
Capacité au champ 0,18 0,18
Point de flétrissement | cm2 eau.crfi sol 0,08 0,09
Réserve en eau utile (RU) 0,1 0,09

2. Evaluation de la pollution du sol aux ETM et métdbides

Les teneurs totales de certains ETM ont été a@éesydans les différents types de sols
afin d'évaluer les éléments traces en excés enfueitement polluants. Les résultats sont

présentés dans le Tableau III.3.

Dans un premier temps, l'analyse des ETM met é&tegge une forte hétérogénéité
dans leur distribution au niveau de I'horizon defeme du sol AP. Celle-ci reflete une
contamination localisée suite au dép6t et au stpekie@ substances polluantes. Par ailleurs, le
sol AP est caractérisé par une forte teneur en3AK68,8 mg.kd). Celle-ci est 85 fois plus
élevée que la valeur seuil (VCI) définie par le BR®@002). Les concentrations en Pb, Sb et
Cu dans le sol AP (respectivement 910, 797 et 2d&gn) dépassent également les VCI
définies pour les zones sensibles. Cependantetesuts en Pb, Cu et Sb sont modérées par
rapport a celle de I'As. Dans le sol témoin (ABs ETM étudiés sont peu concentrés a
I'exception de I'As qui présente des teneurs seps a la valeur seuil (VCI zone sensible).
Cependant, les concentrations de Zn, Pb, Co, Cet@d mesurées dans I'horizon supérieur
du sol AT sont supérieures aux valeurs ASPITETrésgntant une gamme des teneurs
naturelles des différents ETM mesurées dans lesagpicoles francais. Le terreau ne présente

aucune contamination.
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Tableau 111.3 : Teneurs totales en ETM dans I'rarigupérieur des différents sols a I'étude, le

terreau, les sols AT et AP (n = 4) et Valeur de €aind'Impact zone sensible (VCI).

Eléments Unités Terreau Auzo(r;\_‘rr)é moin Auz?AnPF;ollué vcit A\S/%lﬁ_ué‘fi.z
Mn g.kg* 0,1+ 0,0 2,2+0,1 1,9+0,1 - -
Zn 50,1+ 3,2 144,9+3,8 165,3+11,0 9000 10-100
Pb 57+51 98,3+ 4,8 910,1+ 518,7 400 9-50
Co nd 92,5+£45 83,7+ 6,2 240 2-23
Ni 45+0,3 32,9+ 2,5 28,9+ 2,2 140 2-60
Cr mg.kg®  9,8+0,7 64,5+ 2,2 51,1+1,1 130 10-90
Cu 17,1+ 0,3 26,2+ 0,4 248,0% 26,0 190 2-20
Cd nd 0,5£0,1 48+25 20 0,05-0,45
As 2,2+0,0 233,8£ 45,7 3163,8+ 800,7 37 1-25
Sb nd 6,8+1,0 797,2+ 582,2 100 -

/CI: Valeurs indicatives pour la pollution des sd#s les zones sensibles (BRGM, 2002)
A/aleurs du réseau national d'études des sols #gi&SPITET relevées sur plus de 1800 sols, INFFDBE2005)

nd : non détecté

Pour déterminer l'origine des ETM retrouvés enesxgans I'horizon de surface, des
Facteurs d'Enrichissement (FE) ont été calculés fmus les éléments en exces a différentes
profondeurs (horizon de surface, -30 et -50 cngrese basant sur un élément de référence,
l'aluminium (Al). Le choix de cet élément repose plusieurs criteres (Sterckeman al,
2007) :

- Il est géochimiquement stable ;

- Il est abondant et ses teneurs sont peu modifigekes activités anthropiques ;

- Le rapport entre cet €lément et les autres él&ntesces dans la crolte terrestre

est relativement constant ;

- Il peut étre minéralisé et dosé de la méme margee les éléments étudiés dans

ce travail.

Le calcul du facteur d'enrichissement est le siiva

[ETM] / [Al] (horizon supérieur)

FE =
[ETM] / [Al] (horizon profond)
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Les résultats, présentés dans la Figure Ill.2,treahune diminution significative des
FE avec la profondeur pour lI'ensemble des éléntemtes en exces, reflétant une origine
anthropique de ces éléments dans I'horizon decgurRar ailleurs, I'étude des profils des FE
avec la profondeur met en évidence une accumulateortes ETM a environ 30 cm de
profondeur. Cette couche de couleur noire et diwignthropique pourrait indiquer que les
horizons de surfaces ont été remaniés (Cances,).2@d4 effet, la parcelle 227 servait
essentiellement de lieu de stockage, entrainantacnemulation des ETM en surface, un

remaniement du sol a pu entrainer une accumuldgares éléments a 30 cm de profondeur.

Facteur d'enrichissement (FE, Al)
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
0,00 . .

-10,00 +
P —0— Ag
g -20,00 -
z —B-Pb
T -30,00 ) .
< ——38b Profondeur (cm)| [Al] g.kg
5 40,00 ¢ —x—Cd 0 62,0
- 5000 ¢ —%—Cu 20 67,7

-60,00 - [ff 30 74,0

-70,00 + 50 71,2

-80,00 - & 80 66,4

Figure II.2 : Evolution, en fonction de la profonoledes facteurs d'enrichissement de I'As,
du Cu, du Pb, du Cd et de I'Sb sur le site de killgiUsine d'Auzon (AP), calculés en
utilisant Al comme élément de référence, le tablgarontre présente les teneurs en Al (g.kg

1 au différentes profondeurs.

L'As a été identifié comme le polluant le plusgadt sur le site industriel de la Vieille
Usine d'Auzon (Laperche et Eisenlohr, 2001 ; Mat2@®1 ; Cances, 2004). Par ailleurs, il
présente, de par sa grande mobilité dans le solARisque de toxicité élevée. Pour la suite
de cette étude, les expérimentations porterontipaement sur la contamination a I'As, tant
au niveau du sol avec I'étude du profil de I'Assdespéciation chimique et de sa disponibilité,
gu'au niveau des plantes en évaluant, d'une parimpacts physiologiques et biochimiques

de la pollution des sols et, d'autre part, I'accatmh de I'As dans les plantes.

119



3. Répartition et phases porteuses de I'As dansdel

Le sol AT, utilisé comme sol témoin, présente temeur en As supérieure aux teneurs
moyennes couramment observées dans le sol fraficaideau 111.3) comprises entre 1 et
25 mg.kg' (Baize, 2010). Or, d'aprés la Figure 1I1.3, les@ntrations en As relevées dans le
sol AT ne varient pas avec la profondeur. Les teneesurées dans I'horizon de surface ont
donc une origine naturelle. Au contraire, les tes@m As observées dans le sol AP diminuent
avec la profondeur. Dans I'horizon de surface, elaetir en As s'éleve en moyenne a
3163,8 mg.kd, elle est d'environ 400 mg.Kg 80 cm de profondeur.

[As] mgkg!
1000 2000 3000 4000

P

g

Profondeur (cm)

—o— Auzon Témoin (AT) —1— Auzon Pollué (AP)

Figure 1.3 : Teneurs en As dans différents hanzale sol d'Auzon Témoin (AT) et Auzon
Pollué (AP) (n = 4).

L'évolution des teneurs en As avec la profonde@t Bn évidence une origine
anthropique de la pollution. Les variations impotés des concentrations en As relevées dans
I'horizon de surface du sol AP mettent la encorévaédence I'hétérogénéité de la pollution.

L'extraction séquentielle de I'As dans les écliant de sol permet de déterminer les
différentes formes considérées comme mobiles et gdukacilement participer au cycle
biogéochimique de I'As. Les résultats mettent emtanae répartition de I'As différente entre

les deux types de sols (Figure I11.4).
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Figure IIl.4 : Distribution de I'As dans le sol Agt AP. R : fraction échangeable et acido-
soluble, R : fraction réductible, As associé au Fe et au R, fraction oxydable et R
fraction résiduelle (n = 4, les différentes lettriesliquent les groupes significativement
différents, ANOVA, p < 0,05).

Le sol AP a une fraction échangeable et acido-soldé I'As (R), considérée comme
facilement mobilisable (Moszkowicz, 2002), 6 foisupl élevée que dans le sol AT
(respectivement 12,7 % et 2,1 %). De méme, laifmacixydable (B) et celle associée au Fe
et Mn (R) sont plus importantes dans le sol AP que celleservées dans le sol AT.
Finalement, la fraction résiduelle d'As représémt@majorité de I'As total présent dans les sols
analysés (R= 86,3 % et 56,7 % respectivement dans le sol AAR), elle est considérée
comme faisant partie de la structure cristallinesdlu A noter que dans les échantillons du sol
pollué (AP), les phases réductibles contiennerpaurcentage plus élevée d'As,(R 18,8 %)
gue les fractions oxydables {R 11,9 %). Pour le sol AT, la répartition de I'Astre les

phases oxydables et réductibles sont similairé&syGpour B et R).

4. Caractérisation floristique des sites d'études

Apres avoir caractérisée la pollution du solsil iatéressant de se pencher sur l'impact
de ces contaminants sur la diversité et le dévelmgnt des communautés végétales sur le
site. Dans cette perspective, I'étude des commésauégétales qui vivent dans un
environnement pollué offre plusieurs avantages @teshal, 2009) :

- Elles sont en contact étroit et continu avealestrat pollué ;
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- Elles peuvent accumuler des ETM dans leurs garéiériennes de maniere
proportionnelle au contenu disponible dans le sol ;

- Leur taxonomie est bien établie et elles sondepient identifiables.

Par conséquent, une étude des associations végataté réalisée en 2008 sur le site

d'Auzon témoin et pollué selon une approche phyiokmique (Braun-Blanquet, 1964).

Tableau IIl.4 : Caractéristiques des communautéetedes de chaque site témoin (AT) et
pollué (AP).

Type de plante Cycle de la plante
Nombre Nombre de )
. . % Arborescent % Arbustive % Herbac¢e % AnnuelBd Pérenne
Zones d'espéces familles
Témoin (AT) 42 19 2,3 2,3 95,3 15,0 85,0
Polluée (AP) 42 28 0,0 9,5 90,5 9,8 90,2

L'examen botanique de la zone polluée (AP) a aldolat détermination de 42 especes
et 28 familles (Tableau 111.4). La plupart de cepéces sont des herbacées vivaces, la famille
la plus représentée étant les Poaceae (Tabledu (uelques arbustes se sont développés sur
la parcelle, tel queCytisus scopariuspu encoreRubus fruticosusMalgré cette diversité
taxonomique, la végétation n'est pas uniforme €mnt@rieur de chaque quadrant, le couvert
végétal, le nombre de taxons et le type d'espém@indntes sont assez variables. Finalement,
la zone étudiée est caractérisée par un couvedétalémixte et dense (prés de 100 % de la
couverture du sol), il est essentiellement domine Aggrostis capillariset Arrhenaterum

elatius la strate arbustive étant essentiellement reptésgalCytisus scoparius
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Tableau I11I.5 : Relevé floristique de la végétatidan site témoin (AT) et de la friche

industrielle polluée (AP) réalisé en juin 2008.

Espéces végétales

Abondance-dominan

ceStrate

Famille Espeéce latin Nom francais AT AP
Amaranthaceae Amaranthus retroflexus Amaranthe réfléchie 1 Herbacéq
Apiaceae Daucus carota Carotte sauvage + | Herbacég
Araliaceae Hedera helix Lierre commun 1 Herbacég
Asteraceae Achillea millefolium Achille millefeuille 1 1 Herbacég
Bellis perennis Paquerette + Herbacés
Cirsium arvense Chardon des champs + + | Herbacée
Lapsana communis Lampsane commune 1 Herbacég
Taraxacum ruderalia Pissenlit dent de lion 2 Herbaceg
Boraginaceae Echium vulgare Vipérine commune + Herbacég
Campanulaceae Campanula rotundifolia Campanule a feuille ronde 1 | Herbacée
Caryophyllaceae Cerastium fontanum Ceraiste commun + Herbacég
Saponaria officinalis Saponaire officinale 1 Herbacéq
Silene latifolia Compagnon blanc + | Herbacés
Silene vulgaris Siléne enflé 1 + Herbacég
Stellaria graminea Stellaire graminée + Herbacés
Stellaria media Mouron des oiseaux + Herbacég
Convolvulaceae  Convolvus arvensis Liseron des champs + 2 | Herbacég
Dipsacaceae Knautia arvensis Knautie des champs 1 + | Herbacés
Equisetaceae Equisetum arvense Préle des champs 1 | Herbacég
Euphorbiaceae Euphorbia amygdaloides Euphorbe des bois 1 | Herbacéq
Euphorbia cyparissias Euphorbe petit cypres 1 | Herbacéq
Fabaceae Lotus corniculatus Lotier corniculé + Herbacég
Medicago lupulina Luzerne lupuline 1 Herbacég
Trifolium pratense Trefle des prés + Herbacéq
Trifolium repens Tréfle blanc 2 Herbacéq
Vicia hirsuta Vesce hérissée + | Herbacég
Vicia sepium Vesce des haies + Herbacég
Geraniaceae Erodium cicutarium Erodium bec de grue 1 Herbacés
Geranium columbinum  Géranium des colombes + Herbacég
Juncaceae Juncus inflexus Jonc glauque + Herbacéq
Liliaceae Asparagus officinalis Asperge sauvage + | Herbacée
Muscari comosum Muscari & toupet + Herbacéq
Malvaceae Malva sylvestris Grande mauve 1 Herbacég
Onagraceae Epilobium angustifolium Epilobe a feuille étroite 1 1 | Herbacéq
Plantaginaceae Plantago lanceolata Plantain lancéolée 1 + | Herbacés
Plantago major Grand plantain 1 Herbacéq
Poaceae Agrostis capillaris Agrostide commune 1 3 | Herbacéq
Agrostis stolonifera Agrostide stolonifere 1 1 Herbacég
Alopecurus pratensis Vulpin des prées + Herbacég
Arrhenaterum elatius Avoine élevée 1 2 Herbacég
Calamggrostis _ Herbacée

arundinacea Calamagrostis faux-roseaix 1 +

Dactylis glomerata Dactile agglomérée 1 + | Herbacég
Elytrigia repens Chiendent officinale 2 Herbacég
Holcus lanatus Houlque laineuse 1 1 | Herbacésd
Poa pratensis Paturin des prés 1 + | Herbacée
Polygonaceae Rumex acetosa Oseille sauvage 1 Herbacéq
Rumex acetosella Rumex petit-oseille + Herbacég

123



Tableau 111.5 suite

Abondance-

Espéces végétales dominance Strate
Famille Nom latin Nom francais AT AP
Portulacaceae Portulaca oleracea Pourpier 1 Herbacée
Primulaceae Lysimachia nummularia Lysimaque nummulaire + Herbacée
Renonculaceae Ranunculus acris Renoncule acre 1 Herbacée
Rosaceae Fragaria vesca Fraisier sauvage + Herbacée
Potentilla sp. Potentille sp. 1 Herbacée
Rubus fruticosus Ronce commune + 1 Herbacée
Rubiaceae Galium aparine Galillet gratteron 1 1 Herbacée
Galium mollugo Gaillet doux + Herbacée
Scrophulariaceae Linaria repens Linaire rampante 1 Herbacée
Solanaceae Solanum nigrum Morelle noire + Herbacée
Urticaceae Urtica dioica Ortie dioica + + Herbacée
Valerianaceae Valeriana officinalis Valériane officinale 1 Herbacée
Cannabaceae Humulus lupulus Houblon + Arbustive
Caprifoliaceae  Lonicera periclymenum Chevrefeuille des boig 1 Arbustive
Cornaceae Cornus sanguinea Cornouiller sanguin + Arbustive
Fabaceae Cytisus scoparius Genét a balai + Arbustive
Oleaceae Ligustrum vulgare Troéne sauvage + Arbustive
Rosaceae Prunus spinosa Prunier sauvage + Arbustive
Rosa canina Eglantier commun + Arbustive
Salicaceae Populus tremula Tremble + Arbustive
Salicaceae Populus nigra Peuplier noir 1 Arborescente

Un travail similaire réalisé sur la friche témaiontre comme sur le site pollué une
dominance des herbacées (Tableau I111.5). Cepentdeitification floristique sur le site
témoin (AT) met en évidence une diversité plus @&ewen nombre d'especes dans les
guadrants (19 especes par quadrant pour AT cor@reolir le site AP). Au-dela de la
présence en nombre de graminées (8 espéeces)famites dominent, les Fabacées et les
Astéracées avec cing especes, les Caryophyllacées quatre especes. Par ailleurs,
contrairement a la zone polluég, capillaris n‘est pas l'espéce majoritaire sur le site témoin.
L'agrostide commune, espece acidophile trés présemtle site pollué, semble s'étre adaptée
aux polluants métalliques présents en quantité Besal. De plus, elle posséde des propriétés

allélopathiques qui limitent la germination desrasitespéces (Delabagsal, 1998).

Par ailleurs, la Figure IIl.5 présente la contribntdes différentes familles végétales
dans la végétation de chaque site. Alors quéteceaesont dominantes sur les deux sites,
leur proportion est plus importante sur le sitdyml(AP) que sur le site témoin (AT) (36 %
avec 8 especes sur AT contre 51 % avec 7 especeSP3uiDe méme, la proportion de
Fabaceaeet dAsteraceaeest presque six fois supérieure sur le site térpairrapport au site
contaminé (respectivement la proportion est det13é% sur le site AT contre 1,5 et 2,5 %
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sur le site AP). Seules |€aryophyllaceag@résentent une proportion équivalente entre ée sit
témoin et pollué (5 % pour AT contre 4 % pour AP).

O Asteraceae
B Caryophyllaceae
7 30%

M Fabaceae

O Plantaginaccae

M Poaceae

o O Autres capeces

B Caryophyllaceae

@ Convolvulaceae
S 26%

O Equisetaceae

O Cuphorbiaceae

O Poaceae

51Y%

O Autres espéces

Figure 111.5 : Proportion des familles de plantegsipchaque site, le site tétmoin (AT) (a) et le
site pollué (AP) (b).

5. Phytoaccumulation de I'As et du Pb par la végétion

A la suite de I'étude floristique, I'accumulaticar e végétation de I'As et du Pb, deux
des principaux contaminants présents dans le sdh gercelle polluée, a été évaluée en
mesurant leurs concentrations dans les feuilledegtracines de 6 espéces végétales

dominantes prélevées dans différents quadrantsréssgtats sont présentés dans la Figure
11.6.
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Figure 1.6 : Concentrations en Pb (a) et en Asd@)s les feuilles et les racines d'espéces

dominantes prélevées dans la zone polluée (AP¥n =

Les teneurs moyennes mesurées dans les plantegée® sur site s'élévent dans les
feuilles & 22,8 mg.K§ pour I'As et & 8,0 mg.kg pour le Pb. Dans les racines, les
concentrations moyennes mesurées sont de 51,7 Tndkg I'As et 80,0 mg.kgpour le Pb.

La tendance générale montre donc une teneur sigtifement plus élevée dans les racines
gue dans les feuilles quelque soit 'ETM étudiés lésultats suggerent également que,
indépendamment de la teneur en As et en Pb dasal,lées différentes especes végétales
présentes sur le site avaient des capacités vatidesorber et d'accumuler les polluants. Par
exemple Agrostis capillariset Euphorbia amygdaloidesbsorbent 5 & 10 fois plus d'As et de
Pb que les autres especes étudiEgsjsetum arvensabsorbant préférentiellement I'As. Par

ailleurs, contrairement aux autres espeEesrvensestocke préférentiellement I'As dans ces

parties aériennes.

6. Discussion

6.1. Evaluation et caractérisation de la pollutida site d'Auzon

La présente étude a été réalisée sur un anceemditistriel dont 'activité a débuté en
1902 par I'exploitation miniere d'arsénopyrite ptaufabrication de produits arséniés destinés

essentiellement a l'agriculture. L'activité a étéeirompue en 1949, il a ensuite servi au
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stockage de produits chimiques de la seconde goengliale. Il en résulte un sol fortement
perturbé dont l'une des caractéristiques majeusedaeprésence de niveaux relativement
élevés d'ETM et métalloides comme I'As, et dansnuoiedre mesure le Pb, I'Sb et le Cu. Ces
concentrations en ETM sont largement supérieuresllas mesurées dans les sols naturels
non pollués (Baize, 2010), confirmant ainsi undytimn polymétallique trés importante. Par
ailleurs, les caractéristigues pédochimiques des d®ls indiquent une texture limoneux
sableuse, un pH faiblement acide (entre 6 et 7)niueau relativement élevé de carbone
organique et une teneur en azote faible, a I'aiginn rapport C/N inhabituellement éleve.
Bien que la raison d'un tel ratio C/N ne soit dag€, ce résultat pourrait étre di a la présence
d'un couvert végétal important qui apporte de léiénaorganique en quantité. En effet, une
potentielle diminution de l'activité microbiennd esuvent observée dans des sols présentant
des pollutions métalligues (Ghosét al, 2004) et peut-étre responsable d'une faible
dégradation des composés organiques qui se retroenexces.

Concernant I'As, I'étude du profil des concertradi dans le sol AP, qui diminuent
avec la profondeur, met, d'une part, clairemeng@dence une origine anthropique de la
pollution a I'As présent dans I'horizon de surfges résultats sont en accord avec ceux de
Matera (2001) et Cancés (2004) qui ont effectuepdéevements dans d'autres zones de la
friche industrielle. Au contraire, le sol AT, doless teneurs en As dans I'horizon de surface
sont proches de 250 mg:kgne montre pas de variations significatives deseoimations en
As avec la profondeur. L'As présent en surface & dme origine naturelle héritée du fond
pédogéochimique. En effet, la région du Massif Garitancais est caractérisée par un fond
pédogéochimique élevé en As hérité du socle dmmigvolcanique et de gisements
hydrothermaux de soufre (Morgt al, 2002). Les concentrations d'As dans les solsr@latu
du Massif Central dépassent fréqguemment 300 rifg.kg peuvent méme atteindre
1000 mg.kg, comme par exemple dans le domaine Echassiérksr(A&rance) (Moriret al,
2002). D'autre part, les extractions séquentiebadisées sur les deux sols d'Auzon (AT et
AP) ont permis de mettre en évidence une plus grdigponibilité de I'As dans le sol AP. La
fraction R, représentant la fraction échangeable et aciddsbnl est 6 fois plus importante
dans le sol AP que dans le sol AT. Cette caratiguis augmente les risques
environnementaux liés a la pollution du sol AP.dfet, des analyses réalisées par Sangan
al. (2001) ont montré des transferts fréquents dev&s les milieux aquatiques environnants
de la friche industrielle, en particulier vers lésseau de I'Auzon et la riviere de I'Allier. De
plus, d'apres I'extraction sélective, le site ppl{d\P) présente une fraction réductible deux

fois plus importante que la part oxydable de I'A% résultat indique une fixation
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préférentielle de I'As sur les oxyhydroxydes de ¢aactéristique confirmée par I'étude de
Cancés (2004). Une remobilisation de I'As présantsdes fractions Ret Ry peut avoir lieu
lors de changement des conditions physico-chimigliesol (Coulibalyet al, 2010), et
notamment des modifications des conditions oxydie&ices pouvant intervenir en période
de crue (Laperche et Eisenlohr, 2001). Cependartmajorité de I'As se retrouve piégée sur
les phases résiduelles du sol (respectivement®6eB856,7 % pour le sol AT et AP) et n'est
donc pas disponible pour les plantes ou les orgassvivants du sol. Cette caractéristique
peut étre la conséquence de I'existence de liaiwotes entre I'As et les complexes silicatés
du sol (Moszkowicz, 2002). Sur le sol AP, I'As mée donc une fraction mobilisable plus
importante que sur le sol AT qui justifie une phgtacité élevée de I'As dans le site
contaminé. Par ailleurs, les travaux de Camtés. (2005) ont montré que I'As présent dans
le sol de la friche industrielle se trouvait majairement sous forme d'arséniate (AsV), moins
toxique et moins mobile que l'arsénite (As(lll)) gi&zingeret al, 2002). L'analyse des
contenus en ETM dans les végétaux se développaehwronnement pollué peut apporter
des données utiles pour caractériser la biodisgit@ides ETM dans le sol (Franzle, 2006).

6.2. Etude de la flore métallicole

Le relevé floristique effectué sur la friche intiedle (AP) montre que la zone polluée
est colonisée par un certain nombre d'espécesalégéin dépit de la présence de polluants
métalliques. Malgré la pollution, le site présedd®c une couverture végétale dense et mixte
avec une dominance des graminées et notammi&grtodtis capillaris Cependant, a titre de
comparaison, I'étude du couvert végétal de la frichre contaminée (AT), située a proximité
du site pollué et présentant des caractéristiquésghémiques proches (structure et texture du
sol, pH), met en évidence une diversité végétals filrte que celles observées sur la friche
industrielle. La détermination de l'indice de ShamriH") (Tableau I1I.6) pour chaque zone
confirme une plus grande diversité des especes ldanguadrants du site non pollué. De
méme, lindice d'équitabilité (E) est plus faibler $¢ site pollué et met ainsi en avant la
dominance du peuplement de la friche industriede A capillaris La valeur élevée de E
pour le site témoin montre une relative homogéné#as la répartition des espéeces. Une
constatation similaire a été relevée par Dazy ®icedlaborateurs (2008) sur un site pollué au
Cd et aux hydrocarbures. De méme, Otones et sapee(R011) ont également mesuré une
réduction de la biodiversité de la flore sur ue sitinier contaminé a I'As en comparaison a

un site non pollué.
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Tableau 111.6 : Indice de Shannon (H') et d'Equilteh(E) déterminés sur chaque site, Auzon
Témoin (AT) et Pollué (AP).

Ishannon(H') |équitabi|ité(E)

Auzon Témoin (AT) 2,34+0,31 0,78 + 0,08

Auzon Pollué (AP) 1,64+0,32  0,44%0,08

Par ailleurs, malgré la présence d'especes consmente les deux sitesA(
millefolium P. lanceolata, S. vulgaris, A. elatjysappelées pseudométallophytes, des
différences sont observées au niveau de la conpodibristique. En témoigne la faible
valeur de l'indice de similarité de Jacquard (24c@gulé entre les deux sites, témoin (AT) et
pollué (AP), relevant peu de similitude entre Igét@tion de chaque site. Cette variabilité
floristique, influencée par la pollution du sol, tren avant une capacité d'adaptation et de
tolérance des pseudométallophytes, leur permad@ebloniser un milieu perturbé. De plus,
la faible compétition des espéces vegeétales pasirnaghes écologiques peut favoriser le
développement de ces especes tolérantes a laigolidt sol AP.A. capillaris présente
essentiellement sur le site contaminég, ainsikjugrvenseu lesEuphorbiaceaepeuvent étre
considérées comme des pseudométallophytes électilies présentent une plus grande
vitalité sur les zones polluées en ETM que sutdesins non pollués (Dazy, 2008).

Par conséquent, les contaminants présents daw ¢t clairement un impact sur la
structure des communautés végeétales. De fait, pwévelopper sur un site contaming, les
especes métallicoles utilisent différentes stratediadaptation (Frérot, 2006) :

- Soit en modifiant leur rhizosphere par lI'exsustatie composés rendant les ETM
moins solubles ou entrainant leurs précipitatianssSormes insolubles dans la rhizosphere
(Koo et al, 2010) et permettant ainsi I'exclusion ou la dumtion de la phytotoxicité des
ETM au niveau de la rhizosphére (Cai et Ma, 2008pilz, 2005) ;

- Soit par l'absorption et la détoxification desMETau sein de la plante par
chélation des cations métalliques ou métalloidgsanséquestration des ETM principalement
dans le systéeme vacuolaire (Cai et Ma, 2003), peamteainsi leur transformation vers une
forme physiologiqguement tolérable.

L'étude des teneurs en As et Pb dans les planéésvges sur site a permis d'apporter des
précisions sur les différentes stratégies misgslase par les plantes pour tolérer la présence

de ces polluants dans le sol.
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Les Facteurs de Bioaccumulation (FB) de I'As etPtiude chaque espéce (Tableau
l11.7) montrent que le développement et la toléeade certaines de ces espéces aux polluants
du sol requiert une stratégie excluante, tel esatepoulS. vulgaris K. arvensiset A. elatius
pour le Pb et I'As eE. arvensepour la tolérance au Pb. Cette stratégie de tatérgar
exclusion semble étre commune a la majorité descespggétales présentes dans des sites
pollués a I'As (Wangt al, 2002 ; Otonegt al, 2011). Au contrairekE. amygdaloidegt A.
capillaris accumulent une partie de I'As et du Pb présents tasol. En effetA. capillaris
est une monocotylédone reconnue pour étre une edopdéErante a I'As et pouvant se
comporter comme une pseudométallophyte accumudatiids (Duquesnoet al, 2009).
Benson et son équipe (1981) ont montré que cepiecesétait capable de se développer sur
des déchets de fonderie en Angleterre et accurdel€As jusqu'a 1 % de son poids sec. De
méme,E. arvenseaccumule en quantité I'As avec des teneurs pratidd®0 mg.kg dans les
feuilles. Une étude menée par Piquet-PissalouxobirR(2006) sur le site d'Auzon a mis en
avant le caractére accumulateur He arvensevis-a-vis de I'As. Ces espéces sont ainsi
capables de détoxifier I'As et/ou le Pb absorbés,sgguestration ou par complexation,

permettant leur stockage dans les tissus de lagplant

Tableau 111.7 : Facteurs de bioaccumulation (FByettranslocation (FT) calculés pour les
différentes espéces prélevées sur le site d'étudet].

FB FT
As Pb As Pb

A. capillaris 0,024+ 0,007 0,061+ 0,019 0,185+ 0,031 0,156+ 0,036
S. vulgaris 0,003+ 0,000 0,005+ 0,000 0,747+ 0,360 0,256+ 0,132

E. arvense 0,016+ 0,005 0,006+ 0,003 3,290+ 1,647 0,075+ 0,027

K. arvensis 0,002+ 0,000 0,003+ 0,000 0,242+ 0,044 0,132+ 0,033
E. amygdaloides 0,014+ 0,004 0,040+ 0,013 0,029+ 0,006 0,021+ 0,002
A. elatius 0,002+ 0,000 0,005+ 0,002 0,104+ 0,030 0,052+ 0,023

Cependant, I'étude des facteurs de translocattonsde I'As et du Pb (Tableau I11.7)
calculés pour chaque espéce met en évidence uffiatbds transfert du Pb vers les parties
aériennes, le Pb absorbé par les plantes étanttiefleenent stocké dans les racines. En ce

qui concerne I'As, les facteurs de translocatiomguneht un transfert de I'As vers les parties
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aériennes chek. arvensgFT > 3). Malgré un facteur de bioaccumulationl'ds faible, sa
capacité a stocker I'As dans ces parties aérignmgtsétre considérée comme un des criteres
de I'nyperaccumulation de I'As selon les travauxXidao et son équipe (2009). De méige,
vulgaris présente un facteur de translocation de I'As modd 1, cependant les teneurs
observées dans les différents tissus de la plaetablent indiquer, comme précisé
précédemment, une stratégie excluante vis-a-vig\de

D'apres la Directive Européenne 2003/100/CE (20§3) détermine les teneurs
maximales en produits indésirables dans I'alim@amainimale, les seuils autorisés pour I'As
et le Pb sont de 2 et 40 mgkgespectivement. Or, les concentrations en As wbssrdans
les parties aériennes des écotypes deapillaris, S. vulgari®t E. arvensespeces indigenes
au site pollué d'Auzon, atteignent des valeurs tagge plus élevées. Les teneurs foliaires en
As chez ces 3 espécssnt respectivement de 23,2, 8,8 et 98,2 mbde MS. Ces teneurs
élevées supposent un risque significatif de l'ipocation de ces ETM et de leur accumulation

dans les niveaux supérieurs de la chaine trophique.

Le développement des plantes sur des sols megjigihes ne dépend pas seulement
des teneurs totales et disponibles en ETM. Lesrainies édaphiques jouent un rble majeur
dans la sélection des associations de plantesfisjp@si. En effet, en plus des niveaux élevés
d'ETM, il est évident que les déchets métallifesest des environnements inhabituels pour
les plantes (Tordofét al, 2000) en raison de la présence de nombreux datesurs limitant
la croissance tels que les carences en macronatsmen pH faible et de faibles teneurs en
azote (Remoret al, 2005 ; Shuwet al, 2005). Ainsi, il est trés probable que les astamis
végétales qui se développent dans ces habitaisybi@rs sont adaptées d'une part au niveau
de pollution relevé dans le sol et d'autre part puopriétés physico-chimiques du sol. Ainsi,
I'étude des processus de colonisation végétale ldarsols contaminés anthropiques s'avere
trés utile pour mieux comprendre le fonctionnemdat ces environnements complexes
(Remon, 2009).

Il est désormais largement admis que la restauratlon couvert végétal sur des
friches industrielles abandonnées, en plus dedspsthétique, est tres efficace dans la
réduction de I'érosion du sol et du transfert daiiants (Wong, 2003). Par conséquent, les
stratégies de phytorestauration sont maintenant idénées comme des méthodes de
réhabilitation efficaces et écologiques qui devrai@&re encouragées dans la perspective de
gestion durable des terres. Il est important @etil des plantes indigenes pour la

phytoremédiation, car celles-ci présentent de e@ills capacités de tolérance, et donc de
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développement. Dans ce contexte, lidentificatidasmbces susceptibles de tolérer les
polluants métalliques étudiés et de se développedes friches contaminées est primordiale
pour la compréhension des mécanismes de tolérammriela sélection d'especes destinées a

la revégétalisation de sites contaminés.

Chapitre 1l : Culture sur sol de 4 especes végésalen conditions
controlées

Cette étude vise a évaluer l'effet induit parddytion des sols sur le développement
et les activités physiologiques et biochimiquesjdatre especes de plant&sJanum nigrum
Agrostis capillaris Vicia fabaet Cannabis sativaA. capillarisetS. nigrumsont deux espéeces
indigenes du site industriel de la Vieille UsinAuton etV. fabaest une espéce modéle en
biologie (Pourrut, 2008 ; Sougat al, 2008).C. sativaa été sélectionnée pour sa biomasse
végeétale importante qui peut soit augmenter leaats de stockage des ETM, soit obtenir
une biomasse valorisable en cas de faible trandfstETM dans la partie aérienne. En
paralléle, I'évolution du contenu et de la spéaratie I'As dans le sol, principal polluant du
site d'Auzon, sont observées apres la culture kdetgs. L'objectif de cette étude est divisé en
guatre axes principaux :

- L'adaptation et le développement des especegalégéen culture sur des sols

prélevés sur la friche industrielle d'Auzon ;

- L'impact de la pollution sur la physiologie eintetabolisme des plantes ;

- La capacité des plantes a assimiler et a tragrsfés dans les feuilles ;

- Evaluer l'action des plantes sur la biodispoitéie I'As dans le sol.

Ce travail s'inscrit dans un projet de phytostsiion du site industriel de la Vieille
Usine d'Auzon en Haute Loire. Pour évaluer la tit&ides ETM en excées dans le sol AP (As,
Sb, Pb, Cd, Cu), les cultures de plantes ont éilisé&s sur trois types de sol, les sols AT et

AP ainsi qu'un terreau (condition de référence).

132



1. Evaluation de la toxicité des ETM chez 4 especesgétales

1.1. Effet des ETM sur le développement des @ante

1.1.1. Développement de la biomasse végétale
Lors de la culture de ces 4 especes sur le sollddéveloppement de la biomasse
aérienne et racinaire ne montre pas de différergpefisative par rapport aux mesures de

biomasse realisées sur des plantes cultivéesrseate(Figure 111.7).
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Figure 11l.7 : Biomasse aérienne (a) et racinalsg des différentes especes veégétdles
nigrum A. capillaris V. fabaet C. sativacultivées sur différents types de sol, le terreBu (
condition de référence), Auzon Témoin (AT) et AuRuollué (AP) (n = 8,%) indiquent les
différences significatives par rapport aux condiioke référence (T), ANOVA, p < 0,05).

Par contre, la pollution du sol aux ETM, obserdsms le sol AP, entraine une
diminution de la croissance des quatre especedalégéla biomasse aérienne\ddaba, C.
sativaetA. capillaris est significativement réduite de 82,5 %, 92 %6536 respectivement,
par rapport aux plantes cultivées sur terreau (Eigll.7a). Une diminution similaire est
€également notée pour les racines (89,1 %, 89,2 82,8t% respectivement pout faba, C.
sativa et A. capillaris, Figure 1ll.7b). La culture deés. nigrumsur le sol AP n'affecte

significativement que la croissance du systemeaaa.
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Figure 1.8 : Plants dé&. nlgru'm(a) A. capillaris (b), V. faba(c) etC. sativa(d) aprés un
mois de culture sur les différents types de sofrebal (T), Auzon Témoin (AT) et Auzon
Pollué (AP).

L'observation macroscopique des plantes confiremeonstat (Figure 111.8). En effet,
les individus cultivés sur le sol AP semblent sulmirstress plus marqué que sur les sols T et

AT, particulierement che€. sativaetV. fabadont la biomasse aérienne est fortement réduite.
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V. fabamontre le développement de nécroses au nivealeddies synonymes de sénescence
des tissus.

La pollution du sol AP a donc un impact plus intpat sur le développement de
fabaet C. sativaque sur les autres especes végétalebservation du développement 8e

nigrum sur sol pollué tend a valider I'nypothése seloruddlg cette espéce supporte une
contamination importante aux ETM.

1.1.2. Teneur en eau des plantes (TE)
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Figure II1.9 : Teneur en eau (TE) dans les feui{dset les racines (b) des 4 espéces végétales
en fonction du type de sol, le Terreau (T), Auz@&mbin (AT) ou Auzon Pollué (AP), (n =8,

(*) indiquent les différences significatives par rappaux conditions de référence (T),
ANOVA, p < 0,05).

L'évolution de I'état hydrique des plantes cubwéur sols a différentes teneurs en
ETM est variable en fonction de l'espéce végétalded'organe de la plante (Figure 111.9).
PourS. nigrum,seul le compartiment foliaire présente une réducsignificative de 16,5 %
de la TE chez les plantes cultivées sur sol pdi par rapport aux conditions controlgs.
faba montre une diminution de 35.1 % et de 12.4 % d&Hades feuilles et des racines
respectivement en comparaison avec les individosoités. Cette diminution est moins

marquée che?. capillaris les fortes teneurs en polluants dans le sol @&Rjainent une
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réduction de la teneur en eau de 15,8 % dans Udtefeet 9,8 % dans les racin€s. sativa
espéece exigeante en eau, ne présente pas deorasinificative de la TE dans ses différents
organes. Cependant, une forte variabilité est néeswahez cette espéce, ce qui semble
indiquer une différence d'adaptation des individushe méme condition.

Ainsi, la diminution de la teneur en eau se tradbez la plante par un desséchement,
liée a un facteur stress. La pollution des solgaém¢ une perturbation de I'équilibre
physiologique de la plante. Cependant, la tenewgagnchez ces 4 especes reste supérieure a
50 % sur sol pollué, ce qui indigue que les plantegsintiennent un certain degré

d'’homéostasie au travers de mécanismes adaptatifs.

1.2. Activités physiologiques et biochimiquesplastes

Dans une optique de développement d'un procédéhgtostabilisation, il est
nécessaire de connaitre les réactions des plardesws des ETM, permettant ainsi une
sélection des especes les plus adaptées pourdeemiglace de cette technologie biologique.

Les impacts liés a ce type de stress peuventcéteetérisés par I'étude de différents
parameétres physiologiques et biochimiques liéaaiVité photosynthétique.

1.2.1. Les échanges gazeux

La mesure des échanges gazeux au niveau degdglilgure 111.10) a été réalisée un
jour avant la récolte, soit aprés 30 jours de celsur sol.

Dans les conditions controles, la photosyntheste iflén) mesurée chez les différentes
espéces est supérieure a 4 pmob.83.s* (Figure 111.10a). A I'exception d¥. faba celle-ci
ne présente pas de variations significatives papad aux conditions contrdles pour
I'ensemble des plantes cultivées sur le sol AT.e@dant, en présence de teneurs élevées en
ETM dans le sol (AP), toutes les espéces végeésaleissent une diminution significative de
la Pn, supérieure a 50 % pour I'ensemble des espbodiées.

Par ailleurs, dans les conditions contrdles, ladoctance stomatique (gs) est variable
selon les espéces végétales (Figure 111.10b). Eet, aflle est proche de 0,1 mop®Bims?
chezA. capillaris, autour de 0,05 che2. sativaetV. fabaet inférieure & 0,04 mol®.m?.s*
chezS. nigrum SeuleV. fabaprésente une réduction significative de la gdesgol AT, la gs
moyenne obtenue sur AT étant sensiblement équiveadenelle mesurée sur AP. De plus, une
inhibition de la gs supérieure a 50 % est mesuoke futes les espéces végétales cultivées
sur AP. Ces résultats indiquent que les fortesuiesnen ETM dans le sol entrainent chez les 4
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especes vegeétales une fermeture des stomatesnlinidggapotranspiration. Les résultats
observés che¥. faba cultivée sur AT semblent indiquer une grande $glitéi de cette
espeéce a la pollution du sol.
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Figure 111.10 : Mesure des échanges gazeux au mivs feuilles pour les 4 espéces
veégetales cultivées sur les différents types deTsateau (T), Auzon Témoin (AT) et Auzon
Pollué (AP), (a) photosynthése nette (Pn), (b) cotahce stomatique (gs), (c) concentration
intercellulaire en C®(Ci), (d) transpiration (Tr), (n = 8*) différences significatives par
rapport aux conditions contrdles (T), ANOVA, p <9,0

La concentration en CQntercellulaire dans les conditions controles esmnprise
entre 300 et 350 pmol G@nol aif* chezS. nigrum A. capillaris et V. fabg elle est égale a
250 umol C@.mol air' chezC. sativa(Figure 111.10c). Aucune variation significative sle
concentrations en CQlans les feuilles n'est observée pour les plaultivées sur AT par

rapport aux conditions contréles. Cependant, leupelldes plantes sur AP entraine une forte
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augmentation du CfQintercellulaire chez les différentes espéces agetexceptéef.
sativa Cette observation couplée a la diminution deoledactance stomatique indique que la
pollution du sol cause un dysfonctionnement daasssiimilation du C@par la plante qui
pourrait s'expliquer par une inhibition de l'adivde la Rubisco.

L'évolution de la transpiration (Tr) (Figure 1l0d) est corrélée a celle de la gs,
parametre contrélant I'ouverture des stomates et ldotaux de transpiration chez les plantes.
En effet, comme pour la gs, en absence d'un stiésdlique A. capillarisa une transpiration
trois fois plus élevée (2,9 mmobB.m2%s?) que ches. nigrumetV. faba(environ 0,9 mmol
H,O.m?.s%). C. sativaprésente une transpiration faible en condition rédet elle s'éléve a
0,5 mmol HO.mmi%.s, et ne montre pas de variation significative efspnce d'un excés en
ETM dans le sol (AP). Au contraire, une forte intidn de la transpiration est observée chez
S. nigrumA. capillarisetV. fabacultivées sur AP, elle est réduite respectiverder7, 75 et
74 % par rapport aux conditions contrbles. De ménre diminution significative est
observée chez les plants \defabacultivés sur AT. L'altération de la conductanaasdtique
et de la transpiration chez cette espéce cultivédessol AT semble avoir pour effet une
réduction de l'assimilation nette du £€@ont l'absorption est en partie régulée par les
stomates. L'exces en ETM dans les sols perturbe késnflux hydriques au sein des plantes
exceptée cheg€. sativa Cette perturbation est accentuée par un haugdigfermeture des
stomates en conditions de stress.

1.2.2. Teneurs en chlorophylles

La quantification des chlorophylles permet de catned'état physiologique d'une
plante. La chlorophyllea fait partie du centre réactionnel qui permet langfarmation de
I'énergie photonique en énergie chimique. L'antesollectrice, regroupant les chlorophylles
a etb, absorbe les photons. Un stress abiotique, coranpeélsence en grande quantité d'un
ETM dans le sol, peut entrainer une inhibitionaledie de biosynthése ou de dégradation des
chlorophylles et aboutir a un dysfonctionnement géstosystemes. Ceci influe sur le
rendement de la photosynthese et diminue ainsirdalygtion de biomasse. L'étude des
teneurs en chlorophylles peut donc nous renseigmeun éventuel impact de la pollution

métallique d'un sol sur la voie de biosynthesectdsrophylles.
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Figure Ill.11 : Teneurs en chlorophylles dans &slfes deS. nigrumA. capillaris V. fabaet
C. sativacultivées sur les 3 sols, le Terreau (T), Auzomdi (AT) et Pollué (AP), (a)
teneur en chlorophyllea et (b) teneur en chlorophyllés(n = 8, ) indique les différences

significatives par rapport aux conditions contrflgsANOVA, p < 0,05).

Les concentrations en chlorophyllaset b (Figure Ill.11) varient en fonction des
especes étudiées et des conditions de culture.oBditons contréles, deux especes se
démarquent, d'une paf, nigrumprésente des teneurs en chlorophydlex b élevées, elles
atteignent 2,6 mg-ypour les Chh et 0,94 mg.g pour les Chb. D'autre partC. sativaest
l'espéce dont les teneurs en chlorophylles sontples faibles, la concentration est de
1,4 mg.g* pour les Chia et de 0,5 mg:§ pour les Chb. Quel que soit le soB. nigrumne
montre pas de variation significative des tenewrstdorophyllesa. Pour cette espéece, une
baisse significative des concentrations en chloyligtb est observée entre les conditions
controles (Chlb = 0,94 mg.f) et le sol AP (Chlb = 0,67 mg.d). Les teneurs en
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chlorophyllesa et b mesurées dans les feuilles d faba montrent une diminution
significative pour les plantes cultivées sur lets SBT et AP par rapport aux conditions
contrbles. Cette diminution, observée pour desdailéneurs en As dans le sol AT, semble
marquer la sensibilité de cette espéece a I'As coemtémoigne l'inhibition de la conductance
stomatique et de la transpiration sur ce mémeDBm®mIméme, la pollution aux ETM (sol AP)
inhibe la biosynthése des chlorophyliestb chezC. sativaet A. capillaris En effet, sur le
sol AP, les teneurs en chlorophydeetb sont réduites respectivement de 62 et 55 % @our

sativaet de 24 et 53 % che¥ capillarispar rapport aux conditions controles.

1.2.3. Fonctionnement des photosystemes Il

Parallélement a la mesure des échanges gazewaclieités liées aux processus
primaires de transfert d'électrons au niveau desoglistemes ont été analysés. Les mesures
ont été realisées sur les 4 especes un jour avaétodlte des plantes.

Quel quesoit I'espéce végétale cultivée sur le sol AT, aecuariation significative
n'est observée pour l'efficience photochimique make des PSII (#), indicateur de leur
efficacité photochimique et de leur aptitude a nedliaccepteur primaire LFigure 111.12a).
Cependant, contrairemenSanigrumqui n‘enregistre pas de baisse g sur le sol APYV.
faba, A. capillaris et C. sativa présentent une diminution de ce paramétre surote s
(respectivement une baisse de 20,8, 22,8 et 4@ar%@pport aux conditions controles).

L'efficience photochimique effective des PSPRSII) est variable entre les différentes
especes dans les conditions contréles, elle esherde 0,60 che3. nigrumet A. capillaris
elle atteint 0,68 cheY. fabaet n'est que de 0,51 ch€z sativa(Figure 111.12b). Cependant,
peu de variations sont observées chez ces difessergpeces en présence d'ETM. En effet,
seule l'efficience photochimiqueAd'capillaris et deV. fabaest réduite significativement sur
le sol AP.

Les faibles teneurs en As dans le sol AT n'onhcdpas dimpact sur le
fonctionnement du PSII. Cependant, la présencemieuts élevées en ETM dans le sol AP
entraine une perturbation du fonctionnement desdSkemble agir plus particulierement sur
I'efficacité photochimique de ce photosystéeme (ddéteee par FF.,) et sur son aptitude a
réduire I'accepteur primaireaQ

Les faibles valeurs observées cl@zsativaen conditions contrdlées pour lI'ensemble
des parametres mesurés sont consecutives a I'efandele cycle préfloraison de la plante
responsable d'une faible teneur en chlorophylletée dans la Figure 111.11.
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Figure 111.12 : Paramétres de fluorescence de larophylle a mesurés chez 4 espéces
végetalesS. nigrum, A. capillarisV. fabaet C. sativa cultivées sur 3 types de sol, Terreau
(T), Auzon Témoin (AT) et Pollué (AP), (a) efficiem photochimique maximale des PSII
(Fv/IFm), (b) rendement de I'efficience photochimiguePSIl ©PSII) (n = 8, {) différences
significatives par rapport aux conditions contr@€g ANOVA, p < 0,05).

2. Absorption et stockage de l'arsenic et évolutinde la disponibilité de cet
élément dans le sol rhizosphérique

La plante est une pompe a nutriment. Pour intégnguolluant du sol, celle-ci met en
place différents mécanismes qui sont intimemerns B la CEC, au pH, au potentiel
d'oxydoréduction et a la matiere organique du Aolcours de cette étude, le comportement
de I'As, polluant majeur dans le sol de la frichéuistrielle, sera étudié. Seul I'As disponible,
c'est-a-dire présent dans la solution du sol owrédsaux constituants du sol, peut étre
assimilé par les plantes. De ce fait, la culture diantes sur sol pollué peut modifier les
teneurs en As disponible présent dans le sol.

A la suite des cultures de plantes sur les diffisrgols, une analyse des teneurs en As
dans les parties racinaires et aériennes de ldeplrété réalisée. Par ailleurs, I'étude des
phases porteuses de I'As dans le sol par extrasdiguentielle a permis d'évaluer I'impact des

plantes sur le fractionnement de I'As dans le sol.
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2.1. Absorption et stockage de I'As

Les teneurs en As dans les plantes apres un meo@iltlre sur les différents sols
montrent une capacité d'accumulation variable clesz4 especes (Figure 111.13). Les teneurs
en As mesurées dans les racines des différentésesspultivées sur le sol AT ([Asdie =
233,8 mg.kg de sol) ne montrent pas de différences signifieatiles plantes ont accumulé
environ 36 mg.kg MS d'As dans leur partie racinaire (Figure I1l.L3&u contraire, sur le
méme sol de culture, les teneurs mesurées darisudles varient entre les especes ce qui
semble indiquer une variabilité dans les mécanisteedétoxification et de stockage de I'As
chez ces espéces. D'autre part, contrairement @oesaespeces végeétales qui stockent I'As
essentiellement dans les racin€s, sativaprésente des teneurs en As similaires entre les

racines et les feuilles, respectivement 34,2 et 86).kg' MS d'As.
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Figure 111.13 : Teneur en As (mg.RgVS) dans les feuilles et les racines Slenigrum A.

capillaris, V. fabaet C. sativacultivées sur les sols AT (a) et AP (b) (n = 4).

Sur le sol AP ([As] = 3163,8 mg.Rgde sol),S. nigrum A. capillaris et V. faba
concentrent plus de 20 fois plus d'As dans leuareg par rapport aux individus cultivés sur
le sol AT (Figure 111.13b)S. nigrumet A. capillaris présentent une capacité d'assimilation de
I'As significativement plus importante (respectivh 603,1 et 653,5 mg.KgMS en
moyenne dans la plante) que paurfaba(403,2 mg.kg MS). Ces teneurs en As dans les
plantes représentent 0,06 % de leur matiere sechieqes deux espéces et est inférieure a
0,05 % de MS pouv. faba D'autre part, comme sur le sol AR, capillaris V. fabaet S.

nigrum cultivées sur le sol AP présentent des conceotsiten As significativement plus
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importantes dans les racines par rapport a celeesirées dans les feuilles. Contrairement a
ces especes, les plants @esativacultivés sur le sol AP présentent une faible terguAs
répartie entre les parties aériennes et racinatragpeine deux fois supérieure a celle mesurée

sur le sol AT.
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Figure 111.14 : Facteurs de bioaccumulation (FB)€tde translocation (FT) (b) de I'As chez
S. nigrumA. capillaris V. fabaetC. sativacultivées sur le sol Auzon Témoin (AT) et Pollué
(AP) (n = 4).

Le FB est inférieur a 1 pour lI'ensemble des ptawctdtivées sur les 2 types de sol
(Figure 1ll.14a). Ces observations indiquent uribléacapacité d'accumulation des 4 especes.
Cependant, les FB dé\. capillaris V. faba et S. nigrum présentent des valeurs
significativement plus élevées chez les individulsivés sur le sol AP que sur le sol AT. Pour
ces espeéces, l'absorption d'As est proportionaelieconcentrations totales relevées dans le
sol, celles-ci étant elles-mémes corrélées auutsri@odisponibles de I'As dans le sol (Partie

I, Chap Ill). PourC. sativa le phénomene est inversé, le FB est plus éleviesol AT que
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sur le sol AP, respectivement 0,14 contre 0,02teCebservation couplée a la répartition
homogene de I'As au sein de la plante, et auxdsitdneurs en As mesurées dans la plante
semblent confirmer une stratégie d'exclusion de t&enue par cette espéce pour tolérer et se
maintenir en présence d'As dans le sol.

Le Facteur de Translocation (FT) pour les especés/ées sur les sols AT et AP
montre que la translocation de I'As vers les padigriennes augmente significativement avec
les teneurs en As dans le sol pAurcapillaris, V. fabaetS. nigrum(Figurelll.14b). Le FT est
deux fois plus important pow. fabaet A. capillaris sur le sol AP que sur le sol AT, il est
multiplié par six pousS. nigrum.Cependant, pour ces trois espéces le FT calcufaibke et
inférieur a 1 quel que soit le sol de culture, |&d donc préférentiellement stocké dans les
racines. PoucC. sativa la répartition de I'As au sein de la plante affeidknte que celle
décrite précédemment. En effet, sur les 2 solsuttere, cette espéce a assimilé de faibles
guantités d'As réparties de fagcon homogéene darmdasies de la plante, matérialisées par un
FT proche de 1 et sensiblement similaire entr& lesnditions de culture.

Les 4 espéces végétales ont absorbé une paitissdarésent dans les sols de culture
et peuvent donc étre responsables d'une modificdiéda disponibilité de ce métalloide dans
le sol rhizosphérique. Afin d'évaluer l'influencesdplantes sur la répartition de I'As sur les
différentes phases du sol rhizosphérique, des aixins séquentielles sélectives ont été

réalisées sur les différents sols de culture.

2.2. Influence de la culture de plantes sur lgpdrsbilité de l'arsenic dans le

sol rhizosphérique

L'extraction séquentielle réalisée sur les solseAAP avant et aprés la culture permet
d'observer l'impact de la culture @e capillaris V. fabaet S. nigrumsur la distribution de
I'As dans les différentes fractions du sol (Figlikd5). Dans le sol AT, seul I'As présent dans
la fraction R diminue aprés la culture des 3 espéces végétlasgrum A. capillarisetV.
faba respectivement de 55, 66 et 60 % (Figure IIl.1%a)r le sol AP, seul&. nigruma
entrainé une réduction significative, d'environ @5 de la teneur en As dans la fraction
echangeable et acido-solublefRar rapport aux teneurs en As observées damadadn R
avant la culture (Figure 111.15b). D'autre part,eudiminution significative de I'As est
observée dans la fraction oxydable)(R la suite de la culture & nigrumetV. faba elle est

respectivement de 36 et de 27 %.
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Figure 111.15 : Pourcentage d'As dans les diffé@erftactions du sol d'/Auzon Témoin (AT) et
(a) et Pollué (AP) (b) avant et apres la cultureAdecapillaris S. nigrumet V.faba R; :
fraction échangeable et acido-soluble de I'As,. Rs associé au Fe et MngR fraction
oxydable de I'As et R fraction résiduelle de I'As (n = 4%)(différences significatives par

rapport aux conditions contréles, ANOVA, p < 0,05).

3. Discussion

3.1. Impact physiologique de la pollution aux ESM les différentes espéces

végetales

Cette étude a permis d'évaluer le comportementqiedre especes végétalés,
nigrum, A. capillaris V. fabaet C. sativa en présence d'une pollution importante en ETM.
Pour les quatre espéces, l'accumulation de I'Asaesbtmpagnée par une inhibition de la
production de biomasse, en particulier cheZabaet C. sativa et dans une moindre mesure
chezA. capillaris Cette inhibition de la croissance des plantesisarsols pollués en ETM, et
notamment a I'As, a déja été rapportée par Trigthl. (2007). Dans notre étude, il apparait
gue, pour toutes les espéces végétales, la polldésisols a un effet inhibiteur plus important
sur le développement de la biomasse racinaire gudascroissance des parties aériennes
(Figure 111.7). Cette observation indique une titéicdes ETM plus élevée dans les tissus
racinaires, caractéristique confirmée par les travde Prasad et Hagemeyer (1999). En effet,
il rapporte qu'en présence de polluants métalligleesroissance des racines est fortement

inhibée du fait de leur contact direct avec lesyawmits du sol qui rend les tissus plus sensibles
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a la pollution. Par ailleurs, cette inhibition d®issance peut étre causée par une carence en
phosphore (Desnos, 2008 ; Letial, 2010), un élément essentiel dans la croissaroeaiee

et qui intervient dans les mécanismes d'élongat@lulaire (Reymondkt al, 2006) et dans
l'activité du méristeme (Jagt al, 2007). En effet, I'arséniate (forme de I'As miégine dans

le sol AP) agit comme un analogue du phosphatestetr@nsporté a travers la membrane
plasmiquevia les transporteurs racinaires du phosphate (Arnetail, 2008). Il peut donc
par sa présence entrainer une carence en phosiamestda plante. D'autre part, le phosphore
est un élément essentiel dans le processus deotasyhthése et dans la régulation de la
synthese des protéines, sa carence ou sa substijpdir I'As au niveau des meécanismes
cellulaires peut donc entrainer des perturbationsiplogiques importantes (Milivojetiet

al., 2006, Tripathet al, 2007).

Difféerents parametres permettent d'évaluer I'@étiphotosynthétique des plantes et
ainsi déterminer l'impact des ETM au niveau phygimue. Le Tableau I11.8 met en évidence
les variations significatives de différents paraeetphysiologiques des plantes cultivées sur
les sols AT et AP par rapport aux conditions cde&0

Le fonctionnement des systémes photosynthétiquss gue le stress oxydatif d'une
plante apparenté a la pollution peuvent étre détgmr la mesure de I'émission de
fluorescence de la chlorophylée Trois espécedA. capillaris, V. fabaet C. sativa cultivées
sur le sol contaminé (AP), présentent une diminutggnificative des teneurs en
chlorophyllesa etb dans les feuilles accompagnée d'une inhibitionifsogiive du rendement
guantique de la réaction photochimique/igs). Ceci implique une réduction de l'efficacité du
PSII a utiliser la lumiére pour la conversion plubinique et par conséquent sa capacité a
réduire l'accepteur primaireAQDe méme, pouY. fabaet dans une moindre mesure péur
capillaris, une diminution significative de I'efficience pbohimique effective des PSIP(
PSIl) est mesurée sur des individus cultivés susoleAP, caractérisant une baisse de la
guantité d'énergie absorbée par la chlorophgllassociee au PSIl. La réduction de ces
variables peut étre attribuée a une altération rdosfert d'énergie a partir des antennes
collectrices des PSII vers les centres réactionmetss aussi a l'impact direct des ETM sur
ces centres réactionnels (Vaillant, 2003). Cependantéduction dedps; pourrait étre
consécutive a la dissipation de la lumiere en exxms forme de chaleur permettant la
protection de la plante contre les dommages incdaatsun exces de lumiere (Maxwell et
Johnson, 2000).

146



Tableau I11.8 : Impact de la pollution des solsEERM sur les parameétres physiologiques de
S. nigrum A. capillaris, V. faba etC. sativa résultats du test ANOVA avec les différences
significatives (n = 8, *, **, *** F-test significaf a P< 0,05, 0,01 et 0,001, respectivement) et

non significatives (NS) par rapport aux conditicostréles.

S. nigrum A. capillaris V. faba C. sativa
AT AP AT AP AT AP AT AP
Pn NS ok NS - * Jokk NS *
gs NS ok NS — — — NS *
Ci NS rk NS ok NS ok NS NS
T NS ok NS — * — NS NS
DOPSII NS NS NS ** NS ol NS NS
Fu/Fm NS NS NS *x NS ok NS **
Chl a NS NS NS * ok rk NS ok
Chl b NS ok NS — — — NS ok

L'étude de la fluorescence de la chlorophgllemet ainsi en évidence un impact des
ETM sur le fonctionnement des PSIl, notamment dhefabaet A. capillaris, traduit par des
dommages structuraux des photosystémes et, dat@nsecas, par de la photoinhibition
(Damour, 2008). Les ETM affectent, d'une part, pacité des PSIl a capter I'énergie
lumineuse au niveau des antennes collectrices leibaint les voies de biosynthése des
chlorophylles et le transfert de I'énergie d'exmtavers les centres réactionnels. D'autre part,
ils alterent I'efficacité photochimique des PSllagrant un impact direct sur la structure des
centres réactionnels.

Ces dommages conduisent a une altération du wendgs électrons dans la réaction
photochimique de la photosynthése et donc a unéndiimn de l'activité photosynthétique.
En effet, I'étude des échanges gazeux a montré Jgoquatre espéces végétales cultivées sur
le sol AP, une diminution de plus de 50 % du tauykietosynthése nette (Pn) accompagnée
d'une inhibition de la conductance stomatique (gag)diminution du taux de Pn n'est pas due
a une carence en G@isponible pour la plante car sa concentrationsdan feuilles (Ci)
augmente significativement en réponse au stresfsachezA. capillaris V. fabaet S.
nigrum L'accumulation de C£dans les espaces intracellulaires des stomatagighinution
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de la conductance stomatique indiquent que la témude I'activité photosynthétique dans
les plantes cultivées sur le sol AP est due a uwbld action des ETM : l'altération de la
conductance stomatique entrainant une diminutioflatbeorption de C@et l'inhibition de
l'activité carboxylase de la ribulose-1,5-bisph@phcarboxylase / oxygénase (Ahsdral,
2010 ; Dhiret al, 2011). En effet, la présence de quantité imptetate CQ dans les
stomates des feuilles de ces plantes semble indimgeaugmentation de l'activité oxygénase
de la Rubisco au détriment de son flux photosyighétde carboxylation (Pett al, 2008).
L'absence de variation des concentrations intere@iés en C@chezC. sativamalgré une
diminution significative de la conductance stomatiguggere que l'activité carboxylase de la
Rubisco est Iégérement inhibée, entrainant unabation dans l'assimilation nette du £0
par la plante (Pn).

La perturbation de [l'activité photosynthétique ekinc la conséquence d'une
diminution des produits issus de la photoconversigite a l'altération du fonctionnement du
PSIl et & linhibition de l'activité carboxylase t#e Rubisco. Par ailleurs, l'impact de la
pollution sur le fonctionnement de l'appareil plytthétique altere le métabolisme des
glucides qui affecte la croissance des plantes ensévidence précédemment (Schatral ,
2006).

3.2. Transfert et stockage de I'As

Pour les quatre espéces étudiées, la teneur edahs les tissus de la plante est
inférieure a 0,1 % de matiere séche. Selon les urad® Zhaoet al. (2009), les plantes
hyperaccumulatrices de I'As accumulent de 0,1 %uasenviron 2 % d'As dans la biomasse
aérienne avec un FT de I'As supérieur a 1. Enlngodraccumulation et le mécanisme
d'exclusion, il existe des especes végétales ayast capacités intermédiaires dans
l'accumulation de I'As. C'est le cas®lenigrum qui a un FB égal a 0,2 et un FT de 0,6 sur le
sol AP. Cette plante est capable d'accumuler I'Astecke la majorité dans les parties
aeriennes (Figure 111.16). Toutefois, la capacigxttaction deS. nigrum A. capillariset V.
faba augmente significativement avec les concentratidasl'’As dans le sol. En effet,
l'accumulation et la translocation de I'As dansgdksites sont influencées par de nombreux
facteurs comme la nature de l'espéce végétalentut totale et la disponibilité de I'As dans
le sol, le pH et la structure du sol ainsi que tstenu des autres éléments minéraux
considérés comme essentiels dans le sol (Verbrugigah 2009 ; Zhacet al, 2010). Pour
ces 3 espéeces végétales, une majorité de I'Astabsst stockée dans les racines (FT < 1).
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Ces résultats confirment I'hypothese que les radileecertaines plantes supérieures peuvent
jouer le réle d'organe piege dans la translocal®fiAs vers les parties aériennes (Bamtni
al., 2004). Matschullat (2000) a rapporté que l'un oExanismes de tolérance a I'As est
l'accumulation de cet élément dans les racines &ihble transfert vers les parties aériennes.
Ce mécanisme permet de limiter les effets néfasiesl’As sur l'organisation et le
fonctionnement des systémes photosynthétiquesedéke$ et la formation de radicaux libres.
ParallelementC. sativaabsorbe de tres faibles quantités d'As, la tetedale moyenne en As
dans la plante s'éléve & 35,2 et 58,9 mydkg MS pour des plantes cultivées respectivement
sur le sol AT et AP et le FB est inférieur a 0,021e sol AP. Cependant, le FT est supérieur a
1 dans les deux conditions, il est de 1,5 pournigigidus cultivés sur le sol AT et atteint 2,4
sur le sol AP. Toutes ces caractéristiques permtettavancer qu€. sativamet en place un
mécanisme d'exclusion de I'As au niveau du systacieaire limitant son absorption et par
conséquent sa phytotoxicité. Ce mécanisme perntedinsi a cette espece de se développer
sur des sols contaminés a I'As.

Le calcul des stocks présenté dans la Figureblipdrmet de déterminer la répartition
de I'As au sein des tissus végétaux ainsi queuastigés d'As prélevées par les difféerentes
especes veégetales. L'analyse montre que pour detepla faible biomasse telles qe
capillaris, seules de faibles quantités d'As sont absorldE |(g d'As pour des individus
cultivés sur le sol AP) et qu'une grande majoetgyiron 80 %, est stockée dans les tissus
racinaires. Au contraire, pour des plantes a fobiesnasses, la capacité de stockage des
plantes augmente considérablement, comme $ouaigrumqui accumule des concentrations
comparables a celles mesurées chezcapillaris mais dont la forte biomasse permet
d'augmenter les quantités absorbées. De Blusjgrumstocke principalement I'As:(87 %
de I'As) dans ses parties aériennes. Or, sa fadnisibilité aux ETM, exprimée lors de I'étude
de la réponse physiologique de la plante au strestallique, semble indiquer une
détoxification de I'As dans les tissus de la planta sa complexation avec des ligands
organiques tels que les métallothionéines (MT, @oepal, 2009) ou les phytochélatines
(PC, Briat, 2010). La complexation avec des PC pérait sa translocation vers les parties
aériennes et sa séquestration dans les vacuole® éfhal, 2009) et expliquerait ainsi le
phénomene de tolérance a I'As observé chez ceiée@sSur le sol AP, les individus We
faba espece sensible aux ETM, ont chacun accumulé eemey538,4 g d'As avec une
répartition homogene entre les racines et leslésuiDe fait, cette accumulation de I'As en
absence de mécanisme de détoxification au seira ddahte peut-étre responsable d'une

importante toxicité de I'As vis-a-vis de cette egpét ainsi entrainer une forte inhibition de
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son activité physiologique. Concernddt sativa le calcul des stocks confirme, malgré une
forte biomasse aérienne, une faible absorptioriAde(B7,7 pg d'As sur le sol AP). Celle-ci
peut étre la conséquence soit d'un processus asexclau niveau racinaire soit d'une toxicité
importante du sol sur le systeme racinaire limitintsi 'absorption de polluants ainsi que
celle de nutriments responsable, par ailleurs,edi@auction de croissance (Vernetyal,
2007). De plus, une majorité de I'As absorbé esisférée vers les parties aériennes, environ
96 %, accentuant les perturbations du systéme gjatteétique observées.
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Figure 111.16 : Calcul des stocks en As dans lesuis des plantes aprés leur culture sur le sol
Auzon Témoin (AT) (a) et Pollué (AP) (b) (n = 4).

3.3. Influence des cultures sur la distributionl'de dans le sol
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Figure IIl.17 : Fraction Rde I'As (%) avant culture (AC) et apres la cultdes 3 espéces
végétalesA. capillaris S. nigrumetV. fabasur le sol AT (a) et AP (b) (n = 4).
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Les extractions séquentielles réalisees avanpmtsaculture des plantes ont permis
d'évaluer I'impact de celles-ci sur le fractionnatrge I'As dans le sol et plus particulierement
sur la fraction échangeable et acido-soluble de ¢@nsidérée comme la plus mobile (Figure
[11.17). Sur le sol AT, la fraction Rde I'As dans la rhizosphére varie de facon sicgtifre
pour les 3 especes végétales. Cette fraction depit étre considérée comme la teneur en
As biodisponible dans les sols (Fayigal, 2007), et donc facilement assimilable par les
plantes. Sur sol contaminé (AP), une diminutiomi§igative de la fraction Rdans le sol
rhizosphérique est observée apres la cultur®. adegrum Cette espece montre une corrélation
forte (R2 = 0,876, Figure 111.18a) entre la quantitAs absorbé par la plante et la diminution
de I'As dans la fraction j|RS. nigruma donc absorbé une partie de I'As disponible ptése
dans le sol et permet ainsi de limiter son transfans les écosystémes voisiAs.capillaris
qui, de par sa faible biomasse, absorbe des gésriiihités, ne permet pas de diminuer
significativement la fraction disponible de I'AsuA&ontraire,V. fabaprésente des quantités
d'As comparable a celles mesurées cBemigrum I'As absorbé peut provenir de la fraction
oxydable qui diminue significativement suite a ldtare deV. faba Cette fraction Renglobe
les formes arséniées liées a la matiere organigaexesulfures qui ont pu étre libérées suite a
l'oxydation du milieu par modification du potentigbxydoréduction. Cette libération peut

aussi étre causée par l'oxydation des sulfuresdesrbactéries telles que les Thiobacilles

(Benzaazouat al, 2002).
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La réduction de la fraction ;Rde I'As dans le sol rhizosphérique peut étre la
conséquence de deux phénomeénes couplés, d'unéapadrption de I'As par la plante et
d'autre part l'effet de la modification des pro@# physico-chimiques du sol sur le
fractionnement de I'As (Xat al, 2010). En effet, plusieurs facteurs influencenspéciation
de I'As dans le sol rhizosphérique, on peut ciamment le pH, la CEC, le contenu en
matiere organique, l'activité de la microflore @tnlature des exsudats racinaires des plantes
(Fitz et Wenzel, 2002 ; Xt al, 2010). Ces exsudats peuvent modifier d'une pet |
parametres physico-chimiques du sol (pH, DOC) (@gaet al, 2009) jouant un role dans la
répartition de I'As au niveau des différentes phgsarteuses du sol (Alamt al, 2003).
D'autre part, ils peuvent modifier la compositidnngique de l'interface sol-racine entrainant
des phénoménes de précipitation, favorisant l'imfisaltion de I'As et diminuant ainsi sa
phytotoxicité (Fitz et Wenzel, 2002). L'As en saatdans le sol peut donc étre absorbé par
les plantes, adsorbé aux particules du sol ou gitécaprés la libération de composés par le
systeme racinaire (molécules organiques, acidemnémnides sucres et des composés

phénoliques).

Cette étude nous a donc permis de mettre en é@adercomportement de différentes
espéeces végétales vis-a-vis d'une pollution polghidgte. Les différents résultats montrent
gue les concentrations élevées en ETM dans lensalroimpact physiologique sur ces quatre
especes végétales. L'étude de leur comportememtraspge mettre en lumiere la capacité de
tolérance deS. nigruma une pollution polymétallique caractérisée pampsssence et son
développement sur des sols contaminés sans déeeh@mp de symptdomes de desséchement
ou de nécrose des tissus foliaires. Les mesuresedains paramétres physiologiques
montrent une variation de l'activité photosynthé&igeans impact significatif sur la croissance
de la biomasse aériennd. capillaris régulierement citée comme espeéce tolérante ou
hyperaccumulatrice d'As (Cai et Ma, 2003 ; Gonzegal, 2006), montre une inhibition
significative de son développement et de son &étphysiologique au cours de sa culture sur
le sol pollué (AP). Cependant, la dominance deeaetpece sur le site contaminé de la Vieille
Usine d'Auzon, indique une capacité de tolérancd'aetaptation &. capillaris aux fortes
teneurs en ETM. Cette difference de comportemengésegque les grainesAd' capillaris
utilisées lors de cette expérience sont des écetgpa résistants aux ETM présents dans le
sol. Le choix de tester le comportemewt.dapillaris dont les graines n'ont pas été prélevées
sur le site industriel d'Auzon, a été effectué ainpouvoir étudier la possibilité d'utiliser des

graines d'un écotype non métallicole de cette esgdgs facilement accessible dans le
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commerce. L'objectif est de pouvoir faciliter enggaliser I'utilisation de cette espéce dans
des programmes de phytostabilisation. Cependanpdeurbations physiologiqgues mesurées
sur sol pollué semblent indiquer une adaptatioaloa la contamination du sol des écotypes
meétallicoles qui limite ['utilisation d'écotype namétallicole de cette espece dans des
procédés de phytostabilisation. Par ailleis fabaprésente une forte perturbation de son
activité physiologique responsable d'une inhibitienrson développement en présence d'ETM.
Cette espece, qui ne semble pas développer de imesnde détoxification, peut étre
considérée comme une espece sensible et non rpéigko PourC. sativa la stratégie
d'exclusion de I'As au niveau racinaire a permidirdéer I'accumulation de I'As au sein des
organes de la plante. Ainsi, cette espece a puvadop@er sur des sols contaminés, avec des
effets modérés des ETM sur la croissance et I'é&tphysiologique. Cette stratégie peut
permettre d'envisager la revalorisation de la beseaérienne (fibres végétales utilisées dans
les matériaux d'isolation, bioénergie) a la suite sttn utilisation dans des protocoles de
phytostabilisation. Cependant, le sol de l'usidaudon (AP) est un environnement de faibles
gualités agronomiques (pH acide, rapport C/N faildemme de nombreux sols pollués
(Tordoff et al, 2000), pouvant étre responsable d'une inhibitieria croissance de la plante

sur le sol pollué (AP).

Chapitre Il : Expérimentation in-situ d'un procédéle phytostabilisation

Les différentes expérimentations réalisées au ébioe au cours de ce travail ont
permis l'acquisition de connaissances sur les sefietluits au niveau physiologique et
biochimique des éléments traces métalliques etlivigtas chez différents modeles végétaux.
L'objectif est d'utiliser ces connaissances pourttrmeen place un procédé de
phytostabilisation aidén-situ, sur le site industriel d'Auzon fortement contamiaéx
éléments traces métalliques et métalloides.

Le site industriel de la Vieille Usine d'Auzon eeti pour ce projet de
phytostabilisation présente, par son histoire itriklke, sa localisation dans le parc naturel du
Livradois-Forez et ses caractéristiques intrinsegudes enjeux environnementaux et
sociétaux similaires a de nombreux sites industriBle fait, l'utilisation d'un procédé de

phytostabilisation pour la revalorisation de ce gidustriel a plusieurs avantages :
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- Permettre le développement d'un couvert végétasa facilitant I'immobilisation
des polluants dans le sol rhizosphérique et faaotik réintégration paysagere du
site ;

- Limiter le transfert des polluants vers les mikevoisins, la végétation ou la faune
du sol.

Cette étude se concentre a observer l'impact datlae du matériel végétal et de la
nature des amendements sur l'évolution des teneturde la spéciation des polluants
métalliques et métalloides dans le sol. Le dévelogpe et la diversité du couvert végétal
seront déterminés pour évaluer la revégétalisatiosite pollué et apprécier le bénéfice des

amendements. L'étude s'est portée sur les difENM rencontrés en excés dans le sol du
site industriel de la Vieille Usine d'Auzon (Pattie Chap 1.1).

Figure 111.19 : Photo des parcelles de chanvre\aulapres deux mois de culture, a gauche :
parcelle de chanvre sur le site pollué (AP) avepoapde NPK et de grenaille de fer ; a

droite : parcelle de chanvre sur le site de ref&dAT).

La culture deCannabis sativaen champs n'a pu étre exploitée. En effet, undedia
totalité des plants a été commis sur le site d&tadtre le 17/08/2010 et le 26/08/2010, soit
quelques jours avant la récolte. La Figure Ill.18sente des photos du chanvre cultivé sur le
site pollué (AP) et sur le site référence (AT) esispres deux mois de culture. Elle met en
évidence un développement des plants de chanvrie site pollué, principalement sur les
parcelles enrichies en fer. Les mesures de ladhkaence de la chlorophyléedes plants de
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chanvre cultivés sur les parcelles expérimentalisesren place sur le site d'’Auzon (résultats
non présentées dans ce rapport) montrent une ivarid¢ K/F, comprise entre 0,77 et 0,81
pour I'ensemble des conditions testées. Celleswfirment la capacité de cette espece a
tolérer la pollution aux ETM et a se développer site pollué. L'Annexe IV présente une

copie de la déclaration de vol effectuée auprda dendarmerie de St Florine (43).

Tableau 111.9 : Composition floristique de I'Assatidon Végétale (AV) introduite sur la friche

industrielle.
Poaceae 50 % Fabaceae 30 % Autres 20 %
Agrostis capillaris 20 % Onobrychis viciifolia 10 % Achillea millefolium 5 %
Arrhenaterum elatius 10 % Medicago lupulina 10 % pEorbia cyparissias 5 %
Dactilys glomerata 10 % Lotus corniculatus 5 % Ré&ggo lanceolata 5 %
Holcus lanatus 10 % Vicia faba 5 % Silene latifdi&o

Ainsi, seule l'influence de l'association végétalgroupant des plantes herbacées de
prairies a été étudiée. Cette sélection regroupeipalement des especes inféodées au site
d'étude et des métallophytes reconnues. De plushdéex de ces espéces a été réalisé en
fonction de leur caractéristique. La sélection acddavorisé, d'une part, la présence
importante des Poacées, représentant 50 % de lassowégétale. Celles-ci permettent un
recouvrement optimal du sol et présentent un systéacinaire dense. D'autre part, la
sélection a privilégié les Légumineuses, représtid@ % de l'association végétal, pour leur
capacité a fixer I'azote atmosphérique permettinte fait, I'enrichissement du sol en azote.
Enfin, I'aspect esthétique du couvert végétal gpéeen compte. Le Tableau II.9 présente

les différentes especes qui composent cette asisociggétale.

Un listing des conditions de cultures avec legwaltions correspondantes est détaillé
dans le Tableau I11.10.
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Tableau [11.10 : Présentation des abréviations differentes conditions testées dans ce

travail.

AT VN Auzon Témoin Végétation Naturelle

AT AV Auzon Témoin Association Végétale introduite

AP VN Auzon Pollué Végétation Naturelle

AP AV Auzon Pollué Association Végétale introduite

AP AV g Auzon Pollué Association Végétale introduite (Lajgrenaille de fer 1 %)

AP AV (o) Auzon Pollué Association Végétale introduite (meiorganique 500 g/m?)

AP AV + Moy | Auzon Pollué Association Végétale introduite (griéa de fer 1 % + matiere
organique 500 g/m?)

1. Conditions climatiques pendant I'expérimentatio

Aucune station météo n'étant présente sur la commdlAuzon, les données
meétéeorologiques ont été relevées a partir de lBostae Météo France de la commune de
Fontannes (43) située a 15 km de la commune d'Auzome altitude de 435 m (45°18'0 N,
3°25'1 E).
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Figure I11.20 : Diagramme ombrothermique de 201Glisé a partir des données

météorologiques de la station de Fontannes.

La Figure 1l1.20 représente le diagramme ombrathigue construit a partir des

données météorologiques de la station Météo deaRnas pour I'année 2010 lors de laquelle
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s'est déroulée l'expérimentation. Le climat esttgee continental avec des influences
océaniqgues. Le cumul pluviométrique pour I'anné026st faible a modéré, il est estimé a
693,8 mm.afl. Les températures moyennes sont de + 0,3 °C eiejagt + 21,4 °C en juillet,
I'hiver a donc été relativement froid et I'été @assls des normales saisonniéres de ces 10
derniere années (la température moyenne du mgenseer et de juillet sur les 10 dernieres

années étant respectivement de + 3,3 et + 19,8 °C).
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Figure 111.21 : Diagramme climatique précisant Ennées quotidiennes de précipitation,
évapotranspiration (ETP) et température pour limbde de la période de l'expérimentation
in-situ (de juin a octobre 2010). Les fleches noires spwadent aux apports en eau effectués

sur I'ensemble des parcelles.

Un suivi quotidien de la pluviométrie, de I'évapmispiration et de la température a été
réalisé pendant toute I'année 2010. La Figurelllp@sente ces données pour toute la durée
de I'expérimentation, du mois de juin au mois db 2010. Les données de pluviométrie et
d'évapotranspiration ont permis de déterminer pg®ds en eau pour I'ensemble des cultures.
Pour chague parcelle de 10 mz?, I'apport en eaugnénd période estivale est indiqué sur la
Figure 111.21 et est évalué entre 10 et 30 L d'eau.

2. Propriétés physico-chimiques des sols

Pour évaluer l'influence des amendements (matigy@nique et/ou grenaille de fer) et
de la végeétation sur les propriétés du sol, uni glévcertains parametres physico-chimiques

(pH, CEC, teneur en phosphore soluble et en fétg aéalisé sur les différentes parcelles.

157



2.1. Evolution du pH

L'évolution des valeurs du pH est présentée darfsableau Ill.11. Une variation de
pH est observée en fonction du type d'amendemedts ol de culture. En effet, le pH du sol
témoin (AT) est plus élevé que celui mesuré sgolepollué (AP) (pH respectivement de 6,2
contre 5,7). De méme, l'apport de fer a entrainélégere diminution du pH, d'environ 0,4
unité en présence de fer seulement et 0,9 uniprésence de fer et de matiere organique par
rapport a la condition sans apport (AP AV). Paleails, apres 3 mois de culture, le pH
diminue légérement dans la majorité des conditextepté lorsque les deux apports (fer et
matiere organique) sont effectués sur la méme famme une augmentation de 0,1 unité de
pH est observée. Ces légeres fluctuations de pHoaws de la culture peuvent étre la
conséquence de l'activité des racines, notammedrgofption des éléments minéraux et la
libération d'exsudats racinaires par les plantedifiant les paramétres physico-chimiques du
sol (Fitz et Wenzel, 2002 ; Alast al, 2003).

Tableau Ill.11 : Valeur du pH avant et apres celfpour les différentes conditions (n = 9).

AT VN AT AV AP VN APAV AP AV, APAVyo AP AVieino

Avant culture  6,20+0,06 6,16+0,11 5,71+0,0,73+0,05 5,31+£0,02 5,71+0,06 4,88 £ 0,03

Aprés culture  5,83+0,16 5,81+0,09 5,10+0,01,545% 0,04 5,30+0,11 5,19 +0,06 5,01 £0,02

2.2. Evolution de la CEC

Les valeurs de CEC ont été mesurées pour évalimpatt d'une part des
amendements et d'autre part de la culture deseslabés résultats (Tableau 111.12) montrent
une variation de la CEC en fonction des conditidasculture. En effet, les CEC mesurées
sont faibles, la valeur minimale est mesurée susitie pollué pour la condition AP VN
(8 cmol .kg?). La valeur de la CEC du sol témoin (AT) est pélsvée que la CEC du sol
pollué sans apport (AP), ceci peut-étre di a uitisation agricole du sol témoin sur le long

terme (Junget al, 2002).
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Tableau 111.12 : Valeur de la CEC (cri¢ig?) avant et aprés culture pour les différentes

conditions (n = 9).

ATVN  ATAV  APVN  APAV  APAVgy AP AVyo AP AVieuo)

Avant culture 189+10 131+16 80+09 1802 124+04 10,6+0,5 11,6 +0,2

Apres culture 18,8+0,8 185+0,7 96+0,1 MMM®B3 128+03 122*04 11,6 +0,2

De plus, I'apport de grenaille de fer au sol (1e#iyaine une augmentation de la CEC,
elle est de 12,4 et 11,6 cridlg® respectivement pour les conditions AP AY et
AP AV (ge+mo) contre 10,1 cmdlkg™t si aucun n'apport n'est effectué (AP AV). L'ajolet
matiére organique au sol sous forme de compostathfim pas significativement les valeurs
de CEC. Par ailleurs, une variation avant et amdture est observée pour certaines
conditions, en absence d'amendements (AT AV, AP a&fNAP AV) et sur les parcelles

enrichies en matiere organique (AP #Y)).

2.3. Teneur en phosphore dans le sol
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Figure 111.22 : Teneur en phosphore soluble (mg)kdans le sol en fonction des différentes

conditions de cultures (n =9).

L'étude des teneurs en phosphore (Figure lll.BZpection des différentes conditions
montre une teneur en phosphore plus faible susllg&moin (AT) que sur le sol pollué (AP).

Les concentrations moyennes relevées pour chadusosb de 44,8 contre 90,5 mgkg
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respectivement pour le sol AT et AP. Les différeantsendements appliqués sur les parcelles
pollués n'entrainent pas de modification signifieates teneurs en phosphore soluble dans le

sol, une légére augmentation est cependant obssuitéen I'ajout de matiére organigue.

2.4. Teneur en fer dans le sol
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Figure 111.23 : Teneur totale en fer (g-Rgpour les différentes conditions de culture (n)= 9

En l'absence d'ajout de grenaille de fer (conastiAT VN, AT AV, AP VN, AP AV,
AP AV (v0)), la teneur en fer dans les sols AT et AP esthesale 30 g.kYsoit environ 3 %
(28,6 et 32,5 g.K§respectivement pour le sol AT et AP) (Figure B)2Les teneurs relevées
dans les deux sols, témoin (AT) et pollué (AP), smatiches de la teneur moyenne en fer
rencontrée dans la majorité des sols et qui eshésta 35 g.kg (Bréchignac et Deville-
Cavelin, 2002). L'apport de grenaille de fer a perdaugmenter la teneur en fer dans le sol
d'environ 1 % correspondant a la quantité ajout@s. teneurs mesurées sont de 44,6 et

42,5 g.kg de fer respectivement dans les conditions AR-A¥t AP AVire+mo)
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3. Evaluation d'un point de vue qualitatif et quanttatif du couvert végétal

3.1. Etude de la diversité végétale

Pour évaluer la diversité végeétale dans chaqueelpayr trois relevés floristiques ont
été réalisés sur des surfaces de 1 m? détermitégsieement. L'ensemble des résultats sont
présentés dans le Tableau I11.13. Un relevé fligust détaillé de chaque parcelle est présenté
dans I'Annexe V.

Tableau 111.13 : Nombre d'espéces par m? et nontkgepeces introduites relevées dans
chaque parcelle et pour chaque condition de cuf{ture9), les espéces surlignées en vert sont
des espéces introduites majoritaires (espéces AV).

Nombre d'espéces/m2 Espéces AV Espéces dominantes (A)
AV 12 A. capillaris 2,0  A. elatius 2,0 0. viciifolia 2,0
AT VN 7,3+1,2 2,3+0,6 A. retroflexus 2,3 R. fruticosus 2,3 E. repens 2,0
AT AV 16,3+1,5 7,7+0,6 A.retroflexus 2,C P. lanceolata 1,3 E. repens 1,3
AP VN 78+2,6 3,8+0,7 C.arvensis1,6 A. capillaris 1,4 A. millefolium 0,8
AP AV 76+4,9 49+3,2 C.arvensis 1,3 L. corniculatus 0,9 E. arvense 0,8
AP AV re 124+1,4 7,9+1,7 A.capillaris 1,3 P.lanceolatal,3 C. arvensis 1,2
AP AV o) 6,4+3,5 4,3+3,0 A capillaris1,3 C.arvensis 1,3 E. arvense 0,9
AP AV geimo) 11,2+1,5 70+£14 C.arvensis1,0 S. latifolia 1,0 A. capillaris 0,8

A : Coefficient d'abondance-dominance (recouvreinemtyen de chaque espéce (n = 9)

AV : Association Végétale introduite

L'étude floristique réalisée 1 semaine avant leolté montre une variabilité du
nombre d'espéces en fonction des conditions dereslt(Tableau 111.13). En effet, la plus
grande diversité végétale est observée sur leglfEgtémoins avec un peu plus de 16 esp/m2,
Sur les parcelles polluées (AP), les résultats leéteune plus grande diversité végétale
lorsque celles-ci sont enrichies en grenaille ag(Ae AV(re). La richesse de la végeétation
d'origine (AP VN) est comparable a celle observaasdl'association végétale (AP AV),
l'apport du fer permettant le développement d'uis gkand nombre d'especes. La présence de
la matiére organique (AP AMo)) ne permet pas d'obtenir une plus grande divevéigétale

gue celle mesurée sur les parcelles sans appoA{AP
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Tableau I11.14 : Coefficient d'abondance-dominamize Braun Blanquet (1964) pour les

différentes espéces introduites en fonction desditions de culture.

Recouvrement Recouvrement aprés 3 mois de culturg (A
initiale (A)
AV AT AT AP AP AP AP AP

AV VN AV VN  AVeg  AVao  AViemo)
A. capillaris 2,5-3 (20 %) 1,0 - 0,7 1,4 1,3 1,3 0,8
A. elatius 2-2,5(10 %) - - 0,3 0,8 0,3 0,3 0,6

D. glomerata 2-2,5(10 %) - - 0,1 - 0,3 - -
H. lanatus 2-2,5(10 %) - - 0,2 0,1 0,3 0,7 0,2
O. viciifolia 2-2,5(10 %) 1,0 - 0,0 - 0,3 0,1 0,2
M. lupulina 2-2,5(10 %) 0,7 - 0,3 - 0,2 0,2 0,8
L. corniculatus 1(5 %) 1,0 - 0,9 - 1,0 0,8 0,7

V. faba 1 (5 %) 0,3 - - - 0,0 - 0,0

A. millefolium 1 (5%) 0,3 0,3 0,0 0,8 0,2 - 0,1
E. cyparissias 1(5%) 0,3 - 0,4 0,8 0,4 0,1 0,2
P. lanceolata 1(5%) 1,3 0,3 0,2 0,2 1,3 - 0,7
S. latifolia 1(5%) 0,3 0,0 0,6 0,1 11 0,4 1,0

L'étude détaillée des especes retrouvées sueléTsibleau 111.14) montre que l'apport
de fer semble avoir facilité l'implantation des eg®eintroduites (espéces AV). En effet,
comme pour la condition témoin (AT AV), un peu pties7 especes de AV introduites se sont
développées sur les parcelles enrichies en feream peu moins de 5 pour les parcelles
polluées sans apport (AP AV). Sur les parcellesotésn (AT AV et AT VN), lI'amarante
réfléchie A. retroflexu$, adventice des cultures, est I'espéce dominaateprésence est
probablement causée par la proximité de culturendis. Le chiendent officinaE( repen
tres présent sur la prairie témoin (cf. Chapittel)] est la graminée la plus abondante sur les
parcelles témoins, malgré l'apport de 4 autrescespde graminées. Sur le site pollue, le
liseron des champ<C( arvensi¥y espece invasive non introduite, est présenticutes les
parcelles, et est toujours retrouvé parmi les espélominantes (Tableau 111.13). D'autres
especes, non présentes dans l'association végeagent implantées sur les parcelles du site

pollué, on peut citer notammeRt arvensel. repensou les Euphorbiaceae. Ces espéces
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étaient présentes sur la friche industrielle al@mhise en place des parcelles expérimentales
(Tableau 1I1.5), leur développement sur les paeselindique leur capacité a tolérer la
pollution polymétallique du sol.

Par ailleurs, la répartition initiale des espedass l'association végétale a évolué
differemment en fonction des conditions de cultyi@bleau 111.14). Sur les espéces
introduites (Tableau 111.13), l'agrostide commun&. (capillaris), le lotier corniculé I(.
corniculatug, le compagnon blancS( latifolig) et dans une moindre mesure le plantain
lancéolé P. lanceolaty, sont les espéces les mieux implantées sur fidrsedes parcelles
polluées. Celles-ci ont donc une aptitude d'adeptagt de développement intéressante en
présence d'une pollution polymétallique. L'abondade L. corniculatuset A. capillaris
indigue généralement une faible fertilité du solifdrt et Pierre, 2003). Ces espéces ont un
faible développement, sur des terres peu fertiless ene subissent pas de concurrence
d'espéces agressives et peuvent ainsi se develgpper facilement. Par ailleurs, les
différentes graminées, dominantes dans l'associafigatale initiale, se sont peu implantées
sur les parcelles polluées, a I'exceptioh. dapillaris Enfin, dans le site pollué, I'ensemble
des especes qui composent 'association vegétalétéridentifiees dans une ou plusieurs

conditions (Annexe V).

Pour conclure, I'association végétale introduitels site pollué s'est relativement bien
développée, l'ensemble des especes la composant psésentes dans les différentes
conditions a l'exception des parcelles ou la mat@nganique a été ajoutée. Par ailleurs,
I'apport de grenaille de fer semble permettre Unge grande richesse végétale et avoir facilité
l'implantation de I'association végétale introduite

3.2. Croissance et développement des plantes

L'abondance de la végétation sur chaque parcefiet &valuée par la mesure de la
biomasse aérienne fraiche relevée sur une surtadenda? (Figure 111.24). Sur le site témoin,
le couvert végétal naturel est plus abondant qlue issu de l'association végétale. De méme,
sur le sol pollué, la végétation indigene (AP VNEsente une biomasse aérienne plus
importante que celle obtenue avec l'associationtatg@AP AV). Par ailleurs, sur sol pollué
sans modification (AP AV), la biomasse végétalenairiué significativement par rapport aux
conditions contréles (AT AV). L'incorporation de egaille de fer a conduit a un
développement d'un couvert végétal plus dense didspde la biomasse aérienne est de
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73,7 g) que celui mesuré sur sol pollué non amémgdgar av) = 31,6 g) et comparable au
développement du couvert végétal naturel. Cette ertune végétale (condition AP Ad)

est similaire a celle mesurée sur le sol contr@le AV). L'apport de matiere organique a eu
un effet positif sur le développement du couvergyétal, en effet, la biomasse aérienne
mesurée est d'environ 52,4 g. Elle a augmenté den@6 % par rapport a la biomasse
aérienne mesurée sur les parcelles sans apporA{APCependant, le développement du
couvert en présence de matiere organique estenfée celui mesuré dans les conditions
controles. L'apport des deux amendements (ARAMo) confirme ces résultats, le

développement du couvert végétal enregistre unenantation de 50 % de la biomasse

aérienne par rapport aux parcelles polluées sgmapnais reste inférieure a celui relevé sur
le site témoin (AT AV).
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Figure 111.24 : Biomasse aérienne (BA) fraiche nmiésuapres 3 mois de culture pour chaque
condition (n = 9).

La Figure II1.25 représente l'implantation des\@s végétaux pour les différentes
conditions de cultures 2 mois et 15 jours aprésémencement des parcelles. Ces photos
mettent en évidence un couvert végétal plus dehdeomogene sur les parcelles avec
amendements (AP AM), AP AVo), AP AV(re+moy Figure 111.24 d, e, f). Les amendements,
la matiere organique sous forme de lombricompoda ejrenaille de fer, ont donc facilité

l'implantation d'un couvert végétal permettant tfabr une végétation plus dense.
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Gradient de pollution

Figure 111.25 : Photos des parcelles au 10 aol(tl2@4) parcelles AT AV, (b) parcelles
AP AV, (c) parcelles AP A)e), (d) parcelles AP A¥o), (e) parcelles AP VN, (f) parcelles
AP AV (re+moy

Ainsi, I'étude du développement de la végétati@sgmte donc un grand intérét pour

d'une part évaluer la réussite de la revégétadisati d'autre part réduire la fraction disponible

des polluants du sol et doircfine en diminuer sa toxicité.
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4. Comportement des ETM dans le sol

4.1. Etude des teneurs totales et disponibles €W Elans les différentes

parcelles

Suite a la mise en place des parcelles sur lersltestriel, une étude de la pollution a
été réalisée afin de déterminer les différentsuamiis du sol, leurs teneurs totales et leurs

fractions biodisponibles dans I'horizon de surfager chaque parcelle.

Tableau 111.15 : Teneurs totales et biodisponiljeegraction au CaG) de I'As, du Pb, du Cd,
de I'Sb, et du Cu avant la mise en culture poudiésrentes conditions de culture (n = 9).

Conditions Teneurs (mg.kg) As Pb Cd Sbh Cu
AT AV Totale 207,2+£0,0 78,7+0,0 0,5+0,0 39,0+00 36,9%0,0
Biodisponible 1,88+0,14 0,02 +0,01 0,00 + 0,00 010£ 0,02 0,01 +0,01
Totale 24244 +202,6 2985,8 +592,4 4,73+1,32 5069 +36059 491,2+106,6
AP VN
Biodisponible 23,07 £13,54 0,42 +0,22 0,17 +0,04 18,75+1,28 1,75 +0,08
Totale 1470,8 £571,1 1437,9 +584,2 52+%4,9 2B381164,0 506,5 +293,0
AP AV
Biodisponible 23,65+ 12,37 0,23 +0,18 0,21 +0,13 10,60 + 5,37 2,36 £ 2,65
Totale 1982,5+795,1 2501,1+1154,9 44+27 3182,2+748,2 481,0+1415
AP AV (g
Biodisponible 14,48 + 15,33 0,10 £ 0,08 0,19+0,04 16,81 +7,13 2,63 +0,88
Totale 2339,3+795,1 2316,2+749,9 129+57 0665 2317,4 526,6 +226,2
AP AV (o)
Biodisponible 53,89 £ 40,12 0,55 +0,31 0,34 +0,13 18,57 £5,65 5,91 +4,35
Totale 1412,8 +610,1 1635,5+297,7 48+4,6 69234846,3 679,2 +£98,5
AP AV (rermo)
Biodisponible 8,73+1,89 0,13 +0,17 0,16 +0,09 ,968+ 13,06 6,10 = 4,39

Le Tableau 1ll.15 présente les moyennes des tenmtiales et biodisponibles des
élements metalliques et métalloides en exces (BsSB, Cd, Cu) pour chaque condition de
culture. Dans le sol pollué du site industriel (ARs principaux polluants rencontrés sont
I'As, I'Sb et le Pb. En effet, ces éléments pré&sgntes teneurs totales trés élevées,
supérieures a 1 400 mg-kgour I'As et le Pb et supérieures a 2 400 mypour I'Sb quel
gue soit les conditions de culture. De plus, ptAs kt I'Sb, les teneurs biodisponibles sont
supérieures & 10 mg.kg Cette biodisponibilité augmente le risque de fiemsvers les

milieux voisins et la végétation et accentue dantokicité de ces éléments. La pollution du
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sol du site industriel d’Auzon (AP) est donc patgtrement marquée par la toxicité de I'As et
de I'Sb.

D'autre part, ces résultats mettent en évidenee farie hétérogénéité des teneurs
totales et disponibles dans le sol a I'échelle algdrtie prairiale, la parcelle 227. Cette
distribution spatiale des ETM dans I'horizon supaf est en adéquation avec les résultats de
plusieurs campagnes de terrain sur la répartitoliAs réalisées sur cette méme parcelle du
site d'Auzon (Laperche et Eisenlohr, 2001 ; Cariz@34).

Par ailleurs, le Tableau I11.16 présente la fiatthiodisponible (%) de chaque élément
en fonction des conditions de cultures relevée tavanmise en culture. Ces résultats
permettent de déterminer un ordre décroissant delitdade ces éléments dans le sol :

Cd>As>Cu>Sb>Pb

En effet, dans les sols, le Cd est considéré coomr&ément relativement mobile par
rapport a d'autres éléments traces tels que ldeCRiy, I'As ou I'Sb (Bourrelier et Berthelin,
1998). De méme, le Pb, est généralement considénéne un élément immobile fortement
retenu par la matrice du sol dans les horizonsidace (Citeatet al, 2008).

Tableau 111.16 : Fraction biodisponible (%) de LA Pb, du Cd, de Sb et du Cu avant la

mise en culture en fonction des différentes cood#i(n = 9).

Conditions de culture As Pb Cd Sb Cu
AT AV 0,91+0,07 0,03+0,01 0,79+0,29 0,08 8%, 0,04+0,03
AP VN 1,24+0,81  0,01+0,01 3,51+0,89 0,40+0,22 0,43+0,15
AP AV 1,58+0,71 0,02+0,01 7,35+7,12 0,6443, 0,45+0,29
AP AV g 090+0,46 0,01+0,01 6,16+3,32 0,49+0,13 59,07
AP AV (o) 2,16+1,29 0,02+0,01 299+1,41 0,41+0,24 04% 0,47
AP AV (ge+mo) 0,72+0,26 0,010+0,01 544+353 0,38+0,16 95@; 0,73

Les parcelles enrichies en fer (AP @Y et AP AVie+mo) montrent une réduction de
la fraction biodisponible des éléments traces,gpalement pour I'As. En effet, la grenaille
de fer incorporée au sol s'oxyde naturellement gait a la formation d'oxydes de Fe et Mn
tels que les composeés ferrihydrites. Ceux-ci ré&agisavec les éléments traces présents dans
la solution du sol et contribuent ainsi a rédué&erlobilité de certains ETM et notamment de
I'As, en permettant la fixation de ces élémentsear Isurface ou en provoquant des

phénomenes de coprécipitation (Merethal, 2005 ; Kumpieneet al, 2008). Les travaux
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d'Adriano (2001) corroborent ces résultats et nemtque dans des sols non contaminés, les

oxydes de fer sont connus pour jouer un role itgmbrdans la rétention des éléments traces.
A noter, que l'ajout de compost (matiere organigaue)sol entraine une réduction

presque de moitié de la fraction mobile de Cd. Ant@ire, une augmentation de la fraction

mobile du Cu et de I'As est observée en présenogatiere organique.

4.2. Influence du couvert végétal et des amendaensentles teneurs totales et

la disponibilité des ETM dans le sol

Les résultats montrent une diminution significatilela biodisponibilité des éléments
traces dans le sol rhizosphérique, aprés la cuttaseplantes a l'exception du Pb pour 4 des
conditions (AP VN, AP AV, AP AVt et AP AVre:mo) €t de Sb pour la condition AP
AV o) (Figure 111.26).
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Figure 111.26 : Réduction des fractions biodispdesbhdes ETM (%) suite a la culture des
plantes pour les différentes conditions (n = 9).

Ces résultats mettent en évidence l'effet du avwégétal et du développement d'un
réseau racinaire dense sur la disponibilité den@iés dans le sol. En effet, a I'exception de la
condition AP AV{juo) pour I'Sb, une réduction significative des tendaioglisponibles en As,
Cu, Cd et Sb a été observée apres 3,5 mois daeulte Pb, trés peu mobile dans le sol, ne
montre pas de variation significative excepté efs@nce de matiére organique. La réduction

des teneurs disponibles en ETM en présence du dawateirel (AP VN) est faible, elle est 5
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a 10 fois inférieure a celle observée en préseercka dégétation introduite (AP AV) pour
I'As, I'Sb et le Cu. L'addition de grenaille de fians le sol a permis une réduction plus
importante de la fraction biodisponible de I'A-datCu par rapport aux parcelles sans apport
(AP AV). En effet, la fraction mobile de I'As et iu est réduite respectivement de 62,8 % et
59,1 % pour la condition AP Al et de 58,1 % et 68,2 % pour la condition AP #&Mio)
contre 31,7 % et 53,9 % pour la condition AP AV. éaurs de la culture, I'apport de matiére
organique seul n'a eu aucune incidence sur le cdempent dans le sol des différents ETM
etudiés a I'exception du Pb. En effet, la matiénganique semble jouer un réle dans la
réduction de la mobilit¢ du Pb dans le sol. Deslltéts similaires ont été observés par

Castaldi et son équipe (2005) sur un site contamuin@b apres I'ajout de compost.

5. Absorption des éléments métalliques et minéraipar les plantes

5.1. Transfert et stockage des ETM dans les pante

Les Figures 111.27 a 111.31 présente les tenewassdles parties racinaires et aériennes
des polluants rencontrés dans le sol de la friodastrielle de la Vieille Usine d'Auzon dans
les différentes conditions expérimentales. L'arealys ces résultats a été réalisée élément par
élément. L'hétérogénéité des teneurs en ETM danddates, mise en évidence par des écart
types importants, peut étre causée par la natuddwantillon qui est composé d'un pool

d'espéce.
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Figure 111.27 : Teneurs en As en mgkde MS dans les parties aériennes et racinairés de

végétation en fonction des conditions de cultunes 9).
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La teneur moyenne mesurée dans la partie aéréamhe végétation du site contréle
(AT AV) est d'environ 3,3 mg.kg MS (Figure 111.27), valeur conforme aux travaux de
Matschullat (2000) qui précise que les teneurs edd\différentes especes végétales cultivées
sur sol non contaminé varient de 0,01 & 10 mYyMG. Cependant, les teneurs mesurées dans
la végétation témoin dépassent les valeurs guidesljdimentation animale (2 mg.RgVS)
décrites par Mench et Baize (2004). Sur sol polleg, plus faibles teneurs en As ont été
mesurées dans la végétation indigene du site (AP. \/Bs espéces qui composent cette
végetation métallicole mettent en place une strat@gcluante pour limiter la phytotoxicité de
I'As (Otoneset al, 2011). L'amendement grenaille de Fe a diminbb&dgption de I'As par les
plantes composant I'association végétale (réductkonA4 % de la teneur moyenne mesurée
dans les plantes), I'apport de Fe semble avoiragtien sur la phytodisponibilité de I'As. Au
contraire, la présence de la matiere organiqueaimetrune augmentation significative de
l'accumulation de I'As dans les tissus de la plaPae ailleurs, ces résultats montrent que I'As

est essentiellement stocké dans les racines, éhtet 85 % de I'As absorbé est contenu dans

les racines.
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Figure 11.28 : Teneurs en Pb en mg’kde MS dans les parties aériennes et racinaires des

plantes en fonction des conditions de cultures 9. =

L'accumulation du Pb dans la végétation du sitetréte (AT AV) ne dépasse pas
1 mg.kg' MS (Figure 111.28). Le couvert végétal naturel site pollué (AP VN) absorbe de
faibles quantités de Pb (en moyenne 33 my.MS dans la plante) dont la majorité est
stockée dans les racines (prés de 90 %). Commd'psuil semble que les plantes indigénes
tolérent le Pb par la mise en place d'une stratdgiclusion au niveau des racines (Shahid,
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2010). L'association végétale introduite montre diférences dans I'accumulation du Pb en
fonction de la nature des intrants. Alors que &getirs moyennes de Pb mesurées dans les
plantes avec ou sans apport de Fe (AP AV et AR:AWhe montrent pas de variations
significatives (respectivement 35 et 37 mg-KgS de Pb en moyenne dans les plantes) par
rapport aux teneurs mesurées dans la végétatiogémeli(AP VN), la matiére organique
semble augmenter I'accumulation du Pb par les gdaf@8 mg.kg MS de Pb en moyenne
accumulé dans la végétation). Ce résultat peuteéforigine de la réduction importante de la
disponibilité du Pb au cours de la culture. D'ayteet, le transfert du Pb dans les parties
aériennes de la végétation introduite est faibie, majorité du Pb est stockée dans les racines
(entre 65 et 75 % selon les amendements). Ce aésslk observé dans différents travaux sur
Vicia faba(Shahidet al, 2011), Allium sativum(Jiang et Liu, 2010) oévicennia marina
(Yan et al, 2010). Par ailleurs, malgré un stockage importhntPb dans les racines, la
concentration en Pb mesurée dans les parties aéridanla végétation introduite pour
I'ensemble des conditions dépasse les valeurs guider l'alimentation animale fixées a
10 mg.kg" pour le Pb (Mench et Baize, 2004).
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Figure 111.29 : Teneurs en Sb en mg’kde MS dans les parties aériennes et racinaires des

plantes en fonction des conditions de cultures 9). =

Sur le site témoin, l'association végétale pré&seet faibles teneurs en Sb, la teneur
moyenne mesurée dans les plantes est de 1,1 Taveg une répartition homogéne entre les
parties aériennes et racinaires des plantes (Fiju28). Sur le site pollué, contrairement a
I'As, les teneurs moyennes d'Sb mesurées dansulertonaturel sont proches de celles

observées dans |'association végétale (58 contnegdizj* MS de Sb respectivement pour les

171



conditions AP VN et AP AV) et sont relativementbigs par rapport aux teneurs mesurées
dans le sol. L'amendement fer n'entraine pas d'anigimon significative des teneurs en Sb
mesurées dans les plantes. Au contraire, I'apgorhatiére organique est responsable d'une
accumulation significativement plus importante @b ldans la végétation. Cependant, alors
gue la végétation indigene (AP VN) transfére seel@niO % de Sb absorbé vers les parties
aériennes, les teneurs en Sb mesurées dans la partenne de la végétation introduite
représente 34 % pour la condition AP AV et attdiBt% des teneurs absorbées en présence
de l'amendement fer (AP AM). Ainsi, quel que soit les conditions de cultuBh est
majoritairement stocké dans les racines. Cettectaistique couplée a I'exclusion racinaire
de Sb permet aux especes végétales indigénes atvagktation introduite (excepté en
présence de matiere organique) de tolérer et déwsdopper sur des sites contaminés par cet
ETM (Becket al, 2012).

» Cadmium (Cd)
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Figure 111.30 : Teneurs en Cd en mgkde MS dans les parties aériennes et racinaires des

plantes en fonction des conditions de cultures 9. =

Elément non essentiel pour les plantes (Verbruggerh, 2009) au méme titre que le
Pb, I'As ou I'Sbh, le Cd est présent en trés fagjpiantité dans la végétation du site témoin
(Figure 111.30). Les teneurs observées dans latafigé indigene de la friche industrielle sont
proches de celles mesurées dans l'associationalégetroduite (2,4 contre 2,1 mg:kMS
de Cd respectivement pour la condition AP VN et AN). Le Cd absorbé étant
principalement stocké dans les racines (environ80 L'apport du Fe ou de la matiére
organique a entrainé une absorption significativernpiis importante de cet élément par les

plantes (3,7 et 6,6 mg.RgMS de Cd respectivement pour la condition AP Avet AP
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AV (moy). L'apport des deux amendements simultanémentrowntette tendance. Ces deux

amendements semblent donc agir sur la phytodispib@itu Cd dans le sol.

» Cuivre (Cu)
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Figure 111.31 : Teneurs en Cu en mgkde MS dans les parties aériennes et racinaires des

plantes en fonction des conditions de cultures 9. =

Le Cu, oligoélément essentiel pour la croissamseplantes, est I'élément trace étudié
le plus concentré dans la végétation du site térfteireur moyenne de 17,0 mgRgFigure
[11.31). Sur les parcelles polluées, la végétatioaturelle absorbe moins de Cu que
l'association végétale introduite, respectivemen® &f 49,5 mg.k§ MS. L'amendement de
grenaille de Fe n'influence pas l'absorption dup@ules plantes. Au contraire, I'apport de
matiere organique entraine une augmentation sigifie de I'accumulation du Cu dans la
végétation (94,5 mg.kY, en particulier au niveau des racines. Celleetitf@tre reliée & une
augmentation de la fraction mobile du Cu en présede matiere organique observée
préecédemment (Tableau I11.16). Comme pour les awdl&ments métalliques ou métalloides,
le Cu absorbé est majoritairement stocké dansaldees, entre 70 et 85 % du Cu accumulé

dans la végétation est retenu dans les racineggeadoit les conditions de culture.

Les Facteurs de Translocation (FT) confirmentréssiltats précédents (Figure 111.32).
Pour I'ensemble des ETM étudiés et a I'exceptiotadmndition contrble (AT AV), les FT
sont inférieurs a 1, ils sont donc stockés préfétement dans les racines. A I'exception du
Cd, la veégétation introduite sur les parcelles ymds (AP AV) présente des FT
significativement plus élevés que la végétatiorigade (AP VN) pour I'ensemble des ETM.
Alors que la présence du fer ne modifie pas cetidance (AP A)), la végétation cultivée
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sur des parcelles enrichies en matiere organigomdlseréduire le transfert des métaux et
métalloides vers les parties aériennes. L'Sb seétidd'élément dont les quantités transférées

dans les feuilles sont les plus importantes.
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Figure 111.32 : Facteurs de Translocation (FT) engs feuilles et les racines des différents

ETM calculés en fonction des conditions de cul{are 9).

L'étude des Facteurs de Bioaccumulation (FB) meomae le Cd est I'élément le plus
accumulé par les plantes et donc le plus phytodibf® des polluants présent dans le sol
industriel d'Auzon. L'apport de grenaille de Fesalientraine une augmentation du FB du Cd
et donc une augmentation de son accumulation denpléntes. Dans ces conditions (AP
AV (re) €t AP AVire+mo), la valeur du FB du Cd est supérieure a 1 etanetvant des teneurs
dans les plantes supérieures aux teneurs totalssrées dans le sol, c'est un élément tres
phytodisponible. L'étude des FB confirme par aikegue le Cu et I'As sont les deux autres
eléments les plus disponibles dans le sol et desmlus accumulés dans les plantes. Par
ailleurs, en présence de la végétation indigene (AW, seul I'As présente un FB
significativement plus faible que celui observé plauvégétation introduite. De plus, I'apport
de grenaille de fer au sol permet de réduire sigatifement la phytodisponibilité de I'As et
donc son accumulation par les plantes, la valeurRlest de 0,14 et 0,06 respectivement pour
les conditions AP AV et AP A¥e) En présence de fer, la valeur du FB de I'As est
comparable aux FB de la parcelle témoin (AT AVjletcelui relevé en présence du couvert
naturel (AP VN). Enfin, la faible valeur des FB &b et de I'Sb met en avant la faible
phytodisponibilité de ces éléments dans le sol zbfu Ces résultats confirment l'ordre
décroissant de mobilité de ces ETM observeé dafialideau 111.16. La phytodisponibilité du

Cu supérieure a celle de I'As d'apres les calaegsFB peut étre la conséquence du caractére
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essentiel du Cu pour les plantes, considéeré commeligoélément et ainsi accumulé

préférentiellement par les plantes.
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Figure 111.33 : Facteurs de Bioaccumulation (FB)résentant le rapport entre les teneurs dans
la plante et les teneurs totales dans le sol dééretits ETM calculés en fonction des

conditions de culture (n = 9).

5.2. Teneur en phosphore et en fer dans les @ante

» Fer (Fe)

L'étude des teneurs en Fe (Figure 111.34) danplestes montre que le couvert végétal
du site témoin accumule moins de fer que la végétaprésente sur le site pollué
(respectivement 15 et 39 mgkdiS de Fe en moyenne dans la plante). De méme, l'a
végetation inféodée au site pollué (AP VN) accunmutens de Fe que la végétation introduite
(AP AV), en particulier au niveau des feuilles.jale de grenaille de fer au sol entraine une
augmentation des teneurs en Fe dans les plante® if5@kg" MS dans la condition AP
AV (e et 93,3 mg.kg MS dans la condition AP A¥e.vo). Pour ces deux conditions, les
teneurs en Fe sont significativement plus impoesntlans les racines, phénomene
probablement causé par l'ajout d'amendement feschulLes teneurs mesurées dans les
feuilles de la végétation du site pollué ne mortgges de variation significative entre les
différentes conditions, elle est d'environ 40 mg.RgS. Par ailleurs, quelles que soient les
conditions de culture, les teneurs en Fe mesurées ld végétation introduite n'entrainent ni

carence, ni toxicité. En effet, pour des plantesbdeees, la carence est susceptible de se
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produire pour des teneurs inférieures & 20 my.#tgns les feuilles (Plank, 1999), et une
toxicité de cet élément chez les plantes est obseavéartir de teneurs supérieures a
250 mg.kg" MS (Majeruset al, 2007).
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Figure 111.34 : Teneurs en Fe dans les feuilletestracines des plantes pour les différentes

conditions de culture (n = 9).
» Phosphore (P)

Les teneurs en phosphore (Figure 111.35) mesudses les plantes montrent une
variation en fonction du sol de culture. En effair le sol AT ou des especes non herbacées
telles que la ronce sauvadr. fruticosu¥ se sont développées, les teneurs en phosphose dan
les plantes sont significativement plus importargas celles mesurées dans la végétation
développée sur sol pollué (2,7 gkgontre 1,5 g.Kg respectivement pour les conditions AT
AV et AP AV). Excepté en présence de matiére oai les teneurs mesurées dans les
feuilles sont significativement plus élevées qukecmesurées dans les racines. L'ajout de
compost au sol est responsable d'un apport en paaspouvant étre a l'origine des teneurs
plus élevées dans les racines de la végétationnet pstifier I'absence de différence
significative entre les organes aériens et ra@saidur le site pollué, malgré une exigence en
phosphore variable chez les plantes, les tenel@gdes dans la végétation ne montrent pas de
différence significative en fonction de la natuesdntrants. Plank (1999) reléve des besoins
en phosphore relativement faibles avec des valsurgprises entre 0,12 et 0,15 % chez les
plantes pérennes, teneurs observées dans la végéhatsite pollué.

Ces résultats suivent une tendance inversée paontaaux teneurs en phosphore

mesurées dans le sol.
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Figure 111.35 : Teneurs en phosphore dans leslésugt les racines de la végétation pour les

différentes conditions de culture (n = 9).

6. Discussion

6.1. Développement du couvert végétal

Le premier objectif de la phytostabilisation e'stienir une couverture végétale dense
et bien équilibrée. Dans cette optique, deux aspsmit particulierement important a prendre
en compte :

- L'utilisation d'espéces non-invasives, tolérantemn-accumulatrices et adaptées
aux conditions pédogéochimiques et climatiques digunm

- Le choix des espéces pour obtenir une associaigeétale équilibrée et riche
permettant une meilleure intégration paysagere.

En effet, le choix des espéces introduites sursite pollué doit permettre le
développement d'un couvert végétal homogene, idest indispensable de considérer les
interactions, de synergie ou d'antagonisme, subteptie s'établir entre les especes (Frétrot
al., 2006). En effet, comme dans les milieux natulsles espéces se regroupent en
associations caractéristigues, Remon (2006) a migwdence l'existence d'associations
végétales propres aux sites métallurgiques. Cattetéristique est observée sur le site pollué
avec le développement d'une végétation assez horaae les difféerentes parcelles mis en

evidence par le calcul de l'indice de similaritéldequard présenté dans le Tableau I11.17.
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Tableau I11.17 : Indice de Jacquard calculé entiigae condition.

AV AT AV AT VN APVN AP AV AP AV (g AP AP
AVo) AV (resmo)
AV 1 0,38 0,06 0,29 0,59 0,5 0,5 0,5
AT AV 0,38 1 0,33 0,21 0,34 0,29 0,38 0,45
AT VN 0,06 0,33 1 0,13 0,14 0,11 0,19 0,22
AP VN 0,29 0,21 0,13 1 0,46 0,48 0,29 0,54
AP AV 0,59 0,34 0,14 0,46 1 0,69 0,53 0,58
AP AV () 0,5 0,29 0,11 0,48 0,69 1 0,44 0,73
AP AV (o) 0,5 0,38 0,19 0,29 0,53 0,44 1 0,43
AP AV (ermo) 0,5 0,45 0,22 0,54 0,58 0,73 0,43 1

Les résultats obtenus montrent que, d'une pakiske trées peu de similitude entre la
végétation naturelle du site témoin (AT VN) et lgé&tation indigene du site pollué (AP VN,

I; = 0,13). D'autre part, la végétation introduite jA¥omposée essentiellement d'especes
métallophytes, est différente du couvert végétalineh présent sur le site témoin (AT VN,
I;=0,06) et, dans une moindre mesure, de la végeétdéveloppée sur le site pollué (AP VN,
l;=0,29). De plus, le couvert végétal obtenu sult@@oduction de I'association végétale sur
le site ttmoin a présenté une adaptation et unlagmement des espéces assez éloignés de
ceux observeés sur le site pollué. Finalement, €asltats mettent en avant une similitude dans
le développement de l'association végétale (AVieelats différentes parcelles du site pollué
(AP) quel que soit les apports effectués au nivéaisol. Ces observations confirment le
caractére spécifique de la végétation d'un sitiei@ol

Par ailleurs, la valeur élevée de l'indice de dadt (1=0,73) mesurée entre les
parcelles enrichies en grenaille de fer (AP@&Met AP AV(re+mo) indique un grand nombre
d'espéces communes sur ces parcelles. Ainsi, Eaiement et la composition du couvert
végetal ont été influencés par la présence des ca#mgerreux dans le sol.

L'étude de la diversité de la végétation a doric&de choix des especes végétales
sélectionnées qui ont permis le développement dudgétation relativement homogéne et
tolérante a la pollution du sol, malgreé I'utiligatid'écotypes non métallicoles.

Ce résultat est confirmé par I'étude de I'abonelarggétale sur chaque parcelle, qui

met en évidence une revégétalisation de I'enseddsgarcelles installées a I'exception d'une
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parcelle (condition AP Ao, Figure 111.25d). La couverture végeétale montre un
recouvrement d'au moins 50 % des parcelles ehafiegsque 100 % pour certaines parcelles
enrichies en fer. L'apport d'amendements a perhlargedart, en ce qui concerne la grenaille
de fer, d'augmenter la diversité végétale, et wdapart, que ce soit l'apport de matiere
organique ou de fer, d'obtenir une abondance sigtifement plus élevées par rapport aux
parcelles polluées sans apport. En effet, la maavaqualité du substrat est un des facteurs
limitants pour la phytostabilisation des sites rétgiques (Ruttengt al, 2010). Outre des
teneurs anormalement élevées en ETM et des pH sbades, ces anthroposols sont
déséquilibrés en éléments nutritifs, pauvres enemabrganique et souvent tres drainants
(Remon, 2006). Dans ces conditions, il était imguutrtde rééquilibrer la composition du
substrat et de favoriser la reconstruction d'un agute a supporter un couvert végétal.
L'addition d'amendements organiques a donc étéopige pour enrichir et favoriser le
développement d'un couvert végétal (Renetllal, 2008). L'apport de la grenaille de fer a été
réalisé dans le but de réduire la mobilité des EdiMonc leur phytotoxicité (Mencét al,
2005).

6.2. Influence d'un procédé de phytostabilisatian Ies teneurs en éléments
traces et leur disponibilité dans le sol

Le deuxiéme objectif de la phytostabilisation éstréduction des transferts de
polluants de la source (sites industriels, minies les milieux voisins et les organismes
vivants (faune, flore, micro-organismes). Dans ecaiptique, deux aspects doivent étre
traités :

- L'influence de la revégétalisation et des amersgsn sur la spéciation et la

mobilité des ETM (Pb, Cd, Cu, As, Sb) ;

- Le transfert des ETM vers la végétation.

6.2.1. Spéciation et mobilité des ETM dans le sol
Comme il a été montré précédemment, I'apport d'aemadt d'origine inorganique
(grenaille de fer) ou organique (matiere organigoes forme de compost) a facilité le
développement du couvert végétal. En effet, cemdaraents ont entrainé des modifications
de la composition et des propriétés physico-chiesgdu sol rhizosphérique pouvant étre a
l'origine de plusieurs processus :
- Une réduction de la mobilité des ETM et doncele phytotoxicité ;
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- Une amélioration des qualités agronomiques duaarisant le développement
du couvert végétal.

La grenaille de fer contient principalement du(Fe(0), 97 %) et quelques impuretés
tel que le Mn (Menctet al, 2000) ou la silice (Si 0,8 a 1,2 %) (Jacquewiiral, 2006).
L'apport de grenaille de fer au sol a eu pour peeenconséquence une modification des
propriétés physico-chimiques du sol rhizosphériauec notamment une diminution du pH et
une augmentation de la CEC. Ces phénoménes sema liéxydation du Fe(0) dans le sol
générant des oxydes de fer et libérant des iomsufer(Fé€") majoritaires dans un sol acide
(Menchet al, 1998). L'oxydation des ions ferreux en oxyhyduaeg de fer (lll), tels que les
composeés férrihydrites, est responsable d'unealiioér de protons dans le sol modifiant les
propriétés physico-chimiques du sol (Leupin et H2Qf)5) :

Fe(0)+2HO+12Q —> Fe(ll) + HLO + 2 OH
Fe(ll) + HLO + 1/4 Q — Fe(lll) + /2 HO + OH

Fe(lll) + 3 O —> Fe(OH)+ 3 H
1
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Figure 111.36 : Représentation de l'influence deseadements et du développement de la
biomasse aérienne (BF) sur la mobilité des métawkgction au CaG). ACP réalisée en
prenant en compte les différentes conditions erpEntales sur sol pollué (n = 9 pour chaque

condition), MO = Matiere organique.

D'aprés la Figure 111.36, la présence de Fe(O)mettiant la formation des
oxyhydroxydes a permis une réduction de la mohiléé&ertains ETM et en particulier de I'As

et de I'Sb. En effet, la mobilité de I'As est pipatement contrblée par les processus
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d'adsorption/désorption ou de co-précipitation aescoxydes métalliques (Hartley et Lepp,
2008). A pH faible (respectivement de 5,3 et 5 Lrples conditions AP Al et AP
AV (e+mo), I'adsorption de l'arséniate est favorisée (kéat2001). De plus, I'acidité du sol
augmente la mobilité des ions Fe, Al ou Mn, fawamisla co-précipitation de I'As avec les
oxydes de Fe pour former des arséniates de felulniss tel que la scorodite (FeA§QH,0)
(Adriano, 2001 ; Portest al, 2004). La réduction de la disponibilité de I'Aste a lI'apport de
grenaille de fer au sol est confirmée par la faterélation existante (R2 = 0,76) entre la

réduction de la fraction mobile de I'As et les t@nseen fer dans le sol (Figure 111.37).
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Figure 111.37 : Régression linéaire entre la réductde I'As disponible (extraction au CaCét les

teneurs en fer dans le sol.

Le principal avantage de I'utilisation de la git#eale fer zérovalent (Fe(0)) au lieu
des sels de Fe (Fe(ll) et Fe(lll)) est que le fmoxalent contient trois fois plus de fer par
unité de poids que les sels de Fe (Kumpienal, 2008). Malgré des réactions d'oxydation
lentes de Fe(0) dans le sol, son utilisation pewdi &'avérer bénéfiqgue dans une perspective a
long terme. De plus, Leupin et Hug (2005) ont ob&ejue la libération lente et continue de
Fe(ll) par la corrosion du fer fournit des condioidéales pour l'oxydation d'As(lll) en
As(V), l'arséniate étant plus facilement adsorbélesioxyhydroxydes de fer. Cependant, la
réduction du pH suite au traitement a probablentienité I'adsorption de certains ions
métalliques notamment le Cd, élément trés sensiblevariations du pH (Martin-Garin et
Simon, 2004).

L'apport de la matiére organique n'a eu que paaidince sur le comportement des

meétaux et métalloides dans le sol (Figure Il.38). effet, seule une réduction des teneurs
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disponibles en Cd et en Pb apres 3 mois de cultét® observée suite a I'ajout de compost.
Ceci peut s'expliquer par la capacité de la matieganique a interférer avec le Cd par des
phénomeénes de complexation et ainsi limiter sa liiMartin-Garin et Simon, 2004). De
méme, malgré sa faible mobilité dans le sol APRleprésente une grande affinité avec la
matiere organique et l'argile, spécialement powr stds ayant un pH supérieur a 5 (Lamy,
2002). Cette caractéristique pourrait expliquemdduction importante de sa mobilité en
présence de matiére organique. Par ailleurs, I'antation de la teneur en matiére organique
dans le sol a entrainé une mobilisation accrue Wet@le I'As. Concernant le Cu, la fraction
biodisponible peut étre influencée par une dimowtilu pH de 0,5 unités observée sur les
parcelles cultivées en présence de matiere orgar(ijumpieneet al, 2007). D'autre part,
I'affinité du Cu avec la matiere organique a étéengin évidence par Hsu et Lo (2000). Cette
propriété a deux conséquences :

- En présence de matiere organique dissoute, dewpleres Cu-HA (acide
humique) et Cu-FA (acide fulvique) sont formés wgraentent la mobilité du Cu
(Kumpieneet al, 2008).

- Dans certains cas, la matiere organiqgue non disgoeut fixer le Cu et ainsi
diminuer significativement les teneurs en Cu dansdlution du sol (Chirenje et
Ma, 1999), phénomene observé pour le Cd.

Dans notre cas, la matiére organique semble augmienibiodisponibilité du Cu dans

le sol pollué (AP A\uo)). Ce résultat est confirmé par les travaux delkazia (2004) qui a
observé une augmentation de la biodisponibilité€Cdudans des sols pollués en présence de
teneurs élevées en matiére organique.

Le comportement de I'As en présence de matie@narge est controversé (Kumpiene
et al, 2007). Cao et Ma (2004) ont utilisé des amendésnd® compost pour traiter des sols
contaminés au CCA et ont observé une adsorptiobAdesur la matiére organique et une
diminution de son accumulation dans les plantescéatraire, comme dans le cas de notre
étude, Fitz et Wenzel (2002) n'ont pas observéodé&ribution de la matieére organique sur la
mobilité de I'As. Une étude récente de Hardéwl. (2010) a montré que la mobilité de I'As et
en particulier de l'arséniate, principale forme sdénsol du site industriel (AP), augmentée
suite a l'ajout de compost de déchet vert. De [@itpatiere organique, n‘ayant qu'un faible
impact sur la mobilité des ETM, semble essentiatleniouer un réle dans le développement
de la végétation (Figure I11.36) grace a une amalion de qualité agronomique du sol

pollué.
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Le développement de la végétation est responshinie réduction de la mobilité de
I'ensemble des ETM quel gseit les conditions, le Cu étant I'élément donmniabilité est la
plus influencée par la présence d'un couvert végeedtfet de la végétation sur la mobilité
des ETM dans le sol peut étre la conséquence degephs phénoménes (Remon, 2006 ;
Alkorta et al, 2010) :

- Unimpact de la végétation sur les propriétésspinychimiques du sol influencant

la mobilité des ETM (Pb, Cd, Cu, As, Sb) ;

- Unrdle important du systeme racinaire dansxation des ETM.

En effet, une modification des paramétres phystiaiques du sol (pH, CEC) a été
enregistrée suite a la culture des plantes. Celie-entrainé une réduction de pH et une
augmentation de la CEC exceptée sur les parcelexsajouts de grenaille de fer (AP &Yy
et AP AVe:mo). Outre un enrichissement en matiére organique pput favoriser
I'immobilisation des polluants métalliques et miéides, les végétaux libérent des exsudats
racinaires dont la diversité et les propriétés ipesc sont encore mal connues mais qui
pourraient notablement modifier la spéciation dédEBaudoinet al, 2003, Ruttenst al,
2010). De plus, I'étude des facteurs de translocdiigure 111.32) entre les parties racinaires
et aériennes de la végétation du site pollué, Bomaleur est toujours inférieure a 1, met en
évidence un stockage préférentiel des polluantaliingtes et métalloides dans les racines des
plantes. Le systéme racinaire peut donc étre cérssicbomme un puits a ETM permettant leur

fixation et donc leur immobilisation dans la rhipbsre.

6.2.2. Transfert des ETM vers la végétation
Les plantes sont considérées comme une sourcedséde dispersion des polluants

(Ruttenset al, 2010), la question du transfert des ETM versdanasse vegétale aérienne est
importante pour évaluer le risque potentiel de a&ambation de la chaine alimentaire.
L'importance de ce phénoméne dépend de plusieuempires, d'une part, de l'espéce
végétale et de ses adaptations aux polluants,aatr@’ part, des conditions édaphiques et
principalement des teneurs en ETM, de leur biodigpid@ et des conditions
pédogéochimiques du sol. Il est donc primordiahsdane démarche de phytostabilisation, de

limiter 'accumulation des ETM dans la biomassécaée de la végétation.
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Tableau 111.18 : Teneurs en ETM dans la biomassemage des plantes en fonction des

conditions de culture (n = 9).

(mg.kg* MS) As Pb Sb cd Cu
AT AV 4,00+ 1,00 1,26 £ 0,52 1,52+0,34 0,26 8D, 10,12 £ 0,90
AP VN 18,07 £ 10,62 7,41 £6,72 10,30 £ 3,99 0,60.46 10,78 £ 1,94
AP AV 96,35 £ 23,92 15,18 £ 6,14 32,68 £ 30,77 91,20 28,90 £ 25,21
AP AV g 66,27 £ 18,69 26,31+ 14,44 43,22 £ 22,13 1,54360 22,63 £5,15
AP AV v 154,24 + 45,74 32,66 £ 21,58 53,71 £ 38,61 1,8758 31,85 £ 26,34
AP AV eeimo) 97,97 + 15,30 11,66 £ 2,23 41,22 + 38,30 1,50480, 54,62+ 38,77
Teneurs naturelles 0,01-10 - 0,1° 0,02-0,5 4-20*
Seuil réglementaire* 2,27 45,45° 1,147

 Matschullat, 2000

> Markert,1996

% Martin-Garin et Simon, 2004

* Larcher, 2003

* Seuil réglementaire en France pour les élémantsaees dans les fourrages et aliments pour aximaug.g

1 MS, Arrété 12/01/2001, modifié 5/08/2003. Approaiion réalisée a partir des teneurs évaluées dans d
matériel végétal a 12 % d'humidité.

®> Matiéres premiéres pour aliments des animaux

® Fourrages verts pour aliments des animaux

" Aliments des animaux d'origine végétale

Ainsi, I'étude des teneurs en ETM (As, Pb, Sb, @Qd), dans la biomasse aérienne est
présentée dans le Tableau 111.18. Les teneurs mesudans les parties aériennes de la
végeétation du site témoin (AT) sont comprises dangamme de concentrations naturelles
relevées dans la végétation exceptée pour Sb.samllpeuvent donc étre prises comme
référence dans I'étude du transfert de ces élérdantsla biomasse aérienne de la végétation
du site pollué. En effet, la végétation du sitetaonné présente des teneurs relativement
élevées pour I'ensemble des ETM. Elles sont nettesupérieures a celles mesurées dans la
veégetation du site témoin et de fait, supérieungs ®neurs naturelles relevées dans la
végétation de sites non contaminés. Cependantgktation indigene du site (AP VN) limite
l'accumulation des ETM dans la partie aérienne.dsggces la composant sont des écotypes
résistants qui développent pour un tres grand nenoloie stratégie excluante capable de
limiter I'absorption des polluants (Dazy, 2008padsociation végétale introduite (AV), formée
d'espéces dont les phénotypes ne sont pas adalstgsobution du sol, accumule une plus
grande quantité d'éléments traces dans sa parimag. Cependant, I'apport d'amendements

au sol semble jouer un réle dans la phytodispatébiles éléments. En effet, l'incorporation
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de grenaille de fer au sol diminue la disponibitéonc I'accumulation de I'As et du Cu dans
les parties aériennes des plantes. Au contraa@pdrt de la matiére organique provoque une
plus grande phytodisponibilité des ETM et donc awneumulation accrue de ces polluants
dans la végétation (Figure 111.38). A noter que, lgusite pollué, les teneurs en Pb mesurées
dans les parties aériennes sont inférieures au glementaire concernant les fourrages

verts pour aliments des animaux.
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Figure 111.38 : Représentation de l'influence deseadements et du développement de la
biomasse aérienne (BF) sur le transfert des ETM levégétation. ACP réalisée en prenant
en compte les différentes conditions expérimentalas sol pollué (n = 9 pour chaque

condition), MO = Matiéere organique.

Corrélation Arsenic-phosphore

L'étude des teneurs en phosphore dans le sol enong évolution inverse a celle
observée dans les plantes. De plus, la Figuré@lhdntre qu'il existe une corrélation entre les
teneurs en phosphore mesurées dans le sol etiatation de I'As dans la plante (R2 = 0,65).
Ces caractéristiques semblent étre la conséquénoe, part, de la compétition entre I'As et le
P pour les surfaces d'adsorption au niveau dutsdlaeitre part, de la compétition de ces deux
éléments au niveau de l'absorption racinaia les transporteurs du phosphore. Ce
phénomene a pour conséguence une augmentatioabderption de I'As par les plantes en
réponse a une élévation des teneurs en phosphesdalaol. De nombreux travaux (Cao et
Ma, 2004 ; Twet al, 2004 ; Santost al, 2008) corroborent ces résultats.
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Figure 111.39 : Régression linéaire entre les teaeen As dans la plante et les teneurs en

phosphore dans le sol a partir des observatiohague condition.

Ainsi, l'utilisation de la phytostabilisation comnenprocédé de dépollution nécessite
l'utilisation de plantes pérennes tolérantes mais accumulatrices en ETM permettant la
revégétalisation d'un site contaminé pour limigedispersion des polluants soit par lessivage,
soit par érosion du sol, soit par transfert dassolganismes vivants et donc, de fait, dans la
chaine trophique. Applicable au cas par cas, lagskgbilisation doit, pour faciliter son
application et augmenter son efficacité, tenir ctargpla fois des polluants présents, de leur
concentration et de leur disponibilité dans le sl@ls especes végétales susceptibles de les
tolérer, des conditions pédologiques et climatigiesnilieu ainsi que des voies de transfert
possibles (Menclet al, 2005). En conséquence, son développement nécesstexpertise
en amont couvrant un ensemble de situations lesdplasses possibles.

La mise en place d'un procédé de phytostabilisagiar le site de la Vieille Usine
d'Auzon a permis une réduction des transferts, progection/reconstruction des sols, une
reconquéte végeétale et donc une restauration éqalgle ce milieu fortement anthropisé.
L'expérimentation a montré que l'apport de gremallk fer facilitait la fixation des métaux
dans le sol rhizosphérique, son apport s'est déwnélé efficace pour la mise en place d'un
procédé de phytostabilisation d'un sol présentaatpollution polymétallique. L'amélioration
des qualités agronomiques du sol pollué (apportatapost, maintien du pH avec de la

chaux) est préféerable pour faciliter la reveégédaios.

186



Chapitre IV : Caractérisation des mécanismes dectahce et de toxicité
de l'arsenic chez deux espéeces végétales Solangmum et Vicia faba

Pour mieux cibler limpact de I'As chez les planat déterminer les mécanismes
physiologiques impliqués dans la tolérance a ldeyx especes végétal&s, nigrumet V.
faba ont été cultivées en solution hydroponique eigi@vec différentes concentrations en
As inorganique (As(lll) ou As(V)). La tolérance d& nigruma la pollution en ETM,
notamment en As, et la sensibilité defabaau stress métallique, ont été mises en évidence
dans la premiére partie de ce travail. De plussdasibilité deV. fabaau stress abiotique,
notamment a la pollution des sols par des ETM @uabenposés organiques, a été observée
par plusieurs auteurs (M# al, 2005 ; Pourrut, 2008 ; Wargg al, 2008 ; Wuet al, 2010).
Cette sensibilité a amené a utiliser les réponsesette espéce comme éléments indicateurs
de I'état d'un milieu ou pour I'étude des meécarssdeetoxicité des polluants. Le choix de ces
deux especes pour I'étude des mécanismes de tHEédms plantes a I'As a été fait selon
plusieurs critéres :

- Leur comportement vis-a-vis de I'As ;

- Une bonne adaptation a la culture hydroponique ;

- Une biomasse végétale importante permettantehabsuffisamment de matériel

végétal pour les analyses.

1. Absorption et stockage de l'arsenic par les ptaes

La Figure 111.40 présente les teneurs en As dasgdcines et les feuilles des plantes
cultivées en solution hydroponique enrichie enrdteéet en arséniate.

En présence d'As(lll) (Figures lll.40a,¢y, faba accumule I'As dans les racines
proportionnellement a la concentration en As(llBnd la solution. En effet, les teneurs
mesurées dans les tissus racinaires augmentenkeavieneurs en As(lll) dans la solution. Au
contraire, I'accumulation de I'As dans les feuittbez cette espéce n'est pas corrélée avec les
teneurs en arsénite dans la solution. De mémeuhaglation de I'As dans les racines S%le
nigrum augmente avec les concentrations d'arsénite dasaslution et semble atteindre une
valeur seuil proche de 1 200 mgkd.es teneurs en As mesurées dans les feuilleS. de
nigrum augmentent avec les teneurs en As(lll) dans latisol, excepté pour de faibles

concentrations en arsénite (25 pma).L
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Figure 111.40 : Teneurs en As dans les feuilleb)@&f les racines (c,d) dé fabaetS. nigrum
apres 14 jours de culture en solution hydroponigpugrésence d'As(lll) ou d'As(V) (n = 5,

les différentes lettres indiquent les groupes §icativement différents, ANOVA, p < 0,05).

En présence d'arséniate (Figure I11.40b,d), l'madation d'As dans les racines
augmente avec les teneurs dans la solution chedeles especes végétales. Elle semble
atteindre une valeur seuil ch8z nigrumautour de 2 700 mg.Kgelle est réduite chéz. faba
aux fortes teneurs en As(V) dans la solution hydnapee (300 pmol.l!). De méme, les
teneurs en As mesurées dans les feuilles augmexteates concentrations en arséniate dans
la solution, excepté en présence de 300 prloldAs(V). Pour ces fortes teneurs,
'accumulation de I'As dans les feuilles defaban'est pas significativement différentes de

celle observée pour 150 pmot.ld'As(V) dans la solution, elle est réduite ci8znigrum
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Ainsi, la capacité d'absorption semble se stabibsgour d'une valeur seuil en As pdair
nigrum, avec une valeur moyenne dans la plante proch@58emg.kg* MS en présence
d'arsénite et atteignant 1 400 mg'len présence d'arséniate.

D'autre part, I'absorption de I'As(lll) et de I&3 ne se fait pas de fagon similaire
chez les deux espéces végétales. En effet, emnpeede 75 uM d'As(lll) ou d'As(V) dans la
solution,V. fabaaccumule respectivement 897 et 770 mg.#@\s en moyenne dans la plante
contre 666 et 816 mg.Kgd'As pourS. nigrum Par ailleurs, chez les deux espéces, I'As(V)
semble faciliter le transfert de I'As absorbé virs feuilles. En effet, une plus forte

concentration d'As est mesurée dans les feuiliediddus cultivés en présence d'arséniate.
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Figure 111.41 : Facteur de Translocation (FT) deslentre les racines et les feuilles des deux
especes vegeétaleS, nigrumet V. fabaen présence (a) d'As(lll) ou (b) d'As(V), (n =lés
différentes lettres indiquent les groupes signifiganent différents, ANOVA, p < 0,05).

La Figure 1l1.41 permet d'évaluer le transfertl'de vers les parties aériennes de ces
plantes. En présence d'As(lll) dans la solutiomFe Ill.41a), le FT mesuré ch&z faba
varie légérement avec les teneurs en arséniesti inférieur a 0,01. Au contraire, le FT chez
S. nigrummet en évidence une augmentation du transfertAdevers les parties aériennes
avec les teneurs en As(lll) apportées dans laisoluCette évolution du FT avec les teneurs
en As dans la solution est également observée lekedeux especes cultivées en présence
d'As(V) (Figure 111.41b). Cependant, les teneuesvéks en As(V) (300 uM) ont entrainé une
diminution du transfert de I'As vers les feuilles 8e nigrum le FT calculé pour cette

condition est fortement diminué. Par ailleurs, pdes teneurs en As(lll) et en As(V) dans la
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solution égales a 75 uM, le FT chez les deux espeseplus faible en présence d'As(lll). Il
est presque deux fois moins important cBenigrum et presque quatre fois moins important
chezV. faba Ainsi, les faibles valeurs du FT mesurées daasdléférentes conditions de
culture montrent que I'As est majoritairement stodds les racines de ces plantes, le

transfert de I'As vers les feuilles étant négligeabl

2. Evaluation de la toxicité de I'arsenic vis-a-vigdes deux especes végetales

2.1. Impact de l'arsenic sur la croissance etdgaloppement des plantes

Un des criteres de toxicité des ETM sur la végataest I'apparition d'altérations
macroscopiques morphologiques ou tissulaires (Rzegpk@uny, 2008). L'observation du
développement des especes végétales en fonctiota derme et des teneurs en As
inorganique peut donc renseigner sur la phytottxides différentes formes de I'As ainsi que
sur la tolérance de ces deux especes végétaldsranes inorganiques de I'As.

Le développement de la biomasse végétale de aes apéces est perturbé par la
présence de I'As inorganique (Figure 111.42). Effetefune réduction significative de la
biomasse aérienne et racinaireianigrumest observée en présence d'As(V) pour des teneurs
supérieures ou égales & 150 pmadl.La perte de biomasse est de 27,8 % pour leseparti
aériennes et de 43,5 % pour les tissus racindifes. diminution de plus de 50 % de la
biomasse racinaire est mesurée pour des individtisés dans des solutions tres enrichies en
As(V) ([As(V)] = 300 pmol.I*). S. nigrumprésente une altération de sa croissance pour des
teneurs en arsénite supérieures ou égales & 5aLtmblAs inorganique a un impact plus
marqué sur le développement\defaba En effet, celle-ci présente une réduction sigatfive
de sa biomasse aérienne et racinaire pour desrseeelAs(V) dans la solution hydroponique
supérieures ou égales & 75 umdJ.avec des pertes de biomasse de 33,8 % pour fésspa
aeriennes et 30,3 % pour les racines. Pour desepntations supérieures ou égales a
150 pmol.* d'As(V), la perte de biomasse padrfabaest supérieure & 50 % que ce soit sur
les parties aériennes ou racinaires. De méme, athection de plus de 50 % de la biomasse
végetale deé/. fabaest observée lors de la culture de cette espeseletion hydroponique
contenant 50 pmol:t d'arsénite. La perte de biomasse pour cette escaussi mesurée
pour de faibles quantités d'arsénite ([As(I1)] 5 @mol.LY). L'As inorganique, quel que soit
son degrés d'oxydation, altere donc fortement \elod@pement d¥. faba
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Figure 111.42 : Biomasse aérienne et racinaireSdenigrumet V. fabacultivées en solution
hydroponique enrichie en As(lll) et As(V), (a) Biasse aérienne stress As(V), (b) Biomasse
racinaire stress As(V), (c) Biomasse aérienne stéeg(lll), (d) Biomasse racinaire stress
As(lll), (n =5).

Ces résultats confirment une grande sensibilit¥.dbaa I'As inorganique, sous la
forme As(V) et As(lll). Le développement & nigrumest inhibé seulement pour de fortes
teneurs en As inorganique, supérieures a 150 puM pas(V) et 50 uM pour I'As(lll). De
plus, lors du stress As, linhibition du dévelopeaindes racines chez les deux espéces
végetales est plus importante que celui de la bssmaérienne.

Par ailleurs, la culture de ces plantes dans desians enrichies en As met en avant
une plus grande toxicité de l'arsénite par rappdtarséniate. En effet, pour des teneurs en

191



As(lll) égales a 75 uM, les pertes de biomasseddes espéces végétales sont supérieures a

celles observées en présence d'As(V) a la mémectyaton.

2.2. Effet de l'arsenic sur l'activité photosyriitpée de ces especes

La phytotoxicité de I'As peut étre la cause d'um@bition importante de l'activité
photosynthétique. Les effets de I'As sur l'actiptéysiologique des plantes dépendent de
plusieurs parametres :

- Laforme et la teneur en As dans le substraudtere ;

- L'espece végétale considérée et sa capacitérartdis.

Cette étude est réalisée pour tenter de détern@gatructures cellulaires et protéiques
altérées par I'As et responsables d'une inhib@tioprocessus de la photosynthése.

De fait, une étude des teneurs en pigments acagmdpade la mesure des échanges
gazeux et de la fluorescence chlorophyllienne tht&alisées en fonction de la teneur et de la
forme de I'As dans la solution hydroponique surdesix especes végétales étudiées. Par
ailleurs, la réalisation de courbe de saturationCé® et en intensité lumineuse ont été

effectuées.

2.2.1. Impact de I'arsenic sur les teneurs em@ids

La Figure 111.43 présente les teneurs en chlortpby etb et caroténoides mesurées
dans les feuilles d&. nigrumet V. faba cultivées en solution hydroponique enrichie en
arséniate ou en arsénite.

L'étude de la réponse de ces deux espéeces végathhes inorganique montre qu'une
exposition prolongée (14 jours) 8k fabaa une concentration supérieure ou égale a 25 uM
d'Aslll entraine une réduction significative desders en pigments (Chh et b et
caroténoides, Figure 111.43). Cette réduction apésieure a 50 % pour les caroténoides et les
Chl a lorsque les individus d€. fabasont exposés a 75 uM d'Aslll. De méme, en présence
d'AsV et pour des concentrations supérieures olegga 75 UM, les teneurs en pigments
mesurées chéZ. fabasont réduites significativement. Cependant, lorkdwmilture deV. faba
dans une solution hydroponique contenant 150 pMs\d'Ales teneurs en CHl et en
caroténoides présentent de fortes variations éggrendividus d'une méme condition ce qui

empéche une lecture efficace du test statistiqu@AAL
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Figure 111.43 : Teneurs en chlorophyllasetb (graphe a et b), et en caroténoides (c) thez
faba et S. nigrumcultivées en solution hydroponique enrichie eniggganique, (n = 5,*{

différences significatives par rapport aux condgiaontréles, ANOVA, p < 0,05).

S. nigrumest moins sensible qué fabaa I'As inorganique. En effet, la présence

d'AsV n'entraine pas de modification significatisles teneurs en pigments (Ghlet b et

193



caroténoides). Cependant, l'exposition aux foregeeurs en Aslll (Aslll = 75 uM) est
responsable d'une diminution significative de kenble des pigments étudiés.

La diminution des teneurs en pigments mesuréef@atites concentrations implique
gue I'As inorganique induit un stress plus ou mon@qué chez les deux especes vegétales.
Par ailleurs, ces résultats confirment la grandesibdité deV. fabaa I'As inorganique,
observations corrélées a celles réalisées lorsadeulture de cette espéce sur des sols

fortement pollués aux ETM dont I'As.
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Figure 111.44 : Evolution du rapport Chl a/b et Gbt/Car che2/. fabaet S. nigrumcultivées
en solution hydroponique enrichie en As inorganifue 5, () différences significatives par

rapport aux conditions contréles, ANOVA, p < 0,05).

Dans les conditions contréles, le rapport &hl représenté dans la Figure 1ll.44a, est
de 4,0 et de 2,9 respectivement pSumigrumet V. faba De fait, les chlorophyllea sont 4
fois plus concentrées que les chlorophylleschez S. nigrum et presque 3 fois plus

concentrées che¥. faba Aucune variation significative de ce rapport h'ebservée en
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présence d'As inorganique ch®znigrum Au contraire, pour des teneurs élevées d'arsenite
(75 um) et d'arséniates (150 uM), le rapport &bldiminue significativement cheZ. faba
La chlorophyllea semble donc plus sensible que la chlorophybel stress As.

Par ailleurs, quel que soit les conditions deutalt le rapport Chl tot/Car met en
evidence une concentration en chlorophylles total@sérieure a celle des caroténoides
(Figure 111.44b). En condition contrble, le rappesdt égal a 2,8 et 3,5 respectivement paur
faba et S. nigrum Une réduction significative de ce rapport esteobSe a partir de 50 uM
d'arsénite et 150 uM d'arséniate cBeanigrum alors que les teneurs en chlorophylest b
et caroténoides chez cette espéce sont impactéss gresence de 75 uM d'arsénite. En ce
qui concerneV. faba seules les teneurs élevées en arséniate (300dakB la solution
hydroponique entrainent une diminution significatoe rapport Chl tot/Car, variations qui
caractérisent une réduction plus importante dem@igs chlorophylliens par rapport aux

caroténoides pour cette condition de culture.

2.2.2. Effet de l'arsenic sur le fonctionnemesd ghotosystemes

La Figure IIl.45 présente les parametres de laréiscence de la chlorophyli
(FV/IFm,®PSII, Ry et ) deS.nigrumetV. fabapermettant d'évaluer les effets engendrés par
I'As sur la capacité et I'efficacité des photosy&ts a convertir I'énergie lumineuse en énergie
chimique.

La fluorescence minimale des plantes a l'obscyFg¢Figure 11l.45a) correspond a
l'intensité de la fluorescence lorsque tous lesresntéactionnels du PSIlI sont ouverts
(quinones oxydées). Elle est faiblement impactéd'fpa inorganique che3. nigrum seules
les teneurs élevées en arsénite (As(lll) > 50 pMynzentent significativement la perte
d'énergie par fluorescence chez cette espece. ésemre d'arsénite dans la solution
hydroponique est responsable d'une augmentatiaifisgive d'au moins 50 % de EhezV.
faba Il en est de méme pour une concentration d'aatgeupérieure ou égale a 150 uM.

La fluorescence maximale des plantes a l'obsc(ift§ correspond a l'intensité de
fluorescence quand tous les centres réactionneBSdusont fermés (Figure 111.45b). Seul
l'arsénite affecte la fluorescence maximale destefaa I'obscurité. En effet, elle augmente
significativement che¥. fabapour des teneurs en As(lll) supérieures ou égalks uM, elle

est réduite significativement ch8z nigruma partir de 50 uM d'As(lll).
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Figure 111.45 : Parametres de fluorescence de larcphylle a mesurés che3. nigrumet V.
faba cultivées en solution hydroponique enrichie enllAst AsV. Représentation de la
fluorescence minimale a l'obscurité),(R), de la fluorescence maximale a I'obscurit¢ &7,

de l'efficience photochimique maximale des PSIWRE, c) et du rendement de l'efficience
photochimique du PSIIAPSII, d) (n = 5, () différences significatives par rapport aux
conditions contrbles, ANOVA, p < 0,05).
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La difference de fluorescence fFy) est appelée fluorescence variablg).(FElle
correspond a la mesure de la fraction de I'éngrigidonique absorbée convertible en énergie
chimique (Farineau et Morot-Gaudry, 2011). L'éviolntde kb et R, en présence d'As
inorganique met en évidence une réduction de bEmg@hotonique absorbée chézfabaen
présence d'arséniate et lorsque la teneur en taskams la solution nutritive est supérieure ou
égale a 50 pM. L'absorption d'énergie photoniquez & nigrumest réduite dans une seule
condition, lorsque la concentration en As(lll) atte75 uM. A partir de la fluorescence
variable, le rendement quantique maximum de lati@aphotochimique des PSII (IF,) est
calculé.

Les Figures 111.45c,d mettent en évidence unebitibn des fonctions du PSII ch&z
faba En effet, la présence de I'arsénite, méme aefaibhcentration (25 uM d'Aslll), affecte
le rendement photochimique des PSII, décrit pavégbles Fv/Fm ebPSIl. Ces résultats
impliquent que, d'une part, I'arsénite altereiteffité photochimique des PSII et leur aptitude
a réduire l'accepteur primaireaQ@déterminés par le rapport Fv/Fm), et d'autre, past
responsable d'une réduction de la proportion dgmerbsorbée par les chlorophylesiées
au PSIl, phénomeéne caractérisé par une diminutenladvariable®PSIl. Les mesures
réalisées suB. nigrummontrent un faible impact de I'As sur le fonctiemrent des PSIl. En
effet, seul I'As(lll) a forte concentration (75 pM)hibe le rendement des photosystémes
(®PSII). Une réduction significative du rapport Fv/FmSlenigrumest aussi observée a partir
de 50 uM d'As(lll) et en présence de 150 uM d'As(V)

L'activité des photosystemes est donc principatena¢terée en présence d'As(lll)
dont la phytotoxicité est plus marquée que pous(N). ChezV. faba I'As semble agir
préférentiellement sur la capacité des chloropbydeliées au PSIl a absorber I'énergie

lumineuse, caractérisée par une réduction imp@t&bPSII suite a un stress As.

2.2.3. Effet de l'arsenic sur les échanges gazeux
Pour mieux évaluer limpact de I'As au niveau @etivité photosynthétique des
plantes, les échanges gazeux ont été mesurés eaurdles feuilles 24 h avant la récolte des
plantes (Figure I111.46) et parallelement aux mesules parameétres de fluorescence de la

chlorophyllea.
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Figure 111.46 : Mesure des échanges gazeux au mivss feuilles pour les 2 espéces
végetales cultivées en solution hydroponique er@ielm As inorganique, (a) photosynthéese
nette (Pn), (b) conductance stomatique (gs), (oreotration intercellulaire en GQCi), (d)
transpiration (Tr), (n = 5%} différences significatives par rapport aux coiodié controles,
ANOVA, p < 0,05).
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Les résultats montrent une réduction significatiuetaux d'assimilation nette du €O
(Pn) chezV. fabaen présence d'As inorganique et ce quel que gpidsegré d'oxydation ou
les concentrations apportées (Figure lll.46a). eCegtuction est couplée a une diminution
significative de la conductance stomatique (gsleeta transpiration (excepté pour des teneurs
en As(V) inférieures a 150 puM) limitant le flux hyglue dans la plante (Figure 111.46b,d).
Cependant, malgré une réduction de gs, la condemtran CQ intercellulaire ne varie pas
significativement, elle est comprise entre 169 & 33tmol CQ.mol air* (Figure 111.46c¢).

S. nigrum dont le fonctionnement des photosystemes est nimipacté que chey.
faba présente une réduction significative du taux lietgsynthese nette lors de la culture des
individus dans des solutions hydroponiques tréscleies en As(V) (300 pmolt) ou en
As(ll) (75 pmol.LY (Figure 111.46a). Cette réduction est accompagre¥e présence de
75 uM d'As(lll), d'une diminution significative di& conductance stomatique et de la

transpiration (Figure 111.46b,d).

L'As inorganique a donc une influence sur la ca@ates plantes a assimiler le £O
notamment che¥/'. faba Par ailleurs, il influe sur les flux hydriques aain de la plante
perturbant I'absorption et le transport des nutnisieet donan fine le développement des

plantes.

2.2.4. Evolution de l'assimilation du G(par les plantes en fonction de

I'intensité lumineuse et de la concentration en CO

2.2.4.1. Courbe de saturation lumineuse
La Figure IIl.47 présente les courbes de saturationineuse qui correspond a

I'évolution de la photosynthése nette e faba et S. nigrumen fonction de lintensité
lumineuse apportée. Pour les deux espéces, l'atgtioende l'intensité de I'éclairement
stimule I'assimilation du C{par les plantes jusqu'a un certain seuil déperdmtonditions
de culture (forme et teneur en As dans la solutigdroponique) et de l'espéce végétale

considérée.
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Figure 111.47 : Courbes de saturation de la phattsdse de plants d& nigrumetV. fabaen
fonction de la densité du flux de photons (de 0 @020mol.n2.s%) aprés 14 jours de stress

As. La teneur en C{est maintenue a 360 ppm et la température a 20 25).

A partir de ces courbes de saturation lumineusgains paramétres photosynthétiques
relatifs au fonctionnement des PSIl sont présedtss le Tableau 111.19. En effet, ces
courbes permettent de mesurer indirectement laratigm a I'obscurité (B assimilée a la
respiration mitochondriale. De méme, elles permettéévaluer le point de compensation
lumineux (') qui caractérise l'intensité lumineuse nécesgaotg que l'assimilation de GO
compense juste la respiration (Pn = 0). L'éclairtnsaturant @) ou optimal correspond a
l'intensité lumineuse permettant d'obtenir le tawaxximal d'assimilation nette du GQPn
maxeprp). Au-dela de cette valeur, la capadt@bsorption des photons dépasse la capacité de
leur utilisation. Les réactions d'assimilation d@- Gleviennent limitantes et la photosynthese
présente une intensité maximale. Enfin, dans léiepéinéaire de la pente, la lumiére est
limitante, le coefficient directeur de cette ped#germine le rendement de I'absorption des

photons appelé le rendement quantique foliairadixtion du CQ (©CQO,).

De maniere générale, une variation significatisé @bservée pour de nombreux
parameétres (RT, Pn maxprp et ®CQO,) liés a l'activité photosynthétique We faba En effet,
la respiration a l'obscurité dé. fabaaugmente avec la teneur en As(lll) et As(V) damns |
solution hydroponique. Ces variations sont sigatfiees par rapport aux conditions témoins a
partir d'un apport de 50 uM d'arsénite et 75 pMsdiasate. De méme, une augmentation
significative de l'intensité de compensatidn €st observée a partir de 25 pM d'As(lll) et
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75 uM d'As(V). L'As a donc un impact important sefficacité photosynthétique dé faba

Par ailleurs, la sensibilité d¢. fabaa I'As est caractérisée par une forte diminutien d
I'assimilation nette maximale de @®n maxprp, elle est au moins onze fois plus faible en
présence d'As(lll) et de trois a treize fois plakble en présence d'As(V). Enfin, le rendement
guantique de la fixation du GQ®CQO,) de V. faba est altéré en présence d'arsénite et
d'arséniate méme a de faibles concentrations @asslution hydroponique. Seule l'intensité
saturante ne présente pas de variation signifie@ivprésence d'As inorganique. D'autre part,
dans certaines conditions de culture, I'éclairersapgrieur & 1000 pmolfis® entraine une
légere diminution de la photosynthese nette dgueitle calcul des coefficients directeurs
présentés dans la Tableau 111.20. Ce phénomenenabgpour des teneurs en As(lll) de
25 uM et de 75 pM ainsi qu'en présence d'As(V)uitadne |égéere photoinhibition a ces
niveaux d'éclairement (Bigat al, 2007). Ces résultats confirment les fortes pkdiions
engendrées par I'As au niveau de l'activité phaotibgtique de cette espece. En effet, d'apres
ces premiers résultats, l'action de I'As ciefabase focalise sur le fonctionnement du PSII
et plus particulierement sur sa capacité a cageergie lumineuse.

L'activité photosynthétique d&. nigrum est moins perturbée en présence d'As
inorganique. Seules les teneurs élevées en A¢tBIUM) et en As(V) (300 M) entrainent
une augmentation significative de la respiratidioBscurité (R) et de I'éclairement saturant
(Is), une inhibition de I'assimilation nette en £@n maxprp et une altération du rendement
guantique foliaire ®CQ0,). Le point de compensatioit)(augmente significativement lorsque
les teneurs en As(V) dans la solution hydroponigomlt supérieures ou égales a 150 puM,
aucune variation significative dE n'est observée en présence d'arsénite. Ces tgésulta
semblent indiquer une faible action de I'As sufdectionnement des PSIl ché& nigrum
leur activité étant inhibée seulement pour desuenélevées en As(V) (300 uM) et en As(lll)
(75 uM). Cependant, le Tableau 111.20 semble indiqun phénomeéne de photoinhibition en
présence d'As(lll) et d'As(V) a fortes concentnagio300 uM). Ce phénoméne est plus
marqué ches. nigrumque che/. faba

Par ailleurs, les résultats montrent une altératignificativement plus importante de
l'activité photosynthétique d€. fabaen présence d'arsénite dans la solution hydropeniq
gu'en présence d'arséniate a la méme concent(@sghl) C; = As(V) G = 75 uM). Cette

différence de toxicité n'est pas observée Geazgrum
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Tableau 111.19 : Mesures indirectes de la respirag I'obscurité (R pmol.m?.s?), du point de compensation luminedx (tmol.m?.s%), de

I'éclairement saturantg{Ipmol.m?.s?), du taux maximal d'assimilation nette du@n maxeep tmol.m%s?) et du rendement quantique de la

fixation du CQ (®CO,, pmol.m?.s?) (n = 5, {) différences significatives par rapport aux coiedis controles, ANOVA, p < 0,05).

Ra

r

Is

Pn maxprp

®CO;

S. nigrum V. faba

S. nigrum

V. faba

S. nigrum

V. faba

S.umgr V. faba

S. nigrum

V. faba

Controle

Aslll C;

Aslll G

Aslll C3

AsV G

AsV G

AsV G

20+0,2 1,4+04
19+0,8 1,6+0,5
2,1+04 3517
19+0,3 3,3+0,1*
19+0,5 2,8+0,5
23+0,6 33+x1,3

3,7+15 23+0,I

31,7+ 2,5

30,3+ 15,1

34,2+ 4,4

50,9+17,1

31,0+ 53,4

58,5+ 20,8

73,4+ 25,2

17,9+ 3,23

70,1+ 12,1

81,0+ 23,06

92,3+ 10, &

53,4+ 11,5

75,5+ 10,2

74,7+ 10,3

450,0+ 129,1 500,0+115,5

400,0+ 0,0

525,0+ 150,0 425,0+125,8

700,0+ 346, 375,0+ 50,0

600,0+ 163,3 600,0+ 163,3

500,0+ 115,5 525,0+ 95,7

600,0+ 0,0¢

466,7+ 94,3

400,0+ 0,0

11,6+2,4 20,9+ 3,4

8,8+15 1,8+0,I

9,7+39 1,8+0,6

4,2+1,8 1,0+0,8

12,0+ 3,6 6,4+ 0,9

9,0£5,5 3,0+0,5

53+5,6/ 1,6+ 0,6°

0,067+ 0,009

0,065+ 0,003

0,060+ 0,005

0,042+ 0,014

0,063+ 0,015

0,051+ 0,021

0,048+ 0,018

0,076+ 0,010

0,024+ 0,004

0,035+ 0,01%

0,036+ 0,006

0,054+ 0,004

0,043+ 0,012

0,031+ 0,004
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Tableau 111.20 : Coefficients directeurs des cosrtle saturation lumineuse 8enigrumetV.

fabalorsque I'éclairement est compris entre 1000 8030mol.n¥.s™.

S. nigrum V. faba
Contréle 0,00016 0,0035
C1 As(lll) (25 pM) -0,00029 -0,00007
C, As(ll) (50 pM) -0,00038 0,00006
Cs As(Ill) (75 pM) -0,00070 -0,00015
C1 As(V) (75 pM) 0,00035 -0,00019
C, As(V) (150 pM) 0,00012 -0,00041
Cs As(V) (300 pM) -0,00054 -0,00012

2.2.4.2. Courbe de saturation en,CO
La Figure 111.48 présente les courbes de saturadio CQ. Elles décrivent I'évolution

de la photosynthése nette \defabaet S. nigrumen fonction de la concentration ambiante en

CO, comprise entre 0 et 1500 pmol.mol air
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Figure 111.48 : Courbe de saturation en C@tensité lumineuse fixée & 400 pmofst.
Evolution du taux de photosynthése nette (Pn) detpldeS. nigrumetV. fabaen fonction de

la concentration externe en g@pres 14 jours de stress As, (n = 5).

De maniére générale, I'évolution de ces courbes treonne augmentation
proportionnelle de l'assimilation du G@ar V. faba et S. nigrumavec la concentration
externe en C@jusqu'a atteindre une valeur seuil variant entionades conditions de culture.
Le CO, augmente l'activité photosynthétique en stimulfaotivité carboxylase de la Rubisco.
Pour certaines conditions et en fonction de I'espeégétale, une diminution de la

photosynthese nette est observée pour de fortesrteae CQ.
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De ces courbes, difféerents parametres photosygtiest relatifs a la fixation du GO
par la Rubisco peuvent étre déduits (Tableau l)I:21
- La photorespiration (Rqui représente l'activité oxygénase de la Rubfsosque
Ca=0);
- Le point de compensation en £€0*) (lorsque Pn =0) ;
- Le taux de carboxylation maximal de la Rubisca {Wax) (coefficient directeur
de la partie linéaire de la courbe Pn/Ci) ;

- Le taux maximal d'assimilation nette du g©n max;).

ChezV. fabg l'apport d'As inorganique dans la solution a peffet d'inhiber le
fonctionnement de la Rubisco. En effet, la photairation (R) ainsi que la vitesse de fixation
du CGQ (Vc max) diminue en présence d'As inorganique.XDRypothéses peuvent étre
avanceées :

- L'As inorganiqgue inhibe les activités oxygénaseagboxylase de la Rubisco par
altération du site actif des sous unités de la gaabiSiedlecka et Krupa, 2004 ; Mateos-
Naranjoet al, 2012) ;

- L'As cause une dégradation des sous-unités deulasco (Duquesnogt al,
2009 ; Ahsaret al, 2010).

Ce phénomene a pour conséquence une altérationtanfw de I'assimilation du GO
par la plante (Pn max).

De méme, le taux maximal de photosynthése netteSdenigrum diminue
significativement lorsque la concentration en Asdla solution de culture augmente. Cette
diminution semble répondre a l'inhibition de I'aité carboxylase de la Rubisco en présence
d'As(V) et de teneurs élevées en As(lll). Une réducde la photorespiration chez cette
espece est observée pour les fortes teneurs en Aafié la solution hydroponique (300 puM).
Par allleurs, I'As n'entraine pas de perturbatignificative du point de compensation en £O
(I'*), il varie autour de 40 umol.fns™.

L'As provoque donc une inhibition de l'activité ¢t Rubisco au niveau de ses
fonctions carboxylase et oxygénase. Cette réduetsbren partie responsable de la baisse de
l'activité photosynthétique des plantes en présetf® inorganique. L'altération de l'activité
photosynthétique cheg. nigrumest moins marquée que chézfaba elle permet ainsi a la
plante de maintenir une activité photosynthétiqéeessaire a son développement. Par
ailleurs, ces résultats mettent en évidence, conpréEédemment, une toxicité plus

importante de l'arsénite que de l'arséniate thdaba qui ne se refletent pas ch&znigrum
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Tableau I11.21 : Mesures indirectes de la photdrasipn (R, pmol.m.s%), du point de compensation en £0*, pmol.m?.s%), du taux de
carboxylation maximal (Vc max, umolfs?) et du taux maximal d'assimilation nette du,E&Pn max;, umol.m?.s?) déterminés a partir des
courbes de saturation en €@alisées & une intensité lumineuse de 400 prifan(n = 5, ¢) différences significatives par rapport aux
conditions contréles, ANOVA, p < 0,05).

R Ir* V¢ max Pn max:

S. nigrum V. faba S. nigrum V. faba S. nigrum Wafa S. nigrum V. faba

Controle | 2,63+0,25 3,73+1,38 | 38,00+ 11,92 35,54+11,64| 91,95+28,00 105,43+20,65 | 23,28+£0,97 17,09+6,12

Aslll C; 2,70+£0,55 0,87+0,12 | 38,28+ 16,59 48,34+29,37| 86,62+9,21 41,48+19,67 |13,77+3,14 8,74+ 3,09

AslllC, | 2,51+0,39 1,49+1,24 | 38,59+ 23,80 85,63+59,94 | 87,23+10,33 62,48+ 32,03 |18,07+1,25 9,72+5,82

Aslll C3 2,02+0,51 2,40+0,99 | 44,98+9,48 67,70+24,75| 51,15+2,96 42,05+11,30 | 14,15+1,08 2,09+0,26°

AsV G 3,30+1,33 1,53+0,16° | 60,69+ 22,38 33,51+17,04| 67,23+6,18  53,70+16,87 |19,78+2,10 8,1/+1,1F

AsV G 2,06+0,41 1,16+0,15 | 39,87+19,40 38,91+5,46 | 60,70+22,34 39,82+7 33 |1533+6,99 7,96%+2,73

AsV G 1,46+ 0,49 1,34+0,48 | 35,06+17,50 44,62+ 12,85 |62,53+24,03 52,14+17,1% |12,73+2,85 9,67+6,85
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3. Impact de I'As sur les lipides membranaires

Les lipides membranaires apparaissent, et notatnonez les végétaux, comme des
acteurs majeurs des grandes fonctions physiologig(@ocessus bioénergétique et
photosynthétique, réponses aux stress biotiques aliotiques, reproduction et
développement...) (Le Guédaedl al, 2008). L'étude de la composition lipidique etleer
dégradation par peroxidation peut ainsi permettévadluer lI'impact de I'As sur l'activité
physiologique des plantes et renseigner sur leanivde perturbation du métabolisme de la

plante.

3.1. Composition en acide gras des feuilles

Les travaux reéalisés par Le Guédatal. (2008, 2012) ont montré que la composition
en acides gras (et plus précisément la valeur pjporé Gs.9(Cis.gtCis:1+Cis:2)) des feuilles
de végétaux présente les caractéristiques d'unaotpraur métabolique d'effet et d'exposition
aux ETM. Ainsi, l'utilisation chez les végétauxsdipides foliaires comme biomarqueur de la
contamination des sols par les ETM peut permetéeatiier la toxicité de I'As chez ces deux
especes vegeétales. Ce biomarqueur d'expositionduita I'élaboration d'une norme AFNOR

sur la qualité des sols (Le Guédard et BessoulenBlAAFNOR X31-233sous presse

= V. faba
C— S. nigrum
3t 1 l * _ 1 1 . N 3
A 10 | 1 * A
g 11 * ]
: IRN .
g 2r il 1 2 g
& &
g g
] ]
8 8
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0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0
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[As(I)] (LM) [As(V)] (1M)
Figure 111.49 : Valeurs moyennes du biomarqueur idlgue (rapport

C18:3/(C18:0+C18:1+C18:2)) dans les feuilles\defaba et S. nigrumen fonction de la
forme et de la concentration en As inorganique (B, ") différences significatives par

rapport aux conditions contréles, ANOVA, p < 0,05).
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D'une part, ces résultats mettent en évidence comeposition lipidique dans les
feuilles de ces deux espéces végétales dominée lgzaracides gras polyinsaturés
principalement représentés par l'acide linoléni@t@s:3, Figure 111.49). En effet, les acides
gras polyinsatures représentent plus de 70 % dassagras des feuilles chez les deux espéces
végetales en condition contrélée (75 et 72 % rdsmeoent pourV. fabaet S. nigrun),
I'acide linolénique représentant a lui seul envBbro de I'ensemble des lipides.

D'autre part, la proportion d'acide linoléniquel83) dans les feuilles d€. faba
diminue significativement en réponse a une augnientaes teneurs en As dans la solution
hydroponique, en particulier en présence d'arsniatlinverse, une augmentation de la
proportion de l'acide linoléique (C18:2), de l'acidkigue (C18:1) et des acides gras
stéariques (C18:0) avec les teneurs en As inorgarggtiobservée chez cette méme espeéce.
De méme, une augmentation significative de la pitapo en acide linoléique a été relevée
chezS. nigrumpour des teneurs en arsénite de 50 uM. De fé@tollition du biomarqueur
lipidique (rapport C18:3/(C18:0+C18:1+C18:2), Figuh.49) lors d'un stress arsénié montre
une réduction significative de celui-ci en présed@eséniate faiblement concentré (a partir
de 75 uM) et pour des teneurs de 75 uM d'arsénits asolution hydroponique ch&z
faba Dans les feuilles d8. nigrum les variations observées du biomarqueur lipidiopgisont
pas significatives exceptées pour une condition,pe¥sence de 50 uM d'arsénite. La
réduction du rapport C18:3/(C18:0+C18:1+C18:2) semdnhsi indiquer un impact plus
marqué de I'As sur les teneurs d'acides grasdatimés (C18:3). Des résultats similaires ont
été observés dans des feuilles de plantules da talitées au Cd (Ben Youssfal, 2005).
Par ailleurs, ces résultats montrent un impact plasqué de I'As sur la composition lipidique
des feuilles d& . faba qui confirme une grande sensibilité de cette espd'As.

3.2. Mesure de la peroxidation des lipides meméairas

L'étude de la peroxidation lipidique donne desiimiations complémentaires sur I'état
des lipides membranaires des feuilles. Ceux-ci jousn réle important dans l'activité
photosynthétique ainsi que dans la structure fetrletion des membranes cellulaires, siége de
divers échanges métaboliques dans la cellule. téafgiion de l'importance du stress oxydant
chez ces deux especedgeétales causé par I'As peut ainsi étre évaluédepdosage du
malonyldialdéhyde (MDA), un des produits termindoxmeés lors de la peroxidation des
lipides membranaires. A la notion initiale de dasadu malonyldialdéhyde, s'est
progressivement substituée la notion de substanéastives a l'acide thiobarbiturique
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(TBARS) (Khan, 2007). La Figure 111.50 présente teseurs en TBARS mesurées au niveau
des feuilles d&/. fabaet S. nigrumen fonction du degré d'oxydation et de la conatioin en

As inorganique.

300 V. faba 1 300
1 S. nigrum * *l

250 l 41 250
T 200F- 4200 ©
2 * =
= : ha =
£ x s £
£ 150+ 4150 &£
% %

100 4 100

50 - . . % -1 50
O ’l‘ﬁ \’l‘ \’;‘ \ﬂ ’l‘lﬁ lﬂ lﬂ 1’1‘ O
0 25 50 75 (o} 75 150 300
[As(1ID] (M) [As(V)] (M)

Figure 111.50 : Mesure des teneurs en TBARS damssfériilles deV. fabaet S. nigrum
cultivées en solution hydroponique enrichie en Ws@u en As(V) (n = 5, () différences

significatives par rapport aux conditions contrOleSOVA, p < 0,05).

Les résultats montrent une forte production de RBAdans les feuilles dé. faba
cultivées en présence d'As(lll) et d'As(V). La cemication en TBARS est 3 a 4 fois plus
importante que celle mesurée en condition témo@,quai implique un stress oxydatif
important. Dans les feuilles & nigrumla formation de TBARS augmente significativement
a partir de 50 uM d'arsénite et 75 pM d'arséni@ependant cette augmentation est moins
prononcee que poi. fabg elle est de 44 % en présence de 75 uM d'As(¥iteint 62 % en
présence de 75 uM d'As(lll). Ces observations cowfint une toxicité plus importante de
I'arsénite par rapport a I'arséniate chez les dsprces végétales. Par ailleurs, la formation de
TBARS dans la plante est directement reliée anaueen As inorganique dans la solution
nutritive particulierement cheZ. faba Celle-ci est mise en évidence par I'existencez bh
faba d'une corrélation positive entre la productienTBARS et la concentration en As dans
la solution nutritive (R2 = 0,80 pour I'Aslll et R20.76 pour I'AsV). Ces substances, formées
lors de la peroxidation des lipides membranairesvpnt donc étre utilisées comme

bioindicateur de I'état de stress de la plante.efiet, comme observé lors de I'étude de
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l'activité physiologique d&. faba I'As inorganique entraine d'importantes pertuooat du
métabolisme de la plante, mis en évidence parante production de TBARS.

4. Discussion

Dans les sols industriels fortement contaminés|pa; la fraction échangeable et
acido-soluble de I'As, facilement mobilisable, ég@nte une part faible des teneurs totales
observées dans ces milieux anthropisés. De faitcdacentrations d'As inorganique dans la
solution nutritive surexposent les plantes a ceatlodtle. En effet, l'offre de I'As lors de
culture hydroponique refléte, dans une certaineuneeda phytodisponibilité de I'As présent
dans la solution du sol ou faiblement adsorbé aumstituants du sol (Moreno-Gimenetzal,
2010). L'étude de la phytotoxicité de I'As dans cesditions, en terme de production de
biomasse, de fonctionnement des appareils photosygues, de stress oxydatif ou de teneurs
en As dans la plante, peut ainsi étre extrapolée @aaluer le comportement des plantes sur
sol pollué et leur implication dans un processuplidgoremédiation.

4.1. Absorption et stockage de l'arsenic danplastes

L'absorption d'As inorganique pa&t fabaet S. nigruma augmenté en réponse aux
guantités apportées d'As(lll) ou d'As(V) dans lduson. ChezV. faba une corrélation
positive (R2 = 0,99) entre les concentrations endAss la solution et les teneurs mesurées
dans les racines a été observée pour I'As(lll) at pas(V) a I'exception des teneurs élevées
en As(V) (300 uM). Pour cette derniere conditiom,chpacité d'absorption dé fabaa
fortement diminué. Ceci peut étre corrélé a uneictdn drastique de la biomasse racinaire
associée a une sénescence des tissus racinaieeactimulation de I'As proportionnelle a la
guantité d'As inorganiques en solution chez desasp non accumulatrices d'As a été
observée dans plusieurs travaux (Carboatlal, 1998 ; Arnetoliet al, 2008 ; Moreno-
Gimenezet al, 2012). Ces différents résultats semblent indiggeil n'existe pas de
régulation dans I'absorption des formes inorgarsiqie I'As che/. faba Cette absence de
contrble peut étre considérée comme un signe dabdés au polluant (Verbruggeet al,
2009). PoutS. nigrum I'absorption des formes inorganiques de I'Asé&dtiite a partir d'une
certaine concentration accumulée dans la pl&hteigrumsemble étre capable de contrler
I'absorption d'As, qui se stabilise autour de 1 #@0kg* MS pour I'As(V) et 650 mg.kgMS
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pour I'As(Ill) en moyenne dans la plante. Abercroengial. (2008) ont mis en évidence un
phénomene de régulation de I'expression des gédesicpour les transporteurs du phosphate
et permettant de limiter I'absorption d'As(V). Rélteurs, Wang et son équipe (2010) ont
observé l'oxydation d'une fraction de I'As(lll) (d6 a 76 %) en As(V) dans un milieu de
culture oxygéné. Ces deux phénomeénes pourraiesitedpliquer la régulation de I'absorption
de l'arsénite et de l'arséniate par les transpartdumphosphate ché&z nigrum Par ailleurs,
I'étude des facteurs de translocation a mis en ée@eain stockage de I'As inorganique
majoritairement dans les racines pour les deuxcespén effet, les ions arséniates peuvent
étre reduits en arsénites dans les racines pdroilade l'arséniate réductase, I'As(lIl)
complexé a des phytochélatines peut étre transpogéquestré dans les vacuoles racinaires
via des transporteurs ABC localisés sur les tonomadés vauoles racinaires (Soeigal,
2010 ; Mendoza-Cozatit al, 2010). Les racines jouent ainsi le role d'orgaigge limitant la
toxicité de I'As et améliorant la tolérance desfda (Genget al, 2006 ; Mateos-Naranjet

al., 2008 ; Bectlet al, 2012).

4.2. Toxicité de I'As et impact sur l'activité poeynthétique

L'accumulation de I'As peut étre responsable demmdages importants dans le
fonctionnement et le développement de la plants.ddedes sur la toxicité de I'As ont montré
gue les espéces végétales non résistantes a I'Assentbun stress important lors d'une
exposition a I'As inorganique responsable de symp#dtels que la réduction du taux de
photosynthese (Stoewet al, 2003 et 2005) ou l'inhibition de la croissance systéme
racinaire pouvant entrainer une réduction sigrtifreade la croissance et du développement
des plantes et méme leur mort (Pamdaal, 2010). Ces observations sont des processus
observés che¥. faba En effet, une réduction de la photosynthése resteobservée en
présence d'arsénite et d'arséniate a faibles contiens (a partir de 25 puM d'As(lll) et de
75 uM d'As(V)) chezV. fabaet pour des teneurs trés élevées (75 uM d'Astl300 uM
d'As(V)) chezS. nigrum Celle-ci est accompagnée ch¥z faba d'une réduction de la
conductance stomatique et de la transpiration ganation significative de la concentration
intercellulaire en C@ Ces observations impliqguent que la limitationlaesoie stomatique
n'est pas responsable de la réduction de I'acphitdosynthétique. D'autres voies d'action de
I'As peuvent étre avanceées, la perturbation du timmecement des photosystemes, une
altération de la biosynthese des pigments chlortiphg et/ou une inhibition de I'activité de
la Rubisco.
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4.2.1. Effet de I'arsenic sur le fonctionnemesg ghotosystémes

Dans un premier temps, cette étude a mis en éedemimpact de I'As sur les teneurs
en chlorophylles et caroténoides suite a l'intohitde leurs biosynthéses (et al, 2007 ;
Rahmaret al, 2007). La diminution des teneurs en chlorophydisisprincipalement associée
a une action inhibitrice de I'As sur l'activité tlenzyme 5-aminolévulinate déhydratase
(ALAD) régulant la disponibilité de I'acid® aminolévulinique (ALA), le précurseur des
tétrapyrroles (Jain et Gadre, 2004). D'autre paateos-Naranjet al. (2012) ont montré que
chezSpartina densifloraun stress arsénié entraine une réduction desrseaa Mg et en Fe,
eléments indispensables dans la synthese des phidies. La diminution du rapport Chlb
dans certaines conditions de stress arsénié ([AsM0 uM et [Aslll] > 75 uM) che¥. faba
pourrait étre la conséquence d'une augmentatiofoxigdation des groupes méthylés de la
chlorophyllea, processus observés chez des lichens en présencexdes de Cu (Chettt
al., 1998). De plus, ces perturbations pourraient étre indication des altérations de la
membrane des thylakoides entrainant une inhibttescapacités photosynthétiques (Paivoke
et Simola, 2001).

De ce fait, les antennes collectrices des PSIIQ),Hnoins concentrées en pigments
chlorophylliens, limitent la capacité d'absorptida I'énergie lumineuse (Peét al, 2008).
L'action de I'As sur les teneurs en pigments chloythens se matérialise donc sur
I'efficience photochimique des PSlibgs)). Néanmoins, la réduction d®pg; peut étre
consécutive a la diminution de la saturation photoiue (gP), reflétant la proportion des
centres réactionnels du PSII ouverts, accompagh#® caugmentation du quenching non
photochimique (NPQ). Ceci impliquerait une dissipaide la lumiére en excés sous forme de
chaleur permettant la protection de la plante eotés dommages induits par un exces de
lumiére (Maxwell et Johnson, 2000). Parallelem&As inorganique a un effet néfaste sur
l'efficacité photochimique des PSII et sur leuram@fe a réduire I'accepteur primairg.@&n
effet, chezV. fabaet dans une moindre mesure cl&znigrum la variable FF, réagit
négativement lors d'une exposition a I'As inorgaaigElle reflete une altération de la
structure et du fonctionnement des PSII, résultatsfirmés par les travaux de Stoeva et
Bineva (2003) sur I'avoine. La diminution dgHr, résulte d'une augmentation dg €t d'une
diminution de k. Ainsi, au-dela de I'état de réduction des quisofAgl’As semble inhiber
l'activité du centre réactionnekdgqui contient une paire de molécules de chloropisyl
spécifiqgues vers lesquelles convergent I'énergien ghoton captée par les antennes
collectrices (LHC). De méme la sensibilité a I'As chmplexe d'émission de l'oxygene, a

l'origine de la libération d'électrons, est mal&ée par la diminution des parametres de
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fluorescencedpg; et K/F,. De fait, linhibition de l'efficacité des PSlipmplexe multi
protéique composé de 25 sous-unités, peut étreéegoar l'altération des sites donneurs
d'électrons (B ou des sites accepteurs ajJQ(Cornic, 2007). Ces altérations ont été
€galement observées pour des polluants métallitrissque le Pb et le Cd sur de l'orge
(Hordeum vulgareL.) par Kalaji et Loboda (2007). L'As influe donc aéigement sur
l'organisation structurelle des photosystemes etesponsable d'une réduction de I'énergie
lumineuse absorbée ainsi que de l'altération déc#eité photochimique des PSII. Ces
phénomenes sont largement observés tshdabaqui présente une perturbation importante
du fonctionnement des PSII matérialisée par unectiému des pigments foliaires et des
parametres de fluorescence en présence d'arséditrseniate méme faiblement concentrés.
L'inhibition du fonctionnement des PSII et I'altéwa de leur structure n'ont été observées que

dans des conditions extrémes de stress arséniBlfAs{5 UM ou As(V) = 300 uM) che3.
nigrum.
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Figure I11.51 : Représentation du rendement quaetide la fixation du CO (Ocop, tmol.m
25 en fonction des teneurs en chlorophylles totdéess les feuilles.

Int. de cont. (Movenne 2524)

Les courbes de saturation lumineuse confirmeltérion des fonctions du PSIl dans
la captation de I'énergie lumineuse et la convard® celle-ci en énergie chimique nécessaire
pour l'assimilation du CO En effet, une diminution significative du renderhquantique de
la fixation du CQ (®cop) est observée en présence d'As inorganique. Gettimution est
significative chezV. Fabapour de faibles teneurs en As inorganique. Eltesgmificative
pour S. nigrumdans des conditions extrémes de stress en A@A#(III)] = 75 pM) et en
As(V) (JAs(V)] = 300 uM), conditions responsablesurte altération des teneurs en
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chlorophylles. De fait, d'apreés la Figure lll.5Ipeucorrélation existe entre les teneurs en

chlorophylles totales et le rendement quantiquedi¢ation du CQ (R2 = 0,68).

D'autre part, la présence de I'As inorganiqueuplegt la respiration a l'obscurité des
plantes, notamment ch&z faba Par conséquent, I'énergie lumineuse nécessaireqoe la
photosynthese compense la respiration (Pn = Oy'aestant plus importante, l'intensité de
compensation suit donc la méme évolution qyel® méme, I'énergie lumineuse nécessaire
pour atteindre le taux maximal d'assimilation nelitleCQ augmente en condition de stress,

l'impact de I'As inorganique étant la encore monaqué ches. nigrum

4.2.2. Effet de 'arsenic sur l'activité de lsbiRgo

Au-dela du fonctionnement des photosystemesjuiiciphotosynthétique est régulée
par la fixation du C@par la plante et son assimilatioia le cycle de Calvin. Celle-ci semble
inhiber par la présence de I'As inorganique. Ertefles courbes de saturation en ,CO
montrent une action de I'As sur l'activité Rubisaeec l'inhibition, d'une part, des fonctions
oxygénases entrainant une diminution de la phgioegn (R) et, d'autre part, des fonctions
carboxylases synonyme de réduction dans l'assiaonlaiu CQ via le cycle de Calvin. Cette
altération du fonctionnement de la Rubisco en présal'As inorganique, observée dans de
nombreuses études sur le stress As chez les pl@dtguesnot al, 2009 ; Ahsaret al,
2010 ; Mateos-Naranjet al, 2012), peut avoir plusieurs explications. Ell@itpétre causee
par une limitation de l'activité de la Rubsico suit la fixation de I'As sur les sites actifs de
I'enzymes (Akteret al, 2004). Cette altération peut aussi étre provoouareune faible
régénération du Ribulose 1,5-bisphosphate (RuBRineudiminution du taux d'utilisation des
phosphates trioses (TPU) (Sharkety al, 2007). Duquesnoy etal. (2009) soulévent la
possibilité que le dysfonctionnement de la Rubigoarrait étre causé par une augmentation
du catabolisme du pool protéique de la RubiscoinEmthsanet al. (2010) émet I'hypothése
d'une régulation a la baisse de l'activité Rubistdes ribonucléoprotéines chloroplastiques
en réponse au stress As. L'altération du fonctioremt¢ de la Rubisco a une répercussion
directe sur le taux maximal d'assimilation du&Pn max;), qui est réduit significativement
en présence d'As inorganique chez les deux espeégégales. Che&. nigrum l'activité de la
Rubsico a été inhibée en présence d'arséniate rfa@nhement concentré et en présence de
teneurs élevées en arsénite ([As(lll)] = 75 uM)e¥. faba I'apport d'As inorganique dans

la solution hydroponique, quelle que soit sa foahea concentration (excepté en présence de
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25 uM d'As(lll)), entraine une réduction de plus5de% de l'activité de la Rubisco, ayant

pour conséquence immédiate une réduction drastiglfassimilation nette de GO

4.2.3. Phénomene de photoprotection et de pHobaiion

Un phénomene de photoinhibition est observé cbhezdeux especes végétales en
condition de stress arsénié. Cette réaction estrods lors de forts éclairements et en
présence d'As(lll) et des teneurs élevées en AGM) uM) chezS. nigrumet en présence
d'As(V) et des teneurs élevées en As(lll) (75 pkbzy. faba Ce phénomene est provoqué
par une forte lumiére induisant la production d'EEsp&éactive a 'Oxygene (ERO) qui
inactivent les centres réactionnels des PSII etrpmmnt ainsi expliquer la diminution de
I'efficience photochimique des PSII(F,) (Cornic, 2007). En effet, si I'énergie d'exciati
de la chlorophylle est supérieure a celle qui @e convertie en flux électronique, ou si le
flux électronique destiné a la photochimie est sepé aux capacités de carboxylation ou
d'oxygénation de la Rubisco, des ERO peuvent sendioret conduire a un stress
photooxydatif (Adamset al, 2005). L'altération de I'activité du PSII sous dorte lumiére
peut donc étre un déséquilibre entre les photodayamecaractérisés principalement par la
dégradation des protéines des PSII, et l'inhibities protéines et enzymes nécessaires a la
réparation du systeme et notamment les protéinest@?2 (Kim et Lee, 2005). Selon une
étude de Murata et son équipe (2007), il semble lgsiecontraintes environnementales, a
I'exception d'un excés de lumiére, agissent prateipent en inhibant la réparation des PSII,
cette observation est confortée par les travauRatgianoet al. (2006) sur le Cd. De fait, le
phénoméne de photoinhibition observé chez les dep&ces végétales lors d'un stress arsénié
semble étre, dans certaines conditions, la conséquée l'altération des fonctions et de la
structure des PSII. Parallelement, afin de limiésr transferts d'énergie et la formation des
ERO, des mécanismes adaptatifs permettent la teggulde la synthése de molécules clés (en
particulier les chlorophylles) ou de l'activité mfgmes impliqguées dans la photosynthése
(Dazy, 2008). Ces mécanismes de photoprotecti@nu équilibrer I'activité des différents
processus de la photosynthese entre eux et endorte la demande en assimilats (Adanhs
al., 2005). En l'absence de perturbations significatide I'activité photosynthétique, tant au
niveau des photosystemes qu'au niveau de l'actodtéla Rubisco, ce phénomene de
photoinhibition pourrait étre considéré comme uncamésme de photoprotection ch&z
nigrum Il vise a réduire la phytotoxicité de I'As et pamséquent la production d'ERO, et
ainsi limiter le stress oxydatif ché&x nigrumen présence d'As. Par ailleurs, la réduction du

rapport Chl tot/Car, observée principalement c8enigruma partir de 50 uM d'arsénite et
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150 uM d'arséniate en solution, met en évidence auggmentation de la proportion des
caroténoides par rapport aux chlorophylles en ¢mmdde stress arsénié. Les caroténoides,
capables d'éliminer les états triplets de la clgbytle ainsi que l'oxygene singulet (Cornic,
2007), pourraient ainsi favoriser les mécanismegrdeection des photosystemes mises en jeu

par la plante. Ce phénomene est aussi mesuré/cliakaen présence de 300 uM d'As(V).

4.3. Impact de I'As sur les lipides membranaires

Le traitement par I'As inorganique provoque desliffcations importantes au niveau
du métabolisme des lipides et des acides gras\¢hfbaet dans une moindre mesure chez
S. nigrum En effet, I'analyse de la composition en lipides deuilles a mis en évidence la
réduction significative du biomarqueur d'exposit{rapport C18:3/(C18:0+C18:1+C18:2))
chezV. fabaen présence d'arséniate et des teneurs éleveesesrite (75 uM), caractérisant
I'effet toxique de ces formes arséniees sur ceftece. Ce biomarqueur d'exposition n'a été
gue faiblement impacté ch& nigrum et permet de mettre en évidence une toxicité&éieni
de I'As inorganique sur cette espéece. De plusappart a permis de montrer que les feuilles
des deux espéces végétales sont principalement os@®p d'acides gras polyinsaturés
(AGPI). Ceux-ci sont les principaux constituantslalenembrane des thylakoides et les plus
sujets aux attaques radicalaires (Ramel, 2009)taidela composition et I'organisation des
lipides au niveau de la membrane (degré d'insabarates acides gras, mobilité des lipides
dans la bicouche lipidique, ...) influencent I'amplde la peroxydation lipidique (Blokhie&
al., 2003). Celle-ci a été mise en évidence par lm#ébion de TBARS dans les feuilles des
deux especes vegétales lors d'un stress arsénpariculier che2/. faba L'As a généré un
stress oxydatif en catalysant la formation d'EROstattaquent aux acides gras polyinsaturés
et provoquent leur peroxydation. Ainsi, la peroxiola des lipides chloroplastiques peut étre
responsable de perturbations dans lultrastructuies thylakoides entrainant le
dysfonctionnement des protéines qui y sont imbeguét en particulier les PSI et PSII. Elle
peut, par ailleurs, entrainer la libération de coségocarbonés tels que des pentanes et des

aldéhydes qui a fortes concentrations sont toxigoes la cellule (Hervé, 2006).
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4.4. Tolérance et impact de l'arsenic sur l'atéviphotosynthétique et le
déeveloppement des plantes

Tableau IIl.22 : Impact de la forme et de la comcdion de I'As inorganique sur les

parametres photosynthétiques et biochimique$.deigrumet V. fabacultivées en solution

hydroponique, résultats du test ANOVA avec lesédédhces significatives (*, **, ***, F-test
significatif a P< 0,05, 0,01 et 0,001, respectivement) et non saatives (NS) par rapport

aux conditions contréles, BM lip = Biomarqueur tiggjue.

S. nigrum V. faba
1 Aslll AsV Aslll AsV
pmol.L
25 50 75| 75 150 30(¢ 25 50 75 75 150 3
P n N S N S *k%k N S N S *% *k%k *k% *kk [xk % *k%k *k*k
C hI tot N S N S *%k% N S N S N S *%k% *%* *%k% *% *%k% *%k%

Car N S N S *%k% N S N S N S *%k% *%k% *%k% *k% N S *
(DPSII NS NS * NS NS NS *kk *kk *kk NS *% *kk
FV/ Fm N S *kk *k% N S * N S *% *k*%k *k%k * *k%k **

R| N S N S N S N S N S * *%k% *%k% *%* *%* *k% *%%
r* NS NS NS | NS NS NS| NS * NY NS NS N
VC m aX N S N S *%* * *%k *k*%k *k%k *% *k% k& *k%k *kk
Ry NS NS NS| NS NS **[ NS *  * * ** NS
1—‘ N S N S N S N S * *k%k *k%k *k%k *k% ** *k% *k%k
cDCOZ N S N S *% N S N S * *%k% *k% *%k% *% *%k% *%k%
Is NS NS * NS NS NS NS NS N$ NS NS N
T BARS N S * * N S N S N S *% *k%k *k%k *kk *k*k *k%k
BMlip | NS * NS [ NS NS NS| NS NS * i * i

00

UJ

Le Tableau Ill.22 met en évidence les variationgnifcatives des différents

parametres photosynthétiques et biochimiques &wfiézS. nigrumet V. fabacultivées en

solution hydroponique en fonction des teneurs daderme de I'As inorganique par rapport
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aux conditions contrbles. Ces résultats donnentirdisations sur 'action des deux formes
inorganiques de I'As, arséniate et arsénite, aredéux especes végétales.

PourS. nigrum l'arséniate n'entraine pas de modification siggtifre des teneurs en
pigments et ne semble que trés peu altérer leitomement des photosystemes. De fait, la
réduction du taux de photosynthése nette (Pn) semdsiulter d'une inhibition de l'activité
carboxylase et oxygénase de la Rubisco. Elle lestrigée par la réduction significative de la
vitesse de carboxylation maximale de cette enzywienfax) ainsi que par la réduction de la
photorespiration (R Celle-ci est accompagnée d'une altération dueraedt quantique de la
fixation du CQ (dcoy), du point de compensation en C@) et de la respiration
mitochondriale (). L'action de l'arséniate sur le fonctionnementadRubisco pourrait étre
la conséquence de l'analogie de I'As(V) avec le giete. L'As(V) peut ainsi se substituer au
phosphate de I'ATP pour former le complexe ADP+RAandeet al, 2010) et de fait conduire
a la perturbation du flux d'énergie nécessaire plaurrégénération du RuBP et le
fonctionnement de la Rubisco. Au contraire, I'actienl'arsénite chez cette espéce semble se
concentrer sur la biosynthése des pigments chlgtiogis, dont les teneurs sont fortement
réduites en présence de 75 pM d'As(lll), et susttacture et le fonctionnement des PSII.
L'augmentation significative des produits de laop@&tation des lipides membranaires
(TBARS), dont les lipides chloroplastiques, accentle dysfonctionnement des
photosystémes. Ces altérations en présence dtarséipour conséquence une réduction de
la capacité d'absorption de I'énergie lumineusentaykes répercutions directes sur le
rendement quantique de la fixation du O@co2) etin fine sur l'activité carboxylase de la
Rubisco (Vc max). Le phénoméne de photoinhibitiobservé pour les faibles teneurs en
arsénite (inférieures a 50 uM) et pour les tenélgsées en arséniate (300 uM) chez cette
espece, peut ainsi étre considéré comme un meécaardsnphotoprotection. A l'inverse, la
photoinhibition, mesurée pour des teneurs de 75gAs(lll), illustre l'altération des
photosystémes.

ChezV. faba I'As inorganique, quel que soit son degré d'okgda altere I'activité
oxygénase et carboxylase de la Rubisco ainsi qustrlecture et le fonctionnement des
photosystemes et la biosynthése des pigments pimbb@siques. Ces perturbations
importantes enregistrées chez cette espece empeed@s illustrent sa forte sensibilité a cet
élément.

L'ensemble de ces troubles physiologiques, elicpher I'altération de la conductance
stomatique et de la transpiration perturbant kes lilydriques au sein de la plante, ont entrainé

une forte inhibition du développement de la bioreasdrienne et racinaire. De plus, chez
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faba I'apparition de chloroses et de nécroses au uiwdss feuilles synonymes de la
sénescence de certains tissus, pourraient étifeugttra une déficience en éléments minéraux
notamment le manganese, le magnésium et le fer.

Les indices de tolérance, dont le calcul est mései-dessous (Samantaray al,
1998), permet d'évaluer la capacité des planteteeet et donc a se développer en condition
de stress arsénie :

Longueur moyenne de la tige dans une solution leieren As

Tl (%) = *100
Longueur moyenne de la tige dans une solution Aans

90 EII".ﬁ:ba oS pigrum 90 | IEII".ﬁ:ba 0.8 migrum

<80 - <80 -

E?O - = B 70 ¢ =

© 60 - _ L 60 -

=5 L = Z 5 L

g 50 E 50

=40 | S 40 -

230 ¢ 230 |

820 ¢ £ - :

=10 - =10 ¢

— 0 ! L | 0 L | |
75 150 300 25 50 75

[AsV] (uM) [ASIII] (M)

Figure 111.52 : Indices de tolérance 8e nigrumetV. fabacalculés a partir de la longueur de
la tige et en fonction de la forme et de la tersit'As dans la solution hydroponique aprés
14 jours de culture (n =5).

Ces résultats confirment une grande sensibilité/déaba a I'As inorganique, les
indices de tolérance calculés atteignent a peinéo2rsque les teneurs en As dans la
solution sont de 50 et 150 uM respectivement p@s(lll) et I'As(V) (Figure 111.52). Au
contraire, les indices de tolérance mesurés &eazigrumsont toujours supérieurs a 50 %
guelque soit la forme et la quantité d'As appotrtéoafirme ainsi la capacité de cette espéece a
tolérer et donc a limiter la phytotoxicité de I'ABar ailleurs, ces résultats soulignent
I'inhibition de la croissance des plantes en préseifs inorganique. De plus, la variation de
I'indice de tolérance confirme une plus grandeditXide I'arsénite que de l'arséniate, pour
une méme quantité d'As(lll) ou d'As(V) apportée (i18), I'indice de tolérance est plus éleve
en présence d'arséniate que d'arsénite (respeetinén,9 et 64,7 % po®. nigrumet 54,2 et
19,4 % poul. fabg.
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Cependant la difféerence dans l'absorption de dthez ces deux especes végeétales est
guantitativement insuffisante pour expliquer laféliénce de tolérance observée. En effet,
'accumulation de I'As inorganique est semblableeclts deux espéces et est relativement
dépendante des teneurs en As présentes dans tarsale culture. Cette caractéristique
semble indiquer la présence intracellulaire denkitgaorganiques (phytochélatines, glutathion,
métallothionéines) che3. nigrumassurant une complexation de I'As inorganiquepganet
ainsi de réduire sa toxicité et, de fait, favorsem stockage dans les systémes vacuolaires
(Sunet al, 2007 ; Verbruggeret al, 2009 ; Briart, 2010). De plus, I'étude du métemoe
anti-oxydant et notamment de l'activité de la el (CAT), de la superoxyde dismutase
(SOD) et de la gultathion reductase (GR) montrerépense de ces enzymes dépendante des
formes et des teneurs en As inorganique (résuitatsgprésentés ici et qui feront l'objet d'une
publication). En effet, I'activité de ces enzymegraente avec le stress arsénié cBez
nigrum les réponses de la SOD et de la CAT étant les plarquées. L'activité de ces
enzymes che¥. fabaaugmente elle aussi avec les teneurs en As daaduon, cependant
cette augmentation est plus mesurée que Shadgrum Ainsi, S. nigruma été capable de
contrer la production d'ERO suite au stress oxjydatiasionné par I'As grace au métabolisme

anti-oxydant et donc de limiter les dégats pouedre causé par I'As.
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Quatriéme partie :
Discussion générale
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Ces dernieres anneées, les questions de santémmnentale ont pris une place
importante dans le débat publique de notre socigtéfait, I'existence de nombreux sites
industriels ou miniers fortement contaminés pardksnents traces métalliques a incité a
placer la pollution des sols au centre des préatoups environnementales. Deux aspects
sont a prendre en compte pour justifier de la re@esde rendre prioritaire la revalorisation
des sites pollués. D'une part, I'évolution du seciadustriel et I'abandon progressif de
l'activitt miniére en France ont conduit a l'ard& nombreuses usines et industries et a
'augmentation de zones polluées délaissées,ité$rindustrielles. D'autre part, la pression
démographique et, de fait, fonciere autour desdgswvilles incite a trouver des solutions de
remédiation applicables a grande échelle et écanoment viables. Ainsi, I'objectif général
de ce travail de thése est d'évaluer la pertinedee I'utilisation d'un procédé de
phytostabilisation pour la dépollution d'une fridhdustrielle située sur la commune d'Auzon
en Haute Loire (France) et présentant une pollypioigmeétallique. De fait, une partie de ce
travail est consacrée a déterminer les effets te gollution sur une sélection d'especes
végétales. Le travail effectué a permis d'évaluenphct de la pollution au niveau
physiologique et biochimique et donc de détermiaecapacité de tolérance de différentes
espéeces végeétales. L'arsenic, polluant majorisurele site de la Vieille Usine d'Auzon, a

concentré une partie de notre attention.

Chapitre | : Les impacts de la contamination desls@ar les éléments
traces métalliques sur les communautés végétalegsgiue de transfert
dans la chaine trophique

Notre étude a été réalisée sur le site de la I¥idilsine d'’Auzon (43). L'étude
pédochimique menée au début de ce travail a pelenmettre en évidence une forte pollution
métallique d'origine anthropique et dominée priat@ment par l'arsenic. Or, le compartiment
sol est en interaction avec de nombreux composdntamilieu, sa dégradation a des
conséquences néfastes sur I'évolution du miliesueta composition des populations de la
microflore, de la pédofaune et de la macrofaunesiague sur le développement de la
végetation.

Ce site anthropique pollué a ainsi vu se développe végétation particuliére dont les
associations végétales sont inféeodées a ce typmililu. Cette végétation présentant une
faible diversité est caractérisée par la dominadégrostis capillaris espéce reconnue

comme tolérante a I'As, et la présence d'autresudpsectallophytes électives, les
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euphorbiacéesE. amygdaloideset E. cyparissias mais aussiEquisetum arvenselLes
herbacées et particulierement les Poacées somnarg dominantes sur le site pollué. En
effet, elles regroupent de nombreuses espéces piesrcapables de tolérer et de s'implanter
dans un milieu tres perturbé (Bes, 2008). Paruaglda faible proportion de certaines familles
d'ordinaire bien représentées dans les écosysteragmux, en particulier les astéracées et
les fabacées, met en avant la sensibilité de gessaaux polluants métalliques.

Le dosage des ETM dans la végétation inféodéédtaa snis en évidence le degré de
transfert des polluants vers la végétation et dorfine leur bioaccessibilité pour I'hnomme.
L'accumulation des ETM dans la végétation est dépeedd'une part de la nature du
polluant, de sa forme chimique et de sa dispotébét d'autre part des especes végétales en
présence. En effet, chaque espece présente utégrde tolérance et d'adaptation propre a
chaque polluant. De fagcon générale, la majoritéedpgces présentes sur la friche industrielle
a accumulé de tres faibles quantités de polluagskb) dans ces parties aériennes. Elles ont
privilégié la stratégie de I'exclusion au niveau dysteme racinaire pour limiter
laccumulation des polluants dans leurs organespe@ant, quelques espéces dites
accumulatrices, sont capables d'accumuler lesgubumétalliques et de les stocker dans leur
partie aérienne, c'est le cas He arvensepour I'As et dans une moindre mesure de
A. capillaris et E. amygdaloidewis-a-vis de I'As et du Pb qui sont, dans ce aasumulés
préférentiellement dans les racines. Il est ingefls de noter que ces espeéces, capables
d'accumuler les polluants métalliques, sont toutesnsidérées comme des
pseudométallophytes électives.

De fait, la diversité végétale sur ses zonesrizete contaminées confirme la capacité
de certaines espéces a s'adapter a la polluticoldpar les ETM permettant de coloniser ce
type de zone. Certaines de ces especes preésentelarge tolérance écologique vis-a-vis de
la pollution, pour d'autres le phénoméne d'adapiatest le reflet de phénomeénes
microévolutifs intervenus au sein de populationsnseas a une forte pression de sélection.
Ainsi, I'étude d'une végétation métallicole perahetrelever les espéces végétales tolérantes a
la pollution et qui suscitent un intérét particulpour les techniques de phytoremédiation. De
plus, l'originalité du couvert végétal d'un sitélp® incite a considérer celui-ci comme un bon
indicateur de I'état du milieu. Il pourrait de catfétre utilisé pour évaluer le degré de
perturbation de ces sites anthropisés et donsdeei éventuel qu'ils représentent pour la santé

humaine.

224



Chapitre Il : Effets physiologiques et biochimiquede I'arsenic et dans
un cadre plus général des éléments traces métadimjaur les plantes

L'étude de l'impact de la pollution sur une sébect'especes végétales a permis de
cibler I'action des polluants métalliques sur lesctures cellulaires et le métabolisme des
plantes. Ce travail a été réalisé sur 4 especestalég présentant chacune un intérét
particulier, il s'agit d&/icia faba Solanum nigrumAgrostis capillariset Cannabis sativa

Dans un premier temps, notre attention s'est pa@té I'étude des mécanismes de la
photosynthese qui ont permis d'identifier les impates ETM sur le développement des
plantes. Les polluants métalliques présentantatesurs élevées dans le sol (As, Sb, Pb, Cu et
Cd) ont causé des dommages physiologiques plusoimsmarqués chez les quatre espéeces
végetales. En effet, un ralentissement de l'aétpitotosynthétique a été observé chez toutes
les espéces, entrainant de fait une réduction d®issance des plantes sur sol pollué pouvant
aller jusqu'a la sénescence de certains tissusvalessehezV. faba Celle-ci est en effet
'espece sélectionnée la plus sensible aux pouerdtalliques.A. capillaris reconnues
comme espeéce tolérante et/ou hyperaccumulatricEMi'@Ernst, 2006 ; Wang et Mulligan,
2006) et tres présente sur le site industriel ddyza montré un ralentissement de ses
activités physiologiques sur sol pollué, entrainam¢ réduction de son développement. Or,
les graines &. capillaris testées ne sont pas issues du site pollué etdsoctdes écotypes
non meétallicoles. Ces différences de comportemesitemt donc en évidence une tolérance
adaptative de I'espéce permettant une adaptattatela la contamination du sol des écotypes
métallicoles (Bes, 2008). De fait, cette caractiue limite l|'utilisation d'écotypes non
métallicoles dans des programmes de phytostalmlisdt'espece. nigruma montré, par des
tests en pot puis en hydroponie, une capacité @egelopper et a maintenir une activité
photosynthétique proche de celle mesurée en conditiémoins. Ainsi, malgré I'utilisation
d'écotypes non métallicoles, I'espéce tolere urletmm polymétallique (As, Sb, Pb, Cd et
Cu). Au contraire &. capillaris S. nigrumest une espeéce présentant une tolérance
polymétallique constitutive. L'accumulation deslpahts et plus particulierement de I'As est
relativement faible au regard des quantités mesutéas le sol, pour I'ensemble des plantes
étudiées, le facteur de bioaccumulation est infiéree 1. Cependant, les quantités absorbées
par les plantes peuvent augmenter la phytotoxia& ces polluants métalliques
(particulierement che¥. fabg, ceux-ci pouvant interférer avec le métabolisrase dlantes.

C. sativa capable d'exclure I'As au niveau de ses racimes pmiter son absorption ne
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présente que de faibles perturbations photosyquedi le phénomene d'exclusion permet
ainsi de limiter la toxicité de ces polluants slirsativa Cependant sa faible production de
biomasse lors de sa culture sur le sol pollué senmaiquer la nécessité d'enrichir le sol

d'éléments minéraux, notamment en potassium et zete.aUn phénomene d'hypoxie

observable au niveau du systéme racinaire suddibration du sol a 2 mm pour la culture en

pot pourrait aussi étre un frein au développemest mlantes et expliquer en partie les
différences de développement observées entre liesasien pot en-situ.

L'As, polluant majoritaire sur le site de la VieilUsine d'Auzon, a été I'objet d'une
étude détaillée en hydroponie sur fabg espece sensible aux ETM, @t nigrum dont la
tolérance a I'As a été mise en évidence au coufexjf@grimentation en pots en conditions
contrblées. Cette étude a été réalisée dans lelduibler I'action de I'As inorganique au
niveau du métabolisme des plantes et plus pai@rtient au niveau du fonctionnement de
l'appareil photosynthétique. D'apres les résubbatenus sur ces deux especes, I'As semble
avoir deux effets privilégiées, d'une part il atéa structure et le fonctionnement des PSII et
d'autre part il inhibe l'activité oxygénase et carfdase de la Rubisco. En effet, a des degrés
différents, I'As altere la biosynthese des chlogdipl, molécules ayant un role essentiel dans
la captation de I'énergie lumineuse et dans letimmgsement des PSII. Une diminution du
rendement quantique foliaire est donc observéedlars stress arsenic. De plus, l'altération de
la structure des PSIl a entrainé une diminutioriede efficacité photochimique et de leur
aptitude a réduire les quinones et est, par conséquesponsable de perturbations du
transfert des électrons dans la chaine photosyqteetChezS. nigrum ces perturbations ont
été observées en présence d'As(lll) seulement,icgemble indiquer que cette forme arsénié
agit préférentiellement sur les PSII. Par ailleliss inhibe le fonctionnement de la Rubisco,
enzyme clé dans l'assimilation du £@ar la plante. En effet, une réduction plus ounsoi
prononceée de l'activité oxygénase et carboxylask dRubisco a été observée chez les deux
especes étudiées. Ce ralentissement du fonctiomieteda Rubisco pourrait étre interprété
comme une adaptation de I'enzyme a la réductiola dmpacité des plantes a absorbé les
photons. Cependant, ce ralentissement est obskezSc nigrumen présence d'As(V) dans
des conditions ou le fonctionnement des PSII etdesurs en pigments ne sont pas impactes,
ce qui semble confirmer un impact de I'As inorgaeicget en particulier de I'As(V) sur le
fonctionnement de la Rubisco. L'analogie de l'amténiavec le phosphore pourrait étre
responsable d'une réduction des flux énergétigars Ik cellule et ainsi étre a l'origine de la
perturbation du fonctionnement de la Rubisco ckezdeux espéces. Aux plus fortes teneurs

en As(lll), l'augmentation de I'éclairement sattrdts) chez S. nigrum indique que
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l'absorption des photons et le principal factemnitiint de la photosynthése. La mesure des
échanges gazeux confirme le ralentissement devitécphotosynthétique des plantes en

présence d'As. Celle-ci est accompagnée d'une tiédude la conductance stomatique

résultant de la fermeture des stomates. Ce phénoooeipée au changement dans la structure
racinaire peut entrainer des modifications desilydriques au sein de la plante perturbant le
transfert des nutriments dans la plante et donc déweloppement sur sols pollués. Par

ailleurs, la diminution de la photosynthese impligue réduction du métabolisme primaire et

par conséquent impacte négativement sur la croissdesplantes.

Ainsi, le rendement photosynthétique de chacuneedeespeces a été perturbé a des
degrés différents. En effet, I'As inorganique a tronne plus forte phytotoxicité vis-a-vis de
V. faba que deS. nigrumen témoigne les faibles valeurs de l'indice dérémice mesurées
chez V. fabalors d'un stress arsénié. La toléranceSdenigruma I'As est probablement
associée a l'existence de ligands organiques ellméires capables de complexer et de
détoxifier I'As et de ce fait limite la formationslERO principales causes des perturbations et
des dégradations observées sur les structuresaoelfu

Chapitre 1l : Evaluation d'un procédé de phytostdlsation aidée sur
une friche industrielle présentant une pollution panétallique

Cette étude a été réalisée dans la friche in@llstrsituée a Auzon (Haute-Loire,
France). L'activité¢ industrielle a commencé en 198& ['exploitation miniere de
l'arsénopyrite pour la fabrication de produits nisgux destinés principalement a
l'agriculture. Par conséquent, le sol est considéréme tres contaminé et il est caractérisé
par une importante pollution polymétallique avéslcomme polluant majoritaire. Au regard
des concentrations des différents polluants mesurdans le sol, une stratégie de
phytostabilisation a été privilégiée au détrimeatla phytoextraction peu appropriée pour le
traitement d'une pollution locale importante. Daspll'extraction des polluants du sol par les
plantes et leur stockage dans la biomasse aériangmente le risque de transfert des
contaminants métalliques et métalloides non bictEples dans la chaine alimentaire. De
fait, l'utilisation de la phytostabilisation aidgedsente de nombreux avantages pour ce type
de site. D'une part sa mise en place est plus aispkis économique (Pilon-Smith, 2005).
D'autre part, la rétention des ETM dans la rhizesphet dans les systémes racinaires des

plantes limite le risque de transfert des polluaets la chaine alimentaire. Elle semble donc
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mieux adapter a la problématique des sites forternentaminés par les ETM. En effet,
l'immobilisation des polluants métalliques et méides par les amendements permet de
limiter leur lessivage par les eaux de ruissellenentionc la contamination des milieux
voisins. De plus, il réduit I'exposition des végitat permet ainsi une meilleure implantation
de la végeétation, plus dense et présentant unesd&elus riche. De fait, le développement
d'un couvert végétal dense et diversifié limiteti@ansferts de polluants par érosion éolienne,
augmente la fertilité du sol et permet une intégnaesthétique du site dans le paysage.
Cependant, la phytostabilisation aidée n‘aboutt g#élimination des polluants du sol, elle
facilite leur immobilisation, celle-ci étant étreihent dépendante des conditions physico-
chimiques du sol. Le choix de I'amendement aing celui du couvert végétal sont donc
orientés pour que l'immobilisation des métaux dorable.

La technique de phytostabilisation aidée nécesditeéx étapes. Dans un premier
temps, un amendement au sol est apporté pour inisebies polluants et faciliter
limplantation des végétaux. Dans un deuxiéme tenmpe végétation permanente est
installée. Elle doit étre composée d'espéces végétalérantes qui permettent, par l'activité
de leurs systemes racinaires, d'augmenter I'imimsabdn des polluants et, par la densité de
leur biomasse, de limiter I'érosion du sol.

Parmi les amendements testésity, la grenaille de fer zerovalent s'est révéléelétre
plus efficace. L'apport de grenaille de fer a én&raine I1égére diminution de pH augmentant
l'adsorption des anions métalliques sur les oxyaefer. Or I'arséniate est la principale forme
minérale de I'As présent dans le sol pollué d'Augenceset al, 2005). Sa forme anionique
H,AsOy est I'espéce arséniée dominante a pH acide (@&dé (Joubert, 2008), I'adsorption
de I'As sur les oxydes ferreux a pH acide est dacuentuée. Il en est de méme pour
I'antimoine inorganique dont les formes anionigs®st dominantes dans les sols (antimonite
(Sb(IINOy) et antimoniate (Sb(V)§)) (Beaugelin-Seiller et Garnier-Laplace, 2002). s,
Leupin et Hug (2005) ont observé que la libératerie et continue de Fe(ll) par la corrosion
du Fe(0) fournit des conditions idéales pour I'oximade I'As(lll) en As(V) considéré
comme moins toxique et plus facilement adsorbéhgdxoxydes de fer formés. Cependant, la
diminution de pH peut accentuer la mobilité desocat métalliques tels que le Pb tPlet
PE*), le Cd (Cd") ou le Cu (Cé&") présents en excés dans le sol pollué. Pour let RbCd,
des travaux menés par Browhal. (2005) ont montré que la grenaille de fer n'apait ou
pas d'influence sur la mobilité de ces éléments,rdsultats conformes a ceux observés lors
de cette expérimentation. Néanmoins, les faiblesues biodisponibles mesurées dans le sol

pollué pour ces deux métaux limitent leur toxicité)les-ci pourraient étre la conséquence
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d'un sol riche en phosphore, élément jouant unagéentiel dans la fixation du Pb et du Cd
(Xenidis et al, 2010). Les différents amendements testés n'ost ggamis de réduire
significativement les teneurs biodisponibles endans le sol pollué. En effet, I'apport de
grenaille de fer zérovalent ou de matiere organspes forme de compost n'a pas eu d'effet
sur la réduction de la fraction biodisponible du @ans le sol pollué. Au contraire,
l'accumulation du Cu par les végétaux, notammenhiaeau des racines, a augmenté en
présence de la matiére organique. Une partie dea@ere organique apportée a pu étre
dissoute et ainsi former, par la suite, des conggdavec le Cu (Cu-FA et Cu-HA) facilement
assimilables par la plante. L'association de lanagtie de fer avec la matiére organique a
permis d'enrichir le sol en nutriments. De fadapport de matiere organique sous forme de
lombri-compost, facilement assimilable par la vatjéh, en complément de la grenaille de
fer pourrait accentuer le développement du couvégétal. Une diminution de pH est
eégalement observée lors de l'apport combiné dedeagx amendements et peut avoir un
impact négatif sur la lixiviation des cations midgales. Cependant, I'acidification du milieu
peut étre neutralisée par l'application de quantigpropriées de chaux et ainsi limiter la
lixiviation des métaux (Warreet al, 2003). De fait, il est possible d'améliorer l&dtité du
traitement d'une pollution multi-métallique en agpant une combinaison d'amendements
pour obtenir les conditions les plus favorables paistabilisation des métaux et métalloides
d'un sol tres contaminé. De plus, I'utilisationF(0), de part ses propriétés (trés concentré en
fer et oxydation lente), pourrait étre bénéfiquasdane perspective de revalorisation a long
terme.

Au dela du choix de I'amendement, la réussite @iotédé de phytostabilisation
nécessite le développement d'un couvert végétalogéne. En effet, la nature de la
végetation introduite influe sur la diversité fliique mais aussi sur I'exposition des
végetaux. L'étude menée par Bes (2008) a montréligyalantation d'espéces herbacées
seules augmente la diversité végétale et limitgpdisition des plantes. L'étude du couvert
végétal, composé d'une association de plantes d&badans les différentes conditions de
culture a montré des variabilités dans la diverigstique et I'abondance de la végétation.
Le premier constat est que I'ensemble des espéggsales introduites se sont développées
sur les parcelles du site pollué. Ce résultat peranesi de valider le choix des especes
effectué a partir des observations sur site et td@gux antérieurs. Dans les especes
implantées sur les parcelles polluées expériment@lecapillaris, L. corniculatuset dans une
moindre mesureS. latifolia et P. lanceolatasont celles qui présentent un coefficient de

recouvrement le plus élevé. Elles ont su s'adaplarprésence des polluants, elles peuvent
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ainsi étre considérées comme des pseudométallaphidgkérantes a une pollution
polymétallique. L'apport de la grenaille de femadrisé le développement du couvert végétal
en augmentant la biomasse végétale et la diveitsitétique. La fixation des ETM et en
particulier de I'As sur les oxyhydroxydes de ferniés a partir de la grenaille de fer
zerovalent a donc réduit la toxicité du sol et apermis le développement d'un couvert
végétal dense et homogene. L'ajout de composgeetwille de fer n'a pas permis d'observer
un développement significativement plus importaet ld végétation. Cette observation
pourrait étre la conséquence d'un lessivage deetideament organique apporté sur les
parcelles polluées.

Le transfert et le stockage d'une partie des pattumétalliques et métalloides dans la
biomasse aérienne de la végétation s'est révélémpmtants dans la végétation introduite
gue dans la végétation spontanée du site. Dddaisque de transfert des contaminants dans
la chaine alimentaire est plus significatif. Labgdisation des métaux au niveau du sol
rhizosphérique par l'apport de grenaille de feeangs de limiter ce transfert. Cependant, les
concentrations de la plupart des ETM mesurées learfeuilles des plantes cultivées sur les
parcelles expérimentales du site pollué dépasssnseuils réglementaires admis (Tableau
[11.18), notamment pour I'As, I'Sb et le Cd. Unviad supplémentaire sera donc nécessaire
pour réduire le transfert des polluants vers lesiggaériennes de la végétation. Celui-ci
pourra étre réalisé par l'apport d'une plus gramagentité de grenaille de fer permettant
d'obtenir un ratio molaire [Fe]/[As] plus élevé (Xdis et al, 2010). Par ailleurs, Ruttens et
son équipe (2006), ont observé une stabilisatiditage des métaux et donc un faible
transfert vers la végétation en présence de glerdel fer et de compost mais avec un ajout
supplémentaire de cendres cycloniques.

Enfin, le type de couvert végétal peut avoir unduarice sur l'accumulation des
meétaux dans les parties aériennes. En effet, tedtaés obtenus avec la végétation inféodée
au site ont montré une réduction importante duefactde translocation limitant ainsi le
stockage des ETM dans les feuilles. L'utilisatio®cdtypes métallicoles des espéces
sélectionnées pourrait ainsi permettre de limieeplegénomene de transfert.

Ces travaux basés sur les résultats de la preramrée d'expérimentation sont trés
encourageants et ont permis une stabilisation aeficdes ETM au niveau du sol
rhizosphérique. Celle-ci est la condition obligetopour limiter la toxicité du sol et la
lixiviation des polluants et ainsi faciliter limgoitation d'un couvert végétal permettant
d'éviter le phénomene d'érosion du sol. Cependaetg£tude a plus long terme du procédé est

nécessaire pour évaluer la pertinence de ce prat®gdbytostabilisation.
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Dans une démarche de protection des sols et gasismes vivants, la mise en place
d'une technologie de phytoréhabilitation de siteupes participe a limiter les risques que
peuvent engendrer la contamination des sols pobioldiversité, la santé de I'Homme et le
développement économique et urbanistique au nivégional. De fait, la tolérance des
végetaux aux contraintes environnementales etpgausculierement a la pollution du sol par
les ETM est indispensable a la mise en place d'acédé de phytostabilisation aidée pour le
traitement des zones polluées qu'elles soientgiheriindustrielle, miniere ou agricole. La
compréhension des mécanismes de toxicité aux ETMa@® nécessaire pour permettre de
cibler I'action des polluants et ainsi sélectioniesrespeces végétales tolérantes pouvant étre
utilisées dans des procédés de dépollution. Aidsiide des différentes réponses des plantes
face a une pollution métallique permet de séleotores especes les plus résistantes pour un
procédeé de phytoréhabilitation.

Un des objectifs majeurs de cette étude est ditggpone meilleure compréhension
des mécanismes impliqués dans la tolérance aux &T®&ur impact au niveau physiologique
et biochimique. Ainsi, ce travail a permis d'analy$e comportement de quatre especes
veégetales,Solanum nigrumAgrostis capillaris Vicia faba et Cannabis sativasur un sol
pollué essentiellement a I'As, mais également @dPld, Sb, Cd et Cu. L'étude de l'activité
photosynthétique a montré un impact physiologigeecels ETM plus ou moins marqué sur
les quatre espéces végétales cultivées sur soiépeti conditions contrélées. En effet, I'étude
des mécanismes de la photosynthese a mis en égidene réduction de [lactivité
photosynthétique entrainant, de fait, une pertiohatle la croissance des plantes plus ou
moins importante en fonction de leur capacité aréslles polluants métalliqueg. fabaa
montré au cours de sa culture sur sol comme erohgdie une sensibilité importante aux
polluants métalliques et métalloides. capillaris dont les graines utilisées étaient des
ecotypes non meétallicoles, a souffert de la présemes polluants notamment avec un
ralentissement marqué de l'activité photosynthétejuene réduction de sa croissance sur sol
pollué. De mémeC. sativa malgré une activité photosynthétique faiblememtactée par les
polluants, a montré une réduction significativdadbiomasse aérienne aprés sa culture sur sol
pollué. Au contraireS. nigrumprésente, malgré I'utilisation d'écotypes non fhébées, une
capacité a tolérer et a se développer sur sol ppiwdes ETM. Elle peut étre considérée
comme une espeéce tolérante aux ETM et plus padienhent a I'As, celle-ci étant mise en
évidence par sa culture en solution hydroponiquietgie en As inorganique.

Pour tolérer et se protéger des polluants metakigues especes végeétales ont

privilégié le stockage des ETM dans leur systeromagre permettant de limiter leur transfert
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vers les parties aériennes, siege de nhombreusattonsamétabolique<C. sativaa limité la
toxicité des polluants par un mécanisme d'exclusaxinaire lui permettant de limiter
'absorption des ETM. Cependant, l'altération dsté&ye racinaire chez cette espéce a
provoqué une réduction de l'absorption de nutrismattdes flux hydriques au sein de la
plante limitant, de fait, la production de biomasse

L'étude menée en hydroponie en présence d'AS.saoigrum espéce définie comme
tolérante a I'As, eWV. fabg espéce sensible, a permis de cibler l'action elgaluant,
majoritaire dans le sol du site industriel d'Auzan, niveau physiologique et biochimique.
Cette étude a permis de constater une action destiAle fonctionnement des photosystemes,
limitant l'absorption lumineuse et le transfert dedectrons pour le processus
photosynthétique. Il a aussi mis en évidence I'thpa ce polluant sur l'activité oxygénase et
carboxylase de la Rubisco. Ces réactions en chaiservées en présence d'As sont
accompagneées d'une peroxidation des lipides memipeanet particulierement des lipides
chloroplastiques composés essentiellement d'acgies insaturés. Les perturbations
engendrées au niveau des membranes accentuensfnationnement des photosystémes
présents dans la membrane. L'étude des deux formoeganiques de I'As, l'arsénite et
l'arséniate, montre, d'une part, une toxicité giesvée de I'As(lll) que de I'As(V), et, d'autre
part, une action différente de I'As en fonction sten degré d'oxydation. Alors que les
photosystémes semblent plus sensibles a l'arsgdiatgbition de la Rubisco est plus
marquée en présence d'arsénite. La compréhensisnnuanismes d'absorption, de
détoxification etin fine de stockage pourrait permettre de mieux apprémdad®xicité de
chacune des deux formes arséniées chez les plameffet, le degré d'oxydation de I'As est
un parameétre important dans la prise en chargesgmkuant au sein de la plante et dans sa
complexation et sa séquestration dans les systeace®laires. L'étude de la spéciation et de
la distribution de I'As dans la plante, détermingéaide d'une HPLC couplée a une ICP-MS,
pourrait donner des indications sur la capacitépli@stes a tolérer I'As. Par ailleurs, I'étude,
sur des especes sensibles et tolérantes a I'Agatieité de l'arsenate réductase (AR), qui
permet la réduction de l'arséniate en arsénite tEsgacines des plantes, permettrait de
déterminer plus précisément le réle de cette enzgams la tolérance a I'As. Cette étude
pourrait étre complétée par la caractérisationahectionnement du métabolisme antioxydant
avec, d'une part, I'étude des activités enzymadi¢g8®D, GR, CAT, APX, DHAR) et, d'autre
part, I'étude de l'expression des genes par gPCRuic@ourrait permettre de déterminer
précisément les enzymes jouant un role préponddeart la tolérance a I'As. La culturdd’

capillaris présentant des écotypes métallicoles reconnus lpourtolérance a I'As et des
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ecotypes sensibles a la pollution pourrait perraedtapprofondir les réponses biochimiques
des plantes aux polluants et de cibler préciséitamion des polluants au sein de la plante en
fonction de la sensibilité a I'As et en s'affraisshint des variabilités inter espéces.

Les connaissances acquises en conditions cordr@éé permis d'envisager un
procédé de phytostabilisation aidée d'une zoneaug@ellla friche industrielle de la Vieille
Usine d'Auzon, suite a la sélection d'especesawniés et reconnues comme métallophytes.
Ce travail a débouché sur des résultats tres pteumstsuite a la mise en place d'un couvert
vegetal diversifié adapté a la pollution et quir p& développement d'un réseau racinaire
dense, a permis de limiter la mobilité des éléemeamésalliques et métalloides. L'ajout de
grenaille de fer au sol a accentué la réductioladissponibilité de certains polluants tels que
I'As et dans une moindre mesure de Sb. De plugubgmenté la biomasse et la diversité de la
veégeétation. L'apport de matiere organique a pediasrichir le sol en élément minéraux et
organiques et ainsi faciliter I'implantation du cetwégétal. Cette méthode a ainsi permis de
réduire la biodisponibilité des polluants dans iham de surface considéré comme le plus
contaminé et le plus exposé. Le développementabumert végétal dense a donc permis de
limiter le transfert des polluants dans les milietpisins ainsi qu'au niveau de la chaine
trophique, et d'éviter I'érosion du sol. Sur lesplang terme, il permettra une réintégration
paysagére du site qui pourra ainsi étre utilisé poe autre activité qualifiée de non sensible.
Cependant, lI'apport de ces amendements a entraén@adlification des parameétres physico-
chimiques du sol et particulierement une réductienpH pouvant étre a l'origine de la
remobilisation de certains cations métalliquegjted le Cd. Ce procédé de phytostabilisation
aidé pourrait donc étre complété par I'ajout deugheu sol permettant de tamponner la baisse
de pH et favorisant, de fait, la fixation des ETM excés dans le sol. La combinaison
d'amendements au sol dans le traitement d'unetipollpolymétallique semble donc étre la
solution la plus efficace pour permettre de limikertoxicité de lI'ensemble des polluants
métalliques et métalloides présents dans le sa.dtide a plus long terme de cette technique
de phytostabilisation aidée serait nécessaire pbserver, d'une part, I'évolution du couvert
végeétal et son implantation dans la durée et, daudrt, d'étudier I'évolution de la spéciation
chimique des ETM sur un cycle annuel ainsi que @usieurs cycles de végétation. Par
ailleurs, I'étude des interactions entre les manganismes et les plantes permettrait de mieux
appréhender la spéciation des ETM au niveau rhigogpue. Ainsi, il serait intéressant
d'envisager l'impact des amendements sur les stascet I'activité microbienne au niveau du
sol rhizosphérique et évaluer fine I'impact des microorganismes sur la phytotoxicies

éléments dans le sol.
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Annexe |: Présélection du site atelier
Entreprise Alcan-Péchiney Rhenalu (63)
Situation géographique

France, Auvergne, Puy de D6me (63), Issoire

Entreprise implantée a proximité de I'A75, au nestid'Issoire

Localisation de I'Entreprise Alcan Pechiney Rhenalua Issoire et détermination des
zones de prélevements, IGN France, 2005

mars. 200445:32:59 27N

L'entreprise Alcan Pechiney est une entreprise rdastormation de l'aluminium et de
fabrication de demi-produits en alliages Iégerssite s'étend sur une surface de 90 ha, il est
en activité depuis 1984.

Métalloides et ETM présents dans le
sol

Pas de pollution observé aux éléments
traces

Fortes teneurs en Al : [Al] = 83,6 g.kg
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Commune de Viviez (12)

Situation géographique
France, Midi-Pyrénées, Aveyron, Viviez
Altitude 202 m

2 zones d'études situées dans la commune de \Ginie#é proposéees

Zone 1 : implantée dans la commune, adjacente a $§ine UMICORE (Austruy, 2007)

Zone 2 : prairie a flanc de montagne exposée facd'asine UMICORE (Austruy, 2007)

» Zone 1 : une friche riveraine de l'usine UMICORKEI&2 dans la commune,
pollution par transfert et lessivage des sols.

» Zone 2 : une prairie a flanc de montagne située lsupassage des vents
dominants, pollution par dépbts atmosphériques ipatement.

Métalloides et ETM présents
Zone 1 Zone 2
[zn] = 15 503 mg.kg" [Zn] = 1349,3 mg.kg"
[Pb] = 209,3 mg.kg'
[Cu] = 2 972 mg.kg" [Cu] = 530 mg.kg"
As, Cd non déterminés As, Cd non déterminésg
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Concession miniere d'Enguiales (12)

Situation géographique

France, Midi-Pyrénées, Aveyron (12), Le Fel

Situé a flanc de montagne dans un habitat boiséde 35 °C),
Altitude 474 m

Localisation géographique de la concession minietBEnguiales, (IGN France, 2005)

Concession miniere
d'Enguiales,
terrassement du site
pour limiter |'érosion
et le lessivage du sol
(Austruy, 2007)

L e,

L'exploitation est réalisée par la société MinieteMétallurgique du Chatelet a partir
de 1962. L'extraction du tungsténe débute en 19&fujen 1979.

La composition des sols indique une forte propareén wolframite ((Fe, Mn)Wg),
pyrite (Fe$) et arsénopyrite (FeAsS). Les stériles sont cugstide trois types de matériaux,
les déblais, le sable et les boues de granulométree Enfin, la destruction végétale
engendrée par l'activité du site a conduit a laendisnu des sols et la revégétalisation

spontanée a été faible jusqu'a aujourd'hui.

Métalloides et ETM présents :
[As] = 1145,3 mg.kd
[Cu] = 946,3 mg.kg"
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Site industriel de la Vieille Usine d'Auzon

Situation géographique

Région Auvergne

Département Haute Loire

Plaine alluviale de I'Allier, dans une zone ag®cal proximité du village Auzon
Altitude: 456 m

Situation géographique de Auzon, Haute Loire, Frane, (a droite, image IGN France,
2005), Site de la “Vieille Usine” d'Auzon, parcell€27 d'une surface de 4 500 m? environ.
Combinaison de 2 paysages, prairial et boisé (a gehwe, Austruy, 2008)

Exploitation par la Compagnie Miniére Métallurgiguabrication de pesticides a
partir du minerai arsenic. Période d'activité de3L801949, stockage de pesticides jusqu'en
1969.

Le socle est constitué de gneiss. Le sol est fatal®uvions argileux de I'Allier et de
I'Auzon surmontés par les résidus arséniés deldieapon. Le ruisseau Auzon traverse le
site, la nappe phréatique sous-jacente est peoitdglusage agricole essentiellement.

Métalloides et ETM présents
[As] = 3163,8 mg.kd
[Pb] = 910,1 mg.kg"

[Sb] = 797,2 mg.kg
[Cu] = 248 mg.kg"
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Situation géographique des 4 sites sélectionnés pdetude (IGN France, 2012)
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Principaux parameétres pris en compte pour la sélen du site atelier

Zone Type de Qualité Accessibilité Autorisation
géographique| pollution | agronomique administrative
du sol
Auzon (43) Massif As, Pb, Sb, Bonne Parcelle plane cloturée Oui
Central Cd, Cu
Haute Loire
Viviez Zone 1 Massif As, Cd, Moyenne Parcelle plane, non Oui
(12) Central Zn, Pb, Cu cléturée, difficile
Aveyron d'acces
Viviez Zone 2 Massif As, Cd, Moyenne Parcelle en pente, Oui
(12) Central Zn, Cu cléturée, difficile
Aveyron d'acces
Enguialés Massif As, Cu Faible Parcelle en pente ndn Non
(12) Central cléturée
Aveyron
Alcan Massif - Bonne Parcelle plane cloturde Oui
Pechiney Central
Rhenalu (63) | Puy de Déme
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Annexe Il : Protocole pour la solution nutritive d'Hoagland
(Gamborg et Wetter, 1975)

Solution A: Solution de microéléments
- 2,89 HBO;

3,4 g MnSQ, H,O

100 mg CuSQ@ 5H,0

220 mg ZnSQ 7H,O

100 mg (NH)sMO7024, 4H,0
AJuster le volume a 1 L avec de l'eau distillée
Stocker a 4 °C.

Solution B

- 1 mL d'HSO, concentré
Ajuster le volume a 200 mL avec de I'eau distillée.
Stocker a 4 °C.

Solution C
- 7,44 g NaEDTA, 2H,0
- 10,20 g FeSQ7H,0 (PM 278)
Compléter le volume a environ 800 mL.
Chauffer la solution a 70 °C a l'abri de la lumjgtesqu'a obtention d'une couleur marron-
jaune.
Laisser refroidir, et ajuster le volume a 1 L aded'eau distillée.
Stocker a 4 °C.

Solution mére d’Hoagland (10x)

- 9,4 g Ca(NQ), 4H,0O

- 5,29 MgsQ, 7TH,0O

- 6,6 g KNG

- 1,2 g KHPO

- 10 mL solution A

- 1 mL solution B
Ajuster le volume a 1L avec de l'eau distillée
Stocker a 4 °C.

Solution fille d’'Hoagland (1x)

- 100 mL de solution mere (10x)

- 5mL solution C
Ajuster le volume a 1000 mL avec de I'eau distillée
Préparer cette solution extemporanément.
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Annexe IV: Dossier chanvre

Organisation et réglementation de la culture du Ghan

LA CULTURE DU CHANVRE SOUS CONTRAT DE PRODUCTION , AUTORISEE AVEC DES VARIETES
CERTIFIEES « NON DROGUE »,EST SOUMISE A DECLARATIONS OFFICIELLES .

Le chanvre, plante a fibres cultivée en Europe a des finsistrielles pour la fabrication de
papiers spéciaux, ainsi que pour des produits isség et le textile, donne également lieu a la
commercialisation de produits annexes a partir dsi é® la tige : panneaux de particules pour
I'ameublement, litieres pour animaux, alimentsed¢ ¢ellulosique, isolation et construction.
La graine (chénevis) est utilisée en l'état owrge pour la péche et l'alimentation des
animaux de cages, des pigeons et certains gibiers.

Dans le cas général, la culture se fait dans leecdd la Politique Agricole Commune par
inscription au dossier PAC individuel de l'agrieult (Organisation Commune de Marché
« fibre », jachére industrielle ou activation simglu Droit a Paiement Unique). Consultez
votre Direction Départementale de I'’Agriculturedetla Forét).

Dans certains cas particulier, la culture peutasee f« hors PAC », a la condition de faire
parvenir au CEAPC une déclaration sur I’honneupdsitionnement géographique qui sera
communiqué aux administrations (Ministére de l'ri@ar ...).

En effet, ce chanvre a fibres appartient a I'es@a®abis sativg tout comme le chanvre a
drogue dont il differe par des caractéristiquesphologiques, mais surtout par sa teneur en
un composé psychotrope spécifique : TélC (Tétrahydrocannabinol). Le chanvre
industriel, bien que dépourvu de propriétés staédis, est soumis a une réglementation tres
stricte.

REGLEMENTATION GENERALE : LA PRODUCTION, LA VENTE ET L '"EMPLOI DU CHANVRE NON
HOMOLOGUE SONT INTERDITS .

MINISTERE DE LA SOLIDARITE, DE LA SANTE ET DE LA PRTECTION SOCIALE
Décret N° 88-1231 du 29/12/88 relatif a certaindsstsances et préparations dangereuses —
JO du 31/12/88 - page 16815. Article R 5181 pa@226

Sont interdits la production, la mise en marcknploi et I'usage :

1° - du Cannabis, de sa plante et de sa résineprégarations qui en contiennent ou de
celles qui sont obtenues a partir du Cannabisagi#asite ou de sa résine ;

2° - des Tétrahydrocannabinols, de leurs estehgrsgtsels, ainsi que des sels des dérivés
précités et de leurs préparations.

Des dérogations aux dispositions énoncees ci-dgssnent étre accordées par le Ministre de
la Santé, aux fins de recherche, de contréle daluecation de dérivés autorises.
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Cependant, le Ministre chargé de la Santé, le Maishargé de I'Agriculture et le Ministre
chargé de [l'Industrie peuvent, par arrété conjomttoriser la culture, l'importation et
I'exportation de variétés de Cannabis dépourvugsajmiétés stupéfiantes.

REGLEMENTATION PARTICULIERE : DANS CERTAINES CONDITIONS, LA CULTURE DU
CHANVRE A FIBRES EST AUTORISEE.

MINISTERE DES AFFAIRES SOCIALES ET DE LA SOLIDARITE

Arrété du 22/08/90 portant application de l'artiBli&181 pour le Cannabis — JO du 04/10/90
page 12041, modifié par l'arrété du 27 Mai 1990 ddi 31/05/97,

modifié par I'arrété du 2 juillet 1999 — JO du 8liét 1999.

Le Ministre de la Solidarité, de la Santé et dePlatection Sociale, le Ministre de
I'Agriculture et de la Forét, le Ministre de I'Indliis et de I'Aménagement du territoire ;

Vu le code de la Santé Publique, notamment leslestlL.627 et R.5181 ;

Vu le reglement CE N° 1172/2000 de la Commission ;

arrétent :

Article 1

Sont autorisées au sens de larticle R.5181 du cdwisé, la culture, l'importation,

I'exportation, l'utilisation industrielle et commoale (fibres et graines) des variétés de

Cannabis sativa répondant aux critéres suivants :

- le poids de THC (Tétrahydrocannabinol) de cegtes, par rapport au poids d'un
échantillon porté a poids constant, n'est pas syé 0,20 %.

- la détermination du taux de tétrahydrocannatenale la prise d'échantillons en vue de
cette détermination sont effectuées selon la métbhougie prévue en annexe 1.

Article 2

Les variétés autorisées sont les suivantes :

* Carmagnola *C.S. * Delta-Llosa * Delta-405 *Santhica 70
* Fédora 17 * Fédrina 74 * Félina 32 * Férimon

* Fédora 19 * Fibrimon 24 * Félina 34 * Futura

* Fibranova * Santhica 23 * Fibrimon 56 * Futura

* Epsilon 68 * Dioica 88 * Santhica 27 * Uso 31

Article 3

Le Directeur de la Pharmacie et du Médicament anidtre de la Solidarité, de la Santé et
de la Protection Sociale, le Directeur Général' Aiententation au Ministére de I'Agriculture
et de la Forét, et le Directeur Général de I'Indeisau Ministere de I'Industrie et de
'’Aménagement du territoire sont chargeés, chacuresqui le concerne, de I'exécution du
présent arrété, qui sera publié au Journal Offabéela République Francaise.

Pour tous renseignements et précisions complémenias, s’adresser au :

COMITE ECONOMIQUE AGRICOLE DE LA PRODUCTION DU CHAN VRE
20 rue Paul Ligneul — 72000 LE MANS



Demande relative a la culture du Chanvre dans le eadiactivité de recherche
adressée a la Préfecture du Cantal et de Haute Laita Gendarmerie de Ste Florine

(43) et d'Aurillac et a la Mairie d'Auzon.

Madame, Monsieur,

Je vous adresse ce courrier pour vous signalaida en place de culture de Chanvre,
Cannabis sativavariété Fedora 148ans les locaux de I'lUT Clermont Ferrand - antenne d'Aurillac
et sur une ancienne friche industrielle situédaeommune d'Auzon en Haute Loire.

Ces cultures s'effectuent dans le cadre d'actiétérecherche sur le transfert des
polluants métalliques entre le sol et la plantd'dilisation d'espéces végétales dans un
processus biologique de réhabilitation de sols itmdls fortement pollués. Ce travail est
réalisé dans le cadre de ma these financée paéd#&m Auvergne et coencadrée par Mr
Hitmi, enseignant chercheur a I'lUT d'Aurillac esponsable du LBPV, et Mr Ledoigt du
laboratoire PIAF-ERTAC, professeur a I'Universit@iBe Pascal de Clermont Ferrand.

Cette culture est effectuée de octobre 2009 a @869, dans des phytotrons,
chambres de culture ou les paramétres (tempérgthmppériode, intensité lumineuse et
humidité) sont contrélées. L'acces a ces pieceseglimenté et réservé aux seuls membres
du laboratoire, Mr Hitmi, Mme Moussard, Mr Verndgs stagiaires Li Si, Sicard Quentin et
Chaudiére Arthur, ainsi que moi-méme.

Cette étude sera suivie d'une expérimentatiesitu, effectuée de mai a octobre 2010,
sur une friche industrielle polluée située en Haugiee sur la commune d'Auzon. Ce terrain
correspond a la parcelle 227 section AD du plan stealade la commune d'Auzon (planche
AC, DGI, 2006). La culture s'étend sur une surfaatale de 100 m2 (10 * 10 m?2). Cette
expérimentation est réalisée en accord avec Mrdadvd'Auzon et Mr le Préfet de Haute-
Loire d'aprés la convention signée par les trorsiggen janvier 2008. L'acces a la parcelle
nécessite une autorisation et un contréle de ladeala mairie d'Auzon, seuls les membres du
laboratoire, Mr Hitmi, Mme Moussard, Mr Vernay, Ietagiaires Li Si, Sicard Quentin et
Chaudiere Arthur, ainsi que moi-méme y avons acces.

Vous trouverez ci-joint une note relative a latard du chanvre en France, la
déclaration CEAPC de notre laboratoire ainsi qu'copie de la convention concernant
l'utilisation de ce site pollué comme terrain d'ekpéntation pour notre laboratoire.

Restant a votre disposition pour tout renseignencemiplémentaire, je vous prie
d'accepter, Madame, Monsieur, mes sincéeres Salat
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Comité Economique Agricole de la Production du Chanvre

Association déclarée loi du 1% Juillet 1901 NIl : FR95
309 685 170

DECLARATION AU CEAPC

DEVIS N°2 RECOLTE 2010

A RETOURNER A LACCPSCAVEC VOTRE REGLEMENT

Nom — Prénom Austruy Annabelle. . ... ...

Adresse IUT Clermont Ferrand
Laboratoire de Physiologie et Biotechnologie \tatp
100 rue de I'Egalité 15000 Aurillac cedex

N° Tél : 0471455755  N° Portable : 0687015187

Votre n° TVA Intracommunautaire : FR

POSSEDEZ-VOUS UN NUMERO D’IDENTIFICATION AGRICOLE ( PACAGE)

si oui lequel :

SI OUl

envisagez-vous la culture dans le cadre de l'iptson au dossier PAC (activation du Droit & Paiettigmique)
oulrd NONJ

IMPERATIF : IDENTIFICATION PARCELLAIRE

LIEUX DE CULTURE
CP & COMMUNE IDENTIFICATION CADASTRAE DES PARCELLES SUPERFICEHANVRE

Auzon 43 390 Parcelle 227 section AD, plan cadeAtraon 100 m2

Superficie totalecultivée en chanvre 100 m?2

UTILISATION Travaux de reder, culturen-situ sur sol contaminé a I'As

REMARQUES PARTICULIERES Site cléturé, non accessible sans autorisalioRréfet et de la Mairie d'Auzon

Fait & Aurillac le 10/06/2010 Signature
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Déclaration de vol de culture de chanvre, C. satitv@dora 17, Gendarmerie
Nationale de Ste Florine, le 31/08/2010

Monsieur,

Les travaux menés par le Laboratoire de Physiel@giBiotechnologies Végétales
dans le cadre de mon doctorat sur le site de ldlé/ldsine d'Auzon ont aboutit & la mise en
place de deux types de culture sur la parcelled2puis le 02-06-10 ainsi que l'installation de
2 parcelles témoins situées au bord de I'Allier Isarterres de Mr Cornaire. Il s'agit d'une
culture deC. sativavariétée Fédora 17 et d'une culture prairiale, mégmsur 26 parcelles de
10 m2. La culture de chanvre a été déclarée &iftihgechnique du Chanvre ainsi qu'a la
gendarmerie de Ste Florine et d'Aurillac, a la reaifAuzon et d'Aurillac et a la préfecture
d'Aurillac. Celles-ci devaient étre récoltées leeB3@1 aolt 2010.

Le jeudi 26 aodt 2010, j'ai constaté la dégradatiennos parcelles de culture,
matérialisée par l'arrachage de lI'ensemble des diedbanvre. sativg. Cela représente 9
parcelles de 10 m2 situées sur le site pollué etpamcelle témoin de 10 m2 proche de I'Allier.
La dégradation a eu lieu entre le mardi 17 aoudDZ@&te de ma derniere visite) et le jeudi 26
aolt 2010. Notre laboratoire a décidé de porteinggaau nom de I'Université d'Auvergne
pour travaux de recherche saccageés. Je serai2jaegtembre 2010 a Auzon, je profiterai de
cette occasion pour venir déposer plainte.

Au dela de la perte matériel et de I'impact sus mnavaux de thése, la question de la
toxicité du produit, cultivé sur des terres contadeis en métaux (essentiellement arsenic,
plomb, cadmium, antimoine), pourrait éventuellemsmtposer. Nos analyses étant réalisées
par un laboratoire du Canada, les résultats sutventuel transfert ne seront pas disponibles
avant un mois.

Je reste a votre disposition pour tout renseigméno®mplémentaire. Veuillez
accepter, Monsieur, mes sincéres salutations.

Annabelle AUSTRUY
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GENDARMERIE NATIONALE |
Groupement du PUY EN VELAY ENQU ETE PRELIMINAIRE
Compagnie de BRIOUDE
COB de SAINTE FLORINE PROCES'VERBAL DE VOL
Code Unité PV Année Nmr Dossier Justice AUDITION DE VlCTlME N*® piece | N° feuillet
03165 | 00753 | 2010 1/2
Analyse et références NATINF
Fait VOL
période  du 17/08/2010 4 08:00 au 26/08/2010 a 20:00  Code Postal, Commune AUZON 43390 (France)
Adresse de commission du fait Vieille usine Insee 43016 7151
Nature lieu B U 2.0 M
Prévu ART.311-1, ART.311-3 C.PENAL.
Réprimé ART.311-3, ART.311-14 1°,2°,3° 4°,6° C.PENAL.

Le jeudi 2 septembre 2010 & 14 heures 15 minutes
Nous soussigné Adjudant RONDEL Louis, Officier de Police Judiciaire en résidence a SAINTE FLORINE -43-

Vu les articles 16 & 19 et 75 a 78 du Code de Procédure Pénale
Nous trouvant au bureau de notre unité & SAINTE FLORINE 43250, rapportons les opérations suivantes :

IDENTITE DE LA VICTIME

Nom ) Prénom
AUSTRUY Annabelle
Sexe Situation de Famille Date Naissance Commune Naissance et Code Postal Insee
F Célibataire 30/04/1983 TOULOUSE 31000 (France) 31555
Adresse . Validité état-civil
7 RUE Nicolas RUBIO LIEU DIT VIELLE Identité confirmée
Commune et Code postal Insee N° de Téléphone Profession Nationalité (si étranger)
YTRAC 15130 (France) 15267 06.87.01.51.87 Etudiante Francaise

Entendons la personne dénommée ci-dessus qui nous declare en tant que :PREPOSE DU
PROPRIETAIRE du ou des biens appartenant a

Forme juridique Sigle Raison sociale

El U.D.A

Adresse Commune/CP i Code INSEE commune
49 BOULEVARD FRANCOIS MIﬁERRAND _ CLERMONT FERRAND 63000 63113

Secteur d'activité _ SIREN/SIRET : ~ Pays

Université d' AUVERGNE Laboratonre de physiologie et Eranics

de biotechnologie végétale

DATE OU PERIODE ET LIEU DES FAITS
Période du 17/08/2010 a 08 heures 00 au 26/08/2010 a 20 heures 00, Vieille usine a AUZON 43390
(France)

CONSTATATIONS (renseianements utiles. maniére d ‘opérer)

Les plantations ont été arrachées en totalité. Des panneaux mdlquant la nature des vegetaux (chanvre

industrielle) ont été apposés par la plaignante,
La dangerOSIte des terrains en raison de leur pollution en ARSENIC / PLOMB / ANTIMOINE /

CADMIUM n'a pas été affichée sur le terrain.

- e La personne entendue ™ : . i we——Lenquéleur— i
,/;(:_-'———’/7 )
e o S
(DESTINATAIRES) Date de cléture Vu et transmis par :

[2]- M. le Procureur de la République a LE PUY EN VELAY

% I= Signature(s) | e
[

r

T

R emiats oxa o FAEYE. SAIRMITE El OIRINE




Annexe V: Relevé floristique des différentes parcelles eépimentales pour le
procédé de phytostabilisation sur la friche industielle de la "Vieille Usine"
d'Auzon réalisé dans la semaine du 30/08/2010 aw03/2010.

3 relevés par parcelle expérimentale de 9 m2 ohteffectués sur des surfaces de 1 m?

sélectionnées aléatoirement.
L'échelle des coefficients d'abondance-dominanged@ABraun-Blanquet est définie comme

Suit.

Coef recouvrement Valeurs
0(+) 1-3ind
1 <5%
2 S5%-25%
3 25% -50 %
4 50% -75%
5 >75%

Les coefficients d'abondance dominance sont détésniisuellement.

Les espéces soulignées en vert sont des espe@eappt a I'association végétale introduite.
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Parcelle témoin végétation naturelle (AT VN)

AT VN
Espéces Coef abondance-dominance
Nom latin Nom francais Famille Zone 1 Zone P Zoneldoy/esp
A. retroflexus | Amaranthe réfléchie Amaranthaceae 3 3 1 2,33
S. latifolia Compagnon blanc| Caryophyllaceae 0 - - 0,00
S. vulgaris Silene enflée Caryophyllacepe 1 - 1 0,67
C. arvensis | Liseron des champs Convolvulacgae 1 1 1 1,00
M. sylvestris Grande mauve Malvaceae - - 0| 0,00
E. repens Chiendent officinal Poaceae 1 1 1 1,00
R. fruticosus Ronce sauvage Rosaceae 2 2 3 2,33
Nbre esp /m2 6 4 6 5,33

Parcelle ttmoin association végétale introduite

AT AV

Espéces Coef abondance-dominance

Nom latin Nom francais Famille Zone Zone 2| Zone 3| Moy/esp
A. capillaris Agrostide commune Poaceae 1 1 1 1,00
L. corniculatus Lotier corniculé Fabaceae 1 1 1 1,00
M. lupulina Luzerne lupuline Fabaceae 1 1 0 0,67
O. viciifolia Sainfoin cultivé Fabaceae 1 1 1 1,00
V. faba Féeverolle Fabaceae 0 1 0 0,33
A. millefolium Achillée millefeuille Asteraceae - 1 0 0,33
S. latifolia Compagnon blanc | Caryoplyllaceae 1 - 0 0,33
E. cyprarissias | Euphorbe petit cypres| Euphorbiaceae - 1 - 0,33
P. lanceolata Plantain lancéolée Plantaginaceae| 2 1 1 1,33
A. retroflexus Amaranthe réfléchie Amaranthaceae Y. 2 2 2,00
L. autumnalis | Léontodon d'automne Asteraceae 1 0,33
S. vulgaris Silene enflé Caryophyllaceag 0 0 0 0,00
C. rubrum Chénopode rouge Chenopodiacepe il - 1 0,67
C. arvensis Liseron des champs Convolvulaceae 1 L 1 1,00
T. pratense Trefle des prés Fabaceae 1 C 0 0,33
G. robertianum L'herbe a robert Geraniaceae 0 - 0 0,00
M. sylvestris Grande mauve Malvaceae 0 - -| 0,00
E. repens Chiendent officinal Poaceae 1 1 2| 1,33
P. oleracea Pourpier Portulacaceae 0 - -| 0,00
R. fruticosus Ronce sauvage Rosaceae 1 2 1 1,33
U. dioica Grande ortie Urticaceae - 0 -1 0,00
Nbre esp / m? 18 15 16 16,33
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Parcelles polluées végétation naturelle - sansoapp

AP VN
P1-2
Espéces Coef abondance-dominance
Nom latin Nom francais Famille Zone 1| Zone 2| Zone 3| Moy/esp

A. elatius Avoine élevée Poaceae 2 2 2 2,00
A. capillaris Agrostide commune Poaceae 1 1 1 1,00
H. lanatus Houlque laineuse Poaceae 1 = 0 0,33
E. cyparissias| Euphorbe petit-cyprés| Euphorbiaceae s 1 2 1,00
C. arvensis Liseron des champs | Convolvulaceae 2 2 2 2,00
J. inflexus Jonc glauque Juncaceae 1 - - 0,33
A. stolonifera | Agrostide stoloniféere Poaceae - 2 0 0,67
Nbre esp / m?2 5 5 6 5,33

P2-5
A. elatius Avoine élevée Poaceae 0 0 0 0,00
A. capillaris Agrostie commune Poaceae 3 1 2 2,00
A. millefolium |  Achillée millefeuille Asteraceae 1 3 2 2,00
P. lanceolata Plantain lancéolé Plantaginaceae| - 0 1 0,33
E. vulgare Vipérine commune Boraginaceae 1 - - 0,33
C. arvensis Liseron des champs | Convolvulaceae 2 1 2 1,67
E. arvense Préle des champs Equisetaceae 0 - 0 0,00
Q. petrea Chéne rouvre Fagaceae - 0 - 0,00
J. inflexus Jonc glauque Juncaceae 1 - - 0,33
L. repens Linaire rampante Scrophulariaceag - 1 1 0,67
Nbre esp / m?2 7 7 7 7,00

P3-6
A. elatius Avoine élevée Poaceae 1 0 - 0,33
A. capillaris Agrostie commune Poaceae 1 1 2 1,33
A. millefolium |  Achillée millefeuille Asteraceae 2 2 1 1,67
S. latifolia Compagnon blanc | Caryophyllaceae| - - 1 0,33
E. cyparissias| Euphorbe petit cyprés| Euphorbiaceae 1 2 1,33
P. lanceolata Plantain lancéolé Plantaginaceae 1 - - 0,33
D. carotta Carotte sauvage Apiaceae 0 2 qQ 0,67
E. vulgare Vipérine commune Boraginaceae - - 1 0,33
S. vulgaris Silene enflé Caryophyllaceag¢ 0 0 0 0,00
C. arvensis Liseron des champs Convolvulacege ] 1,00
K. arvensi Knotie des champs Dipsacaeae ] - 0,67
E. arvense Préle des champs Equisetacea¢ 1 0,33
C. scoparius Genét a balai Fabaceae - 2 - 0,67
A. stolonifera | Agrostide stoloniféere Poaceae 1 - 1 0,67
L. repens Linaire rampante Scrophulariaceae 1 1 0,67
P. oleraceae Pourpier Portulacaceae 1 - 0] 0,33
Nbre esp / m? 12 10 11 11,00
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Parcelles polluées association végétale introdugans apport

AP AV
P1-5
Espéces Coef abondance-dominance
Nom latin Nom francais Famille Zone YZone 2| Zone 3| Moy/esp

A. elatius Avoine élevée Poaceae 1 - 1 0,67
A. capillaris Agrostide commune Poaceae 1 1 1 1,00
D. glomerata Dactyle aggloméré Poaceae 1 s = 0,33
H. lanatus Houlque laineuse Poaceae = 1 1 0,67
L. corniculatus Lotier corniculé Fabaceae 2 1 1 1,33
M. lupulina Luzerne lupuline Fabaceae 0 1 1 0,67
S. latifolia Compagnon blanc Caryophyllaceae| 1 0 1 0,67
E. cyparissias Euphorbe petit cyprés Euphorbiaceae 1 1 - 0,67
P. lanceolata Plantain lancéolée Plantaginaceae| - 1 = 0,33
L. pyrenaicus Liondent des pyrénées Asteraceae - - 0 0,00
C. arvensis Liseron des champs Convolvulaceae| 2 1 2 1,67
E. arvense Préle des champs Equisetaceae 2 0 1 1,00
Nbre esp / m?2 9 9 9 9,00

p2-2
A. elatius Avoine élevée Poaceae 1 - - 0,33
A. capillaris Agrostide commune Poaceae 0 - - 0,00
L. corniculatus Lotier corniculé Fabaceae 1 - = 0,33
C. arvensis Liseron des champs Convolvulaceae 2 - 0,67
E. arvense Préle des champs Equisetaceae 2 - 0,67
Nbre esp / m?2 5 0 0 1,67

P3-8
A. elatius Avoine élevée Poaceae - 0 - 0,00
A. capillaris Agrostide commune Poaceae - 1 2 1,00
H. lanatus Houlque laineuse Poaceae 0 - - 0,00
L. corniculatus Lotier corniculé Fabaceae 1 1 1 1,00
M. lupulina Luzerne lupuline Fabaceae 0 0 1 0,33
O. viciifolia Sainfoin cultivé Fabaceae - 0 = 0,00
A. millefolium Achillée millefeuille Asteraceae - 0 - 0,00
S. latifolia Compagnon blanc Caryophyllaceae| 1 1 1 1,00
E. cyparissias Euphorbe petit cyprés Euphorbiaceae 1 1 0 0,67
P. lanceolata Plantain lancéolée Plantaginaceae 1 0 0 0,33
D. carotta Carotte sauvage Apiaceae 0 - - 0,00
L. pyrenaicus Liodent des pyrénées Asteraceae - 0 1 0,33
C. arvensis Liseron des champs Convolvulaceae 2 2 1 1,67
C. rotundifolia | Campanule a feuille ronde| Campanulaceae 0 2| 0,67
S. vulgaris Siléne enflé Caryohpyllaceae 0 1 0,33
E. arvense Préle des champs Equisetaceae 1 1 0,67
L. repens Linaire rampante Scrophulariaceas - 1 0,67
Nbre esp / m?2 11 13 12 12,00
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Parcelles polluées association végétale introduigport Fe

AP AV (Fe)
P1-1

Espéces Coef abondance-dominance

Nom latin Nom francais Famille Zone|l Zone?2 Zong Bloy/esp
A. elatius Avoine élevée Poaceae 1 1 1 1,00
A. capillaris Agrostide commune Poaceae 3 3 2 2,67
D. glomerata Dactyle aggloméré Poaceae 1 1 1 1,00
H. lanatus Houlque laineuse Poaceae 1 1 1 1,00
L. corniculatus Lotier corniculé Fabaceae 1 1 1 1,00
M. Lupulina Luzerne lupuline Fabaceae 0 = 1 0,50
O. viciifolia Sainfoin cultivé Fabaceae 1 1 0 0,67
V. faba Feéverolle Fabaceae 0 0 - 0,00
S. latifolia Compagnon blanc Caryophyllaceae 1 1 1 1,00
E. cyparissias Euphorbe petit-cypres Euphorbiaceae 0 0 - 0,00
P. lanceolata Plantain lancéolé Plantaginaceae 1 1 1 1,00
C. arvense Chardon des champs Asteraceae ( 0,00
C. arvensis Liseron des champs Convolvulaceag 2 1 2 1,67
E. arvense Préle des champs Equisetaceae ) L 1L 0,67
Q. petrea Chéne rouvre Fagaceae 0 - 0| 0,00
R. acetosola Rumex petite-oseille Polygonaceae 0 0 1 0,33
Nbre esp / m? 15 14 13 14,00

P2-4

A. capillaris Agrostide commune Poaceae 0 1 0,33
H. lanatus Houlque laineuse Poaceae 0 - - 0,00
L. corniculatus Lotier corniculé Fabaceae 1 1 1 1,00
O. viciifolia Sainfoin cultivé Fabaceae 0 0 1 0,33
V. faba Féeverolle Fabaceae - 0 = 0,00
S. latifolia Compagnon blanc Caryophyllaceae 1 1 1 1,00
E. cyparissias Euphorbe petit-cypres Euphorbiaceae 1 0 - 0,33
P. lanceolata Plantain lancéolé Plantaginaceae 2 1 2 1,67
S. vulgaris Silene enflé Caryophyllaceae 1 0 - 0,33
C. arvensis Liseron des champs Convolvulaceag 2 q i 1,00
E. arvense Préle des champs Equisetaceae 1 P 1 1,33
S. arvensis Laiteron des champs Asteraceae (0 A 0 0,00
Q. petrea Chéne rouvre Fagaceae - 0 0| 0,00
E. amygdaloides Euphorbe des bois Euphorbiaceae . a 0,00
E. repens Chiendent officinal Asteraceae 1 - 0 0,33
Nbre esp / m? 12 11 10 11,00
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P3-7

Espéces Coef abondance-dominance

Nom latin Nom francais Famille Zone Zong 2 Zong Bloy/esp
A. capillaris Agrostide commune Poaceae 1 1 1 1,00
A. elatius Avoine élevée Poaceae = = 0 0,00
L. corniculatus Lotier corniculé Fabaceae 1 1 1 1,00
O. viciifolia Sainfoin cultivé Fabaceae = = = 0,00
V. faba Feéverolle Fabaceae 0 0 - 0,00
A. millfolium Achillée millefeuille Asteraceae 1 1 0 0,67
S. latifolia Compagnon blanc Caryophyllaceae 2 1 1 1,33
E. cyparissias Euphorbe petit-cypres Euphorbiaceae 1 1 1 1,00
P. lanceolata Plantain lancéolé Plantaginaceae 1 1 2 1,33
C. arvensis Liseron des champs Convolvulaceag 1 1,00
E. arvense Préle des champs Equisetaceae 0,33
S. vulgaris Silene enflé Caryophyllaceae 1 0 0,67
L. repens Linaire rampante Scrophulariaceas 1 g 0,67
D. carotta Carotte sauvage Apiaceae 0 Of 0,00
C. scoparius Genét a balai Fabaceae - 0,00
Nbre esp / m? 11 13 11 11,67
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Parcelles polluées association végétale introdudgport MO

AP AV (MO)
P1-3
Espéces Coef abondance-dominance
Nom latin Nom francais Famille Zone Yone 2| Zone 3| Moy/esp

A. elatius Avoine élevée Poaceae 0 0 0 0,00
A. capillaris Agrostide commune Poaceae 3 2 3 2,67
H. lanatus Houlque laineuse Poaceae 1 2 2 1,67
L. corniculatus Lotier corniculé Fabaceae 1 1 2 1,33
M. lupulina Luzerne lupuline Fabaceae 1 - 0 0,33
O. viciifolia Sainfoin cultivé Fabaceae 1 0 - 0,33
S. latifolia Compagnon blanc | Caryophyllaceael 1 0 0 0,33
C. arvensis Liseron des champs Convolvulaceae 1 ? 1,33
E. arvense Préle des champs Equisetaceage il 1 1 1,00
G. robertianum L'herbe & Robert Geraniaceae - 0 ¢ 0,00
Nbre esp / m?2 9 9 9 9,00

P2-6
A. elatius Avoine élevée Poaceae 1 1 1 1,00
A. capillaris Agrostide commune Poaceae 2 2 - 1,33
H. lanatus Houlque laineuse Poaceae 0 1 0 0,33
L. corniculatus Lotier corniculé Fabaceae 1 2 0 1,00
M. lupulina Luzerne lupuline Fabaceae 1 - 0 0,33
O. viciifolia Sainfoin cultivé Fabaceae - 0 0 0,00
S. latifolia Compagnon blanc | Caryophyllaceael 1 1 1 1,00
E. cyparissias | Euphorbe petit cypres| Euphorbiaceae - - 1 0,33
C. arvensis Liseron des champs Convolvulaceae 2 2 2 2,00
E. arvense Préle des champs Equisetaceae 1 1 2 1,33
Nbre esp / m2 8 8 9 8,33

P3-2
L. corniculatus Lotier corniculé Fabaceae - - 0 0,00
C. arvensis Liseron des champs Convolvulaceae 1 - 1 0,67
E. arvense Préle des champs Equisetaceae 1 - - 0,33
E. repens Chiendent officinal Poaceae 0 - 1 0,33
Nbre esp / m?2 3 0 3 2,00
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Parcelles polluées association végétale introdudgport Fe + MO

AP AV (Fe + MO)

P1-7

Espéces Coef abondance-dominance

Nom latin Nom francais Famille Zone Yone 2| Zone 3| Moy/esp
A. elatius Avoine élevée Poaceae 2 1 1 1,33
A. capillaris Agrostide commune Poaceae 2 1 2 1,67
H. lanatus Houlque laineuse Poaceae 1 0 1 0,67
L. corniculatus Lotier corniculé Fabaceae 1 1 0 0,67
M. lupulina Luzerne lupuline Fabaceae 1 0 1 0,67
0. viciifolia Sainfoin cultivé Fabaceae 0 0 = 0,00
V. faba Féverolle Fabaceae = 0 0 0,00
E. cyparissias | Euphorbe petit-cyprés| Euphorbiaceae - 0 1 0,33
S. latifolia Compagnon blanc | Caryophyllaceae| 2 2 1 1,67
A. retroflexus Amaranthe réfléchie Amaranthaceag E Q 0,00
S. vulgaris Siléne enflé Caryophyllaceae 1 - of 0,33
C. arvensis Liseron des champs Convolvulacege 1 L 1,33
Q. petrea Chéne rouvre Fagaceae 0 1 Qg 0,33
R. fruticosus Ronce sauvage Rosaceae - 0 0,00
Nbre esp / m2 10 12 12 11,33

P2-3

A. elatius Avoine élevée Poaceae - 1 0 0,33
A. capillaris Agrostide commune Poaceae 0 0 1 0,33
L. corniculatus Lotier corniculé Fabaceae - 1 0 0,33
M. lupulina Luzerne lupuline Fabaceae 1 1 1 1,00
0. viciifolia Sainfoin cultivé Fabaceae 1 1 - 0,67
V. faba Féverolle Fabaceae - 0 - 0,00
S. latifolia Compagnon blanc | Caryophyllaceae| 1 0 1 0,67
E. cyparissias | Euphorbe petit-cyprés| Euphorbiaceae - 0 - 0,00
P. lanceolata Plantain lancéolé Plantaginaceae 0 2 1 1,00
S. vulgaris Siléne enflé Caryophyllaceag 0 2 1 1,00
C. arvensis Liseron des champs Convolvulacedge 1 ? 1,33
E. amygdaloides| Euphorbe des bois Euphorbiaceage 0,00
E. arvense Préle des champs Equisetacea¢ il 1 1 1,00
Q. petrea Chéne rouvre Fagaceae 0 - - 0,00
L. repens Linaire rampante Scrophulariaceae - | 0 0,33
Nbre esp / m? 10 12 9 10,33
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P3-5

Espéces Coef abondance-dominance

Nom latin Nom francais Famille Zone| Yone 2| Zone 3| Moy/esp
A. elatius Avoine élevée Poaceae = = 0 0,00
A. capillaris Agrostide commune Poaceae 0 1 0 0,33
L. corniculatus Lotier corniculé Fabaceae 1 1 1 1,00
M. lupulina Luzerne lupuline Fabaceae = 1 1 0,67
A. millefolium Achillée millefeuille Asteraceae 0 1 = 0,33
S. latifolia Compagnon blanc | Caryophyllaceae| 2 2 1 1,67
E. cyparissias | Euphorbe petit-cyprés| Euphorbiaceae 1 = = 0,33
P. lanceolata Plantain lancéolé Plantaginaceae 2 1 - 1,00
S. vulgaris Silene enflé Caryophyllaceae 1 0 2 1,00
C. arvensis Liseron des champs Convolvulacege 1 - 0 0,33
E. arvense Préle des champs Equisetaceae 1 - 1 0,67
L. repens Linaire rampante Scrophulariaceae 2 2 1 1,67
C. scoparius Genét a balai Fabaceae 1 1 1 1,00
D. carotta Carotte sauvage Apiaceae 1 - 0 0,33
S. vulgaris Siléne enflé Caryophyllaceag - 0 1 0,33
Nbre esp / m?2 13 10 13 12,00
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