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1. Introduction générale et objectifs

1 INTRODUCTION GENERALE

Depuis I'avénement de I'ere industrielle au XIXésiecle, la composition de I'atmosphére a
largement évolué reflétant les modifications des/ié€s humaines, sources d’émissions de substances
vers I'atmosphére. Cependant, la Iégislation irggomale relative & la qualité de l'air n'a été enen
place que tardivement. En effet, c'est seulementcawrs des années 1980 que des directives
concernant la qualité de l'air et sa surveillanot @&é établies aux niveaux européen et mondial et
c’est plus récemment que la réduction des émissiermmlluants atmosphériques est devenue un enjeu

essentiel pour tous les pays industrialisés owoand’industrialisation.

La métrologie de polluants atmosphériques et li@ateon des risques environnementaux et
sanitaires sont des domaines qui évoluent et faetit a la prise de décision dans les domaines
réglementaires et législatifs, notamment pour uedleare surveillance de la qualité de I'air. Parmi
les nombreuses définitions de la pollution atmospbé, celle-ci peut étre définie,
commex L’introduction par 'homme de substances ayarg denséquences préjudiciables de nature
a mettre la santé humaine en danger, a nuire aggaerces biologiques et aux écosystemes, a influer
sur les changements climatiques, a détériorer lesmatériels, a provoquer les nuisances olfastive
excessives goi sur l'air et l'utilisation rationnelle de I'érgie (LAURE) n°96-1236 du 30 décembre
1996) (JORF, 1996)

En France, le Centre Interprofessionnel Technidi#udes de la Pollution Atmosphérique
(CITEPA) remplit la fonction de Centre National Béférence des émissions dans l'air a la demande
du Ministére chargé de I'Environnement. A ce titeeCITEPA détermine réguliérement les quantités
rejetées dans l'atmosphére provenant de différeatagces pour diverses substances. Dans
I'atmosphere, les polluants atmosphériques sordiffierentes natures et de concentrations diverses.
Certains polluants sont connus, étudiés et suigtematiquement depuis les années 1960, comme
c’est le cas du dioxyde de carbone (;@u dioxyde de soufre (S¥) des oxydes d'azote (NOx), des
éléments traces métalliques (ETM) comme le plontl) (f1 le mercure (Hg). D’'autres polluants sont
suivis depuis les années 1990, comme les gaz tdeffeerre (Ck N,O), les composés organiques
volatils (COV), l'ozone (03), les organochlorés otdines et furannes), et les Hydrocarbures

Aromatiques Polycycliques (HAP).

Les HAP ont trouvé une place privilégiée dansr@blgmatique de la pollution de I'air. lls font
partie des Polluants Organiques Persistants (P@@8his par le protocole d’Aarhus (1998) et la
convention de Stockholm (2001), deux traités irdéomaux dont I'objectif commun était de limiter
les émissions de ces molécules capables de satmumans les difféerents compartiments de
'environnement et susceptibles d’étre nocives axiques pour la santé humaine et les ressources

naturelles. Depuis 2004, ces HAP font I'objet dglegentations plus strictes et doivent étre
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obligatoirement pris en compte dans la surveilladeel'air (directive européenne 2004/107/CE)
(JOUE, 2004).

La famille des HAP regroupe plus d’'une centainemd#écules de poids moléculaire éleve,
constituées uniquement d’atomes de carbone et agde assemblés en cycles benzéniques
fusionnés. Ce sont des polluants prioritaires dudaleur potentiel toxique, mutagéne et cancéege
(Atkinson & Arey, 1994; Wild & Jones, 1995; Dussest al, 1998). Seize d’'entre eux, comptant
entre deux et sept cycles aromatiques, doiventsgikes en priorité dans I'environnement selon les
recommandations de I'Organisation Mondiale de lat&ade I'’Agence Américaine de Protection de
'Environnement et de I'Union Européenne a causdede toxicité envers les mammiféres et les
organismes aquatiques (Bjorseth, 1979; IARC, 198i8son & Jones, 1993). Les HAP peuvent étre
formés naturellement par des réactions a basseétatape et a haute pression de la matiére organique

et constituent dans ce cas des hydrocarbures daegoét

Leurs émissions dans I'atmosphére sont majornitagrd dues a la combustion incompléte des
produits pétroliers et du bois. Celles-ci résultdahc en grande partie des procédés industriels et
d’autres activités anthropiques. La contributios deurces naturelles telles que les feux de folése

éruptions volcaniques n’a d'importance que localeniEdwards, 1983; Wild & Jones, 1995).

Les HAP d'origine atmosphérique sont retrouvésguardans le sol et les végétaux et peuvent
contaminer les animaux et les hommes par transfans la chaine alimentaire (Srogi, 2007).
Toutefois, les mécanismes globaux et spécifiquesahsfert restent mal connus. Les études portant
sur I'impact des HAP ont pour I'essentiel conceleg pollutions localisées du sol ou des sédiments.
De telles études avaient pour objectif principalddelopper les techniques de bioremédiation et
d’identifier les effets des HAP sur les plantesasgs par voie racinaire (Leyval & Binet, 1998; Gao
& Zhu, 2004; Joneet al, 2004, Liste & Prutz, 2006). Ces études ont monqué les pollutions
lourdes du sol pouvaient altérer la production idensse chez plusieurs especes. Toutefois, lets effe
varient selon I'espéce végétale considérée, sasar$ avec ses symbiontes, la contamination du sol
(composés, concentrations, mode de contaminatotificiel ou réel, du temps de contact avec le

polluant) ou le type de sol.

D’autres travaux portant sur la pollution atmosjnée par les HAP ont concerné l'utilisation
des plantes dans des études de biosurveillanca dedlité de I'air (Lehndorff & Schwark, 2004;
Orecchio, 2007; Prajapati & Tripathi, 2008; Shagnaripathi, 2008; Lehndorff & Schwark, 2009a;
Lehndorff & Schwark, 2009b). Au cours de ces étudims efforts ont aussi été portés sur la
modélisation de I'accumulation potentielle de ceBuants dans les tissus des végétaux (Tetpgd,
1994; Taocet al, 2006; Yang & Zhu, 2006; Liet al, 2007; Zhuet al, 2007; Gao & Collins, 2009;
Collins & Finnegan, 2010).
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Cependant, peu d'études ont été menées sur lat@asation du devenir des HAP d'origine
atmosphérique dans les milieux naturels et sueffess biologiques d’une pollution atmosphérique en
HAP a I'échelle d’'un microsysteme complexe « salApé-microorganismes ». En effet, la plupart des
études ont jusqu’a présent été réalisées surrirest n'ont pas permis de préciser les mécanismes
fondamentaux du transfert et des effets des HAR dlanvironnement (Barbeet al, 2004). Pour
pouvoir évaluer ces meécanismes, il est nécessarelédelopper des expériences en conditions
contrdlées pour mieux comprendre le devenir etfiedts de HAP atmosphériques. Cependant, ce type
d’expérimentation nécessite d'une part de dispoder systtmes de contamination par voie
atmosphérique qui soient suffisamment fiables gtoductibles, et d’autres part de pouvoir réaleser
parallele des analyses croisées faisant appel éotgsétences complémentaires de chimie analytique,

de physiologie et de microbiologie.

C’est dans ce contexte général que s’inscritasatr de recherche dont les objectifs étaient :

» de développer et de valider un dispositif expéritmemriginal permettant d’exposer des
microsystémes sol-plante-microorganismes a uneanunation atmosphérique contrdlée en
HAP, le phénanthréne (PHE),

e de déterminer I'accumulation du phénanthrene etsdis différents compartiments du
microsystéme, c’est-a-dire le sol et les végétaux.

» et d'évaluer l'impact de différentes concentratioes HAP sur les végétaux et certains

microorganismes du sol.

Ce mémoire s'articule en 8 chapitres, dont le peermprésente le contexte général et les
objectifs de I'étude@hapitre 1), le deuxieme correspond a une synthése de Héwmiconnaissances
acquises sur la contamination des écosystemesttesear les HAP atmosphériqu&hépitre 2).

Les résultats des travaux menés au cours de beétie te présentent sous la forme d’un recueil de 4

publications a soumettre, soumises, ou acceptées :

» La premiére concerne la mise au point d'une méttdalealibration pour le dispositif
expérimental d’exposition & une pollution atmosphér par les HAP Ghapitre 3,
publication a soumettre,

» La deuxiéme concerne I'impact d’une pollution atpte&rique par le phénanthréne sur le
potentiel mycorhizien de 2 sol€ljapitre 4, publication soumisg,

» Latroisieme expose le devenir et les effets bigags d’'une pollution atmosphérique par
le phénanthréne sur 2 microsystémes sol-plantesoiiganismes constitués ou de trefle
violet (Trifolium pratensg ou de ray-grassLflium perenng avec leurs symbiontes

racinaires Chapitre 5, publication acceptég
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* La quatrieme étudie les effets d'une pollution apteerique par le phénanthréne sur
I'allocation carbonée chez le tréfle violet par mmarquage ad’C-CO, qui permet de
suivre le carbone depuis son assimilation par @yothése jusqu’a sa re-émission dans
'atmosphere par respiration et son transfert Marsbiomasse microbienne du sol

(Chapitre 6, publication acceptég

Ensuite, lechapitre 7 présente une synthese générale et une discusssorésultats les plus
significatifs. Les conclusions et les perspectiglesce travail de recherche seront présentées dans |

chapitre 8.

Un apercu global des techniques utilisées pounrmdye aux objectifs posés dans le cadre de
cette these est proposé dans la figure 1-1. De ghysles détails concernant les modes opératoires

sont disponibles dans les chapitres correspondant.

Thématique Techniques utilisées Chapitres concernés

' Mise au point dispositif *Particle image velocimetry (PIV)
| *Computer Fluid dynamics (CFD) Chapitre 2
*Echantillonnage passif

Transfert dans la plante  *Accelerated solvent extraction (ASE) Chapitres 3,4,5,6
et le sol * Analyse et quantification en CPG-SM
Effets sur la plante *Biomasse, surface foliaire Chapitres 4, 6

*Analyse de croissance

*Marquage au *3C-CO, Chapitre 6
Effets sur les *Fréquence et intensité mycorhizes Chapitre 4
microorganismes *Nodules de Rhizobium
du sol *Potentiel mycorhizien du sol Chapitre 3
*Biomasse microbienne Chapitre 6

Figure 1-1: Synthése des méthodes utilisées
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2 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1 Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP)

2.1.1 Structures etpropriétés chimiques

LesHydrocarbures Aromatiques Polycycliques (H/sont des molécules organiques de p
moléculaire élevé (PM) (Fig. 2} (Tableau 2-1). Ce sont des polluants seofétiles qui se partage
entre les phases gazeuses et liquides selon lewstacd de Henry (K). Ce sont des molécul
neutres trés pewkibles dans 'eau y < 1 mg LY. Leur hydrophobicité, estimée par le logarit
du coefficient de partage octanol/eau, est relaterg élevée (log ow>3). lls sont persistants da

'environnement comme en témoignent leurs duréedede-vie (deplusieurs semaines jusqu’'a 5 i

pour le pyréne).
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Figure 2-1: Formules chimiques des 16 HAP prioritaires et dweent

Les propriétés physicchimiques des HAP varient selon leur poimoléculaire et son
'arrangement stérique des cycles aromatiquesolig classés schématiquement en HAP | (< 4
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2. Synthése bibliographique

solubilité et leur volatilité diminuent, alors queur hydrophobicité augmente avec leur poids

moléculaire.

La distribution des HAP entre les phases gazeeisparticulaires dans I'atmosphére est régie
par le coefficient de partage octanol/aipgk Kow/Ky) (Wanget al, 2009). Plus le Kx d’'un HAP est
éleveé, plus la molécule est présente dans I'atn@spéous la forme particulaire (Lohmann & Jones,
1998). De plus, cette distribution entre les 2 phadans I'atmosphére dépend de la température
(Tsapakis & Stephanou, 2005).

Tableau 2-1:Propriétés physico-chimiques des 16 HAP prioewifMackay et al., 1992)

HAP PM S.(mg LY Ku Log Kow Toxicité®  Cycles aromatiques
(g mor®) (Pa mi mol?) (et totaux)
Naphthalene 128 31 43,01 3,37 2
Acenaphthylene 150 16,1 8,4 4,00 2
Acenaphthene 154 3,8 12,17 3,92 2
Fluorene 166 1,9 7,87 4,18 groupe 3 2(3)
Anthracene 178 0,045 3,96 4,54 groupe 3 3
Phenanthrene 178 1,1 3,24 4,57 groupe 3 3
Fluoranthene 202 0,26 1,037 5,22 groupe 3 34
Pyrene 202 0,132 0,92 5,18 groupe 3 4
Benz[a]anthracene 228 0,011 0,581 591 groupe 2A 4
Chrysene 228 0,0018 0,065 5,86 groupe 3 4
Benzo[b]fluoranthene 252 0,0015 5,80 groupe 2B 4 (5)
Benzo[k]fluoranthene 252 0,0008 0,016 6,00 groupe 24 (5)
Benzo[a]pyrene 252 0,0038 0,046 6,04 groupe 2A 5
Indeno(1,2,3-cd)pyrene 278 groupe 2B 5(6)
Dibenz[a,h]Janthracene 278 0,0006 6,75 groupe 2A 5
Benzo[ghi]perylene 268 0,00026 0,075 6,50 groupe 36

% selon l'agence internationale de recherche soateer (IARC , 1983) et selon (EPAQS, 1999) : GmRA,
substance sans doute cancérigéne pour 'Hommeup®r@B: possible cancérigéne ; Groupe 3: non (ialsks.
PM : poids moléculaire ; p: solubilité dans I'eau; K: constante de Henry ;d§: coefficient de partage
octanol/eau

2.1.2 Emissions

L’inventaire des sources et la quantification desissions de HAP dans I'atmosphere est une
des parties les moins bien connues de la rechexaieernant la distribution globale et leur devenir
dans I'environnement (Breivikt al, 2006). En effet, les inventaires difféerent dégbor leur objectifs,
gu’ils soient politiques (inventaires officiels) etués a identifier et a contréler les sources
d’émissions ou scientifiques et tentent de compeehidnpact des émissions sur I'environnement et la

santé humaine.

12

—
| —



2. Synthése bibliographique

En Europe, la plupart des émissions est estinpzetét d’'une méthodologie reconnue basée sur
le principe développé dans le systtme CORINAIR. t@fois il existe de nombreux formats
d’expression des données qui different selon laeation, la directive ou la nomenclature juridigue
laguelle ils se rapportent, ce qui complique I'hgéeeéisation des données. De plus, les sources
d’émissions répertoriées ne sont pas toujours |émes, comme par exemple en Estonie et en
Allemagne ou les inventaires officiels n'ont pris @mpte que le secteur des transports (Breatik
al., 2006).

Au niveau européen, le benzo(a)pyréne (BaP) tesseul HAP dont les concentrations sont
suivies systématiqguement dans les mesures deégdalitair. Pourtant, bien que son suivi soit figsti
par sa toxicité importante avérée, sa représeitéaparmi les HAP n’est pas prouvée. Afin d’évaluer
sa représentativité pour I'ensemble des HAP reconaxiques, six autres HAP non soumis a
réglementation dans l'air ambiant doivent étre mésulans l'air sur un nombre limité de sites
(Tableau 2-2). Les sources d’émission contribuajontairement aux rejets de HAP dans
I'atmosphere en Europe sont le chauffage domestigueafic routier et les incendies accidentels et

localisés (Gioiaet al, 2006).

Tableau 2-2 : Liste des HAP considérés pour les mesures dairspla différents organismes (US-EPA et
CITEPA) et la directive européenne du 15 décembBB122004/107/CE)

Institution, US-EPA directive 2004/107/CE CITEPA
organisme
Nom des HAP Naphtaléne Benzo(a)pyréne Benzo(a)pyréne
Acénaphtyléne Benzo(b)fluoranthene
Acénaphténe + Benzo(k)fluoranthene
Fluorene Indéno(1,2,3-cd)pyrene
Phénanthrene
Anthracene Benzo(a)anthracene
Fluorantheéne Chryséne
Pyréne Benzo(b)fluoranthene
Benzo(a)anthracene Benzo(k)fluoranthene
Chrysene Benzo(j)fluoranthene
Benzo(b)fluoranthéne Dibenzo(ah)anthracéne
Benzo(k)fluoranthéne Indéno(1,2,3-cd)pyrene
Benzo(a)pyréne

Dibenzo(a,h)anthracene
Benzo(gh,i)pérylene
Indéno(1,2,3-cd)pyrene

Nombre de HAP 16

En France, le Centre Interprofessionnel Technidi#udes de la Pollution Atmosphérique
(CITEPA) effectue ses mesures de concentration Alé Hans l'air pour la somme de quatre HAP
cités par le protocole d’Aarhus (1998) et le Régletr{CE) n° 850/2004 du Parlement européen et du

13

—
| —



2. Synthése bibliographique

Conseil du 29 avril 2004 (JOCE, 2004b; CITEPA, 20Gbleau 2-2)En 2008, 19 tonnes de HAP
ont été émises en France métropolitaine, le réseleétant le principal contributeur (68 % des
émissions totales), suivi du transport routier @)% (CITEPA, 2010). Les émissions totales ont
diminué de 50 % en 20 ans grace a un contrble gjets rdans tous les secteurs sauf dans celui du
transport (augmentation de 70 %). En effet, mdlga@avancées techniques qui ont permis de diminuer
leur rejet (pots catalytiques), 'augmentation desssions de HAP par le transport routier estdiée

large développement du parc automobile francaisif@=au, 1998).

2.1.3 Toxicité des HAP atmosphériques

Comme pour tous les xénobiotiques, les effetg)tes et les nuisances induits par les HAP sont
variables selon leur nature, leurs concentratitassconditions d’exposition et les cibles biologigu
concernées. En général, les expositions a une plrams contaminée sont chroniques, c’est-a-dire
continues ou répétitives, et mettent en jeu desamnations faibles en polluants (Dussesteal,
1998). Pourtant, I'impact de telles expositionsmat connu. En effet, la majorité des connaissances

sur la toxicité des HAP ont été recueillies lorexgiositions aigues a ces polluants.

Chez les vertébrés, le potentiel mutagene et dgece des HAP se manifeste via la génération
de radicaux libres et la formation d’adduits d’AAtkinson & Arey, 1994; Akchat al, 2003; Arey
& Atkinson, 2003; Shaw & Muller, 2004; Belitsky &akubovskaya, 2008) (Fig. 2-2). On distingue
dans I'atmosphére les HAP natifs (non-transforntiey HAP transformés. Parmi ces derniers, les

nitro-HAP constituent les représentants les plugjtees, mutagenes et cancérigenes.

14
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Figure 2-2 : Expression de la toxicité chez les vertébrés @apgikcha et al. (2003)

La métabolisation des HAP est la réaction biologigesponsable de la transformation des HAP
natifs (pro-cancérigénes) en molécules plus réagticancérigenes) qui peuvent former des adduits
d’ADN (Akcha et al, 2003). L'activation des HAP en adduits d’ADN pesat produire par 3 voies
différentes dont deux impliquant les systemes emtigues a cytochrome P450 (CYP 450) (Fig. 2-3).
Cette activation métabolique peut étre rapide cfesirquoi les adduits d’ADN constituent des
marqueurs précoces d’exposition aux HAP et sorquisgnment dosés dans les programmes de
biosurveillance des qualités des sols et des eéasxCYP 450 ont un réle ambivalent dans puisqu’ils
participent a la fois I'activation métabolique dé8P en adduits d’ADN mais aussi aux processus de

détoxification et de protection contre la toxiditéuite par les HAP (Unet al, 2004).
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Figure 2-3 : Activation métabolique du Benzo(a)pyréne par leocgrome P450 (Belitsky & Yakubovskaya,
2008)

2.1.4 Cycle global des HAP dans les écosystemes terrestre

Les HAP se partitionnent entre l'atmosphere, lé eb la végétation par les dépodts
atmosphériques secs gazeux, secs particulairesngtiés de particules (Srogi, 2007) (Fig. 2-4). Le
transport et la mobilité des HAP dans I'environnatrdpendent a la fois de leurs propriétés physico-
chimiques, des propriétés des compartiments emédmentaux exposés et des conditions
environnementales. L’hydrophobicité des HAP témeighiun fort potentiel d’adsorption sur les
matieres organiques et de bioaccumulation danisess gras. Leur structure treés stable ne permet
leur dégradation dans I'atmospheére que par deguettade radicaux libres. Dans les sols, ils peuvent
étre dégradés par certaines voies enzymatiques,soat en général récalcitrants a la biodégradation
et & la métabolisation. lls s’accumulent donc dasssols et les végétaux et peuvent étre transférés

dans la chaine alimentaire et avoir des impactfeswironnement et la santé humaine.

Les HAP du sol peuvent étre transférés a la falineol soit directement par ingestion ou
contact dermique, soit indirectement par ingestienmatériel végétal contaminé (Achazi & Van
Gestel, 2003). Les différentes voies de préléevensmd HAP chez les invertébrés sont bien
documentées et sont spécifiques aux grands grougestituant la faune du sol : la microfaune
(nématodes), la mésofaune (enchytrides, collempelels macrofaune (vers de terre, isopodes). Des
HAP ont aussi été retrouvéssitu chez les vertébrés terrestres et d’eau douceetddss ont montré

gu’ils s’accumulaient faiblement et étaient rapidetnmétabolisés, impliquant que les principaux

16
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effets biologiques directs seraient liés a la faromad'adduits d’ADN et aux risques cancérigénes
associés (Malcolm & Shore, 2003).
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Figure 2-4: Devenir des HAP dans les écosystemes

Les HAP atmosphériques se déposent sur les chaltiyés ou lesprairie et contaminent les
parties aériennes des végétaoxlevant le probléme de transfert dans la chaine alimentaire et
dans les denrées alimentaires (Kipopoulou etal., 1999; Smith eal., 2001; Crepineau &l., 2003;
Rey-Salgueiro etl., 2008)

La population humaine est exposée aux HAP parstigge inhalation et par contact mais la
principale source d'exposition et de risque restegédstion de fruits, de Iégumes, et de produits
animaux contaminés (viande, poissons, produit@dedr, produits laitiers, ceufs) (Brandt & Watson,
2003; Coccoet al, 2007). L'exposition varie au niveau individuellge le lieu (continent, pays,
région, zone rurale/ urbaine/ industrielle, dendiétrafic) et les habitudes de vie (consommatien d
viandes grillées, tabagisme). Dans le cadre d#étivprofessionnelles, certains travailleurs sont

particulierement exposés aux HAP par voie cutandeweaérienne (ouvriers dans les cokeries, les
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raffineries d’aluminium, employés de voirie, mécaams, garagistes, et personnes travaillant a la
réhabilitation des sols pollués). Les concentratien BaP auxquelles ces travailleurs sont exposés
peuvent dépasser les 20-40 g (BPAQS, 1999).

2.1.5 Réglementation

Les HAP ayant des effets délétéres reconnus suortganismes, les outils réglementaires ont
permis de définir des valeurs cibles de conceptraten HAP retrouvées dans 'air ambiant, I'eau
potable, les sédiments et les boues de statiorudipn (INERIS, 2002). Il n'existe pas, a I'heure

actuelle, de réglementation sur les teneurs en #6XRB les sols et les eaux de surface.

Concernant I'air ambiant, la valeur cible est éxgar la directive 2004/107/CE uniquement pour
le BaP & 1 ng fien moyenne annuelle calculée sur le contenu ffadtion PM, des poussiéres en
suspension (JOCE, 2004a).

Dans I'eau potable, la valeur seuil est fixée peuBaP & 0,01 pgtet pour la somme de 4
HAP (benzo(b)fluoranthéne, benzo(k)fluoranthénazbég,h,i)péryléne et indéno(c,d)pyrene) a 0,1
ng L' par le décret n°2001-1220 du 20 décembre 2001 F)@601).

La réglementation N° 1881/2006 de la Commissiaogéenne du 19 décembre 2006 portant a
définit des teneurs maximales en HAP (BaP) toléd&es certaines denrées alimentaires, comme par
exemple les poissons et autres produits de la pé&hbuiles et graisses utilisées comme complément

alimentaire, le beurre de cacao (JOUE, 2006).
2.2 Devenir des HAP atmosphériques dans l'air
2.2.1 Variation des concentrations en HAP dans l'air

Les HAP gazeux comportant 3 ou 4 cycles sont togjoetrouvés en proportions majoritaires
dans les profils de HAP mesurés dans l'air (propost individuelles relatives des différents HAP
dans le mélange total des HAP). Par exemple, leagfttérene est toujours retrouvé majoritairement
dans différents sites échantillonnés en EuropedStmet al, 2005; Tsapakis & Stephanou, 2005;
Gioia et al, 2006). Les concentrations et les profils en H&RdI'air évoluent au niveau global avec
la latitude, les composés les plus lourds étanhsm@présentés sous les latitudes plus élevéegiice
est lié a une plus grande distance aux sourcesa(@itoal, 2006). Les concentrations en HAP
particulaires diminuent en général avec la distanoesources d’émissions (Hafretral, 2005; Wang
et al, 2008).

Les concentrations varient également selon les.pbgs concentrations de HAP gazeux

mesurés dans I'Est de I'Europe (Slovaquie, Républigheque, Est de la Pologne) sont 10 fois plus

18

—
| —



2. Synthése bibliographique

élevées que les concentrations retrouvées en Sieele Autriche. De plus, dans chaque pays, les
concentrations varient d’'un facteur 1 a 3 selositie considéré (Soderstroan al, 2005). De plus, la
densité de population humaine influence localemesitconcentrations atmosphériques retrouvées

dans différents sites a travers le monde (Haéhet, 2005).

Les profils de HAP retrouvés dans l'air varient miweau local selon le type de source
d’émission car toutes n’émettent pas le méme typecamposés. En Europe, les inventaires des
sources de HAP ont mis en évidence la dominancealgses de combustions diffusives. La plupart
des contributions sont attribuées au chauffage dbgque (a bois en Norvege et au charbon/bois au
Royaume-Unis (Gioiaet al, 2006). La mesure de ratios de concentrationse ecértains HAP
renseigne sur la contribution de différentes s@ittémissions au niveau local. Par exemple, up rati
fluoranthéne/pyréne > 1 permet de conclure a uépgmdérance des sources pyrolytiques, tandis que
le ratio Phénanthrene/anthracene > 1 permet ddureng la prépondérance de sources pétrogéniques
(Mostafaet al, 2008).

Les concentrations en HAP varient également dantemps a différentes échelles (cycle
journalier, saisonnier, interannuel) (Breiviék al, 2006; Gioiaet al, 2006). Un saisonnalité des
concentrations est observée dans I’hémispheremotds concentrations en HAP dans l'air sont plus
importantes en hiver a cause d'une augmentatioréhéssions primaires de HAP, en patrticulier des
combustions liées au chauffage domestique (Prevedat al, 2004). Cette saisonnalité a été
observée uniquement pour les HAP particulaires tbome campagne de surveillance du devenir
atmosphérique des HAP dans la région industriefieHdraklion (Gréce) (Tsapakis & Stephanou,
2005), et l'explique par un changement de la distron gaz/particule en hiver lorsque les

températures baissent.

2.2.2 Processus de dissipation
2.2.2.1 Réactions chimiques

Dans lapartie la plus basse de I'atmosphere appelée la tropospleérélAP sont soumis a
différentes réactions photochimiques de dissipatitendégradation et de transformations. Les HAP
particulaires sont soumis a la photolyse qui ctuestie processus de dissipation principal auquel le
HAP gazeux semblent insensibles (Arey & Atkinsof03). Les réactions de photolyse dans la
troposphére sont par ailleurs responsables dertaat@mn de nombreuses espéces photo-oxydantes,
comme l'ozone (@), les radicaux hydroxyles (OH°) et les radicauxates (NQ°). Les HAP natifs
peuvent subir de nombreuses réactions chimiques ldarnoposphére avec des réactifs (Fig. 2-5). Les
HAP gazeux peuvent participer a des réactions a@¢£ et OH°. Les HAP particulaires réagissent
avec HNQ, N,Os. Seul Q intervient dans des réactions impliqguant des HARsSorme gazeuse et

particulaire.
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Figure 2-5: Réactions chimiques des HAP dans I'atmosphéraéafirey & Atkinson (2003)
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O Réaction avec la phase gazeuse
I:I Réaction avec la phase particulaire

/4
- 4

Les produits de réaction sont plus mutagenes quélAd natifs. Par exemple, les HAP nitrogénés
(Soderstromet al, 2005), connus pour étre hautement cancérigenageptétre issus de différents

types de réaction, a savoir :

- Les réactions radicalaires des HAP sous forme gazeu I'élément OH® intervient pendant la
phase diurne et NOpendant la phase nocturne;

- Les réactions électrophiles des HAP sous formeicpdaire avec comme réactifs ,0 et
HNO:s.

Les isoméres formés dépendent de la nature duasgmmatif (gaz ou particule), des types de

réactions induits et des concentrations des éffitSsréléements impliqués.
2.2.2.2 Dépdts atmosphériques
Les HAP contaminent les compartiments environneawenpar les dépots atmosphériques secs
de gaz et de particules (Srogi, 2007). Les dépdtsides de HAP, c’est-a-dire la solubilisation des

HAP dans I'eau de pluie ou le brouillard, sont tési du fait de leur hydrophobicité. Les dépobts

atmosphériques dépendent déja de la nature du l8ABid#ré, en particulier de sa répartition entre
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phase gazeuse et particulaire dans I'atmosphéreledia 2-3). Les processus de dépdts des HAP
gazeux dépendent des variables environnementaldesepropriétés du compartiment exposeé. Les
meécanismes de dépodt des particules dépendentrd®lee de gravité, des vents dominants (vitesse et
direction) et de la morphologie de la zone récept(présence d’obstacles : constructions, batiments

cultures ou foréts).

Tableau 2-3 :Les facteurs influencant les processus de dépaesux et particulaires

Gaz Particules

Propriétés du polluant &4 Diameétre des particules
Densité des particules

Variables climatiques Vent Vent
Température Lumiere
Propriétés des Nature Topographie
compartiments Surface exposée Obstacles
environnementaux
Morphologie

Ensuite, la localisation des dépots varie selatideance a la source. Les HAP gazeux sont plus
susceptibles de subir un transport a trés longstartie et d’étre retrouvés dans les sites éloigaés
toute source d’émissiomgmote ared tandis que les HAP particulaires restent plesmtes sources
(Namet al, 2008). Cela est di au fait que les HAP gazeuxemlétre émis a la fois par des sources
primaires (combustions) et par des sources seaasd@ompartiments environnementaux tels que le
sol ou les végétaux) desquelles ils se volatilisentonction des conditions climatiques, en palitcu

en fonction de la température.

Dans le sol, il a été montré que les concentrateonHAP pouvait varier d'un facteur 3 & 7 entre
un prélevement au bord d’'une autoroute (0-10 maqius de 200 m de celle-ci (Crepinestual,
2003). La proximité aux sources et la susceptiities terrains aux dépobts atmosphériques sont
clairement impliqués dans les teneurs plus élevétesuvées dans le sol. De plus, la proportion de
HAP lourds dans les profils de HAP totaux diminudespon s’éloigne de la source d’émission. La
distribution spatiale des concentrations en HAPsd&s sols de la région de Pékin (Chine) sont

corrélées avec la densité de population et le Rrodérieur Brut (PIB) (Wanget al, 2010).

Dans les végétaux, les HAP de 3-4 cycles sonbueéis majoritairement (Kipopoulcet al,
1999; Howsanet al, 2000; Wilckeet al, 2004; Piccardaet al, 2005; Sharma & Tripathi, 2008;
Lehndorff & Schwark, 2009a). Les concentrationsH&P dans les végétaux varient, comme dans
I'air, selon la saison (Smitlet al, 2001; Prajapati & Tripathi, 2008). Les HAP dééscdans du
fourrage isolé de toute source de contaminatiogpgmt@& des concentrations 40 fois inférieures asell

mesurées pres d'une source d’émission (autoroGtep{neatet al, 2003).
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Le coefficient de partage des HAP atmosphériqueseda végétation et le sol a mis en
évidence une relation avec leur coefficient degugrtgaz/particules (Weiss, 2000; Waagl, 2009).
Selon ces auteurs, les HAP gazeux sont retrouves lda végétaux, tandis que les HAP particulaires

sont retrouvés dans le sol.

Enfin, les concentrations retrouvées dépendent mlepriétés propres du compartiment

environnemental ou de I'organisme biologique exposé

2.3 Comportement et devenir des HAP d'origine atmosphéque dans le sol

Les sols constituent le principal réservoir poes Hépodts atmosphériques de HAP (Wild &
Jones, 1995; Lichtfouset al, 2005). Une fois dans les sols, Les HAP vont sdleis processus

physico-chimiques et biologiques de transport,étpigstration et de dissipation (Fig. 2-6).

Les études sur le devenir des HAP dans les sdidootes été menées dans le cadre de
pollutions fortes industrielles ou artificielles gdol, mais pas dans le cadre de pollutions diffukes
sol d'origine atmosphérique. Dans la suite de cenaike, une distinction sera donc faite entre les
pollutions fortes du sol ou les concentrationsoetées sont supérieures a la dizaine de ppm (ou mg
kg! MS) et les pollutions diffuses. Pour comparaides, concentrations bruit de fond individuelles
des HAP dans les sols sont de l'ordre de 1 & lkgigde sol sec, ce qui correspond a des
concentrations totales en HAP de 500 & 1500 [fglkgsol sec (Achazi & Van Gestel, 2003).

ATMOSPHERE

Volatilisation

Erosion parleventet!’eau

/ Dégradation photochimique

Dégradation chimique
et microbiologique

Solubilisation
en phase liquide

Séquestration
(dansles pores ou dansla

Transport .
phase solide)

(phaseliquide ou gazeuse) Lessivage

SOL

Figure 2-6: Schéma global du devenir des HAP dans les safsé&b Alcayde et al. (2000)

22

—
| —



2. Synthése bibliographique

2.3.1 Transport et séquestration

Il existe 3 mécanismes principaux de transportpddisants dans les sols (Alcaydeal, 2000):
le transport en phase liquide, le transport sofet efes mouvements des eaux souterraines apres

dissolution dans I'eau interstitielle mobile etd@nsport des polluants volatils en phase gazeuse.

Ces mouvements sont largement compliqués par ripyabbicité des HAP et leur capacité de
sorption sur la matiere organique (MO) (Pignaté&lXing, 1996). La persistance des HAP dans les
sols est liée a leur potentiel d’adsorption susdé caractérisé par le coefficient de distributchn
carbone organique @¢) du sol qui a la fois dépend de sa teneur en neadigganique et des propriétés

du polluant.

Le temps de contact du polluant avec le sol cardie sa disponibilité chimique et biologique
et doit étre pris en compte dans I'évaluation degues liés a la pollution des sols par les congposé
organiques. La sorption des polluants a la MO eshécanisme lent, qui peut nécessiter un temps de
contact de plusieurs semaines, voire de plusieois (Rignatello & Xing, 1996). On regroupe sous le
terme « ageing » {#eillissement les processus intrinseques au sol, autres quiis$pation, qui
agissent lorsque la durée de contact avec le pulsgmente. Le résultat final de ce processule est
mouvement des polluants organiques depuis des ctmpats accessibles vers des compartiments
moins accessibles aux microorganismes (Alexan@0R En effet, les polluants se trouvent piégés
dans la phase gazeuse de la MO (pores <100 nmdes)vbu dans la phase solide de la MO
(Alexander, 2000), ce qui réduit considérablement Ibiodisponibilité et favorise la formation de
résidus non extractibles (Reat al, 2000; Uffindell & Meharg, 2007). Ce processus etép de la
nature du sol et est plus important dans un saleasg que dans un sol sableux (Hatzinger &
Alexander, 1995).

2.3.2 Dissipation
2.3.2.1 Dissipation physico-chimique

La dissipation des polluants dans le sol est quoedisée sous forme de courbe décroissante
biphasique constituée d’'une premiere phase depdigsn rapide, puis une phase de dissipation lente.
Les HAP les plus volatils (naphtalene) ont une fa@isle affinité pour le sol et seront éliminés gan
I'atmosphére par volatilisation. Le lessivage esttecorie limité par la faible solubilité des HAEn
fait, méme les composés les plus solubles sonspemis au lessivage. Ainsi, une étude (Amedial
al., 2006b) a démontré que le phénanthréne, malgréainbilité élevée (1,1 mgl), n'est que peu
lessivé dans 2 sols agricoles (2 % de la quantté&épart) méme aprés 6 mois de contact. Le

phénanthréne qui s’est fortement adsorbé a la M&bto’a qu’une trés faible capacité de désorption.
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2.3.2.2 Biodégradation

La dégradation des HAP dans les sols fortementugmlse fait majoritairement par voie
biologique. D’apres Volkering & Breure (2003), laothégradation des HAP dépend de sa
biodisponibilité dans le sol qui varie elle-mémdorele log Kow et la dégradabilité intrinseque du

polluant et selon la capacité de dégradation dpalptions de microorganismes indigénes.

La plupart des bactéries ou champignons du sahbtep de dégrader les HAP ont été isolés
dans des sols fortement contaminés (Clildal, 2007; Seoet al, 2007). La dégradation se fait
majoritairement en aérobiose car de nombreusescesp#e microorganismes sont capables de
transformer et minéraliser le noyau aromatiquea@é¢ des enzymes de la famille des mono et di-
oxygénases (Alcaydet al, 2000). La dégradation anaérobie a été observas l@s sols et les
sédiments en conditions dénitrifiantes, ou de taégluction (Andreoni & Gianfreda, 2007) mais son

existencen situreste la plupart du temps difficile a démontreolRéring & Breure, 2003).

2.3.2.3 RoOle de I’exsudation racinaire et des symbiontesimaires

La présence de la plante modifie les propriétémiglies et biologiques du sol environnant par
exsudation et par la présence de microorganismanbisfigues comme les champignons
mycorhiziens et les bactéries du geRkizobium La rhizosphere constitue la partie du sol sous
linfluence des racines. La nature de la rhizosphéépend de I'espéce végétale considérée, des

populations indigénes de microorganismes dand Jeledécosysteme.

Les racines exsudent différents types de compdedsmucilages (polysaccharides de grosse
taille), des acides organiques et des minérawplilygart des molécules excrétées peut servir pour la
nutrition des microorganismes libres du sol, etocdangmente I'activité microbienne au voisinage des
racines (Faret al, 2008). Certains composés agissent en tant quagdlatants et diminuent la
toxicité des polluants (citrate, malate), d’autrempéchent l'absorption racinaire des polluants
(mucilages). L'effet rhizosphéere correspond a I'honétion de la dissipation des polluants stimulée

par les exsudats racinaires (Fig. 2-7) (Shann, 1995

De plus, les racines peuvent s'associer en symbio®c différents microorganismes pour
améliorer leur nutrition en azote (N) ou en phosph®) qui sont les éléments les plus limitantssdan
les sols. Les champignons mycorhiziens a arbus¢alelé- : arbuscular mycorrhizal fungi) forment
des mycorhizes avec la majorité des veégétaux suypéri(> 80%) et améliorent leur accessibilité
racinaire au P notamment en permettant d'augmeeter surface de contact avec le sol. Les
légumineuses (Fabacées) sont capables d’assiraitetd atmosphérique gNgrace aux associations
symbiotiques qu’elles forment avec des bactériesgdnre Rhizobium les nodules. Toutes ces

symbioses imposent un codt de carbone supplémemtain la plante.
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Figure 2-7: Schéma effet rhizosphére (Shann, 1995)

Il a été montré que la présence de mycorhizesiamadh dissipation des HAP dans les sol
fortement contaminés (Binet al, 2001; Faret al, 2008). L'amélioration de la dissipation des HAP a
lieu directement grace au prélevement par la platitel indirectement par stimulation de l'activité
microbienne due a l'effet rhizosphere (Gao & Zh004). Les mycorhizes permettent a la fois
d’améliorer la survie des plantes dans les solsaooinés (Leyval & Binet, 1998) et contribuent au

prélevement des HAP du sol par les plantes (&ab, 2010).

Les relations plante-microorganismes ont une itgn@e capitale dans le devenir et les effets
des HAP dans les sols fortement pollués, maisrtdardans la contamination par voie atmosphérique

du sol ou a I'échelle d’'un microsysteme sol-plamieroorganismes reste encore mal connu.

2.4 Devenir et effets des HAP atmosphériques dans leggétaux

Les HAP atmosphériques peuvent contaminer lestgdadirectement a partir de l'air par
prélevement au niveau des feuilles et/ou indireetgna partir du sol par prélévement racinaire
(Kipopoulouet al, 1999; Collinset al, 2005) (Fig. 2-8).
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Figure 2-8: Les principales voies de prélevement des modécoifganiques par les plantes (Collins et al., 2005

2.4.1 Voie racinaire

Les connaissances sur le prélevement racinaireldBsd’origine atmosphérique déposés au sol
ont été recueillies dans le cadre de pollutionsaluou de sédiments a fortes concentrations afin de
développer les procédés de phytoremédiation. Eanadhe, le prélévement racinaire de HAP a été peu
étudié lorsque leurs concentrations dans les saien faibles. Dans des sols fortement contaminés,
les HAP s’adsorbent a la surface des racines, péypénétrer dans les tissus racinaires internes, et
peuvent méme étre transloqués vers les partiesna@s (Schwabt al, 1998; Binetet al, 2000; Wild
et al, 2005a; Jiaat al, 2007; Srogi, 2007).

L'influence des propriétés physicochimiques desPHAn particulier de leur d¢ et leur
solubilité, sur le prélevement et la translocatdes HAP du sol dans les plantes est assez bien
documentée (Gao & Ling, 2006; Liet al, 2007; Yang & Zhu, 2007; Gao & Collins, 2009). Le
prélévement racinaire des HAP serait un phénométiie(@ao & Collins, 2009) qui augmente avec
leur Kow mais qui est limité par le nombre de cycles aroguass (Fig. 2-9). La translocation racine-
feuille des HAP est sous la dépendance du fluxalespiration dans la plante. La capacité théorique
de translocation augmente donc logiquement aveoliailité du composé et diminue avec sawK
Selon Collins & Finnegan (2010), elle ne seraitsile que pour les HAP dont leptt est compris

entre -1 et 5.
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Figure 2-9 : Relation entre le facteur de bioconcentration daagacines (RCF) ou dans les parties aériennes
(SCF) et le log kw des HAP (Tao et al., 2009). RCF : Root concemmafactor ; SCF : shoot concentration
factor

Cependant, les mécanismes fondamentaux de pré&évedes HAP par les racines, de
translocation et de stockage, ainsi que les fagti@opliqués sont mal connus alors méme qu’ils sont

cruciaux dans I'évaluation des risques.

L'observation des mouvements du phénanthrene Bamthracene dans les racines de blé et de
mais a été effectuée par Wild et al. (2005a) @d'ale la microscopie TPEM (two-photon excitation
microscopy). lls entrent radialement dans I'épiderh pénéetrent dans le cortex puis se dirigers ver
les parties aériennes par des mouvements latéenig tjui se font majoritairement par la voie
apoplasmique et un peu par la voie symplasmiqug. @&il0). La dégradation de l'anthracéne en
anthrone, anthraquinone et hydroxyanthraquinonelestrvée directement dans la zone d’élongation
et de ramification (Wildcet al, 2005a). Ni I'anthracene, ni le phénanthrene n&igtobservé dans les
parties aériennes du blé et du mais aprés 56 gbexposition dans du sable (Wikt al, 2005a). La
translocation du phénanthréne et du pyrene verpdeses aériennes a toutefois été observée a de
nombreuses reprises comme par exemple chez 12esspégétales cultivées 45 jours dans des sols

artificiellement contaminés (Gao & Zhu, 2004).

27

—
| —



2. Synthése bibliographique

]
branching zone
— e
T
| — r—-
B + ] Li
S T| —
root hair zone | A
| I T e
| [ f——
m———| E S —
R ! —
Phenanthrene —«{| + 1.]® —Anthracene
zone of elongation — epidermis
cortex
vascular tissues

apex
root cap

Figure 2-10: Représentation schématique des maoenem de la localisation et de la dégradation de
I'anthracéne et du phénanthréne dans les racinés &p jours de culture dans du sable contaminéd(¥¥ial.,
2005a). L'anthracéne est figuré sur la partie dreitle phénanthréne, sur la partie gauche. Le codleur est :
bleu : anthracéne ou phénanthréne ; vert : anthrorenge : anthraquinone ; rouge : hydroxyanthramme.

Malheureusement, la plupart des investigatiortseétdh menées en exposant des végétaux aux
HAP dans des matrices trés différentes du sol, oerdes solutions de culture/vermiculite (Gao &
Collins, 2009), des cultures hydroponiques (&t@l, 2006; Zhuet al, 2007), ou du sable (Wildt
al., 2005a). Cultiver les plantes dans de tels milipvdsente des avantages techniques et permet
d’identifier les mécanismes fondamentaux du trafisfeais présente I'inconvénient majeur d’éluder

la notion de biodisponibilité, qui conditionne Igfgvement racinaire des HAP a partir du sol.

Enfin, la voie racinaire n'a d'importance dansctatamination des végétaux situ qu’en cas
de pollution forte des sols (>10-100 mg'kdS) (Collins & Finnegan, 2010).
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2.4.2 Voie foliaire

De nombreuses études ont mis en évidence la tapdes végétaux a prélever les HAP
atmosphériques par leurs parties aériennes (Simob®94; Kipopouloet al, 1999; Linet al, 2006;
Wild et al, 2006). Les végétaux occupent une place essentalhs le cycle global des polluants
organiques persistants (POPs) (Simonich & Hite8518IcLachlan, 1999). lIs couvrent plus de 80 %
de la surface terrestre continentale et leur sarfaliaire est en général plus importante que ahlle
sol sous-jacent. Enfin, les végétaux ont une ingmbet faction lipidique qui permet une accumulation
de substances hydrophobes. Les végétaux ont dorddeuguantitatif dans I'épuration de I'atmosphére
(Simonich & Hites, 1994).

Les concentrations en HAP retrouvées dans lestadgésont en général corrélées avec les
concentrations retrouvées dans l'air. Cette profprié@ permis de développer les techniques de
biosurveillance végétale. Celles-ci complétentriessures physico-chimiques réalisées au niveau du
compartiment atmosphérique et présentent plusiaumstages Notamment, les végétaux sont plus
simples a prélever, surtout dans les sites trédsisBe plus, les données sont intégrées sur umgeido
période car I'accumulation a lieu tout au long devie du végétal (période de végétation ou durée
totale de vie). Enfin, 'avantage majeur de I'slition de matériel biologique consiste a pourvoir
étudier les impacts des polluants sur les orgarismants. Pourtant, cette propriété n'a pas été

exploitée en cas d’exposition a la pollution atnf@smue par les HAP.

Les concentrations ainsi que les profils en HA&hsdles organes aériens des végétaux different
selon le lieu d’échantillonnage, permettant deirtister les sites urbains, suburbains et ruraux. Le
dosage des HAP particulaires au sein des végétauxedune information concernant la proximité a
des sources d’émissions. En effet, les HAP pasticed sont uniquement retrouvés pres des sources
d’émissions (Rey-Salgueiret al, 2008; Sharma & Tripathi, 2008) et pas dans lésssiuraux
(Wagrowski & Hites, 1997b). De méme, ils sont pilmndants dans les zones de trafic que dans les
zones residentielles (Yanet al, 2007). Les concentrations retrouvées dans lestagg peuvent
également mettre en évidence I'étendue des impiaate source, comme par exemple autour d’'une
usine électrique a base de charbon (Sharma & Tijp2008) ou apres une émission accidentelle,

comme dans le cas de l'incendie d'une usine chien{ey-Salgueiret al, 2008).

Le devenir des HAP dans les tissus végétaux dondi a la fois leur transfert dans la chaine
alimentaire et la probabilité d’effets toxiques g plantes. Or, les facteurs régissant leur degent
assez mal connus car les études sont quasimentitsgffectuéem situ, ce qui complique a la fois

leur mise en ceuvre et l'interprétation des résaultat

L'influence des propriétés physico-chimiques dédPHa fait I'objet de nombreuses études. En
particulier, leur partition gaz/particule conditianleur localisation dans les feuilles (Simonicd94;
Kipopoulou et al, 1999; McLachlan, 1999; Yang & Zhu, 2007). En gffes HAP gazeux sont
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capables de pénétrer dans les tissus interneseddled tandis que les HAP particulaires restent
majoritairement dans la cuticule (McLachlan, 198f@wsamet al, 2000). Cette distinction entre
HAP adsorbé a la cuticule et HAP absorbé dansuifldeest importante puisqu’elle conditionne leur
devenir. Les HAP contenus dans la cuticule dedlésusont mobiles car les couches les plus externes
de la cuticule sont sensibles a I'altération. LesPHcontenus dans ces fractions peuvent alors étre
transférés a la canopée inférieure et au sol pphdémoméne de shedding (=versement) (Howsam
al., 2000). Entre 4 et 40 % des HAP émis aux Etatsdarait en permanence récupérés a partir de

'atmosphere vers le swla la végétation par ce phénoméne (Wagrowski & Hit887b).

Le devenir des HAP dans les tissus foliaires viaeaucoup selon la localisation des études et
les espéces végétales prélevées. Par exemple ARpélivent étre retrouveés majoritairement dans la
cuticule, comme c’est le cas dans les feuilles dspgces d’'arbres collectés dans la région de Pekin
(Chine) (Wanget al, 2008), ou au contraire dans les tissus intec@ame dans des feuilles de mais

récupérés dans un site rural pres de Bayreuthrfalgme) (Kaupget al, 2000).

La capacité de récupération et de rétention ddlsigmbs atmosphériques par les végétaux
dépend de leurs propriétés intrinseques (Bakkeal, 2000; Howsanet al, 2000). De nombreuses
études ont tenté d’identifier les parametres-ctiaslitionnant cette capacité de rétention. La serfac
foliaire et le taux de lipides sont les parametessplus documentés (Wagrowski & Hites, 1997b;
Kauppet al, 2000). Cependant, les résultats sont contradést@ntre les auteurs. Si la surface foliaire
explique les différences observées entre espéepeséas dans le méme site (Bakétal, 1999) et le
taux de lipides explique les différences entre dé&rents tissus d’'une méme espéce (Simonich,
1994), ces parametres ne suffisent pas toujours paumaliser les concentrations (Howsamal,
2000). Les propriétés de surface des feuillegejue la morphologie et la composition de la algic

et la présence de poils, seraient particulierermepbrtantes dans le devenir des HAP.

Cependant, comme dans le cas de la voie racinkige,mécanismes fondamentaux de
prélevement des HAP par les feuilles et de stockamsi que les facteurs impliqués restent encore
mal connus. D’aprés Wild et al. (2006), le phénanb et I'anthracéne traversent la cuticule
rapidement (24-48h) pour se retrouver dans lesdisgernes de I'épiderme et du mésophylle. (Fig. 2
11). Deux voies différentes de transport cellulaire été identifiées pour le phénanthréene: la voie
apoplasmique chez le mais ou symplasmique chemndiép (Wild et al, 2006). Le phénanthrene a

méme été observé dans les vaisseaux du xylémdedarasgs (Wildet al, 2004; Wildet al, 2006).
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Figure 2-11 : Diagramme schématique montrant lalisation du PHE dans les feuilles d’épinard (ga)e de
mais (droite) apres 12 jours d’exposition a uneoafhére contaminée par le PHE (Waldal, 2006)

2.4.3 Effets biologiques et physiologiques des HAP atmols@riques sur les

plantes

Les contaminants organiques, considérés comme daspwolluants car ils sont présents en
faibles concentrations, peuvent néanmoins exeregreffets toxiques et engendrer un stress chez les
végétaux a partir du moment ou ils parviennent @épéer dans les tissus internes a partir soit des

racines soit des feuilles (Verklesj al, 2009).

In sity, les effets des polluants sont difficilement idibles car ils sont inclus dans un
contexte complexe, comprenant les conditions enwuigmentales et le possible synergisme entre
polluants. Des chambres d’exposition ont été compuer étudier les effets de 'oxygene, du,Cde
'azote, et des BTEX (Greenberg, 2003). ConcerfenHAP, certains dispositifs ont été congus mais
n'ont été utilisés que pour des études de bioackation (Peck & Hornbuckle, 2003; Wildt al,
2006; Zuoet al, 2006; Kobayashet al, 2007).
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Par conséquent, la plupart des expériences onhét€es par vaporisation ou application de
solutions aqueuse de HAP (Huaeg al, 1996). L'impact des HAP photo-induits (c'est-aedi
transformés par une réaction avec la lumiere deilsal été étudié depuis une quinzaine d’années sur
quelques espéces vegétales terrestres (Heiaaly 1996), mais les effets des HAP natifs par la voie
de contamination atmosphérique sont encore pewsonrapplication d’anthracéne en solution dans
du DMSO sur les feuilles du radis ou de la laituevpquent une diminution de leurs biomasses
racinaires et foliaires (Wieczorek & Wieczorek, ZD0Seul un petit nombre d’expériences de
phytotoxicité ont été menées sur les HAP atmosgbés par des procédés de fumigation. Sur le pin
rouge Pinus densifloraet la tomatel(ycopersicon esculentynde tels procédés ont mis en évidence
un impact sur les parameétres photosynthétiguedédal2-4) (Oguntimehiet al, 2008; Oguntimehin
et al, 2010).

Les effets observés aprés une exposition aérigmaelAP sont similaires a ceux observés pour
la voie d’exposition racinaire ou des plantules é@étexposées en boites de Petri, en hydropormis, da
du sable ou dans du sol (Aisaal, 2006; Kummerovat al, 2006a; Kummerovat al, 2006b; Liuet
al., 2009; Meiet al, 2009; Kummerovat al, 2010) (Tableau 2-4). Il reste cependant difficke
synthétiser les concentrations en HAP et les duttéegposition utilisées au cours de ces études du a

I'hétérogénéité des protocoles utilisés.

Pour tester les pollutions du sol, des cours detades sédiments par les HAP, des tests de
toxicité sur les plantes sont généralement utilisésque les tests de germination (Greenberg,)2003
La croissance et la reproduction constituent démutcritéres d'évaluation pertinents mais plus
contraignants. Si I'hydroponie simplifie largemeoés tests de croissance, sa représentativité

environnementale reste discutée.

Quelles que soient les concentrations utilisédssetlurées d’exposition sélectionnées, il existe
des effets biologiques et physiologiques commumxsdeaux modes d’exposition par voie racinaire et
foliaire: une diminution de biomasse, une pertudmatle la photosynthése et I'induction d’un stress

oxydatif.
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Tableau 2-4: Synthése des effets biologiques et physiologiguestponse a une exposition aux HAP par voie
foliaire et racinaire. BaP : Benzo(a)pyréne ; NARaphtaléne ; FLT : fluoranthéne ; ANT : anthraceRE :

phénanthréne ;PYR :pyréne ; Chl a, b : chlorophgliet b ; K/F,, : efficience photochimique du Photosystéme

II'; Amax: assimilation du C@a lumiere saturante,qF fluorescence initiale ; g conductance stomatique ;
RuBisCO : Ribulose Bis Phosphate Carboxylase Oxaggn SOD : Superoxide Dismutase ; CAT : catalase ;

PPO : polyphenol oxidase; POD : peroxidase ;APascorbate peroxidase ;

scavenger

GSH : glutathione ; *OH°

=49 'vY WNJuaINIsa
(0T0Z ‘fe Yauiyswnunbo spefiu RS 'R™y 'ROOSIANY  (s3s0193U * S3s040]Y) U091s1adookT 1
‘8002 ‘[ 18 yawinunbo) Slae RJonuuew spinofe  ‘sepiouglofed ‘qlee YY)  aleljo) safewwiog 2I0JISUBp Snuld 114AHd
KI00US:100Y
‘Ralreuioel snAes snueydey
002 48102981/ B Y210293I\) K% 'RSd alsuaul 19 alreljo) SSsewolg IS BINJET INY  3leljo} al0A
4
1¥D ' 00d ‘0dd ‘0S samanoy  (Sa||nay) nelo} Salng 913|300k 80UA0SAUS
6002 “[e18 1BIN) SOY Uorewio4 '89[e10} SBUIl0Id apNSsad0ld SUBUIS ®BIpWeRD IHd
anbnse|douojyo
sapidij sap uoepAxoiad 19 S3[eLPUOYICHIW
'WHS9 ‘v “O°H SaURIqUIAW S3p N
v asde|02 19 UoeWIORA  UoneuILD
6002 ‘19 N11)  1¥D XdY ‘00d ‘00S SauAnoy RQ1e|Y  ‘soudelinenBuo  apxnel  ueley) sisdopigely JHd
ada1 wnnkjsyoudyy
‘Irefisnia eojyaouIya3
RRINS B Xe | = ‘SLIIJID SNIYOUR)
‘Ksabi  uoneuiwsah ‘enpuadiing enojsinog
300z Senan)-soukay) )SouIoel JnanBuo]  apxnel  28JeuIpUNIR BINSS fed/dAd/IHd
jpidi| sap uonepAxoled 99WI0JSUel) Saulae)
8002 ‘[e 19:ueigeq) '=(0S QINIDY  (Sauloel) Spfejo} Sauiglold  aujoel InanbuoT sng/aur windoyoro NV
N
99J9)R [IIH ap uonaeay uorreuiLah
8002 ‘[e 122n0/8WWNY) ‘R'o'R"/H'vY  sdudelnanbuo]  apxne] INAIES WnSid 1
KJ00US:100Y4 snAes snueydey
002 “¥8I0Z981/ % Y210293I\) Wapsed  RIBUIOR] 3SSWOIG 2\JBS BINJJRT 1INV
Y9N [IIH 9p uondedy
‘R Io'RU4rH v Ralleuie)
9002 ‘[e 1a2n0/8WWINY) 'SoPIoUBI0Y ‘18 BIYD  Bllelo} SasSewoIg INAIES Wnsid 1M
=)lIRUIe)
9002 ‘e 1aBUNY) alIel|0} SASSeW0Ig uadarwnioyil  4¥N/deg  reuIdel BI0A
SUIETEIEN InepAxo ssang SaupuAsojoyd JOURSSI0I) UORUIWIBY o Bfelahign 828dsT dvH  uomsodx3




3. Mise au point du dispositif de pollution atmoSphue

3 MISE AU POINT DU DISPOSITIF DE POLLUTION
ATMOSPHERIQUE

Figure 3-1 : Photographie présentant le dispasigikposition

3.1 Présentation

Les recherches bibliographiques préliminaires sxtrevaux nous ont conduit a faire le constat
qgue les études sur le transfert et les effets d&B Btmosphériques sur les écosystémes terrestres
étaient limitées. En effet, peu de dispositifs expéntaux ont été mis au point pour créer
expérimentalement des ambiances de contaminatiemsghérique d’'une facon suffisamment fiable et
reproductible. Or, le développement d’enceintesmbsition opérant avec des flux de polluants
contrélés et permettant de cultiver différenteseesp végétales dans des conditions climatiques
définies est primordial pour pouvoir disposer d'ontil d'étude pertinent afin d’identifier les
mécanismes fondamentaux du transfert des HAP demsdmpartiments environnementaux mais
aussi les effets sur les plantes. De plus, il é&tessaire de pouvoir décrire précisément lalation
des flux d’air au sein de ces enceintes pour pouwécrire la diffusion des contaminants dans les
différents compartiments édaphiques et biologiques.

Dans le cadre de nos travaux de recherche, undiigpexpérimental constitué d’enceintes
d’exposition cylindriques a donc tout d’abord éé&eloppé (Fig. 3-1). Ce dispositif a été congu pour
pouvoir générer des pollutions en HAP sous formeegse, qui constitue la voie préférentielle de
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contamination des végétaux. Plus précisément, aouss centré notre étude sur les HAP formés de 3
cycles, qui sont prépondérants dans I'atmosphérag(@wski & Hites, 1997b; Gioiat al, 2006).
Initialement, deux HAP, le phénanthréne (PHE) eflleréne (FLU) avaient été choisis, et des
expériences préliminaires ont donc été menées @a&@ molécules. Finalement, seul le PHE a été
retenu pour la suite des expérimentations car swerdr dans les sols et les plantes est mieux
documenté que celui du FLU (Amellet al, 2006a; Wildet al, 2006; Chiapusiet al, 2007).

L’objectif principal a atteindre était de validee dispositif expérimental pour son utilisation
dans I'étude du transfert et des effets de polliatmosphériques sur des microsystémes sol-plante-

microorganismes ce qui impliquait :

- la caractérisation des flux, et en particulier ddfier que I'exposition au polluant est homogéne
dans toute I'enceinte

- de reproduire des concentrations au sein de I'etees’approchant au plus prés des
concentrations retrouvé@ssitu en cas de pollution

- de mettre au point une méthode d’échantillonnagie suivi des concentrations atmosphériques

en HAP adaptée aux enceintes d’exposition.

Un travail conséquent de mise au point a doncnétéessaire pour fabriquer des enceintes
adaptées a la culture des végétaux ou une pollatimosphérique en HAP proche des conditions
situ était créée, puis pour définir, calibrer et valides capteurs passifs capables d’échantillonner et
de mesurer les concentrations atmosphériques endahkles enceintes. Pour calibrer la réponse de
ces capteurs passifs, la comparaison avec lestatssubtenus a l'aide des méthodes actives a
rapidement été exclue car la mesure active deagya$f dans les enceintes aurait perturbé le flux et
'exposition. Aucun échantillonneur passif n’étatisponible dans le commerce, il a donc été
nécessaire de développer des capteurs spécifiquegilsant comme modéle les tubes Radiello
initialement développés pour le dosage des corat@nis de BTEX dans l'air. Le charbon actif
contenu dans les tubes et qui permet d’adsorbeoleposés organiques volatiles s’est révélé efficac
pour surveiller les concentrations en PHE dans.|'Bies expérimentations complémentaires ont
ensuite d0 étre réalisées pour optimiser la gédendes capteurs (diamétre et longueur des tubes),
ajuster la quantité de charbon actif, trouver Idemide séparation adéquate entre I'absorbant et le

milieu extérieur et adapter la méthode d’extraction

Le développement de la méthode de calibratiom aéatlisé en collaboration avec le laboratoire
CNRS FEMTO. Pour étudier les flux dans les encesietecalibrer les échantillonneurs passifs, nous

avons choisi une double approche mélant expérirtientet méthode mathématique de simulation.

Dans un premier temps, une pollution artificigler le PHE atmosphérique a été créée dans les

enceintes dans lesquelles des capteurs et du sétéexposés pendant 2 semaines afin de tester la
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fiabilité, la reproductibilité et le comportemeng des échantillonneurs et également de déterminer

expérimentalement le transfert du PHE dans les sols

Un modéle mathématique qui simule les flux de Rdtls les enceintes a finalement été
développé en paralléle et a été confronté aux tedsubxpérimentaux. Le Computational Fluid
Dynamic (CFD) permet de modéliser les flux de malés et leurs évolutions temporelles et spatiales
a partir de leurs propriétés physico-chimiquesest dimensions de I'objet. Des puits comme le sol et

la plante peuvent également étre ajoutés.

En résumé, cette étude a permis de valider lanpexte de notre dispositif pour pouvoir mener
des études sur le transfert et les effets des Hiwkbsphériques. En particulier, ce travail de

méthodologie a permis de montrer que les concéngaen PHE atmosphérique :

- étaient distribuées de maniére constante et horeodgms la zone ou les microsystémes étaient
placés.

- étaient contrélables en ajustant la quantité de P& au départ dans I'évaporateur et
permettaient de fait de créer des contaminatioradistés, c'est-a-dire de simuler des
concentrations proches de celles retrouvg@sgu.

- pouvaient étre mesurées a 'aide des échantillasrEassifs développés dans ce but.
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3.2 An exposure device to study atmospheric depositiosf PAHs in environmental

compartments: Development and validation in microcems with phenanthrene

Dorine Desalme * Jean-Claude Ro¥ Philippe Binet, Geneviéve Chiapusih Daniel Gilbert!,

Marie-Laure Toussaint Laurent Girardot, Nadine Bernard

! Université de Franche-Comté, CNRS, UMR 6249, Qiemvironnement, BP 71427, F-25211
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Soumission prévue en septembre 2011

Abstract

Few experimental devices have been designed tolaenatmospheric pollution by PAHs in
controlled conditions. This study aimed at validgtsmall-scale exposure chambers to study effect on
and transfer to environment of atmospheric PAHs Woek involved testing 1) the homogeneous
distribution of atmospheric concentrations in charsb 2) the reliability and reproducibility of
monitoring of atmospheric phenanthrene (PHE) comagans by passive samplers. A dual approach
coupling experiment and simulations was selectedormvide comprehensive validation of our
experimental device. PHE was used as a model PAydrierate atmospheric PHE pollution (11-90 pg
m®) generated in chambers over the course of two sveR&ssive air samplers (PAS) and soil pots
were placed at different locations in exposure diens In parallel, computational fluid dynamic
simulation (CFD) was used to characterize atmospH&ilE concentrations in chambers and was
compared to experimental results. PHE concentratigare distributed homogeneously within the
chambers and provided the same exposure condititvesever the soil pots and passive samplers
were placed. PAS measurements and PHE soil extractsults were in accordance with the
simulation, validating the exposure device andrtimmitoring of atmospheric PHE exposure by PASs.

Relevance of this device in environmental exposoralitions is discussed.

Key-words: exposure chambers, atmospheric pollution, polycyaliomatic hydrocarbons (PAHS),
phenanthrene (PHE)
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3.2.1 Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) are sealatile persistent organic pollutants (POPS)
of environmental concern because of their mutagenit carcinogenic properties (Wild & Jones,
1995). While the effects of acute exposures to PAkswell documented (Sverdrgh al, 2001,
Sverdrupet al, 2002; Paskovat al, 2006), especially in soils, chronic exposuresehlagen scarcely
investigated even if this exposure regime was tlstncommon and probably the most harmful.
Primarily emitted into the atmosphere by incomplatenbustion of fossil fuel and biomass, they are
now found in all environmental compartments inchgdiair, soil, water, vegetation and animals
because of atmospheric deposition of gas and [etiPAH concentrations in air varied according to
the proximity to emission sources, i.e., backgroand rural areas (from 40 pg®mo 20 ng 17 in
Europe,XZ-pany (Gioiaet al, 2006), urban areas (136 ng3ri|m Chicago,X13pand and near emission
sources (1160 ng ‘fmearaluminum smelters in Quebet,spang (Hafneret al, 2005). The transfer of
PAHSs from air to the soil-plant system is a cruatdp conditioning their entry into the food chains
and the risks for human health and organisms (Sthpt994; Kipopoulowet al, 1999).

The partitioning of PAHs between air and the ptdlat system has been mainly studieditu
but the environmental fate of airborne PAHs vamadily in response to environmental variables such
as temperature, relative humidity, atmospheric mgxby wind and rainfall (Simonich, 1994). It
results that field studies are complicated by mangredictable and variable environmental factors
that prevent a clear identification of the mechasi®f PAH transfer in the soil-plant system. Beside
environmental variables, the effects of atmosph&#Hs on organisms are complicated by the
possible interactions with other pollutants (whatets nature, i.e. organic or metallic). Consedjyen
although simplified, exposure experiments in cdig conditions are required to identify the
mechanisms involved in the transfer and the bicklgeffects of atmospheric PAHs in the different
environmental compartments of terrestrial ecosystem

Few experimental devices exist to expose plantpditutant-enriched atmosphere. Large
chambers have been developed to examine the effeclisnate changes (Peck & Hornbuckle, 2003) -
such as temperature, humidity and light - or teedwrine the physicochemical properties involved in
the partitioning of PAHs (Maddaler al, 2002; Kobayashét al, 2007). Such devices need specific
exposure facilities such as growth rooms speclficeéserved to establish pollution conditions.
Smaller exposure chambers have been also describes; investigated either the transfer of
atmospheric PAHs specifically into the foliage (W@t al, 2007) or the fate of PAHSs in the different
plant compartments but only on plants grown in bpgnics and not in soil (Liet al, 2006; Zuoet
al., 2006; Linet al, 2007). Even if most of exposure experiments wegormed assuming air
concentrations relevant for specific field condigp they suffered from biases, e.g., they did not
provide constant exposure to contaminated air flawd did not investigate chronic exposures

(duration of several weeks or months).
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Exposure assessment in the field and in experaharanditions has increasingly used the
passive sampling technology (Bernatdal, 1999; Tacet al, 2007; Tacet al, 2008). This method is
based on the free diffusion of molecules from @mling material to the sorbent material (Gorecki &
Namiesnik, 2002). In addition to their low cost galver-free use (Krupa & Legge, 2000; Gorecki &
Namiesnik, 2002), they permit to calculate timegted average (TWA) concentrations. Hence, an
integrative characterization of the exposure bypheuct of concentration and exposure duration is
more representative than instantaneous measuremesesl on the frequency of exposures and the
peak concentrations, especially for pollutants sashPAHs that act like accumulative phytotoxic
elements (Gorecki & Namiesnik, 2002). In additipassive samplers are particularly preferred in
controlled conditions because they do not disthebsampling region and are easy to handle. Gaseous
PAHs were usually collected on absorbent matesiath as polyurethane foam (PUF) or activated
carbon (AC) (Begerowt al, 1995; Zucet al, 2006; Linet al, 2007).

Generally, passive air samplers (PAS) validatiod aalibration were performed either by
comparison with active sampling results, or by expental kinetic calibration (Ouyang & Pawliszyn,
2007). However, active sampling of PAHs is scaradyeloped (Peltonen & Kuljukka, 1995) and
active and kinetic approaches are both complextlygosnd time-consuming. To overcome these
disadvantages, the computational fluid dynamicsO)Csoftware FLUENT (Fluent, 2009) has been
used to simulate airflow and contaminant disperdfttUENT solves equations for mass, momentum,
energy and species conservation in the considesethith with the finite volume method (Patankar,
1980). CFD tools have been successfully used dinoedecades for the determination of gaseous
pollutants (Clauseet al, 2010) or contaminant particle concentrations r{léa al, 2006) in indoor
environment. The sampling rate of some passiveamplers in freestream has been also simulated
with CFD tools for different geometries (Thomas al, 2006). Experiment and CFD tools are
complementary approaches. Nevertheless, the adyentd CFD compared with experimentation are
1) the more complete results because air condemtsa airflow pattern, velocity and other propesti
can be estimated at all grid points throughoutdbmain of interest; 2) the more rapidly obtained
results; 3) to avoid problem with contaminant tayicexplosivity and flammability; 4) its potential
accurate representation of contaminant distributicenclosed spaces (Leeal, 2002).

The work involved 1) the characterization of PHBneentrations in chambers 2) the
experimental validation of passive samplers to meoriPHE concentrations and 3) the experimental
study of PHE transfer in soil. Phenanthrene (PHER-ringed PAH, was selected as model PAH
because of its specific properties (molecular wei§ifi8.2 g mof; saturation vapor pressure: 0.02 Pa
at 25°C), its ubiquity in air (Wagrowski & Hites9a7b; Gioiaet al, 2006), and its frequent use in
controlled conditions (Chiapusit al, 2007; Gacet al, 2010; Weismart al, 2010; Chiapusiet al,
2011). Passive air samplers and simplified micresgs (soil pots) were exposed to atmospheric PHE

over the course of two weeks in exposure chambers.
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3.2.2 Materials and methods

3.2.2.1 Physical description and characterization of thpesure
chambers

The experimental device consisted of 32-L cylioakriexposure chambers constructed from
polymethyl methacrylate (65 cm high x 25 cm diametiéour exposure chambers were placed under
the same fumehood and were linked by means of piptse same pump generating a continuous air
flow (2.25 L min') controlled by a flowmeter. In each chamber, tineatered the exposure chamber
through a central bottom tube placed above théploter, and exited toward the fumehood through a
central top exit hole. Atmospheric PHE pollutionsagenerated by the evaporation of the PHE pills
(average pill weight = 130 + 10 mg) in evaporaaeced before each chamber. Pills were weighed at
the beginning and at the end of the experimengt RHE concentrations in chamber air (ug PHE m
were calculated as the ratio of the pill evaporatite (ug PHE mif) over the pump flow (fmin™).

These calculated inlet concentrations were use@velop the mathematical model (§ 2.6.).

3.2.2.2 Particle Image Velocimetry (PIV)

The PIV technique (TSI Europe, Marseille, Fraram)sists in the comparison of the position of
tracer particles between two successive imagedlafcaflow in a well definite plane (Adrian, 1991)
Oil droplets €1 um) supplied by a smoke generator were used ag fpaceécles and were injected in
the inlet pipe. The small size of these particksslk to the assumption that they faithfully folltve
fluid displacements. The vertical median planehaf éxposure chamber constituted the investigation
plane and was created by a laser light sheet. Ageheoupled device (CCD) camera captured the
particles scattering light on two image frames esponding to a double laser pulse. The
displacements of particles between two laser puisre computed with cross-correlation techniques
and their values, together with the time delay pethe determination of the velocity pattern in the

investigation plane (Stamhuis, 2006).

3.2.2.3 Exposure scenario

Four exposure treatments were tested: 3 “pollukgthi PHE-enriched air (PA, PB, and PC) and
a control with ambient air (T0O). The evaporatorshef 4 chambers were filled with a different number
of pills (TO, 0 pill; PA, 1 pill; PB, 2 pills; an€C 4 pills) and were wrapped with aluminum foils to
prevent photodegradation. This entire device (4rdieas and 1 pump) was repeated in triplicate,
under 3 distinct fume hoods. The day/night cycleirdy exposure experiment (2 weeks) was

programmed for 12h of light at 20°C and 12h of datkL7°C. Temperature, light and hygrometry
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were monitored in each chamber throughout the éxeet by data loggers (HOBO® data logger
temp/RH/light/ext channel; Prosensor, France).

Four plastic pots (12 cm high x 8 cm diameter)emgut into each exposure chamber. They
were filled with 300 g DW of an agricultural solMéaconcourt, France) previously 2 mm-mesh-sieved.
Relative humidity remained between 50 and 60% enctembers. Humidity of soils was kept constant
by a daily water supply in order to maintain thet@vdevel constant in the saucers (water roseiin so

pots by capillarity).

3.2.2.4 Air and soil sample processing

The air was collected from each chamber all altrey experiment by passive air samplers
(PASs). PASs consisted of glass tubes (1.8 @&rm length x 1 cm diameter) containing 0.8 g of
activated carbon (AC) (Merck). PAS were openedadh lends and activated carbon was held inside
by gauze (air-AC exchange surface: 2 x 0.8 cmz2f R&re installed horizontally in the top part of th
chambers by means of glass rods, each one plamtedsoil pot (Fig. 3-2). For PA, PB and PC
treatments, PASs were placed at 4 different hei@ifgmely hl, h2, h3 and h4 placed respectively at
14 cm, 19 cm, 24 cm and 29 cm high above the piogs)16 PASs per chamber. For TO treatment,
PASs were placed at only 1 height (at 14 cm),4.@ASs per chamber. In each chamber, one PAS
was also placed near the exit hole to monitor tHE Poncentration of the outflowing air. Blanks were
placed under the 3 fume-hoods and in the adjaedardtory rooms. After 2 weeks of exposure, the
172 PASs were removed from the chambers and ACcevaditioned in amber glass bottles at -25°C
until analysis. PHE was extracted from AC usingmb of carbon disulphur (AnalaR Normapur,
VWR Prolabo, purity>99%) under 10-second agitation.

The soil from each of the 48 pots was divided ilayers according to depth: the top (0-1 cm)
and the deep (1-10 cm) layers. Soil samples weeel dt room temperature (18°C) under fumehood
aspiration, then ground with mortar and pestle, famally conditioned in aluminum boxes at -80°C.
PHE was extracted twice from 50 g DW of soil with BL of cyclohexane with an Accelerated
Solvent Extraction (ASE 100, Dionex, France) durddgminutes (100°C, 100 bars).

All the air and soil extracts were filtered (Tefleyringe filters, 0.45 um) before 1 puL was injecited

a stationary phase (capillary column; 25 mm lon@.22 mm diameter; 70 to 300 °C; 20 min; 1 mL
min®) of a gas chromatography coupled with a mass spaeter (GCMS-QP5050A; Shimadzu,
France). PHE retention time was 14.6 min. PHE coinadons measured in PAS were expressed in ng

samplet'. PHE concentrations in soil were expressed in hB\y.
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Outflowing air

|

D\

T Air outlet

__— PAS

Glass rod

Airinlet
Evaporator e

| _— Soil pots

L) Pot holder
PHE pills —$%8)/
’ . &*— Saucer
T Water level
Pump

a) Side view b) Top view

Figure 3-2 : Schema of an exposure chamber (a) Side view; ¢p)view. Air penetrates into the chamber by a
central bottom tube connected to the generatingppamd go out through a central top exit toward the
fumehood. Before reaching each chamber, air pakseagh an evaporator, which is left empty (contim
filled with PHE pills (polluted treatments). Passigir samplers (PAS), represented as arrows inoihe/iew
schema, are fixed on glass rods planted in eacloipebil, at 4 different heights. PAS are orientedially
related to the air entry.

3.2.2.5 Statistical analyses

Each treatment (TO, PA, PB, and PC) was deplogadplicate (under 3 fume-hoods). Values
for each treatment were thus expressed as the mstamdard deviation (n=3), each mean represented
the mean value of 4 pseudo-replicate pots. Friedteats were conducted to compare the PAS

measurements between the different heights andiffieeent position.

3.2.2.6 Numerical simulation

PHE air concentrations

The PHE concentration pattern in the exposure beamwas determined with the
Computational Fluid Dynamics (CFD) code FLUENT th#ows predicting the transient distribution

of a physical quantity in a 3D domain by solving the following transpeguation:

Jdo 0 0 dp
L+ — |ug=— —r |+8S
at an ( Jw) aX. [ 4 an J 4

J

(1)
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whereg stands for mass or velocity components or PHE eatnation in air;u, stands for each
velocity component (j =1, 2 ,3);, is the diffusion coefficient o and S(p is the source or sink term

of ¢.
Spatial and temporal discretizations were usesblee these equations and the valueg oere

determined for the nodes of a meshing of the filochain (Fig. 3-3) and for each time step (Fluent,
2009).
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Figure 3-3: View of the meshing of the exposure chamber Withlocation of the 3 vertical lines (VL1, VL2,
and VL3)

The laminar flow regime was considered insidegkigerience chamber as the Reynolds number
based on both the inlet pipe diameter and the ifibst rate has an order of magnitude of.10
Boundary conditions for the inlet pipe were detemai from the experimental setup (velocity profile
and PHE inlet concentrations). The outlet at the db the chamber was considered as an outflow

section with null normal gradient fag. The soil was considered as a porous medium winéhel
transport equation foy, is reduced to the Darcy law (because of the v@myedxpected values fO.liZ ,

the quadratic inertial terms can be neglected):
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K @

Wherep is the pressurgy the dynamic viscosity of aip(= 1.8 10°kg m* s*) andK the permeability
of the soil K = 5 10’ m?). The sink term of PHE in the sdbye was 9.76 1% kg m° s?, as
determined from preliminary experiments The velpdields and the PHE concentrations were

computed with a one-hour tinséep.

Passive air samplers (PASSs)

The quantity of PHE adsorbed in AC was simulated domain whose dimensions correspond
to the volume of the passive air samplers (PASs)gylinders of 1 cm diameter x 2 cm long. The AC
was considered as a porous medium whose porbksitgs experimentally determined at 0.75. The
presence of the impermeable glass tube containitdedl to the choice of a null radial mass flux as
boundary condition on the external side of thenzdr. For the two lateral sides of the cylindeg th
PHE concentration in the porous medium was constders equal to the concentration in the
surrounding air of the sampler. The very low valogéshe air speed inside the exposure chamber (<
0.05 m 8) led to an insignificant air speed expected vahreugh AC, consequently only diffusive
terms were considered for the modelling of the gpant of PHE in the PASs. This equation

(Murakamiet al, 2003) was:

oC_ o0 | DoaC
s | = - oS 3
kpa 0’[ an [pa anJ pPAS ( )

Where 0, is the density of air0Op,g is the density of the activated carb@his the concentration of

PHE in air,D is the diffusivity of PHE in air an&is the sink term oPHE adsorbed by the activated
carbon. This term was determined using the Linearimyy Force model (Murillcet al, 2004) which

considers the kinetics of adsorption rate as alfifienction of the equilibrium concentrati@a in AC

— aCPAS -

S= ot Kp (Cs - CPAS) 4)

WhereCepsis the PHE concentration in the sampler s an adjustable parameter that depends on

the properties of the activated carbon and cormdpto the response time of PHE adsorption.

For low values of PHE concentration in air, theueabfCsis determined with the Henry model (or

linear model) :

C. =k.C (5)
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Whereky is Henry's coefficient that also depends on thapprties of the activated carbon. Equations
(3) and (4) are simultaneously solved with the Rtusolver and the coupled values ©fand Cpas

were determined for each node of the domain.

3.2.3 Results

3.2.3.1 Experimental results

3.2.3.1.1 Determination of PHE concentrations in air and

monitoring by PASs

To generate atmospheric PHE pollution, pills wargoduced inside an evaporator at the
beginning of the experiment (initial mass, m0), avete submitted to evaporation as covered by a
continuous airflow. After 2 weeks, pills were reiglged and evaporation rates were calculated
assuming a constant evaporation rate throughouexperiment period. Inlet PHE concentrations
varied from 13 to 90 pg th(Table 3-1) and were significantly correlated witld (r2= 0.86P<0.01)
(Fig. 3-4 a).

PHE uptake by PASs was simulated for each tredtifieh, PB and PC) over the exposure
period. The theoretic value of the response time 0.002 §' (see Eqn.4as chosen as the mean
value from the results presented by Murido al. (Murillo et al, 2004) and the value of Henry's

coefficientk, = 5.7 10 (see Eqn. 5)vas determined from the experimental results.

Tableau 3-1: PHE concentrations recovered in the differentngartments after 2 weeks of exposure to
atmospheric PHE in the different treatments (PA, P8). PAS results corresponded to the means £ teal
PASs placed at the same height. h1,h2, h3 and indspmnded to the 4 tested heights, i.e. respégtivel 4 cm,

19 cm, 24 cm, and 29 cm above the pots. mO cornelgabto the initial mass introduced in the evamorat

Treatment Pills Inlet [PHE] PAS Soll
nb m hi h2 h3 h4 Mean Top Deep
mg pg i ug samplet ug kg DW
PA 1 1175 13.3 0.406 04 05 05 54 5
121.7 20.8 0.404 0.5 05 0.5 77 8
136.0 35.5 0.80.8 0.8 0.9 0.8 73 9
PB 2 146.0 39.7 1.01.0 1.0 1.0 1.0 73 6
127.5 47.6 0.709 0.8 0.9 0.8 122 13
142.4 63.4 0.91.0 10 1.2 1.0 99 12
PC 4 136.2 7.7 1920 20 20 20 147
137.5 80.8 2117 19 21 20 158
127.1 90.2 2225 25 25 25 261
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All PASs placed inside polluted chambers colle®étE. The PASs accumulated a comparable

amount of PHE in the same chamber regardless ofltloation above one pot or the other (Friedman

tests, ns). Then, the 4 PASs placed at the sanghtheduld be considered as quadruplicates. The

reproducibility of PASs, calculated as the coeéfittiof variation (CV %) between the quadruplicates,

varied from 4 to 26 %. The average PAS measurenvenisd from 0.5 to 2.4 pg sampleaccording

to the exposure treatment (Table 3-1). A significemrrelation was established between the PAS
measurements and the inlet PHE concentratiBg6.0001; pg/sampler = 0.025* C PHE air - 0.049)

(Fig. 3-4 b).

3.2.3.1.2 Transfer of PHE from air to soil

After 2 weeks of exposure, PHE concentration®doils varied between 54 and 261 pg kg

(Table 3-1) and were significantly correlated WRAS measurements (Fig. 3-4 c). By contrast, PHE

concentrations in deep soils were not differentnfiaontrol concentrations (Table 3-1).

3.2.3.1.3 Particle image Velocimetry (PIV)

The velocity pattern in the median vertical plasighe chamber was measured with the PIV

technique and was presented on Fig. 3-5 a. Thetdiowing in from the pipe clearly appeared along

the vertical axis where velocity reached 0.15 m\&locity rapidly decreased away from the axis and

a quasi-constant value of 0.05 thwas encountered in the chamber.
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Figure 3-4 : Velocity fields in a the vertical median planentaining
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Figure 3-5 : Correlation between (a) the initial mass of PHEs phtroduced into the evaporator (m0, mg) and
inlet PHE concentrations in air (ug m-3 air); (A measurements (iug sampler-1) and the air coratants;

(c) PHE concentrations in soils (ug g-1 DW) and RA&asurements. Top soil corresponded to the O-laygen

and deep soil corresponded to the 1-10 cm layesulRerepresent the means * standard deviatiortkeo8
replicate chambers (n=3) or the means + sd of #ePASs placed in each chamber (n=48). Spearman
correlations test were conducted (n=12; P<0.05).
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3.2.3.2 Airflow simulation

The simulated velocity pattern in the median weaitplane of the chamber was presented on
Fig. 3-5 b. The comparison with the measured vslqmttern showed a good agreement everywhere
in the chamber except near the inlet pipe end @eetihere simulation gave better results than PIV

measurements.

Simulation of the transport of PHE in the chaméleowed that concentrations were obviously
higher in the vicinity of the central inlet jet amekre lower for positions smaller than 0.1 m hidihe
to presence of the soil pots (Fig. 3-5 b; Fig. 3HE concentrations in chamber air - simulated for
different time-points along a specific verticaldifVL1) (Fig. 3-7 a) - increased up to th day of
experimentation. From this moment and until the ehelxposure period, PHE concentration remained
constant. On day 1 - as on day 14 - there is nierdifice in the PHE concentration distribution
between the 3 tested vertical lines (Fig. 3-7 H)e Toncentrations did not vary according to the
height. Such spatial homogeneity, only presentedhi® first and the last day of experimentations wa

obtained at each time point.

PAS measurement values obtained by simulatioredgnell with experimental values (Fig. 3-
8)

[ 1210 i3
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Figure 3-6: Velocity fields in a vertical median plane cdntag VL2 obtained by CFD simulation
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Figure 3-7 : Simulated PHE concentrations distribution (a) gl@nvertical lines (VL1, VL2, V3) and 2 time
values (1 day, 14 days); (b) along the verticad ML1 during 14 days. This simulation was performagth inlet
PHE concentration of the PA chambers (i.e. meageaamnation of 2ug m-3).

3.2.4 Discussion
The aim of this study was to develop and validateexperimental device for studying the fate
of air pollutants in the different compartmentsaffiected ecosystems using phenanthrene (PHE) as a

tracer gas.

A dual approach (experiment/ simulation) was chdsestudy the airflows and the distribution
of PHE concentrations in chambers. The simulatigitls the CFD code of the airflow pattern in the
chamber were in good agreement with the measuremenfiormed with the PIV system, except in the
vicinity of the inlet tube, but this local discreqmy did not disturb the region where the PASs were
placed. The CFD code - recognized as a valuablddosimulating the dispersion of air contaminants

in exposure chambers (Lest al, 2002) — calculates the contaminant distributionchambers
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according to inlet airflow and PHE concentratioanfigurations of inlets, outlets and sinks, size an

shape of chamber and contaminant density diffegence

Both approaches showed that PHE concentratione weiform and constant in air of the
chambers. It implies that injection of a substafinem our generation system provided a uniform PHE
concentration in the chamber. In our device, atrhesp pollution was realized using pure PHE (i.e.
without the use of additional harmful solvent) aedained quite stable over time. In general, PAH
generation columns were used to contaminate expahwamber air (Maddalers al, 2002; Wildet
al., 2006; Zuoet al, 2006; Kobayashet al, 2007; Lin et al, 2007). Although effective, these
techniques suffered variations in flows and evammarates over time and then avoided precise
estimation of the exposure levels. Here, the pumpviged appropriate and sufficient air
homogenization within the chamber to assure conhstath uniform PHE exposure concentrations and

get rid of unnecessary expensive equipment, sualtragen flow or fans.
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Figure 3-8: Observed and simulated PAS measurements (pgsahtiler')

The pollution generation system provides a cowtirsuand constant emission of polluted air in
chambers and then simulates exposure to an emissione. Besides, PHE concentration values in air
corresponded to realistic exposure conditions. &btuthe range of PHE concentrations generated in
the air of experimental chambers (13 - 90 1i}) norresponded to the concentrations often selented
the few experiments performed in controlled coodisi (Wild et al, 2006; Linet al, 2007). Such
concentrations in air were akin those measured ere&sion sources, such as aluminum smelters and
heavy traffic roads (Hafnest al, 2005). Then, the exposure of soil pots to aircentrations relevant
for affected ambient conditions resulted in theeetiize contamination (50 - 260 pgRgIn top soils,
PHE concentrations were the same magnitude as thasgified at the highway verge (more than 100

pg kd uhackovaet al, . Such results implied that the presentaewas a reliable tool to
kg") (Tuhack |, 2001). Such Its implied that th aew liabl I
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expose microsystems to atmospheric deposition sea@s PAHs relevant with environmental

exposure conditions.

A pollution concentration range (1 control ande8dls of pollution) was generated with the
device in air and consequently in soils. Actuathge appropriate mass of PHE can be determined and
introduced into the evaporator to generate a sldetvel of atmospheric PHE pollution. Such results
showed that exposure levels (air concentrations)beaselected. Moreover, the concentrations were
reliably and accurately monitored by the PASs. fidgponse time value of diffusive passive samplers
for gas sampling is typically of the order of sed®iGorecki, 2002). In this study, the short diidns
path in the PASs and the thin porous barrier furteduced their response time. The selection a@d th
monitoring of exposure concentrations can be udefualculate transfer or accumulation factors in

the different environmental compartments such dspants and microorganisms.

Because it simplifies natural processes while isimg realistic, this device provides a tool to
identify and better understand the mechanisms afsfer and effect of atmospheric pollutants in
environmental compartments. The proper functionifighe exposure device did not require any
external intervention throughout the exposure pkrimplying that the system was not disturbed.
Even if the chamber volume is obviously a limitatito expose big organisms, the experimental
device could be used to expose higher plants, migemisms or microfauna. Actually, this device
served to study the effects of atmospheric PHEtyp2s of plants (a monocadtolium perend.., and
a dicot, Trifolium pratensel..) (Desalmeet al, 2011), in arbuscular mycorrhizal fungi in 2 types
soils (Desalme, submitted), and in testate amoedranuwnities (Meyer et al, in preparation).
Moreover, even if limited to one particular expaswvegime in this study (PHE, 2 weeks), the system
is versatile and can be used to test the impadliféérent exposure durations on physiological
processes. For instance, a one-month exposurentespheric PHE has been performed in plants to
identify the transfer and effects mechanisms (Deea&t al, 2011), and the physiological processes

involved (Desalme, in revision).

Finally, this device is useful to identify the rhanisms involved, but exposure with other and

several PAHs (multipollution) should be investighte approximatén situ conditions.
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4. Impact des dépodts atmosphériques de phénantktrgrie potentiel mycorhizien du sol

4 |IMPACT DES DEPOTS ATMOSPHERIQUES DE PHENANTHRENE
SUR LE POTENTIEL MYCORHIZIEN DU SOL

4.1 Présentation

La premiere partie de ce travail correspondant @eldppement et a la validation d'un
dispositif expérimental destiné & générer une poliuatmosphérique par le phénanthréne était une
étape indispensable pour pouvoir mettre en évidkendevenir des HAP atmosphériques dans le sol et
les végétaux. En effet, comme cela a été indiqué ¢k synthése bibliographique, la mise au point
d'un dispositif fiable de contamination en HAP paie atmosphérique a jusqu’a présent constitué

I'un des freins majeurs a la réalisation de tefiegles.

Les champignons mycorhiziens a arbuscules (AM} poésent dans la plupart des sols et
s'associent a une grande majorité des plantes hat®su (Harley & Smith, 1983), ce qui permet
I'échantillonnage dans la plupart des écosystémesplus, dans la mesure ou ils s’associent en
symbiose avec les plantes, ils peuvent fournirii@smations sur la santé de l'interface sol-plagite
jouent un réle crucial dans les cycles du carbartee nutriments dans les écosystémes (Betrah,
2002; Richardsoet al, 2009).

Une fois la méthode de contamination mise au paimtis avons tout d’abord choisi d’exposer

deux types de sol a une pollution atmosphériquéesaddAP afin de caractériser
- le tranfert des HAP dans le sol
- I'impact sur le potentiel mycorhizien du sol.

Pour cela, deux sols agricoles voués a la mongeutle mais ont été sélectionnés: le sol de

Maconcourt (88) et le sol de La Bouzule situé &rm5de Nancy (54).

Les résultats obtenus lors de cette étude ontréngat :

- Les concentrations en PHE retrouvées dans le gpelndént 1) des concentrations dans I'air, 2) de
la profondeur de sol considérée et 3) des progrigtdysico-chimiques du sol. De plus, la
contamination par voie atmosphériqgue que nous asinslée s’est révélée réaliste, puisque les
concentrations mesurées ensuite dans les solsspondgent & des valeurs de contamination
diffuses habituellement retrouvéessitu

- Le potentiel mycorhizien du sol, a été largemefecaé par I'exposition des sols a une pollution

atmosphérique par le PHE. Ce résultat en réponsgee gollution atmosphérique en PHE laisse
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présager un effet sur la qualité biologique du définie a la fois d’'un point de vue agronomique

(rendement, croissance) et écologique (survieysité.

4.2 Infectivity of arbuscular mycorrhizal fungi in two agricultural soils affected by
atmospheric deposition of phenanthrene

Dorine Desalme, Genevieve Chiapusio, Nadine BernBahiel Gilbert, Marie-Laure Toussaint,

Philippe Binet*

UMR UFC/CNRS 6249 Chrono-environnement,
University of Franche-Comté, 4 place Tharradin, BR27, F-25211 Montbéliard cedex, France

Soumis aEuropean Journal of Soil Biology (I1F 1.24)

Abstract

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) hold a crucialéfunctional role in ecosystems because they are
involved in cycling elements between soil and @aithis work aimed at evaluating the potential use
of indigenous AMF infectivity as bioindicator ofdhmpacts of atmospheric deposition of polycyclic
aromatic hydrocarbons on soil quality. Phenanth{@htE) was selected to expose 2 agricultural soils
(Maconcourt, La Bouzule) to a gradient of atmosghBHE deposition (C, P1, P2). After 2 weeks of
exposure, PHE soil concentrations differed accagrttinthe exposure level, the soil type and theldept
Leeks(Allium porrumL.) were grown during four weeks to assess thieggmility. PHE contamination

of the soil top layer (Maconcourt: 560 pug'keP1), 700 pg kg (P2); La Bouzule: 1130 pg RgP1),
1350 pg kg (P2)) led to decreases in root length, shoot bisnaad mycorrhizal infectivity. Number
of viable propagules in soils and leek growth patars were both negatively correlated with PHE
soil concentrations. In La Bouzule deep soil, tkerdase in mycorrhizal infectivity in relation with
PHE diffusion in depth is discussed. These resultgiested that indigenous AMF infectivity provide

valuable early bioindicator of recent depositioratthospheric PAHs on sails.

Key words: Arbuscular mycorrhizal fungi, atmospheric pollutjgolycyclic aromatic hydrocarbons,

soil infectivity, toxicity

Abbreviations: PAH: polycyclic aromatic hydrocarbons; AMF: Artougar mycorrhizal fungi; MSI:

mycorrhizal soil infectivity; MPN: most probable mber

53

—
| —



4. Impact des dépodts atmosphériques de phénantktrgrie potentiel mycorhizien du sol

4.2.1 Introduction

The concept of soil quality involves ecologicatgpectives — including physical, chemical and
biological variables — and agronomical ones (eetility of soil). From a biological point of viewhe
assurance of life support functions and the maariee of biodiversity are the main goals to secure
sustainable land use (Breue¢ al, 2005). A range of indices have been proposedvatuate soil
quality, each of them dealing with a different adp# the term. However, there is still a disagream
about which parameters should be selected to dstiswil quality operationally, especially with

respect to the feasibility of data collection ahd focus of each particular study (Bastidal, 2008)

Among the existing biological indices of soil gtyglarbuscular mycorrhizal fungi (AMF) offer
many advantages. First, they aviglespread and associated with almost all vasqléants (Harley &
Smith, 1983) enabling the sampling in most natawadl agroecosystems. Then, they are strongly
linked to plants and provide information about #ml- plant interface fitness. Finally, they play a
pivotal role in carbon and nutrient cycles in esteyns (Bareat al, 2002; Richardsoet al, 2009).

For the above-mentioned reasons, several authopoged that AMF should be used as universal
indicator of soil quality through the determinatiohthe mycorrhizal colonization potential of thals
(Bastidaet al, 2008; Fortiret al, 2008; Jansat al, 2009).

Mycorrhizal soil infectivity and propagule enumiérpa have been used to assess the soil quality
in response to different stresses, e.g. agricultpractices such as tillage, lime or phosphorus
fertilization (Hamelet al, 1996), land uses such as fallow (Duponneisal, 2001) or plant
associations (Ouahmaret al, 2006), and also pollution such as atmospheriosiépn of heavy
metals (Mozafaret al, 2002). To our knowledge, the impact of atmosmheeposition of organic
pollutants, such as polycyclic aromatic hydrocadhdRAHS), on soil quality have been scarcely
investigated (Cabello, 1997). PAHs are highly tomiatagenic and carcinogenic pollutants (IARC,
1983) primarily emitted in the atmosphere from agea of industrial and domestic processes (home
heating and transport) (Wild & Jones, 1995) thateemn all environmental compartments by

atmospheric deposition, including the soil.

Much attention has been paid in the recent decadesycorrhizal root symbiosis as a way to
improve soil bioremediation of PAH polluted soilstihot applied to environmental biomonitoring.
Consequently, most of the studies are performeliginly contaminated soils from industrial sites or
artificially spiked with PAHs where they are knowm affect soil quality (e.g. decreases in seed
germination, growth and biomass production (Leyainet, 1998; Sverdrugt al, 2003; Liuet al,
2004; Chiapusicet al, 2007; Nieet al, 2010; Zhanget al, 2010; Chiapusiet al, 2011)). For this
purpose, mycorrhizal symbiosis is of particularmest, because of its capacity to protect the plant
from deleterious PAH effects (Leyval & Binet, 199&ut also because it can improve the PAH
transfer from soil to roots (Gaet al, 2010) and PAH degradation and dissipation (Coggid, 2003;

54

—
| —



4. Impact des dépodts atmosphériques de phénantktrgrie potentiel mycorhizien du sol

Joner & Leyval, 2003b; Joner & Leyval, 2003a; kiual, 2004; Verdiret al, 2006; Chiapusiet al,
2007). However, the mycorrhizal symbiosis response3AHs in soils vary greatly according to the
considered vegetal species, the profiles and caratems of PAHSs in soils, and physicochemical
properties of soils (Chiapusiet al, 2007). However, little is known about the resmgons AMF

infectivity (i.e. fungi parameters only) to caselalsconcentrations of PAHs recovered in soils.

The purpose of this work was to evaluate the piatlemse of indigenous AMF as bioindicator of
the impacts of atmospheric deposition of PAHs oil goality. Two mycorrhizal parameters -
mycorrhizal soil infectivity (MSI) and the most fr@ble number of infective propagules (MPN) -
were measured. We hypothesized that 1) recent égdsition in soils could alter the mycorrhizal
soil infectivity and the growth of plants and 2) &A\Wtould be more sensitive than plant growth to
PAHSs. Phenanthrene (PHE) was selected as modelozordecause of its ubiquity in environmental
matrices (Srogi, 2007). Two agricultural soils lested for their organic matter and clay contents
ranging from single to double - were exposed dutimg weeks to two levels of atmospheric PHE
deposition in experimental chambers. The bioassagisted in using leek seedlingslium porrumn

grown during four weeks in each previously contated soil.

4.2.2 Material and methods

4.2.2.1 Contamination of soils by atmospheric deposition of
phenanthrene

Two soils were sampled from two agricultural feld Lorraine (north-east of France): an eutric
cambisol from the Vosges mountains (namely “Macontp and a gleyic luvisol at 15 km from
Nancy (namely “La Bouzule”) (Table 4-1). Both soiere collected from the A horizon (0-25 cm),
sieved at 2 mm-mesh and put into 48 plastic potgenly four pots were filled with 300 g DW of
Maconcourt soil, and 24 with 250 g DW of La Bouzsdal.

Tableau 4-1 : Main physicochemical characterigticthe two soils used in the experiments.

Maconcourt La Bouzule

General localization Vosges Meurthe-et-Moselle
Sand (%) 65 16

Silt (%) 19 53

Clay (%) 16 31

pPHh20 6.5 6.2

OrganicC (g k) 7.2 14.5

Total N (g kg') 0.8 1.5

Density (g cr?) 1.7 1.4
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The soil pots were exposed for 2 weeks to atmagpteposition of PHE in exposure chambers
(17-20 °C, 50-60 % hygrometry, 12 h/ 12 h day/nigiihe exposure chambers are described in
Desalme et al. (Desalnmet al, 2011). Briefly, a gradient of PHE air pollutioras performed, with
respectively 0 mg (control, C), 70 mg PHE (pollutedel 1, P1), and 150 mg PHE (polluted level 2,
P2) initially put into the evaporator. Each treafinevas repeated in triplicate, in three distinct
chambers. Each chamber contained four soil pots ftats of Maconcourt soil, two pots of La
Bouzule soil). At the end of exposure, all the saikre divided into two layers according to thetdep
- the top layer (0-1 cm) and the deep layer (141) € dried at room temperature under fume-hood
aspiration and ground with mortar and pestle. Rinalll the replicates of soils from the same soll
type, the same depth, and the same treatment vaéfnergd together. Therefore, 12 pools of soils (2
soils (Maconcourt/La Bouzule) x 3 exposure treatsdl/P1/P2) x 2 soil depths (top/deep) were

constituted in this trial.

4.2.2.2 Extraction and quantification of phenanthrene inlso

PHE was extracted by accelerated solvent extra¢&&E100, Dionex, France) and quantified
in Gas Chromatography coupled with a Mass Specterm(&CMS-QP5050A; Shimadzu, France).
Soil samples (50 g) were introduced in 100 mL-cellth diatomaceous earth (5 g) and extracted
(100°C, 100 bars) for 15 min with cyclohexane (Gdrba, RPE). The extracts were then filtrated
with Uptidisc (Teflon syringe filters, 0.45 um). Aautomatic sampler injectedlL of sample in a
stationary phase (capillary column; 25 m long; 028 diameter, 70°C to 300°C, 20 min, 1 mL min
1. PHE retention time was 14.6 min. PHE concernratirecovered in soils were expresseggrkg*
DW.

4.2.2.3 Mycorrhizal parameter assessment (soil infectivi4$SI, and
most probable number of propagules, MPN) and plgmiwth

test

The mycorrhizal soil infectivity (MSI) method (Plehetteet al, 1989) is based on a biological
test in which a population of mycotrophic plansieh as leek whose mycorrhizal dependency is 97%
- is exposed to a range of dilutions of the teseits. Leek Allium porrumL.) seeds were surface
disinfected (5 min in ethanol, followed by 2 houns4% v/v sodium hypochlorite solution) and pre-
germinated on agar medium (Sigma) for one week.r FRmedlings were transplanted in pots
containing 100 g of the original soils diluted witerilized sand. Four dilutions (1:2, 1:4, 1:16da

1:32) and one control (only sand) were replicatedd times (i.e. 147 pots). The pots were covered
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with plastic beads and maintained at 60 % of whatdding capacity during 4 weeks in a thermostatic
growth chamber (28°C, 16h/8h light/dark, 180 pmdlsh PAR).

At harvest time, leek shoots were removed frontsolyophilized, and shoot dry biomasses
were quantified. The soil was removed from the sdoy gentle shaking and water washing. Root
lengths were measured using the line intersect adeffiennant, 1975). Shoot biomasses and root

lengths were all quantified but given only for ggrown in soils diluted 2 times with sand.

The whole root system was stained using the KaskeGemma technique (Koske & Gemma,
1989) and mycorrhizal colonization was observea ®150 magnification and recorded as negative or
positive. MSI was expressed as M3Inits per 100 g dry soil, where a M&linit is the minimum soill
dry weight required to colonize 50 % of the plafRenchetteet al, 1989). Calculation of MPN was
based on the equation described by Sieverding é8ilang, 1991) and was expressed as the number of

infective mycorrhizal propagules per kg dry soil.

4.2.2.4 Data analyzes

Non parametric analyzes were performed as mosxpérimental quantification data were
found to lack homocedasticity and normal distribatiKruskal-Wallis testsP<0.05) were performed
to compare leek biomass and root lengths after iravthe different soils, Mann-Whitndy tests
(P<0.05) to distinguish growth parameters betweentapelayer and the deep layer in each exposed
soil, Khi-square tests (P<0.05) to test the sigaifce of the diminution in infected plant perceatag
Spearman correlation tes®<0.05) were performed between PHE concentratiodsent lengths, or
shoot biomass, or MPN of propagules in soils. Ndlgtifactor analysis (MFA) was used to assess the
general structure of the data and to determinedlationship between MPN of propagules and the 3
environmental variable data sets (soil, depth, plaat)(Escofier & Pages, 1994). All multivariate

analyzes were performed with the software R (Te0thQ).

4.2.3 Results
4.2.3.1 Contamination of soils

La Bouzule soil initially contained 10-fold morélB than Maconcourt soil (Table 4-2). After 2
weeks of exposure to atmospheric PHE depositiort. Bbhcentrations quantified in the top soils
were 560 pg kg (P1) and 700 pg Kg(P2) in Maconcourt soils, 1130 pgk@P1) and 1350 ug Kgy
(P2) in La Bouzule soils (Table 2). Thus, PHE caricgions quantified in contaminated top soils
were 2-times higher in La Bouzule soil than in Mamaurt soil. Concentrations in deep soils were 18
ug kg* (P1) and 26 pg kg(P2) in Maconcourt soils, 151 ugkgP1) and 150 pg Kg(P2) in La
Bouzule soils (Table 4-2).
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Tableau 4-2 : Phenanthrene (PHE) concentrationk@dd) in soils exposed during two weeks to atmesigh
PHE deposition.

Depth Treatmen:  Maconcour La Bouzul
Top soi C 6 85

P1 562 1128

P2 703 1348
Deepso C 12 113

P1 18 151

Pz 26 15C

4.2.3.2 Leek growth

After 4 weeks of growth in soils, significant deases in root length (Table 4-3) were observed
for leeks grown in Maconcourt P2 top soil (-35%3an La Bouzule top soils (-50%). Leek shoot
biomass (Table 4-3) were significantly altered lircantaminated top soils (-40% in Maconcourt soils
and -50% in La Bouzule soils). By contrast, no eff@as observed either in leek roots or in shoots
grown in contaminated deep soils (Table 4-3). IrBioaizule soils, shoot biomass and root length were
always significantly lower in leeks grown in topyéa than in its respective deep soils, whatever the
treatment (Table 4-3). Root lengths and shoot bss@s were both significantly correlated with PHE
concentrations in soilP& 0.001;p= - 0.64 anch= - 0.79 respectively for root and shoot) (Fig. 4;2
b). Moreover, a significant correlation was fourethveen root length and shoot biomags 0.84;
P<0.001). The RV-coefficients (Table 4-5) obtainedoag the four groups of variables used in the
multiple factor analysis (MFA) showed that planbwth parameters were significantly related to all

selected parameters ( “sail”, “depth”, and “MPNpobpagules”).

Tableau 4-3 : Shoot biomass (mg DW) and root lefigtm) of leek after 3 weeks of growth in Maconcaamtl
Bouzule soils previously exposed during 2 weekartbient air (C ) or PHE-enriched air (P1, P2) eidl®
times. Data represent the means + SD (n=3). Medlwmsvied by a different superscript letter in thengacolumn
are significantly different (Mann-Whitney, P<0.05).

Depth TreatmentShoot biomass (mg DW) Root length (mm)
Maconcourt La Bouzule Maconcourt La Bouzule
Topsoil C 19.4 +0.7° 9.3 +03%* 417 £+ 29° 282 + 7.2°
P1 12.6 +4.0° 52 =+1.1° 36.0 + 8.5%* 16.5 + 2.2°
P2 11.1 +3.9° 41 +0.6° 27.0 + 6.0° 147 + 15°
Deep soil C 249 #.3° 132 + 0.9° 53.3 + 8.1° 40.0 + 5.0°
P1 16.9 +3.3% 14.6 + 2.4° 44.8 + 6.8° 345 + 7.9%
P2 22.0 #35% 121 + 1.3° 443+ 7.6° 350 = 2.6
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4.2.3.3 Mycorrhizal parameters

In Maconcourt soils, leek AMF colonization at tghest relative amount of soil dropped from
50% in control to 30 % in P2 top soil (khi-squaesttP<0.05) (Fig. 1 a) but remained unchanged in
deep soils (Fig. 4-1 b). In La Bouzule soils, AM#lanization significantly dropped from 50 % to 20
% and to 30 % (khi-square teBk0.05), respectively in P1 and P2 top soils (Fid.@).

The low colonization of plants in both contamirthtep soils did not permit to calculate any
MSlse-value. The MSh-value decreased in La Bouzule contaminated deeplad remained stable in
Maconcourt contaminated deep soils (Table 4-4). MiRN of viable propagules decreased by up to
50% in contaminated top soils and by 40% in comaneid La Bouzule deep soil (Table 4-4). The
MSIlso-value and the MPN of propagules in La Bouzule airdoil were both 2-times higher in deep
layer than in top layer (Table 4). A negative clatien was establishe@% - 0.79;P< 0.001) between
the MPN of viable propagules and the PHE conceéatratin soils (Fig. 2 c).

The multiple factor analysis (MFA) among the MPNpoopagules and the 3 environmental
data sets confirmed the existence of an overalkidiv between top and deep soils (Fig. 4-3). The
distribution of the top soil plots was fragmentedthwa clear distinction between the 2 soils
(Maconcourt , La Bouzule) and between the 3 treatsngC, P1, P2). By contrast, the deep soils plots
were much more clustered and separated mainly diogpto the “soil” data set. The plots of the 3
treatments constituted a same cluster for Maconctaap soils, whereas for La Bouzule, a distinction

was made between control and contaminated plots.

Tableau 4-4 : Arbuscular mycorrhizal infectivity @860) and most probable number (MPN) of viable AMF
propagules in soils exposed during 2 weeks to amhlaie (C ) or PHE-enriched air (P1, P2). Dataexpressed
in infection units per 100 g soil (MSI50) and inmiper of viable propagules per kg dry soil (MPN): ndt
determined

Deptt Treatmer MSilsq MPN
Maconcour  La Bouzule Maconcour  La Bouzule

Top soi C 2 2 15 15

P1 nd nd 10 7

P2 nd nd 7 7
Deep so C 2 4 15 26

P1 2 2 16 16

Pz 2 nd 2C 15
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Figure 4-1 : Mycorrhizal infectivity of the soilsaycorrhizal colonization of leek plants (% of caloed plants)
grown during 4 weeks on increasing concentratidrspibs previously exposed during 2 weeks to amtgen(C
) or PHE-enriched air (P1, P2).Different letterdiaate significant difference in percentage of oated plants
at the 1:2 dilution between the treatments (C,H2),(khi-square test; P<0.05)

4.2.1 Discussion

The aim of this work was to evaluate the use ofamhizal infectivity as bioindicator of soil
guality in response to atmospheric PHE deposifitve PHE concentrations quantified in both types
of soils before exposure were within the range ldER.oncentrations quantified in background soils
(from 4.6 to 350 pg kg-1) from Western Europe (Netral, 2008). After 2 weeks of exposure to
atmospheric deposition of PHE, concentrations dfiedtin both top and deep soils corresponded to
realistic soil concentrations. In top soils, thegrevthe same magnitude as those quantified at the
vicinity of a busy highway (sum of 10 PAHs from 10§ kg" as a grassland background to 3095 pg
kg" at the highway verge) (Tuhackoe# al, 2001). The observed PHE effects on leek bioaasay

therefore representative of usual atmospheric Pépbsition.
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Figure 4-2 : Relationship between PHE concentratiosoils and root lengths (a), shoot biomasses éod the
most probable number of viable propagule (MPN).[05ta are expressed in pg kg-1 (PHE concentratimmd)
in mm (root lengths), in mg DW (shoot biomass), andumber of viable propagules per kg dry soil (NP

PHE soil concentrations differed according to sl@pth, soil type, and exposure level. As the
majority of PHE remained in the first centimetertbé soils, whatever the soil type, the soil depth
(top/deep) constitutes a pivotal parameter to iak@ account in risk evaluations. Diffusion of the
pollutant to the depth varied between the 2 sbisng very low in La Bouzule soil and inexistent in
Maconcourt soil. PHE concentrations quantifieddp soils were 2-times higher in La Bouzule soll
than in Maconcourt soil thought both were exposethé same PHE concentration level in air. As a
matter of fact, the level of PAHs in soils in theld is a balance between cumulative atmospheric
inputs, their retention in soil and loss proces@g. leaching, biodegradation and volatilization).
These processes are all influenced by soil and@mwiental properties. It has been demonstrated that

phenanthrene sequestration in soils was highlytigeli correlated with their respective organic
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carbon content (Chung & Alexander, 2002), and thatclay content was negatively correlated with
PHE dissipation in soils (Chiapus& al, 2007). Consequently, higher PHE concentrationkan

Bouzule soil was in relation with its 2-times higlogganic carbon and clay content (Table 4-1). Our
study confirmed the pivotal role of organic carlzom clay contents that condition PHE concentration

in soils after exposed to the same atmospherid.inpu
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Figure 4-3 : Multiple factor analysis of the MPN pifopagules and environmental data sets (soil,hdapt
plant). Projection of the MFA axes 1 and 2 with thsult of a hierarchical agglomerative clusterfaeey lines),
obtained by Ward’'s method on the Euclidean distamegrix between MFA site scores, showing two main
groups of sampling plots (open symbols “top”, fillsymbols “deep”). Sampling plots are indicated'dontrol”
(C), “polluted level 1" (P1), and “polluted level gP2).

Tableau 4-5 : RV-coefficients (below diagonal) arairesponding P-values (above diagonal) amongdhe f
groups of variables used in the MFA.

Soil Plant Depth MPN of propagules

Soil 1.00<0.01 <0.01 <0.01
Plant 0.641.00 <0.01 <0.01
Depth 0.390.37 1.00 <0.01

MPN of propagules0.60 0.36 0.52 1.00
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Seedling growth significantly decreased in contatéd top soils. Usually, experiments about
PAH effects on plant growth were realized in colidb conditions with spiked soils obtained by
mixing soil with PAHs dissolved in a solvent suchatetone. In such conditions, the estimate PHE
concentrations that caused a 50 % reduction of iw¢BC-50) were 850 mg Kg 190 mg kg, and
760 mg kg, respectively irS. alba,T. pratenseandL. perenngSverdrupet al, 2003). These EC-50
values were largely higher than the PHE conceptratquantified in this work (by a factor of 100).
Here, we performed a realistic contamination ofssloy atmospheric deposition of PHE that probably
resulted in a more bioavailable PHE form in sdilart that obtained with solvent-mixed PAH spiked
soils. With other respects, both root and shootmbgses remained unchanged in rice seedlings
exposed to increasing concentrations of three PiAldsils (PHE concentrations from 200 to 5000 pg
kg! dry soil) (Su & Zhu, 2008). Our results suggesteat atmospheric deposition of PHE exerted

some deleterious effects on plant growth even gt egv concentrations.

The MSk, of the 2 tested soils was low - 2 units 100dyy soil - but comparable to values
guantified in some agricultural soils in Francen&gal or in some Norwegian soils (Plenchettal,
1989; Leyvalet al, 1995; Duponnoiset al, 2001). The low mycorrhizal infectivity and viable
propagule numbers found in this study could be tbsult of the agricultural uses and crop
managements in the parcels from which soils weleated. Indeed, both parcels were dedicated to
maize monoculture and agricultural practices susHeatilization are known to affect mycorrhizal
dependency of plants and to impoverish mycorrhimdéntial of soils (Ramos-Zapaé al, 2011).
For example, mycorrhizal dependency of leeks drdgpem 97 % to 50 % when soluble phosphorus
in soil increased from 50 to 150 mgk(Fortin et al, 2008), impeding the infection of plants by AMF

and then, the propagule formation.

The mycorrhizal colonization potential was sigraftly altered in both types of soils by
atmospheric deposition of PHE. Mycorrhizal colotima was also affected in other highly
hydrocarbon-polluted soils (Cabello, 1997) or iowth mediums (Debianet al, 2008; Debianest
al., 2009). Similarly, a decrease in leek root colatian and spore formation was observed in soils
exposed to atmospheric deposition of metals (Mozetfal, 2002). Other PAHs (e.g. anthracene and
benzo(a)pyrene) were known to impair the extraadiyphae length development as well as spore
formation and germination (Verdiet al, 2006; Debianest al, 2008; Debianest al, 2009). Here,
alterations in MSI and propagule number could be mbsult of a direct toxicity of atmospheric
deposition of PHE on fungal propagules containetha soils. Such results clearly call for further
investigations of direct enumeration and germimatibfungal spores.

The plant growth and mycorrhizal fungi had a samilesponse to increasing concentrations of
PHE in soils. AMF presence was known to alleviai@npstress under PAH exposure (Leyval &
Binet, 1998), and explained such a relationshipvbenh plant growth and AMF. All the tested

parameters explained 85% of the MPN variation,that“depth” was the more discriminating factor
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because it conditioned the level of PHE contamimatif a specific type of soil under the same PAH
inputs. Thus, the MPN of propagules and plant gnogéve both the same reliable information about
the fertility of a soil and its assurance of liftgoport function.

The level of PHE contamination in La Bouzule comtzated deep soils affected neither leek
root length nor shoot biomass. By contrast, mydpathsoil infectivity and propagule number were
affected, as also demonstrated by the spatialilalistvn of La Bouzule deep plots. This discrepancy
between growth reduction reported in both roots &MF was found in chicory exposed to
anthracene and benzo(a)pyrene in Petri dishes &éDebi al, 2008; Debianet al, 2009). Our results
indicated that AMF were more sensitive or reactastdr than plant growth to changes in PHE
concentrations in a soil. It implies that AMF caa ielevant to acquire some information about the
atmospheric deposition of PAHs - even low - in &ype of soil and so were relevant as bioindicators.
The use of AMF as bioindicator of soil quality Hasen proposed only in case of metallic pollution
(Leyval et al, 1995; Leyvalet al, 1997; Leyvalet al, 2002; Mozafaet al, 2002). Here, we propose
to use AMF occurrence (propagules number) and tinfgc as early bioindicators of soil

contamination by atmospheric PAH depositions.

4.2.2 Conclusions

After 2 weeks of realistic exposure to atmosphdaposition of PHE, concentrations in soils
varied with depth, exposure level, and the typealf. In top soils, concentrations were akin those
reportedin situ for soils located in the vicinity of highway traffroads and provoked a decrease in
both mycorrhizal colonization potential and leelowth. Diffusion of the pollutant in depth in La
Bouzule soils affected only the AMF infectivity, ggesting that AMF were more sensitive or reacted
faster than plant growth to the fresh soil PHE aomhation. Accordingly, this work proposed that
AMF infectivity should be used as an early bioiradar providing valuable information on the soil

guality in response to atmospheric deposition oHBA
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5 TRANSFERT ET EFFETS DU PHENANTHRENE
ATMOSPHERIQUE SUR DEUX ESPECES PRAIRIALES ET LEURS
SYMBIONTES RACINAIRES

5.1 Présentation

L'étude précédente a montré que le PHE d’origimeoaphérique était transféré dans le sol et
affectait sa qualité biologiquda la diminution du potentiel mycorhizien. Cette éual aussi montré

gue le devenir et les effets de la pollution atrhésigue par le PHE variaient avec le type de sol.

Afin de mettre en évidence les transferts et Iésteldes HAP atmosphériques sur un systeme plus
réaliste, nous avons utilisé les dispositifs detammation a I'échelle d’'un microsysteme sol-plante
microorganismes. Deux espéces prairiales, le tuddlet (Trifolium pratensg et le ray-grassLElium
perenng, ont donc été cultivées puis soumises a un fRiPHE pendant 1 mois. Les objectifs de cette

étude étaient notamment de :

- caractériser le devenir du PHE atmosphérique dasgsteme sol-plante-microorganismes

- d’identifier la(es) cible(s) biologiques des effptami la plante et ses symbiontes.

Le choix des deux espéces prairiales a été motarélqur large distribution sur tout le
territoire francais, leur importance potentiellenslde transfert dans les chaines alimentaires, leur
utilisation répandue dans les études sur la poliuties sols par les HAP, et leur association en

symbiose avec des mycorhizes, et pour le trefle Ridzobium

Cette étude a montré que le PHE atmosphériquetedagféré dans tous les compartiments des

microsystémes. En particulier, les résultats olgemi montré que:

- le PHE atmosphérique pénétre majoritairement damtidsus internes des feuilles du trefle et
du ray grass et est transféré dans les rasiade phloéme. Des différences de concentrations
en PHE entre les deux espéces végétales dansilessiaiges et feuilles ont été observées.

- le PHE atmosphérique affecte la production de bgsmaet le pourcentage de nodules actifs
chez le tréfle, tandis qu'il n'affecte ni la prodion de biomasse ni les symbioses racinaires

chez le ray-grass.
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5.2 Atmospheric phenanthrene transfer and effects on te grassland species and

their root symbionts: A microcosm study
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Abstract

The objective of this work was to determine thesfar of phenanthrene (PHE) from air to grassland
plants and soil compartments and its effects orpthet growth and symbiotic root microorganisms
(arbuscular mycorrhizal fungi arRhizobiurmodules). The experimental procedure expdsédlium
pratensel. or Lolium perenne.. to atmospheric PHE pollution (150 pg®)rover the course of one
month. PHE was transferred from the air to the deaand to the soil surfaces. In leaves, PHE was
mostly absorbed in the inner leaf tissues, reptese®2 % and 73% of the total PHE amount
qguantified in leaves, respectively for clover agdgrass. In soils, most of PHE contamination was
recovered in the top layer (0-1 cm) and did noditgadiffuse into the deep layer (1-10 cm). The
highest PHE concentration recovered in deep rdo8sgnd 4.5 ugDW, respectively for clover and
ryegrass) related to the lowest PHE concentratgmowered in its associated soil suggested a PHE
translocation from shoots to roots within the 2nplapecies. The large PHE amount quantified in
clover shoots (124 pg'gdW) induced a significant diminution by 30% of thleoot biomass whereas
root biomass remained stable. Efficient mycorrhigginbiosis was maintained during exposure
whereas theRhizobiumnodule symbiosis was altered in the surface of ®y contrast, neither

biomass accumulation nor symbiotic association affected in ryegrass, probably due to a lower
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sensitivity of this species to PHE exposure. Petspgs of carbon allocation and N nutrition

perturbations are suggested in clovers.

Keywords: atmospheric PAHSs; soil-plant systeffrifolium pratense Lolium perenng Rhizobium

mycorrhiza

Abbreviations: PAHSs, polycyclic aromatic hydrocarbons; PHE, phéhaeme; AMF, arbuscular

mycorrhizal fungi; ASN, active symbiotic nodules

5.2.1Introduction

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHSs) are a &aojass of carcinogenic compounds emitted
into the atmosphere by incomplete combustion o$ifdgel or biomass (Wild and Jones, 1995). As
semi-volatile chemicals, PAHs can be transportest tang distances in the atmosphere (Prevedouros
et al., 2004). In general, 3-4 ringed PAHs aredbrgoredominant in air wherever the sampling was
established, whether in rural, suburban or urbaasafWagrowski and Hites, 1997; Gioia et al., 2006)
PAHSs can partition from air to water, soil and viagien, through dry gaseous, dry particle-bound and
wet depositions (Kaupp and McLachlan, 1999). They @ersistent in various environmental media
and can subsequently enter the food chains (Kidopaet al., 1999; Rychen et al., 2005). Nowadays,
it is well known that human exposure mainly occhysingestion of contaminated agricultural and
natural food (Cocco et al., 2007).

Because of its capacity to accumulate PAHs froouad the air, vegetation uptake is of great
interest. Generally, the aims of studies basedemetation are to asseisssitu PAH contamination
levels by developing environmental monitoring usingsses, lichens, needles and leaves of higher
plants (Otvos et al., 2004; Orecchio 2007; Prajegrad Tripathi, 2008; Lehndorff and Schwark, 2009;
Shukla and Upreti, 2009). Although foliar uptakeagsumed to be the major PAH exposure pathway
in the environment (Tao et al., 2004), atmosphé&t&H translocation within plants and their

phytotoxic effects remain poorly investigated.

Until now, the phytotoxic effects of PAHs on plsnvere mostly investigated through root
exposure by means of polluted water in Petri digRen et al., 1996; Kummerova et al., 2006; Liu et
al., 2009; Weisman et al., 2010), test tubes (Kuron®eet al., 2010) or in polluted hydroponics (Mei
et al., 2009; Zhang et al., 2010), or by meansailff & sand contaminations (Aina et al., 2006;
Wieczorek and Wieczorek, 2007; Muratova et al., 2200 The few experiments conducted under
atmospheric controlled conditions focused on lgrafke and demonstrated the PAH uptake, mobility
and storage within leaves (Wild et al., 2006). Aspiteric PAH translocation behaviors into plant
organs were investigated in maize and tea planbhiytin hydroponic plant cultures (Lin et al., )0
Lin et al., 2007).
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Soil is a crucial environmental factor involvedtive translocation and the phytotoxic effects of
organic pollutants in plants. In natural environtserplants are strongly linked with their root
symbionts, which play a major role in the plantpasse to abiotic stresses. Arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF) are well known to enable survival anggth of plants in PAH-polluted soil (Leyval and
Binet, 1998). Other symbiotic association suchRdszobiumbacteria - leguminous plants could
promote plant resistance to pollutant stress. Kample, inoculation ofSinorhizobium melilotin
phenanthrene-polluted sand increas8drghum bicolor acclimatation rate and their biomass
(Muratova et al., 2009b). AMF and rhizobia werehbeensitive to PAHs in soils as the symbiosis
efficiencies were altered (Chiapusio et al., 200¥wever, the response of root symbionts has not

been investigated in relation with their host plexposure to atmospheric PAHs.

On the basis of the above reported evidence, vg¢ ttee hypothesis that in realistic
environmental conditions, atmospheric phenanth{@®HE) must be largely uptaken by leaves and
might be to a lesser extent transferred/translddateoots. In such a way, PHE could affect bodnpl
growth and root symbionts. Therefore, the objectfehe present study was to determine (1) the
complete distribution of atmospheric PHE in plargams and soils and (2) its effects on plant growth

and its symbiotic root microorganisms (AMRdRhizobiurmodules).

The experimental procedure was to expose 2 gtasssgo the same level of atmospheric PHE
pollution in 2 independent experiments. The subjettour research was the three-ring PAH
phenanthrene (PHE), selected as target compoundaodite ubiquity in air (Wagrowski & Hites,
1997a), its frequent use in simplified model syste(@hiapusioet al, 2007), and its relative
insensitivity to photodegradation and metabolizat{@Vild et al, 2005b; Wildet al, 2005a). Red
clover (Trifolium pratenselL.), as a dicotyledonous plant, and ryegrdssliym perennelL.), as

monocotyledonous plant, were selected as représentgassland plant species.

5.2.2 Materials and methods

5.2.2.1 Culture of plants

Red clover Trifolium pratensel.) or ryegrassl{olium perennel..) seeds were disinfected (5
min in ethanol followed by 2 hours in sodium hyplocie solution (4%, v/v)) and germinated in Petri
dishes with Vincent medium (Purchasteal, 1997) during 3 days (clover) and 5 days (ryegrdss
each experiment, 28 plastic pots (12 cm high, &@meter) were filled with 100 g DW of sand at the
bottom separated with tissue from 300 g DW of avipiesly sieved (2 mm-mesh) eutric cambisol
(WRB) recovered from an agricultural field in Macowirt (Vosges, France). Nine seedlings of clover
or ryegrass were transplanted into each plasticapdtcultivated in a thermostatic growth chamber
during one month (25°C, photoperiod 12h/12h, 70%stant relative humidity, 180 pmol f1s*
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PAR). After 4 weeks of preculture (T0), 4 plastmtpwere harvested for each plant species. The 24
remaining plastic pots of each plant species wéaeepl inside the exposure device during 4 weeks
(T1).

5.2.2.2 Atmospheric PHE exposure device (Fig. 5-1)

Outflowing air Outflowing air

@ o o o
Passive samplers
CD
o

/ Soil-plantsystems \

Evaporators

1
-

Water level PHE pills Water level

[ coNTROL CHAMBER | -‘ [ POLLUTED CHAMBER |

Figure 5-1 : The experimental PHE atmospheric exposlevice. Two exposure chambers (1 control and 1
polluted) were related to the same pump and placetr the same fumehood. In each chamber, 4 swil-pl
systems (4 pots) were exposed to ambient air (@)rar PHE-enriched ambient air (polluted) for amenth.
PHE concentrations were monitored throughout thgoswre period by passive samplers. Pot bottoms were
immersed in water to maintain the same relativeitlityn

For both experiments, the exposure device comsiste cylindrical polymethyl methacrylate
(PMMA) chambers (65 cm high, 25 cm diameter) crddsg a continuous air flow (2.25 L/min) and
placed under the same hood. Before reaching thmhldys, air passed through an evaporator filled
with PHE pills (polluted chamber) or left empty (tml chamber). PHE pills (150 mg) were made
from PHE powder (Sigma-Aldrich; molecular weigh#812 g mof; saturation vapor pressure: 0.02
Pa at 25°C) using a pill maker. This device (cdraral polluted exposure chambers) was repeated in
triplicate, under 3 hoods for each exposure expmmimPHE concentration in the chamber air was
calculated by the pill evaporation rate (differemcepill mass between TO and T1). In addition, the
calculated atmospheric PHE concentrations were tor@u throughout the experimentation with 3
passive samplers (activated carbon: 0.8 g) placezshch chamber. 4 plastic pots of the same plant
species were put into each chamber (20 °C, phdtapd2h/12h, 135 umol Ts" PAR). Relative
humidity was kept constant due to the immersiothefplastic pot bottoms in water maintained at the

same level.
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5.2.2.3 Sampling and sample preparation

In each experiment, the 24 plastic pots were remdvom the chambers and harvested at T1.
For both plant species, shoots were separated foots and separately weighted (fresh weight). To
determine surface leaf areas, leaves were displagddlattened by the means of a glass window to
take photographs (Canon TV Zoom Lens, J6x11-115-6B. mm, 1:1.4, Kaiser Bench). Pictures were
treated with a computerized image processing aatysis system (Leica Q500 IW imaging software,
France). Leaves were separated into 2 pools. Iritstepool, an extraction procedure adapted from
Binet et al. (2000) was performed to distinguissaltded PHE from absorbed PHE in leaves. Leaves
were immersed in chloroform (10 mL) for 10 secoads chloroform extracts were stored at -25°C
prior to PHE quantification. In the second poohJves were not chloroform-treated. The total PHE
concentration recovered in leaves (i.e. Table 13 w@nsidered as the total PHE recovered in the 2
pools. The soil was divided into 2 layers with dw@responding roots: top (0-1 cm) and deep (1-10
cm) layers. Root fresh weight was determined fahdayer and 50 mg was kept in ethanol: water
solution (50:50, v/v) until forthcoming AMF quant#tion. All plant and soil samples were freeze-
dried to quantify dry weight (DW) biomass and watentent, then ground with a ball crusher, finally

conditioned at -25°C until further analyses.

5.2.2.4 Extraction and quantification of PHE in air, plaand soil

5.2.2.4.1 Passive sampler extraction

PHE sorbed into activated carbon was extracteld ¥6tmL of carbon disulphide (GSAnalaR
Normapur, VWR Prolabo, purity > 99.9%) under 10es&tagitation.

5.2.2.4.2 Plant sample extraction

100 mg DW of shoots or roots were mixed with diadoeous earth (5 g). Extraction of this mix
was performed twice with 25 mL of cyclohexane (Gdttba RPE) by accelerated solvent extraction
(ASE100®; Dionex, France) in 10 mL-cell during 1éhaotes (100°C, 100 bars).
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5.2.2.4.3 Soil sample extraction

PHE in top (30 g DW) and deep (90 g DW) layerssofls was extracted twice with
cyclohexane, in 34 mL and 100 mL-cell respectivBlgund residues of PHE were quantified from the
2 layers of soil. Top (25 g DW) and deep (50 g Osykrs of soil were firstly ASE extracted and then
hydrolyzed with 50 mL or 100 mL respectively of ahitiric acid (3 N) at ambient temperature during

12 hours. Bottoms were re-lyophilized and were A&REacted one more time with cyclohexane.

5.2.2.4.4 PHE quantification

All the CS, plant, and soil extracts were filtered (Teflorrisge filters, 0.45 pum). PHE
quantification was performed with Gas Chromatogyapbupled with a Mass Spectrometer (GCMS-
QP5050A; Shimadzu, France). An automatic samples wsed to inject 10 pL of sample in a
stationary phase (capillary column Varian VF-5m6; 8 long; 0.25 mm inner diameter, 70°C to
300°C, 20 min, 1 mL mif). PHE retention time was 14.6 min. PHE concemiratirecovered in
stems, roots, and soils were expressed in i@ and in leaves in pg’gDW and in pg cré.
Adsorbed and absorbed PHE quantified in leaves wrpeessed in percentage of the total amount
recovered in the leaf pool. Bioconcentration fa¢BEF, day') was the ratio of the PHE concentration

in plant tissues (ug'gPW) to the air concentration (ug gir, at 25°C) reduced to one day.

5.2.2.5 Symbiotic microorganism analyses

Quantification of clover and ryegrass root colatiazn by AMF was made on fresh 1 cm -
fragments of roots stained with trypan blue as wlesd by Koske and Gemma (1989). 50 fragments
per pot were mounted on microscope slides and wbdest 150 x magnification. Mycorrhization
infection of every fragment was noted accordinghe scale proposed by Trouvelot et al. (1985).
Nodule enumeration was performed on clover roots wissecting microscope (x 10) directly after
being removed from each studied layer of soil. Tatad active symbiotic nodules (ASN) were
counted related to the characteristic red colaatifve ones. All nodule measurements were expressed

as number per 100 mg DW roots.

5.2.2.6 Statistical analysis

For the two independent experiments, no signifiadifference was noticed concerning air

contamination between the 3 polluted chambers #&aldd/allis test,P<0.05, n=3), so they were
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considered as real replicates. As one replicateesponded to 4 pota=12 for all analyses of these 2
experiments. Non parametric analyses were theroqmeeld as most of experimental quantification
data were found to lack homocedasticity and nordistribution. Mann-WhitneyJ tests P<0.05)
were performed to compare the PHE concentratioosvezed in any compartment between the 2
plant species. Wilcoxon paired analysd3<{.05) were made to compare PHE concentrations
recovered in the different organs in the same pdaeties. Microbial parameters were treated with
Chi-square testsPg0.05) to determine whether the PHE-exposure caifilelct mycorrhizal root

parameters and active nodule percentages.

5.2.3 Results
5.2.3.1 Atmospheric PHE exposure

At T1, no PHE was detected in the atmosphere ofrabchambers in any experiments. PHE
quantified in control clover and ryegrass rangednfi0.5 to 1 ug gDW in shoots and roots, and was
around 0.008 pgtOW in the soil.

According to the evaporation rate of PHE pillse #toncentration in air of polluted chambers
over the exposure period was 152 pgfor the clover experiment and 155 pg’ for the ryegrass
experiment (Table 5-1). These concentrations wigmgficantly correlated with the PHE scavenging

by activated carbon of passive samplers (rz= (®%8,001).

5.2.3.2 PHE recovered in clover experiment

Atmospheric PHE was transferred from air to all tensidered clover organs during the
exposure, but principally in shoots (124.0 |igbyV) (Table 1). By contrast, clover roots at T1 were
100-times less contaminated (1.7 igyV) than shoots. PHE transfer from air to leave®(1 ug ¢
DW) was 3-times higher than to stems (68.7 {®W). Moreover, 7.7 % of the total PHE recovered
in leaves was adsorbed to the cuticle and 92.3 %alvaorbed in the inner tissues of leaves (Table 2)

Bioconcentration factor (BCF) between air and lsavas 50 day.

PHE bound residues were quantified to validate RkiEaction in soils and represented 27.0 =
11.4 % (top soil) and 24.2 £ 9.2 % (deep soil)h&f total amount of PHE extracted (extractable PHE +
bound residues). PHE assayed in soil demonstratadnaficant difference according to the depth
(Table 1), as there was four times more PHE irtdpdayer (0.046 pg yDW) than in the deep layer
(0.012 pg g DW).
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Tableau 5-1 : PHE concentrations recovered inpdant tissues and soil in the 2 plant soil systéred clover
and ryegrass) after one month of exposure to atheygpPHE. Data represent the means * S.D. Tos raad
top soils correspond to the 0-1 cm layer; deepsraod deep soils correspond to the 1-10 cm laysterSks
indicate significant differences of concentrationthe same compartment between red clover and agegr
systems (Mann-Whitney U test; P<0.05). Means foldwby a different letter in the same line (samenpla
species) were significantly different (Wilcoxon g test; P<0.05).

AR (ugm®  PLANT (ug ¢'DW) SOIL (ug kg' DW)
Total plant  Total shoots Leaves Stems' Total roots ~ Top roots Deep roots  Total Top soil  Deep soil
red clover 152+ 31 953+26.00 124.0+359  170.1+545 68.7 + 16.3 1.7+0.4° 0.8+0.3 18+05 186" 46+32 12+5"
d
ryegrass 155 + 34 31.7+3.2% 48.1+53* 67.8+8.1° 9.6+15d 3.7+13% 33x07*% 45+09% 21+6' 72£27 103"

1 For ryegrass, “stems” includes stems and leaitbhe

5.2.3.1 PHE recovered in ryegrass experiment

PHE was mostly transferred from air to leaves §6jig g" DW) (Table 5-1). PHE
concentrations quantified in roots (3.7 V) were similar in top and deep roots (Wilcoxorirea
test; P>0.05, NS). Furthermore, 27.2 % of the PE&bvered in leaves was adsorbed to cuticular
waxes and 72.8 % were absorbed in leaves (Tab)eBigtoncentration factor (BCF) between air and
leaves was 15 day. PHE contaminations of soils were akin to thosghefclover soil systems (Table
5-1).

5.2.3.2 Effect of atmospheric PHE on ryegrass and cloverwth

The biomass of ryegrass was not affected by athesgpPHE (Fig. 5-2B). On the contrary,
PHE exposure induced a general clover biomass tieduaf around 15 %. This decrease was totally
due to shoot biomass diminution (Fig. 5-2A). A ddesable decline of 30% was measured for leaf
and stem dry weights, but also for leaf areas &0 cm?/pot and 207 + 50 cm?/pot in control and
polluted treatments, respectively) (Fig. 5-2A). &ntrast, atmospheric PHE exposure did not affect

significantly root biomass, neither in top layeoy in deep layer (Fig. 5-2A).

Tableau 5-2: Absorbed and adsorbed PHE in leavesd€lover and ryegrass after one month of exmosur
atmospheric PHE. Data represent the means + S.Deriglss indicate significant differences of PHE
concentration between red clover and ryegrass (M#hitney U test; P<0.05).

total PHE in leaves PHE adsorbed to cuticle PHE absorbed in inner leaf
tissues
pug g DW  pgen¥ ug cnt % total PHE g cih % total PHE
Red clover 167.6 69 0.39+0.16 0.03+0.01 7.7+3.2 3616 92.3+3.2

Ryegrass 79.1+9.9* 0.19+0.04* 0.05+0.01* 27.256. 0.14+0.03* 728%6.5
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5.2.3.1 Effect of atmospheric PHE on ryegrass and clovestreymbiont:

No mycorrhizal colonization or nodulation was olveer at TO in any species. At T1, intens
of root mycorrhizal colonization in ryegrass roeas below 1%. On the contrary, root symbic
wereobserved in both control and P-exposed clovers at T1. Mywbizal parameter- frequency,
intensity and arbuscular abundar- were similar in control and polluted clovers, irptand deeg|
roots (Table ). The mycorrhizal root frequencies were aroun#loZ6r both control and pollute
pots in the 2 layers. Numbef active symbiotic nodules was similar in cohtad polluted pots fc
both considered root layers (Tabl-3). Neverthelesspercentage of active nodules in top rc

dropped significantly from 79.5 % in control potsah to 68.7 % in exposed p¢

e A/ Red clover 0

Biomass {mg/pot)
Leat area (cm?fpot)

leawis  SI0TS Lo rools doeproots leal s

B/ Ryegrass

9 Fooano

200 200
130 ’_‘-i 102
1] ' ' ' ' ' a

leavis  sters loprootls doep raots leal aria

Diomass {mg/po:)

Leat area icm*/pot)

Figure 5-2 : Biomasses and surface leaf areas of red cloveaifd)ryegrass (B) after one month of exposui
ambient air (control) or to atmospheric PHE (p@tltData represent the means + S.D. Top correspond to
the 04 cm layer and deep roots correspond to 10 cm layer. Asterisks indicate significant diffeces ol
biomass and leaf area between control and poljubésl (Man-Whitney U test; P<0.05).

Tableau 5-3Clover symbiotic microorganism analyses after orantim exposure to ambient air (control)
PHE-enriched air (polluted).

Treatment Compartment Mycorrhiza Rhizobiur nodules
Frequenc Infection Arbuscular ASN ASN/total
intensity abundance nodules
(%) (%) (%) (nb/100 mg roo (%)
Control  top roots 23.0 1.8 0.5 86 79.5
deep roots 27.1 2.9 0.9 160 86.1
Polluted top roots 19.5 15 0.3 98 68.7*
deep roots 24.9 2.6 0.8 140 82.4
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Results of mycorrhizal root frequency, infectioteimsity, and arbuscular abundance are expressid Active
symbiotic nodule (ASN) numbers are expressed irulesdl00 mg DW roots and in % (ASN/total nodul@g)p
roots correspond to the 0-1 cm layer; deep rootsespond to the 1-10 cm layer. Asterisk indicaigaiicant

ASN/total nodules difference between control antuped top roots (Chi-square test; P<0.05).

5.2.4 Discussion

In the present investigation, the 150 pg RHE exposure corresponded to atmospheric PHE
concentrations selected in the few atmospheric ®xjgostudies (from 50 to 330 pg’nperformed in
controlled conditions (Lin et al., 2006; Wild et,a2006). Ambient PHE concentrations are highly
variable in the environment. Values are expresseu)ini® in rural areas (Gioia et al., 2006), in ng m
in urban areas (Prevedouros et al., 2004), andginmii near emission point sources, e.g. near

aluminum smelters and heavy traffic roads (Hafihe.e 2005).

Experiments underlined the ability of clover agdgrass to accumulate a large amount of PHE
from the air over the course of one month (95.3 2hd pg g in total plant respectively for clover
and ryegrass). This plant capacity was demonstraidother plant species exposed to atmospheric
PAHSs in controlled conditions, such as tea or méiie et al., 2006; Lin, et al., 2007). PHE was mor
concentrated in shoots than in roots in clover aegrass where the leaves constituted the PHE sink
(170 and 68 pgHDW respectively). In both plant species, PHE wastigabsorbed in leaves rather
than adsorbed to cuticular waxes. This result wasccordance witin situ experiments such as those
of Wang et al. (2008) who found that airborne paitite and gaseous PAHs were likely the sources of
PAHSs for cuticle and the inner tissues respectividlgreover, PHE extracted from clover and ryegrass
tissues was not closely bound to cell walls as @%he PHE was recovered from the first ASE
extraction (unpublished data). Our results suggesteytoplasmic localization of PHE in leaf andtroo
cells of both plant species. Wild et al. (2006) uwtoented for spinach a PHE accumulation in leaf cell

cytoplasms and storage into vacuoles.

Bioconcentration factor (BCF) corresponds to theedrative parameter which allows
comparison between any plant species and atmospt@rtamination levels. BCF of ryegrass leaves
(15/day) was lower than BCF of clover leaves (5¢9)fdand tea leaves (95.5/day) (from Lin et al.
2006). The surface area is one parameter whicld@dlain BCF differences (Chen et al, 1997). The
observed BCF differences between clover and rysgr@se not related to their leaf areas but to the
different sensitivity of each plant species to Upt®HE. Since ryegrass leaf blade twist, the keeled
abaxial surface of leaf protect like a natural rttoé adaxial side of the leaf blade from airborne
xenobiotics (Ringelmann et al., 2009). Abaxial au€ of ryegrass leaves is a low-hydrophobicity
smooth wax film, unlike clover leaves whose bottesiare shaped and covered with hair (Zoric et al.,
2009). Thus, leaf morphology constitutes a cruaitor involved in the scavenging of PHE by

foliage and explained the differences between theagsland plants.
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In clovers, 8 % of the total PHE amount in leavemained adsorbed in the cuticle, whereas
adsorbed PHE in ryegrass cuticle represented 2Tn%erm of concentration per leaf area unit,
adsorption of PHE to the cuticular waxes was 2 sithigher in ryegrass than in clovers. Structural
characteristics of the cuticle explain these diffees. Transfer of organic compounds across plant
cuticles is governed by diffusion. The penetratiéPHE in epidermic cells and the inner leaf tissue
occurs when equilibrium concentration is reachedhia cuticle (Wild et al., 2006). Our results

suggested that the equilibrium concentration igraes cuticle was higher than that of clover ceticl

Roots were also contaminated after atmospheric tisure, but in very low concentrations
compared with shoots (respectively around 70 tiames 15 times less in clover and ryegrass). In both
species, PHE concentrations in deep roots wereshidian in top roots, but were only significant for
clover. However, the highest PHE concentration veped in deep roots was related to the lowest
PHE concentration recovered in its associated @umhversely for the top roots and its soil).
Experiments conducted with rice cultures clearlyndestrated that PAHs recovered in roots were
related to PAH concentrations in air (Jiao et 2007). PHE recovered in roots came from shoots
through phloemic transport or from soil. Our resytovide argument for phloemic transport from

leaves to roots but call for complementary expenitsi@sing radiolabelled compounds.

As a consequence of the high PHE contaminatioclader shoots and its absorption in inner
tissues, leaf and stem biomasses were stronglyndingd (- 30%) while root biomass remained
unaffected. Such results highlight a reliable jptiggical impact of PHE on clover growth such as
disturbances in the photosynthesis process (Ogahtimat al., 2008; Oguntimehinet al., 2010) or in
carbon allocation. By contrast, the absorbed-PHErymgrass did not affect its growth. PHE
concentration was too low to induce physiologicatutbances or/and ryegrass was not sensitive to
PHE. Ryegrass is known to be less sensitive to PAlIs clover in PAH-spiked soils (Sverdrupet al.,

2003), but not in the case of an atmospheric exposu

In the environment, plant resistance to pollutatés depends on its associated root symbionts.
Generally, toxicological tests on AMF aRhizobiumnodules are conducted with seedlings grown in
soils previously contaminated by PAHs (industriadly artificially). On the contrary, in the present
work, plants were grown in a soil contaminated tyaspheric deposition gradually over one month.
In ryegrass roots, mycorrhizal colonization was lkme to determine whether PHE exposure had an
effect. The lack of efficient mycorrhizal assomatiwith ryegrass roots was in relation with the kvea
mycorrhizal dependency of this plant species (Wilsk998). By contrast, clover roots were colonized
by mycorrhizal fungi and nodules during their exyresto atmospheric PHE, emphasizing that PHE
exposure did not have any effect on the clover syohbiosis establishment. Consequently, clovers
had an efficient mycorrhizal symbiosis during thexposure. In case of a previously PAH

contaminated soil, the mycorrhizal root paramesggsificantly diminished while the plant biomass
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decreased (Leyval and Binet, 1998; Chiapusio ¢2D7). The benefits and/or disadvantages for the
plant to maintain its mycorrhizal symbioses underaspheric PHE exposure need to be clarified. The
percentage of ASN in clover roots decreased indpdayer, indicating that the nodule symbiosis was
sensitive to the atmospheric PHE exposure. Redigtgot permit us to precisely determine whether
such response was due to a direct PHE effe®honobiumor due to physiological response of clover

whose roots were contaminated. However, this dittonuimplied physiological disturbances in

clovers related to nitrogen nutrition.

5.2.5 Conclusion

In one month, atmospheric PHE was recovered imtshand in roots of clover and ryegrass
suggesting a phloemic transport. Clover and ryasgess/es were the PHE sink but species differences
were highlighted. Solely clover shoot biomass wesngly affected (- 30%) while clover maintained
efficient mycorrhizal symbioses but not nodule symbs. Realistic integrative experiments are
reliable in monitoring the fate of atmospheric pheplant soil systems and give an overview of the
effects of such pollutants. Thus, interesting pecfpes of carbon allocation and n nutrition

perturbations are suggested.
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6 EFFETS DU PHENANTHRENE ATMOSPHERIQUE SUR
L’ALLOCATION CARBONEE CHEZ LE TREFLE

6.1 Présentation

Les résultats obtenus lors de I'étude portantiesdréfle et sur le ray-grass ont montré que la
biomasse du trefle était affectée par I'exposiaonPHE atmosphérique. Cependant, ces travaux n’ont
pas permis de préciser les mécanismes physiolagiqupliqués dans cette diminution. Dans la
mesure ou la biomasse aérienne a subit une dimmake 25 %, tandis que la biomasse racinaire
restait constante et que la mycorhization étaitseprée tout au long de I'étude, nous avons émis
I'hypothese que limpact observé chez le trefle @i étre lié a un effet du PHE portant
principalement sur la photosynthése et/ou surokaltion carbonée. Les principaux effets biologiques
des HAP sur les plantes relevés dans la bibliogeapbncernent le processus photosynthétique, les
effets sur l'allocation de la plante n'ayant jamété étudiés, a I'exception d’'une étude récente qui
rapporte I'effet des HAP contenus dans les sédisngunt I'allocation carbonée chBhragmite(Nie et
al., 2010).

L’objectif de cette étude était donc de détermsidiallocation du carbone était effectivement

perturbée chez le trefle apres 1 mois d’exposaioPHE atmosphérique.

Pour cela, les tréfles ont été exposés dans leeméonditions que précédemment (1 mois ;160
ug md) et l'allocation du carbone a été analysé darsyséme sol-plante en effectuant un marquage
au™C-CQ..

Cette étude a mis en évidence :

- Une perturbation de la croissance, en particulietadx d’assimilation net,
- Une modification de I'allocation de biomasse

- et un changement dans l'allocation du carbone.

Plus précisément, les résultats obtenus ont montré

- Une rétention du carbone dans les feuilles, pramabdht pour assurer la mise en place de
mécanismes de réparation ou de défense,
- Une diminution de l'allocation carbonée vers lesimas, qui pourrait étre due a une

diminution de I'exsudation racinaire et/ou de I'erpde carbone vers les symbiontes.
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(Trifolium pratense L.)

Environmental Pollution xxx (2011) 1-7

Contents lists available at ScienceDirect ENVIRONMENTAL
POLLUTION

Environmental Pollution

journal homepage: www.clsevier.com/locate/envpol

Atmospheric phenanthrene pollution modulates carbon allocation
in red clover (Trifolium pratense L.)

Dorine Desalme?, Philippe Binet?, Daniel Epron b.c Nadine Bernard?, Daniel Gilbert?,
Marie-Laure Toussaint?, Caroline Plain ¢, Geneviéve Chiapusio®*

2 Université de Franche-Comté, CNRS, UMR 6249, Chrono-environnement, BP 71427, F-25211 Montbéliard Cedex, France
P Nancy Université, LIMR 1137, Fealogie et Fcophysiologie Forestiéres, Faculté des Sciences, BP 70239, F- 54506 Vandoeivre-les-Nancy Cedex, France
SINRA, UMR 1137, Ecologie et Ecophysiologie Forestiéres, Centre INRA de Nancy, F- 54280 Champenoux, France

Publié dansEnvironmental Pollution (IF 3.42)

Abstract

The influence of atmospheric phenanthrene (PHEp&x@ (160 pg.f) during one month on carbon
allocation in clover was investigated by integratiplant growth analysis) and instantaneb@oO,
pulse-labelling approaches. PHE exposure diminigiladt growth parameters (relative growth rate
and net assimilation rate) and disturbed photoggmsh(carbon assimilation rate and chlorophyll
content), leading to a 25% decrease in clover bésmahe root-shoot ratio was significantly enhanced
(from 0.32 to 0.44). Photosynthates were identcallocated to leaves while less allocated to stems
and roots. PHE exposure had a significant oveffdteon the’>C partitioning among clover organs
as more carbon was retained in leaves at the egp#nots and stems. The findings indicate that
PHE decreases root exudation or transfer to syrtdbamd in leaves, retains carbon in a non-strulctura
form diverting photosynthates away from growth aespiration (emergence of an additional C loss

process).

Capsule: Exposure of clover to atmospheric PHE affected oy its growth, but also

biomass partitioning and C allocation among itsaosy

Key-words: atmospheric PAH; plant-soil system; biomass panihg; plant growth

analysis;*C-labelling.
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Abbreviations: PAHSs, polycyclic aromatic hydrocarbons; PHE, pmtheene, R:S, root-
shoot biomass ratio; RGR, relative growth rate; NABt assimilation rate; \, microbial

biomass C; chl, chlorophyll

6.2.1 Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are péesis ubiquitous organic by-products of the
incomplete combustion of fossil fuel and biomadseylreach ecosystems through short or long-range
atmospheric deposition of particles or gas (Wildl alones, 1995). Since they can exert toxic
mutagenic and carcinogenic properties the contdiomaof ecosystems by PAHs raises
environmental and human health issues (IARC, 1988¢ pivotal position of plants in natural and
agro ecosystems provides an exposure route for Raltee higher trophic levels (Kipopoulou et al.,
1999).

Atmospheric PAHs are well studied in field expenvtsefor environmental monitoring (Srogi, 2007).
In such a context, PAH effects mainly depend onetkgosure concentration, the time and the ability
of plants to take up and accumulate such pollutaNts/ertheless, the physiological mechanism
accounting for the effects of PAHs on plant growths sparsely considered mostly because of
inhomogeneous environments. Hence, experimentideethat simulate atmospheric PAH exposures
were required to clarify such physiological asp&Zigo et al., 2006). Until now, PAH effects have
been mainly studied in the case of root exposureutih contaminated soil or water (Aina et al.,
2006). In such a context, PAHs induced physioldgidasturbances, such as the decrease in
germination, growth (root length and shoot biomasg) in chlorophyll content (chlorophylandb)
(Kummerova et al., 2006, 2008, 2010; Liu et al020

In the few studies concerning atmospheric expogui@AHSs, plant biomass was usually affected but
contradictory results were reported for biomasstitpaming, with either leaf or root biomass
diminished by PAH exposure. For example, biomassiyction of Cucumbis sativusnd Brassica
napuswas altered by foliar application of an aqueousitssn of PAHs (Huang et al., 1996). Root
biomass ofLactuca sativalettuce) andRaphanus sativugadish) was affected by 2 weeks of foliar
application of anthracene in aerosol form (Wiecko@nd Wieczorek, 2007). Physiological
disturbances in primary metabolic processes in tplamere also reported. For instance, the
photosynthetic rate decreased by about 20% incketaund radish exposed to anthracene (Wieczorek
and Wieczorek, 2007). A decrease in photosyntlaatit respiration activities was also observed in
Pinus densifloraand Lycopersicon esculentumihen their foliage was fumigated with fluoranthene
(Oguntimehin et al. , 2008, 2010).
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In a previous work (Desalme et al., 2011), a sigaift decrease in shoot biomass was highlighted in
clover exposed to atmospheric phenanthrene, wirieliomass remained unchanged. Such a biomass
decrease in clover remained unexplained but sugdestchange in carbon allocation. Plants do
regulate carbon allocation in response to abidtess in a way to ensure their survival (Granti30
Pell et al., 1994; Ruehr et al., 2009). Carboncaliion in plants is assessed by integrative (plant
growth analysis) and/or instantaneot®C{CQO, labelling) approaches. Plant growth analysis is an
explanatory and holistic approach to interpret pfanm and function across harvest-intervals that
relates growth to carbon acquisition and allocafldant et al., 2002). Additional information is giv

by the®*C-CQ, labelling technique which permits to elucidate thie of recently assimilated carbon
within the plant soil system (Olsson and Johns@®352. The impact of atmospheric PAHs on carbon
allocation in plants has been sparsely investigataely in plants grown in petroleum-polluted soil.
Results demonstrated that carbon allocation wasfieddn favor of belowground parts in response to

root exposure to PAHs (Nie et al., 2010).

The main objective of this work was to elucidateviearbon allocation in plant and soil compartments
was affected by atmospheric phenanthrene expo€loeer was selected as a functionally important
model grassland species that is found in both abaind agroecosystems. Phenanthrene (PHE) is a
gaseous PAH generally considered as a model of Bdduse of its ubiquity and its preponderance in
the atmosphere (Gioia et al., 2006). Clover wasvgrin agricultural soil and exposed to a PHE-
enriched atmosphere during one month. We hypotbédtzat, at the end of the PHE exposure, 1) the
relative growth rate (RGR), net assimilation raf\R) could diminish and 2) the root:shoot (R:S)

allometric coefficient and the carbon allocatiae.(°C labelling) to roots could be impaired.

6.2.2 Material and Methods

6.2.2.1 Culture and exposure

Red clover Trifolium pratensd.., var. Jonas, Caillard) seeds were disinfecbeahif in ethanol
followed by 2 h in sodium hypochlorite solution (4%'v)) and grminated in Petri dishes with
Vincent medium during 3 days (Purchase et al., 19B7e soil that came from an agricultural field in
Maconcourt (Vosges, France) was characterized asutic cambisol (WRB). Thirty-eight plastic
pots (12 cm high, 8 cm diameter) were filled with0g dry weight (DW) of 2 mm-mesh sieved soil.
Nine seedlings were transplanted into each potahivated in a thermostatic growth chamber (25°C,
photoperiod 12h/12h, 70% constant relative humjdit§0 pmol rif s* photosynthetically active
radiation (PAR). After one month of culture, 12 petere harvested as a starting point for growth

analysis.
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Four pots were placed inside polluted and contrahtbers (n= 3 chambers for both treatments, i.e. 24
pots in total) during one month (20 °C, photoperi@t/12h, 135 umol is' PAR). An additional set

of 1 polluted and 1 control chamber was installegrovide unlabelled plant and soil materials. As
described in Desalme et al. (2011), the air wasclead with PHE before reaching each polluted
chamber by passing through an evaporator fillech VAHE pills. PHE concentrations in air were
monitored throughout the experimentation in eachnudber (polluted and control) with passive

samplers made of activated carbon.

6.2.2.2 Labelling

After one month of PHE exposure, tH&C-labelling was performed using the exposure
chambers with the holes fitted with a rubber septdihe 3 replicate chambers were labelled
simultaneously. Evolution o’"CO, and *CO, concentrations inside each chamber was monitored
simultaneously with &CO,/**CG, infrared gas analyzer (S710, SICK/MAIHAC). Whele tthamber
was closed, the ambient g@oncentration declined at a rate of 0.825 and L6® CQ stin
polluted and control system, respectively. WH&0, concentration reached values around 120 pmol
mol™?, pure®®C0, (99.299 atom %; Eurisotop, Cambridge Isotope Latowy Inc., Andover, MA) was
injected at a flow rate set to maintdficO, concentration between 600 and 800 umol mwhile
'2C0O, concentration ranged between 200 and 300 pmot.mdler 1.5-h labelling, the chambers were
opened and vented for 10 minutes to remove’alD, in excess then the light was turn off. The first
sampling was done 15 min after turning off the tgg6i.e. 2 hours after the beginning of the labgli
(TO).

6.2.2.3 Sample collection

Leaves, stems, roots and soil were sampled odeday period: 2 h (TO), 14 h (T1), 38 h (T2)
and 86 h (T3) after the beginning of the labelliBgmples of unlabelled potS¢ natural abundance)
were collected just before the labelling to avaig aisk of contamination from 6 additional chambers
(3 polluted and 3 controls) devoted to provide balked samples. At each sampling time and in each
pot (n=3 per treatment), plant shoots were rapidlyfrom roots, separated into leaves and stenss. Th
root/soil system was separated into top (0-1lcmigdit g DW) and deep layer (1-15 cm depth; 250 g
DW) where the roots were recovered and rinsed wistilled water. All the plant samples were
weighted and frozen in liquid nitrogen (- 80 °C)¥dre being freeze-dried and ground to powder for
further analyzes. Soil samples were all divided ixsubsamples for PHE quantification (dry soiljl an

microbial biomass measurements (fresh soil), resEdge.
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6.2.2.4 Total organic content ant’!C abundance determination in the

different C pools

Plant samples were analyzed for total C and N @itdC elemental analyzer (CE instruments,
NA 1500, Italy). Each soil sample was divided i@teamples: one kept as is (non-fumigated samples)
and the other submitted to chloroform fumigatiortr&stion during 24h to solubilize microflora
(fumigated samples). Microbial biomass was extchétem each soil samples (40 g of fresh soil) by
with of K,SQ, (100 mL of 0.05 M) (Vance et al., 1987). Totalamiz content in the soil and in,8O,
extracts was determined with a TOC analyzer (TO80G0, Shimadzu). Microbial biomass G4&)
was calculated as the difference of C content betwibe fumigated and the non-fumigated extracts.
3C isotope compositior5t°C) in plant, soil and SO, extracts were determined by an isotope ratio
mass spectrometer (IRMS Finnigan, Delta S, Germ#@yykonvention*C isotope composition was
expressed relative to Pee Dee Belemnite standax@<®.011179602). The following equation was
used to calculate th&*C of microbial biomass3{*Cyg, %o)

_0%C, xC, -d"°C xC,

orC,,. = Egn 1
e (C, -Cy) |

where G and G; refer to the amount of C extracted from fumigated anon-fumigated soil,

respectively, and"*C; andd'*C,; to theirs'*Cvalues.

Isotope composition of CQOespired by the soil-plant system was recordethg@ consecutive
days on the 3 polluted and the 3 control pots ctdld at T3. Each pot was introduced inside an
airtight 2.4 L-chamber. The accumulation’d€0, and*CO, in the dark were measured during 30
minutes with thé”“CO,/*CO, infrared gas analyzer (S710, SICK/MAIHAC, Germariyhe [2CO,]

and [¥CO,] were used to calculate the isotope compositiotefair inside the chambef'{C).
13002
1
o= o -1 Eqgn 2

DB

8"°C was plotted against the inverse of total,@6ncentration (Keeling plots) to estimate thedpet

composition of respired GKeeling, 1958; Ngao et al., 2005).

Total respiration (in mg CH was calculated from the slope of the linear iaseein total CQ®

concentration in the chamber.

The relative abundance 5C in any compartment including respiration, (8xpressed in atom

%) can be calculated as
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The™*C label recovered in any compartment i (LiRg**C) was calculated as
(A = Aup)
LR =—"—=F'x Eqn 4
=" @ o

with Q the quantity of C in the compartment i (mg C)atm up denote labelled and unlabelled pots.

For plant materials, Qvas the product of the carbon conten) @d the dry mass (DjMof the

compartment i. For microbial biomass,was the product of & and the soil mass per pot.

Cumulative °C recovered in respiration (L)Rin the dark was determined assuming an
exponential decay of the amount of exc&& recovered in respiration at a given times{R)
according to Plaiet al. (2009). Rscex:(mg**C h*) was calculated according to Eqn 4 usind R instead

of Q. An exponential function was fitted to the data
R13Cext = Rl.3Cex0 xexpEK xt)) Egn 5

where t is time after labelling (in hours) and Kile decay constant. K ands;Rxoare the best-fit

adjusted parameter of the model.

LR, at any time can be calculate using an integr&gpf 5
LR =LR . x (L-expfK xt)) Eqn 6

with the asymptotic value of cumulativ®C recovered in respiration (.B), i.e., the total amount of

labelled carbon that could be recovered in theiraispn, calculated as the ratio ofdyoto K.

Finally, the fraction of assimilatedC recovered in the compartment i (FLR) of the plants
was expressed in percentage of the total quartitjassimilated by the plant (i.e. the quantity of
3C in the plants harvested at T0).

LR,

it
2. LR

FLR,, = Eqn 7

The partitioning of LR in each compartment at egi harvest-time (PLR %) was expressed
in percentage of the totdIC recovered in the system at the respective hativest (i.e. the total’C
recovered at T1, T2 or T3)
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PLR, = ' Eqn 8

6.2.2.5 PHE extraction and quantification in air, plant asalil

At the end of the exposure time, PHE pills wenmaoeed from the evaporator of the polluted
chambersPHE sorbed into activated carbon was extracted ¥5timL of carbon disulphide (AnalaR
Normapur, VWR Prolabo, purity > 99.9%) under 10es&tagitation.

The plant sample extraction consistednixing 100 mg DW of polluted and control stems viesor
roots with diatomaceous earth (5 g). Extraction wadgormed twice with 20 mL of cyclohexane
(Carlo Erba RPE) by an accelerated solvent extracfASE100; Dionex, France) in 10 mL-cell
during 14 minutes (100°C, 100 bars).

The soil sample extraction consisted in mixing 9DW of polluted and control top or deep layers of
soils with diatomaceous earth (10 g). Extractiontbad mix was performed twice with 120 mL of
cyclohexane (Carlo Erba RPE) by ASE in 100 mL-daling 14 minutes (100°C, 100 bars).

PHE gquantifications in passive samplers, plantssaild were performed with a Gas Chromatography
coupled with a Mass Spectrometer (GCMS-QP5050An&tkzu, France). An automatic sampler was
used to inject 1 puL of sample in a stationary phaaeillary column; 25 m long; 0.22 mm diameter,
70°C to 300°C, 20 min, 1 mL nif). PHE retention time was 15.1 min. PHE concertretirecovered

in leaves, stems, roots, and soils were expressed i DW.

6.2.2.6 Protein and photosynthetic pigment contents

For total protein quantification, samples of 100 fregh weight (FW) were ground in liquid
nitrogen, with an extraction buffer (Tris-bufferdp8) and polyvinylpyrrolidone (0.05 g per 100 mg
plant FW) (Pedrol Bonjoch and Ramos Tamayo, 208bnogenates were then centrifugated (16000
rom for 20 min, 2°C). The soluble protein contetittbe supernatant was determined by the

Coomassie Blue method, using serum albumin as atdriBradford, 1976).

Photosynthetic pigment content (chlorophgliand b, carotenoids) in leaves and stems were
extracted from 100 mg FW ground with mortar andlpda 10 mL of 80 % acetone (Arnon, 1949).
Pigment contents were calculated from the equatiddcKinney (1941) with the absorbance of the

extracts at 460 nm, 645 nm and 663 nm.
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6.2.2.7 Growth analysis

Classical plant growth analysis was performed gisihre excel tool developed by Huet al.
(2002). The tool derives relative growth rate (RAR)whole plant dry weight together with its
components: net assimilation rate (NAR), speciéaflarea (SLA), and leaf weight fraction (LWF)
defined and related instantaneously in the foll@uiray:

ldw_ 1 dw_L

WE:L_AEXEAX% Egn 9a
RGR = NAR x SLA x LWF Eqgn 9b
Wheret is time, W is total dry weight per pot,, is total leaf area per pot, ahg, is total leaf dry
weight per pot. The product of SLA and LWF is knoagleaf area ratio (LAR)

RGR = NAR x LAR Eqgn 10

The root:shoot (R:S) allometric coefficient isatierived for the same harvest-interval.

All 6 parameters are estimated as mean values/sadebss one harvest-interval with a standard error

and 95% confidence limits attached to this estimate

6.2.2.8 Statistical analyzes

All analyzes were performed with the software RO2L1(R Development Core Team, 2010).
Mann-WhitneyU tests P<0.05) were used to test for differences betweertrédatments (control and
polluted) in plant and microbial biomasses, PHE cemtrations, total C, total N, protein and
photosynthetic pigment contents. Wilcoxon pairest (<0.05) were used to distinguish differences

in PHE concentrations among the different compantsa the same plant soil system.

Analyzes of variance (ANOVAP<0.05) were performed on the linear mixed effectais to
test for overall differences in tHéC allocation (FLR and PLR) with time, between treaits and the

interaction between time and treatment.

6.2.3 Results

6.2.3.1 PHE transfer in the plant soil system

In control pots, PHE was not found in air or imms. PHE concentration in the air of polluted
chambers was 160.3 + 6.4 ug’ifter one month of exposure, PHE quantified iavies, stems and
roots represented 73 %, 25 % and 2 %, respectigbihe total PHE quantity found in the plant. PHE
concentrations were 30-fold higher in shoots (60¢ipthan in roots (2 pg} (Table 1). PHE

concentrations quantified in the soils were 10@fdbwer than concentrations in clover. The
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contamination by PHE in the first centimeter ofl $8i109 pg &) was significantly 5-fold higher than
below the first centimeter (0.022 ugd)g

6.2.3.1 Effects of atmospheric PHE on clover

At the end of the one-month exposure to PHE, aifsti@nt decrease in the whole clover
biomass was noted (Table 2) due to the 25%-decreagd®ot biomass (from 800 mg DW to 580 mg
DW). The R:S ratio of polluted clover significanilycreased from 0.32 to 0.44 (Table 2) as did the
R:S allometric coefficient (1.36 versus 1.56). $figant decreases in relative growth rate (RGR) and
net assimilation rate (NAR) were highlighted in Retposed clover (Table 2). The respiration rate
remained unchanged (27.1 + 2.5 mgtDW day* and 24.5 + 4.6 mg C'®W day" for polluted and
control system, respectively). Soil microbial bi@saC (Guc) was significantly lower (-30%) in
polluted soils than in control soils for both tapdadeep layers (Table 2)ufe was 3-fold higher in top
soil than in deep soil whatever the treatment.

Tableau 6-1 : PHE concentrations (ug g-1 DW) remeen clovers and soils after 1 month of expogare

atmospheric PHE. Data represent the means + sthdéaiation (n=12). Letters indicate a significdifference
in PHE concentrations between the different conmpants (Wilcoxon-paired test, P<0.05).

PHE concentrations

(ug ' DW)
Total plant ~ 40.9 + 18.7%
Shoots 57.8+ 26.4°

Leaves 70.2 + 26.8°
Stems 38.1 = 27.7°
Roots 1.8+ 1.0°
Toproots 1.7 + 1.0°
Deeproots 1.9 + 1.0°

Soil 0.040 + 0.018'
Top soil 0.109 + 0.086°
Deep soil 0.022 + 0.010"

The C:N ratio did not differ in leaf and stem beem control and PHE treatment even if the
total C content was significantly diminished inmee(Table 3). On the contrary, a decrease in tiaé to
N content in roots led to a significant increas¢hia root C:N ratio (Table 3). Soluble protein aoris
were not modified by exposure to PHE in any orgaihthe plant (Table 3). In leaves, chlorophyll
(Chl,, Chl, and Chl,,) pigment contents were all reduced in pollutechigdebut the cla/chlb ratio

remained unchanged (Table 4). As carotenoid cositemhained stable, the ahb/carotenoid ratio
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was significantly diminished by PHE exposure (Ta#l)e No difference in pigment content was

observed in stems.

Tableau 6-2 : Biomasses and growth parametersoserd after 1 month of exposure to atmospheric PHE
(polluted) and to ambient air (control). Data reseret the means + standard deviation (n=12). A&teriigdicate

a significant difference in biomass or in growthigraeters between control and polluted clovers (Mafitney

U test, P<0.05).

RGR: relative growth rate; NAR: net assimilationeraLAR: leaf area ratio; LWF: leaf weight fractio8LA:
specific leaf area

Control Polluted
Plant biomass (mg)
Total plant 1060+ 99 831+ 178*
Shoots 802 + 73 579+ 131*
Leaves 463+ 47 358+ 84*
Stems 339+ 32 221+ 52*
Roots 258 £ 42 251+ 54
R:S 0.32+ 0.04 0.44 £ 0.07*
Microbial biomass C (Cwic) (ug g* dry soil)
Top soil 90.3+ 12.3 55.1 + 23.2*
Deep soil 359+ 65 236+ 99*
Growth parameters
RGRmg ¢" day* 944+ 37 848+ 54+
NAR g m? day* 52+ 0.6 4.6+ 0.7*
LAR cm 2 gl 232 + 14 236+ 21
LWF mg ¢" day* 419 + 21 427+ 28
SLA cm? gl 574+ 58 580+ 82
R:S allometry 1.36+ 0.04 1.56 + 0.06 *

Tableau 6-3 : Total C, total N, and soluble prot@mntents in clover leaves, stems, roots and al ant (mg g-
1 dry weight) after 1 month of exposure to atmosigh®HE (polluted) and to ambient air (control). t®a
represent the means + standard deviation (n=12gri&ks indicate a significant difference in to@l total N

contents, or C:N ratio between control and pollutkeders (Mann-Whitney U test, P<0.05).

Leave! Stem: Root: Plan
Control Polluted Control Polluted Control Polluted Control Polluted
Total C 41€ + 6 417 + 7 396 £+ 3 392 +5* 364+ 27 38C + 36 40z + 7 40C £ 8
Total N 16+ 5 17+ 5 94+ 2 9+ 2 18+ 3 14 + 1* 14+ 3 14+ 3
C : N ratio 28+ 6 27+ 7 46 + 8 43 + 8 21+ 3 27 + 3* 30+ 6 305
Proteins 3+ 9 3Cz+ 1C 9+ 3 9+ 2 27 + 12 26 + 6 16+ 9 17 + 8
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Tableau 6-4 : Photosynthetic pigment contents (rgdgy weight) in leaves and stems of clovers aftenonth
of exposure to atmospheric PHE (polluted) and tdiant air (control). Data represent the means #adsed
deviation (n=12). Asterisks indicate a significdifterence in chlorophyll contents between contmodl polluted
clovers (Mann-Whitney U test, P<0.05).

Leaves Stems
Control Polluted Control Polluted
chla+b 7.3+ 2350+ 15* 20+ 10 14+ 03
chla 51+ 1734+ 11* 11+ 04 09+ 03
chlb 23+ 0.7 16+ 05* 09+ 06 05+ 0.2

chla/chlb 22+ 0121+0.1 15+ 04 17+ 05
carotenoids 0.+ 0.2 0.6 + 0.2 0.10+ 0.04 0.11 + 0.05
chla+b/carot 9.3+ 1.2 78 + 1.2* 142+ 3.8 11.0+ 1.9

I+

I+

6.2.3.2 '3C dynamics and allocations in the different compeents

At the first sampling time-point (T0), tH&C excess averaged 2270 {i@ per pot, indicating a
significant assimilation of’C by clover during labelling. As expected, i@ was totally recovered in
plants at TO (Fig.1b). By assumption, there was’6arecovered in the respiration at TO (Fig.1c). The
highest proportion of’C in the system always occurred in shoots (Fig. At)TO, 97 % of the*C
was recovered in shoots (75 % in leaves, 22 %ams) and 3 % in roots (Fig. 1d-g). The initial

percentages dfC were similar between control and polluted sysireril plant organs (Fig. 1d-g).

The fraction of assimilatefC (FLR,) recovered in the different compartments changest time
except in stems (Table 5). TA€ dynamics was not modified by the treatment in emypartment,
as demonstrated by the non significant time x mtneat interaction in the Ime model (Table 5). The
cumulative amount fC recovered in the respiration obviously increaith time for both treatments
(Fig. 1c). The®C recovered in leaves decreased over time, losioge rthan 50% of the fixetfC
between TO and T3 (Fig. 1e). In roots, the fix¥d peaked at T1 (14 % for polluted clover; 22% for
control clover) and remained stable from that mon{€ig. 1g). The™C in microbial biomass was

always very low, increasing between TO and T1 (04)Gnd decreasing slowly afterwards (Fig. 1h).

Although the amount dfiC recovered in all the studied C pools -excepeaves- was lower in
polluted than in control system, this was only gigant in roots, stems, cumulative respiration and

total *C recovery (Table 5P<0.05). The total percentage GE recovered during the chase period
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(Fig. 1a) was significantly lower in the pollutegisteem (60-82%) than in the control system (90-
102%) (Table 5P<0.05). The total amount ofC that can be recovered in respiration (LRwas

significantly lower in polluted system (30%) thandontrol plant soil system (38%).

B) Plant C) Respiration
100 50
80 40 P
g g 60 g 30
o o o
w w 40 m 20 |
20 10 |
0 0
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Time (h) Time (h) Time (h)
100 D) Shoots 100 E) Leaves » ) Stems
80 80 30 |
& 60 & 60 S
4 4 X 20
T 40 & 40 &
20 20 10
0 0 0
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Time (h) Time (h) Time (h)
20 G) Roots 06 H) Microbial biomass
4 4
- -
[T [T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Time (h) Time (h)

Figure 6-1 : Kinetics of the fraction of 13C lalretovered (FLR, %) in the total plant-soil systedy) ( plant
(B), respiration (C), shoots (D), leaves (E), stglg roots (G) and microbial biomass (H) after dnth of
exposure to atmospheric PHE (polluted, closed spugrand to ambient air (control, open diamofjisData
are expressed in percentage of 13C label recovaredch compartment at each harvest-time accordirige
total 13C recovery in the soil-plant system at Ef@ch point represent the mean * standard devi&te8). TO
(2h), T1 (14h), T2 (38h) and T3 (86h).

Tableau 6-5 : Results of the linear mixed effentg)) models to test for overall differences betwieatments
(control and polluted), time and their interaction the fraction of 13 C label (FLR, %) recoveredthe total
plant, shoots, leaves, stems, roots, microbial BEsn(MB) and in cumulative respiration (respi).rffigant
values (P<0.05) are shown in bold.

FLR total FLR plant FLR respi FLR shoots FLR leaves FLR stemsFLR roots FLR MB

FvalueP-valueFvaluePvalue Fvalue  Pyvalue FvaluePvalue FvaluePyvalue  FvalueP-valueFvalueP-value FvalueP-value
Treatmer 9.13 0.014 7.33 0.02410.48 0.006 1.1¢ 0.29: 0.0t 0.86¢ 7.20 0.01912.860.003 0.00% 0.94:
Time 1.35 0.306 4.20 0.051128.49<0.000110.67< 0.00122.73< 0.00011.11 0.37914.31<0.00112.47<0.001

Treatment x Tim®.16 0.854 0.26 0.7771.75 0.205 0.19 0.901 0.05 0.984 0.65 0.5981.71 0.213 0.86 0.486
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3(1)
Control
22(3) 34(2)
TO T1
2(1)

Polluted
}

ORoot Obeaf HStem

Figure 6-2 : Partitioning of 13C (PLR, %) amongmrl@rgans (leaves, stems and roots) after 1 mofth o
exposure to atmospheric PHE (polluted) and to amtlai& (control). Each fraction of the pie reprasdse mean
percentage of 13C recovery (n=3) in leaves, stamd roots according to the total 13C recovery edbil-plant
system at the respective harvesting time. Dateesgmit the means (n=3) and standard deviationgdieated in
parentheses. TO (2h), T1 (14h), T2 (38h) and T8)86

In terms of**C partitioning (PLR) among plant organs at each harvest-time, thenté¥® was
preferentially retained in the above-ground organboth polluted and control system (Fig. 2). The
same partitioning was observed at T1, T2 and T3WANK; n.s.). Exposure to PHE had a significant
overall effect on the carbon partitioning among ¢thever organs (Table 6<0.05), more"C being
retained in the leaves (51% versus 39% on averagpolluted and control plant soil system,
respectively) at the expense of the other plassfroots and stems). Moreover, the significanetim
treatment interaction in leaves implied an effddPHE exposure on theC kinetics in leaves (Table
6).
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Tableau 6-6 : Results of the linear mixed effenig)) models to test for overall differences betweatments
(control and polluted), time and their interactimn the 13 C label partitioning (PLR, %) among plangans
(leaves, stems, roots). Significant values (P<0a®&)shown in bold.

PLR leaves PLR stems PLR roots

Fvalue P-value Fvalue P-value Fvalue treval
Treatment 28.62 0.0001 33.38 0.0001 7.33 0.018
Time 76.13 <0.0001 54.12 <0.0001 28.77 <0.0001
Treatment x Time&.53 0.0454 2.98 0.07 2.18 0.139

6.2.4 Discussion

The study of the transfer of organic pollutantsréalistic concentrations is a fundamental
requirement for the evaluation of their phytotoicin the present investigation, the 160 ug RHE
exposure corresponded to atmospheric PHE concentsagelected in the few atmospheric exposure
studies (from 50 to 330 pg performed under controlled conditions (Lin et 8006; Wild et al.,
2006). Ambient PHE concentrations are highly vdedb the environment. Values are expressed in
orders of magnitude ranging from pg*rim rural areas (Gioia et al., 2006) and ng im urban areas
(Prevedouros et al., 2004), to pug® mear emission point sources, e.g. near aluminueitera and

heavy traffic roads (Hafner et al., 2005).

An effective transfer of gaseous PHE from the aiali compartments of the plant soil system was
noted. Leaves were the most contaminated orgahiewlmd by stems and roots. Exposure to
atmospheric PHE provoked a significant diminution dlover biomass directly related to the
significant 25 %-decrease in shoot biomass. Sushtreonfirmed the PHE effect on clover biomass
previously observed at similar exposure concewingiDesalme et al., 2011) and thus clearly calted t
elucidate the physiological processes involved.@dwer, PHE concentrations found in soils were low
(40 ng ¢" dry soil) and corresponded to realistic diffuspasure. For example, PAH concentrations
in soils from several North China sites far frondustrial areas, roadsides and any other pollution
source ranged from 31 to 1475 rigdyy soil (Wang et al., 2010).

Plant growth analysis which enabled the separabibthe different components of plant growth
demonstrated a concomitant lower RGR and NAR valugslluted clover, indicating that net carbon
assimilation was impaired by PHE exposure. Photbgfit machinery was indeed affected in
polluted clover. Lower chlorophyll contents quaietif in leaves exposed to atmospheric PHE
suggested that chloroplasts were exposed to PHERgEsand involved in the observed decrease in C
assimilation. A decrease in NAR could also be drpl by an increase in C losses, either through
respiration, exudation or volatilization (Farrardadones, 2000). The fraction &iC allocated to

respiration was significantly lower in polluted etr whilst respiration rate remained unaffected.
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Diminution of NAR was therefore not only explaineygthe sole diminution of C assimilation rate but

also by an increase in C losses by another prdlbasghe respiration.

The other main consequence of PHE exposure on ldre growth was an increase in the R:S
allometric coefficient, highlighting a perturbationcarbon allocation. In general, higher valueR$

are considered to be more advantageous to planlsr wwtress conditions — for example under salt
stress (Katsuhara et al.,, 2003). An R:S increase omserved irPhragmite australisgrown on
petroleum-polluted soils and was explained by draaoed allocation of photoassimilates to roots and
microbial biomass (Nie et al., 2010). Howev&g-labelling underlined a diminution of the label
recovered in roots in terms of both fraction ofiméiated *C (FLR) and partitioning (PLR). The
fraction of assimilated®C recovered in leaves was not affected by PHE expowhile the™*C

partitioning to leaves was enhanced.

The opposite trends in biomass partitioning &allocation suggested that tHE that was retained

in the leaf and that was not delivered to the vea¢ non-structural C. A shift in biosynthesis paiigv

in leaves could have occurred, such as the indudfcantioxidant compound metabolism. Such an
induction was recorded in response to PHE in theatigRiccia fluitans(Burritt, 2008) and in tea
plant grown on PHE-polluted soil (Mei et al., 2008hus, an enhanced C allocation to the secondary

metabolism should be further investigated.

The diminution of C allocation to roots could rasubm both the availability of, and the need for,
assimilates that accounted for the determinatiothefC fluxes to any compartments of a soil-plant
system (Farrar and Jones, 2000). The photosyntbatice strength could have declined with damage
to the photosynthetic apparatus or through retentibphotoassimilates in leaves to support repair
metabolism as in Pell et al. (1994). The lower adtn to roots could also be explained by a
decreased carbohydrate export, as supported irthieution of allocation to stems. Phloem loading
could have been impaired by PHE, as it was recomddoeech trees under drought (Ruehr et al.,
2009), and cotton exposed to ozone (Grantz, 2093nhdtabolic feedback control. In addition to the
availability of assimilates, the demand also actolen the allocation of the C fluxes to any
compartment of a plant-soil system. Carbon allatateroot provides root growth, respiration and
exudation. Root exudation is the primary carbonre®for most of the microbial activity in the
rhizosphere (McCrady and Andersen, 2000). Accordimghe strong diminution in g of soils
exposed to PHE, exudation could decrease in pdlsigstem and could therefore explain a diminution
in root demand. In parallel, a decreased C allonatib root symbionts could also be involved. Our
results supported such a hypothesis because dicagnidecrease in N content was noticed in roots.
Moreover, in a previous work (Desalme et al., 201i¢ percentage of active nodules significantly
dropped from 80 to 70 % after one month of expogoresimilar atmospheric PHE. Thus, the

expensive C allocation to nodules could have begualated by the host-plant in a way to save C.
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The increased®C partitioning to leaves might also be the conseqeeof the decrease in shoot
biomass rather than its cause. Indeed, either pdapbnse was recent and allocation of photosyeghat
in leaves would permit to recover from PHE damagesplant response was older but was not
sufficient for the plant to succeed in recoveriiNgvertheless, it cannot be concluded about the

chronology of the response.

An increase in C losses - such as respiration, & or volatilization - was suggested by the NAR
diminution. However, neither exudation nor resporatdid increase in the polluted plant-soil system.
Thus, the significant lower totafC recovered in the complete polluted system higitdid that, in
addition to respiration and exudation, the plaogf'C through an additional process that we did not
account for in our carbon budget. This could oaggnfrom the emergence of an original C sink, such
as the emission of biogenic volatile organic commtzu (BVOCs). An enhanced production of
ethylene and ethane (by 11%) was demonstratBisimm sativunexposed to 5 mgtof fluoranthene

in test tubes (Kummerova et al., 2010). Recentissudemonstrated that PAHs could induce a
phytotoxic response through hormone and defendevagts (Kummerova et al., 2010; Weisman et
al., 2010). The involvement of ethylene in the oese of plants to PHE has been recently reported in
Arabidopsis thalianausing mutant experiments in Petri dishes and raicays (Weisman et al.,
2010). Further investigations are required to tyedemonstrate emission of BVOCs in red clover

exposed to atmospheric PHE.

This work provides new evidence about the phytatosifects of atmospheric phenanthrene on
biomass partitioning and C allocation in clover.r@esults emphasized perturbations in RGR, NAR
and R:S allometric coefficient and led to the casmn that plant growth as well as biomass
partitioning were impaired. Moreover, atmospherielBP exposure disturbed the photosynthesis
process, and changed the distribution of assimiigtroducts among organs and metabolic functions.
We propose that such environmental perturbatiorbasly decreased C allocation to microbial

biomass through exudation or direct transfer toksgtic microbes and also led to the emergence of
another C sink in addition to plant growth, resjpra and exudation. Thus, this work advances our
understanding on the physiological response oftplander atmospheric PAH pollution measured in

heavily polluted areas.
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7. Discussion

7 DISCUSSION

Les différentes études menées au cours de cedtse thnt permis de caractériser plus
précisément le devenir et les effets de la contatioin atmosphérique par des polluants organiques

comme les HAP dans le systéme sol-plante-microdsgaes.

Cette synthese générale a pour objectif de disdda® résultats les plus significatifs, de mettre
en évidence les mécanismes communs aux différéttegs, et de proposer des pistes de réflexions
pour les recherches futures. Dans la premiéreepaut bilan sur le dispositif expérimental de
pollution atmosphérique sera proposé en accentplust particulierement sur la représentativité
environnementale de ce systeme. La deuxieme paédientera un bilan sur le devenir et les effets
d’'une pollution atmosphérique par les HAP dansyitésne sol-plante-microorganismes. Enfin, dans
une troisieme partie, les effets biologiques dpdHution atmosphérique par le PHE atmosphérique

sur le tréfle violet seront discutés.

7.1 Le dispositif de pollution atmosphérique
7.1.1 Méthode de calibration et applications possibles

La recherche bibliographique avait permis de raettn évidence le manque de dispositifs
expérimentaux spécifiqguement dédiés a I'étude dvemie et des effets biologiques des HAP
atmosphériques dans les écosystémes terrestres.aPouder correctement cette problématique, le
systéme de contamination devait étre suffisammiatilef et reproductible. La mise au point et la
validation d'une méthode de calibration du dispbs{Chapitre 3) étaient donc des étapes
indispensables avant de pouvoir étudier la répdesmicrosystémes sol-plante-microorganismes. Les
flux de polluant atmosphérique ont été caractérisis les enceintes et des échantillonneurs passifs
ont été mis au point pour suivre les concentratiattaosphériqgues pendant toute la durée des
expositions. Cette validation originale couplamxpérimental a la simulation mathématique, bien
gu’appliquée spécifiqguement au phénanthréne, est dacun doute adaptable & d’autres substances
volatiles, HAP ou autre COV.

La lumiéere est un facteur environnemental quiuiefice le transfert phloémien des photo-
assimilats et module les effets biologiques des H#dP photo-induction. Lors de toutes les
expérimentations, les microsystémes ont toujor®@bosés dans les mémes conditions de luminosité
(135 umol/m?/s PAR) et de photopériode (12h/12e}lteCluminosité correspond a celle d’'une journée
de novembre et pourrait étre augmentée par I'ajlmgt lampes supplémentaires dans de futures

investigations.
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La lumiére peut également dissiper les HAP datmbsphere. Une expérience complémentaire
a ainsi été effectuée pour observer les effetsaderhiere sur des solutions de PHE a différentes
concentrations. Pour cela, des piluliers contetesitsolutions de PHE ont été exposées dans les
enceintes dans les mémes conditions que les matemegs. Aucune modification de concentration
n'a été mesurée, suggérant que les effets de i@dersur le PHE en solution seraient limités. Dans

méme sens, Wild et al. (2005b) avait constaté gURHE était peu sujet & la photodégradation.

7.1.2 Représentativité environnementale

Ce dispositif expérimental devait constituer utilqaour étudier les mécanismes fondamentaux
régissant le devenir des HAP atmosphériques ddfggalits compartiments environnementaux. Si la
simplification des phénomeénes existaimssitu est inévitable en conditions contrblées, elleerest
nécessaire pour distinguer précisément les efteterposition aux HAP atmosphériques sur le sol et
la végétation. Ce dispositif a permis de réalises @tudes ayant une véritable représentativité

environnementale a la fois en termes de concemtisait de mode d’exposition.

Les concentrations atmosphériques en HAP mesimrésitsl varient beaucoup en fonction de la
localisation géographique, mais aussi de la métléehantillonnage choisie. Les concentrations
sont exprimées en pg hudans les zones reculées et rurales (Gadial, 2006), en ng Mdans les
zones urbaines (Prevedouresal, 2004) et en pg thdans les centres urbains denses et prés des
sources comme des fonderies d'aluminium et desesoayant un trafic important (Hafnet al,
2005). Dans les enceintes mises en place, la olletmosphérique a été générée a partir de la
poudre pure de PHE sans ajout supplémentaire dergplce qui limite la génération d’autres
composes et les réactions chimiques possiblesattllpge de la poudre de PHE a permis de générer
des concentrations de I'ordre de la dizaine de {g@hapitre 3). Ces concentrations, méme si elles
étaient élevées, restaient réalistes puisqu’eli@sespondaient aux concentrations retrouvées a
proximité de sources d’émissions comme des usiregprdduction d’aluminium. De plus, les
différentes expériences ont montré que les coratiois en PHE générées dans les enceintes
d’exposition pouvaient étre modulées par la quard# PHE introduite dans I'évaporateur en début
d’expérience. Cette propriété constitue un atoyoirrant car il est possible de sélectionner le ative
d’exposition auquel on veut soumettre les micrasysis et de tester I'impact de différentes

concentrations atmosphériques en PHE.

Pour exposer les microsystemes sol-plante-micesisgies (Chapitres 4,5 et 6), nous avons
choisi des concentrations plus élevées que cel#téds pour la mise au point du dispositif. Cexchoi
été motivé par le fait que nos expériences comstitt une toute premiere approche pour évaluer la

possibilité d'un transfert et les effets de la ptiin atmosphérique par les HAP en laboratoire.
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Ce choix s’est finalement réveélé judicieux puistpgeconcentrations retrouveées dans les sols au
bout de 2 semaines (Chapitre 4) ou de 1 mois (@ead et 6) d’exposition correspondent en surface
a celles retrouvéds situ aux abords de routes (Tuhackataal, 2001) et en profondeur, aux valeurs
bruit de fond (Achazi & Van Gestel, 2003). Le trfems et les effets observés sur le potentiel
mycorhizien et la croissance précoce de plantsoilegux (Chapitre 4) sont donc représentatifs de

situations réalistes de pollution atmosphérique.

7.2 Transfert du PHE atmosphérique dans le sol et leségétaux
7.2.1 Distribution des concentrations dans les compartimas

Le dispositif expérimental a permis d'étudier tansfert et les effets biologiques des HAP
d’'origine atmosphérique dans des microsystemesplante-microorganismes. Les différentes
expériences d’exposition au PHE atmosphérique omitm@ qu'il pouvait étre transféré dans les

différents compartiments des microsystéemes, intligasol et la plante.

7.2.1.1 Transfert dans le sol

Dans le sol, la contamination reste majoritairennfinée dans le®1lcm (op soi) ou les
concentrations sont corrélées a celles mesuréesl'dam(Chapitre 3). Les concentrations retrouvées
dans ce 4 cm de sol dépendent également du type de sol {{&hd). Un lien a été démontré entre la
concentration en PHE mesurée dans ‘lecdntimetre de sol et le taux de carbone organaue
pourcentage d’argile respectifs dans le sol de tazBle et de Maconcourt. Ces 2 facteurs qui sont
liés a la séquestration et a la dissipation des IdARS les sols pollués (Chung & Alexander, 2002;
Amellal et al, 2006b; Chiapusicet al, 2007), pourraient ici expliquer les concentratidinales
retrouvées dans les sols apres 2 semaines d'egpositx dépobts atmosphériques de PHE. Enfin, les
concentrations retrouvées dans fé dn de sol dépendent de la présence d'un couveétak
(Chapitre 5) qui diminue significativement (factel)) la contamination du sol végétalisé par rapport

a celle du méme sol nu (Fig. 7-1).

La diffusion du polluant en profondewteep soll, méme si elle est faible, est significative qu'il
y ait des plantes ou non. De plus, cette diffusem profondeur serait indépendante de la
contamination du sol de surface puisqu’il n'y a pdes facteur de proportionnalité entre les
concentrations retrouvées en surface et en protorans le sol. Les concentrations en profondeur
restent similaires (env 12 pg'k¢1S) méme si les concentrations mesurée en sustattel 0 fois plus

élevées (Fig. 7-1).
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Figure 7-1: Concentrations en PHE mesurées dans le sol mverides treéfles aprés exposition a un air enrichi
en PHE (pollué) ou a lair ambiant (témoin).Test rvia Whitney (témoin/pollué), test Wilcoxon
(surface/profondeur) ; P<0.05

7.2.1.2 Transfert dans les végétaux

Dans les végétaux, les feuilles constituent I'aggpuit ou les concentrations en PHE atteignent
respectivement 170 pg'gMS et 68 pg g MS pour le tréfle et le ray-grass (Fig. 7-2). C'est
probablement l'interception du PHE atmosphérique Ipa parties aériennes des végétaux qui a
contribué a largement limiter la contamination duvggétalisé par rapport au sol nu. Il faut ceaend
noter que les concentrations retrouvées dans Igoslsimilaires gu'il soit planté avec du tréfteda
ray-grass alors que les concentrations doséesldarfsuilles des 2 especes sont significativement

différentes.

Les feuilles de trefle contiennent 2 fois plus RIdE que celles de ray-grass alors que leur
surface foliaire est comparable. Il est donc prébaje cette différence soit due a 'architectues d
deux plantes. En effet, les feuilles de ray-grasst sonnues pour leur capacité a s’enrouler
(Ringelmannet al, 2009) ce qui a pu limiter la quantité totale déEPtransférée. La structure et la

composition de la cuticule ont également pu cooditer I'adsorption du PHE sur les feuilles.
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Figure 7-2: Concentrations en PHE retrouvées dans l'airfisssis des plantes et le sol dans les 2 systélme so
plante-microorganismes étudiés aprés 1 mois d'étposau PHE atmosphérique Les lettres différentes
indiquent une différence significative de concetidres entre les différents compartiments du méme
microsystéme (test de WilcoxoR<0,05). Les astérisques indiquent une différengrifitative de concentration
entre les 2 microsystemes (test de Mann-WhitRe{,05).
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Enfin, dans toutes les expériences d’expositiamoaphérique menées indépendamment et dans
les différentes espéces végétales testées, legrtomtions en PHE retrouvées dans les racines ont
augmenté. De plus, les concentrations en PHE mesdi@ns les racines profondes sont plus élevées
que celles des mesurées dans les racines de surfaeesement a ce qui a été retrouvé dans le sol.
Deux voies de transfert sont possibles pour exgfidjorigine du PHE retrouvé dans les racinest soi
un transfert air-sol-racines, soit un transfertfairlles-racines par l'intermédiaire de la cirdida
phloémienne. Les résultats obtenus au cours dieaseaix de recherche ayant permis de distinguer les
concentrations dans le sol de surface et dand f@afond nous permettent de privilégier 'hypotbaés
d'un transfert phloémien. De plus, il est égalemgosgsible de conclure que ce transfert feuilles-
racines est plus important chez le ray-grass qee & trefle mais nos résultats ne permettent pas
d’expliquer si cette différence est liée ou pakegpece ou a d'autres parameétres (état physiolegiqu

age des plantes).

7.2.2 Application a la recherche de bio-indicateurs de ptution atmosphérique

par le phénanthrene

Les difféerentes expériences d’expositions nousparmis de tester la réponse de différents
organismes aux dépots atmosphériques. Plus préasgeénous avons testé l'utilisation potentielle des
champignons mycorhiziens (Chapitre 4) et des amabé®ques (Meyest al, in preparation) en tant
que bio-indicateurs de I'exposition aux dép6ts apheriques de PHE.
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7.2.2.1 Le potentiel mycorhizien

Les champignons mycorhiziens a arbuscules etwési¢AMF) peuvent constituer de bons bio-
indicateurs de la qualité biologique du sol. Eregffls sont ubiquistes, s’associent dans le milieu
naturel a la majorité des végétaux supérieursneto role clé dans les différents cycles d’élément
(C, N, P) et de nutriments dans les écosystemesstags (Harley & Smith, 1983; Bareaal, 2002;
Richardsoret al, 2009). Le potentiel mycorhizien a été régulieretmgilisé pour évaluer la qualité
du sol aprés différentes perturbations, liées aakques agricoles (Hamet al, 1996; Duponnoigt
al., 2001; Ouahmanet al, 2006) et aux dépbdts atmosphériqgues d'élémentedranétalliques
(Mozafar et al, 2002). Toutefois, les AMF n'avaient jusqu’a priisgmais été testés pour évaluer
impact d’'une contamination atmosphérique de HAIPla qualité d'un sol. Le protocole général de
I'expérience menée dans le cadre de cette thésendgpd’'évaluer I'effet des dépbts atmosphériques
de PHE sur le potentiel mycorhizien qui s’est rév@lus sensible que la plante aux dépodts
atmosphériques récents et constituerait donc uicdtelr précoce d'impact des contaminations

atmosphériques par le PHE.

7.2.2.2 Les amibes a theques

Les amibes a theques sont des microorganismeaivées dans une grande variété d’habitats,
que ce soit des milieux aquatiques, du sol, oubtggphytes. Leur theque est espece-spécifique et
reste identifiable méme apres leur mort. De plassant des organismes prédateurs qui représeatent |
niveau trophique le plus intégrateur de la boudabienne du sol. Les amibes a theques ont déja ét
utilisées en tant que bio-indicateurs de polluatmosphérique, en I'occurrence pour le NIBs PM,
et certains éléments traces métalliques (ETM) (MgtWiet et al, 2007; Nguyen-Vieet al, 2008;
Meyer et al, 2010a; Meyeet al, 2010b). En revanche, aucune étude n’avait jagtgisnenée sur la
sensibilité des amibes a theques a un HAP. Deauraseront publiés prochainement (Megeal, in

preparation) sur la sensibilité de ces microorgaagsau PHE atmosphérique.

7.2.2.3 Perspective de recherche

Nos travaux ont permis de tester I'intérét powndiutiliser certains microorganismes comme
bio-indicateurs de la pollution atmosphérique parHAP. Cependant, il pourrait aussi étre intérgssa
d’étudier en complément la réponse des communauitEgsbiennes (pour I'essentiel des bactéries) de
la phyllosphére (surface des feuilles) qui poumaieéagir plus spécifiqguement a I'exposition des
plantes aux HAP atmosphériques. Des études récembedrent par exemple limplication des

communautés de la phyllosphére dans le deveniragldes HAP dans le systéeme sol-plante
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(Yutthammoet al, 2010). En particulier, plusieurs espéces de hastéeraient capables d'utiliser le
PHE comme substrat de croissance et de diminueulastités de polluants présent a la surface des
feuilles (Waightet al, 2007). Elles pourraient donc constituer des aatdipertinents car spécifiques

pour la bio-indication de la pollution atmosphégqar les HAP.

7.3 Effets biologiques du PHE atmosphérique sur le miasystéme sol-plante-

microorganismes
7.3.1 Effets sur la biomasse de la plante

Nos travaux ont montré que des effets délétereB3Hiti pouvaient étre observés chez le trefle
dont la biomasse totale, la biomasse aériennesetrface foliaire totale ont significativement dimé
de 30% (Chapitre 5) ou de 25% (Chapitre 6) tandes lg biomasse racinaire est restée constante. La
difference de sensibilité entre les espéces végetast a mettre en relation avec leur potentiel
d’accumulation respectif du PHE, lui-méme lié ar¢epropriétés morphologiques, biochimiques et
métaboliques intrinséques. Le devenir des HAP desigissus végétaux conditionne a la fois leur
devenir dans la chaine alimentaire et la prob&bifiexpression d’'effets biologiques sur la plante.

C’est pourquoi nous avons cherché a distinguer :

- Au niveau des feuilles, la fraction de PHE adsorgreles cires épicuticulaires de la fraction
absorbée dans la cuticule au niveau de la cutirdaos les tissus internes.
- Au niveau des différents organes, le PHE diffickaextractible (lié aux membranes et aux

parois) du PHE facilement extrait.

Aprés 1 mois d’exposition au PHE atmosphériquéaetion de PHE adsorbée représentait 8 %
et 27 % de la quantité totale de PHE dosée respentint dans les feuilles de tréfle et de ray-giass.
fraction adsorbée, quelque soit son expressiony2guantité absolue), était plus importante chez le
ray-grass. La différence de proportion ad/ab-sorbate les 2 espéces pourrait étre liee a la
composition respective de leur cuticule. En etgetuticule du tréfle a la méme composition sur2es
faces de la feuille méme si son épaisseur estcploséquente sur la face adaxiale (Zetial, 2009) ;
en revanche, la cuticule du ray-grass présentecomgosition différente sur les 2 faces de la feuill
une face étant fortement hydrophobe tandis quéréaast plus hydrophile (Ringelmaset al, 2009).

Par ailleurs, les mécanismes d’adsorption aux cutigulaires sont des mécanismes complexes qui
dépendent des propriétés individuelles des pokuanais aussi des caractéristiques de la plargst il

donc possible que d'autres mécanismes puisseritjegples différences observées.

Les effets déléteres d'un polluant peuvent aussili&s a sa mobilité dans les tissus, selon qu'il

se lie aux parois, aux membranes ou a des moléictitasellulaires, ou qu'il reste en solution ddas
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cytoplasme ou dans la vacuole (Verjeik). La magodit PHE d’origine atmosphérique était faiblement
lié a l'intérieur des cellules des différents tsqteuilles, tiges et racines), et ce pour les (ess
végétales, car les rendements de premiére eximaétmient supérieurs a 95%. En effet, lors de
rendements d’extraction plus faibles, une attacuéeaet une seconde extraction ASE (accelerated
solvent extraction) permettent de distinguer 2 #snbiochimiques de PHE dans les tissus des
végétaux : une forme liée aux parois et une foiibre dans les tissus. Cette technique est déarite e
détail pour le transfert du PHE dans le tréfleeetdy-grass a partir d’un sol pollué & 1000 ug kg
(Chiapusioet al, 2011). Ce résultat implique que le PHE serait ifeoét pourrait avoir des effets

néfastes dans les cellules végétales.

7.3.2 Effet sur les symbiontes

Les microorganismes symbiotiques ont un rble esdatdns la nutrition de la plante. Leur réle
est d'autant plus important lorsque la plante eatrise a un stress (cas du tréfle), car ils peuvent
permettre de résister ou au contraire amplifier isgpact en détournant trop de photosynthétats (en

devenant trop couteux en énergie).

7.3.2.1 Rhizobium

Les nodules formés entre les bactéries du gBfmiegobiumet les racines de trefle ont été
dénombrés et classés comme « actif » et « inaetif moment du dépotage (Chapitre 5). Alors que le
nombre total de nodules a augmenté dans les plaolesies, une diminution du pourcentage de
nodules actifs a été observée dans les racinesirtiEcs. Ce phénoméne est le résultat soit d’une
toxicité directe du PHE dans le sol de surfaceaffieicte les bactéridRhizobiumou la symbiose, soit
d’'une toxicité indirectevia le stress de la plante qui en conséquence dinsiesi@pports de C vers les
symbiontes. Concernant la toxicité directe, Johretoml. (2004) n'ont pas détecté d’effet négatif du
chryséne sur des populations Bdizobiumtandis que Chiapusiet al. (2007) ont montré une
stimulation des populations &hizobiumdans le cas d’une forte pollution de sol en PHEcantréle
du nombre de nodules actifs pourrait donc constituee stratégie de la plante pour limiter ses
dépenses énergétiques au détriment de l'aide gapparte le symbiontes pour améliorer sa nutrition
azotée. En général, dans le cas de la symbiogestite plante-mycorhizeRhizobiumJa mycorhize
est le symbionte privilégié parce qu'il a la cap@ae prélever le phosphore (P) (Mortinwtral,
2008). Or, P est I'élément le moins biodisponilkdmglles sols pour les plantes. En cas de streass, le
nodules deviennent trop couteux en carbone (C)agportent plus suffisamment de bénéfices aux

deux autres partenaires de la symbiose.
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Nous avions émis I'hypothese que cette diminutionpdurcentage de nodules actifs en
surface pouvait avoir des conséquences sur lgioatezotée chez le tréfle. Or, I'étude du chapétee
effectivement mis en évidence une diminution dedacentration en azote (N) dans les racines des
trefles. L’'augmentation du C/N dans les racinesnlmue significatif, reste toutefois assez faible,
surtout n'a eu aucun impact sur les taux de pretéoans les racines, les tiges ou les feuilles. Des
expériences devront futures pourront permettre @erchiner si 'augmentation du C/N dans les

racines a effectivement eu un impact sur le méistnel azoté du trefle.

7.3.2.2 Mycorhizes

L'effet de la pollution atmosphérique par le deBPaiété étudié sur la symbiose mycorhizienne

(Chapitre 5) et sur le potentiel mycorhizien d'wh @ hapitre 4). Les résultats obtenus montrent:que

- Il nexiste aucun impact significatif de I'expositi au PHE atmosphérique sur la
mycorhization du tréfle violet. Cela implique quette plante, conserve ses symbioses
mycorhiziennes méme lorsqu’elle est stressé efsal@me que comme en témoigne sa
biomasse aérienne diminue.

- L’exposition de sols nus aux dépbts atmosphérigiee®HE a mis en évidence un impact
significatif des dépbts atmosphériques de PHE espiotentiel mycorhizien du sol. L'analyse
de facteurs multiples souligne que le potentiel ongizien dépend des mémes facteurs qui
modulent la contamination du sol, c’est-a-dire @@iofondeur de sol considérée, du type de

sol et des concentrations atmosphériques.

Les différences observées entre ces deux expéaeswr la mycorhization du tréfle et sur le
potentiel infectieux du sol s’expliquent déja pas toncentrations différentes en PHE entre les deux
sols utilisés. Ainsi, les dépbts atmosphériquesPH& sur un sol nu entrainent une diminution du
potentiel mycorhizien du sol, vraisemblablement ynrae action directe du polluant sur les propagules
comme cela a été observé en boite de pétri emsépau BaP ou a I'anthracéne (Verdiral, 2006;
Debianeet al, 2008). En revanche, une contamination du sol di plus faible (a cause de la
présence d’'un couvert végétal) n'a pas eu d'impactles symbioses mycorhiziennes. Enfin, la
divergence entre ces deux résultats peut aussidégea une plus forte sensibilité du champignon

mycorhizien libre par rapport a celle de la symbios

Il semble donc que les sols nus soient donc plusévables a des incidents de pollution
atmosphériques, non seulement car la contaminagbplus importante mais aussi parce gu'elle est

suffisante pour diminuer le potentiel mycorhizien.
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7.3.3 Comparaison entre la voie d’exposition foliaire etacinaire

Le devenir et les effets du PHE sur le systemeplsmite-microorganismes avaient déja été
étudiés chez le tréfle et le ray-grass a partisalude Maconcourt pollué a 1000 pg'kghiapusioet
al., 2007). Nous avons donc voulu confronter nos tétsubbtenus par voie atmosphérique avec ceux

obtenus en cas de pollution forte du sol.

Le PHE d'origine atmosphérique affecte en preriger la plante puis les microorganismes du
sol, contrairement a ce qui a été observé daraslee la pollution du sol par le PHE ou les syn#sos
racinaires sont plus affectées que la plante (Cisiapet al, 2007) (Fig. 7-3). Ces divergences sont
probablement liées a la fois a la forme biochimigaes laquelle le PHE est retrouvé dans les tisisus
a sa concentration. Dans le cas d'un prélevemeirtaiage du PHE depuis le sol, le PHE a été retrouvé
en forte concentration et sous une forme libreagisdes cellules des racines, ce qui a pu inhier |
mycorhization. Dans les feuilles, le PHE était présen faible concentration (1 pg §1S) et sous 2
formes biochimiques : une forme liée aux parois ¥4@e la quantité totale de PHE), et une forme
libre dans les cellules (60 % de la quantité totdde PHE) (Chiapusiet al, 2011). La faible
translocation du PHE des racines vers les feudllesi que sa liaison aux parois pourrait explicyues

le PHE originaire du sol n'ait eu aucun impact bigfue sur la plante.
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Figure 7-3 : Comparaison du devenir et des effets des HAPta garsol ou de I'air sur les systéemes sol-plante-
microorganismes étudiés

7.4 Effet de la pollution atmosphérique par le PHE suiles paramétres

écophysiologiques de la plante

Les paramétres de croissance et I'allocation cebont été étudiés dans le systéme sol-plante-
microorganismes constitué du trefle ayant été claisil avait subi une diminution significative da

biomasse aérienne lors de nos précédentes expéaiinen.
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7.4.1 Effets sur la croissance

La diminution de la biomasse totale est liée ditainution de I'assimilation nette du carbone
(NAR). Cette assimilation nette représente le béatre I'assimilation de C(et les pertes de C par la
plante (Tableau 7-1). Une diminution de NAR impkgdonc soit une diminution d’assimilation de
CO, par les feuilles, soit une augmentation des peleesarbone. Or, ni I'assimilation ni la respiratio
n'ont été affecté par la pollution atmosphériquelpaPHE. La diminution du NAR serait donc plutét
liée & une augmentation des pertes de C suiteugnliantation soit de la respiration, de I'exsudation
racinaire, de I'exportation vers les symbiontesnaices, ou de I'induction de réactions de défemse

de mécanismes de réparation.

De plus, 'augmentation du coefficient allométegracines/parties aériennes a mis en évidence
l'altération de [lallocation de biomasse dans lesflées en réponse a l'exposition au PHE

atmosphérique.

Tableau 7-1: Bilan de carbone dans la plante

Assimilation
Photosynthése
Pertes
Respiration
Exsudation racinaire
Exportation vers les symbiontes racinaires
réactions de défense

mécanismes de réparation

7.4.2 Effets sur 'allocation du carbone dans le systemsol plante

microorganismes

L’allocation de carbone a été suivie dans le syst@race au marquage par dG-CQO,. Ce
marquage a permis de mettre en évidence dans éeite une difféerence au niveau du bilan de
récupération du carbone qui est significativemdus gaible chez les tréfles pollués. Cela suggére
I'’émergence d’'un puit de C que nous n'avons pas @ni compte dans notre bilan carboné et qui
pourrait étre attribué a I'’émission de BVOCs. Efetefdes études récentes en boites de Pétri ou en
tubes a essai ont montré lI'implication de tellesséians dans la réponse au stress induit par 163 HA

par voie racinaire (Kummerow al, 2010; Weismaret al, 2010).
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Les résultats obtenus pour l'allocation carbonéebdent aller a I'inverse des effets observés

sur la biomasse (Fig. 7-4). En réalité, les 2 masié’exprimer les résultats sont complémentaires :

- La dynamique renseigne sur le transfert du cartefieetivement absorbé par rapport’a
total mesuré dans le systeme a TO. Elle ne prendoempte ni la biomasse de chaque
compartiment, ni les pertes potentielles en C dtesye.

- L'allocation renseigne sur la répartition du C amst dans le systeme. Cette mesure

s'affranchit donc des pertes potentielles en Cydtesne.

Biomasse Allocation
Absolu Relatif
& % Feuilles N = A
Tiges \J \{ \{

VA ]

< < é Racines S = \J \J

Figure 7-4: bilan biomasse et allocation du C

La diminution de I'allocation de C dans les raciimaplique probablement une diminution de
I'exsudation et / ou de I'export vers les symbienpelisque ni la croissance ni la respiration né&tst
affectés. Cette diminution d’allocation dans lesimas est a mettre en relation avec les obsergtion
faites sur les symbiontes et les microorganisnieedidu sol. En effet, une diminution de I'exsualati
racinaire pourrait avoir limité la nutrition carl@des microorganismes du sol, ce qui expliqukrait
diminution drastique de la biomasse microbiennsaulLa biomasse microbienne du sol, mesurée en
considérant le carbone labile apres fumigationfdaroforme, a été significativement affectée (-30%)
dans les deux compartiments du sol. Elle pourraiireété affectée de maniere précoce (comme les
AMF) par la diffusion du polluant en profondeur.p@edant, les quantités de polluants mises en jeu
ici sont largement inférieures a celles quantifiéass le cas du potentiel mycorhizien du sol (facte
10: sol nu /sol végétalisé). Dans le cas prédanplante pourrait aussi étre impliquée dans la
diminution de la biomasse microbienne en raisotadgiminution de son exsudation qui nourrit les
microorganismes de la rhizosphere. Cette dernigpethese est en outre confortée par la diminution

du carbone microbien dans les deux compartimens®dgpop/deep)
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L'augmentation de l'allocation de C dans les fasillpourrait étre liée a l'induction des
métabolismes de réparation cellulaire et/ou derd&fece qui expliquerait par ailleurs la diminutchn
NAR. Ainsi, au cours d'investigations futures, prait étre intéressant d'identifier les dommages
cellulaires subits au niveau des feuilles. Nousawdiores et déja observé une diminution des teneur
en chlorophylles a et b dans les feuilles qui ptiavoir affecté l'interception de la lumiére pes
antennes collectrices. Toutefois, le processusoghinthétigue ne semble pas fondamentalement
perturbé et ne seraient donc pas la premiéere dédseeffets des HAP atmosphériques. En effet, be tau
de fixation du CQn’a pas été affecté, ce qui suggere que l'incatpmm du CQ par la RuBisCO n'a
pas été perturbée. Des mesures de fluorimétrie BAMde amplitude modulation) effectuées sur les 2
espéces végeétales ont montré que ni la fluoresdertizde (Fy), ni I'efficience photosynthétique du
photosysteme Il (#Fuax) n'avaient été affecté par I'exposition au PHE @dphérigue, suggérant que
la phase photochimique de la photosynthese restgtiémnelle et que la conversion de I'énergie
lumineuse en pouvoir réducteur et en ATP étaitréssdLes dommages cellulaires induits par les HAP
atmosphériques pourraient étre en rapport avedudtion d'un stress oxydatif dans les cellules.
L'induction d’'un stress oxydatif pourrait avoir emdmagé les structures membranaires, notamment
par la péroxydation des lipides membranaires. ération des membranes chloroplastiques pourrait
en outre étre a l'origine de la diminution des tesesn chlorophylles. Cette piste sera étudiéeders

futures expériences afin de déterminer I'existatedommages au niveau des membranes.
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8 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La mise en évidence de 'absorption et de la niignades HAP atmosphériques dans les plantes
et le sol est une étape nécessaire pour compréndreevenir et leurs effets biologiques dans et su

les écosystemes terrestres.

Les différentes expériences réalisées au couretle thése ont démontré que, dans le tréfle

comme dans le ray-grass, le PHE d’origine atmosphe€ise dépose sur les feuilktspénétre dans les

tissus internesu il s'accumuleréférentiellement.

Le PHE prélevé par les feuilles semble alors dapdb migrer vers les racine®mme en

témoigne 'augmentation des concentrations ra@saie PHE dans les différentes plantes testées. Ces
résultats suggérent fortement l'existence d'un sfemt phloémien. Une confirmation par des

expériences utilisant des molécules marquées s&egissaire pour valider I'existence de ce transfer

Dans les deux espéces végétales étudiées, le RIHBIre atmosphérique retrouvé dans les

tissus des feuilles, des tiges, et des racined seagoritairement présent sous une forme biochimiq

libre dans les celluled 'expression des effets déléteres des polluamz tes végétaux est liée a leur

capacité a modifier la mobilitdu polluant en fonction de sa forme biochimiqueaxposition au PHE

atmosphérique a considérablement diminué la pragtude biomasse aérienne chez le tréfl20%)

mais n'a pas affecté le ray-grass. Il existe umgelavariabilité de mécanismes de tolérance et de
défense en réponse aux polluants organiques pasmilifférentes especes végétales. Nos résultats
suggérent une distinction entre les Angiospermesocmyledones et dicotyledones concernant le

devenir et les effets des HAP atmosphériques nmedsedpériences complémentaires avec d'autres

espéces végétales devraient étre entreprises pauoip confirmer cette tendance.

Cette diminution de biomasse est tout d’abord diéme diminution de I'assimilation nette du
carbone, mais aussi a des modifications d’allonatle biomasse et du carbone. L'expérience de
marquage at’C-CO, a mis en évidence une rétention du carbone darfeléles et une diminution
de I'exportation vers les racines. L’hypothesematepour expliquer ce phénomeéne serait I'induction

du métabolisme de réparation ou de défense dandeigdes Les recherches futures devront

déterminer si la plante investit effectivement démsnétabolisme de réparation cellulaire et/ou de

défense.

Dans un premier temps, il faudrait déterminer gescessus impliqués dans l'apparition des

dommages cellulaires dans les feuilles. Pour comererifférentes marqueurs de stress pourraient
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étre mesurés comme par exemple la proline quirestarqueur de stress relativement générique ou le
malonedialdéhyde (MDA) qui est spécifiquement exgriors de dommages membranaires car c’est
un produit de I'oxydation des lipides. L'inducti@hun stress oxydatif dans les cellules pourrait en

effet étre responsable des phénomeénes observéslaetarfisuillesvia l'altération des membranes

cellulaires.

Dans un deuxiéme temps, la plante réagirait awtugi@tions subies en induisant des
mécanismes de défense. Ceux-ci impliqueraient tamption du métabolisme secondaire et la
formation de molécules anti-oxydantes de la famdies polyphénols. Les expériences futures
s’appliqueront & déterminer l'effet des HAP atmasjdue sur les teneurs en polyphénols dans les

feuilles.

Le transfert du phénanthrene atmosphérique dasd ket les plantes a eu un impact biologique
important sur la qualité des sols et sur la phggi@ du végétal. Cette altération des processus de
fertilité du sol et de la croissance chez la platépend de I'espéce végétale. Chez le tréfle vildet
modification de Il'allocation carbonée a eu un inmpaagr la croissance et la fonctionnalité des
symbiontes et des microorganismes du sol, ce guifi@ que la pollution atmosphérique par les HAP

pourrait altérer le fonctionnement d’'une prairieisr@galement d’autres écosystemes.

Enfin, le transfert de tels contaminants danshiaire alimentaire pose un probleme sanitaire
et/ou environnemental. Chez les deux especes Végétadiées, le PHE a été transféré ce qui souléve
le probleme du transfert et de la bioaccumulatiotemtielle de telles molécules dans les écosystémes

terrestres.

Le transfert des HAP peut avoir lieu directemesmgla chaine alimentaire par ingestion des
végétaux contaminés par les animaux et transfer$ ¢ks produits animaux. Par exemple chez les
ruminants laitiers, les HAP sont stockés dans lessges, le foie et les reins, métabolisés, et/ou
excrétés sous forme hydroxylée, plus hydrophilecdplus mobile et donc plus toxique, dans les
urines mais aussi dans le lait. Dans ce cas, Isotomateur est exposé aux risquies!ingestion de
viande ou de lait. Le transfert des HAP peut égatémse faire indirectemenia la contamination du
sol par exemple par la pratique du compostage,lute gn plus répandue. L'utilisation du compost
pour amender les sols souléve la question du geradds HAP dans le cas du compostage de végétaux
particulierement soumis aux dépoéts atmosphériqaddAP. La prise en compte des mécanismes de
transfert de telles molécules dans les différentapartiments des écosystémes en relation avec les
pratigues humaines reste une étape essentielle Héwsluation des risques sanitaires et

environnementaux associés a ces polluants.
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RESUME

Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HA8)t des polluants organiques persistants
potentiellement mutagénes et cancérigenes. Leunsfad de I'atmosphere vers les écosystemes,
notamment vers les plantes, conditionne leur erdedes les chaines alimentaires mais les modalités
de ce transfert restent encore mal connues. L'tbe ce travail était donc de caractériser lagfart
et d'identifier les effets biologiques des HAP asplériques sur un systeme sol-plante-
microorganismes symbiotiques.

Un dispositif expérimental a été concu afin dergec en laboratoire une pollution
atmosphérique par les HAP avec comme HAP modéhénanthrene (PHE). Le dispositif a fait
I'objet d’'une validation et d’'une calibration élabe de maniére originale par une double approche
mélant I'expérimental a la simulation mathématidLess niveaux d’exposition en polluant (150 pg m
%), contrdlés par des échantillonneurs passifspae avérés pertinents par rapport aux conditions
situ. Ce dispositif a donc été utilisé pour exposeradurun mois des microsystémes sol-plante-
microorganismes au PHE par voie atmosphérique.

Les différentes études ont mis en évidence ursfieandu PHE depuis I'atmospheére vers tous
les compartiments du microsystéme, avec une acetimnimajeure vers les feuilles de trefle ou de
ray-grass (respectivement 170 et 70 {fgM) et un transfert phloémien vers les racineseggéré.
Chez le trefle, la mycorhization n’a pas été affectandis que le nombre de nodules actifs a déninu
de maniéere significative. Contrairement aux ragings biomasse aérienne du trefle a été
significativement affectée (environ - 25 %) parxpesition au PHE atmosphérigue, suggérant un
impact sur le métabolisme carboné de la plante.dxpérience de marquage des tréfle$’auCO, a
effectivement montré un impact négatif du PHE afhésique sur la croissance, I'allocation de
biomasse et 'allocation carbonée.

Pour conclure, ces études ont permis non seuledeearactériser les effets biologiques et
physiologiques des HAP atmosphériques sur les aggéhais également de proposer ['utilisation du

potentiel mycorhizien comme indicateur de pollutibfiuse des sols.

Mots-clés: Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)agphériques, transfert, phytotoxicité,
croissance, allocation carbonée, phénanthrene (Piéfe violet {Trifolium pratensel.), ray-grass
(Lolium perenne..), mycorhizesRhizobium




