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Les problèmes de pollution existent depuis des millénaires mais étaient jusqu'au début
de l'ère industrielle d'importance limitée. Divers facteurs de nature socio-économique les ont
aggravés. En premier lieu, I'urbanisation accélérée des pays industrialisés a eu pour corollaire
une concentration incessante des industries et de I'habitat, multipliant ainsi les sources de
contarnination de l'environnement et les causes de nuisance. Quelques spectaculaires affaires
de pollution ont fait prendre conscience de la gravité des consequences pouvant résulter de la
contamination accidentelle ou chronique de I'environnement.

Le nord de la France compte plus de 140 sites pollués, ce qui représente 15,6 Yo de la
totalité des sols pollués déclarés, de France. Cette région est donc fortement concernée par les
problèmes de pollution. La diminution des activités liées à I'exploitation minière et à
I'industrie métallurgique a favorisé la mise en place, dans la Région Nord-Pas-de-Calais,
d'une politique de reconversion économique, sociale et environnementale (le Développement
Durable).

Le Conseil Régional Nord-Pas-de-Calais a lancé depuis 1993 un Programme de
Recherches Concertées (PRC) portant sur l'étude de la pollution de I'environnement et
intitulé < Environnement et activités humaines, évaluation d'un site pollué en vue de sa
requalification >. Financé par le contrat de plan Etat-Région 1994-1999 et par des fonds de
I'Union Européenne (FEDER), le PRC a incité, dès l'élaboration du programme, des équipes
de recherches appartenant à des disciplines et des organismes variés, à travailler en relation
les unes avec les autres. En effet, la multidisciplinarité et la concertation des chercheurs sont
apparues nécessaires pour aborder les phénomènes nombreux et complexes qui caractérisent
les systèmes environnementaux.

Le PRC comporte trois volets @tude d'un secteur pollué par les métaux; approche
géologique, géomécanique et hydrologique ; aspects socio-économiques des interactions entre
environnement et activités humaines) qui ont en commun une zone particulière de la Région
Nord-Pas-de-Calais : le bassin minier. Cette zone s'étend plus particulièrement de Lens à
Auby et de Courcelles-les-Lens à Libercourt (fig. l).

Le volet < Étude d'un secteur pollué pL les métaux > a cherché à ftdérer les équipes
autour d'un secteur contaminé par les éléments traces métalliques (ETM, principaÉment
cadmiunu plomb et zinc) issus d'émissions industrielles provenant d'une usine située à
Noyelles-Godault (Metaleurop) et d'une autre, toute proche, implantée à Auby (Union
Minière). A certains endroits,.les concentrations en cadmium des sols dépassent 20 mg.kg-r,
celles en plomb I 000 mg.kg-r, et celles en zinc atteignent 40 000 mg.kg-t (fig.2). Ce sectèur
est donc tout désigné pour étudier en grandeur réelle les nombreuses voies d'impact des
éléments traces métalliques dans l'environnement. L'objectif général est de décrire les
mécanismes qui régissent la dynamique des ETM et leurs interactions avec I'eau, le sol et les
organismes vivants.

Au sein du PRC, le Laboratoire de Botanique et de Cryptogamie de la Faculté des
Sciences Pharmaceutiques et Biologiques (Université de Lille 2) étudie les
éléments traces sur diftrents cornposants de la flore métallicole.

impacts des

Trois thématiques principales ont été développées au sein du laboratoire sous la
direction scientifique du Pr. C. Van Haluwyn :

- impacts des éléments traces métalliques sur la synrbiose lichénique (travaux de D. Cuny) ;- étude des mécanismes de tolérance d'Arrhenatherum elatius (L.) Beauv. ex J. et C. Presl
(Poaceae) aux éléments traces métalliques (travaux de F. Languereau) ;

- écotoxicité des éléments traces métalliques chez les bryophytes.
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Figure I : Localisation du secteur dtétude du Programme de Recherches Concertées
(P.R.C.).
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Figure 2 : Localisation des principaux sites pollués par les installations de fonderie, de
sidérurgie, de métallurgie et de traitement de surface métallique dans la région Nord-
Pas de Calais (d'après DRIRE, f996).
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Le but de ce travail est, grâce à une démarche pluridisciplinaire, de mieux comprendre
les diftrents mécanismes d'impacts des éléments traces métalliques sur les bryophytei. Nous
avons étudié qtxttre éléments présents sur la zone d'étude : le cadmiunr, le plomb (éléments
non essentiels), le zinc (élément essentiel).

Notre démarche initiale est d'étudier les communautés bryophytiques (Denayer et al.,
1999), puis bryolichéniques se développant sur des sites présentant des degrés de
contamination croissants. Les objectifs de cette première étape sont de mieux comprendre la
structure de ces groupes de bryophytes et de lichens se développant sur de tels sites et
d'élaborer un nouvel outil diagnostic de bioestimation de la qualité des sols à I'aide de ces
communautés.

Suite à ces premiers résultats, notre travail s'est orienté vers un niveau d'investigation
infra-individuel, en essayant de mieux appréhender l'écophysiologie d'une espèàe de
bryophyte, Ceratodon purpureus (Hedw.) Brid.l, rencontrée au sein même de nos
communautés et se comportant comme un organisme tolérant vis-à-vis de ces éléments traces
métalliques. En effet, cette mousse, retrouvée sur de nombreux sites contaminés de la région
Nord-Pas-de-Calais, a été choisie comme modèle d'étude pour la mise en place à'un
bryocapteur des retombées atmosphériques. Elle a été mise en culture de manière standardisée
par la Société Bryotec, avec laquelle nous collaborons, qui a déposé en 1998 un brevet
européer; américain et japonais à ce zujet. Nous avons e4posé cette mousse arD( retombées
atmosphériques alur alentours de Metaleurop, sur les sites des capteurs physico-chimiques de
cette entreprise et avons pu ainsi évaluer les impacts physiologiqo".-et biochimiques des
éléments traces métalliques sur cette bryophyte, afin de le valider comme capteur biologique.

I Nomenclature selon Corley et at. (1981), Corley et Crundwell (1991) pour les mousses, selon Grolle
(1983) pour les hçatiques et selon Purvis et al. (1992) pour les lichens
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I. LEs sol.s ET LEs IAETAUx

Dans les
(Robert, 1996).

naturels, la teneur en métaux dépend de la nature de la roche mère
roches magmatiques basiques et les roches sédimentaires pélitiques

sols
Les

présentent des teneurs relativement élevées en métaux à l'état de traces (MeriarU l99I ;
Pendias & Pendias, 1992). Ces éléments à l'état de traces sont originellement présents en
association avec des éléments majeurs au sein des phases minérales primaires; c'est ce que
I'on appelle le fond géochimique.

En dehors des gisements de minerai le plomb, le zinc, le cadmium et le cuiwe
dewaient être trouvés à l'état de traces. La plupart d'entre eux interviennent dans les
processus industriels d'extraction, de transformation et de manufacture, dans lesquels leurs
propriétés sont exploitées pour de nombreux usages liés aux activités humaines, occasionnant
des rejets depuis quelques décennies dans l'environnement.

Certains sels métalliques présents dans le sol, I'air et les eaux sont indispensables à la
vie en faible quantité, mais peuvent devenir toxiques à de trop fortes concentrations. D'autres
sels métalliques, même à de très faibles doses sont toxiques pour les êtres vivants. C'est
pourquoi de nombreuses études écotoxicologiques visent à mieux comprendre les impacts de
ces éléments traces métalliques dans les divers compartiments de I'environnement.

I.1. Lns DTFFERENTs rypEs DE METAtrx

De nombreuses études font ou ont fait référence au terme de < métanx lourds >. Ce
terme regroupe une famille d'éléments assez hétérogène. Cette notion de < métaux lourds > a
évolué au fil du temps. L'< Encyclopedia of Chemical Science > (1964) définissait les
métaux lourds cornme des éléments métalliques de densité supérieure à 4. La toxicologie des
métaux de densité élevée ne cessant de se développer, de nombreux auteurs ont pris
I'habitude de désigner sous le terme de < métaux lourds >> tous les éléments susceptibles de
présenter une certaine toxicité. Ce terme, encore fréquemment rencontré, est de nos jours à
proscrire, car peu représentatif des éléments étudiés. Il est remplacé par le terme < éléments
traces métalliques > ou ETM. C'est I'une des conclusions du congrès sur la biogéochimie des
éléments traces qui s'est déroulé en 1995 à Paris (Prost, l9g7).

Les neuf éléments majeurs d'un sol sont dans I'ordre décroissant d'importance :
I'orygène, le siliciunu I'aluminiunu le calciunu le sodiunu le magnésiurn, le phosphore, le fer
et le titane. Ces éléments constituent plus de 99 %o de la croûte têrrestre. Le reste représente
les éléments traces à une concentration inferieure à 0,1 o/o et regroupe 68 éléments minéraux.
Le tableau I reprend les principaux éléments traces et leurs concentrations respectives.

D'un point de we toxicologique, tous les éléments n'ont pas les mêmes impacts sur
les organismes vivants. Il existe des éléments qualifiés d'essentiels et d'autres qualifiés de
non essentiels. Le Cq Cl, K Na Mg, P, S sont des éléments majeurs indispensables aux
fonctions biologiques des animaux et des végétaux. Aux côtés de ces macro-éléments, on
retrouve les oligo-éléments, indispensables aux organismes à de très faibles concentrations :
As, Co, Cr, Cu, Fe,I, Mn, Ni, Sc, Se, Si, Y4Zn.
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Eléments Concentrations
dans la lithosphàe

(-g.kgt)

Gamme de
concentations
dans les sols

(me.ks-r)

Concenfations
movennes des sols

(mg.kgt)

d'apres Fagot, 1993
As
Cd
Cr
Hg
Ni
Pb
Zn
Cu

5
0 ,2
200
0,1
100
t6
80

l -
0,01 -  l , l
1 -1000
0,01 - 0,3
5 -500
2 -200
10 - 300

5
0,06
100
0,03
40
l0
50

Tableau I : Concentrations de quelques éléments traces métalliques dans les sols
(< normaux > et dans la lithosphère (d'après Fagot, 1993).

favorable

élément
non essentiel

I effet toxique
élément essentiel

Concentration en éléments traces
toxique

Figure 3 : Représentation schématique des relations entre la concentration en éléments
traces et la Éponse biologique d'un organisme vivant (d'après Spivey Fox & Tao' 1981).

O
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H He

Li Be B c N o F Ne

Na Mg AI Si P S cl Ar

K Ca Sc Ti V Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Ga Ge As Se Br Kr

Rb Sr Zr Nb Mo Tc Ru Rh Pd Ag cd ln Sn sb Te Xe

Cs Ba L a ' Hf Ta W Re Os lr Pt Au Hg Ti Pb Bi Po At Rn

Fr Ra Ac'

Ce Pr Nd Pm Sm Eu Gd Tb Dy Ho Er Tm Yb lLu

Th Pa U Np Pu Am Cm BK cf Es  lFm Md No Lr

Figure 4 : Classification périodique simptifiée des éléments montrant la répartition des
ions métalliques et métalloî'des dans les différentes classes : classe A, classe B et éléments

de I'actinium (d'après Nieboer & Richardson, 1980).

Ligands des éléments de classe A Autes qpes de ligands pouvant
établir des liaisons en solution
aqueuse avec les éléments de la

classe B

Ligands des éléments de classe B

F, Oz', OIf, I{2O
Co32-, So42-, Roso3-, No3-
HPO4',-, RO-POO--OR
ROH. RCOO-. CO. ROR

Cl', Br-'N3-, NO2-
SO32-, N$, N2, RNH2
&NH, R:N,:N-, -CGN-R
Or. Or-. O"2-

Ir, I-, R, C]\f
co, s2', RS-, R2s, R3As

Tableau 2 : Principaux
la majorité des cas un
1e80).

ligands des éléments en fonction de leur classe. R symbolise dans
radical carboné aliphatique (d'après Nieboer & Richardson,
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Pavs Année Sites suspectés Sites contaminés
Danemark l99l l0 000 2 491
France t994 150 000 ? 664
Allemagre (dont
AllemaÆre de I'Es0

Nov. 1991 305 000
+ 200 000

32 500

Pays-Bas
1980
1986
1990

4 300
600 000

360
l 600

111 000
Autriche 3 300 803
Norvèse 2 452
Grande-Bretagre l99 l r00 000
Italie 5 600
Belgique 8 300

Tableau 3: Sites pollués recensés dans différents pays. La définition peut correspondre
à des sites potentiellement ou effectivement pollués (d'après I)oelman (1994) modifié par
Robert, 1996).

Eléments Air Eau Sol
Arsenic 18.8 4 l 82
Cadmium '7.6 9.4 22
Chrome 30 142 896
Cuiwe 35 tt2 954
Mercure 3.6 4.6 8.3
Indium 0.02
Manganèse 38 262 L 670
Molybdène J . J l 1 88
Nickel 56 l l 3 325
Plomb 332 138 '196

Antimoine 3.5 l 8 26
Sélénium 3.8 4T 4 l
Etain 6.4
Thallium 5.1
Vanadium 86 t2 t32
Zinc r32 226 t312

Tableau 4 : Emissions globales d'éléments traces dans la biosphère (air, eau et sol, en
milliers de tonnes par an) (d'après McGrath, 1997).
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Dans le cas d'éléments essentiels, la courbe I de la figure 3 comprend trois phases : la
première est une phase déficiente en éléments, pendant laquelle la concentration en éléments
est insuffisante pour assurer un fonctionnement normal de I'organisme; la seconde est une
phase optimale, durant laquelle la réponse biologique est indépendante de la concentration en
éléments; la troisième est une phase de diminution de la réponse biologique, dwant laquelle
la concentration en éléments est de plus en plus toxique.

En présence d'éléments non essentiels comme Ag, Au, cd, Hg, pb, Ft, sr, la courbe 2
de la figure 3 ne comprend que deux phases : la première est une phase en plateau qui marque
I'indépendance de la réponse biologique par rapport à la concentration en élémentJtraces ;h
seconde est une phase de diminution de la réponse biologique qui met en évidence la toxicité
de l'élément. Elle est directement corrélée à la forme physico-chimique de l'élément. C'est
pourquoi évaluer le risque que représentent les éléments traces métalliques pour
I'environnement passe par la connaissance la plus fine possible de leur état physicô-chimique
et de leur localisation dans la phase solide du sol. Nieboer & Richardson lfldO; ont élaboré
une classification des éléments traces métalliques en trois groupes (fig. a) : groupe A, groupe
B et groupe C (appelé également groupe d'éléments de transition). Cette classification est
basée sur la propriété des éléments à s'adsorber sur certains ligands. Le tableau 2 résume les
principaux ligands retenus par ces auteurs. Les cations du groupe A (K Nq Mg, Ca...)
forment des complexes préftrentiellement avec des ligands ayant I'orygène comme donneur
d'électrons ou avec des fluorures (OFf, COt'-, poa3). Les éléments du groupe B (pb, Hg,
4g...) se lient préferentiellement avec des ligands soufrés ou azotés. Les éléments de
trarsition (cd, zn, cu...) peuvent s'adsorber sur tous les tlpes de ligands.

I.2. Lrs DTFTERENTES oRrcrI\tES DES ELEMENTs rRAcEs METALLTeuEs

Robert (1996) distingue deux qpes de contamination par les éléments traces : les
pollutions diffirses et les pollutions localisées.

La contamination est diffuse lorsque la source et I'extension des contaminations ne
sont pas localisables et lorsque les teneurs atteintes sont relativement faibles. Il existe une
pollution diffirse de certains éléments minéraux corlme le plomb ou le mercure que l'on peut
retrouver dans les parties du monde les plus éloignées des sites d'émission. L'activité
volcanique, les incendies de forêts, l'érosion éolienne des sols, mais également de grandes
zones urbaines etlou industrielles peuvent participer à cette pollution diffirse et des études
dans les couches de glace de I'Antarctique ont été réatisees pour apprécier leur importance
relative vis-à-vis des pollutions d'origine anthropique (Candelone et a1.,1995). Les activités
agricoles, par l'utilisation de certains engrais phosphatés contenant du cadmiunu des produits
phytosanitaires contenant du cuiwe ou l'épandage de boues de stations d'épuration participent
également à la pollution difrrse des éléments traces métalliques.

Les pollutions localisées affectent essentiellement les sites d'anciennes mines et usines
désaffectées appelées friches industrielles. A ces sites précis souvent fortement pollués, il faut
ajouter les pollutions de proximité souvent par voie atmosphérique ou par les eaux
superficielles, de sorte que I'on passera en fonction de la distance à la Jource, dlune pollution
concentrée à une pollution diffrse avec tous les intermédiaires possibles (Robert, 1996).

C'est dans le Nord-Pas-de-Calais que I'on recense le plus de sites (15,6 yo), suivie de
près par la région Rhône-Alpes (I2,7 %o) et I'Ile-de-France (12,I %o).
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Échangeables sur argiles
et matiàe organique

Complexés ou inclus
les molecules organiques

Dans les réseaux
cristall ins des minéraux

Adsorbés sur
oxydeVhydroxydes de Fe,

Al.lvfttt1
Sequestrés dans les
résidus végetaux et

animaux

Figure 5: Différentes formes et localisations des éléments traces dans les sols (d'après

Baize, 1997\.

Cadmium Cuiwe Plomb Znc
Seuil d'anomalie 2 100 100 300
Seuil d'investigation 4 200 200 600
Seuil de taiternent l 0 500 500 I 500
Seuil d'ugence 20 I 000 l 000 3 000

Tableau 5 : Concentrations seuils (en mg.kg-r de sol) en cadmium' cuivre' plomb et zinc
fixées par la norme AFNOR NF U 44-041.

Solubles dans la
solution du sol
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Le tableau 3 rassemble quelques chiftes concernant les sites pollués recensés dans
d'autres pays. La majorité de ces sites sont contaminés par des micro-polluants organiques,
mais très souvent les pollutions organiques et minérales sont associées.

I3. ÉlnnmNTS TRACES METALLTeuEs ET ETvvTRoNNEMENT

A partir d'une source ponctuelle, les éléments traces vont, par diftrents transferts
successifs, passer d'un compartiment de I'environnement à un autre (tab. 4), mais il semble
que le récepteur final soit le plus souvent le sol. Selon Walker et al. (1996), le sol est un
milieu de stockage, à plus ou moins long terme, des ETM. Sterckeman et al. (1996) ont étudié
huit fosses pédologiques à proximité du secteur du PRC et ils concluent que la pollution des
sols provient essentiellement des retombées atmosphériques.

De nombreux travaux parlent de la localisation, de la mobilité et de la biodisponibilité
des éléments traces dans ce compartiment. Le sol par sa nature complexe, est un milieu
extrêmement hétérogène. On peut le suMiviser en trois grandes phases: une phase solide
(organique et minérale), une phase liquide (solution du sol) et une phase gazeuse (atmosphère
du sol). Les éléments traces métalliques vont pouvoir se retrouver darts 6 compartiments,
associés de façon diverse aux diftrents constituants du sol (fig. 5).

La répartition d'un élément trace dans les diftrents compartiments du sol ne demeure
pas figée au cours du temps; en pennanence, mais avec des vitesses variables, les éléments
passent d'une forme à une autre sous I'influence de facteurs externes (modification de pH,
taux d'aérobiose, température, hydratatior; environnement chimique, etc.).

La phase solide du sol est composee essentiellement d'argile, d'oxydes métalliques et
de matière organique. Ces fractions possedent des groupements de type: métal-OH, radical
carboné-OH et radical carboné-COOH, où peuvent se fixer les éléments traces (Streit &
Stumrq 1993).

En fonction de la forme de l'élément, il est possible d'évaluer sa mobilité (aptitude à
passer d'un compartiment du sol à un autre) et sa biodisponibilité (aptitude à passer d'un
compartiment du sol dans un organisme vivant).

Selon Alloway (1995a et b), la mobilité des éléments traces de la phase solide à la
solution du sol est favorisée par cinq événements majeurs :

- I'acidification des sols: à I'exception du molyMène, la plupart des éléments traces
deviennent plus mobiles en diminuant le pH ;

- la modification de l'état d'oxydation: la réduction des éléments favorise leur
précipitation en mettant en solution les orydes et les hydroxydes ;

- le changement de la concentration des complexes organiques ligands ;
- le changement de la composition ionique du sol ;
- la méthylation de certains composés : As, Hg, Sb, Se et Ti peuvent se méthyler par

I'action des bactéries, des champignons du sol et des sédiments et se retrouver dans
I'atmosphère puisqu'ils deviennent plus volatils; ainsi ils peuvent s'accumuler dans les tissus
riches en lipides de certains organismes.

Singh et al. (1995) montrent que le cadmium se fixe sur la matière organique, mais
que la dégradation progressive de celle-ci conduit à une redistribution de cet élément vers



t8

cd Cr Co Cu Hg Ni Pb Se Zn

Frence 2 150 100 I 50 100 l 0 300

Europe J 200 140 * 1 .5 7 5 * 300 300',i

Canada J 750 40 150 0.8 150 375 2 600

U.K 3 400 135 75 300 J 300

Pavs Bas A 0,8 r00 20 36 0,3 35 85 r40
Pavs Bas C 20 800 300 s00 10 500 600 3000

Pavs Bas N 12 380 240 190 l 0 210 530 720

Suède 0,4 30 40 0.3 30 40 75

Suisse 0.8 75 25 50 0,8 50 50 200

Tableau 6 : Normes de concentrations des ETM pour quelques sols européens' en

mg.kg-l de matière sèche (Cd : cadmium, Cr: chrome' Co : cobalt, Cu : cuivre, IIg :

mercutt, Ni : nickel, Pb : plomb, Se : sélénium'Zn: zinc) (d'apÈs IFEN' 1998).

France : noûne AFNOR U 44-041 (1985) - Tener.ns limites des sols recepteurs pour l'épandage de boues

d'épuration - pH du sol inferieur à 6,0.
Coàmunauté Lrnopeenne : directive européenne n" 86D78 CEE (1986) - Valeurs maximales pour I'epandage de

boues. Les valeurs notées << * >> peuvent êfie augmentées de 50 % si le pH du sol est superieur à 7.

Canada : Interim remediation crit€ria for agricultural land (CCME, l99l).
Ctand" g.etren" ruK) : exemple pour les telres labourables ayant un pH compris entre 6 et 7 (1989).
pavs Bas : valeur de réfer€nc€ A, risque considéré comme négligeable (1987).
pays gas : valew de référence C, decontaminatiur urgente necessaire (1987).
p""r U^ : valeur N : proposition pour une nouvelle valeur d'intervention C (1993), risquejugé intolérable,

decontamination obli gatoire.
Suède : teneurs limites des sols récepteurs de boues d'épuratiut.
Suirse : valeurs indicatives de I'ordornance OSOL (1957) - Mise en solution par HNOg 2N.
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d'autres compartiments. Prudent et al. (1995) observent sur des colonnes de sols amendés en
laboratoire qu'une partie non négligeable du plomb est présente sous forme non solubilisable,
liée à la matière organique dans les premières couches de sol, et que sa migration en
profondeur est très lente. Ils observent également que les molécules de matière organique ont
des poids moléculaires compris entre 3 000 et 7 000 Da. Enfin, selon Sterckeman et al. (1996)
le cadmiurg le plomb et le zinc ont tendance à s'accumuler dans les horizons supérieurs
(usqu'à 0,5-0,9 m). Les galeries formées par les organismes édaphiques faciliteraient le
transfert en profondeur.

I.4. Lns NoRMES RELATTvES A LA euALrrE DES soLS

La seule norrne française relative à la qualité des sols est la nonne NF U 44-041 de
1985. Elle a pour but de fixer des règles relatives à l'épandage des boues de stations de
traitement des eaux usees urbaines dans les sols à vocation agricole. Elle précise notamment
les teneurs totales en éléments traces dans les boues de stations et dans les sols susceptibles de
les accueillir.

En ce qui concerne les normes relatives arx sols, les teneurs à respecter, en mg.kg-l de
matière sèche sont présentées dans le tableau 5.

Aujourd'hui, dans les diftrents pays d'Europe et sur le continent nord-américain, il existe
des valeurs limites indicatives ou contraignantes relatives aux ETM dans les sols (tab. 6).
Elles ont souvent été définies pour limiter les épandages de boues d'épuration. Les pays
scandinaves, et notamment la Suède, ont fixé des seuils très bas, c'est en grande partie à cause
de l'acidité de leurs sols, issus de roches cristallines pauvres en argile, en fer et donc en ETM.
Si ces seuils étaient appliqués en France, cela conduirait à interdire tout épandage de boues
d'épuration dans plus de 90 o/o des sols.
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Figure 6: a - Bryum capillare (acrocarpe) et b -

d'apÈs Landwehr, 1984.
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II. GENERAIJTEs sUR LEs BRyoPI{/TEs

Les bryophytes (terme créé en 1864 par A. Braun) sont des végétaux autotrophes (à de
rares exceptions près) divisés taxonomiquement en trois classes l. les Musci ou encore
Bryopsida (les mousses), les Hepaticae ou Hepaticopsida (les hépatiques) et les Antherocetoe
ou Anthocerotopsida (les anthocérotes). Elles ne sont représ.ttter qu"-par des organismes
haploïdes (gamétophytes). Le sporophyte, diploide, réduit à l'org-. oï rthborent les spores
haploïdes, vit en hémi-parasite sur le gamétophyte. Les mousses peuvent se diviser en deux
catégories selon la manière dont se développe le sporophye : on iarle de mousse acrocarpe,
lorsqu'il se développe à I'extrémité du gamétophyt" .t à. -ousi. plernocarpe, lorsque ies
sporophytes se développent de manière latérale par rapport au gamétoinyte 1ng. o;.

[.1. L'lppARErL vEGETATIF

Les bryophyes sont constituées de tissus diftrenciés, mais sans appareil vasculaire
wai. Les mousses ont des < tiges > (gamétophores) portant des organer'*rlogu"s à des
feuilles ; les hépatiques se présentent sous forme de thalles ou de tiges feuilees. Les mousses
peuvent avoir, sur la face ventrale de leurs feuilles, des lamelles monostromatiques parallèles,
très riches en chloroplastes, qui augmentent la surface d'échange avec le milieu (poiytrichum,
Atrichum, Dawsonia, ...).

Le gamétophore est assez variable anatomiquement. Sa structure est diftrente selon le
niveau, les zones basales étant plus simples que lei zones distales, et selon les conditions de
milieu, les pieds poussant en milieu humide ayant une anatomie moins diftrenciée que ceu(
poussant en atmosphère sèche. Chezla grande majorité des mousses, on peut reconnaître en
coupe transversale de tige : une couche de cellules chlorophylliennes, faisant penser à une
ébauche d'épiderme, un parenchyme général, avec éventuelèment des parois peu épaisses, et
quelques hydroïdes, éléments conducteurs allongés, dépourrrus de conténu cytàphsmique et à
parois terminales minces. Ces cellules mortes, dont le contenu disparaît aes fe début de leur
diftrenciation, sont disposées en files et ont des cloisons transversales en biseau. Les
leptordes, analogues des cellules du phloème des plantes vasculaires, qui existent en général
dans les bryophytes_sont absents des gamétophorei des Bryales (Hébant, Ig77). La tigl a un
cordon central (cond'cteur?) souvent peu diftrencié, parfois coÀposé de queliues hyàroides
et de traces foliaires. En général, celles-ci se termineni de façon aveugle d*" fu parènchyme
général et sans continuité entre << tige > et < feuilles >.

Certaines mousses, comme les Pottiacées, possèdent une véritable cuticule, souvent
gamie de papilles complexes (pour réflechir la lumière ?), un parenchyme général à paroi
riche en plasmodesmes (constittrant un parenchyme conducteur dans la tiie feuillée des
mousses), avec des parois épaisses dans la région sous-épidermique, et de nombreux
hydroÏdes assurant une certaine conduction de lieau (Hébant, lgTi). On parle alors de
mousses endohydriques (tab. 7). Dans ce cas, les traces foliaires peuvént re.loinare de façon
assez nette le cylindre central et s'y accoler. Néanmoins, ce dispositif de conâuction hydrique
ne peut se faire que si I'eau est présente dans le milieu, mais sa réelle efficacité reste encore à
établir. Par contre, une importante conduction par voie apoplastique (entre le mésophylle et le
!9o* par transport actif) a été démontrée par m*q*g. au nitrate de lanthane (Gorenflot,
1983). Les espèces endohydriques occupent en génétil air substrats riches en nutriments et
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Leptoides : analogie manifeste avec les cellules

criblées de Psilophytes, de Filicinées et celles du
protophloème de la plupart des plantes vasculaires' Les
leptoides sont des cellules allongées, aux extémités en
biseau, leurs parois terminales, obliques, étant percées
de frès nombreux plasmodesmes dont certains, en
s'élargissant, acquièrent une structure voisine de celles
des pores. Le cytoplasme dégenère partiellement, mais
des mitochondries et des plastes régressés persistent'
Le noyau subsiste mais est plus ou moins
dégénérescent. Enfin la vitesse de conduction dans les
leptoides de Polytrichum commune a été déterminée
exoérimentalement : 32 wrlh.

Coupe transversale en microscopie électronique à
balayage de Polytrichum commune (d'après

Hydroides bien développés de forme allongée, avec des
extrémités affrlées. On observe la disposition du noyau

et du cytoplasme en fin de différenciation. Hydrolyse
partielle des fines parois terminales de contact, qui sont
ainsi rendues plus perméables. Pourtant la paroi des
hydroides ne comporte jamais d'épaississement
secondaires ligrifiés comparables à ceux du xylème
des hachéophytes.

Coupe transversale en microscopie électronique à

Grande utilisation des rhizoides pour I'absorption de
I'eau du zubstrat par capi

Ectohydrique

Pas de leptoides ;
Parfois des hydroïdes mais en faible nombre ;
Rare présence de cuticule et de cellules épidermiques.

Tableau 7 : Comparaison entre les bryophytes endohydriques et ectohydriques.
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poreux alors que les espèces ectohydriques prédominent sur les substrats imperméables et
limités en nutriments.

Les bryophytes ne possedent pas de racines waies comme celles des plantes
vasculaires, mais possèdent des rhizoides qui peuvent être abondants au niveau de la iige ou
du thalle. La plupart des rhizoides sur le gamétophore sont de type micronemata.Le second
type macronemata est surtout localisé à la base des bourgeons chez certaines mousses
acrocarpes. Il est possible qu'ils aient un rôle protecteur, alori que les micronemafa auraient
un rôle très important de fixateur et de transporteur d'eau par capillarité. Chezles mousses
acrocarpes, les rhizoïdes ne semblent pas être affectés par le substrat, mais vont par contre
hauJgment participer à la stabilisation du sol. Les rhizoides ont également un rôle dans la
multiplication végétative de certaines mousses acrocarpes corrlme Ceratodon pufpureus,
Dicranum scoparium, Pohlia annotina. En effet, lorsque le rhizoide apparaîtra à la surface du
sol, il deviendra un protonéma chlorophyllien qui produira par^ia suite de nouveaux
gamétophytes feuillés.

IL2.LIREpRoDUCTToN

Les mousses sont caractérisées par une alternance de générations hétéromorphe et
hétérophasique tlpique. La reproduction peut être de deux types : végétative et sexuée.

Les bryophytes peuvent se propager très efficacement par voie végétative. Ainsi, elles
peuvent se régénérer à partir de fragments de tige isolés ou de propagules uni- ou
multicellulaires, produites sur diftrents organes (feuilles, tiges, rhizoides). Certaines
hépatiques, par exemple Marchantia, forment des cavités 

"rrpulifor-.s 
appebés corbeilles,

qui liberent des propagules permettant la création de nouveaux thalles.
Chez la plupart des bryophytes, la reproduction sexuée joue un rôle mineur par rapport

à la reproduction asexuée à I'aide de morceaux de feuilles, de protonéma, de gémmules ou de
propagules (During, 1979). Pour les espèces dont on ne connaît pas de 

-sporophytes, 
la

reproduction asexuée est la seule méthode de reproduction.

Les bryophytes peuvent se reproduire par voie sexuée sur une courte période. La
génération haploïde (gamétophyte) est dominante. Comme les spores sont généralement très
petites (15 à 25 pm), elles peuvent être transportées sur de longues distÀces par le vent,
atterrir partout et se développer là où le milieu est suffisamment favorable. Une fois
répandues, les spores de la plupart des espèces sont capables de germer immédiatement ;
certaines, néanmoins sont donnantes darn des Conditions défavorables (Riccia,
Sphaerocarpos, Anthoceros, ...). Chezla plupart des espèces, la germination des rpor", 

".iinhibee aussi longtemps qu'elles sont contenues dans la capsule sporifrre, à cause de la
présence de substances chimiques émanant de la paroi de la capsule. Ceci étant certainement
dû au manque de lumière ou d'eau à l'intérieur de la capsule. Une spore haploide germe pour
donner un prothalle filamentetx et ramifié, le protonéma. La germination du protonéma-(fig.
7a) clôt le cycle de I'altemance de générations chez les mo.6r"s. Le protonemra est constitué
de cellules photosynthétiques possédant des parois transversal"r ùliqu"r. Le protonéma
forme des bourgeons (fig. 7b et 7c) à partir desquels se développent, par divisions continues
de la cellule apicale tridirectionnelle, des tiges. Bopp (1963) a noté qurlu forme et la structure
du protonéma étaient facilement modifiées par des facteurs externes. Les filaments
protonémataux des mousses, par exemple, développent trois sortes de filaments: le
chloronéma, le caulonéma et les rhizoides. Le chloronema est un filament simple ayant un
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D
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Figure 7 : La reproduction chez les bryophytes. A - Protonéma (microscopie photonique

X 40) ; B - Bourgeon feuil lé se développant sur un caulonéma (microscopie X 10) ; C -

Gamétophyte de Funaria hygrometrica I D - Anthéridies et archégones chez une mousse

(microscopie photonique X l0), (4, B, D : photos Franck Denayer; C : d'après Goebel

(re30)).
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nombre important de chloroplastes ovoides. Le caulonéma est un filament protonématal brun
se développant à partir du chloronéma; il n'existe que chez les mousser. Ch", toutes les
espèces de bryales, le bourgeon produisant les petites feuilles de la mousse est formé à partir
du caulonéma.

Les rhizoïdes sont unicellulaires et simples chez les hépatiques, alors qu'ils sont
multicellulaires chez les mousses.

Les gamétophyes feuillés vont produire des anthéridies (organe mâle, libérant des
anthérozoides flagellés) et des archégones (organe femelle, contenant I'oosphère) (fig. 7d).
Les anthérozoïdes ne se déplacent que dans I'eau" la frcondation de I'oosphère cliez les
mousses est dépendante de l'"uu ce qui est une réminiscence de la vie aquatque primitive.
Les anthérozoides une fois liberés des anthéridies nagent jusqu'à I'entrée du canal du col de
l'archégone où ils sont attirés par chimiotactisme. Un des anthérozoides ftconde I'oosphère
de I'archégone après p:$sage par le canal du col. C'est ainsi que se forme le zygote.

Le zygote se développe immédiatement en un sporogone diploide qui est fixé par la
partie inférieure (haustorium ou suçoir) dans le tissu du gamétophyte à partir duquel il ,"ru
louoi Il s'allonge et déchire finalement la paroi située à la base de I'archégone. Le reste de
I'archégone se maintient à I'extrémité du sporogone jusqu'à la maturité de cJdernier et forme
alols un petit chapeau caractéristique, la coiffe. Le sporogone mûr se structure en gn pédicelle
(sore) et en une capsule sporiftre terrrinale. Cette àerniére comporte des tissus de stockage
pour les éléments nutritifs et I'eau (paroi et columelle); dans le sac sporiftre de nombreuses
cellules sporogènes subissent une réduction chromatique et forment des spores haploides.

II.3. Plnrrcur,ARrrn pnysror,ocreul

_ Les bryophytes, à l'inverse des plantes vasculaires qui vont le plus souvent puiser
leurs ressources en eau dans le sol, vont utiliser I'eau (eau du sol ou eau précipitee) dans le
milieu quand elle sera présente et peuvent ainsi résister à la sécheresse pàndant de longues
périodes. Dans ce cas, on parle de bryophytes ectohydriques (tab. 7), ce qui signifie q,rùil".
absorbent I'eau sut toute leur surface et la perdent très facilement iorrqo" I'atmosphère est
plus seche. Ce sont des organismes po'ftilohydriques, c'est-à-dire adaptÀt leur métabolisme
en fonction de I'humidité ambiante et peuvant rentrer en état de dormance si I'atmosphère est
trop sèche. Barkman (1958) a établi un classement de diftrentes classes végétales et
fongiques en fonction de la relation qu'elles avaient vis-à-vis de I'eau. Il propose delhcer les
bryophytes dars le groupes des Ombropftyra, suMivisé en trois parties selon l'importance du
transport hydrique au sein de I'organisme (tab. g).

Certaines espèces peuvent surviwe à de longues périodes de sécheresse sans subir
aucun dommage et développer de nouveau un sporophyte. D'autres sont tuées en quelques
heures lorsqu'elles subissent de forts déficits hydriques dans leurs tissus. Les espéces
ectohydriques ont un rapport surface foliaire/volume important (Larsorl lgSl) èt h
conduction externe de I'eau se fait à I'aide du tomentunl des rhizoides etlou des paraphylles
et peuvent présenter des feuilles plus concaves. A ce propos, les parois cellulaires des ieuilles
de sphaignes sont percées de pores permettant I'absorption et L conservation de I'eau du
substrat. On retrouve ces mêmes pores chez d'autres genres de bryophytes comme
Leucobrytm, Encalypta, Tortula... (Castaldo et al., 1979).
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Type HzO Mecanisme
d'absomtion

Tlpe de lichen Tlpe de bryophyte

Atmophyta Eau vapeur, bnouillard Toute la surface Lichen lépreux,
grande partie des
lichens fruticuleux

Bryophyes
epiphylles

Amphiphyta Eau liquide, eau vapeur Toute la sruface
superieure, face
inferieure et organes
s'v référant

Lichens crustaces et
foliaces

Bryophytes
epiphylles

Ombrophyta Eau liquide Lichens
à cyanobacteries
(10 % des lichens)

La plupart des
bryophytes

Eau liquide Voie interne, eau du
sol importante

Endohydriques
(Polytrichum,
Marchantiales)

Eau liquide Toute la surface Ectohydriques
(pleurocarpes, une
oartie des acrocarpes)

Eau liquide Toute la surface +
voie interne

Mixohydriques
(acrocaroes)

Tableau 8 : Adaptations des bryophytes et des lichens face à l'eau (facteur limitant)'
(d'aprÈs Barkman, 1958).
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II.4. EcolocrE ET BrocEocRApHrE DES BRyopHyrES

Les mousses et les hépatiques sont les bryophytes les plus largement étudiées. Elles
présentent plus de 25 000 espèces à travers le monde. La plupart des taxa holarctiques sont
ubiquistes bien que la plupa,rt du ternps ils aient une discontinuité dans leur large distribution
chorologique. Beaucoup de ces disjonctions sont particulièrement nombreuses chez des
espèces ayant une faible capacité de compétition ou une demande écologique particulière.

On remarque facilement en travaillant sur le terrain que certaines espèces s'associent
régulièrement de manière répétitive, ayant sans doute des exigences rxsez semblables, ou
même que des plantes vasculaires déterminées, ou des lichens accompagnent régulièrement
telle ou telle bryophyte, formant des biocénoses végétales.

L'aire de repartition des diverses es$ces dans le monde dépend évidemment de
l'écologie de chacune et des grands facteurs généraux du climat, latitude et altitude. Les
espèces de bryophytes, compte tenu de leurs exigences particulières, ne s'étendent
généralement pas sur toute la surface du globe; peu nombreuses sont les véritables
cosmopolites, corrtme Brytm argenteum.

Humidité, nature du substrat, éclairement, température, interactions des êtres vivants
en présence, tels sont les principaux facteurs qui caractérisent un milieu de vie. Leurs
interft rences sont multiples.

11.4.1 . L'humidité

La dépendance des bryophytes vis-à-vis de la plus ou moins grande abondance de
I'eau est des plus ûappantes. C'est là seulement où une certaine humidité est constamment
entretenue qu'elles peuvent prospérer en abondance : les sous-bois, le bord des eaur, les
ravins, les tourbières,... Sur les murs, les rochers, les sables exposés à une sécheresse
prolongée, le nombre d'espèces vivaces est réduit à quelques-unes, spécialement résistantes;
il peut s'y joindre quelques éphémérophytes qui passent la longue période sèche à l'état de
spores.

Le gamétophyte, non cutinise et facilement mouillable, peut absorber I'eau liquide par
toutes ses parties ; il absorbe même la vapeur d'eau atmosphérique, dès qu'elle est en quantité
notable. Mais on sait que la minceur des organes et I'absence de racines, capables de
ravitailler la plante aux dépends de la couche humide du sol, entraînent la dessiccation facile
de celle-ci dès que I'air et la surface du sol se dessechent. La teneur de la mousse en eau peut
ainsi se réduire à 15-20 Yo. Les hépatiques sont généralement beaucoup plus délicates et
meurent par dessiccation avancée, mais il en existe des xérophytes (i.e. supportant la
sécheresse) qui peuvent résister à une année de secheresse notamment chez les Marchantiales.
Ces hépatiques (e.9. les Riccia) vivent sur la terre ensoleillée, dans la région
méditenanéenne; leurs rhizoïdes sont très développés et leur thalle peut s'enrouler sur lui-
même, protégeant sa surface stomatGre et n'oftant à I'atmosphère externe que sa face
ventrale couverte d'écailles protectrices.
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11.4.2. La nature du substrat

La végétation est conditionnée par les caractères physiques et chimiques de son
substrat, appelés alors facteurs édaphiques du milieu. La structure physique du substrat
pennet plus ou moins facilement la circulation de I'air et la rétention doeau, ainsi que la
pénétration des rhizoides; elle dépend principalement de sa nature chimique. Le sol calcaire
grumeleux est plus aeré, plus sec, plus chaud que le sol argileux. C'est évidemment I'horizon
superficiel du sol qui intéresse directement les bryophytes. Pour certains, le substrat sera la
roche nue ou presque nue, les écorces de plantes vivantes, ou encore le bois mort en voie de
décomposition. Dans les régions chaudes et humides, il en existe aussi sur les feuilles vivantes
d'autres plantes (mousses, ptéridophytes, coniftres, angiospermes). Les espèces aquatiques
sont influencées par les propriétés de I'eau qui les baigne.

Sous les latitudes moyennes, c'est sur l'humus que les peuplements de bryophytes sont
les plus exubérants. En fonction des conditions selon lesquelles I'humus s'élabore (nature de
la roche et des débris organiques, quantité d'eau, température...), il peut être très acide
(humus brut ou ( mor D, pH de 3,5 à 5), ou d'une acidité moyenne (humus doux, ou mull, pH
de 5 à 6,5), ou même alcaliru sur sols calcaires (mull calcique, pH de 7,5 à 8,5).

Entre ces divers tlpes d'humus, la végétation bryophytique ne se repartit pas
indiftremment, et sur les autres substrats la réaction ionique compte aussi beaucoup dans les
préferences ou même I'exclusivisme des espèces. Ainsi s'expliquent, pour la plus grande part
sans doute, les caractères de calcicoles et de calcifuges, qui distinguent nettement bon nombre
de bryophytes, I'ion Ca2* comptant d'abord comme facteur d'alcalinité, néfaste ou favorable,
plus que par sa spécificité chimique. Par exemple, des cultures de sphaignes sur des milieux
artificiels ont permis de montrer que ces bryophytes ne se développaient que sur des milieux
acides, avec des optima de pH entre 3,5 et 5. Les divers cations sont toxiques pour les
sphaignes dans la mesure où elles ne peuvent plus en compenser I'action alcalinisante. A côté
des calciphiles < exigeantes >>, il y a des espèces qui seulement préftrent le calcaire. Enfiq de
nombreuses mousses et hépatiques sont plus ou moins indiftrentes, et parfois qualifiées
d' < euryioniques )) comme Marchantia polynorpha, Plagiochila asplenioides, Hypnum
cupressiforme...

Les nitrates sont abondants dans certains sols et ils sont bien supportés par certaines
espèces de mousses ou d'hépatiques (Bryum argenteum, Lunularia cruciata...); d'autres
genres ont même corlme substrats d'élection les boues ou les fumiers (Splachnum, Tayloria).

Très peu de bryophytes peuvent supporter le chlorure de sodium et viwe sur le bord
immédiat de la mer. Encore plus rares sont celles que I'on trouve confinées dans ce milieu, et
apparaissent pour cette raison comme des halophytes obligatotres (Grimmia maritima, Pottia
crinita).

Notons enfin que certaines bryophytes sont particulièrement résistantes à certains ions
métalliques (voir chapitre III).

Les bryophytes sont des constituants indispensables dans la végétation de nombreux
écosystèmes naturels ou anthropisés dans le monde. Plusieurs espèces sont pionnières des sols
nus (espèces épigéiques ou terricoles), d'autres ne pourront se développer sans des conditions
stables du sol et une dynamique végétale déjà existante. Arnold & Gobat (1998) montrent que
les bryophytes accélèrent la pédogenèse, grâce à une rétroaction positive ou négative suivant
le tlpe de substrat, aboutissant à la convergence et à un début de maturation des caractères de
I'horizon organo-minéral du sol. Les bryophytes peuvent constituer la majeure partie de la
biomasse végétale dans certains cas et être responsables de la plupart des productions
primaires des marécages (e.g. la dominances des sphaignes dans les tourbières), des landes à
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bruyères et de la végétation arctique et subarctique (toundra). Dans les forêts, elles peuvent
recouwir et dominer le sof particulièrement dans les forêts humides de conGres et les zones
subhumides.

Les bryophytes épiphytes sont également très abondantes dans les forêts à feuilles
caduques des régions humides et peuvent également apparaître sur des arbres isolés ou sur des
plantations en zones urbaines.

11.4.3. L'éclairement

En parcourant les forêts, on est conduit à penser que les bryophytes sont, de façon
générale, plus tolérantes que les plantes supérieures à de faibles intensités lumineuses.
Certaines peuvent s'accommoder même d'un éclairement extrêmement réduit, dans les grottes
ou dans les profondeurs des lacs, où elles accompagnent assez couramment des algues
characées jusqu'à 13 à 20 m de profondeur. Dans les forêts des moyennes latitudes, qui
perdent leurs feuilles en saison froide et humide, les bryophytes peuvent en général, si la
température n'est pas trop basse, assimiler et se reproduire pendant cette période, qui est pour
elles la phase lumineuse de I'année.

11.4.4. La température

Il faut naturellement tenir compte ici du microclimat au niveau de la végétation
muscinale. Les températures basses, repérées comme d'ordinaire à I m du sol ou davantage,
sont habituellement bien supportées par les mousses lorsqu'elles sont protégées par une
couche isolante de neige.

11.4.5. Les facteurs biotiques

Dans la nature, la rapidité de croissance des bryophytes s'e4plique en partie par
I'action indirecte de nombreux êtres vivants, surtout celle des bactéries et de certaines algues,
ainsi que de petits animaux qui élaborent I'humus. La réduction ou I'absence des mousses et
hépatiques, au contraire, est due souvent à la concurrence multiforme des plantes supériewes
ou des lichens.

D'autre Pârt, un contact direct et plus ou moins intime des bryophytes avec d'autres
plantes vivantes a été souvent remarqué et demande que I'on approfondisse, dans certains cas,
la nature des rapports, parasitaires, symbiotiques, qui s'y manifestent.

Un certain nombre d'hépatiques à feuilles sont couramment fixées sur des mousses ou
sur d'autres hépatiques, ptr apposition de rhizoïdes digités, étroitement adhérents à I'hôte. On
a pu constater que ce dernier apporte à son épibiote de I'eau et des substances dissoutes. Il en
est ainsi pow Lophocolea bidentata (pauwe en chlorophylle) implanté stx Anomodon
viticulosus ou sur Plagiomnium undulatum; pour Odontoschismo sphagni sur les sphaignes,
Frul I ania fragilifol i a stn Hltpnum cupre s sifurme. . . (Augier, 1 966).

Les bryophytes portent fréquemment des cyanobactéries. Dans quelques genres, le
thalle présente de petites ampoules dont la cavité s'ouvre au dehors (Blasia pusilla), ou bien
des cavités (Anthoceros). Un mucilage y est sécrété dans lequel se multiplient régulièrement
des i/osfoc. Les hépatiques, de leur côté, développent des filaments tortueux ou ramifiés entre
les cellules de I'algue (Augier, 1966). Des observations précises n'ont pas confirmé, dans ces
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cs, l'hypothèse d'une symbiose. Une synrbiose assez fragile peut s'établir entre les
protonéma de Tetraphis pellucida et des algues vertes unicellulaires (Coccomyxa), (Augier,
re66).

Beaucoup d'hépatiques renferment, à I'intérieur de certaines cellules, des filaments
pelotonnés de champignons. Ceux-ci ont pénétré par les rhizoïdes et se cantonnent
ordinairement dans quelques parties du thalle ou de la tige. Plus rarement ils envahissent très
largement leur hôte, jusqu'autour des gamétanges, ou même parasitent nettement le tissu
sporogène. La présence et la localisation des filaments fongiques sont dans certains groupes
bien constantes et caractéristiques, par exemple chez Lophozfa (Augier, 1966).

II.5. Éruon coMMTJNAUTATRE DEs BRYoPHYTES

11.5.1. Milieux naturels et végétation bryophytique, approche bryosociologique

Dans une région déterminée par les grands traits de son climat existent divers tlpes de
biotopes. Ce sont surtout la nature du substrat, les facteurs édaphiques qui les caractérisent.
On peut en dresser la liste suivante :

1. terre humiÊre des forêts et, secondairement, des landes, pelouses, prairies ; les bryophytes
qu'on y trouve sont souvent appelées bryochaméphytes au sens strict; les conditions de
vie sont souvent favorables à ces végétaux ;

2. terre humiÊre dans les creux des rochers (fentes, crevasses, cuvettes), où poussent les
chasmophytes, où en couche mince à la surface de ceux-ci on trouve les
exochomophytes;

3. rochers à peu près nus, où poussent les épilithes ;
4. substrats végétaux, qui sont les écorces (corticicoles), le bois (épixyles) en état plus ou

moins avancé de décomposition et, en pays tropicaux principalement, les feuilles
(épiphylles) ;

5. terre plus ou moins humiÊre où la vie des bryophytes est impossible chaque année,
pendant la saison sèche (plantes xérogéophytes) ;

6. terre surtout minérale des sables, dunes (psammophyes) et débris rocheux ;
7. tourbières, où prospèrent les turficoles, dans I'eau ou en dehors de I'eau ;
8. eaux tranquilles ou courantes , mais non tourbeuses (hélophytes au sens large).

A la suite des classiques tlpes biologiques définis par Raunkiaer (1934), de nombreux
auteurs ont tenté à leur tour de classifier les espèces en fonction de leur adaptation à passer la
saison défavorable.

Dans le système défini par Dansereau & Pageau (1966), on peut noter I'apparition d'un
nouveau type biologique pour les bryophytes : les bryochaméphytes.

Schmithûsen (1961) a cherché à réunir dans un système unique I'ensemble des
adaptations possibles en fonction des différents facteurs écologiques. Il distingue ainsi trente
formes de croissance, dont huit pour les mousses, lichens, champignons et algues. Ce sont :

- les bryo-épiphytes (Thallus-Epiphyten): bryophytes capables d'absorber fhumidité
atmosphérique par toute leur surface ; muscinées fixées en touffes pendantes, en colonies,
en coussinets et en tapis sur les écorces ;
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- les bryochaméphytes (Thallus-Chamaephyten): bryophytes des tourbières et des marais
qui forment des revêtements lâches et bryophytes terricoles en coussinets. Lecointe &
Provost (1970) incluent également dans ce groupe les grandes pleurocarpes, généralement
silvatiques, pour lesquelles il n'y a pas de précisions ;

- les bryo-hémicryptophytes (Thallus-Hemibyptophyten): mousses et hépatiques plaquées
au sol. Lecointe & Provost (1970) incluent dans ce groupe les bryophytes terricolei, en
coussinets ou en tapis bas, ne dépassant pas 5 cm de haut ;

- les bryogéophytes (Thallus-Geophyten) : comme les géophytes chez les phanérogames, ce
sont des plantes dont I'appareil souterrain seul survit pendant la mauvaise saison. Chez les
bryophytes, certaines espèces possèdent un rhizome capable de redonner des
gamétophytes au printemps, mais les tiges feuillées supportent généralement la saison
défavorable. Suivant la position des bourgeons par rapport au sol, ces bryogéophyes
possibles peuvent être classes parmi les bryocharnéphytes et les bryo-hémicryptopltytés i- les bryothérophytes (Thallus-Therophyten): bryophytes éphémères se renouro"lant pa.
spores ;

- les bryo-hydrophytes (Thallus-Hydrophyten): bryophytes submergées, flottants ou fixés.

Lecointe & Provost (1970) établissent un spectre du même type que les spectres établis
pour les phanérogames, pour les régions qu'ils ont étudiées, dont les proportions sont les
suivantes :

Bryo-épiphytes tt %
Bryo-chaméphytes 20 o/o
Bryo-hémicryptophytes 45 yo
Bryo-géophytes 9 o/o
Bryo-thérophytes l0 %
Bryo-hydrophytes 5 yo

On constate que les bryo-hémicryptophytes sont avec 45 o/o de I'ensemble les formes
les plus abondantes.

1|.5.2. Les milieux anthropisés

Très peu d'auteurs ont decrit des communautés bryophytiques présentes dans des
milieux anthropisés.

Von Hilde et al. (1949) ont décrit les petites associations de mousses présentes en
milieu urbain. Ce sont surtout les mousses ubiquistes et cosmopolites qui s'y développent, et
surtout des unités sociologiques terricoles, basophiles.

Sur routes pavées ou places sableuses, on observe :

- les communautés à Brytm argenteum et Ceratodon purpureus. Dans les fissures des
pavés : Brytm argenteum, Sagina procumbens, représentant le Sagino-Bryetum
argentei (Ttixen l9a7\ ;

- une association nitrophile de mousses piétinées sur sol sableux (Ceratodon purpureus
et Barbula rigidula). Barbula unguiculata, B. convoluta, B. fallm, se trouvant sur des
lieux piétinés, caractérisent une association nitrophile sur sols sableur, en exposition
nord ou protégée par des arbres d'alignements.
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Von Hiibschmann (1975) a pu décrire une association à Riccia crystallina et à

Physcomitrella patens se développant sur des vases asséchées (Schlamm).

Seaward & Bylinska (1980) indiquent que les plantes se développant sur des sols enrichis

naturellement ou non (sols miniers, terrils) en éléments traces métalliques (ETIO montrent

une grande variété de modifications morphologiques pouvant être utilisées comme outils de

diagnostic. Un peu plus tard, Goyal & Seaward (1932) se sont intéressés à la valeur

biotdicatrice poientiJle que pouvaient présenter certains lichens terricoles (Peltigera canina

et p. rufescens) se développant sur des sols contaminés par les ETM. Ils ont conclu que ces

lichens pouvaient présentei r.rne certaine valeur bioindicatrice mais qu'elle était dépendante de

la ûaction biodispônible des métaux dans le sol et non pas de la teneur totale en ETM du sol.

De plus, par rapport aux plantes, les particularités histologiques et morphologiques des

lichens se 
-développant 

sur iites pollués ne peuvent pas être utilisées seules, comme critère

d'élaboration d'une échelle de bioestimation.

Marstaller (1987) s'est intéressé atu( impacts que pouvaient avoir les retombées

atmosphériques'de poussières sur les communautés terricoles se développant à proximité

d'une-usine d'engrÂ près de Jena en Allemagne. Un travail préalable d'Heinrich (1984) a

permis d'établir rittq typæ de végétation bryophytique pgur un milieu anthropisé exposé à des

ietombees atmospheriques de poussières (de la zone l, ia plus exposee, à la zone 5 la moins

exposée) :

Znne I
7,one2
Zone3

Tnne 4
Zone 5

: pelouse rase à Pucciniella
: Formation àAgropyron rePens
: apparition des mousses les plus ubiquistes Ceratodon pufpureus,
Brv" argenteum, B. caespiticium, Funaria hygrometrica (si humidité)
: végétation presque normale mais pas d'épiphytes
: végétation tout à fait normale

A proximité de Jena, plusieurs communautés de mousses aux abords d'écosystèmes
non perturbés ont pu se développer; il s'agit des lleissietum crispatate, Astometum crispi,

Aloiietum rigidae, Trichostomo-Aloinetum aloidis, Tortelletum inclinatae, Barbuletum

convolutae et une association appartenant au Phascion cuspidati. Sur sols contaminés,

I'auteur a pu observer une associationà Brym caespiticium et Brytm argenteum.
L'Àloinetum rigidae (Stodiek 1937) a pour caractéristiques bryophytiques Aloina

rigida et Didymodon cordalns. Elle appartient d'un point de vue synsystématique aux

Gîimiadion, barbuletalia unguiculatae, Barbuletea unguiculatae. C'est une association

xérophile, sur calcaire dans laquelle Aloino rigida fait de nombreux sporogones mais qui

meurent pendant leur développement. La pauweté en lichens est très grande et il y a un fort

recouwement de Brym caespiticium et de B. orgenteum, et un recouvrement plus faible par

Ceratodon purpurrus. Si cette communauté est soumise à une très forte exposition à la

poussière, Aloina rigida disparaît. On assiste à un appauwissement progressif de cette

association avec la.h*gr en phosphore et en sodium du sol sous jacent (0-3 cm), ce qui va de

pair avec la diminution du nombre d'espèces. Cette communauté constituée de deux Brytm se

ietrouve aussi en bord de route traité aux herbicides, aux endroits enrichis en engrais, sur les

places à feu, à proximité des grandes villes-
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Le Barbuletum convolutae QlaÀac & Smarda 1944) est une association anthropique,
calcicole des bords des chemins (fréquente aussi à proximité des cimenteries).

Le Funarietum hygrometricae (Engel, 1949) est une association nitrophile et
hygrophile qui supporte aussi les herbicides. Elle est fréquente le long des routes et des voies
de chemin de fer. L'auteur montre donc que l'impact des dépôts en provenance d'usines
d'engrais de Jena entraîne une modification de la structure des communautés bryophytiques.
On observe une zonation des communautés en fonction de I'intensité des émissions.
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1 T. Les gnyoPl{yTEs ET LEs âAETAUx

Depuis le début du siècle, les bryophytes sont utilisées comme bioindicateurs des
éléments traces métalliques. Mais, ce n'est que depuis le début des années 1970 que des
chercheurs se sont réellement intéressés à la physiologie de ces organismes et à la manière
dont ils réagissent face à divers polluants. Les travaux publiés traitent des effets directs des
éléments traces métalliques sur les bryophytes, des mécanismes de piegeage et de la tolérance
de ces bryophytes aux polluants.

Dans ce chapitre, nous ferons une mise au point bibliographique des diftrentes études
réalisées dans ce domaine. Nous insisterons plus particulièrement sur les recherches menées
depuis 1990, date à laquelle Tyler a publié une synthèse de l'état des connaissances sur les
relations bryophytes - métaux.

[I.1. SouRcES DE NUTRTTIoN rt{rI\tERALE ET DE coNTAMTNATToN pAR LES ELEMENTS
TRACES METALLIQTJES : ROLE DU STJBSTRAT

L'apport de nutriments minéraux et d'éléments traces métalliques chez les bryophytes
peut être réalisé de diftrentes manières. Une dépendance quasiment complète des retombées
en nutriments minéraux est observée chez la mousse Hylocomium splendens par Tamm
(1953). Plusieurs autres espèces pleurocarpes épigéiques semblent avoir une dependance
similaire. Un ratio élevé surface/volume ou surface/masse favorise le piégeage dei grosses
particules, bien que la vitesse du vent et d'autres caractéristiquer liéeJ au site puissent
influencer cette efficacité (Cloug[ 1975).

Cependant, il est évident que les bryophytes, autres que ces pleurocarpes forestières,
peuvent dépendre d'une absorption de nutriments à partir du substrat en plus des apports
atmosphériques. Puustjârvi (1959) rapporte que les cations basiques sont transferés-àe h
tourbe à une nouvelle biomasse de sphaignes par une diftrence de potentiel électrique.
L'absorption d'ions métalliques est beaucoup plus évidente pour les acrocalpes se
développant sur du sol fortement chargé en éléments solubles (Shimwell & Laurie, lgll). Ces
ions sont apparemment transportés par capillarité sur ou à travers la biomasse des bryop'hytes.
En présence de sols moyennement contaminés en métaux lourds, cette voie de transfert est
beaucoup moins importante voire négligeable. Pour les cations basiques, I'absorption à partir
du substrat est mise en évidence chez. Grimmia orbicularis (Hébrard et al.,lg74). Ltitsihert
et al. (1975) envisagent même que certains transferts de plomb et de cadmium puissent se
faire dans les tissus de la tige de Brytm argenteum, espèce acrocarpe aux rhizoides bien
développés.

Plusieurs études de Bates (1987,1989, 1990,1992) ont permis de mieux comprendre
les mécanismes d'absorption de nutriments par Scleropodium purum. L'auteur indiquelBates,
1990) que le substrat peut apporter une source de minéraux aux bryophytes, même pour les
mousses pleurocarpes qui ont un faible contact avec leur substrat. Lorsque celui-ci renferme
des concentrations inhabituelles en ETM, ces derniers sont souvent détectables dans les tissus
des bryophytes (Bates, 1987).

Huckabee & Janznn (1975) observent que des gamétophytes isolés de Ditanum
scoparium accumulent le mercure lorsque les rhizoides sont immergés dans une solution
9'iory !g'*, Cependant, lors de ces expérimentations, après ajout ae ùt < rhizosphérique > à
la solution de sels mercuriques, aucune augmentation de la concentration en mercure dans les
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tissus de la mousse ne peut être mesurée malgré la volatilisation du mercure du sol. A partir

d'une étude sur la mousse épiphyte Hypnum cupressiforme, Rasmussën & Johnsen (1976),

concluent que la plupart des ETM ont pour origine I'atmosphère via les précipitations, les

retombées et le lessivage de l'écorce des troncs. Cependant, Rasmussën (1978) n'observe pas

de relation directe entre les concentrations en métaux chez Hypnulz et dans les écorces.

lll.2. Mncarqsurs DE PTEGEAGE ET DE RETENTToNDESMETATx

Les dépôts secs et humides assurent la contamination des mousses par les éléments
traces métalliques. Les dépôts humides comprennent les dépôts de polluants par les pluies, la
neige et par les précipitations occultes (rosée, brouillard). Les dépôts secs concernent
I'adsorption et I'absorption directes des polluants sous forme gazeuse etlou particulaire.

La dynamique chimique d'accumulation dépendra des propriétés physico-chimiques
des polluants traces (solubilité, constante de Henry, pK pH, coefficient octanol /eau Kow...).
Selon ces diverses caractéristiques, les éléments traces pourront être adsorbés, absorbés ou
éliminés de la mousse. Ces éléments chimiques pourront également subir diftrentes
transformations telles que la photolyse, I'hydrolyse, des réactions d'orydo-réduction ou
acido-basiques, voire même des transformations métaboliques. Si nous nous réËrons à la
littérature, la connaissance de tels processus chimiques chez les bryophytes est encore mal
connue excepté en ce qui concenre les processus d'échanges d'ions métalliques.

111.2.1. Propriétés d'échanges ioniques au sein des cellules de bryophytes et
mécanismes d'adsorption extracel lulaire

Les cations peuvent être classes selon la nature des composes auxquels ils peuvent se
lier (Nieboer & Richardson, 1980). Les éléments peuvent être regtoupés en 3 classes A" B et
C (fig. 4, chapitre I). Les éléments de la classe C sont également appelés éléments de
transiiion. Cette classification est basée sur la propriété des éléments à s'adsorber sur certains
ligands. Le tableau 2 résume les principaux ligands retenus par ces auteurs. Les éléments de
classe A (K Na, Mg, Cq ...) se lient préfrrentiellement à des ligands donneurs d'oxygène
(comme des groupements carboxyliques). Les éléments de classe B (Pb, Hg, Ag, ...) se lient
avec des groupements soufrés ou azotés. Les éléments de la classe C (Zrt, Cd, Cu, ...) peuvent
s'adsorber sur tous les types de ligands.

Des études détaillées sur l'adsorption de cations extracellulaires ont tout d'abord été
réalisées chez les lichens (voir la revtre de Nieboer & Richardsoq 1980 ; Nieboer et al., 1977,
l97S). Cette adsorption est dominée par un phénomène rapide et passif d'échange d'ions,
seulement affecté par la température et indépendant des changements de métabolisme induits
par I'illumination ou I'obscurité, le potentiel d'oxygène réduit ou I'addition d'inhibiteurs
métaboliques.

Il est maintenant bien établi depuis des dizaines d'années que les bryophytes se
comportent elles aussi comme de véritables résines échangeuses d'ions (Anschtitz & Gessner,
lg54 ; Puustajtirvi" 1955). Bell (1959) met en évidence que la séquence de rétention des
cations chez les sphaignes est identique à celle que I'on observe sur des résines échangeuses
d'ions : Fe3* t Mg'*, C** > K*, Na* pour des concentrations naturelles.
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Brown & Bates (1972), étudiant I'effet du plomb chez deux populations de Grimmia
doniana, concluent que la pénétration du plomb à partir d'une solution de Pb(NO3)z est un
processus physique passtt sans pénétration du métal dans le cytoplasme. Il n'y a pas de
diftrence apparente dans la capacité d'absorption chez les mousses traitées et non traitées.
Aucune pénétration du Pb dans la cellule n'est observée dans une mousse tolérante, même
avec des concentrations de l0 mg.l t. Le Pb est fixé sur des sites extracellulaires.

Riihling $ Tylel (1970) propo:ent également une séquence de fixation pour les ions
ETM : cu2*, Pb2* > Ni2* > co2t> Z**,lrri*. cet ordre est vaiae pour une large gamme de
concentrations, si les ions sont apportés en solutiorl seuls ou en mélange. La forte rétention
du Cu2* et du Pb2* peut être en pattie due à des ligands présentant une très haute affinité pour
ces ions.

La forte capacité d'échanges cationiques (CEC) des cellules de bryophytes vivantes
est attribuée à la présence des groupements carboxyles des polymères d'acide uronique
présents dans la parol, bien que des groupements oxygène (hydroxyles et carboryles), amine
et sulftrydryle de la paroi et de la membrane plasmique puissent également entrer en jeu
(Clymo, 1963 ; Craigie & Mass, 1966; Spearing, 1972; Schwarznaier & Brehrq 1975).
Chez les sphaignes, cette CEC est très intimement reliée à la concentration dans les tissus de
substances pectiques, principalement dgs acides uroniques (Knight et al., 196l). Chez
Sphagnum acutifolium, environ 25 Yo des tissus (poids sec) sont constitués d'acides
polyuroniques non estérifiés et une bonne corrélation est observée entre les teneurs en acides
polyuroniques et la CEC chez diverses sphaignes (Clymo, 1963; Spearing, lg72).
Schwarzrnaier & Brehm (1975) mettent en évidence I'existence de bandes d'absorption
caractéristiques de groupes carboryles dans un extrait purifié de parois de sphaignes. Par
comparaison avec des spectres d'acides carboryliques, ces auteurs ont pu identifier que ces
sites de fixation appartenaient à des acides polgalacturoniques inclus dans une matrice de
cellulose, ce qui confirme les travaux de Clymo (1963).

Chez les hépatiques, I'acide mannuronique est présent au niveau de la paroi (Browru
1984).

Chez les bryophytes épiphytes, Bates (1932) rapporte que les taux de Ca échangeable
sont 16 à 17 fois plus élevés chez les espèces basophiles que chez les espèces acidophiles et
que la CEC des tissus est trois à quatre fois plus élevée chez les espèces basophiles. Le
calcium fixé à ces sites d'échanges peut influencer la perméabilité du plasmalemme adjacent
@ates, 1982). Koedam & Btischer (1983), Biischer et al. (1990) montrent une corrélation
entre les CEC tissulaires et la disponibilité du Ca en étudiant les bryophytes d'une forêt belge.

Pickering & Puia (1969), Maurel-Kennanec et al. (1983) étudient les cinétiques
d'échanges d'ions entre I'eau et les bryophyes aquatiques Fontinalis antipyretica et
Platyhypnidium riparioides. La fixation de plusieurs éléments traces métalliques chez ces
bryophytes s'effectue quelques heures après le contact avec la solution, puis atteint un état
d'équilibre I à3 joursplustard.

La liaison cation-paroi représente un équilibre entre la nature de l'élément et celui du
ligand auquel il va se lier. Les sequences d'affinité-liaisons chimiques sont la plupart du
temps déterminées avec un ligand accepteur simple, alors que la paroi comporte beaucoup de
ligands potentiellement utilisables. La quantité d'un élément lié dépendra de la concentration
apportée, de son affnité pour le site d'échange et du nombre total de sites d'échanges libres.

L'implication des protéines dans des mécanismes extracellulaires d'adsorption des
métaux n'est pas clairement démontrée. L'expérience de Burton & Peterson (1979) met en
évidence que, suite à un traitement à la pronase, la mousse libère du zinc. Cette technique



38

beaucoup trop invasive pour la mousse, ne permet pas de montrer que le Zîhælé provient

exclusivement des protéines pariétales qui pounaient établir des liaisons avec des cations de

la classe B (tab. 2).
L'acide uronique, la cellulose et les protéines contenus dans la paroi cellulaire de

thalles d'hépatiques (Conocephalum) ont une efficacité plus grande que chez des hépatiques à

feuilles (Lophocolea, Bazzania et Plagiochila), mais les proportions sont généralement

similaires à celles des parois cellulaires d'angiospermes (Inoue et al., l98l ; Taylor &

Kaufrnaru 1976).

\L.2.2. Absorption intracellulaire

On peut donc conclure que les échanges complexes intervenant au niveau de la paroi
cellulaire constituent souvent une barrière. En fait, il s'avère que celle-ci n'est pas
complètement efficace contre la pénétration des éléments traces métalliques dans le
protoplasme.

Déjà en 1969, Pickering & Puia évoquent trois processus successifs d'absorption
intracellulaire du zinc chez Fontinalis antipyretica:

- une première étape, très courte, correspond à I'absorption dans I'espace libre de la
membrane cellulaire ; elle n'est pas influencée par la température et la lumière ;

- une seconde étape de 90 min environ, représente la penétration au travers de la zone
externe du protoplasme ; elle est peu influencée par la lumière et la température ;

- gne troisième étape, durant plusieurs jows, correspond à I'accumulation (énergie-
dépendante) du zinc dans la vacuole ; elle est influencée par la température et la lumière.

Des particules contenant du plomb sont observées en microscopie électronique dans le
noyau de Rhytidiadelphus squaftosus récolté à proximité d'une route à grande circulation en
Norvège(Skaar etal., 1973;Gullvag etal., 1974). Letransfertd'ionszincdepuislaparoi
vers I'intérieur de la cellule a été démontré expérimentalement chez Rlrytidiadelphus
squarrosus par Beckett & Brown (1983). Ces auteurs concluent que la forte fixation des
métaux sur la paroi n'assure pas une protection suffisante de la cellule vis-à-vis des éléments
traces métalliques. L'exposition de tissus de bryophytes à une solution de CdSO+ (Wells &
Brown, 1987) entraîne un mouvement de Cd extracellulaire vers le milieu intracellulaire avec
pour répercussion, une altération de I'activité photosynthétique. Le fait que cette altération
survienne immédiatement après I'incubation des tissus de bryophytes dans les solutions
métalliques, suppose un transport d'ions vers le cytoplasme (Haseloff& Winkler 1980).

La distribution des ions métalliques à I'intérieur des tissus des mousses est d'une
importance fondamentale dans la compréhension de leur activité biologique et de leur
possible toxicité. Les principaux cations basiques sont inégalement distribués entre I'intérieur
de la cellule et les sites d'échanges de la paroi des sphaignes. Le potassium et le sodium
interviennent en premier lieu, le calcium ensuite (BrehnU 1968). Brown & Sidhu (1992) ont
travaillé sur la bioaccumulation, la localisation et I'inhibition de croissance des bryophytes à
I'aide d'un modèle particulier Rlrytidiadelphus squatrosus. Il est démontré que ce bryophyte
pleurocarpe a la particularité de piéger le cadmium et de I'accumuler au niveau intracellulaire.
Dans ce cas, des phénomènes de compétition entre éléments, comme le Ca, le Mg et le Cd
rentrent en jeu (Cd inhiH de manière compétitive par le Ca et de manière non compétitive par
le Mg). Il est également prouvé que des éléments cornme le Cd et le Z,n, initialement fixés sur
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des sites d'échanges extracellulaires peuvent rapidement et progressivement être transferés
dans le milieu intracellulaire.

La détermination de la concentration d'un élément présent à I'intérieur d'une cellule
végétale nécessite que les teneurs présentes dans les autres compartiments cellulaires soient
connues. Brown & Buck (1979) proposent alors la technique dite d'élution séquentielle : dans
un premier temps, un lavage initial à I'eau libère les éléments solubles intercellulaires, puis
une solution d'un cation métallique (le chlorure de nickel à 0,02 M) déplace la fraciion
extracellulaire échangeable, un traitement à I'eau bouillante libère les fractions solubles
intracellulaires par rupture de la membrane, enfin un traitement à I'acide nitrique permet une
totale digestion du végétal. En ce qui concerne le lavage à I'eau, il est recomrnandé de
procéder à plusieurs traitements et d'acidifier la solution obtenue pour permettre les dosages
en spectrométrie d'absorption atomique.

Bates & Brown (1974), Bates (1982, l9S7) utilisent le strontium (S.'*) comme agent
déplaçant des cations de la classe A. Mais le nickel Nil) s'avère plus efficace pour déplacer
les catiors de la classe B (Brown & Beckeff, 1985 ; Wells & Browru l9S7). Ii est imperatif
que cet agent déplaçant n'interÊre pas avec les éléments polluants que I'on veut identifier et
ne présente pas d'effets toxiques sur I'espèce étudiée.

Ces élutions séquentielles permettent de mettre en évidence qu'en règle générale le
potassium est localise sur des sites intracellulaires alors que le Ca est sourr.rri lié à des sites
échangeables extracellulaires @rown & Buck, 1979, Ig85). Le Mg et le Zn montrent une
distribution intermédiaire. La proportion des éléments trouvés sgr ces deux tlpes de sites
varie selon les espèces étudiées et les conditions environnementales (Bates & Br-owu 1974;
Brown & Buck, 1979).

Beaucoup d'auteurs rapportent que la concentration en éléments varie avec l'âge des
tissus des bryophytes (Rtihling & Tyler, 1970;Bates, 1979 ;Brown & Buck, 1979 ;Lôtichert
& Vy'andtner, 1982). Cela se manifeste le plus souvent par un accroissement de la
concentration en métaux de la partie jeune vers la partie plus vieille de la mousse et la base en
décomposition La technique d'élution séquentielle a permis de montrer que chez les
bryophytes pleurocarpes, le potassium concentré dans les parties apicales est surtout
intracellulaire. Des données expérimentales concernant le Cd montrent de fortes tenews de ce
métal dans les segments apicaux métaboliquement actift. L'adsorption de Cd extracellulaire
est quantitativement plus élevée que I'absorption intracellulaire et augmente avec l'âge du
segment. Dans certains cas, dans les segments basaux où I'activité photosynthétique est
négligeable, on observe une capacité d'absorption intracellulaire élevee du Cd @rôwn &
Beckett, 1985). Ceci est probablement dû à I'association des microorganismes présents à la
surface des parties dégénérescentes de la bryophye plutôt qu'à une uriirrite particulière de la
bryophyte (Wells, 1988 ; Brown & Bates, 1990; Brown & \il/ells, 1990). Les distributions
normales de cations sont modifiées par la dessiccation. Celle-ci réduit les capacités de
perméabilité selective de la membrane plasmique si bien que lorsque des échantillons secs
sont mis au contact d'une solution métallique, la liberation d'éléments intracellulaires peut se
réaliser. Avec plusieures bryophyes en état de stress, les pertes potassiques dans la solution
de trempage peuvent être appréciables @rown & Buck, 1979). Cependant, une proportion de
potassium se fixe à une fraction extracellulaire échangeable druant le transfert à I'extérieur de
la cellule. Ceci est surtout valable pour les cations bivalents corlme le Mg pour lequel on
observe une forte concentration dans la fraction Ni-déplacable. Brown A Èuôt ltfb) font
reposer leur index de sensibilité à la dessiccation sur les changements de concentrations du
potassium intracellulaire plutôt que sur la quantité de potassium liberée dans le milieu
extracellulaire. En effet, de fribles dommages peuvent n'entraîner qu'une augmentation du K
intracellulaire sans qu'il y ait de fuite vers le milieu extérieur.
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Bates (lgg2) montre également les avantages de I'utilisation de l'élution séquentielle
pour déterminer dans quels compartiments cellulaires, les cations peuvent se trouver.

D'autres techniques ont été utilisées pour localiser les métaux à I'intérieur de la

cellule.
Satake et al. (1988) ont recherché chrcz Scopelophila cataractae, mousse considérée

comme métallophyte absolu et cuprophile, la ou les localisations possibles du Cu dans les
tiges et les cellules des feuilles, au moyen d'un spectromètre à fluorescence X à énergie
dispersive (ED)RF). Des mousses provenant de plusieurs temples japonais ont été récoltées
et anatysees. Le pourcentage de Cu retrouvé dans les cellules, en particulier sur leur paroi, est
de I à 3 Vo bien que les concentrations de Cu dans I'eau de ruissellement, provenant des toits
des temples soient de l'ordre du ppnr La paroi cellulaire semble être la zone privilégiée de
fixation des métaux et en particulier du Cu chez Scopelophila en comparaison avec les autres
composants cellulaires. Il semblerait que le Cu ne limite pas la croissance de la mousse ni sa
reproduction, en dépit des fortes concentrations toxiques de Cu retrouvées. De plus, cette
môusse peut également résister à des conditions acides sevères (Noguchl, 1956 ; Nagano er

at., 1969). De grosses particules de cuiwe n'ont pas été observées dans les cellules de
Scopelophila cataractae, alors que de grosses particules de Hg se retrouvent au niveau de la
paroi chez Jungermannia vulcanicola (Satake & Miyasaka 1984) ; des particules de plomb
ont également été localisees sur la paroi et dans le noyau de Rlrytidiadelphus squaffosus
(Skaar et al.,1973 ; Gullvâg et al. 1974). Autant de différences, entre la forme des composés
cupriques accumulés au niveau de la paroi cellulaire de Scopelophila cataractae et celle
d'àutres formes métalliques chez d'autres espèces de bryophytes, permettent de penser qu'il y
a beaucoup de mécanismes diftrents de bioaccumulation.

Watkinson & Watt (1992) étudient plus particulièrement la localisation de certains
éléments dans les cellules de feuilles de Sphagnum squatrosum à faide d'analyses au
microscope électronique à balayage par micro-sonde protonique, qui a pour avantage de
mettre en évidence la distribution spatiale des éléments à diftrents niveaux de la cellule. Le
fer est localise dans les feuilles de cette sphaigne et les résultats concordent avec ceux de
Malmer (1938) qui rapporte que des éléments comme le phosphore,l'amte,le potassium se
trouvent de manière plus abondante dans les feuilles des jeunes tiges, qui ont un métabolisme
plus actif dans cette partie de la mousse. Par contre, I'aluminium, le fer, le cadmium et le
plomb se trouvent préferentiellement dans les feuilles des parties les plus anciennes de la tige,
peut être à cause d'une accumulation passive à la surface des feuilles, alors que le C4 le Mg
et le Na sont plus uniformément distribués dans la mousse et accumulés apparemment par
échange d'ions.

Une étude similaire est réalisée par Basile et al. (1994), qui étudient la localisation du
Pb par microanalyse au microscope électronique à transmission dans les cellules et les tissus
de Funaria hygrometrica. Le métal est ajouté dans le milieu à des concentrations allant de
l.l0'2 à 1.104 M pendant une période d'un à trente jours. Il en résulte que si le Pb est
massivement accumulé par la paroi cellulaire, il est également présent dans le cytoplasme, les
chloroplastes, les mitochondries, les vacuoles et le réticulum endoplasmique. Funaria a donc
des capacités particulières à piéger le Pb particulaire dans les tissus.
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111.2.3. Toxicité et tolérance des bryophytes vis-à-vis des étéments traces métalliques

Plusieurs expérimentations ont été élaborées afin de clarifier le phénomène de
sensibilité des bryophytes aux éléments traces métalliques. Ces métaux sont généralement
apportés sous forme de sels, seuls ou en mélange avec des nutriments, dans la solution de
culture pendant une durée de quelques jours à quelques mois. Dans la plupart des études, les
estimations de la diminution de la croissance sont utilisees pour l;évaluation des effets
toxiques. Cependant, les changements physiologiques, tels que les teneurs en chlorophylle, la
respiration ou I'activité photosynthétique, tout comme les teneurs en carbohydratès ou en
lipides sont quelquefois pris en considération.

Les seuils de toxicité obtenus diftrent considérablement entre les études selon les
conditions expérimentales, les espèces utilisées, etc. En règle générale, à concentrations
égqlgs, les cations métalliques divalents présentent la séquence de toxicité suivante: Hg'* >
cu2*, cd2* > Pb2* > z** isi-oru, g77;; Margot, l9g0 ; Lepp & Roberts, 1977 ;Haselofi
1979 ; combes &. Lepp, 1974; Klein & Bliss, 1984 ; Haseloff & winkler, l9g0 ; Brown &
Whitehead, 1986). Cette séquence révèle une faible toxicité du plomb qui peut s'expliquer par
la très haute affinité de cet ion pour les charges négatives de la paroi. La position du zinc dars
cette séquence est justifiée par sa faible toxicité plasmatique. Les ions Hg2* entraînent des
désordres physiologiques à de très faibles concentrations (0,005 mM) ; à de plus fortes
concentrations (0,1 mM), ils inhibent I'activité photosynthétique et la croissanct (Simola
1977b; Haselofl 1979 ; Brown & Whitehead, 1986). Le cuivre (Cr') s'avère toxique dès les
concentrations de 0,015 mM et exerce nn effet inhibiteur de croissance aux concentrations de
0,1 mM (simoh 1977b; Klein & Bliss, 1984). La toxicité du plomb (pbr) ou du er|*)
requiert des teneurs plus élevées (entre 0,1 et I mM) (Haseloff b Winlfe., iggO ; Klein &
Bliss, 1984 ; Haselofi 1979).

III.2.3. I ArrprNrss MoRpHor.ocrerÆs

Chez Plagiomnium roslratum, de fortes concentrations en ZnSO+ (l mM) entraînent
I'apparition de nécroses foliaires, d'abord marginales puis sur I'ensemble du gamétophyte
(Biebl" 1947).

Lors d'une étude dans laquelke Pleurozium schreberi est soumis à I'action conjuguée
du plomb et d'une pluie acide, des effets à pH 3,0 sont observés dès la seconde année, alors
que les plus fortes concentrations en plomb (0,005 mM) ne montrent aucun effet
(Raeymaekers & Glime, 1986). Mais il âut souligner qu'au sud de la Scandinavi€, pil
exemple, les concentrations en plomb sont cent fois plus basses qu'ailleurs et que I'espêce
étudiee dans cette étude est considérée comme étant sensible à la pollution métaliqùe.

III.2.3 .2. Acrrox SUR LA cRoISSANcE

Le plomb tétraéthyle est un inhibiteur de l'élongation du protonéma de Funaria
hygrometrica à partir de 0,003 mM. A 0,006 mM, on observe une réduction sévère du
développement des jeunes thalles de Marchantia polynorpha, issus de propagules
(Krupinska, 1976); on observe également des dégénérescences des chloroplastes.
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La fréquence de bifurcation protonématale de Hylocomium splendens n'est pas
affectée par des concentrations en Cu et enZn 8 à l0 fois inferieures à celles du bruit de fond
régional, dans le cas d'une étude à proximité d'une fonderie en Suède (Bengtsson et al.,
lJlg}. Pour une concentration totale en Cu de 100 à 170 mg.kg-r et en Zn de 600 à I 500
mg.kg-t, les segments produits pN H. splendens sont 30 o/o plus courts et 50 à 65 % plus
légers, la biomasse étant réduite de 54 o/o comparée au( sites témoins. Ces concentrations en
*Ztu* sont proches du seuil de survie de la mousse (160 mg.kg-t -Cu).

Basile et al. (1995) ont étudié de plus près les effets du plomb et de la colchicine sur la
morphogenèse du protonéma de Funaria hygrometrica. Une étude par immunofluorescence
indirecte a permis de montrer une corrélation entre les concentrations en plomb et I'altération
de I'organisation du cytosquelette des cellules protonématales. Roderer & Reiss (1988)
montrent que le plomb triéthyle induit le développement aberrant et le gonflement des tubes
polliniques chez Lilium longifolium, de plus cela détruit les microtubules corticaux de
manière sélective et complète. La disparition de microtubules par ce même dérivé du plomb
est observée par Kandasamy & Ikisten (1989) dans les cellules spermatiques de Nicotiana
sylvestris. Par contre, le plomb inorganique n'occasionne pas ce genre d'altérations mais agit
de manière prepondérante sur I'ultrastructure et la croissance de la paroi cellulaire (Roderer &
Reiss, 1988).

111.2.3.3 . DSSoRDRES pHysIoLocIeLJES

Très peu d'informations sont disponibles sur les effets de la pollution métallique sur la
physiologie des bryophytes.

Les premières études expérimentales concement principalement les effets du Pb(NO:)z
sur la photosynthèse, permettant ainsi de classer les espèces selon leur sensibilité aux métaux.
Winkler (1976) rapporte la sequence de sensibilité suivante pour 7 espèces forestières et
prairiales : Pleurozium schreberi
Rlrytidiadelphus squarrosus> Plagiomnium undulatum) Dicranum scoparium> Polytrichum

formosum.
Un travail similaire de Haseloff (1979) donne les résultats suivants : Rhytidiadelphus

loreus > Rhytidiadelphus triquetnts > Pleurozium schreberi > Hylocomium splendens >
Ptilium crista-castrensls > Scleropodium purum > Plagiomnium undulatum > Thuidium
tamari sci num > Di cranum s coparium > Hlpnum cupre s sifurme.

L'étude de Haseloff& Winkler (1980) donne I'ordre suivant : Pleurozium schreberi >
Scleropodium purum > Hltpnum cupre ssiforme.

De ces diftrentes études, il ressort que c'est Pleurozium schreberi qui présente la plus
fone sensibilité au plomb alors qu'Hypnum cupressiforme semble beaucoup moins affecté par
cet élément trace.

Brown & Whitehead (1986) étudient I'impact du mercure svr Rhytidiadelphus
squarrosus Cet élément est extrêmement toxique pour les bryophytes, on le présente
généralement comme bryocide. Les résultats de cette étude montrent que la photosynthèse et
la respiration sont perturbees même à de basses concentrations en Hg. Quelle que soit la
concentration testée, la photosynthèse est inhibee (5 pM pendant th). Par contreo la
respiration est stimulée à une concentration de mercure supérieure à l0 pM pendant lh. Cette
stimulation n'est que temporaire puisque à l'obscurité, le taux de COz décline dans le temps
après une exposition à 25 pM. Si I'on s'intéresse aux teneurs en chlorophylle, celles-ci
décroissent de I'apex à la base de la mousse quel que soit le type de chlorophylle a ou b et il
semble que la chlorophylle a soit plus sensible au regard du ratio chlorophylle alb au niveau
apical qui passe de 3,6 à 2.5 au-delà de l7h.
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Il ressort donc de cette étude que le mercure inhibe la photosynthèse, stimule
temporairement la respiration, cause des pertes en chlorophylle et induit des pertes
potassiques chez Rhytidiadelphus squanosas. La fuite potassique semblerait être causèe par
I'endommagement de la membrane plasmique, tout comme le Hg peut induire des pertes en
Mg intracellulaire soluble et des photoqTnthétats (Whitehead, 1983). Kamp-Nietsen (tlZt; et
De Filippis (1979) considèrent également que la perte en potassium est due à une altération de
la perméabilité membranaire, probablement causee par l'interaction du Hg avec des
groupements sulphydryl des protéines membranaires. D'autres données provenant de
Hasselhoff & Winkler (1980) indiquent la nette sensibilité de la photosynthèse au plomb qui
varie néanmoins selon l'espèce et selon le métaf chez Scleropodium purum (selon la
séquence PbCèZn). Par contre, Brown & House (197S) mettent en évidence chez
Solenostoma crenulatum, non seulement son caractère cupricole, mais aussi sa capacité à
augmenter sa photosynthèse lorsqu'il y a présence de Cu, cet élément étant strictement
nécessaire pour le bon développement de cette hépatique.

Les effets sur la photosynthèse ont été mesurés et corrélés avec la toxicité du métal
étudié. Le traitement de Rhytidiadelphus squatrosus par une solution métallique pendant une
duree de 30 mirq met en évidence que I'inhibition de la photosynthèse est plus-forte après 24h
de stockage en atmosphère humide que celle qui est observée directement après e4position. Il
est établi qu'il y a une relation linéaire directe entre la dépression photosynthétique et les
concentrations en éléments traces métalliques intracellulairer @ro* &-Sidhu, lgg2).

Ces résultats viennent conforter les premières mises en évidence de I'action des
métaux sur les bryophytes faites par Brown & House (197S) : diminution de la photosynthèse,
fuite potassique, localisation des éléments traces au niveau extracellulaire et intracellulaire.

III.2.3.4. AcTIoN SUR LA BIoDTvERSITE

Les effets combinés du SOz et des métaux lourds (principalement le plomb et le
cuiwe) ont été étudiés sur le site d'une fonderie de cuiwe au Canada (Le Blanc it al.,lg74).
La diversité spécifique en bryophytes est fonction de la distance par rapport à la source
polluante : Dicranum viride et Brachythecium salebrosum sont l-es deux seules espèces
observées à proximité immédiate de la source. Hylocomium splendens, Pleurozium schràberi,
Ptilium crista-castrensis, Plagiothecium roeseanum et des hépatiques comme Frullania
eboracensis et Bazzania triloba s'observent loin de la source bien que Pleurozium schreberi
et Hylocomium splendens accumulent de fortes concentrations en cuiwe (700 à I 300 mg.kg-'
respectivement).

On citera des études analogues faites à proximité d'une fonderie de Cu et de Zn en
Suède (Folkesorl 1979b, 1983; Folkeson & Andersson-Bringmark, 1988). Dans ce cas
précis, les émissions de SOz sont plus faibles que celles observées dans l'étude précédente de
Le Blanc et aI. (1974). Les auteurs relèvent une décroissance progressive du recouwement et
du nombre d'espèces de bryophytes terricoles forestières. Pohlia nutans est I'espèce la plus
tolérante rencontrée (cette espèce est capable de supporter des concentrations extrêmes en Cu
et Zn' elle survit à plus de 4 000 mg.kg'r sans aucun dommage apparent). Les bryophytes
citées dans le tableau 9 sont classees selon leur tolérance aux Ellltd, ce sont aes espéces
ubiquistes et abondantes. Plusieurs d'entre elles s'avèrent être sensibles dans la zone étudiée
car elles ne tolèrent que de très faibles concentrations en cuiue dans leurs tissus. Les valeurs
les plus élevées enregisrées chez Hylocomium splendens, Pleurozium schreberi et Dicranum
polysetum sont comprises entre 100 et 200 mg.kg'r, et leur recouwement décroît à panir de 80
mg.kg-r.
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Mousse tolérante Assez tolérante Assez sensible Sensible

Pohlia nutans Andreaea rupestris
R ac om i tr ium he t er o st i c hum
Polytrichum commune
P s e udot axiphyl lum e I e gans
Cyt o d o nt i um s trumife rum
P I a gi othe c ium curv ifol ium
Plagiothecium laetum

Pleurozium schreberi
Hylocomium splendens
Dicronum scoparium
Hypnum cupressiforme
Brachythecium sp.

Ptilium crista-castrensis
Dicranum polysetum
Rhyt i di ade lphus tr i q uetrus
Aulacomnium palustre
Plagiomnium ffine

Tableau 9 : Niveau de tolérance au Cu et at Zn de bryophytes récoltés dans une forêt
de conilêres de Gusum, au sud de la Suède (Folkeson, 1983; Folkeson & Andersson-
Bringmark, 1988) (In :Tyler, 1990).
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111.2.4. Variations génétiques de la tolérance

Très peu d'explications ont été présentées jusqu'à présent pour justifier un possible
mécanisme de tolérance adopté par les bryophytes se développant sur des sites fortement
contaminés en métaux. Certaines espèces de bryophytes adoptent une stratégie d'évitement et
ne peuvent être trouvées que dans des zones faiblement contaminées, telles que Brytm
argenteum, Physcomitrium pyriforme et Dicranum scoparium (Baker & Walker, 1990).

A partir de diftrentes études concernant I'absorption du Cd chez R. squarrosus
collecté sur divers sites, il a pu être mis en évidence que selon les sites, la mousse répond
diftremment à I'ajout de la même quantité de Cd (Wells & Browru 1987 ; Wells, 1988).
Dans les sites contaminés en métaux, Brown & House (1978) mettent en évidence I'existence
d'écotlpes tolérants au cuiwe chez I'hépatique Jungermannia gracillima. Cependant, il est
prouvé que des échantillons pris à quelques mètres les uns des autres dans une zone non
contaminée ont également montré des résultats diftrents à I'ajout de Cd.

Le contrôle génétique de la tolérance aux métaux lourds peut être polygénique
(Antonovics et al., l97l), ou parfois ce ne sont qu'un ou deux gènes majeurs qui semblent
être impliqués (MacNair, 1977).Il est admis que des espèces ont la capacité d'élaborer des
mécanismes de tolérance arD( métaux lourds sur une courte période (Wu & Bradshaw, 1972),
et qu'une diftrenciation génétique entre des espèces tolérantes et non tolérantes peut avoir
lieu à travers d'extrêmement courtes distances, même s'il y a une quantité significative de
flux de gènes (Antonovics, 1968 ; McNeilly, 1968,1979).

Certaines espèces de bryophytes sont de véritables colonisatrices de milieux
contaminés par les métaux. Par exemple, II/eissia controversa, Bryum creberrimum et
Jungermannia gracillima sont fréquemment retrouvés sur des sites métallifrres en Europe
(Ernst, 1974) et en Amérique du Nord (Shacklette, 1965a). De la même manière, Ceratodon
purpureus et Brytm argenteum se développent en milieu urbain dans lequel se retrouvent des
polluants corlme le plomb et d'autres contaminants de I'air.

Shaw (1988) et Shaw et al. (1987) observent une variation de latolérance au zinc et au
cuiwe chez Funaria hygrometrica. Ce niveau de tolérance est corrélé avec les concentrations
de ces éléments dans le substrat d'origine. Des écotypes métallotolérants sont également mis
en évidence chez deux hépatiques : Jungermannia gracillina @rown & House, 1978) et
Marchantia polymorpha @riggs, 1972). Les gamétophytes de J. gracillima provenant d'une
mine de cuiwe en Grande Bretagne sont plus tolérants au cuiwe que des gamétophytes
provenant d'une mine de plomb. Briggs (1972) trouve que les populations urbaines de M.
polymorpha sont enrichies en plomb et qu'elles sont plus tolérantes à cet élément que les
populations de milieu rural.

Shaw (1990a) a poursuivi d'autres expérimentations svr Funaria hygrometrica et sur
sa métallotolérance. Il estime la tolérance au Cu, Zru Ni et Cd dans huit populations de F.
hygrometrica récoltées sur des crassiers de mines contaminés en métaux lourds, sur des sols
situés à proximité des usines de transformation" dans des régions urbaines et dans des sites
rurarD( non pollués. Les diftrences entre populations au niveau de la tolerance au 7-n, Cd et
Ni ne sont pas clairement reliées à la contamination du milieu d'origine. La variation de
croissance entre les populations en présence de traitements aux métaux (sauf le cuivre) ne
semble pas être reliée à leur tolérance aux métaux rnais plutôt aux diftrences générale de
croissance. Les populations diftrent à plus de 400 % dans leur propension à former des tiges
sur le milieu de culture de base et la formation de tiges est négativement corrélée avec la
croissance des protonémas. Ceci suggère des interactions possibles entre les deux stades du
développement gamétophytique. Les deux populations les plus sensibles aux métaux sont
celles qui forment des tiges le plus facilement en absence de contaminants. Comparativement
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Esneces Tvoe de tolerance Réference
Bryum ps eudotriquetrum Pb,ZN Shimwell &Lauriq1972
Calwopeia muelleriana Cu Shacklette l96l
C. sp. (sub. C. trichomanes anciennement)Cu, Fe Url. 1956
C ephalozia bicuspidata Cu,Pb,Zn Shacklette, 1961, 1965b

Zn Nicklasson & Sôderbere. 1980
C ephaloziella massalonsi Cu. Fe Persson 1948
C. phvllacantha Cu, Fe Persson 1948
Coscinodon cribosus Acidité, sulphate Wilkins. 1977
Dicranella varia Pb.Zn Shimwell & Laurie.1972
Grimmia atrata Cu, Fe Persson. 1948
Gvmnocolea acutiloba Cu, Fe Persson, 1948

Shacklette, 1961. 1965b
Scope lophi la cataractae Cu,Zrt" Pb, Fe, Ag Schumacker & Bruses. 1991

pH. Cu. Zn Corley & Perry, 1985
pH, Cu, Cd,Zu Pb, S, .. Sotiaux et al..1987
Cu, Pb, Zn Lecointe & Schumacker. 1988
pH; Pb, Cu,Zn Rumsey & Newton, 1989
Cd. Pb. Zrt Cu. .. Shaw&Beer.1989

Scopelophila lirulata Cu, Fe Persson. 1948
Cu, S, acidité Noeuchl 1956

S. gedeana Cu S, acidité Noeuchl 1956
Mi e lic hh ofe r i a e I on sst a Cu. acidité Mârtersson & Bereprerr' 1954

Cu. Fe. Cr Url. 1956
Acidité. sulohate Wilkins. 1977

M. nitida Cu. acidité Mârtersson & Bersererr. 1954
Cu. Fe Perssorl 1948; Url, 1956
Cu,Zu Pb, acidité Hartman 1969

Nordia scalaris Cu. Fe Url. 1956
Cu Shacklette, 1961, 1965b

O I i gotr ic hum h er cw icum Cu, Ni Shacklette, 1961, 1965b
O. parallelum Cu, Ni Shacklette. 1965b
Philonotis fontana Pb Shimwell &Laune.1972
Pleurocladula albescens Cu Shacklette. 196l
Pohlia nutans Cu Dvkernan & de Sousa. 1966

Zn Nicklasson & Siiderbere. 1980
Cu+Zn Folkeson 1983
Metal. acidité Webster, 1985

Tableau l0 : Espèces de bryophytes obseruées sur
concentrations en cations métalliques, en sulfates etlou
1ee0).

substrat pr&entant de fortes
une forte acidité (d'après Tyler,
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aux plantes à fleurs, une vigueur généralisée et une tolérance croisée entre les métaux pounait
jouer un rôle plus important dans la capacité de F. hygrometrica à coloniser les sols
contaminés, et les écotlpes spécifiquement tolérants à un métal pourraient être moins
importants.

Contrairement aux angiospermes, des écotlpes métallotolérants semblent n'avoir été
décrits chez les bryophytes que pour deux hépatiques : Marchantia polynorpha (Briggs,
1972) et Jungermannia gracillima (anciennement Solenostoma crenulatum;Brown& House,
1978) et une mousse : Funaria hygrometrica (Shaw, 1988). F. hygrometrica forme des
écotlpes tolérants au cuivre, bien que la tolérance à d'autres métaux (comme le Znet le Cd)
apparaisse être principalement due à une tolérance croisée et généralement à une croissance
vigoureuse (Shaq 1990b). Cela diftre de la reponse spécifique aux métaux des plantes à
fleurs. Shaw & Albright (1990) observent une absence de diftrenciation d'écotlpesà traters
des populations de Brytm argenteum se développant sur des sols aux concentrations en
métaux très variables. De manière similaire, Longton (1981) trouve que les populations de B.
argenteum provenant de plusieurs régions, comme Hawar et I'Antarctique, ne diftrent pas
dans leur réponse à la température. Potentiellement, les bryophytes peuvent diftrer àes
angiospermes dans le fait qu'ils possedent des niveaux élevés de plasicité phénotypique,
plutôt que des réponses génétiques à. petites échelles. Ces études se limitent pt"s âux
observations morphologiques qu'aux variations génétiques.

111.2.5. Tolérance extrême

L'efficacité de la paroi à immobiliser les ions ETM doit être considérée comme un des
mécanismes principaux de la tolérance chez les bryophytes. Cependant, il n'a pas été montré
de manière convaincante que des espèces à forte CEC présentent une tolérance supérieure aux
métaux.

Beaucoup de mousses et d'hépatiques sont connues pour être résistantes à des fortes
concentrations en cuiwe et quelquefois à d'autres métaux cornme le montre le tableau 10.

Une tolérance extrême au cuiwe, au zinc et au manganèse est montrée par Url (1956)
chez deux espèces de Mielichhoferia. Cela est probablement dû à une imrnobilisation des
métaux au niveau de la paroi cellulaire mais une réelle tolérance plasmatique est également
montrée (Persson, 1948 ; Mârtensson & Berggrerl 1954). Déjà" ces espèces et d'autrés genres
ont été décrits cornme (( mousses du cuirne >, caractérisées par leur préËrence pour des
substrats cupriques et par conséquence, comme des espèces ayant une distribution dGjonctive.
Hartman (1969) rapporte également que plusieurs de ces espèces sont capables de supporter
des conditions de sols extrêmement acides, résultant souvent d'une oxydation des sulfures.

Noguchi (1956) discute de l'écologie de Scopelophila (anciennement Merceya)
au Japon et conclut qtrc Scopelophila ligulata se développe même sur des sols riches en
soufre près de sources chaudes ou sur des sols métalliftres. Scopelophila gedeana est
également observée sur des sites soumis à des infiltrations d'eau provenant de toits en cuiwe
ou de monuments en bronze. Ces deux espèces se propagent exclusivement de manière
végétative, les sporophytes étant extrêmement rares.

Shacklette (1961), étudiant l'écologie particulière d'hépatiques de landes océaniques
en Alaska, conclut que ces communautés, en raison de leur tolérance au Cu, évitent ainsi le
phénomène de compétition avec les plantes vasculaires. Quelques unes de ces espèces sont
également trouvées sur des minerais de métaux lourds plus loin à I'intérieur de I'Alaska
(Shacklette, 1965a).
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Néanmoins, à partir d'une étude sur l'écologie de mousses cupricoles dans les îles
Britanniques, Wilkins (1977), suggère que le cuirne (au moins en Grande-Bretagne) n'est pas
le seul facteur contrôlant la distribution de ces espèces. La capacité à tolérer de très bas pH du
sol et de fortes concentrations en ions sulfates est tout aussi discriminante. Des échantillons
anglais de Mielichhoferia elongata renferment seulement 7 à 12 mg.kg-r de cuiwe comme
Coscinodon cribrosus, parfois considérée comme une ( mousse du cuiwe >.

De très fortes concentrations en cuiwe (8 700 à 35 000 mg.kg-t) sont mesurées chez
Pohlia nutans provenant d'un marais naturellement riche en cuiwe au Canada @ykeman &
de Sous4 1966). Le développement luxuriant de cette espèce sur des afleurements de
charbon bitumé en Pennsylvanie est considéré comme ayant valeur indicatrice à la fois d'une
forte concentration en métal et d'un pH très acide (2,65-2,75) dans I'eau de suintement
(Webster, 1985). Cependant, près d'une fonderie en Suède, cette même espèce se développe
sur sol organique riche en cuiwe et en zinc, mais à pH plus élevé (6,0 à 6,5) (Folkesorl 1983).

Shimwell & Laurie (1972) concluent que les gamétophytes de mousses ectohydriques
peuvent excréter des sels de métaux lourds, ce qui forme une croûte poudreuse sur les tapis de
mousses pendant la période estivale. Cette croûte se dissout rapidement durant la période de
pluies et le tapis muscinal reste sain. Des phénomènes similaires sont observés chez les
mousses acrocaq)es (Bryum et Pohlia div. sp.) se développant sur des déchets métalliGres
dans le centre de la Suède. Il n'est cependant pas certain que cette formation de croûtes soit le
résultat d'un mécanisme d'excrétion actif. Il pounait être le résultat de précipitations de
cations métalliques transportés de manière passive par évapotranspiration.

Plusieurs mousses aquatiques sont également connues pour accumuler les métaux
lourds à des concentrations appréciables sans aucun dommage apparent. Des concentrations
en Pb allant de 1000 à 15 000 mg.kg-r sont mesurées dans plusieurs mousses et hépatiques de
rivières polluées dans le Pays de Galles (Mclean & Jones, 1975). Scapania undulata y est
particulièrement fréquente, tandis que Fontinalis squamosa est considérée moins tolérante et
meurt progressivement si elle est transplantée dans des sites pollués. Jungermannia
vulcanicola provenant d'un ruisseau japonais faiblement contaminé en mercure (0,6 pg.It),
accumule HgS dans sa paroi, immobilisant le mercure sous une forme non toxique à de fortes
concentrations (l % du poids sec) (Satake & Miyasaka 1984). Fontinalis antipy'etica et
Cinclidotus nigricans provenant de rivières belges et ûançaises supportent I 300 à I 900
rng.kg't de cuiwe et 5000 mg.kg-t de zinc dans leurs tissus (Empairu 1976) et Fontinalis
antipyretica provenant du Rhiq 2 200 mg.kg t de plomb (Dieta 1973). D'autres exemples
pourraient être présentés, mais on connaît très peu de choses sur les processus entrant en jeu
dans I'immobilisation des métaux lourds ou sur la nature de l'élément apporté dans les tissus.

En résumé, il semble que plusieurs espèces de bryophyes très tolérantes aux métaux
lourds puissent également apparaître sur des sols dont le pH est extrêmement bas, résultant
d'une oxydation de sulfures ou d'émanations gazeuses riches en SOz ou en I{zS. Une acidité
extrême et la présence de minéraux sulfurés sont habituellement apparentés à de fortes
solubilités des métaux lourds, ce qui augmente les concentrations dans le sol. Beaucoup
d'espèces sont probablement très tolérantes à la fois à une forte acidité et aux métaux lourds,
en particulier pour le Cu. Un grand besoin de recherches supplémentaires se fait sentir.
L'étude de la résistance plasmatique à d'autres cations métalliques devient une nécessité,
principalement lorsque de très fortes concentrations sont observées.
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lll.2.6- Utilisation des bryophytes en biosurveiltance des dépôts d'éléments traces
métalliques

Les dépôts d'ETM plus ou moins continus et à grande échelle ont occasionné des
dommages chez les organismes vivants. Il s'est donc vite avéré nécessaire de mettre en place
des réseaux de surveillance dans le but de caractériser et d'observer les diffirsions et les effets
de ces polluants. Des investigations conventionnelles d'analyse des dépôts ont été menées
mais très vite, ces méthodes se sont avérées très coûteuses et faiblement représentatives de la
réalité car la nature hétérogène des dépôts et les difficultés analytiques ne permettent pas une
analyse fiable de la situation. De nouvelles méthodes, plus simpies, plus representatives et en
même temps peu coûteuses ont été mises au point $àuth et â1., tÔSs ; Siewers & Roostai,
1990 ; Kuik er al.,1993; Bloemen et a1.,1995).

Il a été démontré à maintes reprises que les végétaux, et en particulier les bryophytes,
sont de bons indicateurs pour la surveillance de la qualité de I'envirônnement. tes bryoptrytes
révèlent les effets de la pollution de I'air par des changements dynamiques de populatiôns, la
manifestation de celains dommages au niveau morphologique etlou physiologique, ainsi que
par I'accumulation de certaines substances (Arndt ei al., lgSl ; g*gugli, lggi;-Curty, tgti3 ;Markert, 1993, 1994 ; rWittig, 1993).

Le premier à mettre en évidence la possibilité d'utiliser des cryptogames coûlme
bioindicateurs est le lichénologue finlandais Nylander (1866). Il remarque'ui*it'.frt négatif
de la pollution sur certaines espèces. En effet, à'la piace des fiôhens, il observe des
populations algales !2 Protococcus sp., qui se plaisent ( dans un air i-p* o.

Wilson (1900) fuJ I'un des premiers à prendre en considératiôn l'état des bryophytes
pour estimer l'état de la qualité de I'air. Il déplore qu'on ne constate pas suffisamment
<< I'effet néfaste des fumées D. Il fait remarquer < le miséiable état > de la vËgétation du nord
de-la Grande-Bretagne, où beaucoup de fumées sont produites, et < la granje diminution de
I'abondance et de la luxuriance des mousses et des hépatiques aux Jentours des grandes
villes >.

Les principaux avantages des bryophytes conrme biomoniteurs des dépôts métalliques
peuvent être résumés comme suit :

- il y a généralement absence d'une cuticule et d'une mince paroi épidermique, rendant
les tissus très facilement perméables à I'eau et aux minéraua dont les ions
métalliques;

- les tissus, et en particulier les constituants de la paroi, ont de nombreux groupes
chargés négativement et jouent un rôle efficace d'échangeurs de cations ;- les nutriments minéraux proviennent principalement de h aeposition séche et humide
de particules et d'ions solubles; le substrat n'intervient p* a*r h nutrition des
espèces pleurocarpes et a peu d'importance pour les mousses épiphyes; cependant,
chez certaines mousses acrocarpes épigéiques, une absorption de -.tu"* provenant du
sol semble être- possible, la plus part du temps par capillarité et ces espèces sont moins
adéquates en biosurveillance ;

- la formation d'une nouvelle tige feuillée se faisant au sornmet de la précédente,
empeche tout contact direct ou interaction avec le sol ou le substrat ;- chez certaines espèces (e.g. Hylocomium splendens), il est possible de reconnaître et
de separer les pousses annuelles, ce qui facilite la détermination de la durée
d'exposition du matériel vivant utilisé en biosurveillance :
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Pavs Tvpe de source Réferences
Australie Cenhale thermique au charbon

(ETM)
Godbeer et ol..1986

Canada Source ponctuelle, fonderie
(ETM)

Temple et ol.,1981

Finlande Source ponctuelle, fonderies
(ETM)

Hynninen, 1986

GTM) Vasander & Millila. 1986
Malavsie Zone urbaine GTM) Low et a1..1985
Finlande Route (Pb) Keller. 1974

Zone urbaine (hydrocarbures
aromatiques polycycliques,
HAP) Fun ar ia hy gr om etr i c a
(dans I'eau)

Roy et al.,1996

Réeion industrielle (ETM) Hvnninen. 1986
Grande-Bretaeme Réeion industrielle (ETM) Goodman & Roberts, l97l

Source ponctuelle, fonderie
(ETM)

Little & Mal-tw 1974

Source ponctuelle GTM) Ratcliffe. 1975
Une partie du Sud-Ouest du pays
GTM)

Gil l  et al. .1975

Source ponctuelle, fonderie
(ETM)

Cameron & Nickless, 1977

Zone minière, émission de
ooussières (ETM)

Davies & White, l98l

Moss bae Al-Radadv et al..1993
France Usine d' incineration (Cl) Gombert & Astz.1997
Pavs-Bas Usine (HAP) Wegener et al.,1992
Portugal Zone urbaine GTM) Vasconcelos & Tavares. 1998
EspaFne Cu- Pb- Zn-Cd- Fe- Mn Santamaria &. Mrrtiu 1997

Tableau 11 z La technique des <( moss bags > en biomonitoring des dépôts de
xénobiotiques (d'après Tyler, 1990).
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- excepté chez certaines acrocaqpes, il semble qu'il y ait peu de transfert de métaux
lourds entre des segments adjacents ou à partir d'une tige feuillée ancienne sur
laquelle se développe une nouvelle ;

- plusieurs espèces sont très abondantes et largement distribuées (ubiquité des
bryophytes) ;

- en raison de leur longévité, les bryophytes peuvent être utilisées pour intégrer les
dépôts sur une durée importante, habituellement 5 ans, mais cette integration est
dépendante de I'espèce choisie et des méthodes d'échantillonnage ;- la simplicité et le faible coût de ces méthodes sont des atouts iirportants en diagnostic
environnemental.

principaux inconvénients des bryophytes comme biomonitors des dépôts
métalliques sont les suivants :

- les meilleures espèces utilisees pour les mesures des dépôts (les tapis de mousses
plgurocarpes) sont habituellement absentes dans les zones urbaines ou dans d'autres
milieux perturbés ; de plus, elles sont souvent assez sensibles aux métaux lourds ainsi
qu'aux fortes concentrations en SOz dans I'air; une relation fiable entre les dépôts
métalliques de chaque site peu! être obtenue en utilisant d'autres *o,rrr". pL6
tolérantes quand cela est nécessaire ;

- les bryophytes indigènes sont moins adaptées pour une surveillance des dépôts sgr une
période inferieure à I an; des techniques utilisant I'exposition d'échantillons de
mousses ( moss bags > ont été mises au point à cet effet (tab. t t; ;- il peut y avoir des fuites ou des sorptions incomplètes de quelques métaux lourds
(principalement le zinc et le cadmium) présentant de faibles uifinitér pour les ligands
des tissus, par exemple une période d'exposition de 3 ans, sous conditions acides ;- le choix des sites d'échantillonnagè est très important dans le travail de
biosurveillance; cela est inhérent aux micro-variabilités locales dans les dépôts et nonpas à I'utilisation des bryophytes; dans les forêts, I'exposition des bryophytes par
rapport à la canopée est importante en raison des lessivagès possibles des'dépôts secs ;ce problème n'a pas toujours été pris en compte dans les études de biomoùtoring dé
routine, il est à I'origine de controverses dans l;exploitation des résultats.

III.2.6.I . Lps eRYopHrrES /il s/ru EN BIoMoMIoRING PASSIF

Le biomonitoring passif est la surveillance de I'environnement, pendant une période
donnée, en utilisant des espèces in situ, c'est-à-dire, présentes sur le lieu d'étude.

C'est dans les années 1960, que les scientifiques suédois Riihling et Tyler (196g,
1970) utilisent les bryophytes pour la surveillancr à"t éléments traces métAiiqu". a*.
I'environnement- Ils constatent que deux espèces pleurocarp es (Hylocomium splendens et
Pleurozium schreberi) sont particulièrement intéressantes et présentent une bonne capacité àpiéger des dépôts secs ou humides en métaux lourds.

Plusieurs revues sont disponille1 à, ce zujet (e.g. Tyler, 1970 ; Manning &
Feder, 1980 ; Maschke, l98r ; Martin & coughrrey, igg2 i n-"4 r6m;. une sélection des
premières études réalisées au niveau mondial est presentée dans I'annexe l.

La grande majoritg des espèces utilisées en biosurveillance ont pour particularités depuiser dans I'atmosphère les nutriments dont elles ont besoin pour virne. iu pfupurt d,entre
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elles sont ectohydriques. Néanmoins, certains auteurs dont Markert et al. (1996) se sont
intéressés de plus près à des espèces chez lesquelles I'absorption de I'eau et des éléments
nutritifs peut se faire par des canaux internes de transpiration (espèces endohydriques),
comme par exemple le genre Polytrichum. Ganeva (1998) utilise des bryophytes épigéiques
acrocarpes comme Ceratodon pulpureus, Isothecium alopecuroides, Dicranum scoparium et
pleurocarpes comme Pleurozium schreberi et Hylocomium splendens. L'auteur établit ainsi
que pour chaque espèce, les concentrations des éléments analysés suivent I'ordre suivant :

Dicranum coparium:
Ca>AFF*S>Mg>Mn>BÈNÈPb>Zn>Sr>Cu>Ni>Co>Cd
Isothecium alopecuroides :
Ca>AFFe> S>Mg>I\zIn>N a>Ba>Zn>Pb> Sr>Cu>Ni>C d>Co
Ceratodon purpureus :
CÈFÈAFS>Mg>Mn>Na>Ba>Zn>Pb>Sr>Cu>Ni>Cd>Co
Pleurozium schreberi ;
Ca>AFFe> S>Mg>Mn>BùNÈZn>Pb> Sr>Cu>Ni>Co> Cd
Hylocomium splendens;
CæAl>Fe>S>Mg>IMn>Ba>NpZn>Pb>Sr>Cu>Ni>Co >Cd

Un grand nombre d'études ont été publiées sur la calibration entre les mesures directes
de dépôts de métaux lourds (par jauges Owen) et les valeurs obtenues à partir des bryophytes.
Dans les études menées par Rtihling & Tyler (1968, 1969), de fortes corrélations existent
entre les taux de métaux lourds dans les mousses et ceux trouvés dans les dépôts
atmosphériques. On observe, par exemple, une bonne corrélation entre les dépôts annuels
1mm.an-t) et les concentrations de plomb et de cuiwe des mousses épigéiques de la province
de Skane au sud de la Suède. Cependant, on peut supposer que I'efficacité de rétention des
tissus de mousses puisse diftrer selon les éléments, par exemple, une perte d'ions zinc peut
sembler impossible sous des conditions contrôlées (Rtihling & Tyler, 1970).

La production annuelle de biomasse diftre d'une espèce à I'autre, ce qui limite
l'utilisation de plusieurs espèces simultanément dans I'estimation des dépôts. Des espèces à
faible production annuelle (comme Hypnum cupressiforme) ont généralement de plus fortes
concentrations en métaux lourds dans leurs tissus que des espèces à forte production annuelle
de biomasse (comme Sphagnum magellanicum), en raison du changement du rapport
biomasse/unité de surface.

Rtihling (1985) montre que la production de biomasse annuelle chez Hylocomium
splendens ne diftre pas significativement entre des sites de climat très diftrent, e.g. entre la
Suède (climat ouest européen) et la zone subarctique de Laponie. Une production moyenne
annuelle de 116 + 14 g.rn2 (poids sec, 80" C) recouwe le sol à75 %. L'auteur conclut que
150 g.rn2.an-t de bryophytes représentent la prise minirnale d'échantillonnage d'Hylocomium
splendens que I'on doit utiliser en Scandinavie, lorsque I'on veut convertir les concentrations
d-osées dans Hylocomium splendens en dépôts. En utilisant cette valeur de 150 g.m-t.an-t
comme facteur de conversiorl on peut alors établir des comparaisons entre les concentrations
retrouvées dans les mousses pleurocarpes (Pleurozium schreberi et Hylocomium splendens) et
les teneurs en métaux lourds des dépôts totaux en situation exposée (Tyler et al., 1983 ;
Riihling, 1985).

Une comparaison des teneurs en Cd, Cu, Fe, Ni, Pb, et Zn. entre jauges Owen et
mousses a été réalisée par Riihling et al. (1987) pour le Danemark, la Suède et la Norvège. En
prenant en compte tous ces éléments et le nombre élevé d'échantillons (n:l2l), on obtient
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une très bonne relation linéaire (r'z:0,95). Les auteurs n'obseryent pas de grandes différences
dans I'absorption et la rétention de ces 6 éléments.

Bien que de nombreux auteurs insistent sur la nécessité d'une calibration inter-
espèces, on ne trouve que peu de réferences à ce sujet. Un des premiers essais
d'intercalibration a été réalise par Folkeson (1979a). Plus réôemment, Kuik- & V/olterbeek
(1994' 1995), puis Wolterbeek et al. (1995) établissent des méthodes de comparaison entre
espèces de bryophytes, lorsque plusieurs ta(ons sont utilisés. Ceci est d'autant ilus important
que la méthode initiale décrite par Rtihling & Tyler (1968, lg70) préconisent I'utilisation de
plusieurs especes. Mais il s'avère difficile, malgré la large répartiti; des bryophytes utilisées,
de trouver simultanément I'ensemble de ces espèces 

"i 
en quantité suffisantË po* mener à

bien un tel diagnostic. Ces auteurs mettent en évidence des relations entre I'accumulation par
Pleurozium schreberi et Brachythecium rutabulum. Mais ces calibrations inter-espèces ne
peuvent en aucun cas éviter I'utilisation de plusieurs espèces et ne s'appliquent qu'au
territoire étudié. Enfu, les résultats montrent également que l'efficacité de ces calibrations
n'est valable que pour des travaux menés à grande éche[è. En effet, les études menées en
Allemagne et en Suisse montrent que les extrapolations peuvent facilement mener à des
résultats peu fiables.

Lors d'une étude sur la pollution en Suisse, Rtihling & Tyler (1970) montrent qu'il n,y
a aucnne relation linéaire entre les concentrations retrouvées dars Hyiocomium splendei,
Hypnum cupressiforme -et dans Hypogtmnia physodes. Cela se comprJnd d'autant ilrs q.r"
bryophytes et lichens n'ont pas la même vitesse de croissance, que les mousses employèes
dans ceffe étude sont épigéiques alors qu'Hypogmnia physodes est épiphyte et qu'on utilise
e1 même temps des organismes végétaux et fongiquàs. Il en résulte^que les mécanismes
d'absorption et d'accumulation des ETM sont totalement diftrents. La calibration inter-
espèces introduit une nouvelle incertitude dans les données recueillies et cette variabilité
inter-espèces est négligeable pour la plupart des éléments analyses. Cependant, cette
variabilité inter-espèces- dewait être quantifiée par rapport aux variaulites régionales lorsque
des analyses utilisent plus de deux espèces de bryophytes (Halleraker et at., ie1tl.Il ne faut
P-as non plus perdre de vue que ces calibrations ne sont que des exrapolations qui ne
s'appliquent que dans des conditions précises d'utilisation (rWolterbeek et al.,iggSl.

Bien qu'il soit nécessaire de multiplier les études d'intercalibration entre espèces, on
peut conclure que l'accord entre les mesures des ETM dans les mousses et dans les jauges est
bon' voire très bon, au moins dans le cadre d'études regionales. A grande éche-ne, la
variabilité est certainement plus grande, en raison des microvariations des aeiOts.

rrr.2.6.2. TnaNsplevrs DE BRyopHyrES vrvANrES : BroMoNTroRrNG AclrF

Le biomonitoring actif est la surveillance de I'environnement, pendant une période
donnée, à I'aide d'espèces provenant d'un autre endroit que le site etuâie. U technique des
transplants est utilisée pour estimer la qualité globale de I'air dans une zone ou une région
donnée ou bien pour estimer, comme dans le cas du biomonitoring passlt des déiôts
atmosphériques de polluants.

Arnold (1891-1901) q le premier, I'idée de réaliser des expériences de transplantation.
II constate que des bryophytes et des lichens venant d'une région où I'air est < pur ) et qui
sont ensuite transportés dans la ville de Miinich, meurent peu de temps après.
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Pilegaard (1979) rapporte que Brodo en 1961 a mis au point une technique de
transplants, à base de lichens et de mousses, placés sur des troncs, pour estimer les effets du
dioxyde de soufre. Le Blanc et Rao (1966, 1973) ont repris cette technique en essayant de
corréler les dommages causés aux mousses et aux lichens avec des valeurs moyennes de
concentrations en SOz. Désormais, il est clair que ce genre d'études ne peut plus être mené à
cause du trop grand nombre de polluants et des faibles concentrations dans I'atmosphère.
Pilegaard (1979) a mené une étude de ce type au Danemark en transplantant un lichen
(Hypogmnia physodes) et une mousse (Dicranoweisia cirrata) tous deux épiphytes. La
plupart du temps, les bryophytes employées dans des études de biomonitoring actif sont des
bryophytes épiphytes, laissées en l'état sur leur substrat et placées dans le lieu d'étude.

Goodman & Roberts (1971) introduisent des bûchettes d'Hypnum cupressiforme dans
une zone industrielle du Pays de Galles. Le transplant meurt après quelques semaines, mais il
continue à accumuler les métaux. Pilegaard (1979), au Danemark, utilise Dicranoweisia
cirrata, une espèce résistant à la fois à la dessiccation et aux polluants. Il trouve que les
teneurs en métaux dans la bryophyte sont corrélées linéairement avec ceux des dépôts
atmosphériques. La même espèce est transplantée dans diftrents sites danois et montre une
accumulation continue du plomb, tandis que celle du cadmium est plus variable (Johnsen er
al.,1983).

Hazell& Gustafrson (1999) évaluent les techniques de conservation des transplants de
lichens épiphytes (Lobaria pulmonaria) et de bryophytes (Antitrichia curtipendula, espèce
pleurocarpe). Ils observent que la bryophyte a une vitalité beaucoup plus grande que le lichen
surtout en milieu forestier. Cette étude montre bien qu'il faut faire très attention au choix des
espèces utilisées, à leur écologie, à leur exposition et à leur druée d'exposition. En effet,
certaines espèces sont plus tolérantes que d'autres à la lumière, à la sécheresse. Leur
physiologie et leur morphologie peuvent diftrer en fonction de ces variables abiotiques et
une compétition inter-espèces peut être observée si les espèces sont trop diftrentes les unes
des autres (Van der Hoeverl 1999).

III.2.6.3. EXPOSMON D'ECHANTILI,ONS DE BRYOPT{YTES STANDARDS: LA TECHMQI.JE DES
( MOSS BAGS ))

Dans la technique du moss bag, on utilise des mousses séchées à fair sec, parfois
prétraitées et contenues dans un sac de nylon. Ce mode d'utilisation des bryophytes a été
introduit par Goodman & Roberts enl97l, en Grande-Bretagne. Plus tard, d'autres auteurs
utilisent les sphaignes, souvent prétraitées afin d'éliminer tout dépôt d'éléments traces
métalliques à la surface du gamétophyte. On trouvera des revues détaillées de la technique des
moss bags dars les publications de Litlle & Martin (1974), Ratcliffe (1975), Temple et al.
(1981) et Brown (1984).

Un type particulier de moss bags est mis au point par Al-Radady et al. (1993): un
dispositif par capillarité permet I'alimentation de la mousse en éléments essentiels et en eau.
Les moss bags sont placés à plat, protégés de la pluie par une feuille de perspex de 500 mnL
et exposés aux vents pendant 4 semaines. Les auteurs comparent 5 moss bags inigués et 5
autres non irrigués Les plus fortes concentrations sont mesurées dans les moss bags irrigués.
Les auteurs concluent que les moss bags habituellement utilisés (non irrigués) sous-estiment
les taux en ETM.

Les moss bags peuvent être intéressants pour des niveaux d'expositions connus mais
doivent être utilisés avec précaution lorsque I'on veut quantifier cette pollution. L'espèce, la
densité, la taille, la vitalité, le traiternent subi ou non et la voie d'exposition semblent être des
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éléments fuportants à prendre en compte lors de l'interprétation des résultats. Le temps
d'exposition ne dewait pas dépasser un mois dans les zones à fortes contaminations.

Les principaux avantages de la technique des moss bags sont : une exposition
uniforme et bien définie, une flexibilité dans le choix du site, une plus grande efficacité dans
la récolte des mousses par rapport aux études menées in situ.

Néanmoins, cette technique présente quelques inconvénients comme une possible
perte d'échantillons, une altération des bryophytes par des moisissures ou des bactéries.

Une standardisation paraît nécessaire si on souhaite obtenir I'estimation des ETM en
valeur absolue et que les résultats soient exploitables.
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IV. Les a/LTUREs DE BRyoPHyTEs

Les bryophyes constituent un matériel pratique et intéressant pour des études de
laboratoire concemant l'écologie, la physiologie, la génétique ou la taxonomie. Afin d'obtenir
un matériel standardisé, c'est-à-dire un matériel dont nous connaissons la provenance ainsi
que les spécificités génétiques, physiologiques et morphologiques, nous nous sommes
intéressés aux diftrentes méthodes de mise en culture des bryophytes.

Corradini (1996) a réalisé une revue bibtiographique critique et complète des
diftrentes méthodes utilisées permettant de choisir la méthodologie la plus adapee à la
problématique posée.

Le gros inconvénient des cultures de bryophytes est que I'ensemble de ces méthodes
de cultures in vitro ou semi-naturelles sont très peu utilisées. D'après Lal (1984) les premières
cultures débutent en 1885 par les travaux de Vochtiq puis ceux de Goebel en l90S et Lang en
1909, pionniers des cultures axéniques. Dans sa revue, Geldreich (1949) attribue les premiers
liquides nutritifr pour bryophytes à Marchal & Marchal en 1906 et Drachnowski én 1907.
Mais, malgré des débuts précoces, les bryologues restent réticents à l'emploi des cultures
car elles sont coûteuses en temps (Shaw, 1987b) ; mais le temps consucré dépend de la
méthode utilisée et nous verons un peu plus loin que certaines méthodes semi-naturelles sont
plus rapides que les méthodes strictement æ<éniques in vitro. Les techniques sont également
difficiles à réaliser d'-après McQueen (1991). La méthode de culture classique faisant appel
aux techniques microbiologiques de stérilisation, nécessite de produire des milieux de culture
et des substrats stériles, de stériliser la surface des propagules et de réaliser un
ensemencement dans les mêmes conditions (Shaw, 19S7b). Les contaminations fongiques et
algales restent un handicap (Shaw, 1987b) qui ruine parfois tous les efforts demandéi par les
techniques de culture in vitro. La morphologie peut être perturbee par les conditiôns de
culture. Sur substrat gélosé, les tiges feuillées se développent parfois anormalement (rgard,
1964)- De plus, sur la gélose, le repiquage est nécessaire pour àvoir des pieds feurues (ge[,
1980). Lorsque la culture dure plusieurs mois, sur le substrat d'originé, Richards (1947)
observe que le développement de cyanobactéries peut entraîner une surcroissance des
gamétophytes. Lal (1984) confirme une action positive de certaines bactéries et moisissures
sur la germination des spores. Enfi& il est difficile de trouver des méthodes standardisées.

Corradini (1996) classe les méthodes de culture de bryophytes selon quatre grands
types en fonction du substrat

L'utilisation de substrats souples, cornme le papier utilisé par Berrie (1951), et la fibre
de verre (Geldreich, 1949) permettent de travailler sur un substrat inerte, stérilisé ou non, qui
sert de support d'ancrage pour des espèces aériennes cultivées de façon hydroponique. Berrie
(1951) roule une bande de papier qu'il place à I'intérieur d'un tube à essais contenant un peu
d'eau- Les échantillons de mousses sont placés à I'intérieur du tube sur le papier. te tuUe
bouche est exposé à la lumière du jour. L'espèce se développe sans infections algales ou
fongiques en atmosphère saturante. Miller & Ambrose (1976) disposent des disques dle papier
filtre en boîtes de Pétri.

Les substrats gélosés sont réalises en boîte de Pétri. Tout le matériel est stérilisé, mais
cette méthode présente I'inconvénient majeur d'utiliser un substrat, qui est également
employé pour la culture d'êtres hétérotrophes, qui peuvent être parasitel des cultures de
bryophytes. Cette méthode est intéressante si I'on démarre à partir d'une spore que I'on essaie
de faire genner. Il faut utiliser des capsules matures stockées au sec presentant le moins de
perte de viabilité (Bell. 1980). Leur désinfection par trempages su"cesiifs dans des solutions
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stérilisantes (habituellement des composés ctrlorés) puis dans I'eau distillée stérile augmente
encore les chances de succès. L'extraction de la capsule se fait à I'aide d'aiguilles stériles et
les spores sont récupérées en milieu liquide. Basile (1964) réalise I'ensemencement de son
milieu par injection à I'aide d'une seringue.

Les substrats liquides permettent uniquement la culture ærénique de bryophyes. Cette
culture n'est maintenant réalisée que dans des récipients équipés de filtre à air et contrôlés en
lumière, température et pH (Naef & Srqroru 1978). Un liquide nutritif est passé en autoclave,
puis mis dans le fermenteur qui est hermétiquement clos. L'ensemencement se fait à partir de
spores ou de fragments bryophytiques stériles.

Enfu, les substrats particulaires, qu'ils soient naturels (terre d'origine, Richards,
1947), ou artificiels (vermiculite, Proskauer, 1969), sont stérilisés avant d'être utilisés, ce qui
réduit de façon importante les contaminations fongiques ou bactériennes, mais aussi
I'infestation parasitaire des cultures par d'autres bryophytes (Shaw, 1986).

Cette méthode de culture permet d'utiliser des fragments bryophyiques signalés
comme propagules naturelles par Miller & Ambrose (1976). Cet important pouvoir de
régénération permet I'obtention de matériel végétal plus rapidement qu'avec les spores. La
méthodologie concernant la culture à I'aide de fragments est due à Shaw (1986). Il prélève
des gamétophyes entiers dans la nature, les lave à I'eau distillée, les dessèche trois jours à
l'étuve pour enlever les particules de tene restante, puis il broie en une fine poudre. La
régénération est possible à partir d'un gamétophyte entier, mais elle est fortement dépendante
de la taille des fragments (Gay, 1970;Brown 1982). Le broyage facilite donc la régénération.

Shaw a plusieurs fois utilise cette méthode afin de mettre en évidence I'adaptation
possible de certaines mousses comme Ceratodon purpureus ou Funaria hygrometrica à la
contamination des sols en métaux. Pour cela il a comparé deux méthodologies de culture, la
première en pot avec du sol contaminé en métaux et en surface la poudre de mousse finement
broyée. L'ensemble de ces pots a été mis en chanrbre phytotronique à une température de
27"C + 3oC et une photopériode de 13h. Après trois mois de culture, chaque pot a été examine
sous une loupe binoculaire. La seconde expérimentation a été réalisée à I'aide de gélose à
base d'agar. Cette fois les gamétophytes ont été stérilisés à I'alcool 30" et rincés à I'eau
distillée. Lors de cette étude, des gammes de milieux contaminés ont été mises en place afin
d'observer I'inhibition de croissance due aux métaux.

Shaw a également beaucoup travaillé sur la tolérance en métaux de certaines mousses,
ainsi que sur la mise en évidence d'écotlpes particuliers de bryophytes résistant aux fortes
concentrations en éléments traces métalliques (voir chapitre III).

Chaque fois, il a utilisé la méthode se rapprochant le plus des conditions naturelles.

D'autres problérnatiques apparaissent lorsque nous voulons utiliser une mousse et
obtenir un matériel végétal standardisé. En effet, il est important de savoir à quelle période de
I'année il faut récolter les échantillons de manière à mettre tous les atouts de son côté. D'après
la littérature, les conditions précises de température, d'humidité, les durées d'arrosages et le
mode d'arrosage ne sont pas clairement indiqués. Lorsque nous travaillons sur un substrat
artificiel" il faut pourvoir le milieu en éléments nutritifs et dans ce cas I'apport en eau est
effectué en même temps que les sels minéraux, mais lorsque nous travaillons avec un substrat
naturel, il est indispensable de connaître la fréquence des arrosages et leur quantité.
Néanmoins, Richards (1947) disait que les besoins exacts de chaque espèce ne peuvent être
appris que par l'expérience.
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D'après Corradini (1996), les méthodes les plus employées sont celles utilisant un
substrat particulaire ou un substrat gélosé.

La méthode reposant sur I'utilisation de gélose est de loin la plus employée mais
également la plus critiquée, car, outre les difficultés méthodologiques (Shaw, 1986) dues à
leur caractère axénique, les cultures sur milieux liquides posent le problème majeur du
maintien des cultures pendant de longues périodes (Basile, 1964). La gélose a une tendance
naturelle à se dessécher; le substrat s'appaunit, ceci induisant des carences en certains ions ;
le gamétophyte s'ancre difficilement sur la gélose, enfin la conservation de la stérilité est
extrêmement difficile. Malgé ces difficultés il ne semble pas y avoir de meilleure méthode
pour étudier et observer facilement la germination des spores et le protonéma (Kofler, 1959).
Mais surtout, c'est une des rares techniques qui permette de contrôler I'origine génétique du
matériel étudié en utilisant une spore d'origine connue.

Les méthodes sur substrat naturel ou particulaires sont comparativement plus simples.
Elles cherchent toutes à imiter au mieux les conditions naturelles en suivant en ce sens les
recommandations de leur initiateur Richards (1947). Elles ne demandent pas une stérilité
absolue, ce qui facilite leur mise en place. Elles n'empêchent pas de réaliser une stérilité
partielle en passant à I'autoclave le récipient de culture et le substrat, favorisant ainsi le
démarrage de la culture au moment où elle est le plus fragile. Leurs principaux avantages
résident dans le faible degré d'artificialisation des substrats employés.
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Maladie
incurable

Maladie
curable

En bonnesanté

Homéostasie Cunpensatim Nur -compensation

Figure 8 : Echelle des statuts physiotogiques d'un organisme permettant de distinguer
trois principaux états : l'état sanitairc optimal Égi par des mécanismes d'homéostasie,
le stress nécessitant la mise en place de mécanismes de compensation pour revenir à
l'êtat précédent et le dernier stade étant la pathologie. Celle-ci est soit curable et
nécessite des mécanismes de réparation, soit incurable et aboutit à la mort de
I'organisme (d'après Depledge et a1.,1993).
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v. rmpecrs cE[luL{rREs DEs ELEI^ENTs rRAcEs cHæ. LEs BRyopr{/TEs

Les polluants et en particulier les éléments traces métalliques (ETM) provoquent
certains dommages à diftrents niveaux d'organisation biologique depuis les populaiions
etlou les communautés (biocænoses) jusqu'aux diftrents constituants cellulairès. Tout
dommage observé pourrait donc servir pour établir un diagnostic de qualité des milieux
naturels. La plupart du temps, ce diagnostic repose sur la recherche et le dosage de substances
toxiques dans I'ensemble ou dans une partie d'une ou des espèces t.ntitr.il", choisies.
Actuellement, les recherches s'orientent de plus en plus vers dei paramètres d'exposition
précoce qui se modifient en fonction du stress subi par l'organisme. En ce qui concèrne les
éléments traces métalliques (ETM), on privilégie la mise en évidence d'un stress oxvdant
induit pour des espèces réactives de I'orygène (ERO).

Nous allons présenter une mise au point bibliographique sur les notions de
biomarqueurs de stress et sur les diftrents tlpes d'espèces réactives de I'orygène. Nous
présenterons le lien entre le stress orydant et les éléments traces métalliques et nous verrons
qu'il existe certains mécanismes de défense chez les végétaux supérieurs, les algues et les
bryophytes

V.1. DnrrxrrroNs DES BToMAReLTEURS DE srREss

L'utilisation du terme biomarqueur chez les bryophytes est pratiquement inexistant
dans la littérature, pourtant le concept est ancien et assez biôn établi.

Blandin (1986) est le premier à intégrer la notion de biomarqueur dans sa définition du
terme de bioindicateur : < Un indicateur biologique (ou bioindicateur) est un organisme ou un
ensemble d'organismes qui par réference à 

- 
des variables bioéhimiques, cytologiques,

physiologiques, éthologiques ou écologiques, permet de façon pratique et sûre de caractériser
l'état d'un écosystème ou d'un ecocomplexe et de mettre én évidenèe aussi précocement que
possible leurs modifications, naturelles ou provoquées > . La notion de biomarqueur rentre
parfaitement bien dans cette définition puisqu'elle prend en considération És réponses
biologiques, biochimi{ues o--u physiologiques d;organismes vivants soumis à un polluant. Le
biomarqueur peut donc aller de la simple liaison ligand-récepteur au niveau cellulaire,
jusqu'aux effets sur un individu entier. Le < National Research Council ) (1937) présente une
première définition: < variation inductible par les polluants de composanis ou-dè processus,
structures ou fonctions cellulaires ou biochimiques qui peut être mesurée dans un échantillon
ou un système biologique >. Ce sont surtout Koeman et al. (1993) qui parlent de
biomarqueurs en tant que ( modifications d'une réponse biologique po"n*t être mise en
relation avec une e4position etlou rur effet toxique d'un polluant;. b"611 sebn Lagadic et al.
(1997)' (( un biomarqueur est un changement observable etlou mesurabb àu niveau
moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental, qui révèle
I'exposition présente ou passee d'un individu à au moins une substance chimique à caractère
polluant >.

De nombreuses classifications de biomarqueurs ont été proposées. La plus largement
utilisée est celle qui distingue trois grands tlpes dé biomarqueurs :
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Réactions d'initiation :

l. Reactions d'oxydo-réduction (enz5mratiçes ou non)

C , 2 + e - ) O z ' -

H z O z + e à O I f + O F f + O z

R O O H + e - à R O ' + O l f

2. Réaction photodynarnique

Oz + energie ou d à rO2 ou 02-

Réactions de propagation :

3. réaction d'llaber-Weiss

O z ' - + H z O z + O 2 + O F + O H -

4. réaction d'Flaber-Weiss catalysée par des metatx

I v 1 " * + O z . - ) M * t > ' + 0 2

M * t ) ' + H z O z à N , f * + O F f + O I f

o z ' - + I ù O 2 ) o 2 + o l f + o l f

5. Réaction d'Haber-Weiss catalysée par des metaux complexés

I \ , f * + O z ' - à [ M - O r 1 t ' - t > '

[ M - O r 1 ( " - r r + H r O r ) [ M - O z ] o * + O ] f + O I f

[ M - O z ] " * à I W * + O z
O r ' - + H 2 O 2 ) o 2 + o r f + o l f

6. Réac{ion organique de Fenton

M*t). + ROOH à RO' + I\rf* +OH-

Tableau 12 : principales voies de formation des espèces réactives de l'oxygène (ERO) in

ur'ua (d'après Saran et al.r 1988).
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les biomarqueurs d'exposition sont ceur< qui indiquent I'exposition d'un organisme à un
polluant mais qui ne donnent pas d'information sur les effets toxiques ou non chez ces
organismes ; conrme exemples, nous pouvons citer I'induction de phytochélatines chez la
pornme de terre soumise au cadmium (Stroinski &, Zieleaiskç lggT), I'induction
d'enz5rmes (perorydases, enryme malique, isocitrate deshydrogé*;, ghcose-6-
qhosphate deshydrogénase...) lors de fortes concentrations en métaux dans les premières
feuilles de haricot (Phaseolus vulgaris) (van Assche et ar., r9gg)... ;

les biomarqueurs d'effets, ou plus exactement d'effets toxiques, sont ceux qui indiquent
qu'un organisme a subi des dommages pathologiques et a émis des reponses biologiques
suite à I'exposition à des toxiques ;

- les biomarqueurs de susceptibilité qui donnent des indications quant aux
variations génétiques dans les réponses toxiques enregistrées (Timbrell er
Lagadic & Caquet, 1996).

Les expérimentations en conditions contrôlées ont largement démontré que les
biomarqueurs peuvent être utilises pour la surveillance de la qualiié des milieux naturels. Les
biomarqueurs sont en effet des éléments de l'évaluation biologique dans la mesure où ils
peuvent fournir des informations sur létat de santé des individus. Cependant, les liens entre
les phénomènes observés à ces diftrentes echelles restent encore a etaUtir dans la plupart des
cas.

La notion de biomarqueur est directement liée à fétat physiologique de I'organisme
gtudié. Le changement de l'état de santé d'un individu soumis- a *. éxiosition crôissante
fu: à un polluant présentera trois états principaux (fig. 8). Un polluant u*â d", consequences
néfastes pour I'organisme à partir du moment où I'ensemble àes mécanismes de réparatiorl
opérant à tous les niveaur biologiques, auront été dépasses. Le stade final de ces dommages
sera la perte totale de I'intégrité de I'individu eUou d'un groupe d'individus ainsi que la
perturbation de la structue même de ta biocénose etlou de-l'écôsystème dont il fait partie
intégrante. L'utilisation dg biomarqu€urs pour le suivi de ta quaiite des milieux p.o"*",
comparativement aux méthodes de biomonitofug, I'avantage d'une évaluation intégrée dans
le temps et dans I'espace des polluants biodisponibles, non seulement en terme de lrésence,mais également par rapport aux effets que cès produits sont susceptibles d'exercer sur les
populations animales, végétales ou microbiennes, passant du niveau infra-individuel au
niveau de l'écosystème (Amiard et al., 1997). Si nousvoulons pouvoir établir des diagnostics
précoces d'exposition d'organismes à des polluants, I'emploi aè Uiornarqueurs intervenant au
niveau infra-individuel sera nécessaire (van Gestel & Van Èrummelen, l9ôO.

Le stress est donc un état de perturbation de I'homéostasie mettant en jeu des
mécanismes de compensation Il existe de nombrerx tlpes de stress qui ont principalement
pour consequences d'occasionner des réactions d'orydation Le stress orydant résulte d'un
désequilibre entre les systèmes pro-orydants et anti-orydants en faveur dLs premiers et est
une source d'effets toxiques potentiels (Sies, l99l ; Bartosz, 1997), Le stress oxydant va donc
provoquer la formation d'espèces réactives de I'orygène (ERO) qui auront un impact direct
au niveau cellulaire et qui sont, selon Halliwell (1987), synonymes de dommages.

rôles des
al., 1994;
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Figure 9 : Principales espèces réactives de I'orygène (ERO) formées chez les organismes

vivants (d'après Bartosz, 1997).

Éactions enzymatiques

Stress --> H2o, produit + H2O
APX, catalase & autes peroxydases

GPx

LOOH LOH

LOX PHLGPX
GST

Figure 10 : Voie d'activation des ERO chez les plantes sous I'effet d'un stress induisant

un excès d'IIzOz (LH, acides gras; L" radical acide gras; LOOH' lipide
hydroperoxyde; LOH, lipide hydroperoryde réduit; LOX' lipoxygénase; GST'
giutatf,ion transférase ; PLHGPx, phospholipide hydroperoxyde glutathion perorydase)
(d'après Eshdat et al.,1997).
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v-2. GuxnRALrrES srJR LE srRESs oxyDArrr ET LEs ESpECES REAcrrvES nn l'oxycnne(ERo)

La vie a commencé en absence d'orygène avec les cellules procaryotes. pourtant,
environ un milliard d'années après l'apparition de ces organismes, i'o*ygên" est apparu,
produit de I'activité photosynthétique des premières algues. L'adaptation âé 

""r 
orgaoi.rrr",

vivants dans ces conditions aérobies a été telle que de nombre* 
-ryrtè-s 

biologiq-ues sont
devenus totalement dépendants de I'orygène. i'orygène et les éspèces reactives qui en
dérivent sont paradoxalement toxiques pour les êtres vivants. La toxicité de I'orygène est liée
à sa forte affinité électronique, produisant une variété d'intermédiaires potèntiellement
endommageants que sont les espèces réactives de I'oxygène (ERO). La théoriè selon laquelle
la toxicité de I'oxygène passe par la formation dè radicaux Éb.., u été proposée par
Gerschman et al- en 1954. Ce terme de ERo est un terme collectif qui décrit à la fois les
Sdtgaux de I'orygène (O2*, Off, ROO', RO') et ses dérivés non-radicalaires (H2O2, HOCI,
02 singulet, Or) (fig. 9). Ces ERO sont constamment produites chez les organismes vivants au
cours du métabolisme normal et en particulier au niveau de ta itraine respiratoire
mitochondriale où I à 2 %o de I'oxygène métabolisé est converti en oz* (Halliwell &
Gutteridge, 1989; Pré, l99l; Rice-Evans et al.,l99l). Des sources exogènes telles que les
radiations ionisantes et les polluants, peuvent également générer ces ERO et imposer un stress
oxydant supplémentaire au>( systèmes biologiques. È["r sont capables de causer des
dommages, permanents ou transitoires, aux prôtéines, lipides et aôides nucléiques. pour
repondre à ces dommages, divers composes qualififu d'anti-orydants sont synthétises au
nileau cellulaire. Ce sont certaines de ces molécules anti-orydantes qui seront utilisées
comme biomarqueurs de stress oxydant.

V.2.1 Les espèces réactives de I'orygène (ERO)

Selon Saran et al- (1988), les réactions les plus importantes pour e4pliquer la
formation de radicaux libres in vivo sont présentées A-ans te tableau 12 et font intervenir
différents tlpes d'espèces réactives de I'oxygène.

L'auon srIPEl'oxYDD O2'-, probablement le plus connu des ory-radicaux, est formé
par la réduction univalente de I'oxygène moléculaire ôu à partir de I'orygène singulet. Dans
le règne végétal lorsque l'énergie lumineuse qui arrive sur la molécule àe chlorophylle est
trop importante, l'énergie d'excitation peut être transferée directement à I'oxyg-ène pour
donner I'orygène singulet qui lui-mêmé peut induire I'anion superoryde. Les métaux de
transition tels que le fer ou le cuiwe ont souvent des électrô^ non appariés et sont
d'excellents cataly-seurs de la réduction de I'orygène avec la formation d'aniàn superoryde :
FeII + oz + FeIII + oz-. L'anion superoryde peut être produit lorsque des quinones,
gomposés électrophiles, sont réduites en semiquinones par transfert d'électron au niveau des
flavoprotéines (Cadenas, 1989). Il est également formé àu .o*. de processus physiologiques
par les cellules phagocytaires pour la destruction des particules étràgères et àes 

"o-f,Ë*",immuns @abior, l97S).
Formé essentiellement au niveau des membranes biologiques (Gutteridge & Halliwe[

1993), il n'est pas- I'ory-ydical le plus réactif, mais peùt 
-endommager 

les structures
cellulaires. Très stable en milieu lgtaqueux, il contribue àla destruction ies phospholipides
membranaires par attaque nucléophile dès fiaisons esters entre les acides gras et Ë gtycerol
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Figure ll : Exemple de deux produits formés par I'attaque du radical OII' sur les bases
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Figure 12 : Exemple de Éaction dite de transfert d'électron.
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L'anion superoryde peut se dismuter en peroxyde d'hydrogène (H2O2) en milieu
acide. A pH neutre, sa dismutation est catalysée par la superoryde-dismutase (SOD, E.C.
l. 1 5. l. l) (Fridovic[ 197 5).

- n peut également servir de précurseur pour la formation d'autres espèces radicalaires
beaucoup plus nocives : (l) lors de sa protonation, avec formation du radiôal hydroperoryle
(HOz) particulièrement toxique, (2) en réagissant avec H2O2 pour générer une molécule
d'oxygène singulet (' Oz).

Ln prnoxYDD D'HYDROGEIYE HzOz est formé par dismutation de I'anion superoxyde
et par addition d'un second électron et de deux proions, la SOD étant le catalyseur. La
catalase (CAT, E.C. l.ll.l.6) intervient pour produire de I'eau et de I'oxygène à partie de
lfzOz.

Modérément t:ry14 c'est un important o4ydant des thiols et du pynrvate (Haltiwell &
Gutteridge, 1989). Il diftrse facilement au travers des membranes hydrophobes à cause de son
état non ionisé et non chargé. Il participe à la production d'espè"é. trèr réactives comme le
radical hydroryle (OrD (fig. 10) et son action est plus importante cornme initiateur de la
formation des radicaux libres plutôt qu'en tant qu'espèce réactive propre (yu, 1994) et peut
former des adduits à I'ADN (i.e. composés s'additiorru"t à une molécule d'ADN).

Lr nlorcAl HYDROXYLE OH', est produit par choc thermique, par radiations
ionisantes ou par réaction de tlpe Fenton (1894) in vitro en présence de métaux de transition
sous forme réduite et d'HzOz cornme précurseur. La premièie étape consiste en la réduction
du métal (fer ou cuiwe) par I'anion superoryde (li, l" deuxième étape fait intervenir le
peroryde d'hydrogène par une réaction de Fenton Q), t" bilan de la iéaction est appelée
réaction d'Haber-Weiss (3) :

FeIII + Oz- -+ FeIl + g,

Fetr + HzOz + FeIII + Otf + OIf

Bilan des réactions
Oz* + HzOz-> Oz + Otf + OFf

( t )
(2) réaction de Fenton

(3) réaction d'Haber rù/eiss

Cette réaction dépend bien évidemment de la disponibilité des métaux de transition à
l'état libre et surtout du fer et du cuiwe qui sont les éléments les plus actifs, probablement à
cause de leur abondance dans les systèmes biologiques. En présence de compàsés chélateurs
de métaux comme la ferrioxamine dans le cas du-fer (F *j, h réaction d'ilaber-ryeiss est
inhibee et la production d'ions hydroryles supprimée. Par contre, elle peut avoir lieu en
présence de Feur-EDTA (McCord & Day, l978iit d'autres chélateurs physiologiques cornme
I'ATP et I'ADP (Gutteridge & Halliwell,lgg3).

Le radical hydroryle est extrêmement réactif Il est faiblement difrrsible et réagit avec
les premières cibles cellulaires rencontrées. Il peut attaquer tout tlpe de constituants :

- par addition sur la molécule cible, comme dans le cas des bases puriques et pyridiques des
acides nucléiques (fig. I l) ;

- par élimination d-'un atome d'hydrogène, ce qui peut initier la lipoperoxydation des acides
gras insaturés et la dégradation des acides aminés;

- par transfert d'électrons (fig. 12) (yu, 1994).
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+ o, (singulet)

Figure 13 : Composés à doubles liaisons conjuguées comme les carotènes et les

chlorophylles réagiisant avec I'oxygène singulet pour produire des endoperoxydes.
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L'oxycnxt sINcuLET lOz est formé par activation photochimique de I'oxygène et
lors de réactions de thermolyse des endoperoxydes.

Il existe sous deux états d'excitation :

- l'état delta (1Âg 02) qui n'est pas un radical puisqu'il n'a pas d'électron non apparié ;- l'état sigma (lXg* O2), radicalaire et très énergétique qui se dégrade rapidement en l'état
delta.

Cette forme lctive de I'oxygène peut être générée lors de I'illumination de pigments
biologiques (chlorophylle, rétinol, flavine, porphyrine) (Dodet, l99l). L'orygène- singulet
peut également être produit au sein des organismes vivants en I'absence de lumière suiti au
processus de lipoperorydation et à certaines réactions catalysées par voie enzymatique. Les
leucocytes humains sont connus pour le produire comme agent antibactérien (JoLnje, flely. n
est moins réactif que le radical hydroryle mais plus difrrsible (Cadenas, l9s9).

L'orygène singulet est considéré comme entité seulement à l'état delta (Halliwell &
Gutteridge, 1989). Il peut réagn avec des molécules biologiques de deux façons :

- par réaction d'addition ;
- par < quenching >.

Lors des réactions d'additioq les composes ayant des doubles liaisons conjuguées
(e.9. carotènes et chlorophylles) réagissent avec I'orygène singulet pour produiré les
endoperoxydes (fig. l3). D'autres composes (cholestérol, tryptopf,*, tri"tiai*, NADpH,
cystéine, méthionine et uracile) réagissent également, mais 

-par 
un mécanisme diftrent

d'addition avec I'orygène singulet (fig. la).

Le quenching implique le transfert de l'énergie d'excitation vers une autre molécule
qul' à son tour, devient excitée. L'orygène singulet réagit par ( quenching ) avec, par
exemple l'ion azide, I'cr-tocophérol le p-carotène, les phénols et la bitirubine... Ces
molécules excitées peuvent provoquer d'autres réactions radicalaires ou perdre cette énergie
par émission de chaliur

Toutes ces réactions radicalaires jouent un rôle important dans les systèmes
biologiques, car elles interviennent dans les réactions métaboliquès normales et la production
d'énergie. Le principal procédé biologique conduisant à la iormation d'espècei réactives
telles que I'anion superoryde est le système de transport des électrons associés aux
membranes mitochondriales (McCord & FridoviclU 1969a; Halliwell, l9S7). Chez les
végétaux et en particulier chez les cellules chlorophylliennes, au sein des chloroplastes, la
chaîne de transport des électrons ou I'activite oxygenase de la Rubisco génèie I'anion
superoryde. De manitre plus générale, I'activation de I'orygène peut se prodirire au niveau
des mitochondries, des chloroplastes, des perorysomes et àu réticulum endoplasmique, ainsi
qu'au niveau des parois (Cossu et al., 1997; Vangronsveld et al., lggT). I,ei gROpeuvent
également intervenir cette fois en tant que système protecteur de I'organisme dans lequel elles
se trouvent, par exemple, en tant que second messager dans I'infection d'une plantè par un
parasite (Métraux, 1998). Qu'ils soient utiles sur le plan physiologique ou fortuits, ces
processus doivent être étroitement contrôlés. La production à'itttrr.èdiuires physiologiqu"t
est réglée en fonction des besoins et canalisee pour éviter tout dommage ceilùaire. Ri*i, tu
formation d'anions superoryde lors du transfert d'électrons dans la chaîne respiratoire
mitochondriale ne dépasserait pas 2 % du processus global de réduction (McCord l9g3).
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Toutefois, les dommages orydatifs sont inévitables en milieu aerobie où la vie n'est possible
qu'avec la protection d'anti-oxydants et de systèmes de réparation des cibles endommagées.

A côté de ces sources endogènes, des facteurs abiotiques et biotiques peuvent générer
des ERO chez les organismes vivants tels que :

- la dessiccation (Kranner & Grill 1994,1995; Dhindsa" 1987,lggl; Werner et al.,l99l ;
Schipperges & Rydin, 1998 ; Oliver et al., 1997 ; Tuba et al., 1996),les variations de
température, les changements d'altitude (Schlee et a1.,1995) ;

- diftrents polluants comme le paraquat (Modenesi, lgg3),1'ozone (Vangronsveld et al.,
1997), les polluants atmosphériques en général (Silberstein et al., 1996; Egger et al.,
1994; Gonzales et al., 1996; Niewiadomska & Miszalskr, lggT), les éléments traces
métalliques (Howlett & Avery,1997 ;Brennan & Schienst\ 1996); ...

- I'infection parasitaire, le vieillissement tissulaire @alachandran et at., 1997).

v.2.2- Les principaux dommages cellulaires causés par les ERo

Dans le règne animal ou végétal, une cellule soumise à un stress oxydant va subir des
dommages assez importants. Les principales cibles seront les lipides, les protéines et les
acides nucléiques.

Lns lrprnns assurent beaucoup de fonctions au sein de la cellule mais on les retrouve
en majorité corlme composant principal des membranes plasmiques. Ils assurent une certaine
fluidité membranaire. Ils sont responsables de manière plus générale de l'état physique des
membranes, influant sur les échanges cellulaires avec le milieu extérieur et peuvent ainsi
perturber la conformation des protéines membranaires et modifier leur activité. Les ERO vont
directement attaquer les acides gras (poly)insaturés des phosphotipides membranaires en
provoquant une peroxydation. Ce processus permanent et ubiquitaire se développe
simultanément par voie enzymatique (diorygénases, liporygénases) ainsi que spontanément
(auto-lipoperorydation) par un enchaînement de réactions radicalaires. rc âeve6ppement de
la lipoperorydation radicalaire se suMivise en 3 phases (Â B, C): initiatioq propagation,
terminaison (fig. l5). En fonction du degré d'insaturation de la structure acylée-lipidi{ue, la
perorydation conduit à la formation de différents hydroperoxydes qui, du fait dè bur
instabilité en présence de métaux de transition ionises, sont notarnment à I'origine de
composés de lyse constitués d'aldéhydes, d'acides et de traces d'hydrocarbures (Wad" A V-
Rij, 1985).

Parmi les aldéhydes, une très large place a été faite à un dialdéhyde tricarboné, le
malondialdéhyde (l\DA) issu de I'orydation disruptive des insaturaiions maloniques
présentes dans les acides gras polyinsaturés (Frankel & Nefl 1983). En fait, cet aldéhyde est
produit en beaucoup moins grande quantité que les hydroryalkénals @sterbauer et al.,lg1t),
notamment le 4-hydrorynonénal @enedetti et al.,1980). Plusieurs auteurs ont utilisé le MDÂ
conrme biomarqueur d'effets : Gallego et al., 1996, Chaoui et a1.,1997, Howlett & Avery,
1997,. . .

Lors d'une modification des propriétés des lipides membranaires, une fuite
d'électrolytes intracellulaires conrme le potassium peut être observée, mais Dietz et al. (1999)
montrent que ce n'est pas toujours le cas. Ce processus a été également utilisé cofirme
biomarqueur d'atteinte à I'intégrité de la membrane plasmique.
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Lus pnoruNEs ont une multitude de rôles diftrents au sein de la cellule. En effet,
lors d'une attaque radicalaire sur les protéines cellulaires, le catabolisme de ces dernières
augmente et cela se traduit par une perturbation grave des fonctions normales de la cellule.
Des groupes carbonyles résultant de I'orydation de certaines protéines, des acides aminés
modifiés, ainsi que des ponts disulfires peuvent être observés. Certaines de ces modifications
peuvent servir de biomarqueur d'effet (Acworth & Bailey, 1995).

D'autres organites cellulaires peuvent également être atteints, comme les noyaux et
par conséquent I'ADN. Lors d'une attaque par des ERO, des oxydations ainsi que la
modification des bases nucléiques peuvent être occasionnées. On parle alors d'adduits qui
sont responsables de mutations ponctuelles et sont considérés comme les prémices âu
processus de carcinogenèse. Si ces modifications sont peu ou mal reparéés, h phase
d'initiation de la cancérogenèse s'amorce provoquant des modifications structuralei des
substances élaborées. Le principal adduit à I'ADN lors d'attaques des ERO est la 8-hydroxy-
2'-desoryguanosine. Mais fort heureusement, les êtres vivants, des plus primitifs aux plus
évolués, possèdent toute un batterie de moyens de défense permettant dans le meilleur des cas
de retrouver une intégrité fonctionnelle des cellules atteintes ou alors d'éliminer les cellules
endommagées en provoquant I' apopto se cellulaire.

V.3. Lrs sysrEMES DE DEFENSE ANTr-oxyDANTs.

Les organismes vivants ont un système anti-orydant très efficace et très diversifié pour
faire face à la toxicité de I'oxygène et âes espèces réactives qui en dérivent. Les moyens mis
en æuwe pour l'élimination des ERO sont les suivants :

- élimination des métaux catalyseurs de la production d'OIf en les séquestrant par des
métalloprotéines (a transfenine au niveau extracellulaire et la ferritine intracéluhire
jouent ce rôle pour le fer, la céruléoplasmine et les cupréines pour le cuiwe, les
métallothionéines et les phytochélatines, chez les végétalrx, por d'autres tlpes de
métaux;

- inactivation d'Oz- et d'HzOz à I'aide d'enrymes spécifiques ;- capture des radicaux libres responsables de dommages cellulaires à l'aide de piégeurs
moléculaires;

- arrêt de la propagation des réactions en chaîne.

Ce système agit à I'intérieur et à I'extérieur des cellules (Yu, 1994). Davies (198S)
propose que ce système soit divise en deux parties : primaire et secondùe. Le système
primaire se compose de 2 parties: une enzymatique et une non enrymatique. Le système
secondaire concerne les enrymes lpolytiques et les enzymes protéolytiques.

Les composés enzrymatiques du système anti-orydant prirnaire chez les végétaux
comprennent principalement les superorydes dismutases, la catalase, les perorydases et la
glutathion réductase, à I'instar de ce qui est observé chez les animaux.

Les composés non-enzymatiques du système anti-orydant primaire comprennent des
molécules de faible poids moléculaire, telles que I'acide ascorbique (vitamine C), I'alpha-
tocophérol (vitamine E), les pigments caroténoides et le glutathion. L'acide ascorbiqul et
I'alpha-tocophérol piègent les radicaux hydroxyles, I'orygène singulet et I'anion radical
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superoxyde (Yq 1994). Les pigments chloroplastiques, comme les caroténoides, peuvent
empêcher la formation de I'oxygène singulet en absorbant ou en piégeant l'énergie
excédentaire de la chlorophylle. Le glutathion réagit avec I'oxygène singulet et avec le radical
hydroryle. Il peut aussi agir cornme un réducteur pour protéger les groupements thiols des
enrymes ou comme régénérateur de I'ascorbate.

V.3.1. Les systèmes anti-orydants enzymatiques

Il existe trois enrymes anti-oxydantes majeures mises en æuwe pour l'élimination
d'espèces réactives de I'orygène : les superoxydes dismutases (SOD), les glutathion
perorydases (GPx) et la catalase. Ces en4mres sont toutes des métalloprotéines et agissent de
façon coordonnée (fig. 16). La figure 17 montre le système anti-orydant enrymatique et non
enzymatique de défense des végétaux contre les formes toxiques de I'orygène. La première
enryme qui agit est la SOD, enzyme présente dans les chloroplaSes, le cytoplasme et les
mitochondries.

Lns supnnoxYDEs DTsMUTASEs (SOD, E.C. 1.15.1.1.) sont considérées comme les
premières lignes de défense cellulaire contre les radicaux orygénés (Alscher et al., 1997).
Découvertes par McCord & Fridovich (1969a) dans des cellules sanguines de mammiftres,
elles sont mises en évidences par Asada & Kiso (1973) dans les chloroplastes d'épinard. Les
SOD sont des enzymes facilement inductibles, ce qui a suggéré leur utilisation en tant que
nurqueur biologique (Stegeman et al.,l9g2).

Les SOD possedent un métal de transition (cuiwe, manganèse, fer ou zinc) au niveau
de leur site actif. Les SOD sont donc un groupe de métalloenzymes qui cata$sent la réaction
de dismutation du radical superoxyde (4).

Oz* + Oz* + 2I{ + HzOz + Oz (4)

Selon Salin (1987), cette réaction d'orydo-réduction exige la participation d'un
cofacteur métallique (5 et 6).

Oz-+M*+Oz+

Oz- + Mn-rF + 2f +

Mo-tx (5)

HzOz + I\rf* (6)

ce cofacteur métallique est en réalité apporté par les diftrentes SoD :

la CuZn SOD, enzyme dimérique, contient un atome de cuirne et un atome de zinc par
sous-unité; elle est présente dans le compartiment cytosolique mais également dans les
peroxysomes, les lysosomes et les noyaux des cellules eucaryotes @eyer et al.,l99l) ; on
la trouve chez les organismes vivants aquatiques et terrestres vertébrés et invertébrés ainsi
que chez les végétaux; elle est sensible aux ions CN ; chez les végétaux supérieurs, elle
se rencontre principalement dans les chloroplastes ;
la IvIn SOD est présente chez les eucaryotes et les bactéries au niveau de la matrice
mitochondriale et dans les perorysomes ;
la Fe SOD s'observe chez les végétaux, en particulier dans les chloroplastes des végétaux
supérieurs et les perorysomes de quelques espèces et chezles bactéries ;
la SOD extracellulaire, tétramérique, contient du cuirne et du zinc.
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Les SOD occupent une place très importante dans le système anti-oxydant parce que
leurs activités déterminent les concentrations de radicaux superoxydes et de peroxyde
d'hydrogène qui sont les deux substrats qui participent à la réaction d'Haber-Weiss.

1"s lssalisations de ces SOD correspondent à des sites cellulaires où il y a formation
d'oxy-radicaux: au fur et à mesure que la photosynthèse augmente, la quantité de SOD
chloroplastique augmente (Bowler et al., 1992). Les SOD semblent être codées par I'ADN
nucléaire, synthétisées puis transportées pour les localisations respectives dans les organites
(White & Scandalios, 1989 ; Bowler et al.,1992).

L'augmentation de I'activité SOD ne signifie pas une protection en soi-même, car
certains produits ultérieurs sont beaucoup plus réactifs (et dangereux) que le radical qui a été
dismuté (Kaiser, 1979).

Très peu de travau< ont été réalises chez les bryophytes dans ce domaine. A notre
connaissance ces enzymes ont été mises en évidence et utilisées comme biomarqueurs, mais
les études portaient principalement sur le stress hydrique. A ce propos, les variations de
I'activité des SOD chez Dicranella palustris et Tortula ruraliformis ont été plus
spécifiquement étudiées (Seel er al.,l99l).

La cr,urlrmoN pERoxyDAsE sELEMuM DEIENDAIITT (SeGPx, E.C. 1.1 1.1.9)
catalyse la réduction glutathion-dépendante de nombreux peroxydes allant du peroxyde
d'hydrogène (HzOz) aux peroxydes organiques (ROO[D. Cette enryme est une
métalloenryme tétramérique (80 000 daltons) dont chaque sous unité contient au niveau de
son site actif un atome de sélenium sous forme d'un résidu selénocystéine. Le sélénium
d'origine exogène serait incorporé dans le site actif de I'enzyme par un ARN de transfert
sélénocystéine-specifique (Spallholz & Boylaru l99l). L'enzyme est localisée dans le cytosol
et la matrice mitochondriale. Elle apparaît comme un système protecteur contre le processus
de lipoperoxydation endogène et exogène (Wendef l98l).

Les inhibiteurs les plus connus de I'activité enrymatique de la glutathion peroxydase
sélénium-dépendante sont les thioloprives tels que le cadmium ou le plomb, par exemple. Il
existe une autre sélénoglutathion perorydase utilisée par Thomas et al. (1990) chez les
végétaux : la phospholipide hydroperoxyde glutathion peroxydase (PLHGPx, E.C. l.l I.l.l2).
Cette enzyme monomérique (22 000 daltons) est localisee dans le cytosol et son rôle consiste
à protéger les liposomes et les biomembranes contre les dommages perorydatifs. Elle diftre
de SeGPx par son exigence moins stricte en sélénium et son inhibition spécifique par
I'iodoacétate (Spallholz & BoylarU l99l). Sa compétence comprend la réduction des
hydroperorydes phospholipidiques, des hydroperoxydes solubles du cholestérol et des esters
de cholestérol hydroperorydes, dans les liposomes et les membranes. Ceci explique qu'elle
peut réduire tous les groupes hydroperorydes générés dans les membranes microsomales au
cours de la lipoperoxydatiorL alors que la glutathion peroxydase classique est inefficace face à
ces espèces réactives.ll a été montré que la lipoperorydation microsomale est inhibee par la
PLHGPx seulement quand les membranes contiennent des concentrations physiologiques en
vitamine E, ce qui suggère un mécanisme d'action conjoint de ces deux anti-orydants (Roveri
et al.,1994).

Le maintien d'une activité glutathion-peroxydase implique le recyclage NADPH-
dépendant du glutathion réduit, par la glutathion réductase (G& E.C. 1.6.4.2),le NADPH
étant lui-même produit par la voie des pentoses phosphates. Cette enzyme est une
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flavoprotéine dimérique (100 000 daltons) localisee dans le cytosol et les mitochondries
(Meister & AndersorU 1983).

La clur,AsE (E.C. 1.11.1.6) est une hémoprotéine tétramérique (240 000 daltons)
qui possède un atome de fer p.u sous unité, chacune des sous unités contient une molécule de
NADPH qui stabilise I'enzryme. Elle catalyse la réduction du peroxyde d'hydrogène en eau et
en orygène moléculaire (fig. 18), elle possède une double activité :

- une activité catalase : catalase + HzOz -+ composé I
composé I + H2O2-+ catalase + IùO + % Oz

- une activité peroxydase : catalase + HzOz + composé I
catalase * AHz + 2HzO+ catalase + A

(donneur dr If)

Le cornposé I est un produit d'orydation de la réaction entre le fer du site actif de
I'enzyme et le peroryde d'hydrogène (Chance et al.,I97g).

La catalase es localisée majoritairement dans les glyorysomes et les perorysomes,
organites contenant des enrymes génératrices de peroryde d'hydrogène telles que la glycolate
orydase, I'urate orydase et les déshydrogénases impliquées dans la B-orydation des acides
gras (Aebi, 1984). Malgré sa stricte localisation, la catalase joue un rôle important dans le
système anti-oxydant puisque le peroryde d'hydrogène diff.rse facilement àu travers des
membranes @owler et al., 1992). Kendall et at. (1983) ont montré qu'une souche mutante
d'Hordeum vulgare déficiente en catalase a été incapable de croîtie normalement parce
qu'elle ne pouvait décomposer le peroryde d'hydrogène qui se formait dans les glyorysomes
pendant la photorespiration. Elle a un rôle complémentaire de celui de ta ieroryaase
sélenium-dépendante contre la lipoperoxydation induite par H2O2. Les principaux inhibiteurs
de I'activité catalase sont I'azide de sodiuru les cyanures et les j-amino-1,2,4-tiazole
(Simmons & Jamal, l9S8).

Lrs pnnoxYDASEs (E.C. l.l1.1.7) constituent une grande famille d'enzymes qui, avec
I'aide d'un substrat (IùR;, catalysent la réduction chimique d'une gr*à" variété de
peroxydes (7).

HzOz + H2R -) 2HzO + R (7)

Le mécanisme de cette réaction est presque identique à celui décrit pour la catalase,
mais avec la présence d'un substrat (Halliwe[ l9S5).

Les fonctions des peroxydases chez les végétaux sont multiples. Les composes
phénoliques sont transformés en radicaux phénoryles par les peroxydases. Ensuite, ces
radicaux sont polymérisés, ce qui produit par exemple la Ïgnine (Polle et al., 1994). Une
autre fonction des perorydases concerne la dégradation de I'hormone acide indoleacétique qui
joue un rôle important dans la régulation de la croissance des plantes (Halliwell, l9g5).

Les peroxydases sont des enrymes extrêmement sensibles aux conditions
physiologiques des végétaux et répondent à une grande variété de facteurs externes ou
toxiques (Gaspar et a1.,1982).

Une perorydase propre aux végétaux aété isolée par Nakano & Asada (l9Bl), il s'agit
de l'lscoRBATE PERoxYDAsn qui joue un rôle important au niveau des chloroplastés po*'lu
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Voie Stromataque

Voie
Thylacoidienne

Etpace irûrolhylacoïdul
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Figure 19 : Piégeage des ERO dans le chloroplaste impliquant la SOD: Yoies

stromatique et thylacoidienne. Dans les piégeages associés aux thylacoiides, les radicaux
supero*ydes sont dismutés par la superoryde dismutase (SOD) (forme Fe ou CtlZn) et
le peroxyde dthydrogène résultant est récupéré par I'ascorbate peroxydase intra-

thylacoidienne (tAPx). Dans les piégeages associés au stroma, les ERO qui échappent à

la voie thylacoidienne sont dismutés par la Fe (ou CrulZn) SOD et I'APx stromatique
(sAPx). Les radicaux monodeshydroascorbates (MDA) produits par I'APx sont
convertis en ascorbate (AsA) à travers une réaction avec la ferredoxine (Fd)

thylacoidienne ou la monodeshydroascorbate réductase (MDHAR) stromatique. La
réâuction du deshydroascorbate (DHA) en AsA est catalysée par la deshydroascorbate
réductase (DHAR), (d'après Alscher et al.,1997).

HzOz ascorbate

HrO deshydroascorbate

: :
lsool  _  ̂ : :  l tAP. lF e ? C u ?

'bate

Figure 20 : Cycle Halliwell-Asada.
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décomposition du peroxyde d'hydrogène. L'ascorbate qui s'oxyde lors de la réaction
catalytique de I'eau orygénée en eau est réduit par le glutathion, la glutathion réductase
permet la réduction du glutathion.

Lrs cr,uurlrloN REDUCTASES (G& E.C. 1.6.4.2) sont responsables du maintien du
rapport glutathion réduit/oxydé (GSII/GSSG) (fig. l9), mais interviennent également après la
glutathion perorydase sélénium dépendante. La connaissance de I'activité de ces enrymes
aide à mieux comprendre le rapport GSFVGSSG, lequel peut servir comme biomarqueur
(Stegeman et al., 1992).

L'activité de la glutathion réductase joue sur la disponibilité du NADpH dans les
chloroplases (Foyer & Halliwell, 1976). Mais I'enz5mre a aussi été localisée dans les
mitochondries et dans le cytoplasme (Drumm-Henel et al., 1989; Edwards et al., 1990).
Dans le cycle Halliwell-Asada la glutathion réductase participe à la réduction du GSSG et
intervient après I'ascorbate peroxydase et la dehydroascorbate réductase, ce qui assure le
recyclage de I'ascorbate et du glutathion (fig. 20).

Ce cycle assure l'élimination de I'eau oxygénée dans tous les tissus, qu'ils soient
photosynthétiques ou non.

V.3.2. Les systèmes anti-orydants non enzymatiques

Ils agissent cornme des réducteurs ou des piégeurs de radicaux et viennent renforcer
I'action des enzymes anti-orydantes. Au sein des membranes biologiques, ils peuvent
également piéger les ory-radicaux dès leur formatioq interrompre les reàctions en chaîne et
empêcher la lipoperoxydation.

L'lctnn LPOÏQUE, impliqué dans la formation de I'acétyl coenzyme A à partir du
pynrvate, est sous sa forme réduite un réducteur puissant capable de réduire le ghtâthion et
les radicaux peroryles et de désactiver I'oxygène singulet.

Ln clur.q,THloN (L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine) est le thiol non proréique le plus
abondant chez les organismes vivants et en particulier chez les végétaux 1i<rryér & trl1
1995). Il est présent majoritairement à l'état réduit (GSrD dans les ôeilules. Son groupement
thiol et sa liaison y-glutamyl lui permettent d'être résistant à I'attaque des peptidases. Une fois
orydé sous la forme de GSSG, il est réduit grâce à la glutathion réduciase (8.C. 1.6.4.2).
L'activité de cette :nryme est régulée selon un mécanisme de feed back par la concentration
en GSH et NADPH. Toutefois, une augmentation de la forme orydée (C-SSC) est indicatrice
d'un stress orydant (Arkeboom & Sies, 1990).

Il agit à la fois comme nucléophile (donneur d'électrons) pouvant ainsi neutraliser des
espèces réactives telles que les radicaux hydroryles ou phénoxy, et comme puissant réducteur
du peroryde d'hydrogène et des lipoperorydes @eneke & Fanburg, l9g9; Munday &
Winterbourru 1989; Deleve & Ikplowitz, I99l). A pH 7, le GSH, ro* * forme anionique
(GS), inactive I'oxygène singulet (Cadenas, 1989). Il intervient également comme substrat
des glutathion perorydases ainsi que dans la conliugaison des substances électrophiles
catalysees par les glutathion transferases.

Le GSH protège directement les membranes en neutralisant
lipidiques (Bartos4 1997).

les hydroperoxydes

Le glutathion joue aussi un rôle important dans de nombreuses fonctions cellulaires,
telles que la synthèse des protéines, le transport des acides aminés, la réserve et le transport de
la cystéine, le métabolisme des prostaglandines et des leucotriènes, la réduction de
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ribonucléotides en déoxyribonucléotides (Meister & Anderson, 1983 ; Cotgreave et al.,1990 ;
Estrela & Pallardô, 19901 Bray & Taylor, 1993). Chez certaines plantà de h famille des
Fabacées et des Poacées, il est possible de rencontrer des analogues du GSH, respectivement
le y-glutamyl-cystéinyl-B-alanine et le y-glutamyl-cystéinyl-sérine.

Chez les végétaux supérieurs, le glutathion est utilise dans la synthèse des
phytochélatines (PC). Ces PC interviennent dans la séquestration des éléments toxiques (i.e.
non essentiels) et dans l'homéostasie des éléments essentiels.

PC synthase
2 (y-GluCys).-Gly

("m1t-GruCvs)"*1-Grv 
+ (v-Grucvs)"-1-Grv

Phvtochelatins
li"a ca (d'après Fordham Skelton et al., lggT)

ce sont des polymères de L-y-glutamyl-L-cystéine : (y-Glu-cys)n-Gly (n:2-l l)
(Kneer & Zenk, 1992). Il existe de nombreux liens éntre la rynttr6r" àu'glutathion et la
synthèse des PC (vangronsveld. et aI., 1997), cornme le montre la figure 21.

La phytochélatine synthétase catalyse le transfert de la y-GluCys (provenant du GSH
ou d'une PC) à d'autres GSH, pour produire (y-Glucys)a:Gly, ou une pC, pour produire de
plus grandes PC. Les enzymes ont besoin d'ions 

-Ca'. 
àu d'un trombre d'autres ions

métalliques pour I'activation In vitro les ions métalliques disponibles ont été chélatés par les
PC ou I'EDTA et la synthèse de pC cesse.

Ll vruunlE E est I'anti-orydant le plus largement distribué dans la nature, aussi
bien chez les animaux que chez les végétaux. Parmi ses isomères structuraux, I'cr-tocophérol
est le plus connu et possede le potentiel anti.orydant le plus important. Ses proiriétés
lnonhilgs font qu'il se retrouve associé aux membianes intracellulaires, en particulier celles
des chloroplastes, des mitochondries et du réticulum endoplasmique. Il protège les
membranes contre 9 lipoperorydation en cédant un atome 

-d'hydrogène 
aux espèces

radicalaires (fr}.22) (Byczkowski & Gessner, lggg ; cadenas, l9s9).

Ll vrTAurYE C est, au contraire de la vitamine E, hydrosoluble. Elle agit en tant que
réducteur en réagissant directement avec l'anion superoryde, le radica h'àroxyle et de
nombreux hydroperoxydes lipidiques. De plus, elle permet L régénération dé h vitamine E
qy9:. 9t se comporte donc comme le relais de I'a-tocophérol au niveau cytosotque
(Halliwell & Gutteridge, 1989).

Lr p-c,l'norrxr (vitamine A) et les caroténoides protègent les lipides de la
peroxydation par quenching des ory-radicaux et plus particulièiemerit de I'orygène singulet
(Yu, 1994).

D'autres dérivés tels que I'ubiquinol" les flavonoides, I'urée ou le mannitol sont
également des piégeurs de radicaux, mais ils sont le plus souvent utilisés in vitro.

Plus particulièrement chez les végétaux, Bartosz (lgg7) dans sa revue, met en
évidence toutes les sources des espèces réactives de I'oxygène 6aU. l3), les agents pouvant
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NAD(P)HÆ* NAD(P)-

fl'*&Membrune tlrylocoldienne

- R H
membrane lipidique radical alkylperoxyl

Figure 22 : Régénération de I'cr-tocophérol et piégeage de radicaux alkylperoxyl
gVtn}|[n, monodeshydroascorbate réductase ; MDA, monodeshydroascorbate; AsA,
ascorbate ; ERO, espèces réactives de I'oxygène (d'après Alscher et al.rl997).



83

Endogènes

I Chaîne respiratoire mitochondriale

I Photosystànes I et II dans les chloroplastes
I
I
I Chaînes de transports d'électons dans les microsomes,
peroxysomes et enveloppe nucléaire

Enrymes genérant iors superoxydes (e. g. rcnthine
oxydase, aldéhyde oxydase, galactose oxydase,
cellobiose oxydase, NADPH oxydase)

Oxydases genérant des peroxydes d'hydrogène (e.g.
aldéhyde oxydase, D-amino oxydase, xanthine
oxydase)

Reactions de photos€,nsibilisation (e.g. flavines,
cercosporine)

Autooxidation de flavines reduites, thiols,
catécholamines, suctres réduits (principalement le
glucose)

Hémoprotéines

Boveris, 1984

Asada & Takahastri, 1987

Gille & Sigler, 195

McCord, 1985

tlalliwell & Gutteridge, 1989

Daub & Flangarter, 1983 ; Halliwelt & Gutteridge,
1989

Sun & Leopol{ 1995

Flalliwell & Gutteridge, 1989

Exogènes

Radiations ionisantes

Radiations UV

Ozone

Composés chimiques autooxydants (e.S. Se)

Xénobiotiques dans le cycle redox intacellulaire (e.g.
paraquat)

Flalliwell & Gutteridge, 1989

Halliwell & Gutteridge, 1989

Farage et al., l99l

Asada & Takahashi, 1987

Farrington et aI.,1973

Tableau 13 : Sources des espèces réactives de lroxygène (draprès Bartosz, lggT),
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Polluants de I'air (SOz, NO- Or) | Asada & Takahashi, 1987 ; Dominy & Heath, 1985 ;

I Foster & Hess, 1980 ; Scandalios, 1992 ; Simontacchi
Hyperoxie let a1.,1995

lHippeli & Elsher, 1996

Xénobiotiques intervenant dans le cycle redox I au*gon a al.,1973

I Scandalios, 1993

Haute intensité lumineuse et radiations UV | ,rrto, ,nnt

infacellulaire (e.g. praqurg diquaD

Toxines I Asada & Takatrastri, 1987 ; Daub & Hangarter, 1983

Elsher. l99l
Hautes températures

Jahnke et al., l99l; Okuda et al.,1992
Basses ternperahres

Corpas et al.,1993; del Rio et al.,1996 ;Hemâmdez et
al..1993

Hypertonicité

I Navari-Izzo et al.,1996; Pastori & Trippi, 1992 ;kice
Secheresse letal.,l989,Znng&KirLàam, 1994

Inondatim lElsûrer, l99l

Carence minerale I Caro & Puntarulo, 1996

Excrès en ions métalliques I OroilUra a aL,1987 ; Rabinovitch & Sklan, 1981 ;
Thompson et al.,1987

Sénescenc€
Doke er al.,1996; Levine et al.,1994; Low & Merida,
r996

Infections pathogènes

al.,1996
Manipulation cellulaire de

I 
Monk et a1.,1989

I
Réoxygenatiur après anoxie I Legendre et aL,1993; Low & Merida 1996 ;Sallri et

Tableau 14 : Agents induisant un stress oxydatif chez les végétaux (d'après Bartosz,
1997\.
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Hydrophile (p!ésentes dans la phase aqueuse)

Glutathiqr

Ascorbate

Cystéine

Acide urique

Acide phytique

Phytochélatines

Flavonoides (e.g. quercetine, myricetine, rutine)

Coumarines

Acide cinammique

Pollphârols (e.9. lignine, tannins)

Gerard-Monnier & Chaudiere, 1996 ; Meister, 1983

Bielski & Richter, 1975 ; Stadtnan, l99l

Motoyama et al.,1989

Becker, 1993

Graf& Eaton, 1990

Zetrk,1996

Foti et al., 1996 ; Graf, 1992

Foti et al., 1996

Foti et al., 1996 ; Ciraf, 1992

Sakagami et al.,1995

Hydrophobes (pr6entes dans les mernbnanes cellulaires)

Tocopherols

Tocotrienols

Caroténoides

Xanthophylles

Ubiquinol

Bilirubine

Flavonoides

Alkylresorcinols

VitamineD

Ingold et a1.,1987; Kamal-Eldin & Apelqvis,g 1996

Kamal-Eldin & Apelqvist, 1996 ; Serbinova et al.,
t99l

Palozza& Ikinsky, 1992

Limet a1.,1992

Beyer, 1992 ;Frei et al., 1990

Neuzil& Stocker, 1993; Stocker et al.,l9B7

Kozubek & Nienartowi cz. 1995

Wiseman,1993

Tableau 15 : Composés de faible poids moléculaire agissant comme antiorydants
(d'apres Bartosz, 1997).
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et réactions

Superoxyde dismutase I VfcCord & Fridovich, 1969 ; Rabinovitch & Fridovich,
| 1983
I

Catalase I Deisseroth & Dounce, 1970 ; Redinbau$t et al.,1990

Flohé& Schlegel, l97l
Glutathim perorydase

Thomas et al..1990
Phospholipide hydroperoxyde glutathicr peroxydase

Glutathiur réductase I Schaedle & Basstram, 1977

Ascorbate peroxydase lBlia et al'' 1992

Deshydroascorbate réductase I Dipiero & Borraccino, l99l

Ascorbate radicaux libres reductase I Borraccino et al.,1986

Méthimine sulfoxide réductase I Brot & Weissbach, 1983

DT-diaphorase lLndet a1.,1982

Thioredoxine lHolmgren, 1989

Thioredoxine réductase I Hotngren, 1989

Thioredoxine peroxydase I Rhee & Chae, 1994

Metallottrisréines lcai et al.,1995; Ebadi et al.,1996

Fenitine I Lobreaux & Briat, 1991

Enzymes de reparation de I'ADN I Doetsch et a1.,1986

Protéases I Davies, 1986; Davies & Goldberg, 1987; Fagan &
Waxman, 1992

Tableau 16 : Protéines protégeant des ERO (d'après Bartosz,1997),
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induire ce stress orydant aux plantes (tab. l4), les composés de faibles poids moléculaire
agissant conrme anti-oxydants (tab. l5), ainsi que les protéines protégeant aei BRO (tab. 16).

v.4. rupncrs DU sTRESS EIvvIRoI\I\rEMENTAL IHEaLES BRyopIryrES

Les bryophytes sont des organismes très anciens, les premiers apparaissant il y a plus
de 350 millions d'années avant notre ère (Miller, lg84; Frahrn, lgSl). Ils ont réussi, à., nt au
temps, à mettre en place des dispositifs particuliers de défense contre le stress
environnementd. El effet, ces organismes sont beaucoup moins évolués que les plantes
supérieures, puisqu'ils sont po'ikilohydriques (capacité qu'a l'organisme à s'adapter à
I'humidité ambiante). Ils ont donc une capacité particulière a suUir les diftrents stress
environnementaux non anthropiques et anthropiques.

V.4.1. Stress environnemental non anthropique

Le phénomène de tolérance à la dessiccation et aux stress environnementaux en
général peut être observé chez de nombreuses bryophytes, ce qui leur conÊre une
remarquable capacité à surviwe à la secheresse et aux diftrentes agressions occasionnées lors
de phénomènes environnementaux non anthropiques sans perdre aucunement leur capacité à
se régénérer et à continuer leur croissance et leur développement.

Lors de la dessiccation et de la réhydratation des végétaux poikilohydriques, des
en4fmes et des molécules non enrymatiques vont intervenir de manière à limiter les
dommages occasionnés par un tel stress.

Le glutathion est connu pour avoir une action directe ou indirecte dans de nombreux
ghérymèneg biologiques. Il peut protéger les cellules contre les agressions orydatives, mais
également il peut influencer I'activité de certaines enzymes, ta qmtnese des protéines et de
I'ADN. Chez les végétaux supérieurs, le glutathion est la forme de transport des sulfires
reduits- Un rôle important de ce tripeptide dans la détoxication des éléments traces
métalliques et des polluants a été décrit par Rennenberg & Lamoureux (1990) et Smith er a/.(ree0).

Lorsqu'il y a de l'énergie lumineuse, le NADPH nécessaire à I'action de la GR peut
être obtenu à partir de la chaîne de transporteur d'électrons de la photosynthèse. Dans
I'obscurité, le NADPH semble provenir de I'action de la glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PD).

La forme redox et la concentration cellulaire du glutathion sont déterminées par de
nombreux facteurs liés à I'environnement et à l'évolution. Les glutathions actuels retrouvés
chez les végétatur uTt-nt selon les espèces, selon les organes aù sein d'une même espèce et
selon les organites cellulaires.

Leviu (1930) émet I'hlpothèse que les plantes sont protégées contre des stress
(incluant le stress lié à la sécheresse) à I'aide de conversion de thiol-disulfures. Une des idées
de cette hlpothèse est que la déshydratation durant les périodes de secheresse, notamment le
stress lié aux basses températures peut causer des dénaturations de protéines en stimulant la
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formation intramoléculaire de ponts disulfures. La tolérance protoplasmique à la sécheresse
nécessiterait la réduction de ces ponts disulfures à I'aide de composés thiols de faibles poids

moléculaires comme le glutathion. Mais bien évidemment, ce système de protection n'est pas

le seul, d'autres anti-oxydants comme le tocophérol ou I'acide ascorbique etlou d'autres
enzymes peuvent intervenir lors des processus d'induction du stress.

Le stress oxydant peut opérer pendant les périodes de sécheresse, mais également lors
de longues périodes d'ensoleillement, après une contamination de I'air ou des sols ou lors de
.urett"às en minéraux. Et il est donc évident que les végétaux ont dû élaborer une stratégie
antioxydative. Bien que le GSH joue un rôle d'anti-oxydant, la SOD peut prédominer dans
certaines parties des végétaux. A ce moment là la GSH joue le rôle de piégeur de radicaux
libres.

Chez les plantes po'ikilohydriques le phénomène de reviviscence après une
dessiccation sans qu'il n'y ait aucune perte de leur capacité à se régénérer et à croître ne se
trouve que chez les bryophytes.

Un des aspects de la tolérance à la secheresse peut être conélé avec la capacité de se
débarrasser des espèces cytotoxiques de I'oxygène. La formation de radicaux libres lors de
sécheresses chez les bryophytes a été rapportée par Seel ef al. (1991). Des espèces fortement
résistantes à la dessiccation comme Tortula ruraliformis et des espèces comme Dicranella
palustris faiblement tolérantes à la sécheresse accumulent toutes les deux des radicaux libres
relativement stables. Ces espèces radicalaires semblent être initiées par un stress
environnemental, la dessiccation ou une exposition à des radiations. Chez les mousses
sensibles à la sécheresse, des dommages moléculaires sont observés et donc selon I'adaptation
de I'espèce, certaines mousses présenteront des destructions de chlorophylles, des pertes de
caroténoides et une augmentation des peroxydations lipidiques. Par contre, les bryophytes
tolérantes à la dessiccation ne montrent aucun dommage lié à I'orydation.

Dans I'expérience menée par Kranner &. Grill (1995), les deux bryophytes
précédemment citées ont été utilisées : Tortula ruralifurmis (tolérante à la dessiccation) et
Dicranella palustris (sensible à la dessiccation). Le but de cette étude a été d'observer les
mécanismes de défense contre les dommages liés à I'orydation. Il en résulte que dans l'état
hydraté, T. ruraliformfs présente une plus forte activité SOD que D. palustris, par contre pour
les deux mousses les activités de la glutathion perorydase (GPx) et de I'ascorbate peroxydase
(APx) sont très faibles. Chez T. ruraliformis, la dessiccation aboutit à une augmentation de
I'activité de la SOD mais n'induit pas I'activité de ta GPx et de la APx. Chez D. palustris la
dessiccation en combinaison avec I'irradiation aboutit à une diminution de I'activité des
perorydases, mais a un faible effet sur I'activité d'autres enzymes intervenant sur I'oxygène.
Les catalases extrachloroplastiques sont 7 fois plus actives chez T. ruraliformis hydraté que
chez D. palustris, mais le phénomène de dessiccation induit une baisse corlmune des activités
catalases chez les deux bryophytes. Durant la dessiccation, une diminution du taux d'acide
ascorbique a été notée chez les deux espèces. Lorsque T. ruraliformis se dessèche à la

lumière, il y a synthèse d'y-tocophérol, maintien des o-tocophérol et du glutathion.
Les auteurs ont également montré que I'orydation et la réduction du glutathion durant

la réhydratation dépendait de la vitesse de dessiccation. Pendant les dessiccations lentes, il
observe une augmentation de la GSSG passant de 2 o/o à 22 % ( % des glutathions totaux).
Lors de la réhydratation des mousses desséchées lentement, le GSSG diminue jusqu'à 2 o/o

(GSSG initial) en deux heures. Pendant les dessiccations rapides, il y a une très faible
augmentation des GSSG et lors de la réhydratation on peut observer une augmentation forte
des GSSG allant jusqu'à 45 %. Ce taux conrmence à diminuer après deux heures et retrouve le
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niveau initial de 2 %o après six heures. Dans cette étude, les fortes concentrations en GSSG
pendant la réhydratation ont été conélées avec I'inhibition de la synthèse protéique.

Comme le GSSG ne croît pas lors de dessiccations rapides des mousses, il se pourrait
que la formation de GSSG durant le phénomène de sécheresse ne soit pas la 

"onsèq,renceexclusive en réponse au phénomène de secheresse mais plutôt à une oxydation passive de la
GSH par I'orygène. Dans ce cas, I'oxydation de la GSH serait faite de manière enzymatique.
Nous ne connaissons pas quelles enrymes interviennent dans ce processus, mais il semblerait
probable que des perorydases catalysent ce genre de réaction.

Dans cette étude sur T. ruralis, I'activité des GR, GPx et glutathion-s-transferase
(GST) a augmenté lors d'une dessiccation lente ou durant une réhydratation suivant une
déshydratation rapide de la mousse. Une augmentation du porncentage de GSSG d'après la
quantité totale de glutathion a été positivement corrélée avec les taux de perorydation
lipidique et négativement avec le taux de synthèse protéique. Il a d'ailleurs été dêcrit pour les
tissus animaux que le GSSG inhibait I'initiation de la synthèse protéique par activation d'une
protéine kinase (rôle de phosphorylation) et cela inactiverait les sous unités o du facteur
d'initiation 2. De cette façon, les défenses contre les dommages liés à I'orydation durant les
secheresses peuvent être corrélees avec la formation de glutathion orydé. Pour les plantes
réhydratées, tolérant la secheresse, il y a une forte demande pour conserver les ghtàthions
dans l'état réduit afin de prévenir I'inhibition de la synthèse deJprotéines par le GSSG. Enfi&
dans certains cas, ce sont les ions superorydes (O2-) qui peuvent causer un vieillissement
précoce des tissus et des dommages au niveau cellulaire.

A noter également que certaines espèces de bryophytes ont développé des métabolites
secondaires particuliers afin de piéger ces ions très réactifs. Ce sont dès flavonoi'rCes, des
tanins, des pollphénols et le carotène qui agissent un peu comme une dismutase (Asakawa,
leeO).

v -4.2. stress environnemental anthropique dû aux polluants

La large distribution des bryophytes et leur grande capacité pour I'accumulation des
métaux en font des organismes de choix pow I'analyse d'échantillons de sites pollués à divers
degrés. Depuis Riihling & Tyler (1968), les mousses ont été utilisees dans de nombreux pays
de I'hémisphère nord pour donner une estimation de la déposition atmosphérique-dls
éléments traces métalliques dans une région donnée, à la fois en tant que biomoniteurs passifs
(utilisation des mousses in situ) et actifs (introduction de mousses dansle site à étudier).

Durant les dix demières années, l'étude de l'écophysiologie a été un champ
prédominant en bryologie. Mais en étudiant I'ensemble de la bibliographie concernant les
bryophytes et la bioindication au sens lutg", il paraît extrêmement diffi-cile de trouver des
informations concernant ce que nous appelons biomarqueurs au sens de Lagadic et at. (1997).
En effet, il semble que dans de nombreuses études, I'objectif est de sanoir uniquement si la
bryophyte ou les bryophytes accumulent ou bioaccumulent les polluants. Seuls Brown &
Buck (1978), Brown & Withehead (1986), Brown & Sidhu (1992) et Brown & Brumelis
(1996) ont lors de plusieurs études concernant Rhytidiadelphus squarrosus, entre autres,
prolongé leurs recherches bibliographiques et fondamentales afin de ôonnaître non seulement
la spéciation de ces métaux mais également les consequences physiologiques de cette
bioaccumulation métallique au sein de la cellule bryophytique. Mais les premièies recherches
concernant des peptides de faibles poids moléculaires, pouvant intervenir auprès des ETM,
ont été réalisées par Jackson et al. (1991) lors d'une étude de biomonitoring chez
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Rhynchostegium riparioides (mousse aquatique). Un peu plus tard, une autre mousse

uqûtiqu", Fontnaûs ontipyretica, a été utilisee en tant que biomoniteur passif, lors de l'étude

dËs ETM de la rivière eme lriviere d'Allemagne) (Bruns et a1.,1995). Les auteurs ne parlent

pas de biomarqueurs mais cherchent une explication aux grandes quantités d'ETM (Cd et Zn)

trouvées chez ces bryophytes aquatiques. Ils se sont donc intéresses à la mise en évidence

d'un système d'induction de peptides de faible poids moléculaire en présence d'ETM dans les

"u*. 

-Afio 
de compléter ces prl-ières mises en évidence, Bruns et al. (1997) ont poursuivi

leurs investigations en mettant en évidence I'action des phytochélatings c_9T*" chélateur
possible au ôa et du glutathion comme monomère des phytochélatines (fig. 2l). En parallèle,

ils ont pris en considération d'autres paramètres physiologiques coillme la concentration en

chlorophylles a et b fournissant ainsi des indications sur la vitalité de la mousse.
Les ETM tels que le Cd, le Cu, le Pb et le Zn sont reconnus cornme pouvant générer,

plus ou moins directement, un stress oxydant au sein des organismes vivants. Les ETM non

èssentiels perturbent de nombrerx processus chez les végétaux comme le fonctionnement des

chloroplastes et de la photosyntfèse, la fixation biologique de I'azote, I'assimilation du

soufre. Ils augmentent I activité de certaines enzymes, conrme le Cd qui augmente I'activité

de I'enzyme muliq,re, de la glutamate-oxaloacétate-aminotransferase (Chugh et ol-,1992). De

nombreux travaux établissent un lien direct entre les éléments traces et le stress oxydant chez

les végétaux suffrieurs. Costa & Spitz (1997) ont étudié les effets du Cd chez Lupinus albus.

Ils oni pu *onire, qu'il y avait un effet délétère sur les pigments chlorophylliens, mais aussi

sur les membranes par I'augmentation de la concentration en MDA.
Chaoui et at. (1997) ont exposé des plants de Phaseolus vulgaris à des solutions de Cd

et de Zn Ils ont observé une augmentation de la concentration en MDA dans tous les organes,

ainsi qu'une augmentation de I'activité de la glutathion réductase. L'activité de I'ascorbate
perorydase augmente uniquement au sein des feuilles, confirrnant que les centres d'activités
ptitt tpu* de citte enzyme sont les chloroplastes.

Les effets du piomb ont été beaucoup moins étudiés. Cet élément est moins mobile au

sein des végétaux supérieurs. Il est fréquemment immobilise au niveau du système racinaire.
Vangronsveld et al. (1997) ont montré lors de travau( in vitro que chez diverses espèces
r*por""r à des solutions de plomb, on pouvait noter une induction de I'activité des
peioxydases. Récemment, Rucinska et al. (1999) ont montré que I'action du Pb(NO3)z sur

Lupinus luteus provoquait une inhibition de la croissance racinaire et une modification de sa
môrphologie. Là formation de radicaux libres et I'activité des enzymes anti-orydantes ont été

étudiées (SOD, catalase, peroxydase, ascorbate peroxydase). Une augmentation dépendante
du plomb a été observée pour factivité de la SOD et de la peroxydase au bout des racines

alors que les activités catalase et ascorbate perorydase diminuent lorsque les plus hautes
concentrations en Pb sont atteintes. Ils mettent en évidence que lorsque les concentrations en
plomb sont trop fortes, le système anti-oxydant des aellules racinaires est débordé et que la

ôroissance de ces dernières diminue sensiblement. Il semblerait que pour les végétaux

I'emploi de |a catalase et de I'ascorbate perorydase soit plus judicieux que les autres activités
enzymatiques étudiées, puisque ces dernières sont directement en relation avec le peroryde

A'hyArogéne qui est synthétise lorsqu'il y a présence d'ions métalliques dans la cellule
végétale.

La première cible du Cu semble être la membrane cellulaire. De Vos et al. (1989) ont
observé que le cuiwe induit une peroxydation lipidique corrélée avec une fuite de potassiurn,

et une baisse du GSH chez Silene cucubalus.Ils ont montré que cette baisse de GSH est due à
la synthèse de PC (De Vos et al., 1992). Schat et al. (1997) ont observé chez Silene vulgaris
que le cadmium engendre un baisse du potentiel hydrique. Cette baisse provoque un stress qui

ùanit la production de proline. Cet acide aminé chélaterait le Cd au sein du cytoplasme,
essentiellement au niveau des feuilles.
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Malgré ces travauL des études complémentaires sur les impacts du stress oxydant
occasionnés par les ETM chez les bryophytes doivent être plus développées si I'on veut
pouvoir utiliser de manière fiable ces â.g*it 

"r 
comme bioindicateurs et biomoniteurs de

polluants. En effet, ma,lgré le fait que les ETM provoquent un stress orydant qui ser4 si les
conditions sont favorables, contrôlé par des enzymes ou des moléculei anti-oxydantes, ces
pTM peuvent également inhiber ces mêmes enzymes ou molécules. C'est pourquoi, il est
indispensable d'utiliser un ensemble de marqueurs biologiques et de croiser les résultats pour
réaliser des diagnostics précoces fiables et également mieux appréhender les phénomènes de
tolérance ou de non-tolérance des bryophytes faces aux polluants.

v.5- urn rslrrox DE BIoMAReuEuRS pnysror.ocreurs ET BrocHrMregES EN
ECOTOXICOLOGIE

Les activités enzymatiques anti-orydantes peuvent être modulées par des facteurs
environnementaux et par la présence de substances polluantes. Ainsi, r.r uriirrités pourraient
être utilisées en écotoxicologie comme biomarqueurs chez les bryophytes permettant de
caractériser la qualité des milieux naturels. Chez les végétaux, la plupa"rt des travaux sont
limités au domaine e4périmental à I'instar des animaux, mair chez les bryophytes, les travaux
sont quasi inexistants mis à part dans les études physiologiques chez certaines mousses vis-à-
vis du stress hydrique. C'est pourquoi d'après notre étude bibliographique, nous pouvons
Proposer deux types de biomarqueurs potentiellement utilisables ôtrez tes bryophytes : les
biomarqueurs physiologiques et biochimiques.

V.5.1 . Les biomarqueurs physiologiques

Beaucoup de mousses pleurocarpes ont été utilisees dans les études de relation entre
les métaux et certains facteurs physiologiques cornme la photosynthèse, la croissance, les
concentrations en sels minéraux (Ca lvtg...) chez Rhytidiadelpius squanonrs (Brown &
Sidhu, 1992). Brown & Whitehead (1986) ont étudié I'impact du mercure toujours chez cette
même espèce' Le mercure étant un élément métallique extrêmement toxique eide nombreuses
études préliminaires ayant présenté le Hg comme bryocide, une étude physiologique a été
nécessaire. Les résultats de ce travail ont montré que la photosynthèse et ia iespiration étaient
perturbées même à de basses concentrations en Hg.

Haselhoff & Winkler (1980) indiquent ta nette sensibilité de I'activité
photosynthétique, vis-à-vis du plomb, qui varie néanmoins selon I'espèce et selon le métal,
chez Scleropodium purum (PbCèZn). Par contre, Brown & House lilZS; ont pu menre en
évidence chez Jungermannia gracillima, non seulement son caractère cupriôole, mais aussi sa
capacité à augmenter sa photosynthèse en présence de Cu, ce dernier étant strictement
nécessaire pour le bon développement de cette hépatique. Ces résultats viennent conforter la
nécessité de mettre en évidence des modifications physiologiques intéressantes et de les
utiliser en tant que biomarqueurs d'exposition ou d'effets.
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Figure 23 : Résumé de la formation de complexes Cd-PC chez les plantes et chez
Schkosaccharomyces pombe (LMW Cd-PC, complexes Cd-PC de faible poids
moléculaire ; hmtl, transporteur tolérant aux éléments traces métalliques ; IIM\il Cd-
PC, complexes Cd-PC de haut poids moléculaire; CAD l, produit du gène cadl chez
Arabidopsis halleri modulant sa tolérance au CO-2* ; CAD2, produit du gène cad? chez
Arabidipsis halleri modulant sa tolérance au Cd2* ;ade2, ade 6, rde7, ade 8, produits
des gènes respectifs pour Schizosaccharotflyces pombe (d'après Fordham Skelton et al.,
1997).
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V .5.2. Les biomarqueurs biochimiques

Nous savons désormais que chez les bryophyes, comme chez les végétaux supérieurs,
de nombreux mécanismes enrymatiques et non enryrnatiques interviennent dans divers
compartiments cellulaires (intrachloroplastique ou extrachloroplasique). Il est généralement
admis que les bryophytes présentent un cycle de réduction du carbone photosynthétique en
C3, intégré avec un cycle d'orydation en Cz. Des catalasss (E.C. 3.2.1.6) avec des oxydases
sont les rnarqueurs enrymatiques pour les systèmes orydants. Imoto & Ohta (1985) ont isolé
des peroxysomes d'une suspension de culture de Marchantia polymorpha et ont montré que
72 o/o des activités des catalases étaient localisées dans ces organites cellulaires (cité par
Rudolph, 1990). Frederick et al. (1973) ont mesuré I'activité catalase chez Polytrichum sp.,
Leptodictyum riparium, Pellia sp., Porella sp. et chez Marchantia sp. (cité par Rudolplr,
1990). Ils concluent que chez les bryophytes cornme chez les plantes supérieures, cette
enryfiÊ' utilise le HzOz produit par l'orydation du glycolate. En comparaison avec les plantes
supérieures, les perorydases ont très peu été étudiées chez les bryophytes. Mais quelques
études ont permis de savoir que ces enrymes se trouvaient au niveau de la paroi cellulaire et
au niveau du cytoplasme. Ishida et al. (1987) présentent des résultats indiquant que I{2O2 est
formée par l'orydation soit du NADH soit du NADPH, en présence de IMnClz, à I'aide des
perorydases associées à la paroi cellulaire, la réaction étant stimulée par des phénols, comme
le 2, 4-dichlorophénol ou I'acide p-coumarique (cité par Rudolplr, 1990).

De nombreux travaux, depuis une vingtaine d'années chez les végétaux supérieurs, ont
permis de mettre en évidence les diftrentes interactions entre les polluants et les molécules
biologiques. Deux tlpes d'enzymes sont classiquement utilisés en tant que biomarqueurs
d'exposition: les enrymes de biotransformation, en particulier les monoorygénases à
cytochrome P450, et les acétylcholinestérases. Les enzymes de la peroxydation lipidique et du
stress oxydant (peroxydases, super oryde dismutases, catalases) constituent une autre classe
d'enrymes intervenant dans les mécanismes de détoxication dont les possibilités d'utilisation
comme biomarqueurs d'exposition ou d'effets font actuellement I'objet d'études chez les
bryophytes.

Chez d'autres espèces de bryophytes et en particulier les sphaignes, des acides
particuliers sont synthétises au niveau intracellulaire et présentent des propriétés chélatantes
vis à vis des métaux (Ramos et al.,1993\. En effet la capacité pour les sphaignes d'accumuler
les cations et donc les métaux a été pour la première fois observée par rWilliams & Thompson
en 1936 (Ramos et a1.,1993). Des acides polyuroniques ont été découverts à des taux compris
entre l0 et 30 o/o de la masse totale de la mousse à l'état sec. Enfiru divers acides organiques
sont naturellement synthétises par les bryophytes. Il semblerait probable que d'autres acides
organiques et en particulier des substances polyphénoliques peuvent intervenir dans la
chélation de cations métalliques. Enfin, I'utilisation de composes polymères riches en
groupements thiols, cornme les phytochélatines, semble très intéressante. Chez les végétaux
supérieurs, ces polymères du glutathion chélatent les ions Cd2* présents au niveau cellulaire
(frg. 23). Néanmoins, la présence de ces phyochélatines chez les bryophytes n'a pas encore
été démontrée.

Nous pouvons donc résumer dans le tableau suivant (ab. 17) les pises intéressantes à
suiwe en ce qui concerne I'utilisation potentielle de biomarqueurs de stress chez les
bryophytes.
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Biomarqueurs biochimiques Biomarqueurs physi ologiques

SOD
Cyochrome P450
Malondialdéhyde
Glutathim (GSFD
Peroxydases
Catalases
Ascorbate peroxydase
Nitate réductase
Protéines de stress HSP
Metallothiméines

La photosynthèse
Taux de chlorophylles a et b
ATP
Potassium
Calcilnn
Magnesium
Fer
Cuitne

Biomarqueurs de efu otoxicité Biomaroueurs de mutasénécité

Adduits (8OHdG...)
Dimeres de thymine
Pontage inra/inter-hins
Coupe de lâDN

Micronoyaux
Cassne de chromatides

Tableau 17 : Biomarqueuns à prendre en considération lors d'utilisation de bryophytes
pour le diagnostic précoce de pollutions dues à des xénobiotiques.

&substituted-&hydrory-1, Nz-propano-dG

*-o*

7-substituted-1, N2etheno4G 7-substituted-l, N6+theno-dA

Figure 24 : Principaux adduits formés durant les réactions des composés énal, ainsi que

de leurs produits d'époxydation avec I'ADN (d'après Burcham, 1998).
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Plusieurs types de mesures physiologiques, réalisées au laboratoire ou en milieu
naturef peuvent être utilisées. La mise en relation de paramètres individuels (croissance,
reproductiorl etc.) avec I'estimation de la consommation d'énergie et des réserves
énergétiques disponibles pour le métabolisme constitue une approche intéressante. Elle
permet, en effet, d'évaluer l'évolution de l'état de santé de I'individu et les conséquences
potentielles sur les populations à partir de paramètres biochimiques facilement mesurables.
Les bryophytes mises en contacts directs ou indirects avec les éléments traces métalliques
permettent dans certains cas de mettre en évidence de tels biomarqueurs (biochimique etlou
écophysiologique). L'émission de fluorescence au niveau de la chlorophylle par des
bryophytes et donc des modifications sensibles de I'activité photosynthétique, apportent des
éléments supplémentaires quant à la pertinence de I'utilisation des biomarqueurs chez ces
organismes végétaux. Néanmoins, des stress autres que ceux liés aux métaux sont révélés
dans différentes études. Des mécanismes d'adaptation particuliers combattant les effets liés au
stress de la perte en eau en sont un exemple. Enfin, il semble intéressant de pouvoir comparer
les activités physiologiques et biochimiques des bryophytes avec celles des plantes
supérieures afin de mettre en évidence des pistes plus précises quant à l'étude de ces
biomarqueurs d'exposition précoce. L'utilisation de biomarqueurs de génotoxicité permettra
d'affirmer ou de confirmer certains diagnostics lors de contamination par certains polluants
particuliers. La fixation des contaminants sur des macromolécules. conduisant à la formation
d'adduits sera un de ces exemples. Le dosage des nucléotides de I'ADN modifié par des
agents génotoxiques constitue des mesures plus exactes de la dose interne individuelle que la
mesure des concentrations dans I'air environnant. Néanmoins, dans l'état actuel des
recherches, ces méthodes ne permettent d'apprécier que le niveau d'exposition. En effet du
point de vue écoépidémiologique, aucune relation n'a encore pu être établie, par exemple
entre la fréquence de formations des adduits arD( rnacromolécules et la proportion de cancers
chez les individus régulièrement exposés à des substances génotoxiques. Les adduits à |ADN
(slg. 2q chez certains végétaux ont été utilisés comme biomarqueurs d'e4position à des
substances génotoxiques présentes dans le sl, I'eau et dans I'air (par exemple le
benzo(a)pyrène). D'autres adduits, comme la SOHdG peuvent également être mis en évidence
chez les végétaux supérieurs et chez les bryophytes. A ce jour, nous n'avons vtr aucune
réference bibliographique montrant que ce tlpe d'adduit était utilisé chez les bryophytes.

Une utilisation synergique de ces biomarqueurs permettraient de mettre en évidence de
manière plus rapide des problèmes environnementaur chez des organismes sentinelles
appropriés. Ainsi, nous pourrions réaliser de manière encore plus précoce des diagnostics
concenmnt la qualité de nos écosystèmes et intégrer de manière globale, grâce à la démarche
écotoxicologique, I'ensemble des impacts des polluants sur I'environnement.
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f. EnroE BRyosoaoLooreuE

Les effets néfastes sur la flore bryologique dus à la mauvaise qualité de I'air sont
connus depuis bien longtemps, mais ce fut Wilson (1900) qui le premier observa la grande
diminution de I'abondance de certaines mousses et hépatiques a* alentours des gfandes
villes du nord de la Grande-Bretagne. Il évoquait I'extinction pour les genres (Jlota et
Orthotrichun. Barlcnan (195S) fut un pionnier en ce qui concerne I'utilisation des bryophytes
pour évaluer la qualité de I'environnement.

De façon générale et sans distinction de tlpe de polluant, nous pouvons affirmer que
les principaux effets de la pollution sur les bryophytes sont une diminution de la diversité àes
espèces, de leur vitalité et de leur fertilité @e Sloover & Le Blanc,1970; Gilbert, lg70).

Depuis le premier article de Rtihling & Tyler (1968), les mousses ont été utilisées dans
de nombreu( pays de I'hémisphère Nord pour donner une estimation de la déposition
atmosphérique des métaux dans une région donnée, à la fois en tant que bioindicateur actif ou
passif La large distribution des bryophytes et leur grande capacité d'accumulation des
métaux en font des organismes de choix pour I'analyse de sites pollués à divers degrés.

Des mousses cupricoles appartenant arD( genres Grimmia, Gymnocolea, Scopelophila,
Mielichhoferia ont été décrites par Persson en 1956. Brown & House (1978) ont découvert un
écotlpe cuirne-tolérant de I'hépatique Jungermannia gracillima, chez qui la photosynthèse
est stimulée par une concentration donnée en cuiwe, démontrant ainsi que I'hépatiquè aurait
un besoin spécifique en cet élément. Plus récemment, des études ont été menéei par Shaw et
ses collaborateurs (Shaw, 1987a,1987b ; Shaw et a1.,1987, 1989 ; Shaw & Andeison, 1988).
Nous citerons les études de Shaw (l9S7a) concernant Scopelophila cataractae dans six
localités aux Etats-Unis d'Amérique. L'analyse chimique de differents substrats a mis en
évidence qu'une seule population supportait un fort enrichissement en cuiwe. Divers
échantillons de cette population ont été cultivés e4périmentalement sur quatre sols
diftremment contaminés en cuiwe, plomb et zinc, il s'est avéré que Scopelophila cataractae
supportait le mieux la pollution par le cuiwe. D'après Sotiaux & De Zuttere 11eS1, toutes les
localités actuellement connues de cette bryophyte en Europe se situent sur des déchets
souvent très riches en divers éléments traces métalliques (boues de lavage, scories et culots de
fonderie) à proximité d'anciennes usines de traitement de minerais di métaux non-ferreux
(sites artificiels).

Persson (1948), Noguchi (1956), Shacklette (1965a 1965b, 1967), entre aurres, onr
discuté de leurs propres observations ou expériences sur les bryophytes apparemment
cuprophiles. Même si de nombreux bryophytes semblent montrer un haut degré dè toErance
vis-à-vis de sols riches en métaux, il ne semble y avoir qu'un nomb,re très limité d'espèces
strictement infeodées aux milieux naturels ou artificiels riches en éléments traces métalliques.

Sotiaux & De Zuttere (1987) ont montré que des communautés bryophytiques
retrouvées sur des sols fortement contaminés en métaur étaient composées parfois à'éspéces
infeodées à ce tlpe de sol, mais également d'espèces plus ubiquistes présentant une toléiance
importante en présence de fortes concentrations en éléments traces métalliques dans le sol.

La région Nord-Pas-de-Calais renferme un certain nombre de sites pollués situés à
proximité d'usines de traitements de minerais de métaux non-ferreur (Pb, Zn, Cd) encore en
activités (Noyelles Godault, Auby) ou en arrêt depuis 1963 (Mortagne-du-Nord). Sur deux de
ces sites, Sotiaux & De Zutterc (1987) avaient noté la présence de Scopelophila cataractae
ainsi que de Cephaloziella divaricata @oullet, 1989). Les auteurs- onf essentiellement
envisagé l'écologie et la chorologie de Scopelophila cataractae en Europe. Aucune
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Figure 25 : Localisation des sites d'étude des communautés bryophytiques.

Photographie 1 : Exemple de communauté de bryophytes (photo Franck Denayer)
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corrélation n'a été établie entre le degré de contamination des sols et la composition des
groupements bryologiques observés dans la région Nord-pas-de-Calais.

Le but de cette étude est de décrire les groupements bryologiques terricoles
caractéristiques des sites calaminaires de la région Nord-Pas-de-Calais. Nous nous proposons
d'étudier les corrélations entre les teneurs en Cd, Pb et Znet la composition floristique de ces
sols, afin d'établir un outil de diagnostic pertinent des sites pollués en éléments.

Les relations entre la végétation bryophytique terricole et les paramètres édaphiques
GH, C/NI (carbone I azote), N (azote organique), CEC (capacité d'échanges cationiques), MO
(matière organique) et concentrations en Cd, Pb et Zn) des sites calaminaires du Nord-Pas-de-
Calais ont été étudiées par diftrentes analyses statistiques (ACP, AFD et AFCM). La
corrélation significative entre les classements bryoflorisiques et édaphiques implique une
forte valeur bioindicatrice de sols pollués aux douze groupements bryophyiques mis en
évidence. Cette valeur bioindicatrice a été affnée en prenant en compte les stades
physiologiques de chaque espèce (stérilité, fertilité, maturité, vitalité) ce qui a permis de
diftrencier trois classes de bryophytes caractérisees chacune par une grrrrme de
concentrations des sols en Cd. Pb etZn.

I.1. Srrns D'ETUDE

Cinq sites ont été retenus dans la Région Nord-Pas-de-Calais : trois terrains
calaminaires (deux à Auby et un à Mortagne-du-Nord, Nord), un terril minier (Harnes, Pas-
de-Calais) et un site témoin (Flines-les-Mortagne, Nord) (fig. 25).

Les terrains calaminaires du Nord-Pas-de-Calais correspondent à d'anciens crassiers
où ont été amassés les résidus provenant de la métallurgie des minerais de plomb et de zinc.
Les sites d'Auby (AH, ABA) sont localises à proximité immédiate de I'usine Union Minière
qui traite les minerais de zllnc depuis la fin du )flXème siècle. A la pollution des sols
engendrée par le dépôt des scories résiduelles de I'exploitation des minerais, s'ajoute une
pollution atmosphérique. Pour I'année 1995, on estimait les rejets annuels atmosphèriques de
Cd, Pb et Zn respectivement à 0,09, 3 et 1240 kg pour Union Minière (Auby) et à 780, 26 790
et 34 570 kg pour Metaleurop @vin-Malmaison), la production annuelle étant de plus de
283 000 tonnes de zinc et de 152 000 tonnes de Pb pour ces deux usines (DRIRE, 1996). Sur
le site de Mortagne-du-Nord (MN), I'industrie métallurgique a cesse ses activités depuis
1963. De tels sites sont colonisés par une végétation particulière appelée pelouse calaminaire.
On y observe des métallophytes absolus, i.e. des végétaux liés exclusivement aux sols
métallifères : Armeria maritima Willd. subsp. halleri (Wallr.) Rothrn, Cardaminopsis halleri
(L.) Hayek, Silene vulgaris (Moench) Garcke subsp. vulgaris var humilis Schubert. D'autres
végétaux non nécessairement liés à la présence de métaux dans les sols, tels que
Arrhenatherum elatius (L.) Beauv. ex J. et C. Presl Agrostis capillaris L., Calamagroitis
epigeios (L.) Roth ainsi que des bryophytes et des lichens sont également présents sur ces
sites ; on les qualifie de pseudo-métallophytes (Larnbinon & Auquier, lgftst. D'un point de
vue synsystématique, les végétations calaminaires des sites étudiés constituent une forme
appauwie de l'Armerietum halleri cardaminopsidetosum halleri Emst 1965 (Van Haluwyn et
al., 1987). L'originalité de ces végétations a permis le classement du site de Mortagné-du-
Nord en Zone Nationale d'Intérêt Ecologique Faunistique et Floristique (ZNIEFF).
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Le terril minier de Harnes ftI) est essentiellement colonise par une pelouse rase à

bryophytes et à lichens. Une strate herbacée ainsi qu'une strate arbustive sont faiblement
représentées.

Le site témoin (TFIO correspond à une ancienne carrière de sable acide, non loin
d'une forêt domaniale sur sable teniaire présentant des assises dites e3 et e2, colonisée en
partie par une pelouse rase à bryophytes et lichens.

I.2. PnUTVEMENTS ET ANALySES DES soLS

Un échantillon de sol (moins de l0 cm de profondeur) a été prélevé systématiquement
dans chaque relevé de bryophytes ; I'Institut National de la Recherche Agtonomique (INIRA,"

Arras) en a déterminé les caractéristiques physico-chimiques : pH, azote organique, rapport
CÂ'{, capacité d'échanges cationiques (CEC), matière organique. Les protocoles utilisés
correspondent aux nonnes fiançaises en vigueur (normes AFNOR).

Les dosages des éléments traces métalliques ont été réalisés au Centre Universitaire de
Mesures et d'Analyses de I'Université de Lrlle? (CUMA).

Après sechage et tarlisage (2mm) des sols prélevés, un échantillon de 250 mg est
soumis àune minéralisation acide (technique dite à I'eau régale Norme AFNORNF X3l-
l5l) : 2 ml HNO3 (65 yo),3,5 ml HCI (30 yo), I ml d'eau ultra-pure. Chaque échantillon est
mis à l'étuve à 60" pendant 36 heures. Les dosages sont réalisés par spectrométrie
d'absorption atomique de flamme airlacétylène (Perkin Elmer 2100 à correction par lampe au

deutérium). L'estimation de I'erreur (t l0%) comprend tout le processus de la réception des
échantillons aux dosages.

l.2.1.Protocole de dosage des éléments traces, norme AFNOR X 31-151 (1996)

I.2.1.1. PnnqcpE

Le dosage consiste, dans un premier temps, à mettre en solution les éléments par un
métange d'acides (i.e. la phase de minéralisation). On dose ensuite les éléments par
spectrométrie d'absorption atomique.

I.2.I .2. MOOP OPERATOIRE

Les échantillons sont sechés à température constante (29" C) pendant plusieurs jours.

Ils sont ensuite tamisés à I'aide d'un tamis de 2 mm de maille. La masse standard de
l'échantillon est de 250 mg.

La mise en solution des éléments se fait par une attaque acide associant 3,5 ml d'acide
chlorhydrique à 30 o/o (Acros), 2 ml d'acide nitrique à 65 % (Acros) et I ml d'eau bidisillée
(technique dite à I'eau régale). Cette mise en solution s'effectue dans des piluliers en
polyuréthane résistant aux acides. Les piluliers sont placés à l'étuve à 60'C pendant deux
jours. Les échantillons sont ensuite filtrés à I'aide d'un papier filtre sans cendre. Les solutions
obtenues sont placées dans des fioles jaugées en velre et le volume est ajusté à 50 ml par de
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I'eau bidistillée. Cette solution est prête pour effectuer
métalliques.

Les dosages de cadmiunr, plomb et zinc ont

les dosages des éléments traces

été effectués par spectrométrie
d'absorption atomique de flamme air/acétylène. Nous avons utilisé un appareil Perkin-Elmer
2100 à correction par lampe au deutérium. La longueur d'onde employée pour le Zn est de
213,9 n{n (seuil de détection : I mg.fr), celle pour le Pb de 283,3 nm (seuil de détection :
20 mg.l-t) et celle pour le Cd de 228,8 nm (seuil de détection : 2 mg.lr). Nous avons dû, pour
les échantillons des sites contaminés, fréquemment pratiquer des dilutions (l/10, l/100 et
1/l 000) avec de I'eau bidistillée. Chaque mesure est réalisee deux fois. Les résultats sont
exprimés en mg.kg-' de sol.

Le dosage du calcium total a été réalisé selon le même principe, mais la mise en
solution s'opère par un mélange de 5 ml d'acide perchlorique (HCIO+) et de 5 ml d'acide
fluorhydrique (FIF). Les résultats sont exprimés en g.kg-r de sol.

1.2.2. Protocole de dosage de la matière organique (MO), norme AFNOR NF X 31-
10e (1ee2)

1.2.2.1. PRmcpe

Il est basé sur la réduction du chrome VI en chrome III par le carbone organique du
sol. Le taux de matière organique est calculé par un coefficient multiplicateur à partir du taux
de carbone.

I.2.2.2. MooB oPERAToTRE

Un échantillon de 25 mg de terre est broyé dans un broyeur à garniture d'agate.
L'échantillon broyé est introduit dans un tube jaugé dans lequel on ajoute 5 ml de solution de
bictnomate (KzCrzOz solution à I % n/V) puis 7 ,5 ml d'acide sulfurique. Au fur et à mesure
de I'addition de I'acide sulfurique, les tubes sont placés dans un bloc chauffant et laisses 30
minutes. On ajoute ensuite 50 ml d'eau bidistillee puis les tubes sont refioidis dans un bain
d'eau. Les solutions à température ambiante sont complétées avec de I'eau bidistillée et le
volume ajusté à 75 ml. Après homogénéisation, les tubes sont laissés à décanter pendant une
heure. Une aliquote de chaque solution est transËrée dans des tubes pour une centrifugation à
2 000 G pendant l0 minutes.

Les solutions sont transferées dans des cuves de spectrocolorimètre (À: 585 nm). La
gamme d'étalonnage est réalisée avec des solutions de glucose (solution de 0 à l0 g de
glucose par litre). Les résultats sont exprimés en g.kg' de sol.

1.2.3. Détermination de la capacité d'échanges cationaques (CEC), norme AFNOR NF
x 31-130 (1993)

Il existe trois méthodes normalisées : la méthode à I'acétate d'ammoniunL la méthode
au chlorure de cobaltihexamine et la méthode à I'oxalate d'ammoniurn Dars ce paragraphe,
nous décrivons la méthode à I'acétate d'ammonium qui a été utilisée.
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I.2.3.1. PnrNcPe

La capacité d'échange cationique d'un échantillon de sol est la quantité totale de
cations que l'échantillon peut retenir sur son complexe adsorbant à un pH donné. Dans un
premier timps, on effectue un échange entre les cations de l'échantillon et les ions ammonium
èn solution La deuxième phase est un rinçage des ions ammonium en excès. La troisième
étape est I'extraction des ions ammonium fixés dans l'échantillon. Enfin, la dernière étape est
la détermination de ta CEC par le dosage des ions ammonium fixés.

T.2.3.2. MOON OPERATOIRE

Un échantillon de 2,5 g de sol est placé dans une allonge de percolation. Cette allonge
est remplie avec une solutionl'acétate d':ammonium (CzHNô2, pH : 7 ; 1 mol.l t) que I'on
laisse percoler. Au total, il faut réaliser cinq percolations. L'échantillon est ensuite rincé à
l'alcool éthylique. Il est généralement nécessaire d'effectuer six rinçages potll obtenir une
élimination complète des ions ammonium en excès. A la suite du rinçage, l'échantillon est
mis à sécher environ douze heures à température arnbiante.

L'échantillon est placé dans un récipient à agitation. L'extraction des ions ammonium
est réalisée grâce à 50 ml de NaCl (l mol.Ir). L'agitation dure I heure.

La solution est ensuite filtrée (sur filtre sans cendres). Vingt-cinq millilitres du filtrat
sont versés dans le ballon d'un appareil à distiller, ainsi que l0 ml de soude (solution aqueuse
à 33%). Le volume est complété à 200 ml avec de I'eau distillée. Quarante millilitres de
solution d'acide borique et quelques gouttes d'indicateur de Tashiro sont placées dans le
flacon de recupération du distillat. Le dosage est réalise par spectrocolorimétrie à une
longueur d'onde de 660 nm. La concentration est déterminée par rapport à une gamme
d'étalonnage. Les résultats sont exprimés en cmol+/kg.

1.2.4 Détermination de la teneur en azote total, méthode de Kjeldahl modifiée, norme
AFNOR X31-111 (1995)

I.2.4.1PnrNcpE

Ce dosage repose sur une minératisation de I'azate total. Initialement, la méthode de
Kjeldatrl utilise le sélénium comme catalyseur. Dans cette version modifiée, le sélénium est
remplacé par du dioryde de titane.

I.2.4.2. MOON OPERATOIRE

On place un échantillon de I g de sol dans un matras de minéralisation en velre ou en

Téflon. La minéralisation débute par I'ajout de 4 ml de mélange d'acide salicylique et d'acide

sulflrrique (25 g d'acide salicylique CzFIoOs dans I I d'acide sulfirique HzSOo;. On agite le

matras jusqu'à obtention d'une phase homogène de sol et d'acides. Ce mélange doit reposer
plusieurs heures (une nuit).
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On ajoute 500 mg de thiosulfate de sodium (NazSzOr), puis on chauffe
progressivement le matras jusqu'à la disparition de la mousse formée. Après refroidissement,
on ajoute 1,1 g du mélange catalytique. Ce mélange se compose de 200 g de sulfate de
potassium (ILSoo;, 6 g de sulfate de cuiwe (CuSo+, 5Hro) et 6 g de dioryde de titane
(TiO2), broyés et homogénéises. On chauffe à nouveau le matras (to < 400oC), jusqu'à ce que
le mélange réactionnel devienne clair (durée 2 à 5 h). La minéralisation est alors terminée.
Après reÊoidissement à ternpérature arnbiante, on ajoute 20 ml d'eau distillée sans agitation.
Le contenu du matras est additionné de 20 ml d'hydroryde de sodium (10 mol.l t) et ensuite
transftré dans un appareil à distiller. On verse 5 ml d'une solution aqueuse d'acide borique
(HrBO:, 20 g.lt) dans une fiole conique de 100 ml placée en sortie du condenseur, son
extrémité plongeant dans la solution. Après distillation, on ajoute quelques gouttes
d'indicateur coloré (vert de bromocrésol), puis. on titre avec de I'acide sulfurique jusqu'à
virage violet. Les résultats sont exprimés en g.kg-l de sol.

1.2.5. Détermination du pH, norme NF X 31-103 (1992)

Vingt grammes de sol sec tamise sont placés dans un becher de 150 ml. On ajoute 50
ml d'eau distillée et un barreau aimanté. L'eau et l'échantillon sont mélangés pendant au
moins cinq minutes. La mesure s'effectue au pH-mètre (Hanna HI 8520, Linoslheim).

I.3. RurvES DES BRyopHyrES

Trente neuf relevés ont été réalises sur les cinq sites d'étude selon h methJae
phytosociologique sigmatiste (de la SIGMA, Station Internationale de Géobotanique
Méditerranéenne et Alpine, fondée par J. Braun-Blanquet à Montpellier), née des échanges
entre le Zurichois J. Braun-Blanquet (lSS4-1980) et le Montpelliérain J. Pavillard (1868-
1961). Nous avons effectué la technique du prélèvement intégral : un échantillon représentatif
de chaque relevé est emmené au laboratoire pour une détermination la plus exhaustive
possible (photo l).

La méthode phytosociologique requiert tout d'abord d'avoir une perception globale du
terrain sur lequel nous travaillons, puis essayer de distinguer des formes CËmentaires qui
peuvent correspondre atu( individus d'association. L'objet élémentaire de la phytosociologie
sigmatiste est I'individu d'association homogène, il faut donc réaliser le relevé sur une aire
minimale homogène, c'est-à-dire une aire sur laquelle le nombre d'espèces rencontrées
n' augmente pratiquement plus.

Nous allons donc décrire I'individu d'association délimité par son homogénéité interne
en effectuant la liste des espèces présentes sur cet individu d'association; on y ajoute des
coefficients semi-quantitatifs d'abondance-dominance traduisant I'importance dé chaque
espèce dans I'individu d'association étudié. Depuis Braun-Blanquet, on s'accorde sur
l'échelle suivante :

recouwement de I'espèce supérieur à75 yo de la surface ;
recouwement de I'espèce compris entre 50 %o et 75 %o ;
recouvrement de I'espèce compris entre 25 %o et 50 %o ;
recouwement de I'espèce compris entre 5 o/o et25 %o:

5
4
3
2
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I : recouwement de I'espèce inferieur à 5 o/o, espèce peu abondante ;
* : recouwement de I'espèce très faible, espèce très peu abondante.

Il arrive de trouver dans des travaux les lettres r (espèce très rare) et i (espèce

représentée par un individu unique).

Le relevé tlpe comPrend :

- le numéro du relevé (utilisant en général le format aalrrrn'lfi et la localité précise ;
- la surface totale du relevé ;
- le pourcentage de recouwement de la flore phanérogamique ;
- le pourcentage de recouwement de la flore cryptogamique'

Les associations végétales décrites occupent soit les terrains calaminaires du PRC, de

Mortagne-du-Nord, du terril de Harnes, soit le site situé à Flines-les-Mortagne dans le nord de

la France. Un transect a été effectué sur chaque station mettant en relation des variations de

composition floristique et les caractères physico-chimiques des sols correspondant aux cinq

stations (fig. 25).

L'aire minimale pour la végétation cryptogamique est en général de 50 à 500 crn3.

C'est pourquoi, il est conseillé de prélever sur le terrain des plaques de l0 cm x l0 cm

(prélèvement intégal) ; sur le terrairl les mousses sont selectionnees à l'æil nu, puis à la

làup" afin de réaliser les relevés pour ensuite les regarder à la loupe binoculaire au

laboratoire. Ainsi, le nombre d'espèces présentes et non observées décroît sensiblement.
Une fois les espèces décrites et les coefficients d'abondance-dominance donnés, s'il

n'y a pas eu de prélèvement intégral il Èut alors mettre la bryophye dans une enveloppe et

io""*è son nomprésumé (ou lui assigner une lettre) avec le numéro du relevé. Dans tous les

culs, une confirmation est nécessaire soit à la loupe binoculaire, soit le plus souvent en

complément au microscope.
Lorsque I'espèce est inconnue, il faut distinguer les mousses pler.rocarpes et

acrocarpes, âes hépatiques à thalles ou à feuilles et des sphaignes. Ensuite arrive le travail de

détermination tæronomique sans laquelle toute approche toxicologique du problème est

inutile.
La détermination a été réalisee à partir des ouwages de Smith (1978a et b), Landwehr

(19S0 et 1984) et grâce aux herbiers de la Station Scientifique des Hautes-Fagnes (Pr.

Schumacker).
Il nous a aussi semblé utile de prendre en compte les variations non génétiquement

fixées que sont les stades physiologiques observés car ils pourraient être associés aux

conditions du milieu étudié. Ces unités systématiques ressortissent à la notion d'écodème

(reprise sous le nomd'écophène par Julve 1993) définie par Gillet et al. (1991): ensemble des

àrganismes d'une même àspèce, parvenus à un même stade ontogénique, et partageant à un

moment donné un même milieu isotrope. Elles se rapprochent aussi des unités biologiques

fonctionnelles de Sastre (1994), nom que I'on retiendra ici sous I'abréviation UBF.

Les principales unités que nous avons mises en évidence sont indiquées par les signes

s (présence d'un sporophyte), j (état juvénile) et * (vitalité réduite).
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I.4. TnITTEMENT DES Dor\rrrEES

L'ensemble des données a été traité à I'aide du logiciel STAT-ITCF 4.0 .
Une analyse factorielle des correspondances (AFC) a permis de traiter les données

floristiques. Les paramètres physico-chimiques ont été exploités par analyse en composantes
principales centrée réduite (ACP). Une analyse factorielle en composantes multiples (AFCM)
a permis de mettre en évidence les relations possibles entre les unités biologiques
fonctionnelles (JBF) et les valeurs des variables physio-chimiques.
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Mortagpe-du-Nord

Flines-les-Mortagne

Temils miniers
Sites métalliferes tès
contaminés

Figure 26 : Localisation des sites d'étude des communautés bryolichéniques.
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II. EruDE BRvoEcHENosoctoLogrQUE

II.1. DnscRrprroN DES sITES ETUDIES

Nous avons étudié les communautés bryolichéniques terricoles sur des sites présentant

des degrés de contamination en éléments traces métalliques divers. Nous avons retenus 6 sites

dans la région Nord-Pas-de-Calais (fig. 26): deux terrains métalliÊres fortement contaminés,

Auby et Mortagne-du-Nord ; trois terrils miniers, Harnes, Carvin et Auberchicourt présentant

une contamination intermédiaire et un site témoin à Flines-les-Mortagne.

11.1.1. Les sources d'élément traces métalliques du secteur d'étude du Programme
de Recherches Concertées (PRC)

Le programme de recherches concertées, présenté en introduction de ce travail, est

centré sur la région de Douai polluée par les éléments traces métalliques. Les principales

sources industrielles sont clairement identifiées. Il s'agit de deux entreprises de traitement des

métaux non ferreux: Metaleurop et Union Minière. L'entreprise Metaleurop a produit en

lgg5, 152 303 tonnes de plomb et 99 463 tonnes de zinc (DRIRE, 1996). Elle exploite du

minerai contenant essentiellement du sulfure de plomb (la galène), du sulfate de zinc (la

blende) et du sulfate de cuiwe. Un cortège de diftrents éléments comme le bismuttu le

cadmiunç I'antimoine, I'arsenic et l'étain accompagne les premiers éléments cités.
L'entreprise Union Minière produit essentiellement du zinc. En 1995,la production a

atteint 229 783 tonnes (DRIRE, 1996). L'exploitation du zinc réalisée à partir de minerais tels
que la calamine (silicate de zinc). De nos jours, il s'agit plus fréquemment de la blende.

Les deux entreprises présentes sur les secteurs du PRC émettent également du dioryde
de soufre, des oxydes d'azote et des poussières. Enfin, de nombreuses sources de pollutions

diffirses viennent s'ajouter à ces installations industrielles : centres urbains, réseaux routiers
denses, parcelles agricoles. . .

11.1.2. Description des sites métallifères

Les sites métallifrres sont d'anciens crassiers de I'entreprise Union Minière. Des

résidus provenant du traitement des minerais de zinc ont été amassés sur ces terrains.
Le site d'Auby est situé à proximité de I'usine Union Minière. Ce site a une surface

d'environ 15 000 rnt. Il est délimité par une voie de chemin de fer à I'ouest, la départementale
D420 à I'est et deux propriétés au nord et au sud. Ce terrain se situe en zone urbanisée, à
proximité de la cité Asturienne. A I'heure actuelle, le site d'Auby appartient à la Compagnie

des Charbonnages de France.
La végétation phanérogamique observée est particulière (Van Haluwyn et al., 1995).

On retrouve des métallophytes absolus (i.e. végétaux liés exclusivement aux sols

métallifrres) : Armeria maritima Willd. subsp. halleri (rWallr.) Rothm., Cardaminopsis halleri
(L.) Hayek, Silene vulgaris (Moench) Garcke subsp. vulgaris var. humilis Schubert.

D'autres végétaux qui ne sont pas nécessairement liés à la présence de métaux dans les
sols (i.e. pseudo-métallophytes) tels que Arrhenatherum elatius (L.) Beauv. ex J. et C. Presl,
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Agrostis capillaris L. et Calamagrostis epigeios (L.) Rothy (Van Haluwyn et al., 1995) ont

également été observés.
Du point de vue synsystématique, la végétation calaminaire de ce site constitue une

forme appauwie de la sous-association Cardaminopsidetosum halleri de l'Armerietum halleri

Ernst 1965 (Van Haluwyn et a1.,1987). Quelques arbres sont présents tels que des Populus

sp. ou Acer campestre L.

L'activité industrielle du site de Mortagne-du-Nord a cessé en 1963 et de nos jours,

les installations ont été reconverties. Le site est abandonné à I'heure actuelle.
Le terrain se situe à I'entrée de la ville de Mortagne-du-Nord, sa surface est plus

importante que la précédente (plusieurs hectares). Il est limité à I'ouest par la D268, à I'est par

la Scarpe canalisée, au nord par le reste des installations industrielles et au sud par un terrain
privé. Il a fait I'objet de travaux, notamment I'apport de terres et le passage d'engins de

chantier, afin d'éviter la circulation des voitures.
La couverture végétale, lichénique et bryophytique est hétérogène. Des pelouses rases

à lichens et bryophytes se développent par plaques. La végétation phanérogamique n'est pas

très développée ; la strate arborescente est essentiellement représentée par le bouleau ; la

strate herbacée est dominée par diverses graminées et Cardaminopsis halleri.

11.1.3. Description des terrils miniers

Les terrils de Carvin et de Harnes sont des terrils miniers. Les terrils sont composés de
stériles, qui constituent la gangue minérale du charbon non exploitée. En fonction de la
période, et de la méthode d'exploitation, cette gangue a été plus ou moins purifiée et des
quantités non négligeables de charbon peuvent persister sur les terrils. Elles sont néanmoins

trop faibles pour être utilisees d'une manière rentable.
Le terril de Carvin se situe sur la cofllmune d'Estevelles, en zone rurale, entouré de

surfaces agricoles. C'est un terril conique avec à sa base plusieurs plates-formes successives
où nous avons réalisé nos relevés. Nous y avons observé 36 espèces de végétaux supérieurs.
La couverture végétale des plates-formes est assez homogène avec la présence de Sedum
acreL. en abondance, de grandes graminées (telles qu'Arrhenatherum elatius) et d'espèces
arbustives à la base de la pente.

Le terril de Harnes occupe une place tout à fait diftrente par rapport au précédent. Il

se situe en effet dans une zone fortement urbanisée : Fouquières-les-Lens au sud, Harnes au
nord et à proximité d'une zone industrielle. L'autoroute Ml pÉNSe à environ I kilomètre au
sud. Le site a récemment fait I'objet d'un aménagement paysager. C'est un tenil plat qui

possède une terrasse supérieure importante. Celle-ci se caractérise par la présence de buttes
allongées dans le sens de la longueur du terril. Ces buttes sont dans la majorité des cas

dépourvnes ou pauvres en végétaux supérieurs (dominance du Sedum ocre et de diverses
graminées), laissant apparaître la végétation bryolichénique.

Le terril d'Auberchicourt (Lécuru & Courtecuisse, 1998), encore appelé, terril de

Sainte-Marie se situe à cheval sur quatre communes (Auberchicourt, Ecaillon, Bruille-les-
Marchiennes, Aniche), au milieu d'un triangle délimité par Douai, Valenciennes et Carnbrai.
Il se trouve donc dans le département du Nord, arrondissement de Douai, canton de Douai-
Sud. Les distances du site par rapport aux trois grandes villes citées sont : 12 km de Dotnl24

km de Valenciennes. 17 km de Cambrai et 45 km de Lille.
Le terril Sainte-Marie est édifié sw un socle ancien de roches schisteuses et de grès



109

carboniftres (ardoises carboniÊres, argiles schisteuses, anthracites, calcaires carbonifrres,
alternance de grès, de schiste, de houille et de fer carbonaté...).

L.1.4. Descript ion du si te témoin

Le site de Flines-les-Mortagne est situé en bordure de la forêt de Flines et non loin de
I'aérodrome. Il a I'aspect d'une ancienne carrière de sable. C'est un milieu ouvert, présentant

une pente prononcée vers le sud. La végétation bryophytique est plus développée que la

végétation lichénique.

II.2. MnrsoDol-ocrr DES R-ELEvES BRyoLICHENoSocIoLocIQUES

Nous avons effectué nos 36 relevés selon la méthode sigmatiste (de la SIGMA, Station
Internationale de Géobotanique Méditenanéenne et Alpine, fondée par J. Braun-Blanquet à
Montpellier), née des échanges entre le zurichois J. Braun-Blanquet (1884-1980) et le
montpelliérain J. Pavillard (1868-1961). Nous avons relevé aussi bien les végétaux supérieurs
que les bryophytes et les lichens. Cependant, pour respecter les objectifs de ce travail, nous
avons effectué le traitement des données uniquement sur la strate bryolichénique. De plus,

selon Gillet et al. (1991), celle-ci peut-être considérée comme indépendante de la strate
phanérogamique.

Nous avons prospecté I'ensemble des diftrents sites. Après cette première étape, nous
avons distingué des aires où la végétation bryolichénique était la plus homogène, permettant
de définir I'individu d'association. Il faut respecter une aire minimale qui fait en général de 50
à 500 cm2 pour la végétation lichénique et bryophytique.

Une fois I'individu d'association défini, nous avons récolté I'ensemble des espèces
dans des boîtes (boîtes de culture Sigma). Les premiers centimètres du sol ont été recueillis
pour le dosage des éléments traces métalliques, du calciunr, de I'azote total, de la matière
organique ainsi que pour la détermination du pH et de la capacité d'échange cationique.

A chaque espèce, nous associons des coefficients semi-quantitatifs d'abondance-
dominance. Ils permettent d'apprécier I'importance relative de chaque espèce au sein du
relevé.

L'échelle de ces coefficients établie par Wirth (1988) est la suivante :

5 : recouwement de I'espèce supérieure à75 % de la surface ;
4 : recouvrement de I'espèce compris entre 50 o/o et75 %o;
3 : recouwement de I'espèce compris entre25 %o et 50 %o;
2b : recouwement de I'espèce compris entre 12,5 Yo et 25 oÂ ;
2a; recouvrement de I'espèce compris entre 5 %o et 12,5 %o;
2m: recouvrement de I'espèce compris entre 2Yo et 5%o avec un nombre d'individus

supérieur à20;
I : recoulTement de I'espèce compris entre 2 %o et 5 o/o avec un nombre

d'individus inferieur à 20 ;
* : recouwement de I'espèce inferieur à2% avec un nombre d'individus supérieur

az :
r : recouvrement de I'espèce inferieur à 2 % avec un nombre d'individus inferieur

à2.
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Photographie 2 : Exemple de communauté bryolichénique à Diploschistes muscorum
(photo Franck Denayer).
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Les espèces récoltées ont été amenées au laboratoire pour détermination (photo 2). Les

Iichens ont été identifiés par D. Cuny et C. Van Haluwyn, grâce à diverses flores dont les

ouwages de Clauzade & Roux (1985), Purvis et al. (1992). Les déterminations des Cladonia

ont fait appel à la technique de chromatographie couche mince sur gel de silice, qui reste

I'outil de base incontournable en lichénologie. Cuny (1999) a adopté le protocole standard

expose par Boissière (1991).
Les bryophytes ont été identifiées grâce aux ouvrages de Smith (1978a et b) et

Landwehr (1980, 1984).

II.3. DITER}IINATIoN DES CARACTERISTIQUES PHYSICO.CHIMIQI.IES DES SOLS

Sur le terrain et au laboratoire, nous avons décrit macroscopiquement le sol de chaque
relevé. Les échantillons de sol ont été recueillis dans un sachet plastique de I'INRA et stockés
en chambre à température constante. Les dosages de carbone et d'azote organiques, de la

teneur en matière organique, ainsi que la détermination de la capacité d'échanges cationiques
ont été 1{alisés par le laboratoire d'analyses des sols de I'INRA d'Arras. Nous avons réalisé
les dosages en éléments traces métalliques au service commun de spectrométrie d'absorption
atomique du C.U.M.A. (Centre Universitaire de Mesures et d'Analyses) de la Faculté des
Sciences Pharmaceutiques et Biologiques de Lille. Enfirr' la détermination du pH des sols a
été effectuée au sein de notre laboratoire. Le protocole concernant les dosages en ETM (Pb,

Zn, Cd) et les diftrentes variables édaphiques (MO, C^1, CEC, N, ptt) est le même que celui
employé pour les communautés de bryophytes (voir chapitre I.2.).

II.4. TnanEMENTS STATISTIQIJES DES RESULTATS

11.4.1 . Caractéristiques physico-chimiques des sols

Nous avons réalisé, dans un premier temps, une série de comparaisons des moyennes

des diftrentes variables grâce à des tests de Student, à un risque consenti c de 57o. Ces
comparaisons sont complétées par le calcul des coefficients de variation. Nous avons enfin
calculé les coefficients de corrélation entre chaque variable.

Pour compléter et illustrer les résultats des tests de Student, nous avons effectué une
Analyse Factorielle Discriminante (AFD). L'AFD permet d'effectuer la discrimination de
groupes définis a priori (par exemple par rapport aux diftrents sites) en fonction de plusieurs
variables. Elle est basee sur le principe de I'analyse de variance : en fonction de la variance
inter et intra-groupe, I'analyse dispose chaque observation et peut reconstituer de nouveaux
ensembles. L'AFD permet également de mettre en évidence la (ou les) variable(s) qui
separe(nt) deux groupes. Enfin, elle fournit une représentation graphique des dispositions
relatives de chaque groupe en fonction des variables.



n2

Variables Classe I Classe 2 Classe 3 Classe 4
MO (en e.ke'') 18.39-163.83 163.8+309.28 309.294s4.73 454.7+597.20
N (en e.ke-') 0.8s-6.38 6.39-l  l .9t 11,92-17,44 17,45-20

C/N l l .8 l-25.01 2s.02-38.21 38.22-51.40 s l .4 l {1 .65
CEC (cmol.+ke-') 3-40-16-52 16-53-29-63 29.æ42.75 42,76-52,90

pH 3.004.00 4.014.50 4.51-5.00 5.0r-6,32
Cadmirmr (ms.ks-') 0 0-2 2.01-200 200-32s.3

Plomb (ms.ks-') 4.00-100 l0l-1000 l00l-15000 15001-30000
Zinc (me.ke-') 20,77-300 301-10000 10001-30000 30001-500000

Tableau 18 : Classes de concentrations des ETM et des variables édaphiques, pour
I'AFCM, dans les sols des sites pollués et du site témoin.
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11.4.2. Traitement des données floristiques

Nous avons, dans un premier temps, effectué une Analyse Factorielle des
Correspondances Multiples (AFCM) dont le but est d'associer les données floristiques et les
caractéristiques physico-chimiques de sols. Le principe d'une AFCM est d'étudier la
dépendance entre deux ensembles de caractères, comme la présence ou I'absence d'une
espèce et les variables édaphiques du sol.

L'AFCM nécessite, pour être appliquée, de disposer les relevés en lignes, les espèces
(présence l, absence 0) et les variables édaphiques en colonnes. Les variables édaphiques sont
regroupées en quatre classes (ab. 18).

Les classes des concentrations en cadmiunl plomb et zinc sont celles utilisées par
Denayer et al. (1999), nous les avons choisies pour pouvoir comparer nos résultats. Les autres
classes ont été définies automatiquement par le logiciel.

Nous avons effectué dans une deuxième étape une Analyse en Composantes
Principales (ACP). Cette analyse structure un groupe de variables et un groupe d'individus.
Ainsi, elle permet de savoir si des variables sont associées ou opposees, de même si des
individus sont associés. Les principes fondamentarur sont les mêmes que cerrx de I'AFCM.

Toutes ses analyses statistiques ont été réalisees avec le logiciel STAT BOX + version
2.5 (Grimmer Logiciels, Paris).
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Photographie 3: Feuilles de Ceratodon purpureus
photon ique (photos Franck Denayer).

(Hedw.) Brid. en microscopie
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TII. ÉungoRATIoN D,UN BRyoCAPTEUR DE RETO,TABEES ATIAO5PHERTQUE5

,uETAlrrQUEs A L'ArDE Oe cenerOooN PUPPUREUS (HEOW.) BnrO.

Lors de notre travail de recherche (Denayer et al., t999), nous avons pu mettre en

évidence, qu'un traitement phytosociologique classique et statistique des communautés
bryologiques terricoles permettait de les corréler avec la charge en éléments traces

métalliques du sol. Des groupements caractéristiques et originaux ont pu être ainsi définis,
pouvant servir à une première caractérisation de sites pollués. Nous pouvons désormais passer

à l'étape ultérieure et confirmer ces résultats à I'aide d'outils encore plus fins, mettant en

relation le biomonitoring passif et le biomonitoring actif.

La technique du biomonitoring actif, c'est-à-dire la transplantation des mousses issues

d'une région non polluée dans le site pollué dont on désire évaluer le degré de contamination,
est très souvent utilisée dans les études environnementales. Il est intéressant de prendre en

compte la mousse, Ceratodon pu:pureus, en raison de sa large amplitude écologique et

chorologique, et de son importante tolérance à la pollution atmosphérique tant acide, oxydante
que métallique (photo 3). Mais de très nombreuses questions restent à élucider si I'on désire

standardiser la technique et disposer d'un < bryocapteur > fiable quelle que soit la région à

étudier et la période d'expérimentation. En effet, il paraît indispensable d'approfondir la

connaissance des mécanismes de bioaccumulation de divers polluants en relation avec le

métabolisme de la mousse, sa physiologie, son stade de croissance, sa période biologique...

Pour répondre à ces diftrentes questions, nous avons établi une collaboration avec la

Société Bryotec, qui cultive de manière standardisee cette mousse. Cette standardisation a fait

I'objet d'un dépôt de brevet européen, américain et japonais. Nous disposons donc

d'échantillons bien calibrés que nous avons soumis à une pollution métallique en I'exposant

aux alentours de I'usine Metaleurop. Le terme de cette recherche est d'évaluer les capacités
accumulatrices et bioaccumulatrices de cette bryophyte aux ETM. Afin de mieux appréhender
l'impact des ETM st Ceratodon purpurea.s, une étude de six biomarqueurs de stress orydant
a été menée. Cette recherche a pour finalité la proposition d'un < bryocapteur > standard
permettant d'évaluer les retombées atmosphériques en terme d'éléments traces métalliques.

III.1. DrscRrprroN DES srrEs D'ETUDE

Cinq stations ont été retenues pour cette étude dans la région Nord-Pas-de-Calais :

- une station témoin dans la ville de Jenlain ;
- quatre stations soumises aux retombées métalliques de I'usine Metaleurop.

Les quatre stations se situent à proximité de Metaleurop sur un cercle d'environ deux

kilomètres de rayon. Elles ont été retenues en fonction de lew proximité de I'usine, de leur

exposition aux vents dominants, de leur équipement en capteur physico-chimique du SOz et

capteur de poussières atmosphériques PPA 60. Sur ce type de capteur, les poussières sont

récoltées sur un disque, remplacé automatiquement chaque jour pendant sept jours. Ces

disques sont ensuite analysés par Metaleurop et les concentrations en Cd, Pb et Zn sont
données en pg de métal par mètre cube d'air.
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Photographie 4 : Site témoin de Jenlain (photo Chantal Van Haluwyn).

Photographie 5 : Station de Noyelles-Godault (photo Franck Denayer).
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La station de Jenlain (TJ) @hoto 4).

Nous avons choisi la ville de Jenlain corrme site témoin à cause de sa très faible
exposition aux polluants d'origine anthropique. La biostation a été installée au sein même
d'un verger, en pleine campagne.

La station de Noyelles-Godault (N) (photo 5).

Elle se situe à environ I 800 m de l'usine Metaleurop à vol d'oiseau. Elle a une exposition
Sud, Sud-Ouest par rapport à l'usine et est équipée d'un capteur de poussières atmosphériques
PPA 60 protégé par un enclos grillagé. La station est à I'extrémité de la cité Crombez, à
proximité de champs cultivés.

La station de Courcelles-les-Lens (C) (photo 6).

Elle se situe à environ I 300 m de I'usine Metaleurop, à proximité du cimetière de la ville
et d'un parking de supermarché, non loin du centre ville et est exposée au Sud. La station est
équipée d'un capteur de poussières atmosphériques PPA 60 et d'un capteur SOz, tous deux
protégés par un enclos grillagé.

La station d'Evin-Malmaison, ferme Dugardin (EFl) (photo 7).

Elle se situe à 1 850 m environ de I'usine, chez un particulier, exploitant agricole. Nous
avons placé notre biostation sur une pelouse à proximité d'un champ en face de I'usine
Metaleurop. Son exposition est Est, Nord-Est. Elle n'est pas équipée de capteurs physico-
chimiques, mais est bien protégée du vandalisme.

A quelques centaines de mètres plus loin se trouve une station équipée d'un captew PPA
60. Nous avons décidé de ne pas nous y installer car elle est entourée d'une haie de Thuyas,
qui joue le rôle < d'effet coupe vent D, mais nous prendrons en compte les données de ce
capteur pour notre discussion.

La station d'Evin-Malmaisoru ferme Delobel (EF2) (photo 8).

Elle se situe à environ I 800 m de I'usine Metaleurop (photo 9), chez un particulier,
exploitant agricole et est équipée d'un capteur PPA 60 protégé par un enclos grillagé. Elle est
exposée Nord, Nord-Est. La biostation se trouve à proximité d'un champ cultivé face à I'usine
Metaleurop.

III.2. Ln MATERTEL BroI,ocreun

La société Bryotec nous a fourni 32 barquettes, colonisées par Ceratodon purpureus.
Les cultures étant standardisées selon leur protocole (Brevet Bryotec, voir annexe 5).

Ces barquettes sont de deux formats diftrents : 15 barquettes de 46,5 cm x 33,5 cm et
17 barquettes de 21 cm x 15,5 cm (photo 10).
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Photographie 6 : Station de Courcelles-les-Lens (photo Franck Denayer).

Photographie 7 : Station d'Evin-Malmaison 1, ferme Dugardin (photo Franck Denayer).
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Photographie 8 : Station d'Evin-Malmaison 2, ferme Delobel (photo Franck Denayer).

Photographie 9 : Usine Metaleurop (photo Franck Denayer).



120

Photographie 10 : Barquettes de bryophytes avant la mise en place dans les stations
(photo Chantal Van Haluwyn).

Photographie 11 : Exemple d'une biostation équipée de trois grandes et trois petites
barquettes (photo Chantal Van Haluwyn).
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III.3. Plax EXPERTMENTAL

Nous avons choisi une période d'exposition permettant de prendre en compte les effets
climatiques de trois saisons diftrentes (deux mois de printemps, deux mois d'été, deux mois
d'automne). La durée d'exposition était initialement de six mois, rapportée à cinq mois à

cause du vandalisme quasi-mensuel sur les sites de Noyelles-Godault et de Courcelles-les
Lens. Les biostations de bryophytes ont toutes été mises en place le l5 awil 1999.

Chacune a été équipée de trois petites et trois grandes barquettes tirées au hasard à I'aide

d'une table de randomisation, car la densité de population en mousses s'est avérée beaucoup
plus faible sur les grandes barquettes (photo 1l). Les deux barquettes restantes ont été
utilisees comme point de réference (T0) (photo l2). Toutes les analyses y ont été réalisées.

Chaque barquette a été numérotée et placée dans un bac contenant de I'eau et de
I'argile expansée, afin qu'elle soit régulièrement soumise à une humidité ambiante.

Chaque mois, une barquette sur chacun des cinq sites a été prélevée au hasard. Sur
chactrne de ces barquettes, chaque mois, nous avons analyse chez Ceratodon,le cadmiurn, le
plomb et le zinc (teneurs totales), ainsi que six biomarqueurs de stress oxydant (le glutathion
réduit (GSFD, le glutathion oxydé (GSSG), le malondialdéhyde (MDA), I'activité des
Superoxyde Dismutases (SOD), I'activité de la glutathion perorydase (GPx) et l'activité de la
glutathion réductase (GR).

Une élution séquentielle (cf, chapitre III.3.1.5.) aété réaliseepour lesmois 3 et 5 sur
les mêmes prélèvements que précédemment. Les mousses ont également été analysées en Cd,
Pb et Zn. Cette expérimentation nous permettra de mieux appréhender si telle ou telle fraction
cellulaire modifie les paramètres témoignant d'un stress oxydatif. Les récoltes ont été
réalisees d'après le tableau 19.

Au sein de chacune des stations, une expérimentation parallèle a été menée en plaçant,
dans deux sachets de pollpropylène de 5 cm de côté, du Ceratodon purpureus mort, traité
préalablement à I'acide nitrique (cf. chapitre III.3.1.6.). Lors des troisième et cinquième mois
d'expositiorL un moss bag a été prélevé. Nous y avons analyse les teneurs totales en Pb, Zn et
Cd, afin de voir si les mousses mortes accumulaient plus les métaux que les mousses vivantes.

Pour chaque analyse de biomarqueur de stress orydant, des répétitions ont été
réalisees sur chacune des barquettes prélevées chaque mois. Le nombre de répétitions a été
fixé de manière diftrente pour le témoin et les quatre sites exposés, de manière à obtenir une
certaine représentativité statistique des résultats.

Nous avons utilisé la formule suivante (Lellouch &Lazar,1974) :

Nç
O :  - I  J D

b

- a étant le nombre de repétitions pour les sites exposées pour chaque biomarqueur
analyse ;
â étant le nombre de types d'échantillons utilisés (4 exposés, I témoiru un point zéro) ;
N le nombre de répétitions à faire pour le témoin.

Nous avons donc pour notre expérimentation o= 5, b:6, ce qui nous donne un N: 15.
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l5 Awil
1999

15 Mai
r999

15 Juin 1999 15 Juillet
r999

15 Août
1999

26 Sçtemb're
r999

Barquette :
biomarqueurs
/metaux

TO T1 T2 T3 T4 T5

Elution sequentielle :
biomarqueurs
/métaux

T3 T5

Moss bags T3 T5

Tableau 19 : Dates des récoltes de Ceratodon purpurerrs pour les barquettes et les moss
bags sur le terrain.
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N
S=l+rÆ-+N=15

b

Mais en raison de la taille des barquettes, nous avons décidé de ne faire que 12
réplications sur le témoin de manière à disposer de suffisamment de matériel pour réaliser les
analyses.

Chaque barquette a donc été divisée, en 12 parties égales pour le site témoin (frg.27a)
et en 5 pour les quatre sites exposés (fig. 27b).

Le nombre de repétitions, particulièrement important pour les analyses du témoiq n'a
pas pu être réalisé certains mois, à cause du vandalisme omniprésent, et cel4 malgré les
enclos grillagés (photo l3).

Les mousses sont récoltées tous les 15 du mois et sont immédiatement traitées (photo
14). Lors du choix de prélèvement de la barquette sur chaque station, un tirage au sort est
effectué. Les barquettes de chaque point d'analyse sont rapportées au laboratoire. Nous avons
distingué 5 ou 12 zones égales pour chaque barquette, une zone représentant un essai. Afin de
ne pas avoir de biais lors de nos analyses statistiques, nous échantillonnons au hasard chacune
de ces zones, à I'aide d'un numéro préalablement attribué. Sur chacune, I'ensemble des
analyses de biomarqueurs et de métaux sont réalisees. Les mousses sont prélevées très
précautionneusement à la pince à épiler sur I'ensemble de la zone. Le problème majeur de
cette phase d'échantillonnage est la séparation des mousses de leur substrat (photo 15). En
effet, même en prenant le maximum de précautions, du sable et de I'argile adhèrent à la
mousse. Il faut donc en retirer le mærimum si nous voulons que notre pesée soit la plus juste
possible. Cette erreur de pesée inévitable se répercutera également, sur toutes les prises
d'essai réalisées pour chacun des dosages, puisque I'ensemble des analyses sont réalisées sur
une même zone. C'est pourquoi, nous avons décidé de doser les protéines sur cette même
zone, afin de limiter le plus possible ces erreurs. L'ensemble des résultats sera exprimé en
mg.g-r de protéines.

111.3.1. Extractions et dosages des biomarqueurs de stress orydant et des éléments
traces métalliques

III.3.1.1. LBs pRore[.rEs ToTALES ETLES AcrrvrIES ENZ\IvIATIQUES2

Nous avons utilisé des protocoles dérivés de ceux employés au laboratoire de
biochimiet. Suite à de nombreux essais préliminaires (voir annexe 4), il s'est avéré impossible
de détecter une activité enzymatique pour la glutathion perorydase et la glutathion réductase.

Une seule extraction a été réalisee sur laquelle I'ensemble des dosages en4ymatiques
et protéiques ont été faits.

2 Les dosages ont été effectués par l'equipe de Fahrid 7ærimæhau sein du laboratoire de biochimie de l'Hôpital
Huriez de Lille.
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Photographie 12 z
au temps t0 (X
Denayer).

Ceratodon purpureus
15) (photo Franck

Photographie 13 : Vandalisme sur la
station de Courcelles-les-Lens (photo
F ranck Denayer).

Photographie 15 : Ceratodon purpureus et
son substrat (photo Franck Denayer).

Photographie 14 :
troisième mois
Franck Denayer).

Etat des barquettes au
d'exposition (photo
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a

b

Figure 27 z Plan expérimental pour la mise au point d'un bryocapteur des retombées
atmosphériques à l'aide de Ceratodon purpureus @edw.) Brid. (a - site témoin, b - sites
exposés).
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Prénaration des echantillons
SOD et protéines 100 mg de mousse + 2 ml de tampon phosphate, pH 7,0

Broyage au mortier et pilon
Canrifugation l0' - 3000 g à + 4oC
Lysat cellulaire pur et dilué au %
dans tampon phosphate 0,01 M
pH 7,0

soD Réactifs (concentration fi nale)

l. substrat: xanthine 0,034 mmol,/l
I.N.T. 0,017 mmoUl

2. tampon: CAPS pH 10.2 34 mmol/l
EDTA 0,64 mmol/l

3. xanthine oxydase: 54 Ull
4. étalon: concentation variable selon le lot

échantillon
etalon
târnpon phosphate

subsffat
xanthine orydase

À : 505 nm température :37 "C

Mode opératoire

blanc râctif etalon échantillon
5 p l

5 ttl
5 p l

170 pl
25 1tl

170 pl 170 pl
251t1 25 pl

blanc contre I'air

CAPS : acide (3-cyclohexylamino- I -propanesulfonique)

NADPH : B-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
EDTA: acide éthylène diamine teûaac€tique
INT:(2-(4-iodophenyl)-3 -(4-nitophénol)-5 -phenyltétrazolium)
FAD = flavine adénine dinucléotide

Tableau 20 : Protocoles d'extraction, de dosage des protéines et de I'activité des SOD.

Etape Principe Protocole
I Acidification du milieu A 30 mg de mousses, aiout de I ml de HCI 0,1 N
,, l''' extraction Ajout de 3 ml d'acétate d'éthyle, vortex 3 min, cenhifugation l0

minà3000trYmin.
3. 1* Écuoération Récuoération de la ohase organique. évaporation sous azote
4. 2* extraction Ajouter 3 ml d'acétate d'éttryle à la phase aqueuse, vortex 3 min,

centrifugation l0 min à 3 000 tVmin.

3. 2'* récu1Ération Récupération de la phase organique dans le même tube que la
première récuperation, évaporation de I'ensemble sous azote puis
reorise dans 200 ul de méthanol

6. Coloration des échantillons 50 pl d'échantillon après extraction, T00 pl d'I{3PO4l/100,250
ul TBA 0.6oÂ95'C I herne puis refroidir % dheure à 4oC

7. Passage des échantillons 50 ul de la solution refroidie

Tableau 21 : Protocole drextraction et de dosage du malondialdéhyde (MDA).
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III. 3. I. 1. I. Réactifs utilisés

Solution aqueuse de tampon phosphate 50 mM à pH 7

Naz[IPO+, 2HzO Normapur pour analyses (Prolabo)
HzKO+P monobasique P.A.

III. 3. I . L 2. Prot ocole expérimental d' extraction

Dhindsa (1991) a mis au point un protocole d'extraction simple pour le dosage des
protéines et des activités enzymatiques chez les bryophytes.

La prise d'essai est de 100 mg de mousses auxquelles nous ajoutons 2 ml de tampon
phosphate 50 mM à pH 7. L'ensemble est broyé au mortier et au pilon, puis centrifugé à
15 000 tours.min-r pendant l0 min. Le surnageant est filtré puis mis dans des tubes
Eppendorf. Tous les tubes sont ensuite congelés à - 80'C (tab. 20).

111.3.1.1.3. Dosage des protëines

Les protéines sont dosées par la méthode à I'acide bicinchoninique (Smith et a1.,1985)
sur appareil Cobas Fara II au moyen du coffiet réactif BCA Protein Reagent @ierce).
L'échantillon est mélangé à une solution d'acide bicinchoninique (BCA) et de CuSO+ de
coloration verte. Les ions Cu2* sont réduits par les protéines en ions Cu* qui forment avec le
BCA des complexes pourpres qui absorbent à 562 nm. L'intensité de la réaction est
directement proportionnelle à la concentration en protéines présente dans l'échantillon. Le
standard utilisé est de I'albumine bovine (Pierce) à I g-lr dans 0,9 % de NaCl contenant de
l'azide de sodium. Les résultats sont exprimés en mg.ml-'.

111.3.1.1.4. Dosage de l'activité totale des SOD

L'activité de cette enzyme est dosée par méthode colorimétrique à partir de I'extraction
précédente des mousses (tab. 20).

La méthode de dosage de I'activité des superoxydes dismutases (SOD) utilise le système
de la xanthine/xanthine orydase générant des anions superoxydes qui réagissent avec un
chromogène formant un composé formazan rouge. Les SOD inhibent cette réaction. La
technique proche de celle décrite par McCord et Fridovich utilise le coffiet réactif RANSOD
(Laboratoires Randox, Crurnlin, Co Antrinr, Royaume Uni). La lecture est faite à 505 nm sur
automate HITACHI 9l I @oeringher Mannheirn, Meylan; France). Les résultats sont donnés
en unités enzymatiques U.g de protéinesr.
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F'igure 28 : Réaction de I'acide thiobarbiturique (TBA) avec le malondialdéhyde (MDA)
et les structures tautomériques des adduits (d'après Valenzuella, 1991).
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III.3.1.2. ExrnacrroN ET DosAGE DU MAT.oNDI.ALDEHyDE (MDA), (Srmeu et al., 1994;

BounN et a1.,1998)3

Le dosage est réalisé par HPLC sur colonne Nucleosil C18 (5pnU 150 x 2,1 mm) avec

une phase mobile composée de 600Â de KHzPO+ 50 mM à pH 6,8 et 40o/o de méthanol.

III. 3. 1.2. 1. Réactifs utilisés

Solution aqueuse d'HCl0,l N
Solution aqueuse d'acétate d' éthyle (CtnomanornL Prolabo)
Solution aqueuse de méthanol (Gradient, Merck)
Solution aqueuse d'acide phosphorique l/100 (Prolabo)
Solution aqueuse d' acide thiobarbiturique (Sigma)

Phase mobile : 60 % KHzPOc 50 mM
40% Méthanol v/v pH 6,8

Gamme étalon : TEP (1,1,3,3, tétrahydroxypropane) (Sigma)

111.3.1.2.2. Extraction du MDA chez les bryophytes

La prise d'essai pour les dosages de MDA est de 30 mg. Nous y ajoutons 3 ml d'acétate

d'éthyle et I ml d'HCl. Après homogénéisation au vortex pendant 3 minutes et une

centrifugation de l0 minutes à 3 000 trs/min., la phase organique est récupérée. Une nouvelle

extraction est effectuée en ajoutant 3 ml d'acétate d'éthyle. Les phases organiques obtenues

sont évaporées sous rampe d'aznte à 50 "C et reprises dans 200 pl de méthanol. A 50 pl

d'échantillon sont ajoutés 700 prl d'acide phosphorique et 250 prl d'acide thiobarbiturique
(fig. 28). Le mélange est incubé à 80 "C pendant 30 minutes puis 50 pl de cette solution sont
injectés. La détection est effectuée à 532 nm (détecteur UV Jasco 975) et la lecture est réalisée
par rapport à une gamme étalon avec une courbe d'étalonnage variant de 0,4 à 400 pmoVl

ttaU. Zt). Les résultats sont exprimés en mg.g-r de protéines.

IIL3.1.3. Lp GSH BrLr GSSG2

Le dosage des deux formes de glutathion (réduit et oxydé) est réalisé simultanément par

chromatographie liquide haute performance (IIPLC) avec détecteur électrochimique
(Coularray, ESA, Chemsford, USA). Le tableau 22 reprend le protocole d'extraction et

d'analyse en HPLC. Les concentrations sont calculées à partir de standards de concentration

connue (glutathion réduit et oxydé, Sigma).

3 Travail réalisé en collaboration avec I'equipe de M. Pirouz Shirali au sein de I'lnsitut de Médecine du Travail,
Pôle Recherche. Faculté de Médecine, Université de Lille 2
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Etaoe Princine Protocole
l . Extraction l. 100 mg de mousses + 1,6 ml d'EDTA + 0,4 ml HCIO4

2. Vortex 6 min, ce,ntrifugation l0 min à 15000 tourdmin
3. filtation du sumageant avec un filne Dynagard

2. Iniection dans la colonne Iniection de 50 ul d'échantillon
3. Séparation dans la colonne Débit: I ml/min

Phase A : 10 mMNaI{2POa,2mM octane l-sulfonic acid sodium
(OSA, Mock, France)
Phase B : 50Yo acetonitile + 50% 125 mM NaH2POa, * 2 mM
octane l-sr.rlfonic acid sodium (OSA)I
Gradient : t0 à t10 min : 100% phase A

A4:65% phase A, 35% phase B
t 2 5 : 1 0 0 % p h a s e A

Colonne : Supelcosil C18 (150X4,6 mm) (Supelco, USA)
4. Détection Détecteur couloméhique à deux électodes (potentiels respectifs :

650-800 mV) niloté oar un losiciel d'analvse (ESA)

Tableau 22 z Protocole de dosage du glutathion réduit et orydé (GSH et GSSG).

1"'" étape H2O

éléments intercellu laires
solubles dans l'eau

3ème étape NiClz froid

éléments extracellulaires
adsorbés sur les parois et

membranes (b)
2è^' étape EDTApH : 4,5

éléments extracellulaires
adsorbés

sur les parois et membranes (a)

4è'" étape NiCb chaud

éléments intracellulaires
5è'" HNq + HCI

phase résiduelle

Figure 29 : Représentation schématique du protocole d'élution séquentielle (d'après
Branquinho & Brown , 1994 ; Branquinho et al., 1997a,1997b ; .In : Cuny,1999).
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III. 3. l. 3. 1. Réactifs utilisés

Solution aqueuse d'EDTA (ethylene diamine tetraacetic acid) (Touzart et Matignon)
Solution aqueuse d'HCIO+ 0,2 M (Prolabo)
Solution aqueuse de GSH (Sigma)
Solution aqueuse de GSSG (Sigma)

Solution A :

Solution aqueuse de NaFIzPOa 10 rnM (Prolabo)
Solution aqueuse d'OSA 2 mM (Merck) àpH7,2

Solution B :

111.3.1.3.2. Extraction du GSH et du GSSG

La prise d'essai, de 100 mg de mousses, est placée dans un tube en polypropylène.
Nous y ajoutons 1,6 ml d'EDTA et 0,4 ml d'HCIO+. L'ensemble est passé au Vortex pendant
6 min. Les échantillons sont mis dans des tubes Eppendorf puis centrifugés pendant l0
minutes à 15 000 tours.min-r. Le surnageant est filtré, à I'aide d'un filtre Dynagard, puis
conditionné dans un tube Eppendorf L'ensemble des tubes sont immédiatement placés au
réfrigérateur à 4"C.

La détermination des concentrations se fait par chromatographie liquide haute
performance (IIPLC) (colonne Supelcosil LC-18-DB, 15x4,6 Supelco) couplée à un détecteur
électro-chimique (CoulArrey, ESA, Inc.). L'injection d'échantillon est de 50 pl (tab. 22). Le
débit de la pompe (Jasco PU-980) est de 0,3 ml.min-r. L'élution se fait grâce à un gradient de
deux phases mobiles (passeur de gradient : Jasco LG-980.02) A et B filtrées grâce à un
système millipore et utilisées à un débit de I ml.min-r selon le programme suivant :

l0 min 100 % solution A et 0 o/o solution B
24 nn 65 % solution A et 35 yo solution B
24rnn,l00% solution A et 0 o/o solutionB

Les concentrations sont exprimées en mg.ml-l, extrapolées à partir de I'injection d'un
échantillon standard de GSH et de GSSG à I mg.ft avant chaque nouvelle série. L'appareil
utilise possède 2 électrodes dont les potentiels sont de 600 mV et de 850 mV. Le glutathion
est détecté en majorité au niveau de l'électrode 2.

Avant chaque série de mesures, il convient d'effectuer un blanc (mélange EDTA-
HCIOa), un standard, un passage d'échantillon et un passage du même échantillon avec un
ajout d'l mg.lr. Les concentrations sont calculées à partir du standard. L'ajout sur un
échantillon permet de localiser les pics recherchés. La sensibilité de la détection est d'au
moins I pg.l.l (données du constructeur). Les résultats sont exprimés en mg de
GSIVGSSG.g-' de protéines.
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IIL3. I .4. Dosecps ors ETM. NoRME AFNOR X 3 I - I 5 I (l 996)

L'ensemble des dosages du Cd, Pb, Zn et du K a été réalisé par la société AGREN en

ICP/I{S. Cette entreprise spécialisée dans le domaine analytique suit les nonnes AFNOR
pour toutes les étapes de préparatiorU de minéralisation et d'analyse des échantillons. De plus,

elle réalise régulièrement des calibrations intra et inter-laboratoires. De manière générale, la
prise d'essai a été de 0,5 g de mousses et nous avons réalisé trois répétitions pour chaque
échantillon. Les seuils de détection, et le contrôle qualité des analyses se trouve en annexe 6.
Les résultats sont exprimés en mg d'ETM par gramme de protéines.

III.3.1.5. Pnorocole D'ELUTIoN SEeLJENTIELLE (FIc. 29)

Comme nous I'avons présenté lors de I'analyse bibliographique sur les relations
mousses-métaux" c'est Brown, qui dans de nombreux travaux, a mis au point cette technique
chez les bryophytes. Cet auteur distingue quatre grands compartiments au sein des tissus des
bryophytes : une fraction soluble intercellulaire (étape l), puis les cations échangeables
adsorbés sur des sites d'échanges d'ions des parois et à I'extérieur des membranes plasmiques
(étapes 2 et 3); une fraction intracellulaire (étape 4) et enfin une fraction résiduelle (étape 5).

La première étape fait appel à une double extraction dans de I'eau distillée.
L'échantillon est immergé dans l0 ml d'eau distillée et agité, une première fois pendant 40
minutes. Au terme de cette étape, la solution d'extraction est récupérée. L'échantillon est de
nouveau mis en contact avec l0 ml d'eau distillée et agité pendant 30 minutes. La solution est
récupérée et mélangée à la précédente, puis analysée en ICP/IvIS.

La seconde étape est une extraction à I'aide d'une solution de l0 ml d'EDTA-Naz à
20 mM, pH 4,5. Cet agent chélatant a pour but d'extraire les éléments de la classe B (Nieboer
& Richardson, 1980) tels que le plomb, le cuiwe..., qui se fixent sur les groupements
carboxyliques mais surtout sur les groupements thiols et azotés. Nous utilisons ici les résultats
de Branquinho & Brown (1994) et Branquinho et al. (1997a et b) qui ont testé les diftrents
chélatants. L'EDTA-Na2, même utilisé à ce pH ne provoque pas de dégâts membranaires lors
de I'expérience. L'extraction se réalise en deux étapes : 40 et 30 minutes avec agitation. Les
deux solutions d'extraction sont mélangées pour le dosage en ETM.

La troisième étape de l'élution fait appel à une solution de chlorure de nickel 20 mM.
Cette étape, complémentaire de la précédente, se base sur le mécanisme de compétition
ionique entre le nickel et les ETM, adsorbés sur des sites pariétaux et à I'extérieur des
membranes plasmiques. On reprend ici le principe d'une chromatographie échangeuse d'ions.
Par compétitiorU le nickel se fixe sur ces sites et permet une mise en solution des ETM.
L'échantillon de mousse est mis en contact avec l0 ml de solution de NiClz puis agité pendant
40 minutes. La solution est récupérée et l'échantillon est à nouveau mis en contact avec l0 ml
de NiCb puis agité pendant 30 minutes. A la fin de cette seconde phase, les deux solutions
sont récupérées pour le dosage des ETM.

La quatrième étape utilise une solution de NiClz (20 mM) bouillante. Le tube à essai
est placé dans un bain-marie bouillant. Cet étape a pour but de briser les membranes pour
mettre en évidence la fraction intracellulaire contenant des éléments solubles et adsorbés. Le
mécanisme de compétition évoqué lors de l'étape précédente reste valable. De la même
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manière, l'échantillon est exposé pendant 40 minutes, puis 30 minutes à la solution de
chlorure de nickel bouillante.

La cinquième et dernière étape consiste en une digestion totale avec un mélange de
1 ml d'eau distillée, de 2 ml d'acide nitrique (65 %) et de 3,5 ml d'acide chlorhydrique (30 %)
(Cuny, 1999). De la même manière que pour les échantillons de sols ou les échantillons de
bryophytes précédents, les échantillons sont placés pendant 48 heures dans une étude à 60 "C.
Les solutions sont ensuite filtrées et le volume est ramené à25 mlavec de I'eau distillée.

Dars cette expérience, chaque analyse est répétée trois fois et la prise d'essai est de
0,222 g de mousse. Nous dosons deux fois le plomb, le zinc et le cadmium dans chacune des
solutions d'extraction. Afin de suiwe les éventuels dégâts membranaires, nous dosons le
potassium. Cet élément, en principe essentiellement intracellulaire, présent dans la solution
d'extraction souligne une rupture membranaire. Pour I'interprétation des résultats, exprimés
en mg d'ETM par gtamme de protéines, nous avons réuni certaines de ces phases, l.e.
K extracellulaire : K EDTA + K NiClz à froid ; K total soluble : K total - K HNOg.

III.3. 1.6. PRrpnnenoN DES ( Moss BAcs D

Deux (( moss bags > contenant chacun I 200 mg de Ceratodon purpureus ont été
accrochés dans chacun des sites étudiés. Le Ceratodon est préalablement traité à I'acide
nitrique (HNO3, 0,2 W pendant deux heures, puis laissé sécher à l'ù libre pendant 24 h. Le
plomb, le ztnc et le cadmium seront dosés en ICPÀ{S (trois répétitions) aux temps T3 et T5.

III. 3. 1 . 7. ANarysp srATrsrreuE DES RESTJLTATS

Nous avons effectué I'analyse des données avec le logiciel StatisticarM version 5
(Statsoft). Des analyses des tests de comparaison des moyennes de Mann-Whitney (test U de
rang) ont été réalisées. Dans une seconde étape, nous avons utilisé des analyses en
composantes principales (ACP) centrées réduites, afin d'étudier les relations entre les métaux
et les biomarqueurs de stress oxydant sur les mousses de chaque station chaque mois. Dans
une dernière étape, nous avons associé les résultats des biomarqueurs avec ceux des dosages
des éléments traces réalisés par les élutions sequentielles. Nous avons procédé à plusieurs
analyses de régression linéaire multiple. Celles-ci permettent d'étudier la relation existante
entre plusieurs variables. On distingue une variable expliquée (les diftrents biomarqueurs
pris chacun séparément) et des variables explicatives (les teneurs en ETM dans les diftrents
compartiments).

Nous rappelons la désignation des diftrentes fractions :

- MHzO : concentration en métal (M) intercellulaire soluble dans I'eau ;
- M extracellulaire : concentration en métal adsorbé sur les sites pariétaux et

membranaires;
- M intracellulaire : concentration intracellulaire ;
- MHNO3 : concentration résiduelle suite à la minéralisation avec HNO3 et HCI ;
- M total soluble: concentration totale extractible à I'eau, I'EDTA-Naz et au NiClz à

froid et à chaud ;
- M totale : concentration totale en métal.
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I. InpncTs DEs ELE,T ENTS TRACES ̂̂ ETAUJQUES SUR LES CO|^^^UNAUTES

BRyOPH/TrQUEs

I.1. CImSEMENT DES srrEs pAR LA BRyoFLoRE

Dans un premier temps, nous avons tenté de caractériser les sites par la bryoflore au
moyen d'une analyse factorielle des correspondances (AFC), la carte factorielle est donnée
par la figure 30.

Elle fait apparaître douze groupes (A à L).
L'analyse montre également une distribution des bryophytes en fonction d'un gradient

de pollution selon I'axe l. Les résultats sont synthétisés dans le tableau 23.
Des groupements bryophytiques montrent les diftrents stades d'évolution des

bryophytes d'après la teneur en éléments traces métalliques du sol. En effet, lorsque le sol est
fortement contaminé en éléments traces métalliques, nous constatons presque uniquement la
présence de bryophytes acrocarpes. En revanche, lorsque les sols sont intermédiaires, nous
obtenons également un stade intermédiùe avec la présence d'acrocarpes, mais également
avec l'apparition de quelques pleurocarpes (e.9. Hypnum cupressiforme, Rhytidiadelphus
squaftosus...). Enfin, lorsque le sol est dépourvu de toute pollution en éléments traces
métalliques, les acrocarpes ont tendance à être absents et ce sont les bryophytes pleurocarpes
qui sont majoritairement présentes.

I.2. CU,SSEMENT DES srrEs pAR LEs VARTABLES EDApHTeUES

La figure 31 présente les résultats de I'ACP 1{alisée sur les sites ; elle fait apparaître
onze groupes (I à )il). Le tableau 24 donne pour chacun de ces groupes les moyennes des
valeurs prises par les diftrentes variables. Sur le cercle de corrélation (fig. 32), on constate
une corrélation positive entre I'a<e I (contribution à la variance totale 52,5 o/o) et les valeurs
du Cadmium (Cd, 10,91),Ztnc (2n,r4,9) et de la matière organique (MO, 10,91) ;l'axe2
(26 o/o) est corrélé négativement avec le pH (r-0,67) et C/l'{ (r--0,77) et à un degré moindre

avec le plomb (Pb, r-0,6). Les variables CEC et N sont corrélees aussi bien avec I'are I
qu'avec l'axe 2. D'un autre côté, les variables édaphiques se répartissent en trois groupes :
Cd, MO, Zn pour le groupe l, Pb, pH, C/1.{ pur le groupe 2 et CEC, N pour le groupe 3. Les
deux derniers présentent des corrélations négatives entre eux. Ces corrélations entre variables
peuvent être appréciées par le tableau des corrélations (tab. 25).

I.3. CouplRArsoN ENTRE LES cLASSEMENTS BRyoploRrsrreup ET EDApHTeTJE DES srrEs

Il nous semble intéressant de chercher à comparer les deux classements que nous
venons d'établir, I'un sur une base floristique, I'autre sur la base des variables édaphiques. A
cet effet, nous avons dressé le tableau 26 reprenant les groupes A à L d'un côté, I à )il d'un
autre ; à I'intersection d'une ligne et d'une colonne est porté le nombre de sites appartenant
simultanément à ces groupes. Ce tableau fait apparaître une certaine diagonalisation de ces
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Figure 30 : Carte factorielle représentant les axes I et 2 de I'AFC.



137

\ql)()ehq)()t)
\9ttIt24r2

c)L.
|q)
EcnILo,at(|)
.€)€)tt2çt)
(D9.4)tt)q)at)
(|)

.(l)L6l
\9(|)èaIqnoG

l
q)6l
FÉ

l
ôl€ll
q)ct
F

ôfldçdott

;Ë
o

d
 

Ê
+

i 
o

d
o

-

d
8

È
!

Ê
F

8
ts

9
1

J
 

I
E

^
 

C
)

.Ë
z

 E
ô

È
 

â
p

â
 Ë

*
J

=

€
É

Ë
F

8
I

o
J

 
I

F
à

 
F

dd=

æ
$

€
€n
 ..

È
a

=
H

Ë
s

à
s

<
E

B
<

*E
Ë

:

eo

o
;..

k
:

=
d

i
Ë

o

N

o
r\N

JJJ
tt

vvuV

!tæNN
1

I

Ilrl
ræe.l

gl

rdæNd
!

sd\o
C

)

N

Q

c{âN

cci
f

ot)
c

f
I

+
d)

À
q

t

Ë
o

!
o

iÂ
*IÈ

o
*

a

a

so=€

c)oEIE
:Is:Ês€I("i

stF:ÈU

:xùIEIU

s.I.ssÈ:aùo

F:s.ss:s:sÈ^o

SR€ÈtlÊ3Èos

sÈFsEIs

Ë;r*sËs

$ss$:n

sÈa.:

Ë!sÊIssir

ÊIesqÈË:È

sEt)
t^o

sq\:

aÈsss)
n<ùgI

3s:|sdÊ

st!Eoe€Ëss6

sIÈsf.!

Ëùàpsoa\s

E:Fts:sÈ

$r

s'ÀsÊ:è

tÈg+sÊsI

tIaT.:s

ppsoEs

s:{I

a(l

,s

s:Èa{



138

+14 +l

Figure 31 : Carte factorielle représentant les axes I et2 de I'ACP.

Figure 32 : Cercle des corrélations de I'ACP (axes 1 & 2).
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I il n IV V VI
m sd m sd m sd m sd m sd m sd

Zn
DDM

30,9C8,00 984,'2: 0,0c413,10208,59 21408,1 6 846,42 39,9( 0,0c 21348,55 14 200,80

Pb
ppm

16,189,96 218,500,0c272,99 75,22 5123,5 4127,1( 10,040,0c 5 754,98 873,48

cd
DDIn

0,03 0,08 2,76 0,0c 6,85 4,26 92,82 27,6i 0,20 0,0c l14,00 44,89

MO
s.ks-l

7,35 3,04 20,70 0,0c 190,75 41,43 194,5 59,23 4,80 0,0c 145,73 45,79

N
s.ks-l

0,3i 0,1 I 0,74 0,0c 5,61 1,38 5,53 1,83 0,32 0,0c 2,63 0,71

CN I 1 , 3 8 2,20 16,3( 0,0( 20,03 2,94 20,6 0,7( 8,80 0,0c 32,50 9,1
cEc

cmol.k
g-l

3,383,55 1,5( 0,0c 14,55 3,36 26,53 2,72 12,400,0c 9,75 1,32

pH
(H"O)

5,22 0,60 5,7( 0,00 5,78 0,41 6,8'l 0,31 6,4( 0,0c 7,33 0,05

VII VIII D( x XI
m sd m sd m sd m sd m sd

Zn
DDM

26245.0C0,00 22088,3: 2101,44 38 682.34 13 933,5126924-96 2 835,71 32 402.662 664,4:

Pb
DDM

3 778,6C0,0( 3 630,524 092,13 5 034,71 562,24 l8 403.05 l0 428.08 4 758,72 542,79

cd
Dpm

163,240,0( 82,3 63,3 219,9',1 99,34 113,7'l 34,41 271,35 53,23

MO
e.kel

269,51 0,0( 481,4C 37,34 531,0'1 130,3[ 486,53 108,33 603,60 103,98

N
e.ksl

7,99 0,0( 4,59 0,1( t,78 0,1  I 4,25 1,09 19,62 6,25

C/N 19,6C0,0( 60,9: 2,62 35,17 8,6( 67,14 7,20 18,65 4,14
cEc

crnol.
ks-l

36,5C 0,00 17,l 3,04 24,17 8,81 13,50 3,6s 56,65 10,3i

pH
(H"O)

5 ,1( 0,00 7,7: 0,21 6,47 0,5i 6,63 0,81 5,63 0,61

Tableau 24 z Yaleurs moyennes (m) et écarts-types (sd) des différents paramètres
physico-chimiques (MO : matière organique ; N : azote total ; C/N : rapport carbone sur
azote; pH ; Zn : zinc; Pb : plomb ; Cd : cadmium) des onze gnoupes de sites déIinis par
I'ACP.

Zn ppm Pb ppm Cd ppm MO g.lg-' cEc
cmol.ks-l

N g.kg-' c/N pH
rH"o)

Zn nnm I
Pb ppm 0,5 I
Cd ppm 0,90 0.3t
MO s.le-' 0.73 0.42 0.72
cEc
cmol.lrg'r

0,53 0,12 0,'J 0,6J I

N s.ks'' 0,52 0,1 0,69 0.75 0.83
c/N 0,43 0.65 0-21 0,52 -0,08 -0.08
oII (HrO) 0,4 0.41 0.1( 0,22 -0,07 -0.04 0.54 l

Tableau 25 : Corrélation entre les variables édaphiques des sites étudiés.
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Tableau 26 z Corrélation entre les groupes de I'AFC et ceux de I'ACP.

unité | unité2 uniré 3
m sd m sd m sd

7-nwm 278,21 250,31 2t 374.33 r079r.52 30 527.2( 8383,3
Pbopm 182.35 139,90 5 484,35 2484,57 7 722,t4 7548.81

Cd ppm 4,44 4,76 104,92 37,29 185,73 93,49

MO e.kg-' 126,02 96,1 I 166,63 53,83 515,35 125,31

N g.kg-' 3,7( 2,81 3,87 1,94 10,3i 7,38

c/N 16,9[ 5,0( 27.4C 9,01 40,22 21,8(

CEC cmol.kg-' 10,61 6,42 15,7i 9,43 31,5i 19,61
pH(HrO) 5,5t 0,54 7,1 0,3c 6,34 0,9(

Tableau 2t z Yaleurs moyennes (m) et écarts-types (sd) des paramètres physico-
chimiques des sols (MO : matière olganique I N : azote total ; C/1\[ : rapport carbone sur
tzote; pH ; Zn z zinc; Pb : plomb ; Cd : cadmium) dans les différentes Unités
Biologiques Fonctionnelles (UBF).
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données, ce qui montre une bonne corrélation entre les deux démarches. Un classement un
peu plus grossier permet en fait de séparer 3 unités de niveau supérieur :

- I'une formée par les groupes de sites A, C, E, F, liés aux groupes I, III
(30<[Zn]<413 ppm);

- une seconde formée par les groupes de sites B et D, liés aux groupes IV et VI ;
- une troisième formée par les groupes de sites G, J, K L, liés à VII à )([.

Entre ces unités subsistent des groupes isolés intermédiaires H, I et II, V. Le tableau
27 précise les valeurs moyennes (m) et les écarts-types (sd) des paramètres physico-chimiques
des sols des diftrentes unités biologiques fonctionnelles (JBF).

1.3.1. La valeur bioindicatrice des groupements bryologiques

La corrélation significative entre les classements bryofloristique et édaphique implique
une forte valeur bioindicatrice de sols pollués aux groupements bryologiques tels qu'ils ont
été définis par I'AFC.

Mais nous pouvons essayer d'affiner cette valeur bioindicatrice au niveau des Unités
Biologiques Fonctionnelles à I'aide d'une Analyse Factorielle des Correspondances Multiples
(AFCIO (fie. 33).

En décomposant chaque variable édaphique selon 4 classes (tab. 28), nous avons pu
déduire le comportement des unités biologiques fonctionnelles en fonction de ces classes.

L'æ<e I (inertie de 33,63 o/o) représente le gradient chimique concernant les éléments
traces métalliques.

Cinq grands groupes ont été trouvés (tab.29).
Le groupe I est compose de bryophytes se trouvant sur des sols très pauwes en Cd

(sols considérés comme nonnaux, concentrations inferieures à la nonne AFNOR NFU 44-
041), le groupe 2 a plutôt tendance à être constitué de bryophytes se développant sur des sols
très pauwes en Zn, qui es un oligo-élément du sol. A droite de I'a:<e l, nous sonrmes en
présence de groupements bryologiques se développant sur des sols dont les concentrations en
éléments traces métalliques sont égales ou supérieures à la norme AFNOR (groupes 3,4,5).

Il convient égalernent de noter que les autres variables (CEC, C/N, MO, N, pll) ont
des valeurs croissantes du groupe I au groupe 5.

Trois classes de bryophytes peuvent être distinguées ici :

- la classe cr rassemblant les groupes I et 2 contenant des bryophytes se
développant sur des sols très pauvres en métaux ;

- la classe p, classe intermédiaire reprenant le groupe 3 dans son intégralité,
considérée comme classe intermédiaire des deux autres ;

- la classe y, rassemblant les groupes 4 et 5 pour lesquels les bryophytes se
développent sur des sols extrêmement riches en métaux.

En outre, les espèces juvéniles et à vitalité réduite ne se rencontrent que dans les
classes Ê et y.

Shaw (1987b) a montré qu'une bryophye comme Funaria hygrometrica pouvait
présenter des variations de croissance du gamétophyte, de germinatioru de morphologie
lorsque I'on soumettait cette bryophyte à de fortes concentrations en cuirne au niveau du sol.
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Figure 33 : Carte factorielle représentant les axes I et2 de I'AFCM.

Tableau 28 : Classes des paramètres physico-chimiques des sols (MO: matière
organique ; CEC : capacité d'échanges cationiques ; N z aznte total; C/II : rapport
carbone sur azote ; pH ; Zn: zinc; Pb : plomb ; Cd : cadmium) utilisés pour I'AFCM.

Znoom Pb pnm Cd ppm MO e.ks
Znl de20,766 à300 Pbl de 3,953 à

100
cdl 0 MOI de 4,3 à 128,8

Znz >300 à 10000 Pbz >100 à 1000 cd2 de0,20l ù2 MO2 >129,8 à
205,3

Zn3 >10000 à
30000

Pb3 >1000 à
15000

cd3 >2 à200 MO3 >205,3 ù455

Zn4 >30000 à
53436,3

Pb4 >15000 à
30376.98

cd4 >200 à325,3 M04 >455 à 689,4

cEc
cmol.kg-r

N g.kg ' pH (Hzo)

cEcl de 1,5 à l0 , l N I de0,26 ù
2,99

c/Nl de 8,8 à 17,1 pHl de 4,8 ù 5,2

CEC2 >10 .1  à  15 N2 >2,99 à4,8 C/I.{2 >17.1 à120.9 pHz >5 ,2  à6
cEc3 >15  à  21 .1 N3 >4.8 à 7.05 C/}..l3 >20.9 ù29 nH3 >6 à 6,8
CEC4 >21.1à67 N4 >7.05 à27.7 cN4 >29 à75.3 pH4 >6,8 à7,9
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Groupe 1 Abrévi
ation

Concentrations en Cd très faibles ou nulles,
concentrations en Pb tres faibles

Classes des
variables de

I'AFCM

Classe

Hépatisue à thalle He
cdr cd2

Pbl

ct

Braclrythecium so. Bsp
Callergionella cuspidata C
Dicranum scoparium D
P o ly tric hum p i I iferum s Ppis
Rlry t i diade I p hus s q uarrosus R
Polvtrichum i unioerinum s Pius
ïIypnum cupressifurme H
P o lvtric hum i unioerinum Piu

Groupe 2 Concentrations en Zn très faibles, sols pauwes en matiere
orsanioue. pH acide (4.8 à 5.2)

Camnvlonus naradoxus Ca 7Âl
CEI pHl
MOI NI

cNl

Campvlopus Daradoxus s Cas
Ceratodon purpureus Ce
Scleropodium pwum Pp

Groupe 3 Concentrations en Zn, Pb et Cd au-dessus de la norme
AFNO& sol à pH plus acido-neutre, presence de matière
organique

p
Aulacomnium andrownum A

PWZtr2
N3 MO2
cE2Cd3
plD CÀ{2
pFI3 CE3

Pottia starkeana Po
Bryum argenteum Bai
Brac lwt hecium al bic ans B
Pohlia nutans s Ps
Ceratodon purpureus s Ces
Pottia starkeana * Po*

Groupe 4 Concentrations en Pb, 7n et Cd nettement superieures à la
limite de la norme AFNO& sols à tendance plutôt neutre
voire basique, matiàe organique importante

T

Ditrichum cvlindricum Di
N2 PM

C/tl3 MO3
pH4 7n3

C/N4 Pb3

D i tr ic hum cv I i ndric um * Di*
Aulacomnium androgynum i Ai
lTeiss ia controversa var. crispata
s

Ws

We is s ia c ontrov ers a v at . crispat a
r*

w*

Bryum capillare s Bcs
Brac lryt hec ium al bicans j Bj

Groupe 5 Concentrations en Pb, Zn et Cdextrêmement importantes,
sols fres riches en matiàe organique et à pH neutre voire
basique

Eurhynchium sp. E
CE4 Zn4
MO4 Cd4

N4

Fohlia nutans P
Pohlia nutans i Pj
Weissia controyersa var. crisoata w
Bryum capillare Bc
Brac lw t hec ium al b ic ans * B*

Tableau 29: Classement des Unités Biologiques Fonctionnelles selon les variables physico-
chimiques des sols par AFCM (cf. tableau 28 pour les valeurs des différentes classes), (norme
AFNOR NFU 44-041, Cd 2ppm, Pb 100 ppm, 2n300 ppm).
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Shaw et al. (1991) ont également montré que les
négligeable sur la croissance, sur la reproduction et
purpureus.

métaux avaient une influence non
sur la morphologie de Ceratodon

Le tableau 29 montre que certaines bryophytes, comme lTeissia controverso var.
crispata, Pohlia nutans, Pottia starlæana..., ne se retrouvent que sur des sols dont les
concentrations sont très importantes en matiere organique et en éléments traces métalliques
(Pb,Znet Cd).

Shacklette (1965a, b, 1967) a montré que certaines bryophytes se développaient sur
des substrats très riches en cuirne et en éléments traces métalliques en général. Ces
bryophytes des genres Mielichhoferia, Scopelophila, Gynnocolea et Cephaloziella sont en
général accompagnées d'autres bryophytes également tolérantes à ces fortes concentrations en
métaux mais pouvant se développer également sur des sites << nonnalrx > (bryophytes
pseudométallophyes). Brown & Buck en 1978 ont également montré que des bryophytes
pleurocarpes du genre Grimmia avaient la capacité de se développer sur des sols riches en Sr
qu'ils pouvaient accumuler.

Concernant les relations entre les bryophytes et leur substrat, Richards (1947) notait
que la réponse des bryophytes aux facteurs édaphiques est certainement plus pointue et plus
claire que pour les phanérogames. Des travaux ont également été réalises sur des bryophytes
< cupricoles D que nous n'avons pas retrouvés sur nos sites, mais qui étaient signalés encore
en 1986 par Sotiaux et al. Il y a également d'autres facteurs qui pourraient entrer en jeu
comme la compétition existant entre les bryophytes et les plantes supérieures, mais dans notre
cas, les sols sont tellement contaminés en éléments traces métalliques que nous avons une
végétation phanérogamique calaminaire particulière. Lors de nos échantillonnages successifs,
les plantes supérieures n'étaient pas très développées voire absentes des relevés.

Nous ne pouvons pas conclure sur le fait que ces bryophytes sont réellement des
bryophytes métallophytes absolues ou pseudométallophytes, au sens de Larnbinon & Auquier
(1963), car cela implique des études beaucoup plus approfondies des mécanismes de
bioaccumulation de ces diftrentes espèces. Mais il semblerait plausible, comme I'a démontré
Shaw en 1987b et 1990, ainsi que Briggs (1972) et Brown & House (1978) qui ont pu mettre
en évidence des écotypes métallo-tolérants chez Marchantia polynorpha et Jungermannia
gracillima, que certains bryophytes se soient adaptees à leur milieu en développant au fil des
générations des écotypes diftrents permettant d'avoir une certaine tolérance vis-à-vis de ces
concentrations létales en Cd. Pb etZnobservées sur les sites calaminaires étudiés.

1.3.2. Conclusion

Les résultats de ce travail ne permettent pas de répondre de façon définitive à la
question de savoir s'il existe chez certaines bryophytes des écotypes leur permettant de tolérer
les fortes concentrations en éléments traces métalliques au niveau des sols, ni pourquoi nous
ne trouvons pas sur nos sites pourtant très chargés en Cd, Pb et Zn les bryophytes considérées
corrune métallophytes absolus, mais ils permettent déjà d'apporter un début de réponse quant
à la possibilité d'établir des diagnostics fiables concernant la contamination de certains sites
en éléments traces métalliques.

Ce résultat nous amène à nous poser d'autres questions: les bryophytes que nous
rencontrons sur nos sites et qui se regroupent en communautés bryophytiques originales sont-
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elles pseudométallophytes et, si oui, quels sont les mécanismes intervenant dans la métallo-
tolérance ou la métallo-résistance de ces organismes ?

Nous allons donc poursuivre notre travail afin de comprendre, d'une part, pourquoi
des bryophytes corlme Cephaloziella divaricata o! Scopelophila cataractae disparaissent
progressivement des sites belges et français et, d'autre part, savoir s'il existe véritablement
des écotypes métallo-tolérants concernant certaines bryophytes ubiquistes. Des mises en
culture de ces bryophytes, ainsi que des tests croisés dewaient nous apporter des éléments de
réponse.
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I[. Ilpncs DEs EtÆt ENTs
CO,I^,1^UNAUTES BRYOIJCHENIQUES

TRACES ,I^ETALTJQUES SUR LEs

Les travaux présentés dans ce chapitre ont été réalisés en collaboration avec M.
Damien Cuny et présentés dans sa thèse (Cuny,1999).

II.1. Lns cARAcrERrsrreuES pnysrco-cHrMre{JEs DDs sor,s

Les résultats bruts des caractéristiques physico-chimiques des sols sont présentés dans
le tableau 30. Nous proposons à la fin de ce paragraphe un résumé et une discussion sur les
résultats obtenus pour les sols.

Pow plus de clarté, nous avons séparé les résultats obtenus pour les éléments traces
métalliques de ceux des autres caractéristiques édaphiques.

11.1.1. Les caractéristiques édaphiques

Les variables édaphiques des sols ont été traitées par analyse factorielle discriminante
(AFD). Les résultats sont présentés tableau 3l et figure 34.

L'horizon superficiel du sol d'Auby est compose de différentes fiactions. On
distingue tout d'abord une litière importante de végétaux, dominée par des rosettes de feuilles
d'Armeria maritima subsp. halleri. La fraction minérale est composée d'éléments grossiers
hétérogènes. Nous avons observé des débris exogènes comme des morceaux de briques, de
tuiles et de bois. Une Êaction grossière schisteuse est également présente. Les produits
exogènes pourraient mettre en évidence des dépôts de matériaux sur ce site, autres que les
dépots d'origine métallurgique. La fraction fine (i.e. après tamisage à 2 mm) est plus
homogène. Une observation à la loupe binoculaire y révèle la présence de nombreux débris
végétaux.

Ces observations sont confirmées par les résultats des dosages qui révèlent un taux
important de matière organique. Il n'est cependant pas significativement diftrent des taux de
Harnes et de Candn. Le taux de matière organique est fortement corrélé avec la capacité
d'échange cationique (ab. 32). Cela semble indiquer que les éléments traces potrraient se
fixer préferentiellement sur cette fraction de sol. L'aznte dosé est principalement de I'azote
organique. Le pH varie de 5,77 à 6,32, nous sornmes donc dans une ganrme de pH acide,
confirmée par les dosages de calcium. Ces derniers (sauf pour I'individu AH6) caractérisent
un horizon pas ou peu calcaire.

Le sol de Mortagne se caractérise également par la présence d'éléments grossiers
exogènes qui sont de nature similaire à ceux rencontrés à Auby. Nous avons aussi observé des
éléments schisteun, qui mettent en évidence des dépôts d'origine métallurgique. La fraction
fine, ocre à brune, contient des débris végétaurq mais en plus faible quantité que
précédemment.

La concentration en matière organique est significativement inferieure à celle des
autres sites contaminés. La capacité d'échange cationique est plus faible. Il est intéressant de
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remarquer que la CEC et la MO ne sont pas corrélées. Par contre la CEC est corrélée avec

I'azote. Cela peut mettre en évidence qu'une autre fraction que la MO du sol participe ici au

stockage des éléments traces.
Le pH varie de 5,46 à 6,12, ce qui caractérise des horizons superficiels acides. Ces

horizons sont peu calcaires.

Le sol du terril de Harnes a une structure diftrente des sites précédents. Les pentes

du terril, notamment au niveau de la rampe d'accès, permettent d'observer une stratification
régulière des différentes couches.

La topographie plane de la terrasse étudiée a permis la formation d'un sol mais les

éléments schisteux dominent dans I'horizon superficiel.
Des éléments gtossiers exogènes peuvent être également observés, mais en quantité

plus faible que sur les deux sites précédents. L'observation de la fraction fine met en évidence

la présence de débris végétaux.
Le taux de MO est comparable à celui observé à Auby. De même, la CEC est corrélée

à la MO Cette fraction pourrait être un site préferentiel de stockage des éléments traces
métalliques. L'azote dose est principalement de I'azote organique. Les valeurs de pH varient
entre de 4,67 à 5,22 et caractérisent des horizons très acides à acides. Ces horizons sont peu

calcaires.

Les résultats obtenus pour les échantillons de Carvin sont très proches des précédents.
Les aspects rnacroscopiques sont identiques avec une prédominance d'éléments schisteux
noirs ou rougeâtres. Les éléments exogènes sont plus rares, plus fins et plus rarement
organiques.

La concentration moyenne en MO est importante (par rapport aux autres sites). Les
coefficients de corrélation avec la CEC et I'azote sont plus faibles que précédemment. Il est
possible qu'une autre phase du sol participe au stockage des éléments. Les valeurs du pH et
de la concentration en Ca caractérisent un substrat acide et non calcaire.

Le sol du terril d'Auberchicourt présente une concentration en MO faible, mais nous
obtenons une meilleure corrélation entre la MO et la CEC Le terril est édifié sur un socle
ancien de roches schisteuses et de grès carbonifrres et la gamme de pH caractérise un substrat
acido-neutre.

Le sol témoin se caractérise par une texture sableuse. La concentration en MO est
faible, mais semble être importante dans le stockage des cations. La gamme de pH et des
concentrations en calcium caractérisent un substrat très acide à acide et peu calcaire.

Les résultats de I'AFD montrent que les diftrents groupes sont bien individualisés.
Trois observations ont été reclassées par I'analyse. Les écarts entre les points au sein d'un
même groupe soulignent les coefficients de variation importants. Il s'agit de I'observation
AH6 (Auby) qui est associée au groupe de Mortagne, Ml I (Mortagne) qui est associé au
groupe du terril d'Auberchicourt et M33 (Flines-les-Mortagne) qui est associé au groupe de

Mortagne. Selon les axes I et 2 (fig. 34), le groupe d'Auby peut être discriminé par les
valeurs de la CEC De même, la MO et C/N permettent de diftrencier le groupe de Carvin. Le
groupe témoin se distingue par les faibles valeurs des concentrations en MO et de la CEC
Nous n'avons repris que les axes I et 2. Les autres représentations n'apportent pas de

changements significatifs. Elles permettent seulement de mieux discriminer les sites de
Mortagne, Auberchicourt et de Harnes.
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11.1.2. Les concentrations en éléments traces métalliques

Les résultats des traitements statistiques sont présentés dans les tableaux 33 et 34 ainsi
que par la figure 35. Le tableau 35 présente les corrélations entre les teneurs en métaux et les
autres variables édaphiques. Comme pour les variables physico-chimiques, les coefficients de
variation sont très importants, ce qui souligne I'hétérogénéité des contaminations.

Les concentrations en éléments traces des sols d'Auby et de Mortagne sont proches,
hormis pour le zinc. Si I'on se base sur les valeurs moyennes, pour ces deux sites, les
concentrations en cadmiunU en plomb et en zinc dépassent le seuil d'urgence fixé par le
norme AFNOR NF U 44-041.

Les concentrations du sol de Carvin en plomb sont supérieures au seuil d'investigation
de la norme AFNOR NF U 44-041 (voir tableau 5).

Les valeurs obtenues pour le sol d'Harnes sont très hétérogènes. Un relevé (97052003)
présente des concentrations beaucoup plus importantes que les autres. Celles-ci ont été
vérifiées et confirmées. Hormis potr ce relevé, les concentrations en plomb sont proches du
seuil d'investigation et les concentrations en zinc sont proches du seuil d'anomalie. Les
concentrations en cadmium sont inferieures au seuil de détection. Nous pensons en fait que le
relevé très contaminé a été effectué sur une zone où il y a eu un dépôt de matériaux
métallurgiques.

Les concentrations du sol d'Auberchicourt sont très faibles et inferieures au seuil
d'urgence fixé par la norme AFNOR NF U 44-041.

Les coefficients de corrélation entre les éléments traces apportent une information
quant à leur origine (ab. 33). Plus le coefficient est élevé, plus la probabilité que les éléments
aient la même origine est importante. Ainsi, dans I'horizon superficiel du sol d'Auby, le
cadmium et le zinc sont fortement corrélés. Ces deux éléments sont présents dans les minerais
utilises par I'entreprise métallurgique du secteur. Par contre, le plomb n'est pas corrélé avec
les trois autres éléments. Cela signifierait que le plomb est issu d'une autre source etlou qu'il
est stocké dans une autre fraction du sol. Les concentrations en zinc et en cadmium sont
corrélées avec les concentrations en MO (tab. 35), à I'inverse des concentrations en plomb.
L'origine principale des éléments traces sur le site d'Auby semble être I'entreprise Union
Minière. Nous ne pouvons cependant pas exclure totalement la contribution de sources
diftrses.

Les concentrations en éléments traces sur le site de Mortagne ne sont pas corrélées
entre elles. Il n'existe pas de source importante de pollution à proximité. Nous pensons être en
présence d'une pollution en grande partie relictuelle. Aucun des éléments n'est corrélé avec la
MO Il est vraisemblable qu'ils se répartissent au sein de diftrentes fractions du sol et plus en
profondeur.

Les résultats obtenus pour le site de Harnes sont biaisés par les diftrences existant
entre les valeurs. Nous avons réalise les calculs sans prendre en compte le relevé 97052003.
Dans ce cas, les éléments traces ne sont pas corrélés entre eux. Nous pensons que les
concentrations en éléments traces sont dues à des sources difffrrses : centres industriels et
urbains. Dans le cas du dépot direct, il semble que les éléments se situent au niveau de
I'horizon superficiel fortement liés à la MO.
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Les concentrations en plomb et en zinc des échantillons de Carvin ne sont pas
corrélées. Nous pensons que, sur ce site, les éléments traces sont originaires de sources
diffiises telles que les transports et I'activité agricole.

Les concentrations en plomb et cadmium des échantillons d'Auberchicourt
corrélées. Mais les concentrations sont extrêmement faibles et correspondent au
géochimique.

Les résultats de I'AFD confirment les observations précédentes. L'analyse sépare les
sites de Mortagne et d'Auby des autres. L'hétérogénéité du site de Harnes est également
soulignée. Une observation de ce groupe est déplacée dans le groupe témoin (TC5), tandis
qu'une observation d'Auby (AH6) est ajoutée à celles de Mortagne. Enfin" quatre
observations du groupe de Harnes sont déplacées dans le groupe de Carvin. On peut noter
qu'une observation du témoin s'est placée dans le groupe d'Auberchicourt, mettant ainsi en
évidence, des similarités avec le site témoin. La discrimination des groupes souligne les écarts
existant entre les valeurs des contaminations. L'axe 1 suit un gradient de pollution en plomb
et en zinc. Les autres éléments sont discriminants sur les autres a(es et fournissent les mêmes
représentations graphiques.

L'ensemble de ces résultats montre que les sols étudiés sont très hétérogènes. Cette
variabilité intra-site pourrait s'expliquer par leur utilisation. Ce sont des dépôts de matériaux
industriels qui sont par nature hétérogènes. Nous ne pouvons exclure la présence de dépôts
incontrôlés, plus ponctuels, qui ne feraient qu'amplifier ce phénomène.

Nous avons observé que la MO des sols est une fraction fondamentale. Celle-ci semble
jouer deux rôles principaux. Le premier est la fixation des éléments traces, qui est mise en
évidence par les coefficients de corrélation élevés entre les deux variables. Ce rôle est
confirmé par les coefficients de corrélation obtenus avec la CEC. La deru<ième fonction de la
MO est la régulation du pH, par consequent de la biodisponibilité des éléments traces.

Dans les sols de Mortagne et de Carvin, la fraction minérale, argileuse ou plus
grossière, semble jouer un rôle plus important dans le stockage des éléments traces.

L'ensemble de ces sites nous permet de travailler avec un panel de sources. Ainsi, les
éléments traces du site d'Auby sont principalement issus de I'activité d'Union Minière. Ceux
du site de Mortagne seraient plus relictuels du passé industriel. Pour les sites de Harnes et de
Carvnl les éléments traces semblent issus de sources diffirses ou parfois de dépôts directs de
matériaux contaminés.

En résumé:

Les résultats mettent en évidence :

une hétérogénéité caractéristique des sols ;
I'importance de la matière organique dans le stockage des éléments traces métalliques
des sols, notamment pour les sites d'Auby et de Harnes ;
sur les sites de Mortagne, de Carvin et du témoin, le rôle de la fraction minérale dans
la fixation des cations semble plus importante ;
les sols étudiés sont acides, peu ou pas calcaires ;
en tenant compte de I'ensemble des variables, les sites diftrent significativement les
uns des autres. Les variables édaphiques sont donc impérativement à intégrer dans
l'élaboration de l'échelle de diagnostic de la contamination des sols à I'aide des
cofinnunautés bryolichéniques.

sont
fond
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rI.2. RnsulrATs DES ANALvsES srATrsrreuns suR LES RELEvEs FloRrsrreugs

Nous rappelons ici succinctement que cette analyse a pour buts (l) d'associer les
espèces entre elles et (2) d'associer les espèces avec les caractéristiques des sols.

La représentation graphique des résultats de I'AFCM est présentée par la figure 36.
Nous avons mis en couleur les variables selon la classe à laquelle elles appartiennent. Nous
devons nécessairement faire appel à un système de trois a(es pour décrire I'ensemble des
groupes définis par I'analyse.

Selon les a:<es I et 2 (fig. 36), I'AFCM définit cinq groupes d'espèces bien
individualisés : I, II, III, IV et V. Au centre de la fig., se situe un groupe plus important
(grouPe III).

Ces ensembles sont significativement associés à des variables physico-chimiques. Cela
signifie que la plupart des espèces observées s'associent en fonction des caractéristiques du
sol, mais aussi que les variables retenues permettent d'expliquer la majeure partie des groupes
d'espèces. Les concentrations des sols en ETI\4" la matière organique (MO), le pH ef h
capacité d'échanges cationiques (CEC) contribuent essentiellement à I'a:<e 1. La CEC
contribue également à I'a:re 2 comme l'aznte organique (N).

Ainsi, les espèces du groupe I et II se développent sur des sols très acides à acides, non
pollués et pauwes en matière organique. Pour le groupe II, le pH et la concentration en MO
sont un peu plus élevés que pour le groupe I. Les groupes III, IV, V rassemblent des espèces
présentant la capasité de se développer sur des sites pollués. Nous pouvons établir un
classement de ces sites selon une concentration croissante en ETM : III < IV << V.

Les groupes III et fV sont séparés grâce à la contribution plus importante des ETM sur
I'axe l. Les espèces de ces groupes se développent sur des sols moins acides, un peu plus
riches en MO que les groupes I et II.

Les teneurs en ETM du sol permettent de séparer les groupes IV et V. En effet, à partir
des relevés floristiques globaux (tab. 36), nous observons que les espèces des groupes IVet V
sont plus liées aux sols pollués que celles du groupe tII.

Les groupes III et IV rassemblent des espèces ubiquistes pouvant s'observer sur des
sites témoins comme sur des sites pollués. Cependant, celles appartenant au groupe V
semblent plus fréquentes sur les sites très pollués contrairement à celles du groupe tiI qui
semblent plus fréquentes sur les sites témoins. Cette repartition pourrait mettre en évidence
des phénomènes de tolérance atu( éléments traces métalliques plus ou moins importants selon
les espèces. En effet, le groupe III est composé de Cladonia qui ont fréquemment posé des
problèmes d'identification, principalement causes par des atteintes macroscopiques modifiant
les caractéristiques morphologiques des thalles. Certaines bryophytes posent également de
nombreux problèmes lors des déterminations car elles ont également dès afieintes
morphologiques rendant extrêmement difficile I'utilisation des clés de détermination. Il est
waisemblable que ces dommages soient imputables aux ETM. Nous ne pouvons pas
totalement exclure I'existence de mécanismes de compétition entre les espèces des groupes III
et V. Ces mécanismes pourraient expliquer en partie I'exclusion qui semble exister entre ces
deux groupes.

La composition floristique des cinq sous-ensembles est reportée dans le tableau 37.
Nous pouvons tout de suite observer que la diversité floristique diminue au fur et à mesure
que les concentrations en ETM augmentent. Ces résultats nous permettent d'établir
I'existence de groupes associant des bryophytes et des lichens, dont la composition spécifique
varie significativement en fonction des caractéristiques édaphiques des sols.
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Les espèces des groupes I et II sont métallophobes. Les groupes III, IV sont des
groupes de transition. En effet, le groupe IV est composé d'espèces ubiquistes, rencontrées
sur des sites contaminés en ETM mais parfois également sur des sites sains. On pourrait
penser que ces espèces sont des pseudo-métallophytes. Les espèces du groupe V semblent être
des métallophytes. Il est intéressant de souligner que le groupe V n'esf composé que de
lichens. Ces espèces semblent particulièrement infeodées au plomb. Il est donc nécessaire de
travailler avec des groupes d'es@ces. Une communauté bryolichénique apporte une
indigation plus précise sur les conditions écologiques que les espèces 

"onsidé.éer 
isolément.

L'utilisation d'une espèce seule peut conduire à des faux positifs ou à des faux négatifs.
Ainsi, c'est une association d'espèces telles que Vezdaea leprosa, Sarcosagium compestre
var- macrospontm et Brytm capillare (intermédiaire entre les groupes IV et V) qui peuvent
indiquer la contamination d'un site.

Dans I'optique de disposer d'un outil diagnostic, nous avons associé ces résultats à
ceux d'une étude précédente (Denayer et al., 1999) ne comportant que des groupements
exclusivement bryophytiques se développant sur des sites similùes.

Il est intéressant de comparer nos résultats avec les travaux réalisés antérieurement. Il
s'avère que la seule,association qui se rapproche le plus de notre composition floristique
globale est le Cladonietum rei décrit par Paus en lgg7. Il s'agit d'une association
bryolichénique terricole composée de Cladonia div. sp. à large u*ptit.rO" écologique,
préferant les milieux perturbés, indiftrente au pH ét tolérante au. éléments traces
métalliques.

Nous pouvons proposer une partition du cortège floristique du Cladonietum rei selon
nos grolrpes écologiques. Celle-ci fait apparaître la participation des groupes III à V. Les
caractéristiques d'association (Cladonia rei, C. chlorophaea, C. hu*iltt et peltigera
didactyla) se répartissent dans les groupes III à V, soit sur des sols peu à très polluér.1",
caractéristiques de I'alliarrcs (Cladonion ref Paus 1997) telles que 

-Cladonia 
fimbriata et

Ceratodon pufpureus appartiennent au groupe III (sites peu ou faibiement pollués).

II.3. Rnsur,TATS DE L'ACP

Lors de travaux précédents @enayer et al.,1999), nous avons défini cinq groupes de
bryophytes en fonction des concentrations en éléments traces des sols sur lesquèb .i1", ,.
développent. Pour y associer les travaux sur les communautés bryolichéniques, nous avons
affecté, à chaque espèce, les caractéristiques du sol sur lequel elles ont été prelevées. Ensuite,
nous avons effectué la moyenne des valeurs afin de caractériser chaque groupe et d'obtenir
une matrice de valeurs (tab. 38).

Grâce à cette matrice, nous avons pu réaliser une ACP. Les résultats sont présentés
figure 37 (a et b). La contribution des variables selon l'ære I est de 69,42% et dè 17,7 yo
selon I'axe 2, ce qui nous pennet de n'utiliser que ce système d'ar<es. Les concentrations en
Cd' M.O et Zn sont négativement liées à l'æ<e l, tandis que les autres variables font appel, à
des degrés diftrents, à I'ar<e 2.LaCEC et l'azote organique sont anti-conélés avec le piomb,
le pH et C/N.

Nous rernarquons que les groupes sont partiellement associés. Ainsi" Ies groupes l-I,
2'II, 3'IlI, qui caractérisent des sols peu ou pas pollués, se sont regroupés. La distanèe entre
ces diftrents groupes est expliquée par des variables édaphiques comme ie pH et la CEC.

_ Le groupe III occupe une place intermédiaire proche des groupesprécédents, ce qui
confirme les résultats de I'AFCM. Enfirr, les groupes IV, V, q el S sônt iassemblés dans la
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Cadmium en CEC en Plomb en Zincen
mC/kCCN mglkg cmolF/kg MO en g/kg N en g/kg pH

I
II
n
Iv
V
I
2
J

4
5

17,24
20,11
23,77
21,77
40,32
I1 ,80
15,68
23,05
43,13

2,00
2,00

10,78
83,76
84,33
0,04
4,01

22,34
139,54

7,87
I  l , l  I
11,45
15,57
17,61
4,98

10,49
11,92
5,42

23,15

65,89
I19,00
172,08
192,15
289,05

7,78
125,42
131,95
353,30

2,59
3,72
4,38
5,30
4,48
0,38
4,16
3,42
5,86

16,24

3,30
3,92
5,53
5,71
6,10
5,22
5,72
6,20
6,70

100,00
133,00
618,47

5539,28
7498,42

18,12
174,09

1657,43
8381,16
4823,81

63,19
142,92

I164,86
10560,24
19018,96

33,10
248,81

3895,22
26941,59

23.12 2 l

Tableau 38 : Matrice des données de I'ACP.
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Figure 37 : Représentation graphique des résultats de I'ACP (A) et cercle des corrélations selon

les axes 1 et 2 (B).
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direction d'une contamination plus importante en ETM. Néanmoins, nous pouvons constater
que les groupes V et 4 semblent plus être liés au Pb, C/t{ et pH élevés que le groupe 5, plus
riche en Cd et lié à la CEC et à l'azote organique. Le groupe IV de nos communautés
bryolichéniques semble composé d'espèces moins métallophytes que celles des groupes V, 4
et 5.
, Si I'on se réftre aux valeurs absolues des contaminations, on retrouve les dispositions
relatives des groupes. Ainsi" les groupes 4 et 5 se développent sur des milieux plus
contaminés que les groupes IV et V. Nous avons réalisé I'AFCM précédente avec des classes
de contamination en Cd, Pb et Zn définies lors de notre précédénte étude (Denayer et al.,
1999). Nous avons travaillé sur des zones plus polluées que celles qui nous intéressent
actuellement. Cela e4plique pourquoi" sur la fig*e 36, il y a un groupe de variables sans
espèces.

Les mises en évidence de groupes d'espèces bryophytiques métallophobes (l-2) et
métallophytes (4-5) dans notre étude précédente, nous permettent d'émettre I'hlpothèse que
les groupes d'espèces de bryophytes, dépourvus de lichens, sont plus tolérants à de très fortes
concentrations en métaux que les groupes d'espèces de bryophytes et de lichens, définis dans
cette étude. Si nous comparons les compositions spécifiques des groupes, nous retrouvons
plusieurs espèces communes, ce qui souligne la complémentarite de ces deux approches.
Ainsi, Brytm capillare et Weissia controversa, espèces métallophytes, se retrouvenf dans le
groupe V; à I'inverse, Polytrichum juniperinum et Polytrichum piliferum, espèces
métallophobes du groupe l, sont également présentes dans le groupe I. Il faut également noter
que dans le groupe V, il y avait des bryophytes et en particulier du Brytm capillare mort ou
en très mauvais état, complètement colonise par Vezdaea leprosa. Cela nous amène à penser
qu'en plus de la tolérance des espèces aux métaux" il y a des compétitions entre les
bryophytes et les lichens qui font que certaines espèces sont présentes ou pas.

Dans les divers objectifs du PRC, l'évaluation des impacts des éléments traces sur les
communautés d'organismes vivants tient une place importante. Ainsi, de nombretx maillons
des réseaux trophiques terrestres font I'objet de travaux au sein des différentes équipes.

Le but de cette étude était d'apprécier, dans un premier temps, les impacts des ETM
des sols sur les communautés bryolichéniques terricoles. Ces organismes sont pionniers (mais
parfois aussi permanents), précédant le développement des communautés végétales et donc à
la base des réseaux trophiques. Nous avons ainsi étudié la flore de six sitei présentant des
contaminations croissantes.

L'étude de diftrentes concentrations en éléments traces des sols a montré qu'elles
sont très hétérogènes. En effet, sur un même site, nous avons obtenu des coefficients de
variation pouvant atteindre 100 o/o. De même, les autres variables édaphiques sont également
très hétérogènes.

Cependant, nous avons mis en évidencê que les ETM modifient significativement la
composition spécifique des communautés. Nous avons également mis en évidence que les
facteurs édaphiques ne sont pas à négliger et que, parmi ces facteurs, le pH et la teneur en MO
sont les plus importants.

Dans un deuxième temps, il nous a semblé très intéressant de développer la mise au
point d'une échelle de bioindication de la contamination des sols, basée sur les structures des
communautés bryolichéniques. En efet, I'hétérogénéité des sols rend difficile leur
caractérisation en se basant uniquement sur les données physico-chimiques. Nous avons mis
en évidence cinq groupes écologiques d'espèces qur, en intégant I'ensemble des
caractéristiques des sols permeffent une première approche globale de leur caractérisation. Il
nous paraît fondamental de considérer des groupes plutôt que des espèces prises
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individuellement car la plupart d'entre-elles ne sont pas rares mais ce sont leurs associations
qui sont originales.

Le recoupement de ces nouvelles observations avec les précédentes (Denayer et al-,

lggg) nous a permis de valider nos résultats et d'obtenir une première échelle de diagnostic à

faidé des bryophytes et des lichens. Nous obtenons ainsi deux groupes d'es@ces

métallophobes, un groupe de transition, d'un gloupe réparti en fonction de la tolérance de ses

espèces aux ETM èt on grorrpe d'espèces métallophytes (tab. 37). Nous disposons ainsi d'un

outil de diagnostic de la contamination des sols en éléments traces pour le nord de la France.
Au iein du groupe IV, cornposé d'espèces ubiquistes pouvant se rencontrer sur des

sites très contaminés, un lichen, rare dans la région, est très abondant. Il s'agit de

Diploschistes muscorum, qui a fait I'objet de nombreux travaun" montrant que cette espèce

avait la capacité d'accumuler de fortes concentrations en ETM sans présenter de dommage
visible (Cuny, 1999). Deux mousses Pohlia nutans et Weissia controversa, tolérant
particulièremênt bien les ETM, sont également présentes de manière abondante. Mais nous

âto* voulu nous intéresser arD( mousses du groupe III (sites peu à faiblement pollués, mais

présentant une certaine capacité à tolérer des concentration supérieures au seuil d'urgence
àonné par la nonne NF U-44 041) et particulièrement à Ceratodon purpureus. Cette espèce

est souvent retrouvée sur des sites très contaminés, mais également peu ou faiblement
contaminés. Cette bryophyte ubiquiste, semble être un organisme de choix pour la mise en
place d'un bryocapteur des retombées atmosphériques en ETM.
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rrr. lÂEcnusmes D'AcaJmuurroN ET r,l^pAcrs cEttuL{rREs DEs
ELE,IAENT5 TRACES ,IAETATIJGPES CHu-, CEPATODON PUPPUPAIS HEOW.
(BnrO.), r,l^PIJCATIOt{s DArus LE STREss OlryDetfra

[I.1. L'nxposruoN Aux ELEMENTs rRACf,s METALLTeuEs (Pn, Zx nr Cu) (ren. 39 nr rrc.
38)

Sur le site de Jenlain (TI), nous observons que les concentrations en Pb, Zn et Cd sont
faibles et stables durant I'ensemble des mois d'exposition. Le zinc y est le métal dominant. Ce
site semble donc être un bon témoin en ce qui concerne une non-exposition aux éléments
traces métalliques

Sur les sites d'Evin-Malmaison @Fl et EF2), ce sont les concentrations en Cd qui
dominent par rapport aux autres sites. Elles augmentent dès le deuxième mois d'exposition
puis chaque mois sans discontinuité. Le Pb suit la même évolution que le Cd pour chacun des
deux sites. Le Zn et le Pb semblent évoluer parfaitement ensemble. Nous pouvons noter que
les concentrations en métaux, entre les mois 3 et 4, décroissent légèrement. Cela pourrait être
dû à un lessivage lors de précipitations. Il convient de préciser que les deux stations d'Evin-
Malmaison sont situées au sein d exploitations agricoles.

Courcelles-les-Lens est un site urbain et nous observons que les trois métaux évoluent,
de manière similaire, à partir du deuxième mois jusqu'au dernier mois d'exposition. Le zmc
domine nettement sur le site de Courcelles. Cela semble difficilement interprétable sans
variables supplémentaires.

A Noyelles-Godault et Courcelles (deux sites urbains), le Zn domine et augmente
jusqu'au quatrième mois d'exposition puis diminue. Cette diminution du zinc du site de
Noyelles n'est pas significative. L'augmentation des trois métaux se fait dès le premier mois
d'exposition et sans intemrption jusqu'au quatrième mois. Les concentrations en plomb
varient très peu au début de I'e4position pour I'ensemble des sites et augmentent de manière
sensible le dernier mois.

En résumé, le site de Jenlain semble être un bon témoin, nous pourïons donc grâce à
lui mieux évaluer I'exposition des sites aux ETM et les éventuelles fluctuations des diftrents
biomarqueurs de stress oxydant. Nous voyons que parmi nos quatre sites soumis aux
retombées de Metaleurop, les deux sites urbains (Noyelles et Courcelles) sont plus exposés au
zinc et que les deux sites agricoles (Evin Ferme I et Evin Ferme 2) sont plus soumis au
cadmiurn EnftL les diverses fluctuations des concentrations en ETM, sur les divers sites,
pourraient être dues à un lessivage du Ceratodon pendant les periodes de fortes pluies et pour
une plus faible partie, au vandalisme sur les sites autour de Metaleurop.

a Dans cette etude, I'ensemble des resultats sont significatifs. Si ce n'est pas le cas, cela sera precisé
dans le texte, les tableaux ou les figures.



1
6

4

I:1lâitts*È
.i

a ÈË
E

v
c

)
Ê

 
ù

:
-

E
 

ë
E

.2
v

tÉ
E

 
9

.8
Ë

 
E

E
a

c
è

0
.F

 
e

'ô
É

- 
a

rË

È
 

B
?

: 
E

Ë
E

 
Ë

Ë
$

 
E

'g
/,\ 

=
r

._
E

 
E

=
.F

 
€

:
E

e
l=

à
 

=
'È

.2
 

tt

Ë
 

Ë
Ë

?
 

.=
r

'=
 

! 
'G

r
r! 

E
pA

 
'

q
 

E
;

â
 

È
F

a
 

:'E
Ë

-
È

 
E

G
.

Y
 

^
e

g
 

E
?

(
t)

v
^

à
 

v
të

e
 

Ë
.e

+
}-rtr

A
r?

(D

d
 

È
'b

$
 

.sE
-u

 
Ë

Ë
,i 

a
O

(
l)

-
E

E
 

3
!

5
 

Ë
E

v
E

i
-

r\ 
c

) =
-^

 
h

g
ê

 
È

.1
!

'E
A

u
l

?
E

* 
a

E
'E

 
=

3
Ë

c
tG

l
$

 
.E

=
F

.Ê
=

-
1

n

F
 

È
'g

o)C
)Io3()oo)o<

=ocl

rrl

c
O

C
.l(

?
)

O
É

,o
æ

H
r-o

3
3

f3
3

G
'

o

F
c

îæ
r

e
S

É

O
\ 

l*- 
\O

 
æ

 
O

\
o

r
a

r
\o

c
.)

s

a.)

=

Fsl
-

-
O

Ê
(

\

O
\Ê

f-
O

r
a

l
É

 
.o 

ç 
ôl 

t'-

a,

Flrl

Ê
O

C
.l-

tô

d
d

d
d

o

É
c

--.+
o

=
o

-c
.Ic

\n
:o

o
o

o
*

G
'

Lcl

Frrl
È

Ë
O

Ê
(

\

O
r

ô
Q

O
\-

-
É

Ê
O

ô
.1

U
-

c
\

l\ 
l\

F
C

)Z
H

E
I

o)L
3(JI()L
.oo)oo6F

FE
]

æ
ta

r
c

)
æ

O
\

t.l\o
-

q
\v

)
ô

.lc
o

ô
lO

É

*S
S

o
..o

_
j'v^ 

d
i 

c\ 
s

:9
9

é
É

F
.r

iY
-"''t

<
=o

FtD
.n

S
r-+

æ
O

 
''l 

O
\ 

O
 

e
.l

-î R
 ô

ic.i ci

:8
"is

 s
s

È
:R

3

0)

F
.

Itl
q

d
lo

-\c
t

ô
.1

 ç
O

O
c

o

s
;{8

i
s

 a
 3

 =
i

G
I

É

F
ta

 
la

r iô
 

É
 

tl
O

-o
O

O
<

f
ra

l-rô
--

- 
.+

 
ôl 

t*- 
\O

ô
lÉ

rô
*

o
\

rr\o
t--æ

rô
rô

o
o

N
rl

ts

F
.

q)
ç

 
F

 
o

r c
-.r-

r
ô

-
À

ç
c

lO
ô

î =
 

{ 
d

.'i

\o
\o

F
r.|ô

l
f-. 

Ê
 

\O
 

ôl 
\O

o
ï o

d
'c'î d

 
+

ô
læ

c
ô

È
c

l

C
)

N
- 

c.l
tL 

Ir.
F

O
Z

rrlr!

o)L
-oo

I
Q

)

Ic)oil)a,

<
=

F
c

7
'F

r
È

\O
S

o^ vI 
s^ 

cl 
-i

É
-

O
È

-

-ç
S

o
o

q
o

.-îq
o

,
*

f\J
r

îc
a

-
ô

l*
 

t?
)

S

€o6tQ
)

Frrl

r
ô

r
ô

N
É

tô
la| 

C
.l 

\O
 

O
 

ra)

O
t-

c
1

 
:

|.l\o
-r-v

æ
Ê

ô
lÈ

ô
l

O
r

ô
C

"
O

\\O
-Ô

É
É

É

o)E

t-
<

f-<
>

O
\-

a
.r\ô

O
C

*
+

d
d

d
d

o
.i

=
\{s

$
.

"d
s

 R
 É

R

(ntr

F
r

f,\O
\O

O
O

æ
q

ô
Io

^
æ

^
q

-
O

É
O

-

A
s [\F

-
 

<
Îlô

 
tô

;*

G
'

L

Frrl

-
t-

O
O

r
ô

C
-

c* 
\o^ 1 

-: 
\o"

o
o

O
o

Ê

c
o

æ
,rr=

tX
O

\O
t\Ê

-
)

vi 
rJ 

c.î vi 
3

-o

-
C

{
. 

tJ. 
Irr

F
O

Z
T

J
.]F

.l



1
6

5

;.2.l6l

ÈL:.2i^
.E

 
C

)
at2 

,

â
Ë

$
s

Ë
<

i
\oÈ

6

€
;

S
.E

S
O

s) 
tr

N
Ë

_
É

o
o

_
e

F
E

v 
::I

*
r

il
C

) 
.-

p
is^
.9

Â
o

-EÉ
.^

(D
e

o
tjP

'5
=

6
Ê

Ë
'-

E
.-

o
..

Ë
É

t
ç

.e
v

o.. 
t:

æ
.

6

?
Q

E

e
'i

!'>
-

'E
! 

E
lr. 

ll

Q
o

T
E

U
E

NNrUNu,

o
0

0
0

o
o

o

eeulgto.rd E /6rl

NoEolttropo.Et!..Et!

o
o

o
o

6
0

b

se
u

tg
p

d
 

6
/6

d

=ottoot.c6oz

o
o

o
o

e
o

6

sâu!9loJd 
6rûd

ogoJoo-;,

go(,=oo

6U
-

U
J

tt!ula
p

F
O

û
E

ôll!U
J

lrU
J

o
o

o
o

(
to

6

ioulilord 
ô16rl

oEolrEoo6Etul

E
F

E
O

se
u

lg
p

rd
 6

p
d

trIEEoa



166

TJ (Témoin Jenlarn), C (Courcelles-les-tæns), N (Noyelles4odault), EFI (Evin-Malmaison Ferme Dugardin), EF2 (Evin-Malmaison Ferme

Delobel)

Tableau 40 : Moyennes OI) et écarts-types (ET) du GSH (pglg protéines), du GSSG (pglg protéines), du

GSSG/GSH, de I'activité des SOD (U/g protéines), du MDA (pM/g protéines) chez Ceratodon purpareas. Les

résultats significativement dilférents (p<0,05), pour un même biomarqueur, entre le témoin d'un mois et les

autres sites du même mois, sont signalés par (*). Les resultats signilicativement dilférents (p<0'05)r pour url
même biomarqueur d'un mois à I'autre, pour un même site, sont signalés par (#). 5 répétitions pour sites C' N'
EFl, EF2 et 12 répétitions pour le témoin (TJ).

GSH awiVmai mai/iuin iuin/iuillet iuillet/août aoûVseotembre{ctobre

M ET M ET M ET M ET M ET
I J
I

N

EFI

EF2

77,29
* 24,54
165,90
8 1 , r  9

* 24,24

47,28
8,74
84,96
38,09
21,40

23,t2 #
22,29

33,29 #
14,88 #
* 8.95

8,06
7,45
16,79
6,64
6.86

t35,34 #
r 18,23
* 1 ?  7 l
* 18,90
* 10,62

90,38
13,83
17,85
8,06
3.24

23,64 #
+ 7,79
r  7 3 4

* 7,24 #
7,69

tt,75
4,42
4 ,19
s,77
7.89

56,14 #
r 20,29 #

z J , t J

* 15,72
* 18.48

22 ,11
I1 ,45
24,90
12,03
16,69

GSSG awiVmai mai/iuin lum uillet iuillet/aoûl aoûVseptembre{ctobre
M ET M ET M ET M ET M ET

TJ
L

N

EFI

EF2

JU,U /
r  I  1 8 , 1 2

64,30
59,89
37,86

26,18
48,68
31 ,51
33 ,10
32,89

6,98 #
10,21#
t4,32#
t7,24 #
7-72

10,54
12,83
18,39
20,48
6.03

l7,7t  #
6,56
36,50
21,57
2.80

36,51
3,59
32,37
19,52
0.38

J)4 #

9,55
3,34

2 ,81#
4,34

2,62
9,32
2,27
0,62
2.25

22 , t6  #
r l , t2
10,08
8,51 #
21.02 #

8,39
6,56
10,29
7,20
16,71

GSSG/GSH avriVmai mai/iuin iuin/iuillet iuilleVaoût août/septembre-octobre
M ET M ET M ET M ET M ET

TJ
C
N
EFI
EF2

0,47
t 5,26
0,56
0,81
l -82

0,53
2,86
0,48
0,56
1.66

0,35
0,44 #
0,39

+  l , l 4
+ 0.91

0,66
0,49
0,31
1 , 1 7
0.50

0,22
0,61
1,01

* 1,04
0.28 #

0,  l6
0,47
0,96
0,74
0 .10

^  t <

*  1,07
0,41
0,56
1.48 #

0,29
0,97
0,16
0,29
1.73

0,43
0,72
r | < t

0,73
*  l . l 9

0 , l 8
0,64
0,25
0,60
0.44

SOD awiVmai mai/iuin iuin/iuillet iuillertaoût août/septemb reoctobre
M ET M ET M ET M ET M ET

TJ
C
N
EFI
EF2

9345,86
t 4248,&
9099,02

* 6483,62
* 4858-29

2996,60
1923,33
rs62,6s
r27 t , t 7
34M,51

4554,67 #
3454,01

3418,53 #
* 2863,37 I
* 3346,21

)ov,oo
1608,04
1591,95
840,79
2t  1.89

3207,77 #
* 2655,98
* 3723,90
2822,79
4040.33

316,93
448,59
304,22
979,07
2109.04

5278,08#
4977,68

r 3420,48
* 4345,50 *
* 3643,57

616,60
34t,67
381,00
439,99
741.43

)U94,UJ

5170,82
+ 2194,40 t

4320,28
5312.28#

793,84
2666,89
65',1,t l
373,82
487.72

MDA awiUmai mai/irrin iuin/iuillet iurllet/août août/septernbreoctobre
M ET M ET M ET M ET M ET

TJ
C
N
EFI
F.F2

46,42
|  58,88
34,59

* 22,16
* 27,81

18,07
7,84
4,93
4,97
10,32

5 ? 5 #
+ 26,82#
* 21,46#
* 13,62 #
ï 36,54

1,53
16,91
8,37
s,94
67.r5

18,35 #
22,14
19,00

|15  ??  #

22.64

12,22
9,57
4,41
21,87
9.10

8,52
6,60

* 4,46 #
*  4,38 #
' 4.77 #

77)
1,77
1,38
1,03
0.53

U, )U
| 4,54
6,64#

1 \ Â

9.43 #

) ) \
r ,27
r,27
2,81
1.28
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III.2. Rcpoxsns DES BToMAReUEURS DE sTRESS oxyDANT (rln. 40)

Comme pour les métaux, les biomarqueurs étudiés répondent de manière diftrente sur
le site témoin et sur les quatre sites exposés.

111.2.1. Réponses biologiques en fonction du mois d'exposit ion

Les résultats obtenus pour le GSH (fig. 39) montrent que les concentrations diminuent
en fonction du mois d'expositior5 quel que soit le site (exposé ou témoin). La forte
augmentation de la concentration en GSH pour le site de Noyelles pendant le premier mois
d'exposition n'est pas significative par rapport au site témoin. Par contre, la baisse de GSH, à
partir du 3"'" mois est significative. Nous pouvons imputer cette modification à une plus
grande exposition aux ETM par rapport au site témoin. Les fluctuations du GSH au sein du
site témoin sont statistiquement représentatives d'un mois à I'autre. Le site EF2 se comporte
comme Courcelles et EFl. Il n'existe pas de relation entre les sites e4posés qu'ils soient
urbains ou ruraux.

Sur le site témoin, le GSH a tendance à diminuer fortement le second mois puis à
augmenter le mois suivant. Par contre, au niveau des sites exposés, les concentrations en
glutathion restent stables.

Le GSSG (fig. a0) diminue de manière quasi continue à partir du troisième mois
d'exposition. La seule variation pendant le premier mois d'exposition correspond à Courcelles
où les concentrations en GSSG sont quatre fois plus importantes.

La baisse de GSSG est très nette pour le site témoin pendant les mois l, 2, 4 et 5, alors
que I'augmentation est importante lors des mois 3 et 5.

Le GSH et le GSSG varient finalement dans le même sens et donc les variations du
rapport GSSIVGSH (fig. 4l), d'un site exposé par rapport au site témoiru ainsi que les
variations d'un mois à I'autre au sein d'un même site ne sont pratiquement jamais
significatives.

Cette tendance qu'ont le GSH et le GSSG à globalement évoluer dans le même sens
montre bien que ces biomarqueurs sont complètement déstabilisés par un facteur exogène
inconnu, autre que les concentrations en ETM.

Le MDA (fr9. aD diminue sensiblement après deux mois d'exposition. On observe
une concentration plus élevée le premier mois pour le site de Courcelles par rapport au témoin
du même mois. Par contre, les autres sites voient leurs concentrations baisser par rapport au
site témoin mais de manière non significative pour Noyelles. Lors du mois 2, le site EF2 voit
ses concentrations augmenter par rapport au témoin du mois 2, mais par rapport au mois
précédent, cette augmentation n'est pas significative. Il s'est donc probablement passé
quelque chose sur ce site. Les concentrations en MDA diminuent le mois 2 pæ rapport au
mois l, par contre elles augmentent par rapport au témoin. Ce phénomène se retrouve pour le
mois 4. En effet, les concentrations en MDA de Noyelles, EFI et EF2 diminuent du mois 3 au
mois 4, mais cette fois diminuent également par rapport au témoin du même mois. Ces
variations pourraient s'expliquer par la présence de métaux. En effet, la lipoperoxydase,
enzyme intervenant dans la peroxydation lipidique peut être bloquée par certains métaux. De
plus, il est connu que les concentrations en MDA n'augmentent qu'en présence de certains
métaux.
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L'activité des SOD (fig. a3) est importante sur I'ensemble des sites lors du premier
mois d'exposition. On peut cependant noter un niveau d'activité plus faible pour les sites de
Courcelles, EFI et EF2. Noyelles présente une activité non significativement différente du
témoin du même mois. Il semblerait donc que cette enzyme, chez les mousses du site témoin
et de Noyelles, est intéressante à prendre en compte malgré une légère défaillance sur les
autres sites exposés aux ETM. A partir du second mois, I'activité des SOD dans chaque site
diminue de manière significative par rapport au mois précédent sauf pour le site de Courcelles
et EFl. Par la suite, l'activité des SOD est plus ou moins stable, la variation n'est pas
significative d'un mois à I'autre sur un même site sauf pour le témoin. L'activité de cette
enryme diminue de manière significative pour les sites EFI et EF2 par rapport au témoin des
mois 2 et 4. Le mois 3, l'activité des SOD augmente légèrement pour Noyelles et baisse pour
Courcelles. Le mois 4 voit une diminution significative de I'activité des SOD pour I'ensemble
des sites exposés aux Pb, Zn et Cd à I'exception de Courcelles qui voit son activité augmenter
mais de manière non significative. Lors de la période estivale (mois 3, 4 et 5), I'activité des
SOD sur un même site, ne varie pas significativement. Cela peut s'expliquer par des facteurs
climatiques (pluviométrie, hygrométrie, températures, vent...) et éventuellement par la
présence d'autres polluants, par exemple I'ozone, le SOz, les peroryacétyl nitrates ou les
oxydes d'azote et éventuellement par la présence d'autres métaux que le Pb, le Znet le Cd.
On peut également noter que les SOD voient leur activité diminuer de manière significative
sur I'ensemble des sites (mis à part Noyelles) entre les mois 4 et 5. Cette période a été
particulièrement sèche et chargée en ETM ce qui a probablement entraîné un stress oxydatif
lié à la dessiccation de la bryophyte.

des sites, nous observons que I'allure globale des résultats n'est pas nettement diftrente sur
le site témoin et sur les sites exposes aur métaux. Néanmoins, l'échelle prise ici étant
relativement grande, nous ne pouvons pas voir nettement les faibles variations qui sont parfois
significatives pendant une période plus courte.

Le point zéro, identique pour I'ensemble des mousses, témoigne d'une baisse sensible
pour le premier mois, de I'ensemble des biomarqueurs sur chacun des sites. Mais elle n'est
pas significative pour Jenlaiq Noyelles, et les deux stations d'Evin en ce qui concerne le
GSH. Par contre, la nette diminution des concentrations en MDA sur I'ensemble des sites
témoigne d'un problème lorsque les mousses sont arrivées au laboratoire (peut-être le stress
lié à un long transport, I'humidité, la température...). La baisse de I'activité des SOD n'est pas
significative pour les sites Témoin et de Noyelles. Enfi& les concentrations en GSSG
diminuent sensiblement sur I'ensemble des sites par rapport au point zéro, mais cette baisse
n'est pas significative pour EF2.

Au bout d'un mois d'exposition, les biomarqueurs se sont tous mis à niveau, sans
exception, et varient faiblement de manière plus ou moins significative selon le mois et selon
le site. Il semblerait qu'il ait eu une période d'adaptation de la bryophyte pendant le premier
mois.
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Ll.2.2. Réponses biologiques par site (fig. 44)

A Jenlain, le GSH et I'activité des SOD varient en sens inverse. C'est le glutathion
réduit qui domine en concentration tout au long de I'exposition. Ce n'est pas le cas au niveau
des sites exposés. Le GSH, le GSSG, I'activité des SOD et le MDA, à quelques exceptions
près (sauf I'activité des SOD et le MDA le mois 5), varient de manière significative du
premier au dernier mois. Le troisième mois, quelque chose d'inhabituel s'est passé sur ce site
provoquant une augmentation des concentrations en GSH de plus de 7 fois. De plus, I'activité
des SOD a chuté par rapport au mois précédent. A partir du mois 4, I'ensemble des
biomarqueurs réagissent et voient leurs concentrations augmenter, excepté pour I'activité des
SOD et la concentration en MDA qui ne varient pas de manière significative.

Les sites de Noyelles et d'Evin Ferme I réagissent de manière similaire au témoin et
montrent au mois 3 un léger pic des concentrations en GSH, GSSG et MDA mais de manière
non significative (sauf pour le MDA).

Le site d'Evin Ferme 2 a des concentrations plus faibles, le premier mois, que celles
des autres sites exposés et du témoin. Le MDA du mois 2 augmente par rapport au mois l,
alors que I'activité des SOD diminue, mais ces variations ne sont pas significatives. Sur ce
site, c'est le glutathion oxydé qui semble dominer sur I'ensemble des mois d'exposition. Cela
pourrait témoigner d'une orydation plus ou moins constante du GSH, au fil des mois
d'exposition, sans pour autant augmenter de manière significative. Le GSSG semblerait
inhibé par un facteur que nous n'arrivons pas à déterminer. Mais les plus fortes concentrations
en métaux sur ce site pourraient, en partie, être une explication.

De manière générale, nous pouvons observer que I'ensemble des biomarqueurs
répondent, quel que soit le site, de manière très forte, le premier mois d'exposition et que
cette réponse diminue, en général, le second mois. La mousse a subi un stress important lors
de son transport, malgré toutes les précautions prises. Il semble que I'ensemble des
biomarqueurs aient répondu de manière relativement forte. Une fois installée sur le site, il lui
a certainement fallu un mois d'adaptation avant qu'elle se stabilise.

A première vue, les réponses des diftrents biomarqueurs, malgré quelques variations
significatives, ne sont pas diftrentes entre le site témoin et les sites exposés, à I'exception du
mois 3, où nous avons observé un pic important sur le témoin (probablement un pic lié à un
phénomène climatique). Nous pourrions émettre les hypothèses suivantes :

- Cerotodon purpureus des sites exposés aux ETM réagit beaucoup moins au stress
oxydant que celui des sites non exposées ;

- Ceratodon purpureus, malgré le stress potentiel Ié aux ETM, peut piéger les
radicaux libres à I'aide de substances particulières comme les polyphénols, les
antiorydants, etc. ;

- les concentrations en métaux des sites exposés ne sont pas suffisamment élevées
pour occasionner un stress.
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III.3. TnaTTEMENT srATISTreuE DES DoI\IvEES

Afin d'essayer de mieux comprendre les relations éventuelles entre les concentrations
en métaux et les réponses biologiques de Ceratodon purpureus, nous avons réalisé, pour
chaque mois d'exposition, une Analyse en Composantes Principales centrée réduite (ACP).

Cela nous permettra de mieux comprendre ce qui s'est réellement produit mois par mois sur
chacun des sites.

111.3.1. ACP exposition avril/mai 1999 (mois 1) (fig. 45)

Les deux premiers axes de |ACP sont suffisants pour expliquer les relations entre les
variables. Celles-ci se situent toutes à proximité du cercle de corrélation. Elles sont donc
importantes pour la signification des axes. On constate une corrélation positive entre I'axe I
(contribution à la variance totale 56,8 yo) et les teneurs en zinc (Zn" =0,85), le rapport
glutathion réduit sur glutathion oxydé (GSSG/GSH, r:0,95) et à un degré moindre avec le
glutathion oxydé (GSSG, 10,65) et le malondialdéhyde (MDA, =0,57). Il est également
corrélé négativement avec le glutathion réduit (GSH, r--0,80) et I'activité des superoxyde
dismutases (SOD, r-0,87).

L'axe 2 (30,9 %) est corrélé positivement avec le plomb (Pb, 10,84) et
secondairement avec le cadmium (Cd, 10,62).

Le plomb et le cadmium sont donc bien conélés entre eur, ainsi que I'activité des
SOD avec le GSH et le MDA avec le GSSG et le GSSFVGSH. Le plomb et le cadmium sont
indépendants du zinc. Cela signifie que la source du Pb et du Cd est différente de celle du
zinc.

L'activité des SOD et le GSH sont anti-corrélés avec le MDA, le GSSG et les métaux.
Les variables se comportent comme nous le supposions. C'est-à-dire que le GSSG augmente
avec les concentrations en métaux" alors que le MDA, I'activité des SOD et les concentrations
de GSH diminuent.

C'est ce que nous observons pour le site Evin Ferme 2, qui est surtout soumis au
plomb et au cadmium. Les biomarqueurs réagissent comme prévu pour ce site. La station de
Courcelles est similaire à EF2, mais elle est plutôt exposée au Zn. Les biomarqueurs suivent
également la même tendance. Les stations de Noyelles et d'Evin Ferme I se comportent
comme le témoin. L'exposition alD( métaux est faible et I'activité des SOD et les
concentrations en GSH sont élevées. Les sites de Courcelles et EF2 sont donc exposés dès le
premier mois à des concentrations en métaux qui font intervenir positivement le GSSG et le
MDA, et négativement l'activité des SOD et le GSH.

111.3.2. ACP exposition mai/juin 1999 (mois 2) (fig.46)

Les trois premiers ores de I'ACP sont suffisants pour expliquer les relations entre les
variables. En observant le cercle des corrélations, on constate une corrélation positive entre
I'a<e I (contribution à la variance totale 44,15 %o) et les valeurs du rapport GSSG/GSH
(10,94) et du cadmium (r:0,71) et à un degré moindre du MDA (r:0,52). Il est également
corrélé négativement avec I'activité des SOD (r:-0,83) et le GSH (r-0,73). L'axe 2 (24,6
%) est corrélé positivement avec le Zn (10,81) et le plomb (r-0,75). Il s'agit donc d'un axe
Zn, Pb. L'axe 3 (19 %) est corrélé négativement au GSSG (r-0,9). Le Pb et le Cd sont bien
corrélés entre eux, tout comme le Zn avec le GSH.
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L'activité des SOD est corrélée négativement avec le GSSG et le GSSG/GSH. Ils sont

indépendants du zinc comme le témoigne la mauvaise corrélation. L'activité des SOD et le

GSÉ sont anti-conélés avec les métaux et le GSSG. Par contre, le Pb et le Cd sont

indépendants du Zn et du GSH d'après I'angle droit que formes les deux vecteurs sur le cercle

des ôonélations. La source du Pb et du Cd est donc toujours diftrente de celle du zinc. Les

variables, cofirme pour le mois précédent, se comportent normalement. La grosse diftrence

pour le mois 2 est la corrélation du zinc avec I'activité des SOD.

Les sites EFI etEF2 semblent s'éloigner de l'a:<e Zn,Pb, mais semblent présenter une

relation avec le MDA et le GSSG/GSH et le Cd. En effet, selon I'axe 2,EFl va s'orienter vers

le GSSG et selon I'axe 3, EF2 va se rapprocher du MDA. I1 ne semble donc pas qu'il y ait de

relation entre le GSSG et les métaux. Par contre, les mousses du site EF2 présenteraient une

augmentation du MDA. Le témoin est très éloigné des variables métaux et n'est donc pas

e*posé à ces derniers. L'activité des SOD et le GSH sont en relation avec le site témoin non

contaminé. Il semblerait donc, que pour le mois 2, I'activité des SOD et la concentration en

GSH soient inversement proportionnelles à celles des métaux. La station de Noyelles est

exposée an Zî, mais également au Pb et au Cd, mais cette station, pour le mois 2, ne montre

p* a" relation intéressante entre les métaux et les biomarqueurs. Courcelles n'est pas ou très

peu exposé au Cd, et comme Noyelles, ne révèle pas de relation entre les biomarqueurs et les

métaux.

111.3.3. ACP exposition juin/juillet 1999 (mois 3) (fig. 47)

Les trois premiers axes de |ACP sont suffisants pour expliquer les relations entre les
variables. En observant le cercle des conélations, on constate une corrélation négative entre

I'axe I (contribution à la variance totale 42,11 %o) et les valeurs du Pb (r-0,98) et du

cadmium (r-0,95). Le MDA est trop éloigné du cercle pour être pris en compte. L'axe 2

(28,2 o/o) est corrélé positivement avec Ie GSH (10,88) et négativement avec le MDA

(r-0,80). L'ge 3 (20,6 %) est corrélé positivement au GSSG/GSH (r-0,82) et au Zn

(10,74). L'expositionauZnet toujows indépendante de celle au Pb et au Cd.

Nous remarquons que pour le mois 3, I'activité des SOD est corrélée avec les

concentrations en Pb et Cd. Le GSSG est faiblement corrélé avec le GSH (0,63) ce qui paraît

incohérent. Le GSH et le GSSG sont indépendants de I'activité des SOD et des métaux. De la

même manière, le MDA est indépendant du GSH et du GSSG.
Si I'on s'intéresse aux sites, le témoin n'est pas exposé aux métaux. Néanmoins, il est

conélé avec le GSH de manière très importante. Il est anti-corrélé avec le MDA et voit son

activité SOD diminuer. La station de Courcelles se retrouve pratiquement à I'origine des axes

I et2 mais également I et 3. Cela signifie que les variables ne sont pas de signification pour

ce site. La station EFl présente une concentration forte en MDA, il y a donc eu peroxydation

des lipides membranaires, mais cela n'est pas lié aux ETM, il y a donc une autre cause aux

dommages occasionnés aux bryophytes pendant le mois 3. La station EF2 est très exposée aux

métaux, en particulier au Pb et au Cd et voit son activité SOD augmenter nettement,

cependant il n'y a aucune relation avec le MDA, le GSH ou le GSSG. Enfi4 le site de

Nôyeiles est principalement exposé auZn Le rapport GSSG/GSH, mais la relation de cause à

effet semble difficile à faire en raison d'une mauvaise corrélation entre le GSSG et le Zn

(0,23).
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111.3.4. ACP exposition juilleUaoût 1999 (mois 4) (fig. 48)

Les deux premiers axes de I'ACP sont suffisants pour expliquer les relations entre les
variables. Elles se situent toutes à proximité du cercle. En observant le cercle des corrélations,
on constate une corrélation positive entre I'axe 1 (contribution à la variance totale 49,63 o/o) et
les valeurs du Cd (r:0,96) et dars une moindre mesure du Pb (r:0,66). Il est corrélé
négativement avec le GSH (r:-0,94) et secondairement avec le MDA (r-0,71).

L'axe 2 (33,1 %) est corrélé négativement avec le GSSG (r--0,87) et secondairement
avec I'activité des SOD (=-0,76).

Le Pb et le Cd sont très mal corrélés (0,54). Par contre, le Pb semble bien corrélé au
GSSG (0,89). Nous ne pouvons plus constater que les métaux proviennent de sources
diftrentes. Il semblerait que I'exposition, plus forte sur les sites exposés, ne provienne que
d'une seule source. Mais cette hypothèse est faiblement confortée par la faible corrélation qui
existe entrePblZn, Pb/Cd et ZnlCd (environ 0,6).

On peut noter que le Cd et le GSH sont bien anti-corréléS, ptr contre la corrélation
avec le GSSG ne se vérifie pas. L'activité des SOD est corrélée au MDA, mais ces deux
biomarqueurs sont indépendants du Pb et de la GSSG.

Les sites EFl, EF2 et N4 se regroupent et subissent chacun une exposition aux ETM.
Cependant, il n'y a pas de relation avec les biomarqueurs étudiés. Le site EFI ne parait pas
varier avec les variables présentes en raison de ses coordonnées pratiquement nulles sur I'axe
1. EF2 et Noyelles subissent une exposition aux métaux plus importante qu'EFl, en
particulier vis-à-vis du Cd, mais ne présentent pas de réporse significative en ce qui concerne
les biomarqueurs étudiés. Courcelles, très exposé au Zn et au Pb voit ses concentrations en
GSSG et son activité SOD nettement augmenter, alors que la concentration en GSH diminue.
Le témoin n'est pas exposé aux ETM, il est conélé avec le GSH.

111.3.5. ACP exposition aoûVseptembre-octobre 1999 (mois 5) (fig. 49)

Les trois premiers axes de |ACP sont suffisants pour expliquer les relations entre les
variables. En observant le cercle des corrélations, on constate une corrélation négative entre
loaxe 1 (contribution à la variance totale 46,82 o/o) et les valeurs du Pb (r:-0,88),
du Cd (r:-0,84) et du GSSG/GSH (r-0,92).Il est également corrélé positivement mais de
manière plus faible avec le Zn(=0,62).

L'axe 2 (33,4 %) est corrélé positivement avec le GSH (r:0,93) et le GSSG (10,79).
L'axe 3 (12,5 %) est corrélé positivement à I'activité des SOD (=0,74).

Le plomb et le cadmium sont bien corrélés entre eux (0,77), ils sont indépendants du
Zn: la source est une nouvelle fois diftrente.

Le plomb et le cadmium sont tous deux très bien corrélés avec le GSSG/GSH
(0,9410,90) et relativement bien anti-corrélés avec le GSH (-0,68). Le ztnc est anti-corrélé
avec le MDA (-0,81). De nouveau le GSH et le GSSG varient dans le même sens, mais sont
indépendants I'un de I'autre. De plus, la corrélation est moyenne (0,63). Le GSH est
également indépendant des variables SOD et MDA. Enfu, le GSSG est bien corrélé avec le
MDA (0,73).

Le site EFI est indiftrents aux variables retenues, excepté pour le Pb et le Cd pour
lesquels on note une légère augmentation par rapport au mois précédent.

Le site d'EF2 est encore très exposé au Pb et au Cd et pratiquement pas au Zn. Son
rapport GSSG/GSH augmente, ce qui est prévisible puisqu'on observe une légère
augmentation du GSSG. Le MDA augmente également mais de manière moins significative.
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EFI de nouveau, mis à part une légère augmentation de I'exposition au Pb et Cd, sa
concentration en GSGG va légèrement augmenter et donc son rapport GSSWGSH suivra la
même tendance. Les sites de Courcelles et de Noyelles sont très exposés au Zn provenant
d'un autre source. Le Zn ne provoque pas de changement sensible au niveau des
biomarqueurs. On ne note qu'une augmentation de I'activité des SOD par rapport à I'axe 3.
Enfir1 le site témoin se situe toujours très loin de I'exposition aux métaux, il est toujours lié
au GSH.

D'après ces résultats, nous observons que selon les mois et selon les sites, les
biomarqueurs de stress oxydant sont plus ou moins liés à I'exposition aux ETM. De manière
générale, les biomarqueurs réagissent et se remettent à niveau un mois après le début de leur
exposition mais ne varient que très faiblement pendant leur exposition sur les sites. Par contre,
lorsque nous étudions mois par mois les relations entre les métaux et les biomarqueurs, nous
voyons que les métaux peuvent entraîner une augmentation ou une diminution des
concentration etlou de I'activité de ces biomarqueurs. Les résultats montrent également que
ces biomarqueurs sont peu spécifiques. En effet, les variations observées sont difficilement
explicables avec le peu de variables environnementales dont disposons. D'autres facteurs
seraient à prendre en considération pour affiner nos résultats. Néanmoins, l'étude de
I'exposition aux ETM et celle des biomarqueurs, permettent d'affiner considérablement les
tendances observées pour I'ensemble des sites, et ce mensuellement.

III.4. ÉlurroN sEeuENrrELLE

Afin de mieux comprendre les effets des métaux chez Ceratodon purpureu,s, nous
avons réalisé une élution séquentielle aux mois 3 et 5, permettant de diftrencier les
compartiments de fixation des métaux au sein de la mousse.

Le tableau 4l reprend les résultats du dosage du Pb du Zn et du Cd dans les diftrents
compartiments de Ceratodon purpureus. Les figures 50a et 50b présentent les diftrentes
teneurs en Zn des diftrents compartiments au mois 3 et au mois 5 : fraction intercellulaire
soluble dans I'eau (Zn H2O); Êaction adsorbée sur les sites pariétaux et membranaires (Zn
extracell) ; fraction intracellulaire (Zn intracell) et la fraction résiduelle (Zn HNOr). Nous
observons que les concentrations, quel que soit le compartiment, sont plus importantes au
mois 3 qu'au mois 5. Ces sont les sites de Courcelles et de Noyelles, tous deux urbains, qui
sont les plus contaminés par le zinc. Chez Cerqtodon purpureus, il semble que la partie
extracellulaire soit la partie dominante. Néanmoins, la partie intracellulaire et minérale ne
sont pas négligeables. Il y a donc un mécanisme de bioaccumulation qui vient s'ajouter à une
simple déposition.

En ce qui concerne le plomb (fig. 5la et 5lb), les concentrations sont plus élevées
pour le mois 5 que pour le mois 3 et nous n'observons que deux fiactions dominantes :
extracellulaire (majoritaire) et minérale. Il semblerait, mais cela n'est qu'une tendance, que le
plomb ne soit pas facilement bioaccumulable par Ceratodon.

Le cadmium présente des concentrations non significativement difËrentes d'un mois à
I'autre (fig. 52a et 52b). La partie extracellulaire domine également, mais le cadmium
intracellulaire est relativement plus important pour ce métal que pour les autres. Le cadmium
semblerait se fixer de manière préferentielle chez Ceratodon.
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Tableau 42 : Résultats de I'analyse de régression du mois 5, pour le MDA, I'activité des SOD, le
GSH, le GSSG et le rapport GSSG/GSH chez Ceratodon purpureus.

R-- 0,99999997 rc = 0,99999994 F ajusté : 0,99999975 F(3,1) = 541 lE3 p<0,00032 Err-
Type de I'estim. : 0,00014

MDA Beta Err-Type Beta B Err-Tvoe B tn) nlveiau D

OrdOrig.
Cd intracell
cdHNo3
Zn intracell

2,12
-1,22
-0-03

0,00
0,00
0_00

2,86
0,72
-0,45
-0_02

0,00
0,00
0,00
0-00

5792,24
2419,00
-t408,27
-l 10.08

0,00
0,00
0,00
0-01

R= 0,99626206 R2 = 0,99253810 F ajusté = 0,97015241 F(3,1) = 44,338 p<0,10985 Err-
Twe de I'estim. :0.06452

SOD Beta En-Type Beta B Err-Tvoe B tf l) nlveau D

OrdOrig.
Pb intracell
Cd intracell
Zn extracell

1,86
-1,40
-0-36

0 , 1 8
0,19
0-10

7,81
1,00
-0,63
-0-20

0,25
0,10
0,09
0.06

31,84
10,04
-7,36
-3,72

0,02
0,06
0,09
0-17

R: 0,99381570 R = 0,98766966 R ajusté : 0,95067862 F(3,1) :26,700 p<0,14109 Err-
Trrpe de I'estim. : 0,1l09l

GSH Beta Err-Twe Beta B Err-TweB rû) nrveau D
OrdOrig.
Zn intracell
Cd extracell
Zn extracell

1,05
-0,M
-0.16

0,12
0 ,1 I
0,12

l ,0 l
l ,0 l
-0,38
-0.12

0,38
0,12
0,10
0.09

2,69
8,41
-3,84
-1 .31

0,23
0,08
0,16
0.41

R = 0,99958994 R'z = 0,9991 8004 R'z ajusté = 0,99672016 F(3,I ) = 406,19 p<0,03645 Err-
Twe de I'estim. :0.02525

GSSG Beta Err-Type Beta B Err-Type B t ( l ) nlve,au p

OrdOrig.
Zn HNO3
Zn extracell
Pb extracell

1,05
0,37
0,23

0,03
0,03
0.03

-0,65

0,68
0,25
0,12

0,13
0,02
0,02
0.02

-5,1 1
34,81
12,20
7.86

0,r2
0,02
0,05
0.08

R: 0,99997801 rc : 0,99995601 R'z ajusté :0,99982404 F(3,1) = 7577,2 p<0,00844 Err-
Twe de I'estim. : 0.0051I

GSSG/GSH Beta Err-Type Beta B Err-Type B tfl) niveau p

OrdOrig.
Pb extracell
Cd intracell
Zn extracell

0,96
0,09
-0-04

0,01
0,01
0.01

-1,40
0,M
0,04
-0-02

0,02
0,00
0,00
0-00

-71,78
138,84
12,49
-5-25

0,01
0,00
0,05
0.12
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[I.5. ITTRpRETATIoN DEs RESULTATS PAR ANALYSE DE REGRESSIoN

Nous rappelons que ces analyses ont pour but de savoir s'il existe un lien entre les
paramètres physiologiques et les concentrations en ETM dans les diftrents compartiments de
Ceratodon pufpureus. La vérification préalable des variables a nécessité une transformation
logarithmique de celles-ci. Le tableau 42 présente les résultats de ces analyses.

Les variations du taux de MDA chez Ceratodon ne dépendent pas de l'ensemble des
variables retenues. Ces variations pourraient être expliquées de manière significative par la
concentration en Cd intracellulaire, la concentration en Zn intracellulaire et la concentration
résiduelle en Cd. Les diftrents coefficients de régression sont significatifs à p<0,05. Le Cd
intracellulaire est positivement lié au MDA. Cet élément semble donc participer à un
mécanisme de stress oxydatif à I'intérieur des cellules. Le Cd résiduel et le Zn intracellulaire
sont reliés négativement aux tarur de MDA. Le Cd intracellulaire semble intervenir de
manière assez importante car le coefficient de corrélation est relativement bon. Cette analyse
nous donne simplement une tendance générale. Elle nous permet d'éliminer des variables ne
participant pas statistiquement aux variations du MDA. Mais il faudrait un nombre
d'observations beaucoup plus grand pour valider ceffe tendance.

Les variations de I'activité des SOD pourraient être expliquées par le Pb
intracellulaire, le Cd intracellulaire et le Zn extracellulaire. Mais les coefficients de régression
ne sont pas significatift à p<0,05. Ils ne le sont qu'à p<0,1 pour le Pb et le Cd intracellulaires.
Il ne semble donc pas que les métaux établissent une réelle relation avec I'activité des SOD.
Néanmoins, le Cd au sein des cellules végétales semble participer à un mécanisme générant
du peroryde d'hydrogène. Cette espèce réactive de I'orygène étant ensuite transformée par
les SOD. Mais il a été également montré par Rucinska (1999) que les SOD pouvait être
bloquée par le Cd chez certains végétaux. Cette enzyme étant métallodépendante, en présence
de certains cations métalliques, peut être bloquee et ne pas intervenir lorsqu'il y a présence de
peroryde d'hydrogène.

Les variations du GSH pounaient être expliquées par le Zn intracellulaire, le Cd
extracellulaire et le Pb extracellulaire. Mais les coefficients de régression ne sont pas
statistiquement significatifs à p<0,05. Il est clair qu'en regardant les résultats, les fortes
concentrations en GSH s'observent chez le témoin non exposé aux ETM. Cela ne sigpifie pas
qu'il n'y a pas une synthèse de GSH pour une être éventuellement utilise dans l'élaboration
de phytochélatines. En effet, les phytochélatines sont bien développées chez les végétaux,
mais leur présence n'a pas encore été démonttée chez les bryophytes. A la vue de nos
résultats, il est évident que les concentrations de GSH diminuent au fil du temps et ce,
particulièrement sur les sites très exposes au métaux. A contrario, la GSSG semble aller dans
le même sens que la GSH pour certains sites et pour les derniers mois d'exposition. Par
ailleurs, nous n'avons pas réussi" malgré plusieurs essais, à détecter la présence de glutathion
perorydase et de glutathion réductase au sein de nos bryophytes (voir annexe 4).

Les variatiors du GSSG pourraient être expliquées par la fraction résiduelle du Zru le
Zn et le Pb extracellulaires. Mais ce dernier n'est pas significatif à p<0,05. Le GSSG aurait
donc une certaine relation avecle Zn.

Nous avons également analysé le potassium au sein de Ceratodon pour les mois 3 et 5.
La figure 53 et le tableau 4l montrent que les témoins du mois 5 possedent beaucoup plus de
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Tableau 43 : Résultats de I'analyse de régression du mois 5, pour le potassium dans les
différents com partiments cellulaires de Ceratodon purpureus .

R:0,99972555 R: 0,99945118 R ajusté = 0,99780470 F(3,1) = 607,3 p<0,02983 Err-
Twe de lestim. : 0.05484

K HNO" Beta Err-Twe Beta B Err-Type B t(r) nlveau D

OrdOrig.
Zn HNO3
Zn erftracell
Pb o<tracell

0,65
0,36
-0,16

0,04
0,04
0-03

-1 ,10

1,1  I
0,81
-0-22

0,20
0,07
0,10
0.04

-5,41

17,00
8,40
-s.53

0,12
0,04
0,08
0 ,1 I

R: 0,99977359 rc : 0,99954723 R'? ajusté = 0,99818E92 F(3,1) = 735,88 p<0,02709 Err-
Træe de I'estim. : 0,04387

K intracell Beta Err-Type Beta B En-Tvoe B t ( l ) nlveau D

OrdOrig.
Zn HNO3
Pb intracell
PbHNO"

l , l 9
-1,50

l , l 2

0,06
0,07
0,08

-5,13

1,80
-2,23

1,46

0,26
0,09
0,10
0,10

-20,09
2 l , l l
-22,57
14,67

0,03
0,03
0,03
0,04

R:0,99996739 R3 = 0,99993479 R2 ajusté :0,9997391I F(3,1) = 5110,3 p<0,01028 Err-
Tvoe de I'estim. : 0.01849

K extracell Beta En-Tvoe Beta B En-Tvpe B tfl) niveau p

OrdOrig.
Zn HNO3
Pb intracell
Cd intracell

1,54
-0,87
0.23

0,02
0,02
0-02

-2,70
2,60
-l,M
0-31

0,12
0,03
0,04
0.02

-23,44

84,07
-38,09
13,01

0,03
0,01
0,02
0.0s
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K que ceux du mois 3 et qu'il est très peu présent sur les sites contaminés aux mois 3 et 5 par
rapport à leur site témoin respectif. D'une manière générale, le K est très soluble et la partie
résiduelle (KHNO) est très faible par rapport aux autres fractions. Cette plus grande quantité
de K intercellulaire (KHzO) et extracellulaire par rapport au K intracellulaire montre qu'il y a
eu une fuite potassique chez les mousses témoin et exposées, mais les différences de
concentrations entre le témoin et les sites exposés aux métaux semble difficilement
interprétables. En général le K extracellulaire et intracellulaire sont importants car ils
permettent de mettre en évidence des fuites potassiques occasionnées lors d'atteintes
membranaires.

L'analyse de régression faite sur le potassium extracellulaire pour le mois 5 montre
que les variations pourraient être expliquées par le Pb et le Cd intracellulaires et la fraction
résiduelle du Zn (tab. 43). Le Zn minéral et le Cd intracellulaire sont positivement liés au
potassium extracellulaire. A I'inverse, le Pb intracellulaire est corrélé négativement. Le Zn et
le Cd auraient donc tendance à favoriser la fuite potassique chez Ceratodon.

Les résultats pour le mois 5 montrent une forte corrélation entre le K extracellulaire et
le GSH (0,83), le GSSG (0,84) et le MDA (0,7) (tab. 44). Les corrélations sont également
intéressantes en ce qui concerne les métaux.

Les bryophyes doivent être étudiees au cas par cas. En effet, dans la littérature, les
auteurs se mettent à étudier certains biomarqueurs de stress chez les bryophytes,
principalement lors des phénomènes de dessiccation et de réhydratation Mais certaines
espèces sont plus tolérantes que d'autres au stress hydrique. Il doit certainement en être de
même pour les autres tlpes de stress et en particulier celui engendré par les ETM.

III.6. LnrEcHNIeuE DU ( MossBAG )>

Les derniers résultats de notre étude portent sur les moss bag. Nous sommes conscient
que ces résultats demandent à être confirmés par des expériences à plus grande échelle, mais
ils nous donnent une certaine tendance quant aux potentialités d'accumulation qu'a une
bryophyte morte par rapport à une bryophyte vivante.

Les résultats montrent clairement que la mousse traitee préalablement à I'acide
nitrique a accumulé les ETM présents dans I'atmosphère, sans discontinuité et nous pouvons
voir dans le tableau 45, que les diftrences de concentrations pour un même site et une même
durée d'exposition sont très significatives y compris pour le site témoin. Cela met donc en
avant le fait qu'en biomonitoring, il faut âire attention au type de matériel que I'on utilise. Le
choix de I'espèce est important lorsqu'on veut observer les impacts des ETM ou de n'importe
quel polluant sur un organisme vivant. Dans ce cas, nous allons prendre toutes les précautions
nécessaires pour respecter son écologie et ses conditions de vie. C'est ce que nous avons
essayé de faire avec notre < bryocapteur >>. Dans ce cas de figure, nous pouvons utiliser des
biomarqueurs d'effets ou d'exposition qui vont nous renseigner su l'état physiologique de la
mousse et sur les réponses qu'elle va engendrer frce à un grand nombre de toxiques présents
en faible quantité dans I'air.

A contrario, lorsque nous voulons simplement évaluer les retombées d'ETM, il paraît
plus judicieux d'utiliser une mousse morte puisque son organisme ne va pas interférer avec
les polluants et donc ne va pas chercher à se défendre ou à les éliminer.

En étudiant les diverses expériences menées à I'aide de moss bags constitués de
mousses vivantes, nous avons du mal à comprendre comment on peut estimer les effets des
polluants sur une mousse lorsqu'elle est en état de stress permanent, dans rur sachet soumis à
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Ceratodon mort Pb uele prot ET Pb Zn ws./s.protET Zn Cd usle prot ET Cd
MTJ3
MC3
MN3
MEFI.3
MEF2.3
MC5
MEF1.5
MEF2.5

11,74
44,26
I  8 ,13
I1 ,50
68,26
53,48
18,69
126-04

1,03
2,70
1,33
0,48
0,00
0,00
0t,46
0.43

65,61
181,37
109,93
58,31
94,84
321,61
120,01
229.47

4,94
2,51
5,95
3,81
1,86
0,00
5,59
5 ,17

0,12
1,34
0,42
0,32
3,63
1,85
0,69
8 ,15

0,03
0,01
0,04
0,01
0,10
0,00
0,02
0.05

Ceratodon vivant
TJ3
C3
N3
EFI.3
8F2.3
C5
EFI.5
EF2.5

8,28
11,99
20,92
8,17
21,05
27,78
33,13
42,35

0,24
0,61
0,00
0,79
2,41
1,57
1,26
l . t4

36,62
93,81
149,21
11,90
40,97
108,64
37,29
47.46

2,55
4,33
0,00
0,71
3,29
3,65
0,78
1.59

0,19
0,31
0,47
0,20
0,75
0,39
0,57
1,00

0,01
0,01
0,00
0,01
0,02
0,02
0,00
0,01

TJ (Temoin Jenlain), C (Courcelles-les-Le,ns), N (Noyelles-Godault), EFI (Evin-Malmaison Ferme
Dugardin), EF2 (Evin-Malmaison Ferme DelobeD

Tableau 45 : Valeum moyennes (M) et écart-types (ET), en Pb, Zn et Cd, aux
mois 3 et 5, pour le Ceratodon purpureus mort (M suivi du site) et le
Ceratodon vivant. Les moss bags des sites TJ et N pour le mois 5 ont disparu
(vandalisme).
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diverses conditions, qui lui sont nettement défavorables (humidité résiduelle, développement
de moisissures, de nécroses etc.). A I'inverse, pourquoi utiliser une mousse vivante et faire en
sorte qu'elle puisse virne dans des conditions satisfaisantes, malgré le stress permanent
(alimentation constante en eau par capillarité, etc.), alors que nous voyons nettement qu'une
mousse traitée à I'acide augmente ses capacités d'échanges cationiques et permet donc
d'avoir une sensibilité supplémentaire que n'ont pas les mousses en général.

Cette étude montre bien à quel point I'interprétation d'un phénomène à I'aide de
variables biologiques est difficile. L'ensemble des résultats de cette étude n'est qu'une
tendance. En effet, pour avoir une meilleure représentativité, il faudrait multiplier le nombre
de stations, augmenter le nombre de marqueurs biologiques, ajouter des variables explicatives
comme la température, fhygrométrie et augmenter le nombre de toxiques étudiés.

La pollution de nos jours est très diffirse et trn très grands nombre de composants en
faibles quantité dans I'air peuvent avoir un effet synergique sur un organise vivant, d'où
l'intérêt de la bioindication en complémentarité des mesures physico-chimiques.
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Au cours de ce travail, nous avons eu pour objectif d'étudier l'écotoxicité des éléments
traces métalliques (Cd, Pb et Zn) chez les bryophytes. Grâce à une approche
pluridisciplinaire, nous avons pu observer les impacts de ces éléments traces à trois niveaux
d'organisation biologique : la communauté, I'individu et la cellule. Nous avons pu également
mettre au point et tester I'efficacité d'un bryocapteur des retombées atmosphériques en ETM
grâce à Ceratodon purpureus (Hedw.) Brid. Les principaux résultats acquis au cours de cette
étude peuvent être résumés comme suit :

Les impacts des éléments traces sur les communautés bryophytiqzes. Nous avons
effectué des relevés floristiques sur quatre sites contaminés en éléments traces appartenant à
la znne du PRC. Les deux sites les plus contaminés présentent des taux en plomb, en
cadmium et en zinc supérieurs 4uK ssuils d'urgence fixés par la norme AFNOR NF U 44-041.
Nous avons montré que les éléments traces métalliques modifient la structure des
communautés bryophytiques terricoles. La composition spécifique de ces communautés varie
en fonction de leur teneur en éléments traces, mais également en fonction d'autres paramètres
édaphiques du sol, cornme la matière organiqæ, le pH ou la capacité d'échanges cationiques.
Cette variatioru nous a permis d'établir une première échelle de diagnostic de la
contamination des sols basée sur I'observation de la flore bryophytique. Cette échelle est
constituée de cinq groupes écologiques se répartissant de la manière suivante : deux groupes
d'espèces métallophobes, deux groupes d'espèces présentant une capacité croissante à se
développer sru des sites riches en éléments traces et un groupe d'espèces métallophytes.

Nous avons voulu confirmer ces premiers résultats en appliquant notre échelle aux
communautés de bryoplrytes et de lichens. En effet, ces organismes sont capables de coloniser
un sol nu et de le stabiliser pour ensuite permettre le développement d'espèces végétales. Les
sols rencontrés dans la znne du PRC sont, pour certains, très contaminés en éléments traces et
ne sont constitués que de communautés bryolichéniques. Nous avons montré que les éléments
traces métalliques modifient également la structure de ces communautés en fonction de leurs
concentrations dans le sol. Une nouvelle échelle a été établie afin de réaliser des diagnostics
précoces de contamination des sols par les éléments traces en observant les communautés
bryolichéniques. Nous retrouvons cinq groupes écologiques d'espèces se répartissant de la
manière suivante : deux groupes d'espèces métallophobes, deur groupes d'espèces présentant
une capacité croissante à se développer sur des sites riches en éléments traces et un groupe
d'espèces métallophytes (compose exclusivement de lichens).

La comparaison de nos deux échelles ne mettent pas en opposition I'utilisation des
communautés bryophytiques et les communautés bryolichéniques. Au contraire, il semblerait
que les lichens apportent une dimension supplémentaire d'un point de vue dynamique, mais à
l'inverse peuvent compliquer la compréhension de certains phénomènes à cause de la
compétition inévitable entre des deux organismes. Il est donc unportant de constater le type
d'organismes présents sur le site que I'on veut étudier et d'employer l'échelle correspondante.
Il est clair que sur des sites composes de mousses et de lichens, I'utilisation seule des lichens
sera moins pertinente que I'utilisation des bryophytes et des lichens associés.

Parmi les espèces ubiquises qui peuvent se rencontrer sur des terrains très pollués,
nous avons observé, Diploschistes muscontm) Pohlia nutans, Brytm capillare et Ceratodon
purpureus. Nous avons utilise cette espèce coûlme modèle pour la mise au point d'un
bryocapteur des retombées atmosphériques en éléments traces métalliques. Nous avons pu
ainsi étudier les impacts des métaux à l'échelle individuelle et cellulaire.

Grâce à la société Bryotec, nous avons pu utiliser une grande quantité de Ceratodon
purpureus, cultive de manière standardisée, faisant I'objet d'un dépôt de brevets européen,
américain et japonais. En collaboration avec I'usine Metaleurop, nous avons choisi qufre
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stations exposées aux retombées en éléments traces de I'usine et y avons placé notre mousse
pendant une durée de six mois.

Les analyses mensuelles totales en Cd, Pb et Zn ont montré que cette bryophyte avait
une réelle capacité à accumuler et bioaccumuler ces éléments au sein de son organisme.
L'étude en parallèle des biomarqueurs de stress oxydant ont montré que le Ceratodon pouvait
subir certains dommages, mis en évidence par des augmentations de concentrations en
potassiurn, une augmentation du MDA. Néanmoins, ces dommages semblent rester limités,
puisque le Ceratodon exposé pendant plus de cinq mois sur certaines stations, malgré une
nette croissance des concentrations en métauç n'a pas vu certains de ses marqueurs croître de
manière significative.

Les analyses en composantes principales ont permis de mettre en évidence, certains
mois, que le cadmiunr, le plomb ou le zinc provoquaient selon les stations (et donc selon
I'exposition du Ceratodon aux retombées en ETM) une augmentation de la concentration en
MDA ou en GSSG. Cela suggère qu'une partie des dommages soient dus à un stress oxydant.
Parmi les éléments étudiés, il semble que le cadmium soit celui qui provoque le plus de
troubles. Enfin, la baisse croissante des concentrations en GSH dans le temps, laisse penser
que cette protéine est utilisee par le Ceratodon. La synthèse de phytochélatines (polymères de
glutathion), non encore mise en évidence chez les bryophytes, semble être une piste
intéressante.

Les expériences d'élution séquentielle sur les mois 3 et 5, nous ont permis de localiser
les éléments traces au sein des diftrents compartiments du Ceratodon. ta fraction
particulaire est peu importante et forme la fraction résiduelle. La fraction soluble des éléments
se répartit au sein de trois compartiments : le compartiment intercellulaire, le compartiment
extracellulaire (adsorption des éléments sur les sites pariétaux et membranaires) et le
compartiment intracellulaire. Les trois éléments étudiés se retrouvent en majorité dans la
fraction extracellulaire. Il faut noter que le zinc et le cadmium semblent également passer les
membranes du Ceratodon et se retrouver au sein du compartiment intracellulaire, mais pas le
plomb.

Nous ne savons toujours pas si cette mousse présente une tolérance vis-à-vis des
éléments traces métalliques, mais la place qu'elle occupe au sein de nos communautés
bryophytiques et bryolichéniques de sols contaminés, ainsi que les premiers résultats
concernant les impacts de ces éléments au niveau cellulaire, commencent à nous donner
quelques pistes serieuses. Dietz et al. (1999) rapportent qu'une plante tolérante aux éléments
traces métalliques présente une certaine capacité à éviter la production d'espèces réactives de
I'oxygène ou à en limiter les effets. Ainsi, les biomarquetus d'effets ne donneraient pas une
réponse forte.

Enfin, une expérience, menée en parallèle, à I'aide de moss bags de Ceratodon tué à
I'acide nitrique, nous à permis . de soulever plusieurs questions quant à I'utilisation de
mousses mortes ou vivantes dans I'appréciation des retombées atmosphériques en éléments
traces.

Il se dégage de nos réflexions qu'en fonction de l'étude à réaliser, il faudra utiliser
I'outil le plus pertinent pour réaliser notre diagnostic. En effet, lorsque nous voudrons
apprécier les impacts des éléments traces métalliques stu les organismes vivants, il sera
indispensable d'utiliser les bryophytes vivantes et d'associer à l'étude des éléments traces,
l'étude d'un panel de biomarqueurs de stress oxydant. Ces investigations au sein de la
bryophyte viendront en complémentarité des résultats des capteurs physico-chimiques et
d'autres variables comme le climat. Enfu, lorsque nous voudrons juste apprécier un dépôt en
retombées atmosphériques et utiliser les grandes capacités d'échanges cationiques qu'ont les
parois des loryophytes, nous choisirons une mousse morte, traitée à I'acide, permettant ainsi
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d'avoir un outil diagnostic plus sensible, qui n'interÊre pas avec les concentrations en métaux
accumulés.

Dans ce travail, nous avons associé diftrentes approches au sein d'une étude
pluridisciplinaire. Cette démarche originale s'est révélée tout à fait efficace et ouwe des
perspectives intéressantes pour chacun des niveaux étudiés.

Au niveau corùnunautaire, il serait intéressant d'appliquer notre échelle de diagnostic
sur d'autres sites en France et en Europe, présentant les mêmes problématiques que ceux de
notre région. Cela pounait parfaitement s'intégrer dans les diftrents prograrnmes
d'inventaires des sites et sols pollués. Il serait également utile de tester notre méthodologie
sur des sites soumis à des conditions climatiques diftrentes (sites miniers du sud de la
France). Enfin, la technique de bioestimation de la contamination pourrait être transposee à
d'autres tlpes de pollutions comme les hydrocarbures.

Ceratodon purpureus semble être un bon bryocapteur des retombées atmosphériques
en éléments traces. Mais nous avons vu que d'autres espèces rencontrées sur nos sites sont
également intéressantes. Les cultures falisées par la société Bryotec, nous fournissant des
gamétophytes feuillés bien développés, nous permettront d'envisager des investigations in
vitro. Cet aspect indispensable, complétera notre étude in situ. Existe-t-il réellement des
écotlpes pour ces diftrentes espèces métallotolérantes, quelles sont leurs stratégies
d'adaptation ? Il faut désormais mieux cornprendre la physiologie de ces espèces vis-à-vis des
mécanismes d'accumulation, de bioaccumulation et étudier plus en détail les impacts des
éléments traces métalliques au niveau cellulaire. Ceratodon purpureus, est-elle réellement
tolérante aux éléments traces métalliques, possède-t-elle des mécanismes de défense ou de
réparation particuliers, synthétise-t-elle des molecules capables de piéger certains éléments
traces comme le cadmium (phytochélatines) ? L'étape supérieure sera de s'intéresser à ces
voies de synthèse, si elles existent, et de nous orienter en parallèle vers les biomarqueurs de
génotoxicité, comme la 8OHdG. Ces études nous amèneront à développer des outils en
biologie moléculaire, voie novatrice chez les bryophytes pour ce genre d'études. Une voie de
synthèse potentielle pouvant aboutir à la formation de phytochélatines chez Ceratodon
purpureus, Ix)urra nous orienter vers la recherche de gènes codant pour ces protéines.

Dans le cadre d'une collaboration avec la Société Bryotec, nous avons pu équiper
quatre biostations. Nous avons vu à quel point le vandalisme était présent $r ces sites et nous
ne pounons pas valider ce bryocapteur, tant que nous n'aurons pas réussi à le miniaturiser,
afin de I'employer, n'importe où" à I'abri des regards indiscrets.

Grâce aux cultures standardisées de cette bryophyte, le développement de nouveaux
outils diagnostics, comme des tests d'écotoxicologie à partir de protonémas de Ceratodon,
sera réalisable, permettant ainsi d'ajouter à I'ensemble des tests existant, une dimension
éco lo gique supplémentaire.
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PROGRAMME DE RECHERCHES CONCERTEES

Le Programme de Recherches Concertées (PRC) intitulé
" Environnement et activités humaines, évaluation d'un site
pollué en vue de sa requalification " a été initié par le Conseil
Régional du Nord-Pas-de-Calais en 1993 et est inscrit au Contrat de
Plan Etat - Région (1994 -1999).

Il doit répondre à un double objectif :
o La prise en compte des spécificités du Nord-Pas-de-

Calais dans le domaine de l'environnement (cessation d'activité
industrielle, impact sur la pollution des sols, la santé humaine).

Le Bassin Minier a naturellement été choisi puisqu'il comporte
des sites industriels anciens et actuels, des sites urbains, des espaces
ruraux résiduels, plus ou moins pollués: Ilaire de référence retenue a
été le site industriel délimité par les retombées des cheminées d'usines
de Métaleurop et d'Union Minière à Courcelles-lès-Lens et Auby.

o La structuration de la recherche sur ces objectifs
environnementaux.

Ce Programme de Recherches Concertées concrétise l'apport de
la recherche scientifique pour le réaménagement du territoire
régional. Par-delà le gain de connaissance qu'il engendre, il a déjà
permis de constituer un groupe scientifique régional conséquent et
compétent dans le domaine de l'environnement: l'aspect
transversal des recherches mises en æuvre dans cette coopération
permet d'aborder les problèmes complexes d'un environnement dans
sa globalité systémique.

Sur la période 1994 - 1999, le Programme de Recherches
Concertées privilégie un thème particulier: l'évaluation du degré de
pollution d'une zone minière et industrielle et la mesure de son
impact sur l'environnement, la santé et les systèmes socio-
économiques.

Il permet la structuration pluridisciplinaire de nombreuses
équipes de chercheurs. Des physico-chimistes, des biologistes, des
médecins, des sociologues et des économistes étudient les mécanismes
de transfert des polluants des industries, au sol à l'eau, aux chaînes
végétales, animales jusqu'à l'homme et leurs impacts socio-
économiques.

Par ailleurs, dans le Nord-Pas-de-Calais, des réseaux se sont
mis en place en prenant l'exemple du PRC :

- le Comité Régional Stratégique de Recherche en
Environnement qui associe et rassemble toutes les composantes
scientifiques régionales compétentes en matière de recherche en
environnement.

- le Pôle de Compétence sur les Sites et Sols Pollués dont
l'objectif est de générer des synergies entre les nombreux acteurs dans
ces domaines (industriels, organismes publics et privés, collectivités
territoriales, administrations, associations, ... ).

lnnexe 2

" Environnement et
activités humaines,
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De plus, il a également été ctêê, à Douai le Centre National
de Recherche sur le Traitement des Sols et Sites Pollués.

Enfin, par les analyses qu'il a menées, ce programme a
participé à la dynamique de reconquête du territoire qui se met
actuellement en place autour de Métaleurop.

Rappelons que pour ce site un Projet d'Intérêt Générat (PIG)
a été arrêté en décembre 1997 sur le territoire qui concerne les
communes de Courcelles-lès-Lens, Evin Malmaison et Noyelles
Godault. Il intègre les pollutions des sols au plomb et au cadmium et
définit différents zonages dans lesquelles des mesures devront être
intégrées dans les règlements des Plans d'Occupation des Sols. Une
concertation locale a été organisée par la Préfecture du Pas-de-Calais
en juillet L998.

Par ailleurs, un projet de territoire expérimental sera
présenté dans le cadre du CIADT (Comité Interministériel de
l'Aménagement du Territoire) concernant les opérations à mener au
niveau de la Conférence Permanente du Bassin Minier (requalification
des sols pollués, prévention et aménagement).

Le territoire Métaleurop étant à ce jour le site français pour
fexpérimentation de la dépollution, iI nous semblerait nécessaire de
réfléchir à la création d'un o outil > régional fédérateur de
recherche (tel un GIP) qui permettrait de mettre en æuvre le
diagnostic environnemental et sanitaire, et l'éventuelle
requalification des sols pollués (traitement, surveillance,
banalisation). Cet outil viserait à la conception d'instruments d'aide à
la décision en matière de requalification territoriale, de prévention
et d'aménagement.

Cela conforterait alors les approches transversales et
favoriserait Ia mise en commun de compétences pour répondre aux
problématiques engendrées par les zones pollués sous des aspects
sanitaires, biologiques, biochimiques, chimiques, physiques,
géologiq u es et s oci o-écon om iq u es.

En fonction des priorités et orientations définies en concertation
Etat - Région, des schémas d'évaluation des risques pourraient être
réalisés (les résultats du PRC sont une base conséquente en ce sens) et
devraient permettre lélaboration de normes sur les sols qui existent
déjà dans certains pays mais pas en France.

Par cet investissement la région répondrait à un réel
problème de santé publique et d'aménagement du territoire et
pourrait être pionnière au niveau national et international en
" requalification des sites et sols pollués ".

Annexe 2
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Dosage d'enzymes antioxydantes dans des broyats de mousse Ceratodon

pesée protéines Glutathion Glutathion Superoxyde Superoxyde
réductase peroxydase dismutase dismutase

mg mg/ml U/L U/L U/mt U/mo prot

x  1 .1  100
x1.2 100

x 1.3 100

0,415 2,60 < seuil 0 0.76

0,329 3,55<seu i l  0  0 .80

0,351 3,17 < seuil 0 0.88

1,83

2,43

2,51

Xzj 50 0,212 4,06 < seuil 0 0,46 2.17
X2.2 50 0,226 4,45 < seuil 0 O,4T 2,OB

X 3.1 20 0,180 1,71 < seui l  0 0,29 1,61

X3.2 20 0,157 1,71 < seuil O 0,22 1.40
X 3.3 20 0,157 1,94 < seuil O 0,21 1,94

Commentaires:

Décongélation, agitation au vortex puis centrifugation 10 min. 3000 g

Glutathion réductase: Valeurs inférieures au seuil de linéarité

Glutathion perorydase: non détectable

Superoryde dismutase: pour X1, dilution au 112 dans Tp réactionnel

pour X3, augmentation de la prlse d'essai

Conclusion:

Une pesée comprise ente 50 at 1(X) mg serait suftisante

Annexe 4
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Brevet Bryotec

Le brevet Bryotec est copropriété de Michel CHIAFFREDO et Claude FIGUREAU.

La société MCK Environnement est licenciée exclusive pour la fabrication.

La société BRYOTEC assure la commercialisation des produits.

EN EUROPE ET EN FRANCE : Type: Brevet Européen (Validation)

- France:
- Allemagne:
- Autriche:
- Espagne :
- Pays Bas :
- Belgique:
- Italie:
- Suisse :

0478474
691 l0 389.5
8123622
0478474-ES
0478474-NL
0478474
0478474-IT
0478474.1

AI-IX USA : Patent number 5441877 du 15 Août 1995.
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Contrôle qualité de la méthode analytique des dosages des ETM par ICP

Les analyses des éléments traces métalliques ont été réalisées par la société AGREN
(Vennecy).

Les mesures ont été effectuées sur spectromètre I.C.P./ AES de marque Jobin Yvon, modèle
138 ULTRACE. C'est un appareil séquentiel de lm de focale, avec une puissance de
générateur de 1000 watts, une chambre cyclonique et un nébuliseur Meinhard.
Le gaz porteur est de I'argon l2Vmin et gainage argon 0,ZVmin.

Conditions analytiques :

Mesure de plomb :

Longueur d'onde retenue :220,353 nm, limite de dosabilité : 40 ppb

Mesure du zinc :

Longueur d'onde retenue :213,856 nm, limite de dosabilité : l0 ppb

Mesure du cadmium :

Longueur d'onde retenue 228,802 nm, limite de dosabilité : I ppb

Pour le dosage du cadmium dans le milieu chlorure de nickel (lors de l'élution
séquentielle), il a été mis en évidence une interférence faussant la mesure du cadmium. Après
plusieurs essais, la longueur d'onde de 214,438 nm a été retenue. La limite de dosabilité dans
ce cas est de I ppb.

Cette limite de dosabilité est établie par une méthode interne basée sur des mesures et
un traitement statistique.

Annexe 6



RssuME EN FRANçAIS

Cette recherche est axée sur l'écotoxicité des éléments traces métalliques à différents
liveaux d'organisation des Bryophytes. Ainsi, dans une approche écotoxicologique
pluridisciplinaire de la pollution métallique, nous abordons chez les Bryophytes, considérés comme
des sentinelles de I'environnement, des aspects cornmunautaires, physiologiques et cellulaires.
Nous avons pu ainsi établir une échelle de diagnostic de la contamination des sols par I'observation
des communautés bryophytiques et bryolichéniques terricoles. Nous avons mis au point un
bryocapteur des retombées atmosphériques à I'aide de Ceratodon purpureus. Cette Bryophyte
ubiquiste présente une certaine capacité à tolérer les fortes concentrations en éléments traces
métalliques mais arrive également à se développer sur des sols non contaminés. L'exposition de qe
bryocapteur à des retombées en Cd, Pb etZn(àproximité de Metaleurop, une usine de métaux non
ferreux située à Noyelles-Godault, Pas-de-Calais, France), nous a permis d'observer les réponses
biologiques de cette Bryophyte par I'intermédiaire de biomarqueurs de stress oxydant. Le stress
oxydant causé par les éléments traces métalliques au niveau cellulaire provoque la mise en place de
mécanismes de compensation tels que I'augmentation de I'activité des superoxyde dismutases et de
la biosynthèse du glutathion. Ces phénomènes sont très peu étudiés en bryologie et permettent la
mise en place d'outils de diagnostic précoce de la présence et des effets de polluants dans
I'environnement.
Cette recherche s'est effectuée dans le cadre d'un programme de recherches concertées, inscrit dans
le contrat de plan Etat-Région1994-199.9.

Mots-clés : Bryophytes, bioindicateur, biosuryeillance, stress oxydant, éléments traces métalliques,
tolérance, biocapteur

Trrne EN ANcLAIS
Ecotoxicity of heavy metals in Bryophytes:

Setting up of an atmospheric repercussions bryocaptor with Ceratodon purpureus (Hedw.) Brid.

ENcr.nn SUMMARY

This research is focused on the heavy metals ecotoxicity at various organization levels in
Bryophytes. In a multi-disciplinary ecotoxicological approach of metal pollution, we have studied
in Bryophytes, considered as sentinels of the environment, community, physiological and cellular
aspects. Thus, we have been able to set up a scale of soil contamination diagnosis thanks to the
observation of bryophytic and bryolichenic terricolous communities. We have developed a
bryocaptor of atnospheric fallouts using Ceratodon purpureus. This ubiquitous Bryophyte has
some ability to tolerate high heavy metals concentrations but is also able to grow on non-
contaminated grounds. The exposure of this bryocaptor to Cd, Pb and Zn fallouts (near Metaleurop,
a non-ferrous metals plant located in Noyelles-Godault, department of Pas-de-Calais, France),
enabled us to observe the biological answers of this Bryophyte via biomarkers of oxidative stress.
This heavy metals-induced stress initiated at the cellular level compensation mechanisms such as
the increase of the l) superoxide dismutases activity and 2) glutathion biosynthesis. These
phenomena are poorly studied in bryology and yield the setting-up of tools useful for an early
diagnosis of the presence and effects of pollutants in the environment.
This research has been carried out within the framework of a concerted research progrÉlm, registered
in the "Contrat de Plan Etat - Région" 1994-1999.

Key words: bryophytes, bioindication, biomonitoring, oxidative stress, heavy metals, tolerance,
biocaptor

TOXICOLOGIE DE L'ENVIRONNEMENT
DrscrplrNe

Laboratoire de Botanique et de Cryptogamie
Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques, B.P. 83, F-59006 Lille Cedex




