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INTRODUCTION

Les problémes de pollution existent depuis des millénaires mais étaient jusqu'au début
de Iére 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
contamination de 1’environnement et les causes de nuisance. Quelques spectaculaires affaires
de pollution ont fait prendre conscience de la gravité des conséquences pouvant résulter de la
contamination accidentelle ou chronique de ’environnement.

Le nord de la France compte plus de 140 sites pollués, ce qui représente 15,6 % de la
totalité des sols pollués déclarés, de France. Cette région est donc fortement concernée par les
problémes de pollution. La diminution des activités liées a I’exploitation miniére et a
Pindustrie 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 ’étude de la pollution de Penvironnement 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, dés I’élaboration du programme, des équipes
de recherches appartenant a des disciplines et des organismes variés, a travailler en relation
les unes avec les autres. En effet, la multidisciplinarité et la concertation des chercheurs sont
apparues nécessaires pour aborder les phénoménes nombreux et complexes qui caractérisent
les systémes environnementaux.

Le PRC comporte trois volets (Etude d’un secteur pollué par les métaux ; approche
geéologique, géomécanique et hydrologique ; aspects socio-économiques des interactions entre
environnement et activités humaines) qui ont en commun une zone particuliére de la Région
Nord-Pas-de-Calais : le bassin minier. Cette zone s’étend plus particuliérement de Lens a
Auby et de Courcelles-les-Lens a Libercourt (fig. 1).

Le volet « Etude d’un secteur pollué par les métaux » a cherché a fédérer les équipes
autour d’un secteur contaminé par les éléments traces métalliques (ETM, principalement
cadmium, plomb et zinc) issus d’émissions industrielles provenant d’une usine située a
Noyelles-Godault (Metaleurop) et d’une autre, toute proche, implantée a Auby (Union
Minicre). A certains endroits, les concentrations en cadmium des sols dépassent 20 mg.kg”’,
celles en plomb 1 000 mg.kg™, et celles en zinc atteignent 40 000 mg.kg” (fig. 2). Ce secteur
est donc tout désigné pour étudier en grandeur réelle les nombreuses voies d’impact des
€léments traces métalliques dans Penvironnement. 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 impacts des
€léments traces sur différents composants de la flore métallicole.

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 symbiose 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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sidérurgie, de métallurgie et de traitement de surface métallique dans la région Nord-
Pas de Calais (d’aprés DRIRE, 1996).



Le but de ce travail est, grice a une démarche pluridisciplinaire, de mieux comprendre
les différents mécanismes d’impacts des éléments traces métalliques sur les bryophytes. Nous
avons étudié quatre €léments présents sur la zone d’étude : le cadmium, le plomb (éléments
non essentiels), le zinc (élément essentiel).

Notre démarche initiale est d’étudier les communautés bryophytiques (Denayer e al.,
1999), puis bryolichéniques se développant sur des sites présentant des degrés de
contamination croissants. Les objectifs de cette premiére 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 a I’aide de ces
communautés.

Suite a ces premiers résultats, notre travail s’est orienté vers un niveau d’investigation
infra-individuel, en essayant de mieux appréhender I’écophysiologie d’une espéce de
bryophyte, Ceratodon purpureus (Hedw.) Brid.!, rencontrée au sein méme de nos
communautés et se comportant comme un organisme tolérant vis-a-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 modéle d’étude pour la mise en place d’un
bryocapteur des retombées atmosphériques. Elle a été mise en culture de maniére standardisée
par la Société Bryotec, avec laquelle nous collaborons, qui a déposé en 1998 un brevet
européen, américain et japonais & ce sujet. Nous avons exposé cette mousse aux retombées
atmosphériques aux alentours de Metaleurop, sur les sites des capteurs physico-chimiques de
cette entreprise et avons pu ainsi évaluer les impacts physiologiques et biochimiques des
éléments traces métalliques sur cette bryophyte, afin de le valider comme capteur biologique.

! Nomenclature selon Corley et al. (1981), Corley et Crundwell (1991) pour les mousses, selon Grolle
(1983) pour les hépatiques et selon Purvis ef al. (1992) pour les lichens

A
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I. LEs sOLS ET LES METAUX

Dans les sols naturels, la teneur en métaux dépend de la nature de la roche mére
(Robert, 1996). Les roches magmatiques basiques et les roches sédimentaires pélitiques
présentent des teneurs relativement élevées en métaux a 1’état de traces (Merian, 1991 ;
Pendias & Pendias, 1992). Ces éléments a I’état de traces sont originellement présents en
association avec des €léments 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 cuivre
devraient étre trouvés a I’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 I’environnement.

Certains sels métalliques présents dans le sol, I’air et les eaux sont indispensables a la
vie en faible quantité, mais peuvent devenir toxiques a de trop fortes concentrations. D’autres
sels métalliques, méme & de trés faibles doses sont toxiques pour les étres vivants. C’est
pourquoi de nombreuses études écotoxicologiques visent & mieux comprendre les impacts de
ces éléments traces métalliques dans les divers compartiments de ’énvironnement.

1.1. LES DIFFERENTS TYPES DE METAUX

De nombreuses études font ou ont fait référence au terme de « métaux lourds ». Ce
terme regroupe une famille d’éléments assez hétérogéne. Cette notion de « métaux lourds » a
évolué au fil du temps. L’ « Encyclopedia of Chemical Science » (1964) définissait les
metaux lourds comme des éléments métalliques de densité supérieure a 4. La toxicologie des
metaux de densité élevée ne cessant de se développer, de nombreux auteurs ont pris
Ihabitude 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 a
proscrire, car peu représentatif des éléments étudiés. 11 est remplacé par le terme « éléments
traces métalliques » ou ETM. C’est ’'une des conclusions du congrés sur la biogéochimie des
éléments traces qui s’est déroulé en 1995 a Paris (Prost, 1997).

Les neuf éléments majeurs d’un sol sont dans lordre décroissant d’importance :
'oxygeéne, le silicium, I’aluminium, le calcium, le sodium, le magnésium, le phosphore, le fer
et le titane. Ces éléments constituent plus de 99 % de la croiite terrestre. Le reste represente
les éléments traces a une concentration inférieure a 0,1 % et regroupe 68 éléments minéraux.
Le tableau 1 reprend les principaux éléments traces et leurs concentrations respectives.

D’un point de vue toxicologique, tous les éléments n’ont pas les mémes impacts sur
les organismes vivants. Il existe des éléments qualifiés d’essentiels et d’autres qualifiés de
non essentiels. Le Ca, Cl, K, Na, Mg, P, S sont des éléments majeurs indispensables aux
fonctions biologiques des animaux et des végétaux. Aux cotés de ces macro-éléments, on
retrouve les oligo-€léments, indispensables aux organismes a de trés faibles concentrations :
As, Co, Cr, Cu, Fe, I, Mn, Ni, Sc, Se, Si, Va, Zn.
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Eléments Concentrations Gamme de Concentrations
dans la lithosphére | concentrations | moyennes des sols
(mgkg™) dans les sols (mgkg™)
(mgkg")
d’aprés Fagot, 1993

As 5 1-50 5

Cd 0,2 0,01-1,1 0,06

Cr 200 1-1000 100

Hg 0,1 0,01-0,3 0,03

Ni 100 5-500 40

Pb 16 2-200 10

Zn 80 10 - 300 50

Cu - - -

Concentrations de quelques éléments traces métalliques

« normaux » et dans la lithosphére (d’apreés Fagot, 1993).

favorable

Réponse biologique

toxique

élément
non essentiel

2 — \\

1

élément essentiel

effet toxique

dans les sols

> Concentration en éléments traces

Figure 3 : Représentation schématique des relations entre la concentration en éléments
traces et la réponse biologique d’un organisme vivant (d’aprés Spivey Fox & Tao, 1981).
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H He
Li | Be B| C| N F | Ne
Na | Mg Al Si| P S | Cl| Ar
K|Ca|Sc|Ti|[V|Cr|[Mn|Fe|[Co|[Ni[Cu|Zn|Ga|Ge|As|[Se| Br | Kr
Ro[Sr | Y | Zr{Nb[Mo|Tc|Ru|Rh|Pd|Ag|Cd]|in [Sn|Sb|Te| I | Xe
Cs|(BaflLa |Hf | Ta| W |Re|[Os| Ir | 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 | Lu

[Th]PaJ U [Np[Pu|Am]|[Cm|Bk| Cf | Es |Fm|Md]|No] Lr

Figure 4 : Classification périodique simplifiée des éléments montrant la répartition des
ions métalliques et métalloides dans les différentes classes : classe A, classe B et éléments
de transition. Le Pb et le Cu en fonction de leur état électronique appartiennent soit a la
classe B soit aux éléments de transition (Ph*" et Cu”"). ! Famille du lanthane ; * famille
de Pactinium (d’aprés Nieboer & Richardson, 1980).

Ligands des éléments de classe A

Autres types de ligands pouvant
établir des liaisons en solution
aqueuse avec les éléments de la
classe B

Ligands des éléments de classe B

F, O,, OH, H,0
COs%, SO,%, ROSO;", NOy”

HPO,*, RO-POO-OR

ROH, RCOO’, CO, ROR

CI', Br'Nj, NOy

SO;™, NH;, N,, RNH,
R,NH, R,N, =N-, -CO-N-R
0,, 0;, 0"

H,I,R,CN
CO, S*, RS, R;S, R;As

Tableau 2 : Principaux ligands des éléments en fonction de leur classe. R symbolise dans
la majorité des cas un radical carboné aliphatique (d’aprés Nieboer & Richardson,

1980).
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Pays Année Sites suspectés Sites contaminés
Danemark 1991 10 000 2491
France 1994 150 000 ? 664
Allemagne (dont Nov. 1991 305 000 32 500
Allemagne de I’Est) + 200 000
1980 4 300 360
Pays-Bas 1986 600 000 1 600
1990 111 000
Autriche 3 300 803
Norvege 2 452
Grande-Bretagne 1991 100 000
Italie 5600
Belgique 8 300

Tableau 3 : Sites pollués recensés dans différents pays. La définition peut correspondre
a des sites potentiellement ou effectivement pollués (d’aprés Doelman (1994) modifié par

Robert, 1996).

Eléments Air Eau Sol
Arsenic 18,8 41 82
Cadmium 7,6 9.4 22
Chrome 30 142 896
Cuivre 35 112 954
Mercure 3,6 4,6 8.3
Indium 0,02 - -
Manganése 38 262 1670
Molybdéne 3,3 11 88
Nickel 56 113 325
Plomb 332 138 796
Antimoine 3.5 18 26
Sélénium 3,8 41 41
Etain 6,4 - -
Thallium 51 - -
Vanadium 86 12 132
Zinc 132 226 1372

Tableau 4 : Emissions globales d’éléments traces dans la biosphére (air, eau et sol, en

milliers de tonnes par an) (d’aprés McGrath, 1997).
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Dans le cas d’éléments essentiels, la courbe 1 de la figure 3 comprend trois phases : la
premiére 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
€léments ; la troisiéme est une phase de diminution de la réponse biologique, durant laquelle
la concentration en éléments est de plus en plus toxique.

En présence d’éléments non essentiels comme Ag, Au, Cd, Hg, Pb, Pt, Sr, la courbe 2
de la figure 3 ne comprend que deux phases : la premiére est une phase en plateau qui marque
I’'indépendance de la réponse biologique par rapport 4 la concentration en éléments traces ; la
seconde est une phase de diminution de la réponse biologique qui met en évidence la toxicité
de I’élément. Elle est directement corrélée a la forme physico-chimique de I’élément. C’est
pourquoi évaluer le risque que représentent les éléments traces métalliques pour
Ienvironnement passe par la connaissance la plus fine possible de leur état physico-chimique
et de leur localisation dans la phase solide du sol. Nieboer & Richardson (1980) ont élaboré
une classification des €léments traces métalliques en trois groupes (fig. 4) : groupe A, groupe
B et groupe C (appelé également groupe d’éléments de transition). Cette classification est
basée sur la propriété des éléments a s’adsorber sur certains ligands. Le tableau 2 résume les
principaux ligands retenus par ces auteurs. Les cations du groupe A (K, Na, Mg, Ca...)
forment des complexes préférenticllement avec des ligands ayant I’oxygéne comme donneur
d’électrons ou avec des fluorures (OH', COs*, PO,>). Les éléments du groupe B (Pb, Hg,
Ag...) se lient préférentiellement avec des ligands soufrés ou azotés. Les éléments de
transition (Cd, Zn, Cu...) peuvent s’adsorber sur tous les types de ligands.

L.2. LES DIFFERENTES ORIGINES DES ELEMENTS TRACES METALLIQUES

Robert (1996) distingue deux types de contamination par les éléments traces : les
pollutions diffuses 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. 11 existe une
pollution diffuse de certains éléments minéraux comme le plomb ou le mercure que I’on peut
retrouver dans les parties du monde les plus éloignées des sites d’émission. L’activité
volcanique, les incendies de foréts, I'érosion éolienne des sols, mais également de grandes
zones urbaines et/ou industrielles peuvent participer a cette pollution diffuse et des études
dans les couches de glace de I’Antarctique ont été réalisées pour apprécier leur importance
relative vis-a-vis des pollutions d’origine anthropique (Candelone ef al., 1995). Les activités
agricoles, par I'utilisation de certains engrais phosphatés contenant du cadmium, des produits
phytosanitaires contenant du cuivre ou I’épandage de boues de stations d’épuration participent
également a la pollution diffuse 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 Ia distance  la source, d’une pollution
concentrée a une pollution diffuse 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 %), suivie de
prés par la région Rhone-Alpes (12,7 %) et I'lle-de-France (12,1 %).
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Solubles dans la

solution du sol

al

Séquestrés dans les
résidus végétaux et
animaux

Dans les réseaux
cristallins des minéraux

Adsorbés sur
oxydes/hydroxydes de Fe,
Al, Mn

Figure 5 : Différentes formes et localisations des éléments traces dans les sols (d’aprés

Baize, 1997).

Cadmium | Cuivre | Plomb Zinc
Seuil d’anomalie 2 100 100 300
Seuil d’investigation 4 200 200 600
Seuil de traitement 10 500 500 1500
Seuil d’urgence 20 1000 1 000 3 000

Tableau 5 : Concentrations seuils (en mg.kg™” de sol) en cadmium, cuivre, plomb et zinc
fixées par la norme AFNOR NF U 44-041.
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Le tableau 3 rassemble quelques chiffres concernant les sites pollués recensés dans
d’autres pays. La majorité de ces sites sont contaminés par des micro-polluants organiques,
mais trés souvent les pollutions organiques et minérales sont associées.

L3. ELEMENTS TRACES METALLIQUES ET ENVIRONNEMENT

A partir d’'une source ponctuelle, les éléments traces vont, par différents transferts
successifs, passer d’un compartiment de I’environnement 4 un autre (tab. 4), mais il semble
que le récepteur final soit le plus souvent le sol. Selon Walker ef al. (1996), le sol est un
milieu de stockage, & plus ou moins long terme, des ETM. Sterckeman ef al. (1996) ont étudié
huit fosses pédologiques a 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
extrémement hétérogéne. On peut le subdiviser en trois grandes phases: une phase solide
(organique et minérale), une phase liquide (solution du sol) et une phase gazeuse (atmosphére
du sol). Les éléments traces métalliques vont pouvoir se retrouver dans 6 compartiments,
associés de fagon diverse aux différents constituants du sol (fig. 5).

La répartition d’un élément trace dans les différents compartiments du sol ne demeure
pas figée au cours du temps ; en permanence, mais avec des vitesses variables, les éléments
passent d’une forme a4 une autre sous I'influence de facteurs externes (modification de pH,
taux d’aérobiose, température, hydratation, environnement chimique, etc.).

La phase solide du sol est composée essentiellement d’argile, d’oxydes métalliques et
de matiére organique. Ces fractions possédent des groupements de type : métal-OH, radical
carboné-OH et radical carboné-COOH, ou peuvent se fixer les éléments traces (Streit &
Stumm, 1993).

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

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

- Pacidification des sols : & I’exception du molybdéne, la plupart des éléments traces
deviennent plus mobiles en diminuant le pH ;

- la modification de I’état d’oxydation: la réduction des éléments favorise leur
précipitation en mettant en solution les oxydes 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
’action des bactéries, des champignons du sol et des sédiments et se retrouver dans
I’atmosphére 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 matiére organique, mais
que la dégradation progressive de celle-ci conduit a4 une redistribution de cet élément vers
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Cd Cr Co Cu Hg Ni Pb Se Zn
France 2 150 - 100 1 50 100 10 300
Europe 3 200 - 140 * 1,5 75 * 300 - 300 *
Canada 3 750 40 150 0.8 150 375 2 600
UK 3 400 - 135 1 75 300 3 300
Pays Bas A 0.8 100 20 36 0,3 35 85 - 140
Pays Bas C 20 800 300 500 10 500 600 - 3000
Pays Bas N 12 380 240 190 10 210 530 - 720
Suéde 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” de matiére séche (Cd : cadmium, Cr: chrome, Co: cobalt, Cu : cuivre, Hg :
mercure, Ni : nickel, Pb : plomb, Se : sélénium, Zn : zinc) (d’aprés IFEN, 1998).

France : norme AFNOR U 44-041 (1985) — Teneurs limites des sols récepteurs pour I’épandage de boues
d’épuration — pH du sol inférieur 4 6,0.

Communauté européenne : directive européenne n° 86/278 CEE (1986) — Valeurs maximales pour P’épandage de
boues. Les valeurs notées « * » peuvent étre augmentées de 50 % si le pH du sol est supérieur a 7.

Canada : Interim remediation criteria for agricultural land (CCME, 1991).

Grande Bretagne (UK) : exemple pour les terres labourables ayant un pH compris entre 6 et 7 (1989).

Pays Bas : valeur de référence A, risque considéré comme négligeable (1987).

Pays Bas : valeur de référence C, décontamination urgente nécessaire (1987).

Pays Bas : valeur N : proposition pour une nouvelle valeur d’intervention C (1993), risque jugé intolérable,
décontamination obligatoire.

Suéde : teneurs limites des sols récepteurs de boues d’épuration.

Suisse : valeurs indicatives de I’ordonnance OSOL (1987) — Mise en solution par HNO; 2N.




19

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 4 la matiére organique dans les premiéres couches de sol, et que sa migration en
profondeur est trés lente. Ils observent également que les molécules de matiére organique ont
des poids moléculaires compris entre 3 000 et 7 000 Da. Enfin, selon Sterckeman et al. (1996)
le cadmium, le plomb et le zinc ont tendance & s’accumuler dans les horizons supérieurs
(usqu’a 0,5-0,9 m). Les galeries formées par les organismes édaphiques faciliteraient le
transfert en profondeur.

1.4. LES NORMES RELATIVES A LA QUALITE DES SOLS

La seule norme frangaise relative a la qualité des sols est la norme NF U 44-041 de
1985. Elle a pour but de fixer des régles relatives a 1’épandage des boues de stations de
traitement des eaux usées urbaines dans les sols & 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 aux sols, les teneurs & respecter, en mg.kg™' de
matiére séche sont présentées dans le tableau 5.

Aujourd’hui, dans les différents 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 Suéde, ont fixé des seuils trés bas, c’est en grande partie a cause
de I’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 a interdire tout épandage de boues
d’épuration dans plus de 90 % des sols.
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Figure 6 : a - Bryum capillare (acrocarpe) et b - Scleropodium purum (pleurocarpe),

d’apreés Landwehr, 1984.
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II. GENERALITES SUR LES BRYOPHYTES

Les bryophytes (terme créé en 1864 par A. Braun) sont des végétaux autotrophes (a de
rares exceptions prés) divisés taxonomiquement en trois classes: les Musci ou encore
Bryopsida (les mousses), les Hepaticae ou Hepaticopsida (les hépatiques) et les Antherocetae
ou Anthocerotopsida (les anthocérotes). Elles ne sont représentés que par des organismes
haploides (gamétophytes). Le sporophyte, diploide, réduit a ’organe ou s’élaborent les spores
haploides, vit en hémi-parasite sur le gamétophyte. Les mousses peuvent se diviser en deux
catégories selon la maniére dont se développe le sporophyte : on parle de mousse acrocarpe,
lorsqu’il se développe a I’extrémité du gametophyte et de mousse pleurocarpe, lorsque les
sporophytes se développent de maniére latérale par rapport au gamétophyte (fig. 6).

IL.1. L’ APPAREIL VEGETATIF

Les bryophytes sont constituées de tissus différenciés, mais sans appareil vasculaire
vrai. Les mousses ont des « tiges » (gamétophores) portant des organes analogues a des
feuilles ; les hépatiques se présentent sous forme de thalles ou de tiges feuillées. Les mousses
peuvent avoir, sur la face ventrale de leurs feuilles, des lamelles monostromatiques paralléles,
tres riches en chloroplastes, qui augmentent la surface d’échange avec le milieu (Polytrichum,
Atrichum, Dawsonia, ...).

Le gamétophore est assez variable anatomiquement. Sa structure est différente selon le
niveau, les zones basales étant plus simples que les zones distales, et selon les conditions de
milieu, les pieds poussant en milieu humide ayant une anatomie moins différenciée que ceux
poussant en atmosphere séche. Chez la grande majorité des mousses, on peut reconnaitre en
coupe transversale de tige : une couche de cellules chlorophylliennes, faisant penser a une
¢bauche d’épiderme, un parenchyme général, avec éventuellement des parois peu épaisses, et
quelques hydroides, éléments conducteurs allongés, dépourvus de contenu cytoplasmique et a
parois terminales minces. Ces cellules mortes, dont le contenu disparait dés le début de leur
différenciation, sont disposées en files et ont des cloisons transversales en biseau. Les
leptoides, analogues des cellules du phloéme des plantes vasculaires, qui existent en général
dans les bryophytes sont absents des gamétophores des Bryales (Hébant, 1977). La tige a un
cordon central (conducteur ?) souvent peu différencié, parfois composé de quelques hydroides
et de traces foliaires. En général, celles-ci se terminent de fagon aveugle dans le parenchyme
geénéral et sans continuité entre « tige » et « feuilles ».

Certaines mousses, comme les Pottiacées, possédent une véritable cuticule, souvent
garnie de papilles complexes (pour réflechir la lumiére ?), un parenchyme général a paroi
riche en plasmodesmes (constituant un parenchyme conducteur dans la tige feuillée des
mousses), avec des parois épaisses dans la région sous-épidermique, et de nombreux
hydroides assurant une certaine conduction de I'eau (Hébant, 1977). On parle alors de
mousses endohydriques (tab. 7). Dans ce cas, les traces foliaires peuvent rejoindre de fagon
assez nette le cylindre central et s’y accoler. Néanmoins, ce dispositif de conduction hydrique
ne peut se faire que si I’eau est présente dans le milieu, mais sa réelle efficacité reste encore a
établir. Par contre, une importante conduction par voie apoplastique (entre le mésophylle et le
phloéme par transport actif) a été démontrée par marquage au nitrate de lanthane (Gorenflot,
1983). Les especes endohydriques occupent en général des substrats riches en nutriments et
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Systéme conducteur efficace pour I"eau

Coupe transversale en microscopie électronique &
balayage de Polytrichum commune (d’aprés
Proctor, 1984).

Leptoides : analogie manifeste avec les cellules
criblées de Psilophytes, de Filicinées et celles du

protophloéme de la plupart des plantes vasculaires. Les

leptoides sont des cellules allongées, aux extrémités en
biseau, leurs parois terminales, obliques, étant percées

R | de trés nombreux plasmodesmes dont certains, en
! | s’élargissant, acquiérent une structure voisine de celles

des pores. Le cytoplasme dégénére partiellement, mais
des mitochondries et des plastes régressés persistent.
Le noyau subsiste mais est plus ou moins

i | dégénérescent. Enfin la vitesse de conduction dans les

leptoides de Polytrichum commune a été déterminée
expérimentalement : 32 cm/h.
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Coupe transversale en microscopie €lectronique a
balayage de Plagiomnium sp. (d’aprés Proctor, 1984).

Hydroides bien développés de forme allongée, avec des
extrémités affilées. 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 lignifiés comparables a ceux du xyléme
des trachéophytes.

Ectohydrique

Grande utilisation des rhizoides pour I’absorption de
I’eau du substrat par capillarité.

Pas de leptoides ;
Parfois des hydroides 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 espéces ectohydriques prédominent sur les substrats imperméables et
limités en nutriments.

Les bryophytes ne possédent pas de racines vraies comme celles des plantes
vasculaires, mais possédent des rhizoides qui peuvent étre abondants au niveau de la tige ou
du thalle. La plupart des rhizoides sur le gamétophore sont de type micronemata. Le second
type macronemata est surtout localis¢é 4 la base des bourgeons chez certaines mousses
acrocarpes. 11 est possible qu’ils aient un role protecteur, alors que les micronemata auraient
un role trés important de fixateur et de transporteur d’eau par capillarité. Chez les mousses
acrocarpes, les rhizoides ne semblent pas étre affectés par le substrat, mais vont par contre
hautement participer & la stabilisation du sol. Les rhizoides ont également un rdle dans la
multiplication végétative de certaines mousses acrocarpes comme Ceratodon purpureus,
Dicranum scoparium, Pohlia annotina. En effet, lorsque le rhizoide apparaitra a la surface du
sol, il deviendra un protonéma chlorophyllien qui produira par la suite de nouveaux
gamétophytes feuillés.

I1.2. LA REPRODUCTION

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

Les bryophytes peuvent se propager trés efficacement par voie végétative. Ainsi, elles
peuvent se régénérer a partir de fragments de tige isolés ou de propagules uni- ou
multicellulaires, produites sur différents organes (feuilles, tiges, rhizoides). Certaines
hépatiques, par exemple Marchantia, forment des cavités cupuliformes appelées corbeilles,
qui libérent des propagules permettant la création de nouveaux thalles,

Chez la plupart des bryophytes, la reproduction sexuée joue un réle mineur par rapport
a la reproduction asexuée a I’aide de morceaux de feuilles, de protonéma, de gémmules ou de
propagules (During, 1979). Pour les espéces dont on ne connait 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 haploide (gamétophyte) est dominante. Comme les spores sont généralement trés
petites (15 & 25 um), elles peuvent étre transportées sur de longues distances par le vent,
atterrir partout et se développer 13 ol le milieu est suffisamment favorable. Une fois
répandues, les spores de la plupart des espéces sont capables de germer immédiatement ;
certaines, néanmoins sont dormantes dans des conditions défavorables (Riccia,
Sphaerocarpos, Anthoceros, ...). Chez la plupart des espéces, la germination des spores est
inhibée aussi longtemps qu’elles sont contenues dans la capsule sporifére, 4 cause de la
présence de substances chimiques émanant de la paroi de la capsule. Ceci étant certainement
d au manque de lumiére ou d’eau a I’intérieur de la capsule. Une spore haploide germe pour
donner un prothalle filamenteux et ramifi¢, le protonéma. La germination du protonéma (fig.
7a) clét le cycle de Palternance de générations chez les mousses. Le protonema est constitué
de cellules photosynthétiques possédant des parois transversales obliques. Le protonéma
forme des bourgeons (fig. 7b et 7c) a partir desquels se développent, par divisions continues
de la cellule apicale tridirectionnelle, des tiges. Bopp ( 1963) a noté que la 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 chloronéma est un filament simple ayant un
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Figure 7 : La reproduction chez les bryophytes. A — Protonéma (microscopie photonique
X 40) ; B - Bourgeon feuillé se développant sur un caulonéma (microscopie X 10) ; C -
Gamétophyte de Funaria hygrometrica ; D - Anthéridies et archégones chez une mousse
(microscopie photonique X 10), (A, B, D : photos Franck Denayer; C: d’aprés Goebel
(1930)).
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nombre important de chloroplastes ovoides. Le caulonéma est un filament protonématal brun
se développant 4 partir du chloronéma ; il n’existe que chez les mousses. Chez toutes les
espéces de bryales, le bourgeon produisant les petites feuilles de la mousse est formé a partir
du caulonéma.

Les rhizoides sont unicellulaires et simples chez les hépatiques, alors qu’ils sont
multicellulaires chez les mousses.

Les gamétophytes feuillés vont produire des anthéridies (organe madle, libérant des
anthérozoides flagellés) et des archégones (organe femelle, contenant Poospheére) (fig. 7d).
Les anthérozoides ne se déplacent que dans I’eau, la fécondation de I’oosphére chez les
mousses est dépendante de I’eau, ce qui est une réminiscence de la vie aquatique primitive.
Les anthérozoides une fois libérés des anthéridies nagent jusqu'a I’entrée du canal du col de
I’archégone o ils sont attirés par chimiotactisme. Un des anthérozoides féconde I’oosphére
de I'archégone aprés passage 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 sugoir) dans le tissu du gamétophyte a partir duquel il sera
nourri. II s’allonge et déchire finalement la paroi située a la base de I’archégone. Le reste de
I’archégone se maintient & ’extrémité du sporogone jusqu'a la maturité de ce dernier et forme
alors un petit chapeau caractéristique, la coiffe. Le sporogone miir se structure en un pédicelle
(soie) et en une capsule sporifére terminale. Cette derniére comporte des tissus de stockage
pour les éléments nutritifs et I’eau (paroi et columelle) ; dans le sac sporifére de nombreuses
cellules sporogénes subissent une réduction chromatique et forment des spores haploides.

I1.3. PARTICULARITE PHYSIOLOGIQUE

Les bryophytes, 4 I'inverse des plantes vasculaires qui vont le plus souvent puiser
leurs ressources en eau dans le sol, vont utiliser 'eau (eau du sol ou eau précipitée) dans le
milieu quand elle sera présente et peuvent ainsi résister a la sécheresse pendant de longues
périodes. Dans ce cas, on parle de bryophytes ectohydriques (tab. 7), ce qui signifie qu’elles
absorbent I’eau sur toute leur surface et la perdent trés facilement lorsque I’atmosphére est
plus seche. Ce sont des organismes poikilohydriques, c’est-a-dire adaptant leur métabolisme
en fonction de ’humidité ambiante et peuvant rentrer en état de dormance si I’atmosphére est
trop séche. Barkman (1958) a établi un classement de différentes classes végétales et
fongiques en fonction de la relation qu’elles avaient vis-a-vis de I’eau. 11 propose de placer les
bryophytes dans le groupes des Ombrophyta, subdivisé en trois parties selon I’importance du
transport hydrique au sein de I’organisme (tab. 8).

Certaines espéces peuvent survivre a 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 especes
ectohydriques ont un rapport surface foliaire/volume important (Larson, 1981) et la
conduction externe de I'eau se fait a ’aide du tomentum, des rhizoides et/ou des paraphylles
et peuvent presenter des feuilles plus concaves. A ce propos, les parois cellulaires des feuilles
de sphaignes sont percées de pores permettant ’absorption et la conservation de I’eau du
substrat. On retrouve ces mémes pores chez d’autres genres de bryophytes comme
Leucobryum, Encalypta, Tortula... (Castaldo et al., 1979).
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Type H,O Mécanisme Type de lichen Type de bryophyte
d’absorption .
Atmophyta Eau vapeur, brouillard | Toute la surface Lichen Iépreux, Bryophytes
grande partie des épiphylles
: lichens fruticuleux
Amphiphyta Eau liquide, eau vapeur | Toute ia surface Lichens crustacés et | Bryophytes
supérieure, face foliacés épiphylles
inférieure et organes
s’y référant
Ombrophyta Eau liquide Lichens La plupart des
a cyanobactéries bryophytes
(10 % des lichens)
Eau liquide Voie interne, eau du Endohydriques
sol importante (Polytrichum,
Marchantiales)
Eau liquide Toute la surface Ectohydriques
(pleurocarpes, une
partie des acrocarpes)
Eau liquide Toute la surface + Mixohydriques
voie interne (acrocarpes)

Tableau 8 : Adaptations des bryophytes et des lichens face 2 eau (facteur limitant),
(d’aprés Barkman, 1958). '
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I1.4. ECOLOGIE ET BIOGEOGRAPHIE DES BRYOPHYTES

Les mousses et les hépatiques sont les bryophytes les plus largement étudiées. Elles
présentent plus de 25 000 espéces a travers le monde. La plupart des taxa holarctiques sont
ubiquistes bien que la plupart du temps ils aient une discontinuité dans leur large distribution
chorologique. Beaucoup de ces disjonctions sont particuliérement nombreuses chez des
espéces ayant une faible capacité de compétition ou une demande écologique particuliére.

On remarque facilement en travaillant sur le terrain que certaines espéces s’associent
réguliérement de maniére répétitive, ayant sans doute des exigences assez semblables, ou
méme que des plantes vasculaires déterminées, ou des lichens accompagnent réguliérement
telle ou telle bryophyte, formant des biocénoses végétales.

L’aire de répartition des diverses espéces dans le monde dépend évidemment de
I’écologie de chacune et des grands facteurs généraux du climat, latitude et altitude. Les
espéces de bryophytes, compte tenu de leurs exigences particuliéres, ne s’étendent
généralement pas sur toute la surface du globe; peu nombreuses sont les véritables
cosmopolites, comme Bryum argenteum.

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

I1.4.1. L’humidité

La dépendance des bryophytes vis-a-vis de la plus ou moins grande abondance de
I’eau est des plus frappantes. C’est 1 seulement ol une certaine humidité est constamment
entretenue qu’elles peuvent prospérer en abondance : les sous-bois, le bord des eaux, les
ravins, les tourbieres,... Sur les murs, les rochers, les sables exposés i une sécheresse
prolongée, le nombre d’espéces vivaces est réduit a quelques-unes, spécialement résistantes ;
il peut s’y joindre quelques éphémérophytes qui passent la longue période séche & I’état de
spores.

Le gamétophyte, non cutinisé et facilement mouillable, peut absorber I’eau liquide par
toutes ses parties ; il absorbe méme la vapeur d’eau atmosphérique, dés 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, entrainent la dessiccation facile
de celle-ci dés que Iair et la surface du sol se desséchent. La teneur de la mousse en eau peut
ainsi se réduire 4 15-20 %. 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 4 une année de sécheresse notamment chez les Marchantiales.
Ces hépatiques (e.g. les Riccia) vivent sur la terre ensoleillée, dans la région
méditerranéenne ; leurs rhizoides sont trés développés et leur thalle peut s’enrouler sur lui-
méme, protégeant sa surface stomatifére et n’offrant & I’atmosphére 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 caractéres physiques et chimiques de son
substrat, appelés alors facteurs édaphiques du milieu. La structure physique du substrat
permet plus ou moins facilement la circulation de I’air et la rétention d’eau, ainsi que la
pénétration des rhizoides ; elle dépend principalement de sa nature chimique. Le sol calcaire
grumeleux est plus aéré, 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, coniféres, angiospermes). Les espéces aquatiques
sont influencées par les propriétés de I’eau qui les baigne.

Sous les latitudes moyennes, c’est sur ’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 étre trés acide
(humus brut ou « mor », pH de 3,5 a 5), ou d’une acidité moyenne (humus doux, ou mull, pH
de 5 4 6,5), ou méme alcalin, sur sols calcaires (mull calcique, pH de 7,5 4 8,5).

Entre ces divers types d’humus, la végétation bryophytique ne se répartit pas
indifféremment, et sur les autres substrats la réaction ionique compte aussi beaucoup dans les
préférences ou méme I’exclusivisme des espéces. Ainsi s’expliquent, pour la plus grande part
sans doute, les caractéres de calcicoles et de calcifuges, qui distinguent nettement bon nombre
de bryophytes, I’ion Ca®* 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 ou elles ne peuvent plus en compenser I’action alcalinisante. A coté
des calciphiles « exigeantes », il y a des espéces qui seulement préferent le calcaire. Enfin, de
nombreuses mousses et hépatiques sont plus ou moins indifférentes, et parfois qualifiées
d’ « euryioniques » comme Marchantia polymorpha, Plagiochila asplenioides, Hypnum
cupressiforme...

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

Trés peu de bryophytes peuvent supporter le chlorure de sodium et vivre 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 obligatoires (Grimmia maritima, Pottia
crinita).

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

Les bryophytes sont des constituants indispensables dans la végétation de nombreux
écosystémes naturels ou anthropisés dans le monde. Plusieurs espéces sont pionni€res des sols
nus (espéces épigéiques ou terricoles), d’autres ne pourront se développer sans des conditions
stables du sol et une dynamique végétale déja existante. Arnold & Gobat (1998) montrent que
les bryophytes accélérent la pédogenése, grace a une rétroaction positive ou négative suivant
le type de substrat, aboutissant a la convergence et 4 un début de maturation des caracteres de
I’horizon organo-minéral du sol. Les bryophytes peuvent constituer la majeure partie de la
biomasse végétale dans certains cas et étre responsables de la plupart des productions
primaires des marécages (e.g. la dominances des sphaignes dans les tourbiéres), des landes a
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bruyéres et de la végétation arctique et subarctique (toundra). Dans les foréts, elles peuvent
recouvrir et dominer le sol, particulierement dans les foréts humides de coniféres et les zones
subhumides.

Les bryophytes épiphytes sont également trés abondantes dans les foréts a feuilles
caduques des régions humides et peuvent également apparaitre sur des arbres isolés ou sur des
plantations en zones urbaines.

11.4.3. L’éclairement

En parcourant les foréts, on est conduit & penser que les bryophytes sont, de fagon
générale, plus tolérantes que les plantes supéricures a de faibles intensités lumineuses.
Certaines peuvent s’accommoder méme d’un éclairement extrémement réduit, dans les grottes
ou dans les profondeurs des lacs, ou elles accompagnent assez couramment des algues
characées jusqu’a 13 a4 20 m de profondeur. Dans les foréts 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.

1l.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 a 1 m du sol ou davantage,
sont habituellement bien supportées par les mousses lorsqu’elles sont protégées par une
couche isolante de neige.

I1.4.5. Les facteurs biotiques

Dans la nature, la rapidité de croissance des bryophytes s’explique en partie par
I’action indirecte de nombreux étres vivants, surtout celle des bactéries et de certaines algues,
ainsi que de petits animaux qui élaborent ’humus. La réduction ou I’absence des mousses et
hépatiques, au contraire, est due souvent 4 la concurrence multiforme des plantes supérieures
ou des lichens.

D’autre part, 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 a feuilles sont couramment fixées sur des mousses ou
sur d’autres hépatiques, par apposition de rhizoides digités, étroitement adhérents a I’hdte. On
a pu constater que ce dernier apporte a son épibiote de ’eau et des substances dissoutes. Il en
est ainsi pour Lophocolea bidentata (pauvre en chlorophylle) implanté sur Anomodon
viticulosus ou sur Plagiomnium undulatum ; pour Odontoschisma sphagni sur les sphaignes,
Frullania fragilifolia sur Hypnum cupressiforme... (Augier, 1966).

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 réguliérement
des Nostoc. Les hépatiques, de leur c6té, 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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cas, hypothése d’une symbiose. Une symbiose assez fragile peut s’établir entre les
protonéma de Tetraphis pellucida et des algues vertes unicellulaires (Coccomyxa), (Augier,
1966).

Beaucoup d’hépatiques renferment, a Iintérieur de certaines cellules, des filaments
pelotonnés de champignons. Ceux-ci ont pénétré par les rhizoides et se cantonnent
ordinairement dans quelques parties du thalle ou de la tige. Plus rarement ils envahissent trés
largement leur hdte, jusqu’autour des gamétanges, ou méme parasitent nettement le tissu
sporogéne. La présence et la localisation des filaments fongiques sont dans certains groupes
bien constantes et caractéristiques, par exemple chez Lophozia (Augier, 1966).

IL.5. ETUDE COMMUNAUTAIRE DES BRYOPHYTES

1.5.1. Milieux naturels et végétation bryophytique, approche bryosociologique

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

1. terre humifere des foréts 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 a ces végétaux ;

2. terre humifére dans les creux des rochers (fentes, crevasses, cuvettes), ou poussent les

chasmophytes, ou en couche mince a la surfice de ceux-ci on trouve les

exochomophytes ;

rochers a peu prés nus, ou poussent les épilithes ;

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 humifére ou la vie des bryophytes est impossible chaque année,

pendant la saison séche (plantes xérogéophytes) ;

terre surtout minérale des sables, dunes (psammophytes) et débris rocheux ;

tourbiéres, ol prospérent les turficoles, dans ’eau ou en dehors de ’eau ;

eaux tranquilles ou courantes , mais non tourbeuses (hélophytes au sens large).

hal e
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A la suite des classiques types biologiques définis par Raunkiaer (1934), de nombreux
auteurs ont tenté a leur tour de classifier les espéces en fonction de leur adaptation a passer la
saison défavorable. :

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

Schmithiisen (1961) a cherché a réunir dans un systéme unique I’ensemble des
adaptations possibles en fonction des différents facteurs écologiques. 11 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 I’humidité
atmosphérique par toute leur surface ; muscinées fixées en touffes pendantes, en colonies,
en coussinets et en tapis sur les écorces ;




31

- les bryochaméphytes (Thallus-Chamaephyten) : bryophytes des tourbiéres et des marais
qui forment des revétements laches 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-Hemikryptophyten) : mousses et hépatiques plaquées
au sol. Lecointe & Provost (1970) incluent dans ce groupe les bryophytes terricoles, 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 espéces possédent 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 bryogéophytes
possibles peuvent étre classés parmi les bryochaméphytes et les bryo-hémicryptophytes ;

- les bryothérophytes (Thallus-Therophyten) : bryophytes éphéméres se renouvelant par
spores ;

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

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

Bryo-épiphytes 11 %
Bryo-chaméphytes ‘ 20 %
Bryo-hémicryptophytes 45 %
Bryo-géophytes 9%
Bryo-thérophytes 10 %
Bryo-hydrophytes 5%

On constate que les bryo-hémicryptophytes sont avec 45 % de I’ensemble les formes
les plus abondantes.

11.5.2. Les milieux anthropisés

Trés peu d’auteurs ont décrit 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 & Bryum argenteum et Ceratodon purpureus. Dans les fissures des
pavés : Bryum argenteum, Sagina procumbens, représentant le Sagino-Bryetum
argentei (Tiixen 1947) ;

- une association nitrophile de mousses piétinées sur sol sableux (Ceratodon purpureus
et Barbula rigidula). Barbula unguiculata, B. convoluta, B. fallax, se trouvant sur des
lieux piétinés, caractérisent une association nitrophile sur sols sableux, en exposition
nord ou protégée par des arbres d’alignements.
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Von Hiibschmann (1975) a pu décrire une association & Riccia crystallina et a
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 (ETM) montrent
une grande variété de modifications morphologiques pouvant étre utilisées comme outils de
diagnostic. Un peu plus tard, Goyal & Seaward (1982) se sont intéressés a la valeur
bioindicatrice potentielle que pouvaient présenter certains lichens terricoles (Peltigera canina
et P. rufescens) se développant sur des sols contaminés par les ETM. IIs ont conclu que ces
lichens pouvaient présenter une certaine valeur bioindicatrice mais qu’elle était dépendante de
la fraction biodisponible 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 sites pollués ne peuvent pas étre utilisées seules, comme critére
d’élaboration d’une échelle de bioestimation.

Marstaller  (1987) s’est intéressé aux impacts que pouvaient avoir les retombées
atmosphériques de poussiéres sur les communautés terricoles se développant a proximité
d’une usine d’engrais prés de Jena en Allemagne. Un travail préalable d’Heinrich (1984) a
permis d’établir cing types de végétation bryophytique pour un milieu anthropisé exposé & des
retombées atmosphériques de poussiéres (de la zone 1, la plus exposée, a la zone 5 la moins
exposée) :

Zone 1 : pelouse rase & Pucciniella

Zone 2 : Formation a Agropyron repens :

Zone 3 : apparition des mousses les plus ubiquistes Ceratodon purpureus,
Bryum argenteum, B. caespiticium, Funaria hygromeirica (si humidité)

Zone 4 : végétation presque normale mais pas d’épiphytes

Zone 5 : végétation tout a fait normale

A proximité de Jena, plusieurs communautés de mousses aux abords d’écosystémes
non perturbés ont pu se développer ; il s’agit des Weissietum crispatate, Astometum crispi,
Aloinetum rigidae, Trichostomo-Aloinetum aloidis, Tortelletum inclinatae, Barbuletum
convolutae et une association appartenant au Phascion cuspidati. Sur sols contaminés,
I’auteur a pu observer une association & Bryum caespiticium et Bryum argenteum.

L’Aloinetum rigidae (Stodiek 1937) a pour caractéristiques bryophytiques Aloina
rigida et Didymodon cordatus. Elle appartient d’un point de vue synsystématique aux
Grimiadion, Barbuletalia unguiculatae, Barbuletea unguiculatae. C’est une association
xérophile, sur calcaire dans laquelle Aloina rigida fait de nombreux sporogones mais qui
meurent pendant leur développement. La pauvreté en lichens est trés grande et il y a un fort
recouvrement de Bryum caespiticium et de B. argenteum, et un recouvrement plus faible par
Ceratodon purpureus. Si cette communauté est soumise a une trés forte exposition a la
poussiére, Aloina rigida disparait. On assiste a un appauvrissement progressif de cette
association avec la charge en phosphore et en sodium du sol sous jacent (0-3 cm), ce qui va de
pair avec la diminution du nombre d’espéces. Cette communauté constituée de deux Bryum se
retrouve aussi en bord de route traité aux herbicides, aux endroits enrichis en engrais, sur les
places a feu, a proximité des grandes villes.
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Le Barbuletum convolutae (Hadac & Smarda, 1944) est une association anthropique,
calcicole des bords des chemins (fréquente aussi & 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 I'impact des dépots en provenance d’usines
d’engrais de Jena entraine 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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ITI. LES BRYOPHYTES ET LES METAUX

Depuis le début du siécle, 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 a la physiologie de ces organismes et a la maniére
dont ils réagissent face a divers polluants. Les travaux publiés traitent des effets directs des
€léments traces métalliques sur les bryophytes, des mécanismes de piégeage et de la tolérance
de ces bryophytes aux polluants.

Dans ce chapitre, nous ferons une mise au point bibliographique des différentes études
réalisées dans ce domaine. Nous insisterons plus particuliérement sur les recherches menées
depuis 1990, date a laquelle Tyler a publié une synthése de I’état des connaissances sur les
relations bryophytes - métaux.

IIL.1. SOURCES DE NUTRITION MINERALE ET DE CONTAMINATION PAR LES ELEMENTS
TRACES METALLIQUES : ROLE DU SUBSTRAT

L’apport de nutriments minéraux et d’éléments traces métalliques chez les bryophytes
peut €tre réalisé de différentes maniéres. Une dépendance quasiment compléte des retombées
en nutriments minéraux est observée chez la mousse Hylocomium splendens par Tamm
(1953). Plusieurs autres espéces pleurocarpes épigéiques semblent avoir une dépendance
similaire. Un ratio élevé surface/volume ou surface/masse favorise le pi€égeage des grosses
particules, bien que la vitesse du vent et d’autres caractéristiques liées au site puissent
influencer cette efficacité (Clough, 1975).

Cependant, il est évident que les bryophytes, autres que ces pleurocarpes forestiéres,
peuvent dépendre d’une absorption de nutriments a partir du substrat en plus des apports
atmosphériques. Puustjérvi (1959) rapporte que les cations basiques sont transférés de la
tourbe 4 une nouvelle biomasse de sphaignes par une différence de potentiel électrique.
L’absorption d’ions métalliques est beaucoup plus évidente pour les acrocarpes se
développant sur du sol fortement chargé en éléments solubles (Shimwell & Laurie, 1972). Ces
ions sont apparemment transportés par capillarité sur ou a travers la biomasse des bryophytes.
En présence de sols moyennement contaminés en métaux lourds, cette voie de transfert est
beaucoup moins importante voire négligeable. Pour les cations basiques, P’absorption a partir
du substrat est mise en évidence chez, Grimmia orbicularis (Hébrard et al., 1974). Létschert
et al. (1975) envisagent méme que certains transferts de plomb et de cadmium puissent se
faire dans les tissus de la tige de Bryum argenteum, espéce 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 indique (Bates,
1990) que le substrat peut apporter une source de minéraux aux bryophytes, méme 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 & Janzen (1975) observent que des gamétophytes isolés de Dicranum
scoparium accumulent le mercure lorsque les rhizoides sont immergés dans une solution
d’ions Hg*". Cependant, lors de ces expérimentations, aprés ajout de sol « rhizosphérique » a
la solution de sels mercuriques, aucune augmentation de la concentration en mercure dans les
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tissus de la mousse ne peut étre mesurée malgré la volatilisation du mercure du sol. A partir
d’une étude sur la mousse épiphyte Hypnum cupressiforme, Rasmussén & Johnsen (1976),
concluent que la plupart des ETM ont pour origine I’atmosphére via les précipitations, les
retombées et le lessivage de I’écorce des troncs. Cependant, Rasmussén (1978) n’observe pas
de relation directe entre les concentrations en métaux chez Hypnum et dans les écorces.

II1.2. MECANISMES DE PIEGEAGE ET DE RETENTION DES METAUX

Les dépdts secs et humides assurent la contamination des mousses par les éléments
traces métalliques. Les dépdts humides comprennent les dépdts de polluants par les pluies, la
neige et par les précipitations occultes (rosée, brouillard). Les dépdts secs concernent
I’adsorption et I’absorption directes des polluants sous forme gazeuse et/ou 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 étre adsorbés, absorbés ou
éliminés de la mousse. Ces éléments chimiques pourront également subir différentes
transformations telles que la photolyse, I’hydrolyse, des réactions d’oxydo-réduction ou
acido-basiques, voire méme des transformations métaboliques. Si nous nous référons a la
littérature, la connaissance de tels processus chimiques chez les bryophytes est encore mal
connue excepté en ce qui concerne les processus d’échanges d’ions métalliques.

111.2.1. Propriétés d’échanges ioniques au sein des cellules de bryophytes et
mécanismes d’adsorption extracellulaire

Les cations peuvent étre classés selon la nature des composés auxquels ils peuvent se
lier (Nieboer & Richardson, 1980). Les éléments peuvent étre regroupés en 3 classes A, B et
C (fig. 4, chapitre I). Les éléments de la classe C sont également appelés éléments de
transition. Cette classification est basée sur la propriété des éléments a s’adsorber sur certains
ligands. Le tableau 2 résume les principaux ligands retenus par ces auteurs. Les éléments de
classe A (K, Na, Mg, Ca, ...) se lient préférentiellement a des ligands donneurs d’oxygene
(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 (Zn, Cd, Cu, ...) peuvent
s’adsorber sur tous les types de ligands.

Des études détaillées sur I’adsorption de cations extracellulaires ont tout d’abord été
réalisées chez les lichens (voir la revue de Nieboer & Richardson, 1980 ; Nieboer ef al., 1977,
1978). Cette adsorption est dominée par un phénoméne rapide et passif d’échange d’ions,
seulement affecté par la température et indépendant des changements de métabolisme induits
par illumination ou Pobscurité, le potentiel d’oxygéne 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 (Anschiitz & Gessner,
1954 ; Puustajirvi, 1955). Bell (1959) met en évidence que la séquence de rétention des
cations chez les sphaignes est identique & celle que 1’on observe sur des résines échangeuses
d’ions : Fe** > Mg**, Ca®* > 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 & partir d’une solution de Pb(NOs), est un
processus physique passif, sans pénétration du métal dans le cytoplasme. Il n’y a pas de
différence 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, méme
avec des concentrations de 10 mg.I". Le Pb est fixé sur des sites extracellulaires.

Riihling & Tyler (1970) proposent également une séquence de fixation pour les ions
ETM : Cu**, Pb™ > Ni** > Co®* > Zn®", Mn®™". Cet ordre est validé pour une large gamme de
concentrations, si les ions sont apportés en solution, seuls ou en mélange. La forte rétention
du Cu®* et du Pb*" peut étre en partie due a des ligands présentant une trés haute affinité pour
ces ions.

La forte capacité d’échanges cationiques (CEC) des cellules de bryophytes vivantes
est attribuée a la présence des groupements carboxyles des polyméres d’acide uronique
présents dans la paroi, bien que des groupements oxygéne (hydroxyles et carboxyles), amine
et sulthydryle de la paroi et de la membrane plasmique puissent également entrer en jeu
(Clymo, 1963 ; Craigie & Mass, 1966 ; Spearing, 1972 ; Schwarzmaier & Brehm, 1975).
Chez les sphaignes, cette CEC est trés intimement reliée a la concentration dans les tissus de
substances pectiques, principalement des acides uroniques (Knight et al., 1961). Chez
Sphagnum acutifolium, environ 25 % 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, 1972).
Schwarzmaier & Brehm (1975) mettent en évidence 1’existence de bandes d’absorption
caractéristiques de groupes carboxyles dans un extrait purifié de parois de sphaignes. Par
comparaison avec des spectres d’acides carboxyliques, ces auteurs ont pu identifier que ces
sites de fixation appartenaient a4 des acides polygalacturoniques 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 (Brown,
1984).

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

Pickering & Puia (1969), Maurel-Kermarrec er al. (1983) étudient les cinétiques
d’échanges d’ions entre I’eau et les bryophytes aquatiques Fontinalis antipyretica et
Platyhypnidium riparioides. La fixation de plusieurs éléments traces métalliques chez ces
bryophytes s’effectue quelques heures aprés le contact avec la solution, puis atteint un état
d’équilibre 1 a 3 jours plus tard.

La Laison cation-paroi représente un équilibre entre la nature de 1’élément et celui du
ligand auquel il va se lier. Les séquences 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 li¢ dépendra de la concentration
apportée, de son affinité 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 a un traitement 4 la pronase, la mousse libére du zinc. Cette technique
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beaucoup trop invasive pour la mousse, ne permet pas de montrer que le Zn libéré provient
exclusivement des protéines pariétales qui pourraient 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 a
feuilles (Lophocolea, Bazzania et Plagiochila), mais les proportions sont généralement
similaires a celles des parois cellulaires d’angiospermes (Inoue et al., 1981 ; Taylor &
Kaufman, 1976).

111.2.2. Absorption intracellulaire

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

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

- une premiére étape, trés courte, correspond & I’absorption dans I’espace libre de la
membrane cellulaire ; elle n’est pas influencée par la température et la lumiére ;

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

- une troisiéme étape, durant plusieurs jours, correspond a I’accumulation (énergie-
dépendante) du zinc dans la vacuole ; elle est influencée par la température et la lumiere.

Des particules contenant du plomb sont observées en microscopie €électronique dans le
noyau de Rhytidiadelphus squarrosus récolté a proximité d’une route a grande circulation en
Norvége (Skaar et al., 1973 ; Gullvag et al., 1974). Le transfert d’ions zinc depuis la paroi
vers lintérieur de la cellule a été démontré expérimentalement chez Rhytidiadelphus
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-a-vis des éléments
traces métalliques. L’exposition de tissus de bryophytes a une solution de CdSOs (Wells &
Brown, 1987) entraine 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 aprés l’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 a 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 (Brehm, 1968). Brown & Sidhu (1992) ont
travaillé sur la bioaccumulation, la localisation et ’inhibition de croissance des bryophytes a
l'aide d’un modéle particulier Rhytidiadelphus squarrosus. 11 est démontré que ce bryophyte
pleurocarpe a la particularité de piéger le cadmium et de 'accumuler au niveau intracellulaire.
Dans ce cas, des phénoménes de compétition entre éléments, comme le Ca, le Mg et le Cd
rentrent en jeu (Cd inhibé de maniére compétitive par le Ca et de maniére non compétitive par
le Mg). 11 est également prouvé que des éléments comme le Cd et le Zn, initialement fixés sur
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des sites d’échanges extracellulaires peuvent rapidement et progressivement étre transférés
dans le milieu intracellulaire.

La détermination de la concentration d’un élément présent a I'intérieur d’une cellule
veégétale 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 4 I’eau libére les éléments solubles intercellulaires, puis
une solution d’un cation métallique (le chlorure de nickel a4 0,02 M) déplace la fraction
extracellulaire échangeable, un traitement i I’eau bouillante libére les fractions solubles
intracellulaires par rupture de la membrane, enfin un traitement a I’acide nitrique permet une
totale digestion du végétal. En ce qui concerne le lavage a I’eau, il est recommandé de
procéder a plusieurs traitements et d’acidifier la solution obtenue pour permettre les dosages
en spectrométrie d’absorption atomique.

Bates & Brown (1974), Bates (1982, 1987) utilisent le strontium (Sr**) comme agent
déplagant des cations de la classe A. Mais le nickel (Ni**) s’avére plus efficace pour déplacer
les cations de Ia classe B (Brown & Beckett, 1985 ; Wells & Brown, 1987). 1l est impératif
que cet agent déplagant n’interfere pas avec les éléments polluants que 1’on veut identifier et
ne présente pas d’effets toxiques sur I'espéce étudiée.

Ces €lutions séquentielles permettent de mettre en évidence qu’en régle générale le
potassium est localisé sur des sites intracellulaires alors que le Ca est souvent li¢ a des sites
¢changeables extracellulaires (Brown & Buck, 1979, 1985). Le Mg et le Zn montrent une
distribution intermédiaire. La proportion des éléments trouvés sur ces deux types de sites
varie selon les espéces étudiées et les conditions environnementales (Bates & Brown, 1974 ;
Brown & Buck, 1979).

Beaucoup d’auteurs rapportent que la concentration en éléments varie avec I’dge des
tissus des bryophytes (Riihling & Tyler, 1970 ; Bates, 1979 ; Brown & Buck, 1979 ; Létschert
& Wandtner, 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 teneurs de ce
métal dans les segments apicaux métaboliquement actifs. L’adsorption de Cd extracellulaire
est quantitativement plus élevée que I’absorption intracellulaire et augmente avec 'dge du
segment. Dans certains cas, dans les segments basaux ou Dactivité photosynthétique est
négligeable, on observe une capacité d’absorption intracellulaire élevée du Cd (Brown &
Beckett, 1985). Ceci est probablement dii a I’association des microorganismes présents 3 la
surface des parties dégénérescentes de la bryophyte plutot qu’a une activité particuliére de la
bryophyte (Wells, 1988 ; Brown & Bates, 1990 ; Brown & Wells, 1990). Les distributions
normales de cations sont modifiées par la dessiccation. Celle-ci réduit les capacités de
permeabilité sélective de la membrane plasmique si bien que lorsque des échantillons secs
sont mis au contact d’une solution métallique, la libération d’éléments intracellulaires peut se
réaliser. Avec plusieures bryophytes en état de stress, les pertes potassiques dans la solution
de trempage peuvent étre appréciables (Brown & Buck, 1979). Cependant, une proportion de
potassium se fixe a une fraction extracellulaire échangeable durant le transfert a I'extérieur de
la cellule. Ceci est surtout valable pour les cations bivalents comme le Mg pour lequel on
observe une forte concentration dans la fraction Ni-déplacable. Brown & Buck (1979) font
reposer leur index de sensibilité a la dessiccation sur les changements de concentrations du
potassium intracellulaire plutét que sur la quantité de potassium libérée dans le milieu
extracellulaire. En effet, de faibles dommages peuvent n’entrainer qu’une augmentation du K
intracellulaire sans qu’il y ait de fuite vers le milieu extérieur.
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Bates (1992) montre également les avantages de Putilisation de I'élution séquentielle
pour déterminer dans quels compartiments cellulaires, les cations peuvent se trouver.

D’autres techniques ont été utilisées pour localiser les métaux a Pintérieur de la
cellule.

Satake ef al. (1988) ont recherché chez 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 spectrométre a fluorescence X a énergie
dispersive (EDXRF). Des mousses provenant de plusieurs temples japonais ont été récoltées
et analysées. Le pourcentage de Cu retrouvé dans les cellules, en particulier sur leur paroi, est
de 1 a 3 % bien que les concentrations de Cu dans I’eau de ruissellement, provenant des toits
des temples soient de ’ordre du ppm. La paroi cellulaire semble étre la zone privilégiée de
fixation des métaux et en particulier du Cu chez Scopelophila en comparaison avec les autres
composants cellulaires. 11 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
mousse peut également résister & des conditions acides sévéres (Noguchi, 1956 ; Nagano et
al., 1969). De grosses particules de cuivre 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 localisées sur la paroi et dans le noyau de Rhytidiadelphus squarrosus
(Skaar et al., 1973 ; Gullvag 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’autres formes métalliques chez d’autres espéces de bryophytes, permettent de penser qu’il y
a beaucoup de mécanismes différents de bioaccumulation.

Watkinson & Watt (1992) étudient plus particuliérement la localisation de certains
éléments dans les cellules de feuilles de Sphagnum squarrosum a l'aide d’analyses au
microscope électronique 4 balayage par micro-sonde protonique, qui a pour avantage de
mettre en évidence la distribution spatiale des éléments a différents niveaux de la cellule. Le
fer est localisé dans les feuilles de cette sphaigne et les résultats concordent avec ceux de
Malmer (1988) qui rapporte que des éléments comme le phosphore, I'azote, le potassium se
trouvent de maniére plus abondante dans les feuilles des jeunes tiges, qui ont un métabolisme
plus actif dans cette partie de la mousse. Par contre, 'aluminium, le fer, le cadmium et le
plomb se trouvent préférenticllement dans les feuilles des parties les plus anciennes de la tige,
peut étre i cause d’une accumulation passive 4 la surface des feuilles, alors que le Ca, 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 a transmission dans les cellules et les tissus
de Funaria hygrometrica. Le métal est ajouté dans le milieu & des concentrations allant de
1.10% a 1.10® M pendant une période d’un a 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 particuliéres a piéger le Pb particulaire dans les tissus.
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I1.2.3. Toxicité et tolérance des bryophytes vis-a-vis des éléments traces métalliques

Plusieurs expérimentations ont été élaborées afin de clarifier le phénoméne de
sensibilit¢ 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 & quelques mois. Dans la plupart des études, les
estimations de la diminution de la croissance sont utilisées pour P'évaluation des effets
toxiques. Cependant, les changements physiologiques, tels que les teneurs en chlorophylle, la
respiration ou Pactivité photosynthétique, tout comme les teneurs en carbohydrates ou en
lipides sont quelquefois pris en considération.

Les seuils de toxicité obtenus different considérablement entre les études selon les
conditions expérimentales, les espéces utilisées, etc. En régle générale, & concentrations
¢gales, les cations métalliques divalents présentent la séquence de toxicité suivante : Hg*" >
Cu™, Cd** > Pb™ > Zn®" (Simola, 1977a ; Margot, 1980 ; Lepp & Roberts, 1977 ; Haseloff
1979 ; Combes & Lepp, 1974 ; Klein & Bliss, 1984 ; Haseloff & Winkler, 1980 ; Brown &
Whitehead, 1986). Cette séquence révéle une faible toxicité du plomb qui peut s’expliquer par
la trés haute affinité de cet ion pour les charges négatives de la paroil. La position du zinc dans
cette séquence est justifiée par sa faible toxicité plasmatique. Les ions Hg®" entrainent des
désordres physiologiques a de trés faibles concentrations (0,005 mM) ; a de plus fortes
concentrations (0,1 mM), ils inhibent Pactivité photosynthétique et la croissance (Simola,
1977b ; Haseloff, 1979 ; Brown & Whitehead, 1986). Le cuivre (Cu2+) s’avere toxique deés les
concentrations de 0,015 mM et exerce un effet inhibiteur de croissance aux concentrations de
0,1 mM (Simola, 1977b; Klein & Bliss, 1984). La toxicité du plomb (Pb**) ou du (Zn®")
requiert des teneurs plus élevées (entre 0,1 et 1 mM) (Haseloff & Winkler, 1980 ; Klein &
Bliss, 1984 ; Haseloff, 1979).

I11.2.3.1 ATTEINTES MORPHOLOGIQUES

Chez Plagiomnium rostratum, de fortes concentrations en ZnSQ, (1 mM) entrainent
Papparition de nécroses foliaires, d’abord marginales puis sur ’ensemble du gamétophyte
(Biebl, 1947).

Lors d’une étude dans laquelle Pleurozium schreberi est soumis a ’action conjuguée
du plomb et d’une pluie acide, des effets a pH 3,0 sont observés dés la seconde année, alors
que les plus fortes concentrations en plomb (0,005 mM) ne montrent aucun effet
(Raeymaekers & Glime, 1986). Mais il faut souligner qu’au sud de la Scandinavie, par
exemple, les concentrations en plomb sont cent fois plus basses qu’ailleurs et que ’espéce
étudiée dans cette étude est considérée comme étant sensible a la pollution métallique.

I11.2.3.2. ACTION SUR LA CROISSANCE

Le plomb tétraéthyle est un inhibiteur de I’élongation du protonéma de Funaria
hygrometrica a partir de 0,003 mM. A 0,006 mM, on observe une réduction sévere du
développement des jeunes thalles de Marchantia polymorpha, 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 en Zn 8 a 10 fois inférieures a celles du bruit de fond
régional, dans le cas d’une étude & proximité d’une fonderie en Suéde (Bengtsson et al.,
1982). Pour une concentration totale en Cu de 100 4 170 mg.kg" et en Zn de 600 a 1 500
mg.kg', les segments produits par H. splendens sont 30 % plus courts et 50 a 65 % plus
légers, la biomasse étant réduite de 54 % comparée aux sites temoms Ces concentrations en
métaux sont proches du seuil de survie de la mousse (160 mg. kg' -Cu).

Basile er al. (1995) ont étudié de plus prés les effets du plomb et de la colchicine sur la
morphogenése du protonéma de Funaria hygrometrica. Une étude par immunofluorescence
indirecte a permis de montrer une corrélation entre les concentrations en plomb et Ialtération
de P'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
maniére sélective et compléte. La disparition de microtubules par ce méme dérivé du plomb
est observée par Kandasamy & Kristen (1989) dans les cellules spermatiques de Nicotiana
sylvestris. Par contre, le plomb inorganique n’occasionne pas ce genre d’altérations mais agit
de maniére prépondérante sur P'ultrastructure et la croissance de la paroi cellulaire (Roderer &
Reiss, 1988).

111.2.3.3. DESORDRES PHYSIOLOGIQUES

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

Les premiéres études expérimentales concernent principalement les effets du Pb(NO;3),
sur la photosynthése, permettant ainsi de classer les espéces selon leur sensibilité aux métaux.
Winkler (1976) rapporte la séquence de sensibilité suivante pour 7 especes foresticres et
prairiales : Pleurozium schreberi > Scleropodium purum > Leucobryum glaucum >
Rhytidiadelphus squarrosus > Plagiomnium undulatum > Dicranum scoparium > Polytrichum
formosum.

Un travail similaire de Haseloff (1979) donne les résultats suivants : Rhytidiadelphus
loreus > Rhytidiadelphus triquetrus > Pleurozium schreberi > Hylocomium splendens >
Ptilium crista-castrensis > Scleropodium purum > Plagiomnium undulatum > Thuidium
tamariscinum > Dicranum scoparium > Hypnum cupressiforme.

L’étude de Haseloff & Winkler (1980) donne I’ordre suivant : Pleurozium schreberi >
Scleropodium purum > Hypnum cupressiforme.

De ces différentes études, il ressort que c’est Pleurozium schreberz qui presente la plus
forte sensibilité au plomb alors qu’Hypnum cupressiforme semble beaucoup moins affecté par
cet élément trace.

Brown & Whitechead (1986) étudient I'impact du mercure sur Rhytidiadelphus
squarrosus. Cet élément est extrémement toxique pour les bryophytes, on le présente
généralement comme bryocide. Les résultats de cette étude montrent que la photosynthése et
la respiration sont perturbées méme a de basses concentrations en Hg. Quelle que soit la
concentration testée, la photosynthése est inhibée (5 pM pendant lh). Par contre, la
respiration est stimulée & une concentration de mercure supérieure a 10 uM pendant 1h. Cette
stimulation n’est que temporaire puisque a I'obscurité, le taux de CO, décline dans le temps
aprés une exposition a 25 pM. Si l'on s’intéresse aux teneurs en chlorophylle, celles-ci
décroissent de ’apex a 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 a/b au niveau
apical qui passe de 3,6 4 2,5 au-dela de 17h.
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Il ressort donc de cette étude que le mercure inhibe la photosynthése, stimule
temporairement la respiration, cause des pertes en chlorophylle et induit des pertes
potassiques chez Rhytidiadelphus squarrosus. La fuite potassique semblerait étre causée par
endommagement de la membrane plasmique, tout comme le Hg peut induire des pertes en
Mg intracellulaire soluble et des photosynthétats (Whitehead, 1983). Kamp-Nielsen (1971) et
De Filippis (1979) considérent également que la perte en potassium est due 3 une altération de
la perméabilit¢ membranaire, probablement causée par I'interaction du Hg avec des
groupements sulphydryl des protéines membranaires. D’autres données provenant de
Hasselhoff & Winkler (1980) indiquent la nette sensibilité de la photosynthése au plomb qui
varic néanmoins selon I'espéce et selon le métal, chez Scleropodium purum (selon la
séquence Pb>Cd>Zn). Par contre, Brown & House (1978) mettent en évidence chez
Solenostoma crenulatum, non seulement son caractére cupricole, mais aussi sa capacité a
augmenter sa photosynthése lorsqu’il y a présence de Cu, cet élément étant strictement
nécessaire pour le bon développement de cette hépatique.

Les effets sur la photosynthése ont été mesurés et corrélés avec la toxicité du métal
étudié. Le traitement de Rhytidiadelphus squarrosus par une solution métallique pendant une
durée de 30 min, met en évidence que P'inhibition de la photosynthése est plus forte apres 24h
de stockage en atmosphére humide que celle qui est observée directement apres exposition. Il
est établi qu’il y a une relation linéaire directe entre la dépression photosynthétique et les
concentrations en éléments traces métalliques intracellulaires (Brown & Sidhu, 1992).

Ces résultats viennent conforter les premiéres mises en évidence de I’action des
metaux sur les bryophytes faites par Brown & House (1978) : diminution de la photosynthése,
fuite potassique, localisation des éléments traces au niveau extracellulaire et intracellulaire.

I11.2.3.4. ACTION SUR LA BIODIVERSITE

Les effets combinés du SO, et des métaux lourds (principalement le plomb et le
cuivre) ont été étudiés sur le site d’une fonderie de cuivre au Canada (Le Blanc et al., 1974).
La diversité spécifique en bryophytes est fonction de la distance par rapport a la source
polluante : Dicranum viride et Brachythecium salebrosum sont les deux seules especes
observées & proximité immédiate de la source. Hylocomium splendens, Pleurozium schreberi,
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 cuivre (700 a 1 300 mg.kg"
respectivement). '

On citera des études analogues faites 4 proximité d’une fonderie de Cu et de Zn en
Sué¢de (Folkeson, 1979b, 1983 ; Folkeson & Andersson-Bringmark, 1988). Dans ce cas
précis, les émissions de SO- sont plus faibles que celles observées dans I’étude précédente de
Le Blanc ef al. (1974). Les auteurs relévent une décroissance progressive du recouvrement et
du nombre d’espéces de bryophytes terricoles forestiéres. Pohlia nutans est ’espéce la plus
tolérante rencontrée (cette espéce est capable de supporter des concentrations extrémes en Cu
et Zn, elle survit 4 plus de 4 000 mg.kg" sans aucun dommage apparent). Les bryophytes
citées dans le tableau 9 sont classées selon leur tolérance aux ETM, ce sont des espéces
ubiquistes et abondantes. Plusicurs d’entre elles s’avérent étre sensibles dans la zone étudiée
car elles ne tolérent que de trés faibles concentrations en cuivre dans leurs tissus. Les valeurs
les plus €élevées enregistrées chez Hylocomium splendens, Pleurozium schreberi et Dicranum
polyset‘um sont comprises entre 100 et 200 mg.kg™, et leur recouvrement décroit a partir de 80
mg.kg".
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Mousse tolérante

Assez tolérante

Assez sensible

Sensible

Pohlia nutans

Andreaea rupestris
Racomitrium heterostichum
Polytrichum commune
Pseudotaxiphyllum elegans
Cynodontium strumiferum
Plagiothecium curvifolium
Plagiothecium laetum

Pleurozium schreberi
Hylocomium splendens
Dicranum scoparium
Hypnum cupressiforme
Brachythecium sp.

Ptilium crista-castrensis
Dicranum polysetum
Rhytidiadelphus triquetrus
Aulacomnium palustre
Plagiomnium affine

Tableau 9 : Niveau de tolérance au Cu et au Zn de bryophytes récoltés dans une forét
de coniféres de Gusum, au sud de la Sué¢de (Folkeson, 1983 ; Folkeson & Andersson-
Bringmark, 1988) (In :Tyler, 1990).
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lll.2.4. Variations geénétiques de la tolérance

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

A partir de différentes études concernant I’absorption du Cd chez R. squarrosus
collecté sur divers sites, il a pu étre mis en évidence que selon les sites, la mousse répond
différemment a I'ajout de la méme quantité de Cd (Wells & Brown, 1987 ; Wells, 1988).
Dans les sites contaminés en métaux, Brown & House (1978) mettent en évidence I’existence
d’écotypes tolérants au cuivre chez I'hépatique Jungermannia gracillima. Cependant, il est
prouvé que des échantillons pris & quelques métres les uns des autres dans une zone non
contaminée ont également montré des résultats différents a I’ajout de Cd.

Le contrdle génétique de la tolérance aux métaux lourds peut étre polygénique
(Antonovics ef al., 1971), ou parfois ce ne sont qu’un ou deux génes majeurs qui semblent
étre impliqués (MacNair, 1977). Il est admis que des espéces ont la capacité d’élaborer des
mécanismes de tolérance aux métaux lourds sur une courte période (Wu & Bradshaw, 1972),
et qu’une différenciation génétique entre des espéces tolérantes et non tolérantes peut avoir
lieu a travers d’extrémement courtes distances, méme s’il y a une quantité significative de
flux de génes (Antonovics, 1968 ; McNeilly, 1968, 1979).

Certaines espéces de bryophytes sont de véritables colonisatrices de milieux
contaminés par les métaux. Par exemple, Weissia controversa, Bryum creberrimum et
Jungermannia gracillima sont fréquemment retrouvés sur des sites métalliferes en Europe
(Emnst, 1974) et en Amérique du Nord (Shacklette, 1965a). De la méme maniére, Ceratodon
purpureus et Bryum argenteum se développent en milieu urbain dans lequel se retrouvent des
polluants comme le plomb et d’autres contaminants de air.

Shaw (1988) et Shaw ef al. (1987) observent une variation de la tolérance au zinc et au
cuivre 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 gracillima (Brown & House, 1978) et
Marchantia polymorpha (Briggs, 1972). Les gamétophytes de J. gracillima provenant d’une
mine de cuivre en Grande Bretagne sont plus tolérants au cuivre 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 & cet élément que les
populations de milieu rural.

Shaw (1990a) a poursuivi d’autres expérimentations sur Funaria hygrometrica et sur
sa métallotolérance. Il estime la tolérance au Cu, Zn, Ni et Cd dans huit populations de F.
hygrometrica récoltées sur des crassiers de mines contaminés en métaux lourds, sur des sols
situés & proximité des usines de transformation, dans des régions urbaines et dans des sites
ruraux non pollués. Les différences entre populations au niveau de la tolérance au Zn, Cd et
Ni ne sont pas clairement reliées & 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 étre reliée a leur tolérance aux métaux mais plutét aux différences générale de
croissance. Les populations différent a plus de 400 % dans leur propension a former des tiges
sur le milieu de culture de base et la formation de tiges est négativement corrélée avec la
croissance des protonémas. Ceci suggére 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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Espéces Type de tolérance Référence
Bryum pseudotriquetrum Pb, Zn Shimwell & Laurie, 1972
Calypogeia muelleriana Cu Shacklette, 1961
C. sp. (sub. C. trichomanes anciennement) | Cu, Fe Url, 1956
Cephalozia bicuspidata Cu, Pb, Zn Shacklette, 1961, 1965b

Zn Nicklasson & Séderberg, 1980

Cephaloziella massalongi Cu, Fe Persson, 1948
C. phyllacantha Cu, Fe Persson, 1948
Coscinodon cribosus Acidité, sulphate Wilkins, 1977
Dicranella varia Pb, Zn Shimwell & Laurie, 1972
Grimmia atrata Cuy, Fe Persson, 1948
Gymnocolea acutiloba Cu, Fe Persson, 1948

Shacklette, 1961, 1965b

Scopelophila cataractae

Cu, Zn, Pb, Fe, Ag

Schumacker & Brugés, 1991

pH, Cu, Zn

Corley & Perry, 1985

pH, Cu, Cd, Zn, Pb, S, ...

Sotiaux et al., 1987

Cu, Pb, Zn Lecointe & Schumacker, 1988
pH; Pb, Cu, Zn Rumsey & Newton, 1989
Cd, Pb, Zn, Cu, ... Shaw & Beer, 1989
Scopelophila ligulata Cu, Fe Persson, 1948
Cu, S, acidité Noguchi, 1956
S. gedeana Cu, S, acidité Noguchi, 1956
Mielichhoferia elongata Cu, acidité Martensson & Berggren, 1954
Cu, Fe, Cr Url, 1956
Acidité, sulphate Wilkins, 1977
M. nitida Cu, acidité Meartensson & Berggren, 1954
Cu, Fe Persson, 1948 ; Url, 1956
Cu, Zn, Pb, acidité Hartman, 1969
Nardia scalaris Cu, Fe Url, 1956

Cu Shacklette, 1961, 1965b
Oligotrichum hercynicum Cu, Ni Shacklette, 1961, 1965b
O. parallelum Cu, Ni Shacklette, 1965b
Philonotis fontana Pb Shimwell & Laurie, 1972
Pleurocladula albescens Cu Shacklette, 1961
Pohlia nutans Cu Dykeman & de Sousa, 1966
Zn Nicklasson & Séderberg, 1980
Cu+Zn Folkeson, 1983

Metal, acidité

Webster, 1985

Tableau 10 : Espéces de bryophytes observées sur substrat présentant de fortes
concentrations en cations métalliques, en sulfates et/ou une forte acidité (d’apreés Tyler,

1990).
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aux plantes & fleurs, une vigueur généralisée et une tolérance croisée entre les métaux pourrait
jouer un rdle plus important dans la capacité de F. hygrometrica i coloniser les sols
contaminés, et les écotypes spécifiquement tolérants 4 un métal pourraient étre moins
importants.

Contrairement aux angiospermes, des écotypes métallotolérants semblent n’avoir été
décrits chez les bryophytes que pour deux hépatiques: Marchantia polymorpha (Briggs,
1972) et Jungermannia gracillima (anciennement Solenostoma crenulatum ; Brown & House,
1978) et une mousse : Funaria hygrometrica (Shaw, 1988). F. hygrometrica forme des
€cotypes tolérants au cuivre, bien que la tolérance & d’autres métaux (comme le Zn et le Cd)
apparaisse €tre principalement due a une tolérance croisée et généralement & une croissance
vigoureuse (Shaw, 1990b). Cela différe de la réponse spécifique aux métaux des plantes a
fleurs. Shaw & Albright (1990) observent une absence de différenciation d’écotypes 4 travers
des populations de Bryum argenteum se développant sur des sols aux concentrations en
métaux tres variables. De maniére similaire, Longton (1981) trouve que les populations de B.
argenteum provenant de plusieurs régions, comme Hawai et I’Antarctique, ne différent pas
dans leur réponse a la température. Potentiellement, les bryophytes peuvent différer des
angiospermes dans le fait qu’ils possédent des niveaux élevés de plasticité phénotypique,
plutét que des réponses génétiques a petites échelles. Ces études se limitent plus aux
observations morphologiques qu’aux variations génétiques.

I11.2.5. Tolérance extréme

L’efficacité de la paroi & immobiliser les ions ETM doit étre considérée comme un des
mécanismes principaux de la tolérance chez les bryophytes. Cependant, il n’a pas été montré
de maniére convaincante que des espéces a forte CEC présentent une tolérance supérieure aux
métaux.

Beaucoup de mousses et d’hépatiques sont connues pour étre résistantes a des fortes
concentrations en cuivre et quelquefois a d’autres métaux comme le montre le tableau 10.

Une tolérance extréme au cuivre, au zinc et au manganése est montrée par Url (1956)
chez deux espéces de Mielichhoferia. Cela est probablement dii & une immobilisation des
metaux au niveau de la paroi cellulaire mais une réelle tolérance plasmatique est également
montrée (Persson, 1948 ; Mértensson & Berggren, 1954). Déja, ces espéces et d’autres genres
ont ét¢ décrits comme « mousses du cuivre », caractérisées par leur préférence pour des
substrats cupriques et par conséquence, comme des espéces ayant une distribution disjonctive.
Hartman (1969) rapporte également que plusieurs de ces espéces sont capables de supporter
des conditions de sols extrémement acides, résultant souvent d’une oxydation des sulfures.

Noguchi (1956) discute de I’écologie de Scopelophila (anciennement Merceya)
au Japon et conclut que Scopelophila ligulata se développe méme sur des sols riches en
soufre prés de sources chaudes ou sur des sols métalliferes. Scopelophila gedeana est
également observée sur des sites soumis a des infiltrations d’eau provenant de toits en cuivre
ou de monuments en bronze. Ces deux espéces se propagent exclusivement de maniére
végétative, les sporophytes étant extrémement rares.

Shacklette (1961), étudiant I’écologie particuliére d’hépatiques de landes océaniques
en Alaska, conclut que ces communautés, en raison de leur tolérance au Cu, évitent ainsi le
phénomene de compétition avec les plantes vasculaires. Quelques unes de ces espéces sont
également trouvées sur des minerais de métaux lourds plus loin & Pintérieur de I’Alaska
(Shacklette, 1965a). :
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Néanmoins, a partir d’une étude sur I’écologic de mousses cupricoles dans les iles
Britanniques, Wilkins (1977), suggére que le cuivre (au moins en Grande-Bretagne) n’est pas
le seul facteur controlant la distribution de ces espéces. La capacité a tolérer de trés bas pH du
sol et de fortes concentrations en ions sulfates est tout aussi discriminante. Des échantillons
anglais de Mielichhoferia elongata renferment seulement 7 a 12 mg.kg” de cuivre comme
Coscinodon cribrosus, parfois considérée comme une « mousse du cuivre ».

De trés fortes concentrations en cuivre (8 700 a 35 000 mg.kg™) sont mesurées chez
Pohlia nutans provenant d’un marais naturellement riche en cuivre au Canada, (Dykeman &
de Sousa, 1966). Le développement luxuriant de cette espéce sur des affleurements de
charbon bitumé en Pennsylvanie est considéré comme ayant valeur indicatrice a la fois d’une
forte concentration en métal et d’'un pH trés acide (2,65-2,75) dans 1’eau de suintement
(Webster, 1985). Cependant, prés d’une fonderie en Suéde, cette méme espéce se développe
sur sol organique riche en cuivre et en zinc, mais a pH plus élevé (6,0 4 6,5) (Folkeson, 1983).

Shimwell & Laurie (1972) concluent que les gamétophytes de mousses ectohydriques
peuvent excréter des sels de métaux lourds, ce qui forme une croite poudreuse sur les tapis de
mousses pendant la période estivale. Cette croiite se dissout rapidement durant la période de
pluies et le tapis muscinal reste sain. Des phénomeénes similaires sont observés chez les
mousses acrocarpes (Bryum et Pohlia div. sp.) se développant sur des déchets métalliferes
dans le centre de la Suéde. Il n’est cependant pas certain que cette formation de crofites soit le
résultat d’un mécanisme d’excrétion actif. Il pourrait étre le résultat de précipitations de
cations métalliques transportés de maniére passive par évapotranspiration.

Plusieurs mousses aquatiques sont également connues pour accumuler les métaux
lourds & des concentrations appréciables sans aucun dommage apparent. Des concentrations
en Pb allant de 1000 a 15 000 mg.kg™" sont mesurées dans plusieurs mousses et hépatiques de
riviéres polluées dans le Pays de Galles (McLean & Jones, 1975). Scapania undulata y est
particuliérement 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 ug.I'h),
accumule HgS dans sa paroi, immobilisant le mercure sous une forme non toxique & de fortes
concentrations (1 % du poids sec) (Satake & Miyasaka, 1984). Fontinalis antipyretica et
Cinclidotus nigricans provenant de riviéres belges et francaises supportent 1300 a 1 900
mg.kg" de cuivre et 5000 mgkg' de zinc dans leurs tissus (Empain, 1976) et Fontinalis
antipyretica provenant du Rhin, 2 200 mg.kg" de plomb (Dietz, 1973). D’autres exemples
pourraient étre présentés, mais on connait trés peu de choses sur les processus entrant en jeu
dans I'immobilisation des métaux lourds ou sur la nature de 1’élément apporté dans les tissus.

En résumé, il semble que plusieurs espéces de bryophytes trés tolérantes aux métaux
lourds puissent également apparaitre sur des sols dont le pH est extrémement bas, résultant
d’une oxydation de sulfures ou d’émanations gazeuses riches en SO, ou en H,S. Une acidité
extréme et la présence de minéraux sulfurés sont habituellement apparentés a de fortes
solubilités des métaux lourds, ce qui augmente les concentrations dans le sol. Beaucoup
d’espéces sont probablement trés tolérantes a la fois & 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 a d’autres cations métalliques devient une nécessité,
principalement lorsque de trés fortes concentrations sont observées.
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11.2.6. Utilisation des bryophytes en biosurveillance des dépdts d’éléments traces
metalliques

Les dépdts d’ETM plus ou moins continus et 4 grande échelle ont occasionné des
dommages chez les organismes vivants. 11 s’est donc vite avéré nécessaire de mettre en place
des réseaux de surveillance dans le but de caractériser et d’observer les diffusions et les effets
de ces polluants. Des investigations conventionnelles d’analyse des dépdts ont été menées
mais trés vite, ces méthodes se sont avérées trés cofiteuses et faiblement représentatives de la
réalité car la nature hétérogéne des dépdts et les difficultés analytiques ne permettent pas une
analyse fiable de la situation. De nouvelles méthodes, plus simples, plus représentatives et en
méme temps peu coliteuses ont été mises au point (Fauth ef al., 1985 ; Siewers & Roostai,
1990 ; Kuik et al., 1993 ; Bloemen et al., 1995).

Il a ét¢ démontré & maintes reprises que les végétaux, et en particulier les bryophytes,
sont de bons indicateurs pour la surveillance de la qualité de I’environnement. Les bryophytes
révelent les effets de la pollution de I’air par des changements dynamiques de populations, la
manifestation de certains dommages au niveau morphologique et/ou physiologique, ainsi que
par I’accumulation de certaines substances (Arndt et al., 1987 ; Bargagli, 1993 ; Garty, 1993 ;
Markert, 1993, 1994 ; Wittig, 1993).

Le premier a mettre en évidence la possibilité d’utiliser des cryptogames comme
bioindicateurs est le lichénologue finlandais Nylander (1866). 11 remarque ainsi I’effet négatif
de la pollution sur certaines espéces. En effet, a la place des lichens, il observe des
populations algales de Protococcus sp., qui se plaisent « dans un air impur ».

Wilson (1900) fut I'un des premiers a prendre en considération I’état des bryophytes
pour estimer I’état de la qualité de Iair. Il déplore qu'on ne constate pas suffisamment
« Peffet néfaste des fumées ». 11 fait remarquer « le misérable état » de la végétation du nord
de la Grande-Bretagne, ot beaucoup de fumées sont produites, et « la grande diminution de

I’abondance et de la luxuriance des mousses et des hépatiques aux alentours des grandes
villes ».

Les principaux avantages des bryophytes comme biomoniteurs des dépdts métalliques
peuvent étre résumés comme suit :

- iy a généralement absence d’une cuticule et d’une mince paroi épidermique, rendant
les tissus trés facilement perméables a I’eau et aux minéraux, dont les ions
métalliques ;

- les tissus, et en particulier les constituants de la paroi, ont de nombreux groupes
chargés négativement et jouent un rdle efficace d’échangeurs de cations ;

- les nutriments minéraux proviennent principalement de la déposition séche et humide
de particules et d’ions solubles; le substrat n’intervient pas dans la nutrition des
especes pleurocarpes et a peu d’importance pour les mousses épiphytes ; cependant,
chez certaines mousses acrocarpes épigéiques, une absorption de métaux provenant du
sol semble étre possible, la plus part du temps par capillarité et ces espéces sont moins
adéquates en biosurveillance ;

- la formation d’une nouvelle tige feuillée se faisant au sommet de la précédente,
empéche tout contact direct ou interaction avec le sol ou le substrat ;

- chez certaines espéces (e.g. Hylocomium splendens), il est possible de reconnaitre et
de séparer les pousses annuelles, ce qui facilite la détermination de la durée
d’exposition du matériel vivant utilisé en biosurveillance ;
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Pays Type de source Références
Australie Centrale thermique au charbon | Godbeer er al., 1986
(ETM)
Canada Source ponctuelle, fonderie Temple et al., 1981
(ETM)
Finlande Source ponctuelle, fonderies Hynninen, 1986
(ETM)
(ETM) Vasander & Millila, 1986
Malaysie Zone urbaine (ETM) Low et al., 1985
Finlande Route (Pb) Keller, 1974
Zone urbaine (hydrocarbures Roy et al., 1996
aromatiques polycycliques,
HAP) Funaria hygrometrica
(dans I’eau)
Région industrielle (ETM) Hynninen, 1986
Grande-Bretagne Région industrielle (ETM) Goodman & Roberts, 1971
Source ponctuelle, fonderie Little & Martin, 1974
(ETM)
Source ponctuelle (ETM) Ratcliffe, 1975
Une partie du Sud-Ouest du pays | Gill et al., 1975
(ETM)
Source ponctuelle, fonderie Cameron & Nickless, 1977
(ETM)
Zone miniére, émission de Davies & White, 1981
poussiéres (ETM)
Moss bag Al-Radady et al., 1993
France Usine d’incinération (Cl) Gombert & Asta, 1997
Pays-Bas Usine (HAP) Wegener et al., 1992
Portugal Zone urbaine (ETM) Vasconcelos & Tavares, 1998
Espagne Cu, Pb, Zn, Cd, Fe, Mn Santamaria & Martin, 1997

Tableau 11 : La technique des « moss bags» en biomonitoring des dépots de

xénobiotiques (d’aprés Tyler, 1990).
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- excepté chez certaines acrocarpes, il semble qu’il y ait peu de transfert de métaux
lourds entre des segments adjacents ou a partir d’une tige feuillée ancienne sur
laquelle se développe une nouvelle ;

- plusieurs espéces sont trés abondantes et largement distribuées (ubiquité des
bryophytes) ;

- en raison de leur longévité, les bryophytes peuvent étre utilisées pour intégrer les
dépbts sur une durée importante, habituellement 5 ans, mais cette intégration est
dépendante de I’espéce choisie et des méthodes d’échantillonnage ;

- la simplicité et le faible coiit de ces méthodes sont des atouts importants en diagnostic
environnemental.

Les principaux inconvénients des bryophytes comme biomonitors des dépots
métalliques sont les suivants :

- les meilleures espéces utilisées pour les mesures des dépdts (les tapis de mousses
pleurocarpes) 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 SO, dans I’air ; une relation fiable entre les dépots
métalliques de chaque site peut étre obtenue en utilisant d’autres mousses plus
tolérantes quand cela est nécessaire ;

- les bryophytes indigénes sont moins adaptées pour une surveillance des dépéts sur une
période inférieure 2 1 an; des techniques utilisant Pexposition d’échantillons de
mousses « moss bags » ont €t€ mises au point 4 cet effet (tab. 1 1);

- il peut y avoir des fuites ou des sorptions incomplétes de quelques métaux lourds
(principalement le zinc et le cadmium) présentant de faibles affinités pour les ligands
des tissus, par exemple une période d’exposition de 3 ans, sous conditions acides ;

- le choix des sites d’échantillonnage est trés important dans le travail de
biosurveillance ; cela est inhérent aux micro-variabilités locales dans les dépdts et non
pas a lutilisation des bryophytes ; dans les foréts, Pexposition des bryophytes par
rapport a la canopée est importante en raison des lessivages possibles des dépots secs ;
ce probléme n’a pas toujours été pris en compte dans les études de biomonitoring de
routine, il est a origine de controverses dans ’exploitation des résultats.

II1.2.6.1. LES BRYOPHYTES /N SITU EN BIOMONITORING PASSIF

Le biomonitoring passif est la surveillance de Ienvironnement, pendant une période
donnée, en utilisant des especes in situ, ¢’est-a-dire, présentes sur le lieu d’étude.

Cest dans les années 1960, que les scientifiques suédois Riihling et Tyler (1968,
1970) utilisent les bryophytes pour la surveillance des éléments traces métalliques dans
Penvironnement. Ils constatent que deux especes pleurocarpes (Hylocomium splendens et
Pleurozium schreberi) sont particuliérement intéressantes et présentent une bonne capacité a
piéger des dépbts secs ou humides en métaux lourds.

Plusieurs revues sont disponibles a ce sujet (e.g. Tyler, 1970; Manning &
Feder, 1980 ; Maschke, 1981 ; Martin & Coughtrey, 1982 ; Brown, 1984). Une sélection des
premiéres études réalisées au niveau mondial est présentée dans I'annexe 1.

La grande majorité des espéces utilisées en biosurveillance ont pour particularités de
puiser dans I’atmosphére les nutriments dont elles ont besoin pour vivre. La plupart d’entre
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elles sont ectohydriques. Néanmoins, certains auteurs dont Markert e al. (1996) se sont
intéressés de plus prés a des espéces chez lesquelles I’absorption de I’eau et des éléments
nutritifs peut se faire par des canaux internes de transpiration (espéces endohydriques),
comme par exemple le genre Polytrichum. Ganeva (1998) utilise des bryophytes épigéiques
acrocarpes comme Ceratodon purpureus, Isothecium alopecuroides, Dicranum scoparium et
pleurocarpes comme Pleurozium schreberi et Hylocomium splendens. L auteur établit ainsi
que pour chaque espéce, les concentrations des €éléments analysés suivent 1’ordre suivant :

Dicranum coparium :
Ca>Al>Fe>S>Mg>Mn>Ba>Na>Pb>Zn>Sr>Cu>Ni>Co>Cd
Isothecium alopecuroides :
Ca>Al>Fe>S>Mg>Mn>Na>Ba>Zn>Pb>Sr>Cu>Ni>Cd>Co
Ceratodon purpureus :
Ca>Fe>Al>S>Mg>Mn>Na>Ba>Zn>Pb>Sr>Cu>Ni>Cd>Co
Pleurozium schreberi :
Ca>Al>Fe>S>Mg>Mn>Ba>Na>Zn>Pb>Sr>Cu>Ni>Co>Cd
Hylocomium splendens :
Ca>Al>Fe>S>Mg>Mn>Ba>Na>Zn>Pb>Sr>Cu>Ni>Co>Cd

Un grand nombre d’études ont été publiées sur la calibration entre les mesures directes
de dépbts de métaux lourds (par jauges Owen) et les valeurs obtenues a partir des bryophytes.
Dans les études menées par Riihling & Tyler (1968, 1969), de fortes corrélations existent
entre les taux de métaux lourds dans les mousses et ceux trouvés dans les dépdts
atmosphériques. On observe, par exemple, une bonne corrélation entre les dépdts annuels
(mm.an™) et les concentrations de plomb et de cuivre des mousses épigéiques de la province
de Skane au sud de la Suéde. Cependant, on peut supposer que I'efficacité de rétention des
tissus de mousses puisse différer selon les éléments, par exemple, une perte d’ions zinc peut
sembler impossible sous des conditions contrdlées (Riihling & Tyler, 1970).

La production annuelle de biomasse differe d’une espéce a I'autre, ce qui limite
Putilisation de plusieurs espéces simultanément dans I’estimation des dépots. Des espéces a
faible production annuelle (comme Hypnum cupressiforme) ont généralement de plus fortes
concentrations en métaux lourds dans leurs tissus que des espéces a forte production annuelle
de biomasse (comme Sphagnum magellanicum), en raison du changement du rapport
biomasse/unité de surface.

Riihling (1985) montre que la production de biomasse annuelle chez Hylocomium
splendens ne différe pas significativement entre des sites de climat tres différent, e.g. entre la
Suéde (climat ouest européen) et la zone subarctique de Laponie. Une production moyenne
annuelle de 116 + 14 g.m™? (poids sec, 80° C) recouvre le sol 2 75 %. L’auteur conclut que
150 g.m?.an” de bryophytes représentent la prise minimale d’échantillonnage d’Hylocomium
splendens que I’on doit utiliser en Scandinavie, lorsque I’on veut convertir les concentratlons
dosées dans Hylocomium splendens en dépbts. En utilisant cette valeur de 150 g. m?Z.an’
comme facteur de conversion, 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 dépdts 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 Suéde et la Norvége. En
prenant en compte tous ces éléments et le nombre élevé d’échantillons (n=121), on obtient
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une trés bonne relation linéaire (r>=0,95). Les auteurs n’observent 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-
espéces, on ne trouve que peu de références a ce sujet. Un des premiers essais
d’intercalibration a été réalisé par Folkeson (1979a). Plus récemment, Kuik & Wolterbeek
(1994, 1995), puis Wolterbeek et al. (1995) établissent des méthodes de comparaison entre
especes de bryophytes, lorsque plusieurs taxons sont utilisés. Ceci est d’autant plus important
que la méthode initiale décrite par Rithling & Tyler (1968, 1970) préconisent I’utilisation de
plusieurs espéces. Mais il s’avére difficile, malgré la large répartition des bryophytes utilisées,
de trouver simultanément I’ensemble de ces espéces et en quantité suffisante pour mener a
bien un tel diagnostic. Ces auteurs mettent en évidence des relations entre Paccumulation par
Pleurozium schreberi et Brachythecium rutabulum. Mais ces calibrations inter-espéces ne
peuvent en aucun cas éviter Dutilisation de plusieurs espéces ‘et ne s’appliquent qu’au
territoire étudié. Enfin, les résultats montrent également que Pefficacité de ces calibrations
n’est valable que pour des travaux menés a grande échelle. En effet, les études menées en
Allemagne et en Suisse montrent que les extrapolations peuvent facilement mener a des
résultats peu fiables.

Lors d’une étude sur la pollution en Suisse, Riihling & Tyler (1970) montrent qu’il n’y
a aucune relation linéaire entre les concentrations retrouvées dans Hylocomium splendes,
Hypnum cupressiforme et dans Hypogymnia Physodes. Cela se comprend d’autant plus que
bryophytes et lichens n’ont pas la méme vitesse de croissance, que les mousses employées
dans cette étude sont épigéiques alors qu’Hypogymnia physodes est épiphyte et qu’on utilise
en méme temps des organismes végétaux et fongiques. Il en résulte que les mécanismes
d’absorption et d’accumulation des ETM sont totalement différents. La calibration inter-
especes introduit une nouvelle incertitude dans les données recueillies et cette variabilité
inter-espéces est négligeable pour la plupart des éléments analysés. Cependant, cette
variabilité inter-especes devrait étre quantifiée par rapport aux variabilités régionales lorsque
des analyses utilisent plus de deux espéces de bryophytes (Halleraker ef al., 1998). Il ne faut
pas non plus perdre de vue que ces calibrations ne sont que des extrapolations qui ne
s’appliquent que dans des conditions précises d’utilisation (Wolterbeek et al., 1995).

Bien qu’il soit nécessaire de multiplier les études d’intercalibration entre especes, on
peut conclure que P'accord entre les mesures des ETM dans les mousses et dans les jauges est
bon, voire trés bon, au moins dans le cadre d’études régionales. A grande échelle, la
variabilité est certainement plus grande, en raison des microvariations des dépbts.

I11.2.6.2. TRANSPLANTS DE BRYOPHYTES VIVANTES : BIOMONITORING ACTIF

Le biomonitoring actif est la surveillance de Ienvironnement, pendant une période
donnée, a I'aide d’espéces provenant d’un autre endroit que le site étudié. La 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 passif, des dépéts
atmosphériques de polluants.

Arnold (1891-1901) a, le premier, I’idée de réaliser des expériences de transplantation.
Il constate que des bryophytes et des lichens venant d’une région ou Iair est « pur » et qui
sont ensuite transportés dans la ville de Miinich, meurent peu de temps apres.
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Pilegaard (1979) rapporte que Brodo en 1961 a mis au point une technique de
transplants, a 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 SO,. Désormais, il est clair que ce genre d’études ne peut plus étre mené a
cause du trop grand nombre de polluants et des faibles concentrations dans I’atmosphére.
Pilegaard (1979) a mené une étude de ce type au Danemark en transplantant un lichen
(Hypogymnia 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 I’état sur leur substrat et placées dans le lieu d’étude.

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

Hazell & Gustafsson (1999) évaluent les techniques de conservation des transplants de
lichens épiphytes (Lobaria pulmonaria) et de bryophytes (Antitrichia curtipendula, espéce
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 trés attention au choix des
espéces utilisées, a leur écologie, a leur exposition et & leur durée d’exposition. En effet,
certaines espéces sont plus tolérantes que d’autres a la lumiére, a la sécheresse. Leur
physiologie et leur morphologie peuvent différer en fonction de ces variables abiotiques et
une compétition inter-espéces peut étre observée si les especes sont trop différentes les unes
des autres (Van der Hoeven, 1999).

I11.2.6.3. EXPOSITION D’ECHANTILLONS DE BRYOPHYTES STANDARDS : LA TECHNIQUE DES
« MOSS BAGS »

Dans la technique du moss bag, on utilise des mousses séchées a I’air sec, parfois
prétraitées et contenues dans un sac de nylon. Ce mode d’utilisation des bryophytes a été
introduit par Goodman & Roberts en 1971, en Grande-Bretagne. Plus tard, d’autres auteurs
utilisent les sphaignes, souvent prétraitées afin d’éliminer tout dépot d’éléments traces
métalliques 2 la surface du gamétophyte. On trouvera des revues détaillées de la technique des
moss bags dans 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 ef al. (1993) : un
dispositif par capillarité permet Palimentation de la mousse en €léments essentiels et en eau.
Les moss bags sont placés a plat, protégés de la pluie par une feuille de perspex de 500 mm,
et exposés aux vents pendant 4 semaines. Les auteurs comparent 5 moss bags irrigués 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 étre intéressants pour des niveaux d’expositions connus mais
doivent étre utilisés avec précaution lorsque 1’on veut quantifier cette pollution. L’espéce, la
densité, la taille, la vitalité, le traitement subi ou non et la voie d’exposition semblent étre des
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¢léments importants a prendre en compte lors de Iinterprétation des résultats. Le temps
d’exposition ne devrait pas dépasser un mois dans les zones a 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 parait nécessaire si on souhaite obtenir ’estimation des ETM en
valeur absolue et que les résultats soient exploitables.
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IV. LEsS CULTURES DE BRYOPHYTES

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

Corradini (1996) a réalisé une revue bibliographique critique et complete des
différentes méthodes utilisées permettant de choisir la méthodologie la plus adaptée a la
problématique posée.

Le gros inconvénient des cultures de bryophytes est que ’ensemble de ces méthodes
de cultures in vitro ou semi-naturelles sont trés peu utilisées. D’aprés Lal (1984) les premiéres
cultures débutent en 1885 par les travaux de Vochtin, puis ceux de Goebel en 1908 et Lang en
1909, pionniers des cultures axéniques. Dans sa revue, Geldreich (1949) attribue les premiers
liquides nutritifs pour bryophytes 4 Marchal & Marchal en 1906 et Drachnowski en 1907.
Mais, malgré des débuts précoces, les bryologues restent réticents a Pemploi des cultures
car elles sont cofiteuses en temps (Shaw, 1987b); mais le temps consacré dépend de la
méthode utilisée et nous verrons un peu plus loin que certaines méthodes semi-naturelles sont
plus rapides que les méthodes strictement axéniques in vitro. Les techniques sont également
difficiles a réaliser d’aprés 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 mémes conditions (Shaw, 1987b). Les contaminations fongiques et
algales restent un handicap (Shaw, 1987b) qui ruine parfois tous les efforts demandés par les
techniques de culture in vitro. La morphologie peut étre perturbée par les conditions de
culture. Sur substrat gélosé, les tiges feuillées se développent parfois anormalement (Ward,
1964). De plus, sur la gélose, le repiquage est nécessaire pour avoir des pieds feuillés (Bell,
1980). Lorsque la culture dure plusieurs mois, sur le substrat d’origine, Richards (1947)
observe que le développement de cyanobactéries peut entrainer une surcroissance des
gametophytes. Lal (1984) confirme une action positive de certaines bactéries et moisissures
sur la germination des spores. Enfin, 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, comme 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 espéces aériennes cultivées de fagon hydroponique. Berrie
(1951) roule une bande de papier qu’il place & I’intérieur d’un tube a essais contenant un peu
d’eau. Les échantillons de mousses sont placés a Pintérieur du tube sur le papier. Le tube
bouché est exposé a la lumiére du jour. L’espéce se développe sans infections algales ou
fongiques en atmosphére saturante. Miller & Ambrose (1976) disposent des disques de papier
filtre en boites de Pétri.

Les substrats gélosés sont réalisés en boite de Pétri. Tout le matériel est stérilisé, mais
cette meéthode présente I'inconvénient majeur d’utiliser un substrat, qui est également
employé pour la culture d’étres hétérotrophes, qui peuvent étre parasites des cultures de
bryophytes. Cette méthode est intéressante si 'on démarre a partir d’une spore que I’on essaie
de faire germer. Il faut utiliser des capsules matures stockées au sec présentant le moins de

perte de viabilité (Bell, 1980). Leur désinfection par trempages successifs dans des solutions
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stérilisantes (habituellement des composés chlorés) puis dans I’eau distillée stérile augmente
encore les chances de succés. L’extraction de la capsule se fait 4 aide d’aiguilles stériles et
les spores sont récupérées en milieu liquide. Basile (1964) réalise 1’ensemencement de son
milieu par injection a ’aide d’une seringue.

Les substrats liquides permettent uniquement la culture axénique de bryophytes. Cette
culture n’est maintenant réalisée que dans des récipients équipés de filtre a air et contrdlés en
lumiére, température et pH (Naef & Simon, 1978). Un liquide nutritif est passé en autoclave,
puis mis dans le fermenteur qui est hermétiquement clos. L’ensemencement se fait a partir de
spores ou de fragments bryophytiques stériles.

Enfin, les substrats particulaires, qu’ils soient naturels (terre d’origine, Richards,
1947), ou artificiels (vermiculite, Proskauer, 1969), sont stérilisés avant d’étre utilisés, ce qui
réduit de fagon 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 bryophytiques 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 a 'aide de fragments est due 4 Shaw (1986). 1l préleve
des gamétophytes entiers dans la nature, les lave a I’eau distillée, les desséche trois jours a
I’étuve pour enlever les particules de terre restante, puis il broie en une fine poudre. La
régénération est possible a 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 utilisé cette méthode afin de mettre en évidence 1’adaptation
possible de certaines mousses comme Ceratodon purpureus ou Funaria hygrometrica a la
contamination des sols en métaux. Pour cela il a comparé deux méthodologies de culture, la
premiére 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 chambre phytotronique & une température de
27°C =+ 3°C et une photopériode de 13h. Aprés trois mois de culture, chaque pot a été examiné
sous une loupe binoculaire. La seconde expérimentation a été réalisée a I'aide de gélose a
base d’agar. Cette fois les gamétophytes ont été stérilisés a I’alcool 30° et rincés a 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’écotypes 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 problématiques apparaissent lorsque nous voulons utiliser une mousse et
obtenir un matériel végétal standardisé. En effet, il est important de savoir & quelle période de
I’année il faut récolter les échantillons de maniére a mettre tous les atouts de son coté. D’apres
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 méme temps que les sels minéraux, mais lorsque nous travaillons avec un substrat
naturel, il est indispensable de connaitre la fréquence des arrosages et leur quantité.
Néanmoins, Richards (1947) disait que les besoins exacts de chaque espéce ne peuvent étre
appris que par I’expérience.
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D’aprés Corradini (1996), les méthodes les plus employées sont celles utilisant un
substrat particulaire ou un substrat gélosé.

La méthode reposant sur Dutilisation de gélose est de loin la plus employée mais
également la plus critiquée, car, outre les difficultés méthodologiques (Shaw, 1986) dues a
leur caractére axénique, les cultures sur milieux liquides posent le probléme majeur du
maintien des cultures pendant de longues périodes (Basile, 1964). La gélose a une tendance
naturelle a se dessécher ; le substrat s’appauvrit, ceci induisant des carences en certains ions ;
le gamétophyte s’ancre difficilement sur la gélose, enfin la conservation de la stérilité est
extrémement difficile. Malgré 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 contréler 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 & 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’empéchent pas de réaliser une stérilité
partielle en passant a P’autoclave le récipient de culture et le substrat, favorisant ainsi le
démarrage de la culture au moment ou elle est le plus fragile. Leurs principaux avantages
résident dans le faible degré d’artificialisation des substrats employés.
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Maladie
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Maladie
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Irréversible

Réversible

En bonne santé
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Figure 8 : Echelle des statuts physiologiques d’un organisme permettant de distinguer
trois principaux états : I’état sanitaire optimal régi par des mécanismes d’homéostasie,
le stress nécessitant la mise en place de mécanismes de compensation pour revenir a
Pétat précédent et le dernier stade étant la pathologie. Celle-ci est soit curable et
nécessite des mécanismes de réparation, soit incurable et aboutit & la mort de
‘Porganisme (d’aprés Depledge et al., 1993).
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V. IMPACTS CELLULAIRES DES ELEMENTS TRACES CHEZ LES BRYOPHYTES

Les polluants et en particulier les éléments traces métalliques (ETM) provoquent
certains dommages & différents niveaux d’organisation biologique depuis les populations
et/ou les communautés (bioccenoses) jusqu’aux différents constituants cellulaires. 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 Ie dosage de substances
toxiques dans I’ensemble ou dans une partie d’une ou des especes sentinelles choisies.
Actuellement, les recherches s’orientent de plus en plus vers des paramétres d’exposition
précoce qui se modifient en fonction du stress subi par 'organisme. En ce qui concerne les
€léments traces métalliques (ETM), on privilégie la mise en évidence d’un stress oxydant
induit pour des espéces réactives de I'oxygéne (ERO).

Nous allons présenter une mise au point bibliographique sur les notions de
biomarqueurs de stress et sur les différents types d’espéces réactives de I’oxygéne. Nous
présenterons le lien entre le stress oxydant 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. DEFINITIONS DES BIOMARQUEURS DE STRESS

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

Blandin (1986) est le premier a 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 référence a des variables biochimiques, cytologiques,
physiologiques, éthologiques ou écologiques, permet de fagon pratique et siire de caractériser
I'état d'un écosystéme ou d'un écocomplexe et de mettre en évidence aussi précocement que
possible leurs modifications, naturelles ou provoquées » . La notion de biomarqueur rentre
parfaitement bien dans cette définition puisqu’elle prend en considération les réponses
biologiques, biochimiques ou physiologiques d’organismes vivants soumis i un polluant. Le
biomarqueur peut donc aller de la simple Laison ligand-récepteur au niveau cellulaire,
Jusqu’aux effets sur un individu entier. Le « National Research Council » (1987) présente une
premiére définition : « variation inductible par les polluants de composants ou de processus,
structures ou fonctions cellulaires ou biochimiques qui peut étre mesurée dans un échantillon
ou un systtme biologique ». Ce sont surtout Koeman efr al. (1993) qui parlent de
biomarqueurs en tant que « modifications d’une réponse biologique pouvant étre mise en
relation avec une exposition et/ou un effet toxique d’un polluant ». Enfin, selon Lagadic et al.
(1997), «un biomarqueur est un changement observable et/ou mesurable au niveau
moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental, qui révéle
I’exposition présente ou passée d’un individu a au moins une substance chimique & caractére
polluant ».

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

1. Réactions d’oxydo-réduction (enzymatimles‘ ou non)

02 + e 2> 02._
HzOz + e > OH’ + OH + 02
ROOH + e 2> RO’ + OH"

2. Réaction photodynamique

0, + énergicoue” > 10, ou O,

Réactions de propagation :
3. réaction d’Haber-Weiss
02._ + H202 g 02 + o)y + OH

4. réaction d’Haber-Weiss catalysée par des métaux

M + 0, S M + 0,
M- + H,0, > M + o + OH"
0, + H,0, > 0, + o + OH

5. Réaction d’Haber-Weiss catalysée par des métaux complexés

Y + 0, > [M-0,]

[M-0,]® " + H,0, > [M-O,]" + OH + OH
[M-0,]™ > 1% + 0,

0, + H,0, > 0, + oH + OH"

6. Réaction organique de Fenton

M- + ROOH > RO’ + M*  +OH"

Tableau 12 : Principales voies de formation des espéces réactives de ’oxygéne (ERO) in
vivo (d’aprés Saran et al., 1988).
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- les biomarqueurs d’exposition sont ceux qui indiquent I’exposition d’un organisme a un
polluant mais qui ne donnent pas d’information sur les effets toxiques ou non chez ces
organismes ; comme exemples, nous pouvons citer I'induction de phytochélatines chez la
pomme de terre soumise au cadmium (Stroinski & Zielezifiska, 1997), Tinduction
d’enzymes (peroxydases, enzyme malique, isocitrate deshydrogénase, glucose-6-
phosphate deshydrogénase...) lors de fortes concentrations en métaux dans les premicres
feuilles de haricot (Phaseolus vulgaris) (Van Assche et al., 1988)... ;

- 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 réponses biologiques
suite a I’exposition a des toxiques ;

- les biomarqueurs de susceptibilité qui donnent des indications quant aux roles des
variations génétiques dans les réponses toxiques enregistrées (Timbrell er al., 1994 ;
Lagadic & Caquet, 1996).

Les expérimentations en conditions contrlées ont largement démontré que les

biomarqueurs peuvent étre utilisés pour la surveillance de la qualité¢ des milieux naturels. Les
biomarqueurs sont en effet des éléments de I’évaluation biologique dans la mesure ou ils
peuvent fournir des informations sur ’état de santé des individus. Cependant, les liens entre
les phénoménes observés a ces différentes échelles restent encore a établir dans la plupart des
cas. :
La notion de biomarqueur est directement liée 4 I’état physiologique de I’organisme
étudié. Le changement de I’état de santé d’un individu soumis 3 une exposition croissante
face & un polluant présentera trois états principaux (fig. 8). Un polluant aura des conséquences
néfastes pour I’organisme a partir du moment oi ’ensemble des mécanismes de réparation,
opérant a tous les niveaux biologiques, auront été dépassés. Le stade final de ces dommages
sera la perte totale de I'intégrité de I'individu et/ou d’un groupe d’individus ainsi que la
perturbation de la structure méme de la biocénose et/ou de I’écosystéme dont il fait partie
intégrante. L’utilisation de biomarqueurs pour le suivi de la qualité¢ des milieux procure,
comparativement aux méthodes de biomonitoring, ’avantage d’une évaluation intégrée dans
le temps et dans I’espace des polluants biodisponibles, non seulement en terme de présence,
mais également par rapport aux effets que ces produits sont susceptibles d’exercer sur les
populations animales, végétales ou microbiennes, passant du niveau infra-individuel au
niveau de I’écosystéme (Amiard ef al., 1997). Si nous voulons pouvoir établir des diagnostics
précoces d’exposition d’organismes a des polluants, 'emploi de biomarqueurs intervenant au
niveau infra-individuel sera nécessaire (Van Gestel & Van Brummelen, 1996).

Le stress est donc un état de perturbation de I’homéostasie mettant en jeu des
mécanismes de compensation. Il existe de nombreux types de stress qui ont principalement
pour conséquences d’occasionner des réactions d’oxydation. Le stress oxydant résulte d’un
déséquilibre entre les systémes pro-oxydants et anti-oxydants en faveur des premiers et est
une source d’effets toxiques potentiels (Sies, 1991 ; Bartosz, 1997). Le stress oxydant va donc
provoquer la formation d’espéces réactives de I’oxygéne (ERO) qui auront un impact direct
au niveau cellulaire et qui sont, selon Halliwell (1987), synonymes de dommages.
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Figure 9 : Principales espéces réactives de ’oxygéne (ERO) formées chez les organismes
vivants (d’aprés Bartosz, 1997).

réactions enzymatiques

Stress —» HO, p  produit + H,O
APX, catalase & autres peroxydases
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Figure 10 : Voie d’activation des ERO chez les plantes sous Peffet d’un stress induisant
un excés d’H,0, (LH, acides gras; L°, radical acide gras; LOOH, lipide
hydroperoxyde ; LOH, lipide hydroperoxyde réduit; LOX, lipoxygénase ; GST,
glutathion transférase ; PLHGPx, phospholipide hydroperoxyde glutathion peroxydase)
(d’aprés Eshdat et al., 1997).
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V.2. GENERALITES SUR LE STRESS OXYDANT ET LES ESPECES REACTIVES DE L’OXYGENE
(ERO)

La vie a commencé en absence d’oxygéne avec les cellules procaryotes. Pourtant,
environ un milliard d’années aprés I’apparition de ces organismes, I’oxygéne est apparu,
produit de Pactivité photosynthétique des premiéres algues. L’adaptation de ces organismes
vivants dans ces conditions aérobies a été telle que de nombreux systémes biologiques sont
devenus totalement dépendants de I’oxygéne. L’oxygéne et les espéces réactives qui en
dérivent sont paradoxalement toxiques pour les étres vivants. La toxicité de Ioxygene est liée
a sa forte affinité électronique, produisant une variété d’intermédiaires potentiellement
endommageants que sont les espéces réactives de I'oxygéne (ERO). La théorie selon laquelle
la toxicit¢ de I'oxygéne passe par la formation de radicaux libres a été proposée par
Gerschman et al. en 1954. Ce terme de ERO est un terme collectif qui décrit a la fois les
radicaux de I'oxygéne (O,”, OH", ROO", RO") et ses dérivés non-radicalaires (H,0,, HOC],
O; singulet, O3) (fig. 9). Ces ERO sont constamment produites chez les organismes vivants au
cours du métabolisme normal et en particulier au niveau de la chaine respiratoire
mitochondriale ol 1 & 2 % de I'oxygéne métabolisé est converti en 0, (Halliwell &
Gutteridge, 1989 ; Pré, 1991 ; Rice-Evans et al., 1991). Des sources exogeénes telles que les
radiations ionisantes et les polluants, peuvent ¢galement générer ces ERO et imposer un stress
oxydant supplémentaire aux systémes biologiques. Elles sont capables de causer des
dommages, permanents ou transitoires, aux protéines, lipides et acides nucléiques. Pour
répondre & ces dommages, divers composés qualifiés d’anti-oxydants sont synthétisés au
niveau cellulaire. Ce sont certaines de ces molécules anti-oxydantes qui seront utilisées
comme biomarqueurs de stress oxydant.

V.2.1 Les espéces réactives de I'oxygéne (ERO)

Selon Saran er al. (1988), les réactions les plus importantes pour expliquer la
formation de radicaux libres in vivo sont présentées dans le tableau 12 et font intervenir
différents types d’espéces réactives de ’oxygéne.

L’ ANION SUPEROXYDE O,"", probablement le plus connu des oxy-radicaux, est formé
par la réduction univalente de I’oxygéne moléculaire ou a partir de ’oxygéne singulet. Dans
le régne végétal, lorsque I’énergie lumineuse qui arrive sur la molécule de chlorophylle est
trop importante, I’énergie d’excitation peut étre transférée directement a Poxygéne pour
donner Poxygéne singulet qui lui-méme peut induire I’anion superoxyde. Les métaux de
transition tels que le fer ou le cuivre ont souvent des électrons non appariés et sont
d’excellents catalyseurs de la réduction de 'oxygéne avec la formation d’anion superoxyde :
Fe" + 0, » Fe™ + 0, L’anion superoxyde peut étre produit lorsque des quinones,
composés ¢lectrophiles, sont réduites en semiquinones par transfert d’électron au niveau des
flavoprotéines (Cadenas, 1989). Il est également formé au cours de processus physiologiques
par les cellules phagocytaires pour la destruction des particules étrangéres et des complexes
immuns (Babior, 1978).

Formé essentiellement au niveau des membranes biologiques (Gutteridge & Halliwell,
1993), il n’est pas I'oxy-radical le plus réactif, mais peut endommager les structures
cellulaires. Trés stable en milieu non-aqueux, il contribue & la destruction des phospholipides
membranaires par attaque nucléophile des liaisons esters entre les acides gras et le glycérol.
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Figure 11 : Exemple de deux produits formés par P’attaque du radical OH® sur les bases
de P’ADN.

cr + OH’ > cr + OH"

cr + Cr 2> Cly”

Figure 12 : Exemple de réaction dite de transfert d’électron.




67

L’anion superoxyde peut se dismuter en peroxyde d’hydrogeéne (H,O,) en milieu
acide. A pH neutre, sa dismutation est catalysée par la superoxyde dismutase (SOD, E.C.
1.15.1.1) (Fridovich, 1975).

Il peut également servir de précurseur pour la formation d’autres especes radicalaires
beaucoup plus nocives : (1) lors de sa protonation, avec formation du radical hydroperoxyle
(HO7) particuliérement toxique, (2) en réagissant avec HO, pour générer une molécule
d’oxygéne singulet ('O,).

LE PEROXYDE D’HYDROGENE H,0, est formé par dismutation de I’anion superoxyde
et par addition d’un second électron et de deux protons, la SOD étant le catalyseur. La
catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6) intervient pour produire de I’eau et de I'oxygeéne a partie de
H202.

Modérément réactif, c’est un important oxydant des thiols et du pyruvate (Halliwell &
Gutteridge, 1989). 11 diffuse facilement au travers des membranes hydrophobes a cause de son
¢tat non ionisé et non chargé. Il participe a la production d’espéces trés réactives comme le
radical hydroxyle (OH") (fig. 10) et son action est plus importante comme initiateur de la
formation des radicaux libres plutét qu’en tant qu’espéce réactive propre (Yu, 1994) et peut
former des adduits 4 ’ADN (i.e. composés s’additionnant 4 une molécule d’ADN).

LE RADICAL HYDROXYLE OH®, est produit par choc thermique, par radiations
ionisantes ou par réaction de type Fenton (1894) in vitro en présence de métaux de transition
sous forme réduite et d’H,O, comme précurseur. La premiére étape consiste en la réduction
du métal (fer ou cuivre) par I’anion superoxyde (1), la deuxiéme étape fait intervenir le
peroxyde d’hydrogéne par une réaction de Fenton (2), le bilan de la réaction est appelée
réaction d’Haber-Weiss (3) :

Fe"'+ 0, > Fe" + 0, (1)
Fe' +H,0, > Fe" +OH +OH"  (2)  réaction de Fenton

Bilan des réactions ‘
0;"” + H;0, - 0, + OH" + OH~ (3)  réaction d’Haber Weiss

Cette réaction dépend bien évidemment de la disponibilité des métaux de transition a
I’état libre et surtout du fer et du cuivre qui sont les éléments les plus actifs, probablement a
cause de leur abondance dans les systémes biologiques. En présence de composés chélateurs
de métaux comme la ferrioxamine dans le cas du fer (Fe™), la réaction d’Haber-Weiss est
inhibée et la production d’ions hydroxyles supprimée. Par contre, elle peut avoir lieu en
présence de Fe™-EDTA (McCord & Day, 1978) et d’autres chélateurs physiologiques comme
IATP et I’ ADP (Gutteridge & Halliwell, 1993).

Le radical hydroxyle est extrémement réactif. Il est faiblement diffusible et réagit avec
les premiéres cibles cellulaires rencontrées. Il peut attaquer tout type de constituants :

- par addition sur la molécule cible, comme dans le cas des bases puriques et pyridiques des
acides nucléiques (fig. 11) ;

- par €limination d’un atome d’hydrogéne, 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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Figure 14 : Principaux produits d’oxydation de la 2’-desoxyguanosine par I’oxygéne
singulet.
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L’OXYGENE SINGULET 'O; est formé par activation photochimique de I'oxygéne et
lors de réactions de thermolyse des endoperoxydes.
Il existe sous deux états d’excitation :

- Iétat delta (1Ag O) qui n’est pas un radical puisqu’il n’a pas d’électron non apparié ;
- Détat sigma (1Zg" O,), radicalaire et trés énergétique qui se dégrade rapidement en 1’état
delta.

Cette forme active de 1’oxygéne peut étre générée lors de Iillumination de pigments
biologiques (chlorophylle, rétinol, flavine, porphyrine) (Dodet, 1991). L’oxygeéne singulet
peut également étre produit au sein des organismes vivants en I’absence de lumiére suite au
processus de lipoperoxydation et & certaines réactions catalysées par voie enzymatique. Les
leucocytes humains sont connus pour le produire comme agent antibactérien (Joenje, 1989). 11
est moins réactif que le radical hydroxyle mais plus diffusible (Cadenas, 1989).

L’oxygéne singulet est considéré comme entité seulement a P’état delta (Halliwell &
Gutteridge, 1989). Il peut réagir avec des molécules biologiques de deux fagons :

- par réaction d’addition ;
- par « quenching ».

Lors des réactions d’addition, les composés ayant des doubles liaisons conjuguées
(e.g. caroténes et chlorophylles) réagissent avec 'oxygeéne singulet pour produire les
endoperoxydes (fig. 13). D’autres composés (cholestérol, tryptophane, histidine, NADPH,
cystéine, méthionine et uracile) réagissent également, mais par un mécanisme différent
d’addition avec I’oxygéne singulet (fig. 14).

Le quenching implique le transfert de 1’énergie d’excitation vers une autre molécule
qui, & son tour, devient excitée. L’oxygéne singulet réagit par « quenching » avec, par
exemple I'ion azide, I'a-tocophérol, le B-caroténe, les phénols et la bilirubine... Ces
molécules excitées peuvent provoquer d’autres réactions radicalaires ou perdre cette énergie
par émission de chaleur.

Toutes ces réactions radicalaires jouent un réle important dans les systémes
biologiques, car elles interviennent dans les réactions métaboliques normales et la production
d’énergie. Le principal procédé biologique conduisant & la formation d’especes réactives
telles que Panion superoxyde est le systéme de transport des électrons associés aux
membranes mitochondriales (McCord & Fridovich, 1969a ; Halliwell, 1987). Chez les
végétaux et en particulier chez les cellules chlorophylliennes, au sein des chloroplastes, la
chaine de transport des électrons ou lactivité oxygénase de la Rubisco génére 1’anion
superoxyde. De maniére plus générale, I'activation de I'oxygéne peut se produire au niveau
des mitochondries, des chloroplastes, des peroxysomes et du réticulum endoplasmique, ainsi
qu’au niveau des parois (Cossu ef al., 1997 ; Vangronsveld et al., 1997). Les ERO peuvent
également intervenir cette fois en tant que systéme protecteur de ’organisme dans lequel elles
se trouvent, par exemple, en tant que second messager dans I'infection d’une plante par un
parasite (Métraux, 1998). Qu’ils soient utiles sur le plan physiologique ou fortuits, ces
processus doivent étre étroitement controlés. La production d’intermédiaires physiologiques
est réglée en fonction des besoins et canalisée pour éviter tout dommage cellulaire. Ainsi, la
formation d’anions superoxyde lors du transfert d’électrons dans la chaine respiratoire
mitochondriale ne dépasserait pas 2 % du processus global de réduction (McCord, 1983).
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Toutefois, les dommages oxydatifs sont inévitables en milieu aérobie ou la vie n’est possible
qu’avec la protection d’anti-oxydants et de systémes de réparation des cibles endommagées.

A c6t¢ de ces sources endogenes, des facteurs abiotiques et biotiques peuvent générer
des ERO chez les organismes vivants tels que : :

- la dessiccation (Kranner & Grill, 1994, 1995 ; Dhindsa, 1987, 1991 ; Werner et al., 1991 ;
Schipperges & Rydin, 1998 ; Oliver ef al., 1997 ; Tuba ef al., 1996), les variations de
température, les changements d’altitude (Schlee et al., 1995) ;

-  différents polluants comme le paraquat (Modenesi, 1993), I'ozone (Vangronsveld et al.,
1997), les polluants atmosphériques en général (Silberstein e al., 1996 ; Egger et al.,
1994 ; Gonzales et al., 1996 ; Niewiadomska & Miszalski, 1997), les éléments traces
métalliques (Howlett & Avery, 1997 ; Brennan & Schienstl, 1996) ; ...

- Pinfection parasitaire, le vieillissement tissulaire (Balachandran et al., 1997).

V.2.2. Les prihcipaux dommages cellulaires causés par les ERO

Dans le régne animal ou végétal, une cellule soumise 3 un stress oxydant va subir des
dommages assez importants. Les principales cibles seront les lipides, les protéines et les
acides nucléiques.

LES LIPIDES assurent beaucoup de fonctions au sein de la cellule mais on les retrouve
en majorité comme composant principal des membranes plasmiques. Ils assurent une certaine
fluidit¢ membranaire. Ils sont responsables de maniére plus générale de I’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 phospholipides membranaires en
provoquant une peroxydation. Ce processus permanent et ubiquitaire se développe
simultanément par voie enzymatique (dioxygénases, lipoxygénases) ainsi que spontanément
(auto-lipoperoxydation) par un enchainement de réactions radicalaires. Le développement de
la lipoperoxydation radicalaire se subdivise en 3 phases (A, B, C): initiation, propagation,
terminaison (fig. 15). En fonction du degré d’insaturation de la structure acylée lipidique, la
peroxydation conduit 4 la formation de différents hydroperoxydes qui, du fait de leur
instabilité¢ en présence de métaux de transition ionisés, sont notamment a Porigine de
composés de lyse constitués d’aldéhydes, d’acides et de traces d’hydrocarbures (Wade & Van
Rij, 1985).

Parmi les aldéhydes, une trés large place a été faite 3 un dialdéhyde tricarboné, le
malondialdéhyde (MDA) issu de l'oxydation disruptive des insaturations maloniques
présentes dans les acides gras polyinsaturés (Frankel & Neff, 1983). En fait, cet aldéhyde est
produit en beaucoup moins grande quantité que les hydroxyalkénals (Esterbauer et al., 1988),
notamment le 4-hydroxynonénal (Benedetti et al., 1980). Plusieurs auteurs ont utilisé le MDA
comme biomarqueur d’effets : Gallego et al., 1996, Chaoui et al., 1997, Howlett & Avery,
1997, ...

Lors d’une modification des propriétés des lipides membranaires, une fuite
d’¢lectrolytes intracellulaires comme le potassium peut étre observée, mais Dietz e al. (1999)
montrent que ce n’est pas toujours le cas. Ce processus a été également utilisé comme
biomarqueur d’atteinte 4 I'intégrité de la membrane plasmique.
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LES PROTEINES ont une multitude de réles différents au sein de la cellule. En effet,
lors d’une attaque radicalaire sur les protéines cellulaires, le catabolisme de ces derniéres
augmente et cela se traduit par une perturbation grave des fonctions normales de la cellule.
Des groupes carbonyles résultant de I’oxydation de certaines protéines, des acides aminés
modifiés, ainsi que des ponts disulfures peuvent étre observés. Certaines de ces modifications
peuvent servir de biomarqueur d’effet (Acworth & Bailey, 1995).

D’autres organites cellulaires peuvent également étre atteints, comme les noyaux et
par conséquent L’ADN. Lors d’une attaque par des ERO, des oxydations ainsi que la
modification des bases nucléiques peuvent étre occasionnées. On parle alors d’adduits qui
sont responsables de mutations ponctuelles et sont considérés comme les prémices du
processus de carcinogenése. Si ces modifications sont peu ou mal réparées, la phase
d’initiation de la cancérogenése s’amorce provoquant des modifications structurales des
substances €laborées. Le principal adduit 4 ’ADN lors d’attaques des ERO est la 8-hydroxy-
2’-desoxyguanosine. Mais fort heureusement, les étres vivants, des plus primitifs aux plus
¢évolués, possédent 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’apoptose cellulaire.

V.3. LES SYSTEMES DE DEFENSE ANTI-OXYDANTS.

Les organismes vivants ont un systéme anti-oxydant trés efficace et trés diversifié pour
faire face 4 la toxicité de I'oxygéne et des espéces réactives qui en dérivent. Les moyens mis
en ceuvre pour I’élimination des ERO sont les suivants :

- élimination des métaux catalyseurs de la production d’OH® en les séquestrant par des
métalloprotéines (la transferrine au niveau extracellulaire et la ferritine intracellulaire
jouent ce role pour le fer, la céruléoplasmine et les cupréines pour le cuivre, les
metallothionéines et les phytochélatines, chez les végétaux, pour d’autres types de
métaux ;

- inactivation d’0," et d’'H>0; a I'aide d’enzymes spécifiques ;

- capture des radicaux libres responsables de dommages cellulaires a I’aide de piégeurs
moléculaires ;

- arrét de la propagation des réactions en chaine.

Ce systéme agit a I'intérieur et a Iextérieur des cellules (Yu, 1994). Davies (1988)
propose que ce systeme soit divisé en deux parties : primaire et secondaire. Le systéme
primaire se compose de 2 parties : une enzymatique et une non enzymatique. Le systéme
secondaire concerne les enzymes lypolytiques et les enzymes protéolytiques.

Les composés enzymatiques du systéme anti-oxydant primaire chez les végétaux
comprennent principalement les superoxydes dismutases, la catalase, les peroxydases et la
glutathion réductase, a I’instar de ce qui est observé chez les animaux.

Les composés non-enzymatiques du systéme anti-oxydant primaire comprennent des
molécules de faible poids moléculaire, telles que I’acide ascorbique (vitamine C), I’alpha-
tocopheérol (vitamine E), les pigments caroténoides et le glutathion. L’acide ascorbique et
I’alpha-tocophérol piégent les radicaux hydroxyles, I’oxygéne singulet et I’anion radical
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superoxyde (Yu, 1994). Les pigments chloroplastiques, comme les caroténoides, peuvent
empécher la formation de I'oxygéne singulet en absorbant ou en piégeant I’énergie
excédentaire de la chlorophylle. Le glutathion réagit avec I'oxygéne singulet et avec le radical
hydroxyle. 11 peut aussi agir comme un réducteur pour protéger les groupements thiols des
enzymes ou comme régénérateur de I’ascorbate.

V.3.1. Les systémes anti-oxydants enzymatiques

Il existe trois enzymes anti-oxydantes majeures mises en ceuvre pour I’élimination
d’espéces réactives de l'oxygéne: les superoxydes dismutases (SOD), les glutathion
peroxydases (GPx) et la catalase. Ces enzymes sont toutes des métalloprotéines et agissent de
fagon coordonnée (fig. 16). La figure 17 montre le systéme anti-oxydant enzymatique et non
enzymatique de défense des végétaux contre les formes toxiques de I'oxygéne. La premiére
enzyme qui agit est la SOD, enzyme présente dans les chloroplastes, le cytoplasme et les
mitochondries. :

LES SUPEROXYDES DISMUTASES (SOD, E.C. 1.15.1.1.) sont considérées comme les
premieres lignes de défense cellulaire contre les radicaux oxygénés (Alscher et al., 1997).
Découvertes par McCord & Fridovich (19692) dans des cellules sanguines de mammiferes,
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
marqueur biologique (Stegeman et al., 1992).

Les SOD possédent un métal de transition (cuivre, manganése, fer ou zinc) au niveau
de leur site actif. Les SOD sont donc un groupe de métalloenzymes qui catalysent la réaction
de dismutation du radical superoxyde (4).

0, + 0, + 2H* - H, O, + O, “4)

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

0,y + M"Y 5 0, + Mo (5)
0, + MO 4 2HY >  H0, + M™ (6)
Ce cofacteur métallique est en réalité apporté par les différentes SOD :

- la CuZn SOD, enzyme dimérique, contient un atome de cuivre 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 (Beyer et al., 1991) ; 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 Mn SOD est présente chez les eucaryotes et les bactéries au niveau de la matrice
mitochondriale et dans les peroxysomes ;

- la Fe SOD s’observe chez les végétaux, en particulier dans les chloroplastes des végétaux
supérieurs et les peroxysomes de quelques espéces et chez les bactéries ;

- la SOD extracellulaire, tétramérique, contient du cuivre et du zinc.
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Les SOD occupent une place trés importante dans le systéme anti-oxydant parce que
leurs activités déterminent les concentrations de radicaux superoxydes et de peroxyde
d’hydrogéne qui sont les deux substrats qui participent a la réaction d’Haber-Weiss.

Les localisations de ces SOD correspondent a des sites cellulaires ou il y a formation
d’oxy-radicaux : au fur et 3 mesure que la photosynthése augmente, la quantit¢ de SOD
chloroplastique augmente (Bowler et al., 1992). Les SOD semblent étre 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’activit¢ SOD ne signifie pas une protection en soi-méme, car
certains produits ultérieurs sont beaucoup plus réactifs (et dangereux) que le radical qui a été
dismuté (Kaiser, 1979).

Trés peu de travaux ont été réalisés 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
lactivité des SOD chez Dicranella palustris et Tortula ruraliformis ont été plus
spécifiquement étudiées (Seel et al., 1991).

LA GLUTATHION PEROXYDASE SELENIUM DEPENDANTE (SeGPx, E.C. 1.11.1.9)
catalyse la réduction glutathion-dépendante de nombreux peroxydes allant du peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) aux peroxydes organiques (ROOH). Cette enzyme est une
métalloenzyme tétramérique (80 000 daltons) dont chaque sous unité contient au niveau de
son site actif un atome de sélenium sous forme d’un résidu sélénocystéine. Le sélénium
d’origine exogéne serait incorporé dans le site actif de 'enzyme par un ARN de transfert
sélénocystéine-spécifique (Spallholz & Boylan, 1991). L’enzyme est localisée dans le cytosol
et la matrice mitochondriale. Elle apparait comme un systéme protecteur contre le processus
de lipoperoxydation endogéne et exogéne (Wendel, 1981).

Les inhibiteurs les plus connus de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase
sélénium-dépendante sont les thioloprives tels que le cadmium ou le plomb, par exemple. Il
existe une autre sélénoglutathion peroxydase utilisée par Thomas et al. (1990) chez les
végétaux : la phospholipide hydroperoxyde glutathion peroxydase (PLHGPx, E.C. 1.11.1.12).
Cette enzyme monomérique (22 000 daltons) est localisée dans le cytosol et son rdle consiste
a protéger les liposomes et les biomembranes contre les dommages peroxydatifs. Elle différe
de SeGPx par son exigence moins stricte en sélénium et son inhibition spécifique par
I'iodoacétate (Spallholz & Boylan, 1991). Sa compétence comprend la réduction des
hydroperoxydes phospholipidiques, des hydroperoxydes solubles du cholestérol et des esters
de cholestérol hydroperoxydes, dans les liposomes et les membranes. Ceci explique qu’elle
peut réduire tous les groupes hydroperoxydes générés dans les membranes microsomales au
cours de la lipoperoxydation, alors que la glutathion peroxydase classique est inefficace face a
ces espéces réactives. Il a été montré que la lipoperoxydation microsomale est inhibée par la
PLHGPx seulement quand les membranes contiennent des concentrations physiologiques en
vitamine E, ce qui suggére un mécanisme d’action conjoint de ces deux anti-oxydants (Roveri
et al., 1994).

Le maintien d’une activité glutathion-peroxydase implique le recyclage NADPH-
dépendant du glutathion réduit, par la glutathion réductase (GR, E.C. 1.6.4.2), le NADPH
étant lui-méme produit par la voie des pentoses phosphates. Cette enzyme est une
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flavoprotéine dimérique (100 000 daltons) localisée dans le cyfosol et les mitochondries
(Meister & Anderson, 1983).

LA CATALASE (E.C. 1.11.1.6) est une hémoprotéine tétramérique (240 000 daltons)
qui posséde un atome de fer par sous unité, chacune des sous unités contient une molécule de
NADPH qui stabilise I'enzyme. Elle catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogéne en eau et
en oxygene moléculaire (fig. 18), elle posséde une double activité :

- une activité catalase : catalase + H,0, — composé I
composé I + H,O, — catalase + H,O + % O,

- une activité peroxydase :  catalase + HO; —> composé I
catalase + AH, — 2 H,0 + catalase + A
(donneur de H)

Le composé I est un produit d’oxydation de la réaction entre le fer du site actif de
I’enzyme et le peroxyde d’hydrogéne (Chance et al., 1979). »

La catalase est localisée majoritairement dans les glyoxysomes et les peroxysomes,
organites contenant des enzymes génératrices de peroxyde d’hydrogene telles que la glycolate
oxydase, I'urate oxydase et les déshydrogénases impliquées dans la B-oxydation des acides
gras (Aebi, 1984). Malgré sa stricte localisation, la catalase joue un rdle important dans le
systtme anti-oxydant puisque le peroxyde d’hydrogéne diffuse facilement au travers des
membranes (Bowler e al., 1992). Kendall et al. (1983) ont montré qu’une souche mutante
d’Hordeum vulgare déficiente en catalase a été incapable de croitre normalement parce
qu’elle ne pouvait décomposer le peroxyde d’hydrogéne qui se formait dans les glyoxysomes
pendant la photorespiration. Elle a un réole complémentaire de celui de la peroxydase
sélenium-dépendante contre la lipoperoxydation induite par H,O,. Les principaux inhibiteurs
de lactivité catalase sont I’azide de sodium, les cyanures et les 3-amino-1,2.4-triazole
(Simmons & Jamal, 1988).

LES PEROXYDASES (E.C. 1.11.1.7) constituent une grande famille d’enzymes qui, avec
laide d’un substrat (H;R), catalysent la réduction chimique d’une grande variété de
peroxydes (7). _

H0; + HR - 2HO0+ R ()

Le mécanisme de cette réaction est presque identique & celui décrit pour la catalase,
mais avec la présence d’un substrat (Halliwell, 1985). '

Les fonctions des peroxydases chez les végétaux sont multiples. Les composés
phénoliques sont transformés en radicaux phénoxyles par les peroxydases. Ensuite, ces
radicaux sont polymérisés, ce qui produit par exemple la lignine (Polle et al., 1994). Une
autre fonction des peroxydases concerne la dégradation de I’hormone acide indoleacétique qui
joue un rdle important dans la régulation de la croissance des plantes (Halliwell, 1985).

Les peroxydases sont des enzymes extrémement sensibles aux conditions
physiologiques des végétaux et répondent i une grande variété de facteurs externes ou
toxiques (Gaspar et al., 1982).

Une peroxydase propre aux végétaux a été isolée par Nakano & Asada (1981), il s’agit
de L’ASCORBATE PEROXYDASE qui joue un rdle important au niveau des chloroplastes pour la
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décomposition du peroxyde d’hydrogéne. L’ascorbate qui s’oxyde lors de la réaction
catalytique de I’eau oxygénée en eau est réduit par le glutathion, la glutathion réductase
permet la réduction du glutathion.

LES GLUTATHION REDUCTASES (GR, E.C. 1.6.4.2) sont responsables du maintien du
rapport glutathion réduit/oxydé (GSH/GSSG) (fig. 19), mais interviennent également aprés la
glutathion peroxydase sélénium dépendante. La connaissance de I’activité de ces enzymes
aide a mieux comprendre le rapport GSH/GSSG, lequel peut servir comme biomarqueur
(Stegeman et al., 1992). '

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

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

V.3.2. Les systémes anti-oxydants non enzymatiques

Ils agissent comme des réducteurs ou des piégeurs de radicaux et viennent renforcer
'action des enzymes anti-oxydantes. Au sein des membranes: biologiques, ils peuvent
¢galement piéger les oxy-radicaux dés leur formation, interrompre les réactions en chaine et
empécher la lipoperoxydation.

L’ACIDE LIPOIQUE, impliqué dans la formation de I’acétyl coenzyme A i partir du
pyruvate, est sous sa forme réduite un réducteur puissant capable de réduire le glutathion et
les radicaux peroxyles et de désactiver I’oxygéne singulet.

LE GLUTATHION (L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine) est le thiol non protéique le plus
abondant chez les organismes vivants et en particulier chez les végétaux (Kranner & Grill,
1995). 11 est présent majoritairement a I’état réduit (GSH) dans les cellules. Son groupement
thiol et sa liaison y-glutamyl lui permettent d’étre résistant a Pattaque des peptidases. Une fois
oxydé sous la forme de GSSG, il est réduit grice a la glutathion réductase (E.C. 1.6.4.2).
L’activité de cette enzyme est régulée selon un mécanisme de feed back par la concentration
en GSH et NADPH. Toutefois, une augmentation de la forme oxydée (GSSQG) est indicatrice
d’un stress oxydant (Arkeboom & Sies, 1990).

Il agit a la fois comme nucléophile (donneur d’électrons) pouvant ainsi neutraliser des
especes réactives telles que les radicaux hydroxyles ou phénoxy, et comme puissant réducteur
du peroxyde d’hydrogéne et des lipoperoxydes (Deneke & Fanburg, 1989 ; Munday &
Winterbourn, 1989 ; Deleve & Kaplowitz, 1991). A pH 7, le GSH, sous sa forme anionique
(GS), inactive I'oxygéne singulet (Cadenas, 1989). Il intervient également comme substrat
des glutathion peroxydases ainsi que dans la conjugaison des substances électrophiles
catalysées par les glutathion transférases.

Le GSH protége directement les membranes en neutralisant les hydroperoxydes
lipidiques (Bartosz, 1997).

Le glutathion joue aussi un rdle important dans de nombreuses fonctions cellulaires,
telles que la synthése des protéines, le transport des acides aminés, la réserve et le transport de
la cystéine, le métabolisme des prostaglandines et des leucotriénes, la réduction de
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Glutamine, Cystéine, Glycine + ATP v-Gluamyleystéine Symhémsi, y-glutamylcystéine + ADP + Pi
Acide glutamique
5-oxoprolinase Glycine (Gly) + Cystéine (Cys) Etape él+ ATP
' y

Glutathion Synthétase

5-oxoproline

y-Glutamyl cyclotransférase Cystéinyl
Dipeptidase
Y-Gju + Cystéinylglycine
GSH
T | phytochélatine | synthétase

GSH

Gly\
g

(v-Glu-Cys),Gly
GSH
Gly
v

(Phtytochélatines Synthétase),

l

(y-Glu-Cys),Gly nde2all
PHYTOCHELATINE

Figure 21 : Les différentes voies de synthése et d’utilisation du glutathion au sein des
cellules (d’aprés Grant & Dawes, 1996 ; Kneer & Zenk, 1992 ; Vangronsveld et al., 1997,

1998).
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ribonucléotides en déoxyribonucléotides (Meister & Anderson, 1983 ; Cotgreave et al., 1990 ;
Estrela & Pallardo, 1990 ; Bray & Taylor, 1993). Chez certaines plantes de la 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 utilisé dans Ia synthése des
phytochélatines (PC). Ces PC interviennent dans la séquestration des éléments toxiques (i.e.
non essentiels) et dans ’homéostasie des éléments essentiels.

PC synthase

2 (y-GluCys),-Gly —>> (y-GluCys),.1-Gly + (y-GluCys), ;-Gly
(activée par le Cd et d’autres métaux)

I —

Phytochelatins
bind Cd (d’aprés Fordham Skelton ef al., 1997)

Ce sont des polyméres de L-y-glutamyl-L-cystéine : (y-Glu-Cys)n-Gly (n=2-11)
(Kneer & Zenk, 1992). 1I existe de nombreux liens entre la synthése du glutathion et la
synthése des PC (Vangronsveld et al., 1997), comme le montre la figure 21.

La phytochélatine synthétase catalyse le transfert de la y-GluCys (provenant du GSH
ou d’une PC) a d’autres GSH, pour produire (y-GluCys),-Gly, ou une PC, pour produire de
plus grandes PC. Les enzymes ont besoin d’ions Cd** ou d’un nombre d’autres ions
métalliques pour Iactivation. In vitro les ions métalliques disponibles ont été chélatés par les
PC ou ’EDTA et la synthése de PC cesse.

LA VITAMINE E est I’anti-oxydant le plus largement distribué dans la nature, aussi
bien chez les animaux que chez les végétaux. Parmi ses isoméres structuraux, I’a-tocophérol
est le plus connu et posséde le potentiel anti-oxydant le plus important. Ses propriétés
lipophiles font qu’il se retrouve associé aux membranes intracellulaires, en particulier celles
des chloroplastes, des mitochondries et du réticulum endoplasmique. Il protége les
membranes contre la lipoperoxydation en cédant un atome d’hydrogéne aux espéces
radicalaires (fig. 22) (Byczkowski & Gessner, 1988 Cadenas, 1989).

LA VITAMINE C est, au contraire de la vitamine E, hydrosoluble. Elle agit en tant que
réducteur en réagissant directement avec I’anion superoxyde, le radical hydroxyle et de
nombreux hydroperoxydes lipidiques. De plus, elle permet la régénération de la vitamine E

oxydée et se comporte donc comme le relais de 'a-tocophérol au niveau cytosolique
(Halliwell & Gutteridge, 1989).

LE B-CAROTENE (vitamine A) et les caroténoides protégent les lipides de la
peroxydation par quenching des oxy-radicaux et plus particuliérement de ’oxygéne singulet
(Yu, 1994).

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

Plus particuliérement chez les végétaux, Bartosz (1997) dans sa revue, met en
évidence toutes les sources des espéces réactives de I'oxygeéne (tab. 13), les agents pouvant
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Figure 22 :

Régénération de P’a-tocophérol et piégeage de radicaux alkylperoxyl

(MDHAR, monodeshydroascorbate réductase ; MDA, monodeshydroascorbate ; AsA,
ascorbate ; ERO, espéces réactives de ’oxygéne (d’aprés Alscher et al., 1997).
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Endo

énes

Chaine respiratoire mitochondriale
Photosystémes I et II dans les chloroplastes

Chaines de transports d’électrons dans les microsomes,
peroxysomes et enveloppe nucléaire

Enzymes générant ions superoxydes (e.g. xanthine
oxydase, aldéhyde oxydase, galactose oxydase,
cellobiose oxydase, NADPH oxydase)

Oxydases générant des peroxydes d’hydrogene (e.g.
aldéhyde oxydase, D-amino oxydase, xanthine
oxydase)

Réactions de photosensibilisation (e.g. flavines,
cercosporine)

Autooxidation de flavines réduites, thiols,
catécholamines, sucres réduits (principalement le
glucose)

Boveris, 1984
Asada & Takahashi, 1987

Gille & Sigler, 1995

McCord, 1985

Halliwell & Gutteridge, 1989

Daub & Hangarter, 1983 ; Halliwell & Gutteridge,
1989

Sun & Leopold, 1995

Hémoprotéines Halliwell & Gutteridge, 1989
Exogénes

Radiations ionisantes Halliwell & Gutteridge, 1989

Radiations UV Halliwell & Guiteridge, 1989

Ozone Farage et al., 1991

Composés chimiques autooxydants (e.g. SO,)

Xeénobiotiques dans le cycle redox intracellulaire (e.g.
paraquat)

Asada & Takahashi, 1987

Farrington et al., 1973

Tableau 13 : Sources des espéces réactives de Ioxygéne (d’aprés Bartosz, 1997).
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Polluants de I’air (SO,, NO,, O3)
Xénobiotiques intervenant dans le cycle redox
intracellulaire (e.g. paraquat, diquat)

Toxines

Hyperoxie

Hautes températures
Basses températures

Sécheresse

Hypertonicité

Haute intensité lumineuse et radiations UV
Inondation

Carence minérale

Excés en ions métalliques

Sénescence

Infections pathogénes

Réoxygénation aprés anoxie

Manipulation cellulaire de plantes

Asada & Takahashi, 1987 ; Dominy & Heath, 1985 ;
Hippeli & Elstner, 1996

Farrington et al., 1973

Asada & Takahashi, 1987 ; Daub & Hangarter, 1983

Foster & Hess, 1980 ; Scandalios, 1992 ; Simontacchi
et al., 1995

Elstner, 1991
Jahnke et al., 1991 ; Okuda et al., 1992

Navari-Izzo et al., 1996 ; Pastori & Trippi, 1992 ; Price
et al., 1989, Zhang & Kirkham, 1994

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

Scandalios, 1993
Elstner, 1991

Elstner, 1991

Caro & Puntarulo, 1996

Droillard et al., 1987 ; Rabinovitch & Sklan, 1981 ;
Thompson et al., 1987

Doke et al., 1996 ; Levine et al., 1994 ; Low & Merida,
1996

Monk et al., 1989

Legendre et al., 1993 ; Low & Merida, 1996 ; Sabri et
al., 1996

Tableau 14 : Agents induisant un stress oxydatif chez les végétaux (d’aprés Bartosz,

1997).
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Hydrophile (présentes dans la phase aqueuse)

Glutathion

Ascorbate

Cystéine

Acide urique

Acide phytique

Phytochélatines

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

Acide cinammique

Polyphénols (e.g. lignine, tannins)

Gérard-Monnier & Chaudiére, 1996 ; Meister, 1983
Bielski & Richter, 1975 ; Stadtman, 1991
Motoyama et al., 1989

Becker, 1993

Graf & Eaton, 1990

Zenk, 1996

Foti et al., 1996 ; Graf, 1992

Foti et al., 1996
Foti et al., 1996 ; Graf, 1992

Sakagami et al., 1995

Hydrophobes (présentes dans les membranes cellulaires)

Tocophérols

Tocotriénols

Caroténoides
Xanthophylles
Ubiquinol
Bilirubine
Flavonoides
Alkylresorcinols

Vitamine D

Ingold et al., 1987 ; Kamal-Eldin & Apelqvist, 1996

Kamal-Eldin & Apelqvist, 1996 ; Serbinova et al.,
1991

Palozza & Krinsky, 1992
Lim et al., 1992
Beyer, 1992 ; Frei et al., 1990

Neuzil & Stocker, 1993 ; Stocker ef al., 1987

Kozubek & Nienartowicz, 1995

Wiseman, 1993

Tableau 15 : Composés de faible poids
(d’apreés Bartosz, 1997).

moléculaire agissant comme antioxydants
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Enzymes et réactions catalysées

Superoxyde dismutase

Catalase

Glutathion peroxydase
Phospholipide hydroperoxyde glutathion peroxydase
Glutathion réductase

Ascorbate peroxydase
Deshydroascorbate réductase
Ascorbate radicaux libres réductase
Méthionine sulfoxide réductase
DT-diaphorase

Thioredoxine

Thioredoxine réductase
Thioredoxine peroxydase
Meétallothionéines

Ferritine

Enzymes de réparation de I’ADN

Protéases

McCord & Fridovich, 1969 ; Rabinovitch & Fridovich,
1983

Deisseroth & Dounce, 1970 ; Redinbaugh er al., 1990
Flohé & Schlegel, 1971

Thomas et al., 1990

Schaedle & Bassham, 1977
Elia et al., 1992

Dipiero & Borraccino, 1991
Borraccino et al., 1986
Brot & Weissbach, 1983
Lind et al., 1982

Holmgren, 1989
Holmgren, 1989

Rhee & Chae, 1994
Caietal., 1995 ; Ebadi et al., 1996
Lobreaux & Briat, 1991
Doetsch et al., 1986

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

Tableau 16 : Protéines protégeant des ERO (d’aprés Bartosz, 1997).
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induire ce stress oxydant aux plantes (tab. 14), les composes de faibles poids moléculaire
agissant comme anti-oxydants (tab. 15), ainsi que les protéines protégeant des ERO (tab. 16).

V.4. IMPACTS DU STRESS ENVIRONNEMENTAL CHEZ LES BRYOPHYTES

Les bryophytes sont des organismes trés anciens, les premiers apparaissant il y a plus
de 350 millions d’années avant notre ére (Miller, 1984 ; Frahm, 1981). Ils ont réussi, au fil du
temps, a mettre en place des dispositifs particuliers de défense contre le stress
environnemental. En effet, ces organismes sont beaucoup moins évolués que les plantes
supérieures, puisqu’ils sont poikilohydriques (capacité qu’a l'organisme a s’adapter a
Phumidité ambiante). Ils ont donc une capacité particuliére 4 subir les différents stress
environnementaux non anthropiques et anthropiques.

V.4.1. Stress environnemental non anthropique

Le phénoméne de tolérance a la dessiccation et aux stress environnementaux en
général peut étre observé chez de nombreuses bryophytes, ce qui leur confére une
remarquable capacité a survivre 3 la sécheresse et aux différentes agressions occasionnées lors
de phénoménes environnementaux non anthropiques sans perdre aucunement leur capacité a
se régénérer et 4 continuer leur croissance et leur développement.

Lors de la dessiccation et de la réhydratation des végétaux poikilohydriques, des
enzymes et des molécules non enzymatiques vont intervenir de maniére a limiter les
dommages occasionnés par un tel stress.

Le glutathion est connu pour avoir une action directe ou indirecte dans de nombreux
phénomenes biologiques. 11 peut protéger les cellules contre les agressions oxydatives, mais
cgalement il peut influencer I’activité de certaines enzymes, la synthése des protéines et de
PADN. Chez les végétaux supérieurs, le glutathion est la forme de transport des sulfures
réduits. Un role important de ce tripeptide dans la détoxication des éléments traces
métalliques et des polluants a été décrit par Rennenberg & Lamoureux (1990) et Smith ef al.
(1990).

Lorsqu’il y a de I’énergie lumineuse, le NADPH nécessaire a I'action de la GR peut
étre obtenu a partir de la chaine de transporteur d’électrons de la photosynthése. Dans
Iobscurité, le NADPH semble provenir de Paction de la glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PD).

La forme redox et la concentration cellulaire du glutathion sont déterminées par de
nombreux facteurs liés & ’environnement et & I’évolution. Les glutathions actuels retrouvés
chez les végétaux varient selon les espéces, selon les organes au sein d’'une méme espéce et
selon les organites cellulaires.

Levitt (1980) émet I’hypothése que les plantes sont protégées contre des stress
(incluant le stress lié a la sécheresse) a I’aide de conversion de thiol-disulfures. Une des idées
de cette hypothése est que la déshydratation durant les périodes de sécheresse, notamment le
stress li€ aux basses températures peut causer des dénaturations de protéines en stimulant la
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formation intramoléculaire de ponts disulfures. La tolérance protoplasmique a la sécheresse
nécessiterait la réduction de ces ponts disulfures a I’aide de composés thiols de faibles poids
moléculaires comme le glutathion. Mais bien évidemment, ce systéme de protection n’est pas
le seul, d’autres anti-oxydants comme le tocophérol ou I’acide ascorbique et/ou 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, aprés une contamination de air ou des sols ou lors de
carences en minéraux. Et il est donc évident que les végétaux ont dii élaborer une stratégie
antioxydative. Bien que le GSH joue un rble d’anti-oxydant, la SOD peut prédominer dans
certaines parties des végétaux. A ce moment 13, la GSH joue le role de piégeur de radicaux
libres.

Chez les plantes poikilohydriques le phénoméne de reviviscence aprés une
dessiccation sans qu’il n’y ait aucune perte de leur capacité a se régénérer et & croitre ne se
trouve que chez les bryophytes.

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

Dans D’expérience menée par Kranner & Grill (1995), les deux bryophytes
précédemment citées ont été utilisées : Tortula ruraliformis (tolérante a la dessiccation) et
Dicranella palustris (sensible a la dessiccation). Le but de cette étude a été d’observer les
mécanismes de défense contre les dommages liés 4 ’oxydation. 11 en résulte que dans I’état
hydraté, T. ruraliformis présente une plus forte activité SOD que D. palustris, par contre pour
les deux mousses les activités de la glutathion peroxydase (GPx) et de I’ascorbate peroxydase
(APx) sont trés faibles. Chez 7. ruraliformis, la dessiccation aboutit 4 une augmentation de
I’activité de la SOD mais n’induit pas P’activité de la GPx et de la APx. Chez D. palustris la
dessiccation en combinaison avec Pirradiation aboutit & une diminution de Pactivité des
peroxydases, mais a un faible effet sur Pactivité d’autres enzymes intervenant sur 1’oxygéne.
Les catalases extrachloroplastiques sont 7 fois plus actives chez T. ruraliformis hydraté que
chez D. palustris, mais le phénomene de dessiccation induit une baisse commune des activités
catalases chez les deux bryophytes. Durant la dessiccation, une diminution du taux d’acide
ascorbique a été notée chez les deux espéces. Lorsque T. ruraliformis se desséche a la
lumiére, il y a synthése d’y-tocophérol, maintien des a-tocophérol et du glutathion.

Les auteurs ont également montré que I’oxydation 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 % 4 22 % ( % des glutathions totaux).
Lors de la réhydratation des mousses desséchées lentement, le GSSG diminue jusqu'a 2 %
(GSSG initial) en deux heures. Pendant les dessiccations rapides, il y a une trés faible
augmentation des GSSG et lors de la réhydratation on peut observer une augmentation forte
des GSSG allant jusqu'a 45 %. Ce taux commence & diminuer aprés deux heures et retrouve le
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niveau initial de 2 % aprés six heures. Dans cette étude, les fortes concentrations en GSSG
pendant la réhydratation ont été corrélées avec I'inhibition de la synthése protéique.

Comme le GSSG ne croit pas lors de dessiccations rapides des mousses, il se pourrait
que la formation de GSSG durant le phénoméne de sécheresse ne soit pas la conséquence
exclusive en réponse au phénomeéne de sécheresse mais plutét a une oxydation passive de la
GSH par I'oxygéne. Dans ce cas, 'oxydation de la GSH serait faite de maniére enzymatique.
Nous ne connaissons pas quelles enzymes interviennent dans ce processus, mais il semblerait
probable que des peroxydases catalysent ce genre de réaction.

Dans cette étude sur 7. ruralis, activité des GR, GPx et glutathion-s-transférase
(GST) a augmenté lors d’une dessiccation lente ou durant une réhydratation suivant une
déshydratation rapide de la mousse. Une augmentation du pourcentage de GSSG d’aprés la
quantité totale de glutathion a été positivement corrélée avec les taux de peroxydation
lipidique et négativement avec le taux de synthése protéique. Il a d’ailleurs été décrit pour les
tissus animaux que le GSSG inhibait I'initiation de la synthése protéique par activation d’une
protéine kinase (rdle de phosphorylation) et cela inactiverait les sous unités o du facteur
d’initiation 2. De cette fagon, les défenses contre les dommages liés a Poxydation durant les
sécheresses peuvent étre corrélées avec la formation de glutathion oxydé. Pour les plantes
réhydratées, tolérant la sécheresse, il y a une forte demande pour conserver les glutathions
dans Détat réduit afin de prévenir Iinhibition de la synthése des protéines par le GSSG. Enfin,
dans certains cas, ce sont les ions superoxydes (0*") qui peuvent causer un vieillissement
précoce des tissus et des dommages au niveau cellulaire.

A noter également que certaines espéces de bryophytes ont développé des métabolites
secondaires particuliers afin de piéger ces ions trés réactifs. Ce sont des flavonoides, des
tanins, des polyphénols et le caroténe qui agissent un peu comme une dismutase (Asakawa,
1990).

V.4.2. Stress environnemental anthropique dd aux polluants

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

Durant les dix derniéres années, I’étude de I’écophysiologic a été un champ
prédominant en bryologie. Mais en étudiant I’ensemble de la bibliographie concernant les
bryophytes et la bioindication au sens large, il parait extrémement difficile de trouver des
informations concernant ce que nous appelons biomarqueurs au sens de Lagadic et al. (1997).
En effet, il semble que dans de nombreuses études, I’objectif est de savoir 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 connaitre non seulement
la spéciation de ces métaux mais également les conséquences physiologiques de cette
bioaccumulation métallique au sein de la cellule bryophytique. Mais les premicres recherches
concernant des peptides de faibles poids moléculaires, pouvant intervenir aupres des ETM,
ont ¢té 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
aquatique, Fontinalis antipyretica, a été utilisée en tant que biomoniteur passif, lors de I’étude
des ETM de la riviére Elbe (riviere d’Allemagne) (Bruns et al., 1995). Les auteurs ne parlent
pas de biomarqueurs mais cherchent une explication aux grandes quantités ’ETM (Cd et Zn)
trouvées chez ces bryophytes aquatiques. Ils se sont donc intéressés & la mise en évidence
d’un systéme d’induction de peptides de faible poids moléculaire en présence d’ETM dans les
eaux. Afin de compléter ces premiéres mises en évidence, Bruns ef al. (1997) ont poursuivi
leurs investigations en mettant en évidence I’action des phytochélatines comme chélateur
possible du Cd et du glutathion comme monomere des phytochélatines (fig. 21). En paraliéle,
ils ont pris en considération d’autres paramétres physiologiques comme 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 comme pouvant générer,
plus ou moins directement, un stress oxydant au sein des organismes vivants. Les ETM non
essentiels perturbent de nombreux processus chez les végétaux comme le fonctionnement des
chloroplastes et de la photosynthése, la fixation biologique de l’azote, I’assimilation du
soufre. Ils augmentent P’activité de certaines enzymes, comme le Cd qui augmente activité
de I’enzyme malique, de la glutamate-oxaloacétate-aminotransférase (Chugh ef al., 1992). De
nombreux travaux établissent un lien direct entre les éléments traces et le stress oxydant chez
les végétaux supérieurs. Costa & Spitz (1997) ont étudié les effets du Cd chez Lupinus albus.
Ils ont pu montrer qu’il y avait un effet délétére sur les pigments chlorophylliens, mais aussi
sur les membranes par I’augmentation de la concentration en MDA.

Chaoui et al. (1997) ont exposé des plants de Phaseolus vulgaris & 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 Dactivité de la glutathion réductase. L’activit¢ de I’ascorbate
peroxydase augmente uniquement au sein des feuilles, confirmant que les centres d’activités
principaux de cette enzyme sont les chloroplastes. '

Les effets du plomb ont été beaucoup moins étudiés. Cet élément est moins mobile au
sein des végétaux supérieurs. Il est fréquemment immobilisé au niveau du systéme racinaire.
Vangronsveld et al. (1997) ont montré lors de travaux in vifro que chez diverses espéces
exposées 4 des solutions de plomb, on pouvait noter une induction de Tactivité des
peroxydases. Récemment, Rucinska et al. (1999) ont montré que I’action du Pb(NO3); sur
Lupinus luteus provoquait une inhibition de la croissance racinaire et une modification de sa
morphologie. La formation de radicaux libres et I’activité des enzymes anti-oxydantes ont été
étudiées (SOD, catalase, peroxydase, ascorbate peroxydase). Une augmentation dépendante
du plomb a été observée pour Pactivité de la SOD et de la peroxydase au bout des racines
alors que les activités catalase et ascorbate peroxydase diminuent lorsque les plus hautes
concentrations en Pb sont atteintes. Ils mettent en évidence que lorsque les concentrations en
plomb sont trop fortes, le systéme anti-oxydant des cellules racinaires est débordé et que la
croissance de ces derniéres diminue sensiblement. Il semblerait que pour les végétaux
I’emploi de la catalase et de I'ascorbate peroxydase soit plus judicieux que les autres activités
enzymatiques étudiées, puisque ces derniéres sont directement en relation avec le peroxyde
d’hydrogéne qui est synthétisé lorsqu’il y a présence d’ions métalliques dans la cellule
végétale.

' La premiére cible du Cu semble étre la membrane cellulaire. De Vos et al. (1989) ont
observé que le cuivre induit une peroxydation lipidique corrélée avec une fuite de potassium,
et une baisse du GSH chez Silene cucubalus. Ils ont montré que cette baisse de GSH est due a
la synthése 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
induit 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 travaux, des études complémentaires sur les impacts du stress oxydant
occasionnés par les ETM chez les bryophytes doivent étre plus développées si I'on veut
pouvoir utiliser de maniére fiable ces organismes comme bioindicateurs et biomoniteurs de
polluants. En effet, malgré le fait que les ETM provoquent un stress oxydant qui sera, si les
conditions sont favorables, contrlé par des enzymes ou des molécules anti-oxydantes, ces
ETM peuvent également inhiber ces mémes enzymes ou molécules. Cest 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 phénomeénes de
tolérance ou de non-tolérance des bryophytes faces aux polluants.

V.5. UTILISATION DE BIOMARQUEURS PHYSIOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES EN
ECOTOXICOLOGIE

Les activités enzymatiques anti-oxydantes peuvent étre modulées par des facteurs
environnementaux et par la présence de substances polluantes. Ainsi, ces activités pourraient
étre utilisées en écotoxicologie comme biomarqueurs chez les bryophytes permettant de
caractériser la qualité des milieux naturels. Chez les végétaux, la plupart des travaux sont
limités au domaine expérimental a Iinstar des animaux, mais chez les bryophytes, les travaux
sont quasi inexistants mis 4 part dans les études physiologiques chez certaines mousses vis-a-
vis du stress hydrique. C’est pourquoi d’aprés notre étude bibliographique, nous pouvons
proposer deux types de biomarqueurs potentiellement utilisables chez les bryophytes : les
biomarqueurs physiologiques et biochimiques.

V.5.1. Les biomarqueurs physiologiques

Beaucoup de mousses pleurocarpes ont été utilisées dans les études de relation entre
les métaux et certains facteurs physiologiques comme la photosynthése, la croissance, les
concentrations en sels minéraux (Ca, Mg...) chez Rhytidiadelphus squarrosus (Brown &
Sidhu, 1992). Brown & Whitehead (1986) ont étudié I’impact du mercure toujours chez cette
méme espéce. Le mercure étant un élément métallique extrémement toxique et de nombreuses
¢tudes préliminaires ayant présenté le Hg comme bryocide, une étude physiologique a été
nécessaire. Les résultats de ce travail ont montré que la photosynthése et la respiration étaient
perturbées méme a de basses concentrations en Hg.

Haselhoff & Winkler (1980) indiquent la nette sensibilité¢ de [Pactivité
photosynthétique, vis-a-vis du plomb, qui varie néanmoins selon I’espéce et selon le métal,
chez Scleropodium purum (Pb>Cd>Zn). Par contre, Brown & House (1978) ont pu mettre en
évidence chez Jungermannia gracillima, non seulement son caractére cupricole, mais aussi sa
capacité a augmenter sa photosynthése 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
Schizosaccharomyces pombe (LMW Cd-PC, complexes Cd-PC de faible poids
moléculaire ; hmtl, transporteur tolérant aux éléments traces métalliques ; HMW Cd-
PC, complexes Cd-PC de haut poids moléculaire ; CAD 1, produit du géne cadl chez
Arabidopsis halleri modulant sa tolérance au Cd** ; CAD2, produit du géne cad2 chez
Arabidopsis halleri modulant sa tolérance au Cd** ; ade 2, ade 6, ade 7, ade 8, produits
des génes respectifs pour Schizosaccharomyces pombe (d’aprés Fordham Skelton ef al.,
1997).
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V.5.2. Les biomarqueurs biochimiques

Nous savons désormais que chez les bryophytes, comme chez les végétaux supérieurs,
de nombreux mécanismes enzymatiques et non enzymatiques interviennent dans divers
compartiments cellulaires (intrachloroplastique ou extrachloroplastique). Il est généralement
admis que les bryophytes présentent un cycle de réduction du carbone photosynthétique en
C;, intégré avec un cycle d’oxydation en C,. Des catalases (E.C. 3.2.1.6) avec des oxydases
sont les marqueurs enzymatiques pour les systémes oxydants. Imoto & Ohta (1985) ont isolé
des peroxysomes d’une suspension de culture de Marchantia polymorpha et ont montré que
72 % 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 Rudolph,
1990). Ils concluent que chez les bryophytes comme chez les plantes supérieures, cette
enzyme utilise le H>O; produit par I’oxydation du glycolate. En comparaison avec les plantes
supérieures, les peroxydases ont trés peu été étudiées chez les bryophytes. Mais quelques
études ont permis de savoir que ces enzymes se trouvaient au niveau de la paroi cellulaire et
au niveau du cytoplasme. Ishida et al. (1987) présentent des résultats indiquant que H,O, est
formée par I’oxydation soit du NADH soit du NADPH, en présence de MnCl,, a ’aide des
peroxydases associées a la paroi cellulaire, la réaction étant stimulée par des phénols, comme
le 2, 4-dichlorophénol ou I’acide p-coumarique (cité par Rudolph, 1990).

De nombreux travaux, depuis une vingtaine d’années chez les végétaux supérieurs, ont
permis de mettre en évidence les différentes interactions entre les polluants et les molécules
biologiques. Deux types d’enzymes sont classiquement utilisés en tant que biomarqueurs
d’exposition : les enzymes de biotransformation, en particulier les monooxygénases a
cytochrome P450, et les acétylcholinestérases. Les enzymes de la peroxydation lipidique et du
stress oxydant (peroxydases, super oxyde dismutases, catalases) constituent une autre classe
d’enzymes 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 espéces de bryophytes et en particulier les sphaignes, des acides
particuliers sont synthétisés au niveau intracellulaire et présentent des propriétés chélatantes
vis & vis des métaux (Ramos ef al., 1993). En effet la capacité pour les sphaignes d’accumuler
les cations et donc les métaux a été pour la premiére fois observée par Williams & Thompson
en 1936 (Ramos et al., 1993). Des acides polyuroniques ont été découverts i des taux compris
entre 10 et 30 % de la masse totale de la mousse a I'état sec. Enfin, divers acides organiques
sont naturellement synthétisés 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, Putilisation de composés polyméres riches en
groupements thiols, comme les phytochélatines, semble trés intéressante. Chez les végétaux
supérieurs, ces polyméres du glutathion chélatent les ions Cd** présents au niveau cellulaire
(fig. 23). Néanmoins, la présence de ces phytochélatines chez les bryophytes n’a pas encore
été démontrée.

Nous pouvons donc résumer dans le tableau suivant (tab. 17) les pistes intéressantes a
suivre en ce qui concerne I'utilisation potentielle de biomarqueurs de stress chez les

bryophytes.
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Biomarqueurs biochimiques Biomarqueurs physiologiques
SOD La photosynthése
Cytochrome P450 Taux de chlorophylles a et b
Malondialdéhyde ATP

Glutathion (GSH) : Potassium

Peroxydases Calcium

Catalases Magnésium

Ascorbate peroxydase Fer

Nitrate réductase Cuivre

Protéines de stress HSP

Meétallothionéines

Biomarqueurs de génotoxicité Biomarqueurs de mutagénécité
Adduits (80OHdG...) Micronoyaux

Diméres de thymine Cassure de chromatides
Pontage intra/inter-brins

Coupe de ’ADN

Tableau 17 : Biomarqueurs a prendre en considération lors d’utilisation de bryophytes
pour le diagnostic précoce de pollutions dues a des xénobiotiques.
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Figure 24 : Principaux adduits formés durant les réactions des composés énal, ainsi que
de leurs produits d’époxydation avec ’ADN (d’aprés Burcham, 1998).
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Plusieurs types de mesures physiologiques, réalisées au laboratoire ou en milieu
naturel, peuvent étre utilisées. La mise en relation de paramétres individuels (croissance,
reproduction, etc.) avec Iestimation de la consommation d’énergic et des réserves
énergétiques disponibles pour le métabolisme constitue une approche intéressante. Elle
permet, en effet, d’évaluer I’évolution de 1’état de santé de Iindividu et les conséquences
potentielles sur les populations & partir de paramétres 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 et/ou
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 a 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 a I’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 4 la formation
d’adduits sera un de ces exemples. Le dosage des nucléotides de ’ADN modifié par des
agents génotoxiques constitue des mesures plus exactes de la dose interne individuelle que la
mesure des concentrations dans P’air environnant. Néanmoins, dans I’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 étre établie, par exemple
entre la fréquence de formations des adduits aux macromolécules et la proportion de cancers
chez les individus réguliérement exposés a des substances génotoxiques. Les adduits & I’ADN
(fig. 24) chez certains végétaux ont été utilisés comme biomarqueurs d’exposition a des
substances génotoxiques présentes dans le sol, l'eau et dans Il'air (par exemple le
benzo(a)pyreéne). D’autres adduits, comme la 8OHAG peuvent également étre mis en évidence
chez les végétaux supérieurs et chez les bryophytes. A ce jour, nous n’avons vu aucune
référence bibliographique montrant que ce type d’adduit était utilisé chez les bryophytes.

Une utilisation synergique de ces biomarqueurs permettraient de mettre en évidence de
maniére plus rapide des problémes environnementaux chez des organismes sentinelles
appropriés. Ainsi, nous pourrions réaliser de maniére encore plus précoce des diagnostics
concernant la qualité de nos écosystémes et intégrer de maniére globale, grice a la démarche
écotoxicologique, I’ensemble des impacts des polluants sur I’environnement.



MATERIEL ET METHODES
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I. ETUDE BRYOSOCIOLOGIQUE

Les effets néfastes sur la flore bryologique dus 4 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 aux alentours des grandes
villes du nord de la Grande-Bretagne. Il évoquait I’extinction pour les genres Ulota et
Orthotrichum. Barkman (1958) fut un pionnier en ce qui concerne utilisation des bryophytes
pour évaluer la qualité de I’environnement.

De fagon générale et sans distinction de type de polluant, nous pouvons affirmer que
les principaux effets de la pollution sur les bryophytes sont une diminution de la diversité des
especes, de leur vitalité et de leur fertilité (De Sloover & Le Blanc, 1970 ; Gilbert, 1970).

Depuis le premier article de Riihling & Tyler (1968), les mousses ont été utilisées dans
de nombreux pays de I’hémisphére Nord pour donner une estimation de la déposition
atmosphérique des métaux dans une région donnée, 2 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 2 divers degrés.

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

Persson (1948), Noguchi (1956), Shacklette (1965a, 1965b, 1967), entre autres, ont
discuté de leurs propres observations ou expériences sur les bryophytes apparemment
cuprophiles. Méme si de nombreux bryophytes semblent montrer un haut degré de tolérance
vis-a-vis de sols riches en métaux, il ne semble y avoir qu’un nombre trés Limité d’espéces
strictement inféodées 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 métaux étaient composées parfois d’espéces
inféodées a ce type de sol, mais également d’espéces plus ubiquistes présentant une tolérance
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 a
proximité d’usines de traitements de minerais de métaux non-ferreux (Pb, Zn, Cd) encore en
activités (Noyelles Godault, Auby) ou en arrét depuis 1963 (Mortagne-du-Nord). Sur deux de
ces sites, Sotiaux & De Zuttere (1987) avaient noté la présence de Scopelophila cataractae
ainsi que de Cephaloziella divaricata (Boullet, 1989). Les auteurs ont essenticllement
envisagé I’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 Zn et 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 paramétres édaphiques
(pH, C/N (carbone / azote), N (azote organique), CEC (capacité d’échanges cationiques), MO
(matiére organique) et concentrations en Cd, Pb et Zn) des sites calaminaires du Nord—Pas-de-
Calais ont été étudiées par différentes analyses statistiques (ACP, AFD et AFCM). La
corrélation significative entre les classements bryofloristiques et édaphiques implique une
forte valeur bioindicatrice de sols pollués aux douze groupements bryophytiques mis en
¢évidence. Cette valeur bioindicatrice a été affinée en prenant en compte les stades
physiologiques de chaque espéce (stérilité, fertilité, maturité, vitalité) ce qui a permis de
différencier trois classes de bryophytes caractérisées chacune par une gamme de
concentrations des sols en Cd, Pb et Zn.

L.1. SITES D’ETUDE

Cinq sites ont été retenus dans la Région Nord—Pas-de-Calais : trois terrains
calaminaires (deux & Auby et un & 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 & d’anciens crassiers
ou ont €t¢ amassés les résidus provenant de la métallurgie des minerais de plomb et de zinc.
Les sites d’Auby (AH, ABA) sont localisés & proximité immédiate de I’usine Union Miniére
qui traite les minerais de zinc depuis la fin du XIXéme siécle. A la pollution des sols
engendrée par le dépot des scories résiduelles de I’exploitation des minerais, s’ajoute une
pollution atmosphérique. Pour I’année 1995, on estimait les rejets annuels atmosphériques de
Cd, Pb et Zn respectivement 4 0,09, 3 et 1240 kg pour Union Miniére (Auby) et & 780, 26 790
et 34 570 kg pour Metaleurop (Evin-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 cessé ses activités depuis
1963. De tels sites sont colonisés par une végétation particuliére appelée pelouse calaminaire.
On y observe des métallophytes absolus, ie. des végétaux liés exclusivement aux sols
métalliféres : Armeria maritima Willd. subsp. halleri (Wallr.) Rothm., Cardaminopsis halleri
(L.) Hayek, Silene vulgaris (Moench) Garcke subsp. vulgaris var. humilis Schubert. D’autres
végétaux non nécessairement liés a4 la présence de métaux dans les sols, tels que
Arrhenatherum elatius (L.) Beauv. ex J. et C. Presl, Agrostis capillaris L., Calamagrostis
epigeios (L.) Roth ainsi que des bryophytes et des lichens sont également présents sur ces
sites ; on les qualifie de pseudo-métallophytes (Lambinon & Auquier, 1963). D’un point de
vue synsystématique, les végétations calaminaires des sites étudiés constituent une forme
appauvrie de I’Armerietum halleri cardaminopsidetosum halleri Emst 1965 (Van Haluwyn et
al., 1987). L’originalité de ces végétations a permis le classement du site de Mortagne-du-
Nord en Zone Nationale d’Intérét Ecologique Faunistique et Floristique (ZNIEFF).
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Le terril minier de Harnes (H) est essentiellement colonisé par une pelouse rase a
bryophytes et a lichens. Une strate herbacée ainsi qu’une strate arbustive sont faiblement
représentées.

Le site témoin (TFM) correspond & une ancienne carriére de sable acide, non loin
d’une forét domaniale sur sable tertiaire présentant des assises dites e’ et €%, colonisée en
partie par une pelouse rase a bryophytes et lichens.

1.2. PRELEVEMENTS ET ANALYSES DES SOLS

Un échantillon de sol (moins de 10 cm de profondeur) a été prélevé systématiquement
dans chaque relevé de bryophytes ; I'Institut National de la Recherche Agronomique (INRA,
Arras) en a déterminé les caractéristiques physico-chimiques : pH, azote organique, rapport
C/N, capacité d’échanges cationiques (CEC), mati¢re organique. Les protocoles utilisés
correspondent aux normes frangaises 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 Lille 2 (CUMA).

Aprés séchage et tamisage (2mm) des sols prélevés, un échantillon de 250 mg est
soumis 4 une minéralisation acide (technique dite & I’eau régale Norme AFNOR NF X31-
151) : 2 ml HNOs (65 %), 3,5 ml HCI (30 %), 1 ml d’eau ultra-pure. Chaque échantillon est
mis & Iétuve a 60° pendant 36 heures. Les dosages sont réalisés par spectrométrie
d’absorption atomique de flamme air/acétyléne (Perkin Elmer 2100 a correction par lampe au
deutérium). L’estimation de P’erreur (+ 10%) comprend tout le processus de la réception des
échantillons aux dosages.

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

1.2.1.1. PRINCIPE

Le dosage consiste, dans un premier temps, a mettre en solution les €léments par un
mélange d’acides (i.e. la phase de minéralisation). On dose ensuite les éléments par
spectrométrie d’absorption atomique.

1.2.1.2. MODE OPERATOIRE

Les échantillons sont séchés a température constante (29° C) pendant plusieurs jours.
Ils sont ensuite tamisés & I’aide d’un tamis de 2 mm de maille. La masse standard de
I’échantillon est de 250 mg.

La mise en solution des éléments se fait par une attaque acide associant 3,5 ml d’acide
chlorhydrique & 30 % (Acros), 2 ml d’acide nitrique & 65 % (Acros) et 1 ml d’eau bidistillée
(technique dite a4 I’eau régale). Cette mise en solution s’effectue dans des piluliers en
polyuréthane résistant aux acides. Les piluliers sont placés & I'étuve 2 60°C pendant deux
jours. Les échantillons sont ensuite filtrés a ’aide d’un papier filtre sans cendre. Les solutions
obtenues sont placées dans des fioles jaugées en verre et le volume est ajusté a 50 ml par de
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I’eau bidistillée. Cette solution est préte pour effectuer les dosages des éléments traces
métalliques.

Les dosages de cadmium, plomb et zinc ont été effectués par spectrométrie
d’absorption atomique de flamme air/acétyléne. Nous avons utilisé un appareil Perkin-Elmer
2100 a correction par lampe au deutenum La longueur d’onde employée pour le Zn est de
213,9 nm (seuil de détection : 1 mg.I™), celle pour le Pb de 283,3 nm (seuil de détection :
20 mg.I") et celle pour le Cd de 228,8 nm (seuil de détection : 2 mg.I"). Nous avons dd, pour
les échantillons des sites contaminés, fréquemment pratiquer des dilutions (1/10, 1/100 et
1/1 000) avec de I’eau bidistillée. Chaque mesure est réalisée deux fois. Les résultats sont
exprimés en mg. kg™ de sol.

Le dosage du calcium total a été réalisé selon le méme principe, mais la mise en
solution s’opére par un mélange de 5 ml d’acide perchlorique (HCIO,) et de 5 ml d’acide
fluorhydrique (HF). Les résultats sont exprimés en g.kg™ de sol.

1.2.2. Protocole de dosage de la matiére organique (MO), norme AFNOR NF X 31-
109 (1992)

1.2.2.1. PRINCIPE

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

1.2.2.2. MODE OPERATOIRE

Un échantillon de 25 mg de terre est broyé dans un broyeur a garniture d’agate.
L’échantillon broyé est introduit dans un tube jaugé dans lequel on ajoute 5 ml de solution de
bichromate (K;Cr,0O- solution & 8 % m/V) puis 7,5 ml d’acide sulfurique. Au fur et 2 mesure
de Paddition de I’acide sulfurique, les tubes sont placés dans un bloc chauffant et laissés 30
minutes. On ajoute ensuite 50 ml d’eau bidistillée puis les tubes sont refroidis dans un bain
d’eau. Les solutions a température ambiante sont complétées avec de I’eau bidistillée et le
volume ajusté a4 75 ml. Aprés homogénéisation, les tubes sont laissés & décanter pendant une
heure. Une aliquote de chaque solution est transférée dans des tubes pour une centrifugation a
2 000 G pendant 10 minutes.

Les solutions sont transférées dans des cuves de spectrocolorimétre (A = 585 nm). La
gamme d’étalonnage est réalisée avec des solutlons de glucose (solution de 0 a 10 g de
glucose par litre). Les résultats sont exprimés en g.kg™ de sol.

1.2.3. Détermination de la capacité d’échanges cationiques (CEC) norme AFNOR NF
X 31-130 (1993)

11 existe trois méthodes normalisées : la méthode a I’acétate d’ammonium, la méthode
au chlorure de cobaltihexamine et la méthode & ’oxalate d’ammonium. Dans ce paragraphe,
nous décrivons la méthode a ’acétate d’ammonium qui a été utilisée.
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1.2.3.1. PRINCIPE

La capacité d’échange cationique d’un échantillon de sol est la quantité totale de
cations que I’échantillon peut retenir sur son complexe adsorbant a un pH donné. Dans un
premier temps, on effectue un échange entre les cations de I’échantillon et les ions ammonium
en solution. La deuxiéme phase est un ringage des ions ammonium en excés. La troisiéme
étape est 'extraction des ions ammonium fixés dans I’échantillon. Enfin, la derniére ¢tape est
la détermination de la CEC par le dosage des ions ammonium fixés.

1.2.3.2. MODE OPERATOIRE

Un échantillon de 2,5 g de sol est placé dans une allonge de percolation. Cette allonge
est remplie avec une solution d’acétate d’ammonium (C;HsNO,, pH : 7 ; 1 mol.l 'Y que ’on
laisse percoler. Au total, il faut réaliser cinq percolatlons L’echantlllon est ensuite rincé a
’alcool éthylique. Il est generalement nécessaire d’effectuer six ringages pour obtenir une
élimination complete des ions ammonium en excés. A la suite du ringage, 1’échantillon est
mis a sécher environ douze heures & température ambiante.

L’échantillon est placé dans un rec1p1ent a agitation. L’extraction des ions ammonium
est réalisée grace a 50 ml de NaCl (1 mol.lI 1. L’agitation dure 1 heure.

La solution est ensuite filtrée (sur filtre sans cendres). Vingt-cinq millilitres du filtrat
sont versés dans le ballon d’un appareil a distiller, ainsi que 10 m! de soude (solution aqueuse
a 33%). Le volume est complété a 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 récupération du distillat. Le dosage est réalisé par spectrocolorimétric a une
longueur d’onde de 660 nm. La concentration est déterminée par rapport & une gamme
d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en cmol+/kg.

I.2.4 Détermination de la teneur en azote total, méthode de Kjeldahl modifiée, norme
AFNOR X31-111 (1995)

1.2.4.1 PRINCIPE

Ce dosage repose sur une minéralisation de 1’azote total. Initialement, la méthode de
Kjeldahl utilise le sélénium comme catalyseur. Dans cette version modlﬁee le sélénium est
remplacé par du dioxyde de titane.

1.2.4.2. MODE OPERATOIRE

On place un échantillon de 1 g de sol dans un matras de minéralisation en verre ou en
Téflon. La minéralisation débute par P’ajout de 4 ml de mélange d’acide salicylique et d’acide
sulfurique (25 g d’acide salicylique C;HsO;3 dans 1 1 d’acide sulfurique H>SO4). On agite le
matras jusqu’a obtention d’une phase homogéne 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 (Na;S;0:;), puis on chauffe
progressivement le matras jusqu’a la disparition de la mousse formée. Aprés refroidissement,
on ajoute 1,1 g du mélange catalytique. Ce mélange se compose de 200 g de sulfate de
potassium (K»SO4), 6 g de sulfate de cuivre (CuSO,, 5H;0) et 6 g de dioxyde de titane
(TiO,), broyés et homogénéisés. On chauffe a nouveau le matras (t° < 400°C), jusqu’a ce que
le mélange réactionnel devienne clair (durée 2 4 5 h). La minéralisation est alors terminée.
Apres refroidissement 4 température ambiante, on ajoute 20 ml d’eau distillée sans agitation.
Le contenu du matras est additionné de 20 ml d’hydroxyde de sodium (10 mol.I') et ensuite
transféré dans un appareil a distiller. On verse 5 ml d’une solution aqueuse d’acide borique
(H;BO;, 20 g.l'l) dans une fiole conique de 100 ml placée en sortie du condenseur, son
extrémité plongeant dans la solution. Aprés distillation, on ajoute quelques gouttes
d’indicateur coloré (vert de bromocrésol), puis on titre avec de I’acide sulfurique jusqu’a
virage violet. Les résultats sont exprimés en g.kg™' de sol.

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

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

I.3. RELEVES DES BRYOPHYTES

¢

Trente neuf relevés ont été réalisés sur les cinq sites d’étude selon la méthode
phytosociologique sigmatiste (de la SIGMA, Station Internationale de Géobotanique
Méditerranéenne et Alpine, fondée par J. Braun-Blanquet Montpellier), née des échanges
entre le Zurichois J. Braun-Blanquet (1884-1980) et le Montpelliérain J. Pavillard (1868-
1961). Nous avons effectué la technique du prélévement intégral : un échantillon représentatif
de chaque relevé est emmené au laboratoire pour une détermination la plus exhaustive
possible (photo 1).

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

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

: recouvrement de 1’espéce supérieur a 75 % de la surface ;
: recouvrement de I’espéce compris entre 50 % et 75 % ;

: recouvrement de I’espéce compris entre 25 % et 50 % ;

: recouvrement de ’espeéce compris entre 5 % et 25 % ;

N W W
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1 : recouvrement de I’espéce inférieur a 5 %, espéce peu abondante ;
+ : recouvrement de I’espéce trés faible, espéce trés peu abondante.

Il arrive de trouver dans des travaux les lettres r (espéce trés rare) et i (espece
représentée par un individu unique).

Le relevé type comprend :

- le numéro du relevé (utilisant en général le format aa/mm/jj) et la localité précise ;
- la surface totale du relevé ;

- le pourcentage de recouvrement de la flore phanérogamique ;

- le pourcentage de recouvrement 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 a 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 caractéres physico-chimiques des sols correspondant aux cinq
stations (fig. 25).

L’aire minimale pour la végétation cryptogamique est en général de 50 a 500 cm?,
C’est pourquoi, il est conseillé de prélever sur le terrain des plaques de 10 cm x 10 cm
(prélévement intégral) ; sur le terrain, les mousses sont sélectionnées a I’ceil nu, puis a la
loupe afin de réaliser les relevés pour ensuite les regarder a la loupe binoculaire au
laboratoire. Ainsi, le nombre d’espéces présentes et non observées décroit sensiblement.

Une fois les espéces décrites et les coefficients d’abondance-dominance donnés, s’il
n’y a pas eu de prélévement intégral, il faut alors mettre la bryophyte dans une enveloppe et
inscrire son nom présumé (ou lui assigner une lettre) avec le numéro du relevé. Dans tous les
cas, une confirmation est nécessaire soit a la loupe binoculaire, soit le plus souvent en
complément au microscope.

Lorsque P’espéce est inconnue, il faut distinguer les mousses pleurocarpes et
acrocarpes, des hépatiques a thalles ou a feuilles et des sphaignes. Ensuite arrive le travail de
détermination taxonomique sans laquelle toute approche toxicologique du probleme est
inutile.

La détermination a été réalisée a partir des ouvrages de Smith (1978a et b), Landwehr
(1980 et 1984) et grice aux herbiers de la Station Scientifique des Hautes-Fagnes (Pr.
Schumacker).

1l nous a aussi semblé utile de prendre en compte les variations non génétiquement
fixées que sont les stades physiologiques observés car ils pourraient étre associés aux
conditions du milicu étudié. Ces unités systématiques ressortissent a la notion d'écodéme
(reprise sous le nom d'écophéne par Julve 1993) définie par Gillet er al. (1991) : ensemble des
organismes d'une méme espéce, parvenus a un méme stade ontogénique, et partageant a un
moment donné un méme milieu isotrope. Elles se rapprochent aussi des unités biologiques
fonctionnelles de Sastre (1994), nom que l'on retiendra ici sous l'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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L.4. TRAITEMENT DES DONNEES

L’ensemble des données a été traité a ’aide du logiciel STAT-ITCF 4.0 .

Une analyse factorielle des correspondances (AFC) a permis de traiter les données
floristiques. Les paramétres 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 (UBF) et les valeurs des variables physio-chimiques.
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Mortagne-du-Nord

Flines-les-Mortagne

L 4 Site témoin i
Terrils miniers 2

L 4 Sites métalliféres trés
contaminés

Figure 26 : Localisation des sites d’étude des communautés bryolichéniques.
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IT. ETUDE BRYOLICHENOSOCIOLOGIQUE

I1.1. DESCRIPTION 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 métalliferes fortement contaminés,
Auby et Mortagne-du-Nord ; trois terrils miniers, Harnes, Carvin et Auberchicourt présentant
une contamination intermédiaire et un site témoin & 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. I s’agit de deux entreprises de traitement des
métaux non ferreux : Metaleurop et Union Miniére. L’entreprise Metaleurop a produit en
1995, 152 303 tonnes de plomb et 99 463 tonnes de zinc (DRIRE, 1996). Elie exploite du
minerai contenant essenticllement du sulfure de plomb (la galéne), du sulfate de zinc (la
blende) et du sulfate de cuivre. Un cortége de différents éléments comme le bismuth, le
cadmium, 1’antimoine, 1’arsenic et 1’étain accompagne les premiers éléments cités.

L’entreprise Union Miniére produit essentiellement du zinc. En 1995, la production a
atteint 229 783 tonnes (DRIRE, 1996). L’exploitation du zinc réalisée a 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 dioxyde
de soufre, des oxydes d’azote et des poussi¢res. Enfin, de nombreuses sources de pollutions
diffuses viennent s’ajouter a ces installations industrielles : centres urbains, réseaux routiers
denses, parcelles agricoles...

11.1.2. Description des sites métalliféeres

Les sites métalliferes sont d’anciens crassiers de I’entreprise Union Mini¢re. Des
résidus provenant du traitement des minerais de zinc ont été amassés sur ces terrains.

Le site d’Auby est situé a proximité de I’'usine Union Miniere. Ce site a une surface
d’environ 15 000 m?. Il est délimité par une voie de chemin de fer a I'ouest, la départementale
D420 a I’est et deux propriétés au nord et au sud. Ce terrain se situe en zone urbanisée, a
proximité de la cité Asturienne. A I’heure actuelle, le site d’Auby appartient a la Compagnie
des Charbonnages de France.

La végétation phanérogamique observée est particuli¢re (Van Haluwyn et al., 1995).
On retrouve des métallophytes absolus (i.e. végétaux liés exclusivement aux sols
métalliferes) : Armeria maritima Willd. subsp. halleri (Wallr.) Rothm., Cardaminopsis halleri
(L.) Hayek, Silene vulgaris (Moench) Garcke subsp. vulgaris var. humilis Schubert.

D’autres végétaux qui ne sont pas nécessairement liés a 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 appauvrie de la sous-association Cardaminopsidetosum halleri de I’ Armerietum halleri
Ernst 1965 (Van Haluwyn et al., 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 a ’heure actuelle.

Le terrain se situe a ’entrée de la ville de Mortagne-du-Nord, sa surface est plus
importante que la précédente (plusieurs hectares). Il est limité & I'ouest par la D268, a ’est par
la Scarpe canalisée, au nord par le reste des installations industrielles et au sud par un terrain
privé. 11 a fait objet de travaux, notamment apport de terres et le passage d’engins de
chantier, afin d’éviter la circulation des voitures.

La couverture végétale, lichénique et bryophytique est hétérogéne. Des pelouses rases
a lichens et bryophytes se développent par plaques. La végétation phanérogamique n’est pas
trés 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 compos€s 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 étre utilisées d’une maniere rentable.

Le terril de Carvin se situe sur la commune d’Estevelles, en zone rurale, entouré de
surfaces agricoles. C’est un terril conique avec a sa base plusieurs plates-formes successives
ou nous avons réalisé nos relevés. Nous y avons observé 36 espéces de végétaux supérieurs.
La couverture végétale des plates-formes est assez homogéne avec la présence de Sedum
acre L. en abondance, de grandes graminées (telles qu’Arrhenatherum elatius) et d’espéces
arbustives a la base de la pente.

Le terril de Harnes occupe une place tout a fait différente par rapport au précédent. Il
se situe en effet dans une zone fortement urbanisée : Fouquiéres-les-Lens au sud, Harnes au
nord et & proximité d’une zone industrielle. L’autoroute A21 passe a environ 1 kilométre au
sud. Le site a récemment fait 'objet d’un aménagement paysager. C’est un terril plat qui
posséde 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
dépourvues ou pauvres en végétaux supérieurs (dominance du Sedum acre et de diverses
graminées), laissant apparaitre la végétation bryolichénique.

Le terril d’Auberchicourt (Lécuru & Courtecuisse, 1998), encore appelé, terril de
Sainte-Marie se situe a cheval sur quatre communes (Auberchicourt, Ecaillon, Bruille-les-
Marchiennes, Aniche), au milieu d’un triangle délimité par Douai, Valenciennes et Cambrai.
1l 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 Douai, 24
km de Valenciennes, 17 km de Cambrai et 45 km de Lille.

Le terril Sainte-Marie est édifié sur un socle ancien de roches schisteuses et de gres
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carboniféres (ardoises carboniferes, argiles schisteuses, anthracites, calcaires carboniferes,
alternance de grés, de schiste, de houille et de fer carbonaté...).

I1.1.4. Description du site témoin

Le site de Flines-les-Mortagne est situé en bordure de la forét de Flines et non loin de
'aérodrome. Il a I’aspect d’une ancienne carriere de sable. C’est un milieu ouvert, présentant
une pente prononcée vers le sud. La végétation bryophytique est plus développée que la
végétation lichénique.

I1.2. METHODOLOGIE DES RELEVES BRYOLICHENOSOCIOLOGIQUES

Nous avons effectué nos 36 relevés selon la méthode sigmatiste (de la SIGMA, Station
Internationale de Géobotanique Méditerranéenne et Alpine, fondée par J. Braun-Blanquet a
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-étre considérée comme indépendante de la strate
phanérogamique.

Nous avons prospecté I’ensemble des différents sites. Aprés cette premi€re €tape, nous
avons distingué des aires ou la végétation bryolichénique était la plus homogéne, permettant
de définir I’individu d’association. Il faut respecter une aire minimale qui fait en général de 50
a 500 cm? pour la végétation lichénique et bryophytique.

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

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

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

recouvrement de I’espéce supérieure a 75 % de la surface ;

recouvrement de I’espéce compris entre 50 % et 75 % ;

recouvrement de 1’espéce compris entre 25 % et 50 % ;

. recouvrement de I’espéce compris entre 12,5 % et 25 % ;

a: recouvrement de ’espéce compris entre 5 % et 12,5 % ;

m: recouvrement de Pespéce compris entre 2 % et 5% avec un nombre d’individus

supérieur a 20 ;

1: recouvrement de DP’espéce compris entre 2 % et 5 % avec un nombre
d’individus inférieur a 20 ;

+:  recouvrement de I’espéce inférieur & 2 % avec un nombre d’individus supérieur
az;

r: recouvrement de ’espéce inférieur a 2 % avec un nombre d’individus inférieur

az2.

NN W A W
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Photographie 2 : Exemple de communauté bryolichénique a Diploschistes muscorum
(photo Franck Denayer).
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Les espéces récoltées ont été amenées au laboratoire pour détermination (photo 2). Les
lichens ont été identifiés par D. Cuny et C. Van Haluwyn, grice a diverses flores dont les
ouvrages de Clauzade & Roux (1985), Purvis er al. (1992). Les déterminations des Cladonia
ont fait appel a la technique de chromatographie couche mince sur gel de silice, qui reste
outil de base incontournable en lichénologie. Cuny (1999) a adopté le protocole standard
exposé par Boissiére (1991).

Les bryophytes ont été identifiées grace aux ouvrages de Smith (1978a et b) et
Landwehr (1980, 1984).

I1.3. DETERMINATION DES CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES 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 'INRA et stockés
en chambre a température constante. Les dosages de carbone et d’azote organiques, de la
teneur en matiére organique, ainsi que la détermination de la capacité d’échanges cationiques
ont été réalisés par le laboratoire d’analyses des sols de '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. Enfin, 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 différentes variables édaphiques (MO, C/N, CEC, N, pH) est le méme que celui
employé pour les communautés de bryophytes (voir chapitre 1.2.).

I1.4. TRAITEMENTS STATISTIQUES DES RESULTATS

I1.4.1. Caractéristiques physico-chimiques des sols

Nous avons réalisé, dans un premier temps, une série de comparaisons des moyennes
des différentes variables grice a des tests de Student, & un risque consenti o de 5%. 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 différents sites) en fonction de plusieurs
variables. Elle est basée sur le principe de 1’analyse de variance : en fonction de la variance
inter et intra-groupe, P’analyse dispose chaque observation et peut reconstituer de nouveaux
ensembles. L’AFD permet également de mettre en évidence la (ou les) variable(s) qui
sépare(nt) deux groupes. Enfin, elle fournit une représentation graphique des dispositions
relatives de chaque groupe en fonction des variables.
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Variables Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
MO (en gkg™) 18,39-163.83 163,84-309.28 309,29-454,73 454,74-597,20
N (en g.kg™) 0,85-6,38 6.39-11,91 11,92-17,44 17,45-20
C/N 11,81-25.01 25,02-38,21 38.22-51,40 51,41-61,65
CEC (cmol.+kg™) 3.40-16,52 16,53-29,63 29,64-42.75 42,76-52,90
pH 3.00-4,00 4.014,50 4,51-5,00 5,01-6,32
Cadmium (mgkg™) 0 0-2 2.01-200 200-325,3
Plomb (mg.kg™) 4,00-100 101-1000 1001-15000 15001-30000
Zinc (mg.kg™) 20,77-300 301-10000 10001-30000 30001-500000

Tableau 18 : Classes de concentrations des ETM et des variables édaphiques, pour
PAFCM, dans les sols des sites pollués et du site témoin.
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I1.4.2. 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 caractéres, comme la présence ou l’absence d’une
espéce et les variables édaphiques du sol.

L’AFCM nécessite, pour étre appliquée, de disposer les relevés en lignes, les especes
(présence 1, absence 0) et les variables édaphiques en colonnes. Les variables édaphiques sont
regroupées en quatre classes (tab. 18).

Les classes des concentrations en cadmium, 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 deuxieme 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 opposées, de méme si des
individus sont associés. Les principes fondamentaux sont les mémes que ceux de ’AFCM.

Toutes ses analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel STAT BOX + version
2.5 (Grimmer Logiciels, Paris).
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III. ELABORATION D'UN BRYOCAPTEUR DE RETOMBEES ATMOSPHERIQUES
METALLIQUES A L'AIDE DE CERATODON PURPUREUS (HEDW.) BRID.

Lors de notre travail de recherche (Denayer et al., 1999), 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 étre ainsi définis,
pouvant servir & une premiére caractérisation de sites pollués. Nous pouvons désormais passer
a Iétape ultérieure et confirmer ces résultats a ’aide d’outils encore plus fins, mettant en
relation le biomonitoring passif et le biomonitoring actif.

La technique du biomonitoring actif, ¢’est-a-dire la transplantation des mousses issues
d’une région non polluée dans le site pollué dont on désire évaluer le degré de contamination,
est trés souvent utilisée dans les études environnementales. Il est intéressant de prendre en
compte la mousse, Ceratodon purpureus, en raison de sa large amplitude écologique et
chorologique, et de son importante tolérance 4 la pollution atmosphérique tant acide, oxydante
que métallique (photo 3). Mais de trés nombreuses questions restent  élucider si on désire
standardiser la technique et disposer d’un « bryocapteur » fiable quelle que soit la région a
étudier et la période d’expérimentation. En effet, il parait 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 a ces différentes questions, nous avons établi une collaboration avec la
Société Bryotec, qui cultive de maniére standardisée cette mousse. Cette standardisation a fait
Pobjet d’un dépdét de brevet européen, américain et japonais. Nous disposons donc
d’échantillons bien calibrés que nous avons soumis a une pollution métallique en I’exposant
aux alentours de 1'usine Metaleurop. Le terme de cette recherche est d’évaluer les capacités
accumulatrices et bioaccumulatrices de cette bryophyte aux ETM. Afin de mieux appréhender
I’impact des ETM sur Ceratodon purpureus, une étude de six biomarqueurs de stress oxydant
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.

II1.1. DESCRIPTION DES SITES 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 a proximité de Metaleurop sur un cercle d’environ deux
kilométres de rayon. Elles ont été retenues en fonction de leur proximité de I'usine, de leur
exposition aux vents dominants, de leur équipement en capteur physico-chimique du SO; et
capteur de poussiéres atmosphériques PPA 60. Sur ce type de capteur, les poussiéres 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 métre cube d’air.
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Photographie 4 : Site témoin de Jenlain (photo Chantal Van Haluwyn).

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

Nous avons choisi la ville de Jenlain comme site témoin a cause de sa trés faible
exposition aux polluants d’origine anthropique. La biostation a été installée au sein méme
d’un verger, en pleine campagne.

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

Elle se situe & environ 1 800 m de 1’usine Metaleurop a vol d’oiseau. Elle a une exposition
Sud, Sud-Ouest par rapport a 'usine et est équipée d’un capteur de poussi€res atmosphériques
PPA 60 protégé par un enclos grillagé. La station est a 'extrémité de la cité Crombez, a
proximité de champs cultivés.

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

Elle se situe & environ 1 300 m de I'usine Metaleurop, & proximité du cimetiére 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 poussiéres atmosphériques PPA 60 et d’un capteur SO,, tous deux
protégés par un enclos grillagé.

La station d’Evin-Malmaison, ferme Dugardin (EF1) (photo 7).

Elle se situe a 1 850 m environ de I’usine, chez un particulier, exploitant agricole. Nous
avons placé notre biostation sur une pelouse a 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 métres plus loin se trouve une station équipée d’un capteur PPA
60. Nous avons décidé de ne pas nous y installer car elle est entourée d’une haie de Thuyas,
qui joue le role « d’effet coupe vent », mais nous prendrons en compte les données de ce
capteur pour notre discussion.

La station d’Evin-Malmaison, ferme Delobel (EF2) (photo 8).

Elle se situe a environ 1 800 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 a proximité d’un champ cultivé face a ’usine
Metaleurop.

II1.2. LE MATERIEL BIOLOGIQUE

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 différents : 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).
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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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IIL.3. PLAN EXPERIMENTAL

Nous avons choisi une période d’exposition permettant de prendre en compte les effets
climatiques de trois saisons différentes (deux mois de printemps, deux mois d’été, deux mois
d’automne). La durée d’exposition était initialement de six mois, rapportée a cinq mois a
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 15 avril 1999.

Chacune a été équipée de trois petites et trois grandes barquettes tirées au hasard a l'aide
d’une table de randomisation, car la densité de population en mousses s’est avérée beaucoup
plus faible sur les grandes barquettes (photo 11). Les deux barquettes restantes ont été
utilisées comme point de référence (T0) (photo 12). 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 réguliérement soumise 4 une humidité ambiante.

Chaque mois, une barquette sur chacun des cing sites a été prélevée au hasard. Sur
chacune de ces barquettes, chaque mois, nous avons analysé chez Ceratodon, le cadmium, le
plomb et le zinc (teneurs totales), ainsi que six biomarqueurs de stress oxydant (le glutathion
réduit (GSH), le glutathion oxydé (GSSG), le malondialdéhyde (MDA), Iactivité¢ des
Superoxyde Dismutases (SOD), Iactivité de la glutathion peroxydase (GPx) et I'activité de la
glutathion réductase (GR).

Une élution séquentielle (cf. chapitre I11.3.1.5.) a été réalisée pour les mois 3 et 5 sur
les mémes prélévements 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 paramétres témoignant d’un stress oxydatif. Les récoltes ont été
réalisées d’apres le tableau 19.

Au sein de chacune des stations, une expérimentation parall¢le a ét¢ menée en plagant,
dans deux sachets de polypropyléne de 5 cm de c6té, du Ceratodon purpureus mort, traité
préalablement a I’acide nitrique (cf. chapitre I11.3.1.6.). Lors des troisiéme et cinquiéme mois
d’exposition, un moss bag a été prélevé. Nous y avons analysé 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 oxydant, des répétitions ont €té
réalisées sur chacune des barquettes prélevées chaque mois. Le nombre de répétitions a été
fixé de maniére différente pour le témoin et les quatre sites exposés, de maniére a obtenir une
certaine représentativité statistique des résultats.

Nous avons utilisé la formule suivante (Lellouch & Lazar, 1974) :
a= % B

- a étant le nombre de répétitions pour les sites exposées pour chaque biomarqueur
analysé ;

- b étant le nombre de types d’échantillons utilisés (4 exposés, 1 témoin, un point z€ro) ;

- Nle nombre de répétitions a faire pour le témoin.

Nous avons donc pour notre expérimentation a = 5, b = 6, ce qui nous donne un N = 15.
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15 Avril | 15Mai | 15 Juin 1999 | 15 Juillet 15 Aofit 26 Septembre
1999 1999 1999 1999 1999

Barquette :
biomarqueurs TO Tl T2 T3 T4 T5
/métaux
Elution séquentielle :
biomarqueurs T3 T5
/métaux
Moss bags T3 TS

Tableau 19 : Dates des récoltes de Ceratodon purpureus pour les barquettes et les moss
bags sur le terrain.
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5=%+J€:>N=15

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

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

Le nombre de répétitions, particuliérement important pour les analyses du témoin, n’a
pas pu étre réalisé certains mois, a cause du vandalisme omniprésent, et cela, malgré les
enclos grillagés (photo 13).

Les mousses sont récoltées tous les 15 du mois et sont immédiatement traitées (photo
14). Lors du choix de prélévement 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, a I'aide d’un numéro préalablement attribué. Sur chacune, I’ensemble des
analyses de biomarqueurs et de métaux sont réalisées. Les mousses sont prélevées trés
précautionneusement a la pince a épiler sur 'ensemble de la zone. Le probléme majeur de
cette phase d’échantillonnage est la séparation des mousses de leur substrat (photo 15). En
effet, méme en prenant le maximum de précautions, du sable et de I’argile adherent a la
mousse. 11 faut donc en retirer le maximum 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 ’ensemble des analyses sont réalisées sur
une méme zone. C’est pourquoi, nous avons décidé de doser les protéines sur cette méme
zone, afin de limiter le plus possible ces erreurs. L’ensemble des résultats sera exprimé en
mg.g" de protéines.

111.3.1. Extractions et dosages des biomarqueurs de stress oxydant et des élements
traces métalliques

II1.3.1.1. LES PROTEINES TOTALES ET LES ACTIVITES ENZYMATIQUES2

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

Une seule extraction a été réalisée sur laquelle 'ensemble des dosages enzymatiques
et protéiques ont été faits.

? Les dosages ont été effectués par 1’équipe de Fahrid Zerimech au sein du laboratoire de biochimie de I’Hépital
Huriez de Lille.
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Photographie 12: Ceratodon purpureus
au temps t0 (X 15) (photo Franck
Denayer).

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

Photographie 14 : Etat des barquettes au
troisitme mois d’exposition (photo
Franck Denayer).

Photographie 15 : Ceratodon purpureus et
son substrat (photo Franck Denayer).
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Figure 27 : Plan expérimental pour la mise au point d’un bryocapteur des retombées
atmosphériques a Paide de Ceratodon purpureus (Hedw.) Brid. (a — site témoin, b — sites
exposés).
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Préparation des échantillons
SOD et protéines 100 mg de mousse + 2 ml de tampon phosphate, pH 7,0
Broyage au mortier et pilon
Centrifugation 10” - 3000 g 4 + 4°C
Lysat cellulaire pur et dilué au %
dans tampon phosphate 0,01 M
pH 7,0
SOD Réactifs(concentration finale)

1. substrat: xanthine 0,034 mmol/l

IN.T. 0,017 mmol/
2. tampon: CAPS pH10.2 34 mmol/]

EDTA 0,64 mmol/l
3. xanthine oxydase: 54 u/
4. étalon: concentration variable selon le lot

Mode opératoire
blanc réactif étalon échantillon

échantillon 5pl
étalon Sul
tampon phosphate Spl
substrat 170 pl 170 pl 170 ul
xanthine oxydase 25 ul 25 pl 25 ul
A =505 nm température = 37 °C blanc contre I'air

CAPS = acide (3-cyclohexylamino- 1-propanesulfonique)

NADPH = [B-nicotinamide adénine dinucleotide phosphate

EDTA = acide éthyléne diamine tetraacétique

INT=(2-(4-iodophényl)-3-(4-nitrophénol)-5-phenyltétrazolium)

FAD = flavine adénine dinucléotide

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

Etape Principe Protocole

1. Acidification du milieu A 30 mg de mousses, ajout de 1 ml de HC10,1 N

25 1° extraction Ajout de 3 ml d'acétate d'éthyle, vortex 3 min, centrifugation 10
min & 3 000 trs/min.

3. 1°* récupération Récupération de la phase organique, évaporation sous azote

4. 2™ extraction Ajouter 3 ml d'acétate d'éthyle a la phase aqueuse, vortex 3 min,
centrifugation 10 min & 3 000 trs/min.

5. 2°™ récupération Récupération de la phase organique dans le méme tube que la
premiére récupération, évaporation de I'ensemble sous azote puis
reprise dans 200 ul de méthanol

6. Coloration des échantillons 50 pl d'échantillon aprés extraction, 700 ul d'H;PO, 1/100, 250
ul TBA 0.6 % 95°C 1 heure puis refroidir ¥4 d'heure a 4°C

7. Passage des échantillons 50 pl de la solution refroidie

Tableau 21 : Protocole d'extraction et de dosage du malondialdéhyde (MDA).
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Solution aqueuse de tampon phosphate 50 mM a pH 7

Na,HPO,, 2 HO Normapur pour analyses (Prolabo)
H;KO4P monobasique P.A.

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 & pH 7. L’ensemble est broyé au mortier et au pilon, puis centrifugé a
15000 tours.min’ pendant 10 min. Le surnageant est filtré puis mis dans des tubes
Eppendorf. Tous les tubes sont ensuite congelés a — 80°C (tab. 20).

Les protéines sont dosées par la méthode a ’acide bicinchoninique (Smith et al., 1985)
sur appareil Cobas Fara II au moyen du coffret réactif BCA Protein Reagent (Pierce).
L’échantillon est mélangé a une solution d’acide bicinchoninique (BCA) et de CuSO, de
coloration verte. Les ions Cu®* sont réduits par les protéines en ions Cu’ qui forment avec le
BCA des complexes pourpres qui absorbent & 562 nm. L’intensit¢ de la réaction est
directement proportionnelle a la concentration en protéines présente dans I’échantillon. Le
standard utilisé est de P’albumine bovine (Pierce) 4 1 g.I' dans 0,9 % de NaCl contenant de
I’azide de sodium. Les résultats sont exprimés en mg.ml™.

II1.3.1.1.4. Dosage de l’activité totale des SOD

L'activité de cette enzyme est dosée par méthode colorimétrique a partir de I’extraction
précédente des mousses (tab. 20).

La méthode de dosage de l'activité des superoxydes dismutases (SOD) utilise le systéme
de la xanthine/xanthine oxydase générant des anions superoxydes qui réagissent avec un
chromogéne formant un composé formazan rouge. Les SOD inhibent cette réaction. La
technique proche de celle décrite par McCord et Fridovich utilise le coffret réactif RANSOD
(Laboratoires Randox, Crumlin, Co Antrim, Royaume Uni). La lecture est faite & 505 nm sur
automate HITACHI 911 (Boeringher Mannheim, Meylan; France). Les résultats sont donnés
en unités enzymatiques U.g de protéines™.
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Figure 28 : Réaction de Pacide thiobarbiturique (TBA) avec le malondialdéhyde (MDA)
et les structures tautomériques des adduits (d’aprés Valenzuella, 1991).
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I11.3.1.2. EXTRACTION ET DOSAGE DU MALONDIALDEHYDE (MDA), (SHIRALI et al., 1994 ;
BOUTIN ez al., 1998)°

Le dosage est réalisé par HPLC sur colonne Nucleosil C18 (Spum, 150 x 2,1 mm) avec
une phase mobile composée de 60% de KH,PO, 50 mM a pH 6,8 et 40% de méthanol.

II1.3.1.2.1. Réactifs utilisés

Solution aqueuse d’HCI 0,1 N

Solution aqueuse d’acétate d’éthyle (Chromanorm, Prolabo)
Solution aqueuse de méthanol (Gradient, Merck)

Solution aqueuse d’acide phosphorique 1/100 (Prolabo)
Solution aqueuse d’acide thiobarbiturique (Sigma)

Phase mobile : 60 % KH,PO,; 50 mM
40 % Meéthanol viv. pH®6,8
Gamme étalon : TEP (1,1,3,3, tétrahydroxypropane) (Sigma)

I11.3.1.2.2. 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 1 ml d’HCL. Aprés homogénéisation au vortex pendant 3 minutes et une
centrifugation de 10 minutes a 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’azote & 50 °C et reprises dans 200 pl de méthanol. A 50 ul
d’échantillon sont ajoutés 700 ul d’acide phosphorique et 250 pl d’acide thiobarbiturique
(fig. 28). Le mélange est incubé a 80 °C pendant 30 minutes puis 50 pl de cette solution sont
injectés. La détection est effectuée & 532 nm (détecteur UV Jasco 975) et la lecture est réalisée
par rapport & une gamme étalon avec une courbe d’étalonnage variant de 0,4 a 400 pmol/i
(tab. 21). Les résultats sont exprimés en mg.g™ de protéines.

IM1.3.1.3. LE GSH ETLE GSSG?

Le dosage des deux formes de glutathion (réduit et oxydé) est réalisé simultanément par
chromatographie liquide haute performance (HPLC) avec détecteur €lectrochimique
(Coularray, ESA, Chemsford, USA). Le tableau 22 reprend le protocole d’extraction et
d’analyse en HPLC. Les concentrations sont calculées a partir de standards de concentration
connue (glutathion réduit et oxydé, Sigma).

3 Travail réalisé en collaboration avec I’équipe de M. Pirouz Shirali au sein de I’Insitut de Médecine du Travail,
Pole Recherche, Faculté de Médecine, Université de Lille 2
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Etape Principe Protocole

1. Extraction 1. 100 mg de mousses + 1,6 ml ’EDTA + 0,4 m]1 HC1O,
2. Vortex 6 min, centrifugation 10 min 4 15000 tours/min
3. filtration du surnageant avec un filtre Dynagard

£

Injection dans la colonne Injection de 50 ul d'échantillon

3. Séparation dans la colonne Débit : 1 mI/min
Phase A : 10 mM NaH,PO,, 2 mM octane 1-sulfonic acid sodium
(OSA, Merck, France)
Phase B : 50% acétonitrile + 50% [25 mM NaH,PO,, + 2 mM
octane 1-sulfonic acid sodium (OSA)]
Gradient : t0 4 t10 min : 100% phase A
t24 : 65% phase A, 35% phase B
125 : 100 % phase A
Colonne : Supelcosil C18 (150X4,6 mm) (Supelco, USA)

4, Détection Détecteur coulométrique & deux électrodes (potentiels respectifs :
650-800 mV) piloté par un logiciel d'analyse (ESA)

Tableau 22 : Protocole de dosage du glutathion réduit et oxydé (GSH et GSSG).

o

3eéme étape NiCl, froid

1%° étape H,O

éléments intercellulaires .
solubles dans I'eau ¢léments extracellulaires
2¢me étape EDTA pH : 4,5 adsorbés sur les parois et
. . membranes (b)
éléments extracellulaires
adsorbés
sur les parois et membranes (a)

4%me étape NiCl, chaud

- éléments intracellulaires

[ 1 [ 1]

5éme FINO, + HCI

phase résiduelle

Figure 29 : Représentation schématique du protocole d’élution séquentielle (d’apreés
Branquinho & Brown, 1994 ; Branquinho ef al., 1997a, 1997b ; In : Cuny, 1999).




131

I11.3.1.3.1. Réactifs utilisés

Solution aqueuse d’EDTA (ethylene diamine tetraacetic acid) (Touzart et Matignon)
Solution aqueuse d’HCIO4 0,2 M (Prolabo)

Solution aqueuse de GSH (Sigma)

Solution aqueuse de GSSG (Sigma)

Solution A :

Solution aqueuse de NaH,PO,4 10 mM (Prolabo)
Solution aqueuse d’OSA 2 mM (Merck) a pH 7,2

Solution B :

Solution aqueuse NaH,PO4 25 mM 50 %
Solution aqueuse OSA 2mM (Merck)
}

Solution aqueuse d’acétonitrile (Prola 50 %

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 polypropyléne.
Nous y ajoutons 1,6 ml d’EDTA et 0,4 ml d’HCIO,4. L’ensemble est passé au Vortex pendant
6 min. Les échantillons sont mis dans des tubes Eppendorf puis centrifugés pendant 10
minutes 4 15 000 tours.min™. Le surnageant est filtré, & I'aide d’un filtre Dynagard, puis
conditionné dans un tube Eppendorf. L’ensemble des tubes sont immédiatement placés au
réfrigérateur a 4°C.

La détermination des concentrations se fait par chromatographie liquide haute
performance (HPLC) (colonne Supelcosil LC-18-DB, 15x4,6 Supelco) couplée a 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™. L’élution se fait grice a un gradient de
deux phases mobiles (passeur de gradient : Jasco 1.G-980.02) A et B filtrées grace a un
systéme millipore et utilisées a4 un débit de 1 ml.min™ selon le programme suivant :

10 min 100 % solution A et 0 % solution B
24 min 65 % solution A et 35 % solution B
24 min 100 % solution A et 0 % solution B

Les concentrations sont exprimées en mg.ml", extrapolées & partir de I’injection d’un
échantillon standard de GSH et de GSSG a 1 mg.I"' avant chaque nouvelle série. L’appareil
utilisé posseéde 2 électrodes dont les potentiels sont de 600 mV et de 850 mV. Le glutathion
est détecté en majorité au niveau de I’électrode 2.

Avant chaque série de mesures, il convient d’effectuer un blanc (mélange EDTA-
HCIO;), un standard, un passage d’échantillon et un passage du méme échantillon avec un
ajout d’l mg.lI'. Les concentrations sont calculées & partir du standard. L’ajout sur un
échantillon permet de localiser les pics recherchés. La sensibilité¢ de la détection est d’au
moins 1 pgl' (données du constructeur). Les résultats sont exprimés en mg de
GSH/GSSG.g" de protéines.
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I11.3.1.4. DOSAGES DES ETM, NORME AFNOR X 31-151 (1996)

L’ensemble des dosages du Cd, Pb, Zn et du K a été réalisé par la société AGREN en
ICP/MS. Cette entreprise spécialisée dans le domaine analytique suit les normes AFNOR
pour toutes les étapes de préparation, de minéralisation et d’analyse des échantilions. De plus,
elle réalise régulierement des calibrations intra et inter-laboratoires. De maniére 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 contrdle qualité des analyses se trouve en annexe 6.
Les résultats sont exprimés en mg d’ETM par gramme de protéines.

I11.3.1.5. PROTOCOLE D’ELUTION SEQUENTIELLE (FIG. 29)

Comme nous l’avons présenté lors de 1’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 1), puis les cations échangeables
adsorbés sur des sites d’échanges d’ions des parois et & I’extérieur des membranes plasmiques
(étapes 2 et 3) ; une fraction intracellulaire (étape 4) et enfin une fraction résiduelle (étape 5).

La premiére étape fait appel & une double extraction dans de I'eau distillée.
L’échantillon est immergé dans 10 ml d’eau distilliée et agité, une premiére fois pendant 40
minutes. Au terme de cette étape, la solution d’extraction est récupérée. L’échantillon est de
nouveau mis en contact avec 10 ml d’eau distillée et agité pendant 30 minutes. La solution est
récupérée et mélangée a la précédente, puis analysée en ICP/MS.

La seconde étape est une extraction a I’aide d’une solution de 10 ml d’EDTA-Na; a
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 cuivre..., 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 ef al. (1997a et b) qui ont testé les différents
chélatants. L’EDTA-Na,, méme utilisé a ce pH ne provoque pas de dégéts 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 troisiéme étape de I’élution fait appel a 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 a I'extérieur des
membranes plasmiques. On reprend ici le principe d’une chromatographie échangeuse d’ions.
Par compétition, le nickel se fixe sur ces sites et permet une mise en solution des ETM.
L’échantillon de mousse est mis en contact avec 10 ml de solution de NiCl, puis agité¢ pendant
40 minutes. La solution est récupérée et I’échantillon est 2 nouveau mis en contact avec 10 ml
de NiCl, puis agité pendant 30 minutes. A la fin de cette seconde phase, les deux solutions
sont récupérées pour le dosage des ETM.

La quatriéme étape utilise une solution de NiCl, (20 mM) bouillante. Le tube a 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 I’étape précédente reste valable. De la méme
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mani¢re, ’échantillon est exposé pendant 40 minutes, puis 30 minutes a la solution de
chlorure de nickel bouillante.

La cinqui¢me et derniére €tape 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 méme maniére que pour les échantillons de sols ou les échantillons de
bryophytes précédents, les échantillons sont placés pendant 48 heures dans une étude a 60 °C.
Les solutions sont ensuite filtrées et le volume est ramené a 25 ml avec de I’eau distillée.

Dans 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 suivre les éventuels dégits 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 gramme de protéines, nous avons réuni certaines de ces phases, i.e.
K extracellulaire = K EDTA + K NiCl, a froid ; K total soluble = K total - K HNOs.

II1.3.1.6. PREPARATION DES « MOSS BAGS »

Deux « moss bags » contenant chacun 1 200 mg de Ceratodon purpureus ont été
accrochés dans chacun des sites étudiés. Le Ceratodon est préalablement traité a acide
nitrique (HNOs, 0,2 M) pendant deux heures, puis laissé sécher a I’air libre pendant 24 h. Le
plomb, le zinc et le cadmium seront dosés en ICP/MS (trois répétitions) aux temps T3 et T5.

II1.3.1.7. ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS

Nous avons effectué I’analyse des données avec le logiciel Statistica™ 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 derni¢re étape, nous avons associé les résultats des biomarqueurs avec ceux des dosages
des éléments traces réalisés par les élutions séquentielles. Nous avons procédé a plusieurs
analyses de régression linéaire multiple. Celles-ci permettent d’étudier la relation existante
entre plusieurs variables. On distingue une variable expliquée (les différents biomarqueurs
pris chacun séparément) et des variables explicatives (les teneurs en ETM dans les différents
compartiments).

Nous rappelons la désignation des différentes fractions :

- MH;0 : 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 ;

- MHNGO:3 : concentration résiduelle suite a la minéralisation avec HNOz et HCI ;

- M total soluble : concentration totale extractible a I’eau, ’EDTA-Na, et au NiCl, a
froid et a chaud ;

- M totale : concentration totale en métal.
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I. IMPACTS DES ELEMENTS TRACES METALLIQUES SUR LES COMMUNAUTES
BRYOPHYTIQUES

I.1. CLASSEMENT DES SITES 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 apparaitre douze groupes (A a L).

L’analyse montre également une distribution des bryophytes en fonction d’un gradient
de pollution selon I’axe 1. Les résultats sont synthétisés dans le tableau 23.

Des groupements bryophytiques montrent les différents stades d’évolution des
bryophytes d’aprés 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 intermédiaire avec la présence d’acrocarpes, mais également
avec l'apparition de quelques pleurocarpes (e.g. Hypnum cupressiforme, Rhytidiadelphus
squarrosus...). Enfin, lorsque le sol est dépourvu de toute pollution en éléments traces
métalliques, les acrocarpes ont tendance a étre absents et ce sont les bryophytes pleurocarpes
qui sont majoritairement présentes.

1.2. CLASSEMENT DES SITES PAR LES VARIABLES EDAPHIQUES

La figure 31 présente les résultats de I’ACP réalisée sur les sites ; elle fait apparaitre
onze groupes (I a XI). Le tableau 24 donne pour chacun de ces groupes les moyennes des
valeurs prises par les différentes variables. Sur le cercle de corrélation (fig. 32), on constate
une corrélation positive entre 1’axe 1 (contribution a la variance totale 52,5 %) et les valeurs
du Cadmium (Cd, r=0,91), Zinc (Zn, r=0,9) et de la matiére organique (MO, r=0,91) ; I’axe 2

(26 %) est corrélé négativement avec le pH (r=-0,67) et C/N (r=-0,77) et a un degré moindre
avec le plomb (Pb, r=-0,6). Les variables CEC et N sont corrélées aussi bien avec I’axe 1
qu’avec I’axe 2. D’un autre c6té, les variables édaphiques se répartissent en trois groupes :
Cd, MO, Zn pour le groupe 1, Pb, pH, C/N 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 étre appréciées par le tableau des corrélations (tab. 25).

I.3. COMPARAISON ENTRE LES CLASSEMENTS BRYOFLORISTIQUE ET EDAPHIQUE DES SITES

Il nous semble intéressant de chercher a comparer les deux classements que nous
venons d’établir, ’'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 a L d’un c6té, I a XI d’un
autre ; a I’intersection d’une ligne et d’une colonne est porté le nombre de sites appartenant
simultanément a ces groupes. Ce tableau fait apparaitre une certaine diagonalisation de ces
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Figure 30 : Carte factorielle représentant les axes 1 et 2 de ’AFC.




Lel

n° du relevé 29| 321 33] 34| 39| 30} 23] 16] 35] 24] 25| 26| 38] 27| 28} 37| 31| 36| 7] 21| 20| 8| 13| 5] 9] 10] 14] 19] 2] 1
classe de I'AFC AJAJAJAJA|C |C |IC|F |F JF |F |F {F |E |[E |[E {E [HIH HHIJI 1PpP 9 | IK|IK
Ceratodon purpureus s Cpus 1 1 1 1 1 1 1
Brachythecium albicans Ba 1 1t 1 1 1 1
Scleropodium purum Ppu 1 1 1 1
Ceratodon purpureus Cpu 1 11
Campylopus paradoxus Cps 1 1 1 1 1
Polytrichum juniperinum s Pjs 1
Rhytidiadelphus squarrosus Rs 1
Aulacomnium androgynum Aa 1
Polytrichum juniperinum Pj 1 1 1 1
Campylopus paradoxus Cp 1 1 1 1 1
Dicranum scoparium Ds 1 1
Polytrichum piliferum s Pps 1
Hypnum cupressiforme Hc 1
Hépatique a thalle Ht 1
Brachythecium sp. Bs
Callergion cuspidatum Cc 1
Bryum argenteum j Barj 1
Pottia starkeana Ps 1
Bryum capillare Be 1 1 11
Pottia starkeana* Ps* 1
Pohlia nutans Pn 1 1 1
Brachythecium albicans j Baj 1 1 1
Ditrichum cylindricum Dc 1
Weissia controversa s Wes 1 1 1 1 1 1
Eurhynchium sp Es 1 1 1
Aulacomnium androgynum j Aaj 1
Bryum capillare s Bcs 11 1 1 1
Ditrichum cylindricum® Dc* 11
Weissia controversa* Wc* ' o
Weissia controversa Wc 1
Brachythecium albicans* Ba* 1
Pohlia nutans j Pnj 1
Pohlia nutans* Pn*
Pohlia nutans s Pns
s : fertile Auby handicapé (AH) : donnéesde 13 11 Terril de Harnes (H) : données de 30 4 40
* : mauvais état Auby bois des Asturies (ABA) : données de 18 4 23 Mortagne-du-Nord (MN) : données de 124 17
j : jeune Témoin Flines-les-Mortagne (TFM) : données de 24 a 29

Tableau 23 : Tableau phytosociologique élaboré des espéces observées sur les différents sites pollués et le site témoin.
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Figure 31 : Carte factorielle représentant les axes 1 et 2 de PACP.
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Figure 32 : Cercle des corrélations de ’ACP (axes 1 & 2).
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1 1I I v A% VI
m sd m sd m sd m sd m sd m sd
Zn | 30,90| 8,00] 984,25] 0,00| 413,10] 208,59| 21 408,7{ 6 846,42] 39,96| 0,00] 21 348,55| 14 200,80
ppm
Pb 16,18] 9,96/ 218,50| 0,00| 272,99 75,22 5123,5( 4 127,10] 10,04 0,00 5 754,98 873,48
ppm
Cd 0,03] 0,08 2,76{ 0,00f 6,85 4,26 92,82 27,67 0,20] 0,00 114,00 44,89
ppm
MO 7,351 3,04] 20,70{ 0,00{ 190,75] 41,43 194,5 59,23 4,80 0,00 145,73 45,79
kg! ‘
N 0,37] 0,11 0,74] 0,00 5,61 1,38 5,53 1,83 0,32| 0,00 2,63 0,71
g.kg”
C/N | 11,38{ 2,20 16,30} 0,00 20,03 2,94 20,6 0,70 8,80 0,00 32,50 9,12
CEC | 3,38] 3,55 1,50{ 0,00 14,55 3,36 26,53 2,72| 12,40 0,00 9,75 1,32
cmol.k
g-l
pH 5,22} 0,60 5,70| 0,00 5,78 0,41 6,87 0,31} 6,40] 0,00 7,33 0,05
H0)
VII VIII IX X X1 .
m sd m sd m sd m sd m sd
Zn | 26 245,06] 0,00] 22 088,35] 2 101,44 38 682,34| 13 933,51} 26 924,96| 2 835,71 32 402,66] 2 664,45
ppm
Pb 3 778,66 0,00 3 630,52| 4092,13] S 034,71 562,24| 18 403,05/ 10 428,08 4 758,72 542,79
ppm
Cd 163,24/ 0,00 82,33 63,33 219,97 99,34 113,77 34,41 271,35 53,23
ppm
MOl 269,50| 0,00 481,40 37,34 531,07 130,38 486,53 108,33 603,60| 103,98
gkeg
N 7,99 0,00 4,59 0,16 8,78 0,11 4,25 1,09 19,62 6,25
g.kg"
C/N 19,60{ 0,00 60,95 2,62 35,17 8,66 67,10 7,20 18,65 4,14
CEC 36,50 0,00 17,15 3,04 24,17 8,81 13,50 3,65 56,65 10,37
cmol.
kg
pH 5,10 0,00 71,75 0,21 6,47 0,57 6,63 0,81 5,63 0,61
(H0)

Tableau 24 : Valeurs moyennes (m) et écarts-types (sd) des différents paramétres
physico-chimiques (MO : matiére organique ; N : azote total ; C/N : rapport carbone sur
azote ; pH ; Zn : zinc ; Pb : plomb ; Cd : cadmium) des onze groupes de sites définis par

PACP.
Znppm | Pbppm | Cd ppm [ MOgkg | CEC Ngkg™ C/N pH

cmol.kg™ (H;0)

Zn ppm 1

Pb ppm 0,53 1

Cd ppm 0,90 0,38 1

MO g.kg” 0,73 0,42 0,72 1

CEC 0,53 0,12 0,73 0,65 1

cmol.kg'1

Ngkg 0,52 0,1 0,69 0,75 0,83 1

C/N 0,43 0,65 0,21 0,52 -0,08 -0,08 1

pH (H;0) 0,4 0,41 0,16 0,22 -0,07 -0,04 0,54 1

Tableau 25 : Corrélation entre les variables édaphiques des sites étudiés.
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m[nivivivivilIx|xi x| vit
Als 5
E|3 1 (4
F|2 4 6]
Cl1 1] 1 3]
H 11 1 3]
B 11 2]
D] 1 1]
1] 11 1 37
EH 1 1 11 4]
K 121 4
L] 11 1 |3]
G| 1 1]

e[ t[3]4]1] 2 [3]4[3]1

Tableau 26 : Corrélation entre les groupes de PAFC et ceux de ’ACP.

Unité 1 Unité 2 Unité 3

m sd m sd m sd
Zn ppm 278,21 250,31 21 374,33 10791,52 30 527,26 8383,33
Pb ppm 182,35 139,90 5484,35 2484,57 7722,14 7548,87
Cd ppm 4,44 4,76 104,92 37,29 185,73 93,49
MO gkg™ 126,02 96,11 166,63 53,83 515,35 125,31
N gkg” 3,76 2,80 3,87 1,94 10,37 7,38
C/N 16,98 5,00 27,40 9,07 40,22 21,80
CEC cmol.kg” 10,61 6,42 15,77 9,43 31,57 19,61
pH (H,0) 5,58 0,54 7,13 0,30 6,34 0,96

Tableau 27 : Valeurs moyennes (m) et écarts-types (sd) des paramétres physico-
chimiques des sols (MO : matiére organique ; N : azote total ; C/N : rapport carbone sur
azote; pH; Zn: 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 :

- T'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 troisiéme formée par les groupes de sites G, J, K, L, liés a VII a XI.

Entre ces unités subsistent des gfoupes isolés intermédiaires H, I et II, V. Le tableau
27 précise les valeurs moyennes (m) et les écarts-types (sd) des paramétres physico-chimiques
des sols des différentes unités biologiques fonctionnelles (UBF).

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 ’AFC. ,

Mais nous pouvons essayer d’affiner cette valeur bioindicatrice au niveau des Unités
Biologiques Fonctionnelles & I’aide d’une Analyse Factorielle des Correspondances Multiples
(AFCM) (fig. 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’axe 1 (inertie de 33,63 %) représente le gradient chimique concernant les éléments
traces métalliques.

Cinq grands groupes ont été trouvés (tab. 29).

Le groupe 1 est composé de bryophytes se trouvant sur des sols trés pauvres en Cd
(sols considérés comme normaux, concentrations inféricures a la norme AFNOR NFU 44-
041), le groupe 2 a plutdt tendance a étre constitué de bryophytes se développant sur des sols
trés pauvres en Zn, qui est un oligo-élément du sol. A droite de I’axe 1, nous sommes en
présence de groupements bryologiques se développant sur des sols dont les concentrations en
¢léments traces métalliques sont égales ou supérieures a la norme AFNOR (groupes 3, 4, 5).

I1 convient également de noter que les autres variables (CEC, C/N, MO, N, pH) ont
des valeurs croissantes du groupe 1 au groupe 5.

Trois classes de bryophytes peuvent étre distinguées ici :

- la classe a rassemblant les groupes 1 et 2 contenant des bryophytes se
développant sur des sols trés pauvres en métaux ;

- la classe B, 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 extrémement riches en métaux.

En outre, les espéces juvéniles et a vitalité réduite ne se rencontrent que dans les
classes B et 7.

Shaw (1987b) a montré qu’une bryophyte comme Funaria hygrometrica pouvait
présenter des variations de croissance du gamétophyte, de germination, de morphologie
lorsque I’on soumettait cette bryophyte a de fortes concentrations en cuivre au niveau du sol.
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Figure 33 : Carte factorielle représentant les axes 1 et 2 de PAFCM.

Zn ppm Pb ppm Cd ppm MO g.kg”
Znl de 20,766 a 300 | | Pbl de 3,953 a Cdl 0 MO1 de4,34128,8
100
Zn2 >300 a 10000 Pb2 >100a 1000 | jCd2 de0,201a2 MO2 >128,82a
205,3
Zn3 >10000 a Pb3 >1000 a Cd3 >22a200 MO3 >205,3 a 455
30000 15000
Zn4 >30000 & Pb4 >15000 a Cd4 >200a 325,3 MO4 >455 4 689,4
53436,3 30376,98
CEC N gkg' pH (H,0)
cmolkg”
CEC1 de1,5a10,1 Ni de 0,26 4 C/N1 de8,8a17,1 pH1 de4,8a5,2
2,99
CEC2 >10,1a15 N2 >29934,8 C/N2 >17,1a20,9 pH2 >5236
CEC3 >15a21,1 N3 >4.8347,05 C/N3 >20,9 a 29 pH3 >6 3 6,8
CEC4 >21,1a67 N4 >705a27,7| |C/N4 >292a75,3 pH4 >6,847,9

Tableau 28 : Classes des paramétres physico-chimiques des sols (MO : matiére
organique ; CEC : capacité d’échanges cationiques ; N : azote total; C/N: rapport
carbone sur azote ; pH ; Zn : zinc ; Pb : plomb ; Cd : cadmium) utilisés pour PAFCM.
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Groupe 1 Abrévi | Concentrations en Cd trés faibles ou nulles, Classes des
ation | concentrations en Pb trés faibles variables de
I’AFCM
Hépatique a thalle He
Brachythecium sp. Bsp Cdl Cd2
Callergionella cuspidata C Pbl
Dicranum scoparium D
Polytrichum piliferum s Ppis
Rhytidiadelphus squarrosus R
Polytrichum juniperinum s Pjus
Hypnum cupressiforme H
Polytrichum juniperinum Pju
Groupe 2 Concentrations en Zn trés faibles, sols pauvres en matiére
organique, pH acide (4,8 4 5,2)
Campylopus paradoxus Ca Znl
Campylopus paradoxus s Cas CE1 pH1
Ceratodon purpureus Ce MOI1 N1
Scleropodium purum Pp C/N1
Groupe 3 Concentrations en Zn, Pb et Cd au-dessus de la norme
AFNOR, sol a pH plus acido-neutre, présence de matiére
organique
Aulacomnium androgynum A
Pottia starkeana Po Pb2 Zn2
Bryum argenteum j Baj N3 MO2
Brachythecium albicans B CE2 Cd3
Pohlia nutans s Ps pH2 C/N2
Ceratodon purpureus s Ces pH3 CE3
Pottia starkeana * Po*
Groupe 4 Concentrations en Pb, Zn et Cd nettement supérieures a la
limite de la norme AFNOR, sols 4 tendance plutét neutre
voire basique, matiére organique importante
Ditrichum cylindricum Di
Ditrichum cylindricum * Di* N2 Pb4
Aulacomnium androgynum j Aj C/N3 MO3
Weissia controversa var. crispata| Ws pH4 Zn3
s
Weissia controversa var. crispata| W¥* C/N4 Pb3
*
Bryum capillare s Bces
Brachythecium albicans j Bj
Groupe 5 Concentrations en Pb, Zn et Cd extrémement importantes,
sols trés riches en matiére organique et a pH neutre voire
basique
Eurhynchium sp. E
Pohlia nutans P CE4 Zn4
Pohlia nutans j Pj MO4 Cd4
Weissia controversa var. crispata| W N4
Bryum capillare Bc
Brachythecium albicans * 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, Zn 300 ppm).
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Shaw er al. (1991) ont également montré que les métaux avaient une influence non
négligeable sur la croissance, sur la reproduction et sur la morphologie de Ceratodon
purpureus.

Le tableau 29 montre que certaines bryophytes, comme Weissia controversa var.
crispata, Pohlia nutans, Pottia starkeana..., ne se retrouvent que sur des sols dont les
concentrations sont trés importantes en matiére organique et en éléments traces métalliques
(Pb, Zn et Cd).

Shacklette (1965a, b, 1967) a montré que certaines bryophytes se développaient sur
des substrats trés riches en cuivre et en éléments traces métalliques en général. Ces
bryophytes des genres Mielichhoferia, Scopelophila, Gymnocolea et Cephaloziella sont en
général accompagnées d’autres bryophytes également tolérantes a ces fortes concentrations en
métaux mais pouvant se développer également sur des sites « normaux» (bryophytes
pseudométallophytes). 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 réalisés sur des bryophytes
« cupricoles » que nous n’avons pas retrouvés sur nos sites, mais qui étaient signalés encore
en 1986 par Sotiaux ef 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 particuliére. Lors de nos échantillonnages successifs,
les plantes supérieures n’étaient pas trés 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 Lambinon & Auquier
(1963), car cela implique des études beaucoup plus approfondies des mécanismes de
bioaccumulation de ces différentes espéces. Mais il semblerait plausible, comme 1’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 polymorpha et Jungermannia
gracillima, que certains bryophytes se soient adaptées a leur milieu en développant au fil des
générations des écotypes différents permettant d’avoir une certaine tolérance vis-a-vis de ces
concentrations létales en Cd, Pb et Zn observées sur les sites calaminaires étudiés.

1.3.2. Conclusion

Les résultats de ce travail ne permettent pas de répondre de fagon définitive a 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 trés chargés en Cd, Pb et Zn les bryophytes considérées
comme métallophytes absolus, mais ils permettent déja d’apporter un début de réponse quant
a la possibilité d’établir des diagnostics fiables concernant la contamination de certains sites
en éléments traces métalliques.

Ce résultat nous améne a 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 comme Cephaloziella divaricata ou Scopelophila cataractae disparaissent
progressivement des sites belges et frangais et, d’autre part, savoir s’il existe véritablement
des €cotypes métallo-tolérants concernant certaines bryophytes ubiquistes. Des mises en
culture de ces bryophytes, ainsi que des tests croisés devraient nous apporter des éléments de
réponse.
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II. IMPACTS DES ELEMENTS TRACES METALLIQUES SUR LES
COMMUNAUTES BRYOLICHENIQUES

Les travaux présentés dans ce chapitre ont été réalisés en collaboration avec M.
Damien Cuny et présentés dans sa thése (Cuny, 1999).

I1.1. LES CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DES SOLS

Les résultats bruts des caractéristiques physico-chimiques des sols sont présentés dans
le tableau 30. Nous proposons & la fin de ce paragraphe un résumé et une discussion sur les
résultats obtenus pour les sols.

Pour plus de clarté, nous avons séparé les résultats obtenus pour les éléments traces
métalliques de ceux des autres caractéristiques édaphiques.

I1.1.1. Les caractéristiques édaphiques

Les variables édaphiques des sols ont été traitées par analyse factorielle discriminante
(AFD). Les résultats sont présentés tableau 31 et figure 34.

L’horizon superficiel du sol d’Auby est composé de différentes fractions. On
distingue tout d’abord une litiére importante de végétaux, dominée par des rosettes de feuilles
d’Armeria maritima subsp. halleri. La fraction minérale est composée d’éléments grossiers
hétérogenes. Nous avons observé des débris exogénes comme des morceaux de briques, de
tuiles et de bois. Une fraction grossiére schisteuse est également présente. Les produits
exogénes pourraient mettre en évidence des dépdts de matériaux sur ce site, autres que les
dépdts d’origine métallurgique. La fraction fine (i.e. aprés tamisage 2 2 mm) est plus
homogeéne. Une observation 4 la loupe binoculaire y révéle la présence de nombreux débris
végétaux.

Ces observations sont confirmées par les résultats des dosages qui révélent un taux
important de matiére organique. Il n’est cependant pas significativement différent des taux de
Harnes et de Carvin. Le taux de matiére organique est fortement corrélé avec la capacité
d’échange cationique (tab. 32). Cela semble indiquer que les éléments traces pourraient se
fixer préférentiellement sur cette fraction de sol. L’azote dosé est principalement de ’azote
organique. Le pH varie de 5,77 4 6,32, nous sommes donc dans une gamme de pH acide,
confirmée par les dosages de calcium. Ces derniers (sauf pour Iindividu AH6) caractérisent
un horizon pas ou peu calcaire.

Le sol de Mortagne se caractérise également par la présence d’éléments grossiers
exogénes qui sont de nature similaire 4 ceux rencontrés 2 Auby. Nous avons aussi observé des
éléments schisteux, qui mettent en évidence des dépéts d’origine métallurgique. La fraction
fine, ocre a brune, contient des débris végétaux, mais en plus faible quantité que
précédemment.

La concentration en matiére organique est significativement inférieure a celle des
autres sites contaminés. La capacité d’échange cationique est plus faible. Il est intéressant de



Sites groupe n° relevé MO (g/kg) N (g/kg) C/N CEC pH Cadmium Plomb Zinc (mg/kg)
(cmol+/kg) (mghkg) | (mgke)
Auby 1 AHI 564,70 16,41 20,01 46,10 5,88 376,00 5209,00 29650,00
1 AH2 462,30 9,36 28,72 37,90 5,90 124,40 5077,00 21660,00
1 AH3 313,40 3,02 60,65 11,65 6,32 98,20 14855,00 18195,00
1 AH4 320,40 5,12 36,39 21,90 6,12 97,80 5597,00 30050,00
1 AHS5 596,20 19,00 18,24 51,90 5,77 523,00 7500,00 33650,00
1 AH6 159,10 3,20 28,91 10,60 5,95 39,80 3081,00 7680,00
Mortagne 2 Mi14 106,98 4,32 14,43 12,33 5,77 39,65 8004,00 14681,25
2 M15 140,40 4,46 18,30 11,50 5,46 19,40 3666,00 5860,00
2 Mi16 127,60 4,21 17,62 11,80 5,69 25,10 6940,00 7830,00
2 M17 156,20 3,22 28,20 8,60 6,12 92,40 11030,00 3430,00
2 Mi1 121,60 4,59 16,61 14,45 6,03 49,65 6809,50 11770,00
2 M13 190,70 4,81 23,06 15,60 6,00 66,90 3730,80 6338,80
2 Mi2 137,30 3,13 25,50 10,00 5,95 86,10 5957,00 13490,00
Harnes 3 TH1 210,00 6,19 19,73 18,10 © 4,76 2,00 165,00 321,00
3 TH2 226,90 7,48 17,63 19,80 4,67 2,00 182,00 327,00
3 TH3 358,25 11,68 17,94 26,60 4,68 25,30 2992,00 2264,50
3 TH4 169,80 4,41 22,38 14,00 5,22 2,00 234,00 211,80
3 TH5 186,80 5,54 19,60 12,30 4,90 2,00 185,00 180,10
Carvin 4 TC1 247,90 4,07 35,41 11,50 6,28 2,00 187,00 122,90
4 TC2 351,60 5,99 34,12 15,90 6,01 2,00 321,00 151,20
4 TC3 379,80 4,38 50,41 11,60 5,56 2,00 222,00 109,70
4 TC4 234,60 3,83 35,61 9,70 5,97 2,00 150,00 135,30
4 TCS 338,30 6,13 32,09 15,40 5,79 2,00 116,00 151,40
Témoin 5 M21 18,40 0,90 12,04 4,10 5,22 2,00 100,00 58,20
5 M22 19,30 0,85 13,80 3,40 4,82 2,00 100,00 100,70
5 M21B 86,25 3,69 13,96 10,20 3,38 2,00 100,00 85,90
5 M31 54,20 1,39 22,66 6,90 3,48 2,00 100,00 21,50
5 M32 33,90 0,88 22,39 4,20 3,19 2,00 100,00 27,50
5 M33 35,80 1,76 11,82 8,20 572 2,00 100,00 35,60
Auberchicourt 6 TAt 53,56 2,10 14,70 11,19 6,45 2,00 100,00 137,60
6 TA2 58,40 2,51 13,40 12,89 6,80 2,00 100,00 139,27
6 TA3 48,63 2,05 13,70 9,95 6,40 2,00 100,00 144,89

Tableau 30 : Résultats bruts des différents paramétres physico-chimiques des sols pollués et du sol témoin.

Groupes : groupes utilisés dans I’AFD ; Relevés : abréviations des sites ; MO : matiére organique ; N : azote total ; C/N : rapport carbone sur azote ; CEC : capacité
d’échanges cationiques. Les valeurs en italique indiquent les échantillons dans lesquels les concentrations sont inférieures aux limites de détection de I’appareil. Nous avons
choisi les valeurs de la norme AFNOR NF U 44-041 comme valeurs seuil.
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Individu  Groupe initial sxe 1 Axe 2 Groupe estimé
AH1 1 -3,97 1,27 1
AH2 1 3,66 2,24 1
AH3 1 -5,18 1,51 1
AH4 1 -3,04 1,45 1
AHS 1 -3,89 2,84 1
AH6 1 -0,44 0,75 2
Mi14 2 1,59 0,90 2
Mi15 2 1,19 -0,46 2
M16 2 1,15 0,30 2
M17 2 -0,61 -0,14 2
Mi1 2 1,00 2,12 6
M13 2 -0,34 1,00 2
Mi12 2 0,08 0,68 2
TH1 3 1,18 -0,22 3
TH2 3 1,29 -0,40 3
TH3 3 -0,25 -1,96 3
TH4 3 0,85 0,15 3
THS 3 1,15 -2,19 3
TC1 4 2,47 -0,91 4
TC2 4 -3,36 -3,50 4
TC3 4 -4,53 4,20 4
TC4 4 -2,00 -1,54 4
TC5 4 -2,78 -3,78 4
M21 5 3,26 -1,02 5
M22 5 3,58 -1,43 5

M21B 5 4,61 -1,74 5
M31 5 4,17 -0,44 5
M32 5 4,72 -1,35 5
M33 5 2,61 0,90 2
TAl 6 1,41 3,02 6
TA2 6 1,09 3,81 6
TA3 6 1,57 2,33 6

Tableau 31 : Résultats de I'analyse factorielle discriminante des sites
selon les variables édaphiques. Les groupes estimés sont ceux établis
par I'AFD. Les colonnes "Axe'" reprennent les coordonnées des
individus sur la représentation graphique. Les sites mal classés sont en

gras.
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(A) et représentation des variables canoniques (B).
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Auby MO N C/N CEC pH Auby Cadmium Plomb Zinc

MO 1,00 Cadmium 1,00
N 0,93 1,00 Plomb -0,01 1,00
C/N -0,54 -0,75 1,00 Zinc 0,74 0,04 1,00
CEC 0,96 0,97 -0,74 1,00
pH -0,58 0,77 0.97 0,77 1,00 Mortagne Cadmium Plomb Zinc
Cadmium 1,00
Mortagne MO N C/N CEC pH Plomb 0,42 1,00
MO 1,00 Zinc -0,08 -0,04 1,00
N 0,07 1,00
C/N 0.66 -0,70 1,00 Hames Cadmium Plomb Zinc
CEC 0,20 0,89 -0,50 1,00 Cadmium 1,00
pH 0,35 0,34 0,58 0,02 1,00 Plomb 1,00 1,00
Zinc 1,00 1,00 1,00
Hames MO N C/N CEC pH
MO 1,00 Carvin Cadmium Plomb Zinc
N 0,99 1,00 Cadmium 1,00
C/N -0,67 0,75 1,00 Plomb NS 1,00
CEC 0,94 0.95 0,68 1,00 Zinc NS 0,03 1,00
pH -0.64 -0,72 0,96 0,69 1,00
Témoin Cadmium Plomb Zinc
Carvin MO N C/N CEC pH Cadmium 1,00
MO 1,00 Plomb NS 1,00
N 0,62 1,00 Zinc NS -0,69 1,00
C/N 0,46 -0,41 1,00
CEC 0,62 0,98 -0,40 1,00 Auberchicourt Cadmium Plomb Zinc
pH 0,73 -0,19 -0,65 -0,09 1,00 Cadmium 1,00
Plomb 0,99 1,00
Témoin MO N C/N CEC pH Zinc 0,58 0,48 1,00
MO 1,00
N 0,91 1,00 Tabl 3:C i d .
N 017 023 5 ableau 3 E oefficients de cm"rél'atlon. entre les éléments
CEC 0.87 0.91 0.15 1,00 traces métalliques. (NS = Non Significatif).
pH -0.61 -0,30 -0,78 -0,18 1,00
Auberchicourt MO N C/N CEC pH
MO 1.00
N 0,91 1,00
C/N -0.22 -0,60 1.00
CEC 1,00 0.94 -0.31 1,00
pH 0,92 1,00 -0,59 0,95 1,00

Tableau 32 : Coefficients de corrélation entre les variables édaphiques. (MO
matiére organique ; N : azote organique ; CEC : capacité d'échanges cationiques
pH).
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remarquer que la CEC et la MO ne sont pas corrélées. Par contre la CEC est corrélée avec
Iazote. 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 a 6,12, ce qui caractérise des horizons superficiels acides. Ces
horizons sont peu calcaires.

Le sol du terril de Harnes a une structure différente des sites précédents. Les pentes
du terril, notamment au niveau de la rampe d’accés, permettent d’observer une stratification
réguliére 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 grossiers exogénes peuvent étre 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 a celui observé a Auby. De méme, la CEC est corrélée
a la MO Cette fraction pourrait étre un site préférentiel de stockage des €léments traces
métalliques. 1.’azote dosé est principalement de 1’azote organique. Les valeurs de pH varient
entre de 4,67 a 5,22 et caractérisent des horizons trés acides a acides. Ces horizons sont peu
calcaires.

Les résultats obtenus pour les échantillons de Carvin sont trés proches des précédents.
Les aspects macroscopiques sont identiques avec une prédominance d’éléments schisteux
noirs ou rougeitres. Les éléments exogénes 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. II 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 grés carboniferes 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 étre importante dans le stockage des cations. La gamme de pH et des
concentrations en calcium caractérisent un substrat trés acide a acide et peu calcaire.

Les résultats de ’AFD montrent que les différents groupes sont bien individualisés.
Trois observations ont été reclassées par I’analyse. Les écarts entre les points au sein d’un
méme groupe soulignent les coefficients de variation importants. Il s’agit de ’observation
AH6 (Auby) qui est associée au groupe de Mortagne, M11 (Mortagne) qui est associ€ au
groupe du terril d’Auberchicourt et M33 (Flines-les-Mortagne) qui est associé au groupe de
Mortagne. Selon les axes 1 et 2 (fig. 34), le groupe d’Auby peut étre discriminé par les
valeurs de la CEC De méme, la MO et C/N permettent de différencier 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 1 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.



Individus _ Groupe initial Axe 1 Axe2  Groupe estimé

o AHI 1 427 2R 1
i AH2 | 341 -0,94 1
g . AH3 1 520 2,95 1
£ AH4 1 5,34 -1,53 1
8 AHS 1 518 228 1
- AH6 1 0,32 0,02 2
Ml4 2 291 1,02 2
. M1s 2 0,16 042 2
Ml6 2 1,35 1,37 2
am 10 ___'I;r.'__ __“':-1-1— -—»-—-" " Mi7 2 |,25 3,|0 e
Ml 2 2,05 0,87 2
10 . . Mi3 2 0,12 0,28 2
. - M1z 2 2,07 0,30 2
) THI 3 -1,79 022 4
. * TH2 3 -1,78 021 4
Axe Horizontal F 1 TH3 3 0,75 0,54 3
iy TH4 3 -1,79 0,18 4
THS 3 -1,81 0,20 4
TCI 4 -1,82 0,19 4
SRR Individus & Auby TC2 4 -1.78 0,14 4
~ Individus de Mortagne TC3 4 -1,82 0,18 4
4 TCA 4 1,83 0,20 4
TCS 4 -1,83 -0,22 5
3+ M21 5 -1,86 021 5
M22 5 -1,87 0,25 6
2 «Pb M2IB 5 41,85 0,22 5
1. M3l 5 1,86 021 5
M32 5 -1,86 021 5
+—8 = t M33 5 -1,B5 0,21 5
-B A 1 3 5 zn TAI 6 -1,85 0,23 6
*Cd TA2 6 -1.85 0,24 6
2] TA3 6 -1,85 0,24 [
a

Tableau 34 : Résultats de I'analyse factorielle discriminante des sites selon les concentrations en
éléments traces. Les groupes estimés sont ceux établis par I'AFD. Les colonmes "Axe"
reprennent les coordonnées des individus sur la représentation graphique. Les sites mal classés

Figure 35 : Représentation graphique des individus selon les axes 1 et 2 (A) et sont en gras,

représentation des variables canoniques (B).

Ay MO N N CEC i Carvint MO N — N CEC pH
Cd (mg'kg) 088 0,96 062 0,88 -0,65 Cd (mg'kg) NS NS NS NS NS
Pb (mg/kg) 0,02 0,19 0,79 0,24 0,69 Pb {mg/kg) NS NS NS NS NS
Zn (mg/kg_) 0,82 0,73 038 0,77 0,32 In [rm NS NS NS NS NS
Mortagne MO N N CEC pH ~ Temoin MO N CN CEC pH
Cd (mg/kg) 045 067 1,86 0,34 0,85 Cd (mg/kg) NS NS NS NS NS
Pb (mg/ks) 031 -0,58 025 -0,59 0,48 Pb (mg/kg) NS NS NS NS NS
Zn (mg/kg) -0,67 0,00 -0,48 0,17 0,01 Zn (rgg@ NS NS NS NS NS

Harnes MO N CN CEC___ pH Auberchicourt MO N N CEC oH
Cd (mg/kg) 0,96 (X7 045 0,84 041 Cd (mg/ks) 0,98 0,98 042 099 0,98
Pb (mg/kg) 0,95 0,91 043 0,84 039 Pb (mpfke) 0,95 0,99 0,52 0,97 1,00
Zn (mg/kg) 0,97 0,94 -0,49 0,88 -045 n (mgﬂ(&) -0,74 -0,39 -0,50 -0,67 0,41

Tableau 35 : Coefficients de corrélation entre les différentes variables édaphiques et
les éléments traces métalliques. (NS = Non Significatif).

(49!
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1.1.2. 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 trés 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 cadmium, 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 trés heterogenes Un relevé (97052003)
présente des concentrations beaucoup plus importantes que les autres. Celles-ci ont été
vérifiées et confirmées. Hormis pour 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 inférieures au seuil de détection. Nous pensons en fait que le
relevé trés contaminé a été effectué sur une zone ou il y a eu un dépdt de matériaux
métallurgiques.

Les concentrations du sol d’Auberchicourt sont trés faibles et inférieures 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 & leur origine (tab. 33). Plus le coefficient est élevé, plus la probabilité que les éléments
aient la méme 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
utilisés par P'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 et/ou 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), a I’inverse des concentrations en plomb.
L’origine principale des éléments traces sur le site d’Auby semble étre I’entreprise Union
Miniére. Nous ne pouvons cependant pas exclure totalement la contribution de sources
diffuses.

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 4 proximité. Nous pensons étre 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 différentes fractions du sol et plus en
profondeur.

Les résultats obtenus pour le site de Harnes sont biaisés par les différences existant
entre les valeurs. Nous avons réalisé 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 & des sources diffuses : centres industriels et
urbains. Dans le cas du dépdt direct, il semble que les éléments se situent au niveau de
I’horizon superficiel, fortement liés a la MO.



S 7r | AH1 AH2 AH3 AH4 AHS AH6 THI TH2 TH3 TH4 THS TC) Tc2 TC3 TC3Bis TC4 TC4Bis TCATer TCS TCSBis M3l M21Bis M22 M3l M32 M33 M1l _MI2 MI3 Mi4 MIS Mis MI17 TAl TA2 TA3
Bryophytes
Aulacomnium androgynum Aa +
Brachythecium albicans Ba 1 2m + + b1 + T 4 + 2m + 1 3
Bryum sp. Br 1 +
Bryum argenteum Bra +
Bryum capillare Bre 2m 3 1 t 2 + 3 2 2 2 3 +
Brachythecium rutabulum Bru 2
Brachythecium velutinum By 3 3
Campylopus introflexus Cal + 3 t 4 2 2
Ceratodon purpureus Cep 3 2m P 3 2b + 1 2b 3 3 2 2 + 3 2 3 2
Homalothecium hutescens o] 2b 1
Dicranelia heteromala Dh +
Hypnum cupressiforme vas. elatum He 3 + 1
Eurhynchium praelongum Op 1
Pohlia nutans Pn 2m 3 1
Polytrichum formosum Pof 3 4 3
Polytrichum juniperinum Paf 2m
Polytrichum piliferum Pop 28
Pogonatum urnigerum Pu 3
Racomitrium canescens Re 2
Scleropodium purum S 1 1
Weissia controversa var. crispata We 26 2+ 5 + P 2b 2m 1 22 + 1 + 2b T 2b 3
Lichens
Baeomyces rufiis br T ' 2 1 2m + 1
Cladonia sp. e 1 + ] T r 2a v
Cladonia coniocraea ce 26 v 2m P + + 2a ! + + } 1
Cladonia cenotea cce +
Cladonia chlorophaea cch m 1 P + 3 + + —
Cladonia conoidea cco 3 + + (V]
Cladonia cormuta ccor E*S
Cladonia cryptochlorophea cer +
Cladonia fimbriata o 1 t r 3 2b r
Cladonia fimbriata var. apolepta fo. coniocraea ofa 3
Cladonia furcata ofu 2m 2 \ | f
Cladonia glauca fo. glauca cg 1
Cladonia gpe conotdea cge 20 +
Cladonia humilis ch + 4 20
Cladonia merochlorophea om 1
Collema sp. co 13
Cladonia pocillum cp 1 H
"|Cladonia ramulosa or } r 1
Cladonia rangiformis cra 5 r 2b
Cladonia rei cre 2 4 + + +
Cladonia scabriuscula cse |
Cladonia subnlata cs 1 r 2 1
Diploschistes muscorum dm 1 3 P + r + 22 2 ) + 3 2 1 3
Endocarpon adscendens ea 3 4 28
Evernia prunastri ep + 1
Lepraria sp. ! +
Peltigera didactyla pd r 4 [
Peltigera rufescens pr 3 +
Sarcosagium campestre var. macrosporum sc 3 1 3
Stereocauion sp. o 2b , 2a
Vezdaea leprosa v 22 1 1 1

Auby Handicapé (AH) : données de AH1 a4 AH
Terril de Hames (TH) : données de TH1 & TH5
Temil de Carvin (TC) : données de TC1 A TC 5 bis

Site témoin de Flines les Mortagne (M) : données de M21 a M33
Mortagne du Nord (M) : données de M11 a M17
Territ d' Auberchicourt (TA) : données de TA1 a TA3

Tableau 36 : Résultats bruts des relevés bryolichéniques sur les sites pollués par les ETM et le site témoin.
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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
diffuses telles que les transports et I’activité agricole.

Les concentrations en plomb et cadmium des échantillons d’Auberchicourt sont
corrélées. Mais les concentrations sont extrémement faibles et correspondent au fond
géochimique.

Les résultats de ’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 a 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 axes et fournissent les mémes
représentations graphiques.

L’ensemble de ces résultats montre que les sols étudiés sont trés hétérogenes. Cette
variabilité intra-site pourrait s’expliquer par leur utilisation. Ce sont des dép6ts de matériaux
industriels qui sont par nature hétérogénes. Nous ne pouvons exclure la présence de dépdts
incontrdlés, plus ponctuels, qui ne feraient qu’amplifier ce phénomeéne.

Nous avons observé que la MO des sols est une fraction fondamentale. Celle-ci semble
jouer deux rdles 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 réle est
confirmé par les coefficients de corrélation obtenus avec la CEC. La deuxiéme fonction de la
MO est la régulation du pH, par conséquent de la biodisponibilité des éléments traces.

Dans les sols de Mortagne et de Carvin, la fraction minérale, argileuse ou plus
grossiére, semble jouer un rle 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 Miniére. Ceux
du site de Mortagne seraient plus relictuels du passé industriel. Pour les sites de Harnes et de
Carvin, les éléments traces semblent issus de sources diffuses ou parfois de dépdts directs de
matériaux contaminés.

En résumé :
Les résultats mettent en évidence :

- une hétérogénéité caractéristique des sols ;

- Pimportance de la matiére 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 role 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 ’ensemble des variables, les sites différent significativement les
uns des autres. Les variables édaphiques sont donc impérativement a intégrer dans
I’élaboration de I’échelle de diagnostic de la contamination des sols & I’aide des
communautés bryolichéniques.
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Figure 36 : Représentation graphique des résultats de I' AFCM selon les axes 1 et 2. Pour la signification des abréviations voir tableau 36.
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I1.2. RESULTATS DES ANALYSES STATISTIQUES SUR LES RELEVES FLORISTIQUES

Nous rappelons ici succinctement que cette analyse a pour buts (1) d’associer les
espéces entre elles et (2) d’associer les espéces 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 a laquelle elles appartiennent. Nous
devons nécessairement faire appel a un systéme de trois axes pour décrire I’ensemble des
groupes définis par ’analyse.

Selon les axes 1 et 2 (fig. 36), PAFCM définit cinq groupes d’espéces bien
individualisés : I, II, III, IV et V. Au centre de la fig., se situe un groupe plus important
(groupe HI).

Ces ensembles sont significativement associés a des variables physico-chimiques. Cela
signific que la plupart des espéces observées s’associent en fonction des caractéristiques du
sol, mais aussi que les variables retenues permettent d’expliquer la majeure partie des groupes
d’espéces. Les concentrations des sols en ETM, la matiére organique (MO), le pH et la
capacité d’échanges cationiques (CEC) contribuent essenticllement a 1’axe 1. La CEC
contribue également a ’axe 2 comme I’azote organique (N). _

Ainsi, les espéces du groupe I et II se développent sur des sols trés acides a acides, non
pollués et pauvres en matiére organique. Pour le groupe II, le pH et la concentration en MO
sont un peu plus élevés que pour le groupe 1. Les groupes III, IV, V rassemblent des especes
présentant la capacité de se développer sur des sites pollués. Nous pouvons €tablir un
classement de ces sites selon une concentration croissante en ETM : Il < IV << V.

Les groupes I1I et I'V sont séparés gréce a la contribution plus importante des ETM sur
axe 1. Les espéces de ces groupes se développent sur des sols moins acides, un peu plus
riches en MO que les groupes I et I1.

Les teneurs en ETM du sol permettent de séparer les groupes IV et V. En effet, a partir
des relevés floristiques globaux (tab. 36), nous observons que les espéces des groupes [V et V
sont plus liées aux sols pollués que celles du groupe I1I.

Les groupes III et IV rassemblent des espéces 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 trés pollués contrairement a celles du groupe III qui
semblent plus fréquentes sur les sites témoins. Cette répartition pourrait mettre en évidence
des phénoménes de tolérance aux éléments traces métalliques plus ou moins importants selon
les espéces. En effet, le groupe III est composé de Cladonia qui ont fréquemment posé des
problémes d’identification, principalement causés par des atteintes macroscopiques modifiant
les caractéristiques morphologiques des thalles. Certaines bryophytes posent également de
nombreux problémes lors des déterminations car elles ont également des atteintes
morphologiques rendant extrémement difficile Iutilisation des clés de détermination. Il est
vraisemblable que ces dommages soient imputables aux ETM. Nous ne pouvons pas
totalement exclure I'existence de mécanismes de compétition entre les espéces des groupes 111
et V. Ces mécanismes pourraient expliquer en partie ’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 & mesure
que les concentrations en ETM augmentent. Ces résultats nous permettent d’établir
Pexistence de groupes associant des bryophytes et des lichens, dont la composition spécifique
varie significativement en fonction des caractéristiques édaphiques des sols.



Groupe I : espéces métallophobes

Cladonia glauca fo. glauca
Collema sp.

Pogonatum urnigerum
Racomitrium canescens
Dicranella heteromalla
Cladonia gpe conoidea
Polytrichum juniperinum
Polytrichum piliferum
Aulacomnium androgynum

Groupe I : espéces métallophobes

Campylopus introflexus
Polytrichum formosum

cg
co
Pu
Re
Dh
cge
Poj
Pop
Aa

Cai
Pof

pH1

pHI

Groupe I1I : groupe d'espéces ubiquistes, principalement présentes sur sites peu ou faiblement pollués

Cladonia ramulosa cr
Cladonia sp. c
Cladonia furcata cfu
Bryum argenteum Bra
Cladonia pocillum cp
Cladonia rangiformis cra
Endocarpon adscendens ca
Homalothecium lutescens Ct
Hypnum cupressiforme var. elatum He
Cladonia subulata cs
Peltigera didactyla pd
Bryum sp. Br
Eurhynchium praelongum Op
Brachythecium rutabulum Bru
Brachythecium velutinum Bv
Cladonia coniocraea cc
Brachythecium albicans Ba
Ceratodon purpureus Cep
Cladonia chlorophaea : cch
Cladonia fimbriata cf
Cladonia fimbriata var. apolepta fo. coniocraea cfa
Peltigera rufescens pr
Scleropodium purum Sp
Lepraria 1
Evernia prunastri ep
Cladonia cornuta ccor
Cladonia merochlorophea cm
Cladonia scabriuscula csc

Groupe IV : groupe d'espéces ubiquistes pouvant s'observer sur des sites pollués

Cladonia humilis ) ch

Cladonia cenotea cce
Cladonia conoidea cco
Baeomyces rufus br

Stereocaulon sp. st

Pohlia nutans Pn
Weissia controversa var. crispata We
Bryum capillare Bre
Diploschistes muscorum dm
Cladonia rei cre

Groupe V : espéces métallophytes

Vezdaea leprosa v
Sarcosagium campestre var. macrosporum sc

Pbl, Cd1, Znl
pH3 MOI, CECI
NI
CN1

N2
C/N2
Pb3
Cd3
Zn3
MO3
pH4

C/N4
Pb4

MO2
Zn2
Cd2
Pb2

C/N3

Tableau 37 : Composition spécifique des groupes écologiques déterminés par 'AFCM. Les abréviations sont celles utilisées pour I'AFCM. Nous avons replacé les

~ classes de variables physico-chimiques qui caractérisent les groupes.
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Les espéces des groupes I et II sont métallophobes. Les groupes III, IV sont des
groupes de transition. En effet, le groupe IV est composé d’espéces ubiquistes, rencontrées
sur des sites contaminés en ETM mais parfois également sur des sites sains. On pourrait
penser que ces espéces sont des pseudo-métallophytes. Les espéces du groupe V semblent étre
des métallophytes. Il est intéressant de souligner que le groupe V n’est composé que de
lichens. Ces espéces semblent particuliérement inféodées au plomb. Il est donc nécessaire de
travailler avec des groupes d’espéces. Une communauté bryolichénique apporte une
indication plus précise sur les conditions écologiques que les espéces considérées isolément.
Lutilisation d’une espéce seule peut conduire & des faux positifs ou a des faux négatifs.
Ainsi, c’est une association d’espéces telles que Vezdaea leprosa, Sarcosagium campestre
var. macrosporum et Bryum capillare (intermédiaire entre les groupes IV et V) qui peuvent
indiquer la contamination d’un site.

Dans l'optique de disposer d’un outil diagnostic, nous avons associé ces résultats a
ceux d’une étude précédente (Denayer ef al., 1999) ne comportant que des groupements
exclusivement bryophytiques se développant sur des sites similaires.

Il est intéressant de comparer nos résultats avec les travaux réalisés antérieurement. Il
s’avere que la seule association qui se rapproche le plus de notre composition floristique
globale est le Cladonietum rei décrit par Paus en 1997. Il s’agit d’une association
bryolichénique terricole composée de Cladonia div. sp. 4 large amplitude écologique,
préférant les milieux perturbés, indifférente au pH et tolérante aux &léments traces
métalliques. :

Nous pouvons proposer une partition du cortége floristique du Cladonietum rei selon
nos groupes écologiques. Celle-ci fait apparaitre la participation des groupes Il & V. Les
caractéristiques d’association (Cladonia rei, C. chlorophaea, C. humilis et Peltigera
didactyla) se répartissent dans les groupes III a V, soit sur des sols peu a trés pollués. Les
caractéristiques de Palliance (Cladonion rei Paus 1997) telles que Cladonia fimbriata et
Ceratodon purpureus appartiennent au groupe 11 (sites peu ou faiblement pollués).

I1.3. RESULTATS DE L’ACP

Lors de travaux précédents (Denayer et al., 1999), nous avons défini cing groupes de
bryophytes en fonction des concentrations en éléments traces des sols sur lesquels elles se
développent. Pour y associer les travaux sur les communautés bryolichéniques, nous avons
affecté, a chaque espéce, les caractéristiques du sol sur lequel elles ont été prélevées. Ensuite,
nous avons effectué la moyenne des valeurs afin de caractériser chaque groupe et d’obtenir
une matrice de valeurs (tab. 38).

Grice a cette matrice, nous avons pu réaliser une ACP. Les résultats sont présentés
figure 37 (a et b). La contribution des variables selon 'axe 1 est de 69,42 % et de 17,7 %
selon P’axe 2, ce qui nous permet de n’utiliser que ce systéme d’axes. Les concentrations en
Cd, M.O et Zn sont négativement liées a I’axe 1, tandis que les autres variables font appel, a
des degrés différents, a I'axe 2. La CEC et I’azote organique sont anti-corrélés avec le plomb,
le pH et C/N.

Nous remarquons que les groupes sont partiellement associés. Ainsi, les groupes 1-1,
2-II, 3-111, qui caractérisent des sols peu ou pas pollués, se sont regroupés. La distance entre
ces différents groupes est expliquée par des variables édaphiques comme le pH et la CEC.

Le groupe III occupe une place intermédiaire proche des groupes précédents, ce qui
confirme les résultats de PAFCM. Enfin, les groupes IV, V, 4 et 5 sont rassemblés dans la
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Cadmiumen CECen Plomb en Zincen

C/N mg/kg cmol’kg MOengkg Nenghkg pH mg/kg mg/kg
17,24 2,00 7,87 65,89 2,59 3,30 100,00 63,19
20,11 2,00 11,11 119,00 3,72 3,92 133,00 142,92

23,17 10,78 11,45 172,08 4,38 5,53 61847 1164,86
21,77 83,76 15,57 192,15 5,30 5,71 5539,28 10560,24
40,32 84,33 17,61 289,05 4,48 6,10 7498,42 19018,96
11,80 0,04 4,98 - 1,78 0,38 5,22 18,12 33,10
15,68 4,01 10,49 125,42 4,16 572 174,09 248381
23,05 22,34 11,92 131,95 3,42 6,20 1657,43 3895,22
43,13 139,54 542 353,30 5,86 6,70 8381,16 26941,59
23,12 216,29 23,15 504,50 16,24 5,88 4823,81 29742,64

nmAEALN =L Z2E= -

Tableau 38 : Matrice des données de ' 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 étre liés au Pb, C/N et pH élevés que le groupe 5, plus
riche en Cd et lié¢ a la CEC et a l’azote organique. Le groupe IV de nos communautés
bryolichéniques semble composé d’espéces moins métallophytes que celles des groupes V, 4
et 5.

Si 'on se réfere 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 précédente étude (Denayer ef al.,
1999). Nous avons travaillé sur des zones plus polluées que celles qui nous intéressent
actuellement. Cela explique pourquoi, sur la figure 36, il y a un groupe de variables sans
especes.

Les mises en évidence de groupes d’espéces bryophytiques métallophobes (1-2) et
métallophytes (4-5) dans notre étude précédente, nous permettent d’émettre I’hypothése que
les groupes d’espéces de bryophytes, dépourvus de lichens, sont plus tolérants & de trés fortes
concentrations en métaux que les groupes d’espéces de bryophytes et de lichens, définis dans
cette €tude. Si nous comparons les compositions spécifiques des groupes, nous retrouvons
plusieurs espéces communes, ce qui souligne la complémentarité de ces deux approches.
Ainsi, Bryum capillare et Weissia controversa, espéces métallophytes, se retrouvent dans le
groupe V; a Tinverse, Polytrichum juniperinum et Polytrichum piliferum, espéces
métallophobes du groupe 1, 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 Bryum capillare mort ou
en trés mauvais état, complétement colonisé par Vezdaea leprosa. Cela nous améne a penser
qu’en plus de la tolrance des espéces aux métaux, il y a des compétitions entre les
bryophytes et les lichens qui font que certaines espéces sont présentes ou pas.

Dans les divers objectifs du PRC, I’évaluation des impacts des éléments traces sur les
communautés d’organismes vivants tient une place importante. Ainsi, de nombreux maillons
des réseaux trophiques terrestres font ’objet de travaux au sein des différentes équipes.

Le but de cette €tude 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 a
la base des réseaux trophiques. Nous avons ainsi étudié la flore de six sites présentant des
contaminations croissantes.

L’¢tude de différentes concentrations en éléments traces des sols a montré qu’elles
sont tres hétérogénes. En effet, sur un méme site, nous avons obtenu des coefficients de
variation pouvant atteindre 100 %. De méme, les autres variables édaphiques sont également
trés hétérogénes.

Cependant, nous avons mis en évidence que les ETM modifient significativement la
composition spécifique des communautés. Nous avons également mis en évidence que les
facteurs édaphiques ne sont pas a négliger et que, parmi ces facteurs, le pH et la teneur en MO
sont les plus importants.

Dans un deuxiéme temps, il nous a semblé trés 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 effet, 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’espéces qui, en intégrant I’ensemble des
caractéristiques des sols permettent une premiére approche globale de leur caractérisation. Il
nous parait fondamental de considérer des groupes plutdt que des espéces prises



162

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 ef al.,
1999) nous a permis de valider nos résultats et d’obtenir une premiére échelle de diagnostic a
laide des bryophytes et des lichens. Nous obtenons ainsi deux groupes d’espéces
métallophobes, un groupe de transition, d’un groupe réparti en fonction de la tolérance de ses
espéces aux ETM et un groupe d’espéces 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 sein du groupe IV, composé d’espéces ubiquistes pouvant se rencontrer sur des
sites trés contaminés, un lichen, rare dans la région, est trés abondant. Il s’agit de
Diploschistes muscorum, qui a fait I’objet de nombreux travaux, montrant que cette espece
avait la capacité d’accumuler de fortes concentrations en ETM sans présenter de dommage
visible (Cuny, 1999). Deux mousses Pohlia nutans et Weissia coniroversa, tolérant
particuliérement bien les ETM, sont également présentes de maniére abondante. Mais nous
avons voulu nous intéresser aux mousses du groupe III (sites peu a faiblement poliués, mais
présentant une certaine capacité & tolérer des concentration supérieures au seuil d’urgence
donné par la norme NF U-44 041) et particuliérement & Ceratodon purpureus. Cette espece
est souvent retrouvée sur des sites trés contaminés, mais également peu ou faiblement
contaminés. Cette bryophyte ubiquiste, semble étre un organisme de choix pour la mise en
place d’un bryocapteur des retombées atmosphériques en ETM.
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ITI. MECANISMES D'ACCUMULATION ET IMPACTS CELLULAIRES DES
ELEMENTS TRACES METALLIQUES CHEZ CERATODON PURPUREUS HEDW.
(BRID.), IMPLICATIONS DANS LE STRESS OXYDANT?

IIL.1. L’EXPOSITION AUX ELEMENTS TRACES METALLIQUES (PB, ZNET CD) (TAB. 39 ET FIG.
38)

Sur le site de Jenlain (TJ), 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 étre un bon témoin en ce qui concerne une non-exposition aux éléments
traces métalliques.

Sur les sites d’Evin-Malmaison (EF1 et EF2), ce sont les concentrations en Cd qui
dominent par rapport aux autres sites. Elles augmentent dés le deuxiéme mois d’exposition
puis chaque mois sans discontinuité. Le Pb suit la méme 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 légérement. Cela pourrait étre
di a 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 maniére similaire, & partir du deuxiéme mois jusqu’au dernier mois d’exposition. Le zinc
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 quatriéme mois d’exposition puis diminue. Cette diminution du zinc du site de
Noyelles n’est pas significative. L’augmentation des trois métaux se fait dés le premier mois
d’exposition et sans interruption jusqu’au quatriéme mois. Les concentrations en plomb
varient trés peu au début de I’exposition pour I’ensemble des sites et augmentent de maniére
sensible le dernier mois. ‘

En résumé, le site de Jenlain semble étre un bon témoin, nous pourrons donc grice a
lui mieux évaluer ’exposition des sites aux ETM et les éventuelles fluctuations des différents
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 1 et Evin Ferme 2) sont plus soumis au
cadmium. Enfin, les diverses fluctuations des concentrations en ETM, sur les divers sites,
pourraient étre dues a un lessivage du Ceratodon pendant les périodes de fortes pluies et pour
une plus faible partie, au vandalisme sur les sites autour de Metaleurop.

* Dans cette étude, 1’ensemble des résultats sont significatifs. Si ce n’est pas le cas, cela sera précisé
dans le texte, les tableaux ou les figures.



Plomb avril/mai mai/juin juin/juillet juillet/aolt ao(it/septembre-octobre
M ET M ET M ET M ET M ET
TJ 5,93 0,21 11,98 1,94 8,18 0,24 10,85 0,55 11,98 1,03
C 7,08 0,67 4,21 0,26 12,27 0,61 35,16 4,25 27,04 1,57
N 2,75 0,18 15,57 1,06 20,92 0,00 17,21 1,62 * 13,12 0,41
EF1 5,14 0,15 13,17 0,88 7,72 0,79 19,17 3,01 33,40 1,26
EF2 15,94 1,67 * 15,66 1,98 20,49 2,41 16,24 1,53 43,00 1,14
Zinc avril/mai mai/juin juin/juillet juillet/aoit aoiit/septembre-octobre
M ET M ET M ET M ET M ET
TJ 29,76 2,36 57,21 5,03 36,62 2,55 44,14 1,05 * 44,53 2,38
C 88,16 10,96 36,14 1,15 93,81 433 177,86 26,34 108,64 3,65
N 33,67 4,42 87,52 5,85 149,21 0,00 * 151,92 2,97 * 106,46 2,40
EF1 10,23 0,37 21,47 1,01 11,90 0,71 26,07 2,04 37,29 0,78
EF2 34,62 3,07 38,96 1,43 * 40,97 3,29 30,72 2,28 47,46 1,59
Cadmium avril/mai mai/juin juin/juillet juillet/aolit aolt/septembre-octobre
_ M ET M ET M ET M ET M ET
T] 0,10 0,0t * 0,08 0,01 0,19 0,01 0,09 0,03 0,26 0,03
C 0,15 0,01 0,07 0,00 0,31 0,01 0,57 0,08 0,38 0,02
N 0,10 0,00 0,31 0,02 0,47 0,00 0,66 0,03 *0,54 0,03
EF1 0,09 0,01 0,24 0,01 0,20 0,01 0,38 0,04 0,57 0,00
EF2 0,21 0,02 0,40 0,03 0,75 0,02 0,49 0,04 1,00 0,01

TJ (Témoin Jenlain), C (Courcelles-les-Lens), N (Noyelles-Godault), EF1 (Evin-Malmaison Ferme Dugardin), EF2 (Evin-Malmaison Ferme Delobel)

Tableau 39 : Moyennes (M) et écart-types (ET) du plomb, du zinc et du cadmium en pg/g de protéines chez Ceratodon purpureus . Les
résultats non significativement différents (p<0,05), d'un mois 2 I'autre, pour un méme site sont signalés par ce symbole (*).
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GSH avril/mat mai/juin juin/juillet juillet/aoiit aolt/septembre-octobre
M ET M ET M ET M ET M ET

T) 77,29 47,28 23,12 # 8,06 13534 # 90,38 23,64 # 11,75 56,14 # 22,11

C * 24,54 8,74 22,29 7,45 * 18,23 13,83 *7,79 4,42 *20,29 # 11,45

N 165,90 84,96 33,294# 16,79 *33,21 17,85 *734 4,19 23,73 24,90

EF1 81,19 38,09 14,88 # 6,64 * 18,90 8,06 *724 # 5,77 * 15,72 12,03

EF2 * 24,24 21,40 * 8.95 6.86 * 10,62 3.24 7,69 7.89 * 18,48 16,69

GSSG avril/mai mai/juin Jun/juillet juillet/aoiit aolit/septembre-octobre
M ET M ET M ET M ET M ET

TJ 30,87 26,18 6,98 # 10,54 37,71 # 36,51 3,54 # 2,62 22,16 # 8,39

C * 118,12 48,68 10,21 # 12,83 6,56 3,59 9,55 9,32 11,12 6,56

N 64,30 31,51 14,32 # 18,39 36,50 32,37 3,34 2,27 10,08 10,29

EF1 59,89 33,10 17,24 # 20,48 21,57 19,52 2,81# 0,62 851# 7,20

EF2 37,86 32,89 7.72 6,03 2,80 0,38 4,34 2,25 21,02 # 16.71

GSSG/GSH avril/mai mai/juin juin/juillet juiliet/aoiit aoiit/septembre-octobre
M ET M ET M ET M ET M ET

TJ 0,47 0,53 0,35 0,66 0,22 0,16 0,25 0,29 0,43 0,18

C * 526 2,86 0,44 # 0,49 0,61 0,47 * 1,07 0,97 0,72 0,64

N 0,56 0,48 0,39 0,31 1,01 0,96 0,41 0,16 0,52 0,25

EF1 0,81 0,56 *1,14 1,17 * 1,04 0,74 0,56 0,29 0,73 0,60

EF2 1.82 1.66 *0.91 0,50 0,28 # 0,10 1,48 # 1.73 *1.19 0.44

SOD avril/mai mai/juin juin/juillet juillet/aolit aolit/septembre-octobre
M ET M ET M ET M ET M ET

TJ 9345,86 | 2996,60 | 4554,67# | 569,66 |3207,77#| 316,93 | 5278,08#| 616,60 5094,03 793,84

C *4248,64 | 192333 | 3454,01 1608,04 | * 265598 | 448,59 4977,68 341,67 5170,82 | 2666,89

N 9099,02 | 1562,65 | 3418,53# | 1591,95 | *3723,90 | 304,22 | *3420,48 | 381,00 [*219440# 657,11

EF1 *6483,62 | 1271,17 |[* 2863,37#| 840,79 2822,79 979,07 |* 4345,50# 43999 4320,28 373,82

EF2 * 485829 | 344451 | * 334621 | 211.89 404033 | 210904 | *3643,57| 741,43 | 5312284#| 487.72

MDA avril/mai mai/inin juin/juillet juillet/aolit aolt/septembre-octobre
M ET M ET M ET M ET M ET

TJ 46,42 18,07 5254 1,53 18,35# 12,22 8,52 3,32 8,58 2,25

C * 58,88 7,84 * 26,82 # 16,91 22,14 9,57 6,60 1,77 * 454 1,27

N 34,59 4,93 *21,46 # 8,37 19,00 4,41 *446# 1,38 6,64 # 1,27

EF1 *22.16 4,97 * 13,62 # 5,94 *3537# 21,87 *438% 1,03 7,56 2,81

EF2 * 27,81 10,32 * 36,54 67.15 22.64 9.10 *4.77# 0.53 9.43 # 1,28

TJ (Témoin Jenlain), C (Courcelles-les-Lens), N (Noyelles-Godault), EF1 (Evin-Malmaison Ferme Dugardin), EF2 (Evin-Malmaison Ferme

Delobel)

Tableau 40 : Moyennes (M) et écarts-types (ET) du GSH (pg/g protéines), du GSSG (pg/g protéines), du
GSSG/GSH, de l'activité des SOD (U/g protéines), du MDA (uM/g protéines) chez Ceratodon purpureus. Les
résultats significativement différents (p<0,05), pour un méme biomarqueur, entre le témoin d'un mois et les
autres sites du méme mois, sont signalés par (*). Les résultats significativement différents (p<0,05), pour un
méme biomarqueur d'un mois 2 I'autre, pour un méme site, sont signalés par (#). 5 répétitions pour sites C, N,
EF1, EF2 et 12 répétitions pour le témoin (TJ).
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II1.2. REPONSES DES BIOMARQUEURS DE STRESS OXYDANT (TAB. 40)

Comme pour les métaux, les biomarqueurs étudiés répondent de maniére différente sur
le site témoin et sur les quatre sites exposés.

111.2.1. Réponses biologiques en fonction du mois d’exposition

Les résultats obtenus pour le GSH (fig. 39) montrent que les concentrations diminuent
en fonction du mois d’exposition, 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, a
partir du 3°™ mois est significative. Nous pouvons imputer cette modification a 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 a I'autre. Le site EF2 se comporte
comme Courcelles et EF1. Il n’existe pas de relation entre les sites exposés qu’ils soient
urbains ou ruraux.

Sur le site témoin, le GSH a tendance a diminuer fortement le second mois puis a
augmenter le mois suivant. Par contre, au niveau des sites exposés, les concentrations en
glutathion restent stables.

Le GSSG (fig. 40) diminue de maniére quasi continue a partir du troisiéme mois
d’exposition. La seule variation pendant le premier mois d’exposition correspond & Courcelles
ou les concentrations en GSSG sont quatre fois plus importantes.

La baisse de GSSG est tres nette pour le site témoin pendant les mois 1, 2, 4 et 5, alors
que ’augmentation est importante lors des mois 3 et 5.

Le GSH et le GSSG varient finalement dans le méme sens et donc les variations du
rapport GSSH/GSH (fig. 41), d’un site exposé par rapport au site témoin, ainsi que les
variations d’un mois & l'autre au sein d’un méme site ne sont pratiquement jamais
significatives.

Cette tendance qu’ont le GSH et le GSSG a globalement évoluer dans le méme sens
montre bien que ces biomarqueurs sont complétement déstabilisés par un facteur exogéne
inconnu, autre que les concentrations en ETM.

Le MDA (fig. 42) diminue sensiblement aprés deux mois d’exposition. On observe
une concentration plus élevée le premier mois pour le site de Courcelles par rapport au témoin
du méme mois. Par contre, les autres sites voient leurs concentrations baisser par rapport au
site témoin mais de maniére 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 par rapport au
mois 1, par contre elles augmentent par rapport au témoin. Ce phénoméne se retrouve pour le
mois 4. En effet, les concentrations en MDA de Noyelles, EF1 et EF2 diminuent du mois 3 au
mois 4, mais cette fois diminuent également par rapport au témoin du méme mois. Ces
variations pourraient s’expliquer par la présence de métaux. En effet, la lipoperoxydase,
enzyme intervenant dans la peroxydation lipidique peut étre 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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Figure 39 : Concentrations en GSH chez Ceratodon purpureus , sur I'ensemble des sites, mois par mois et écarts-types.
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Figure 40: Concentrations en GSSG, chez Ceratodon purpureus , sur I'ensemble des sites, mois par mois et écarts-types.



GSSG/GSH mois d'avril/mai 1999 GSSG/GSH mois de mai/juin 1999
6 - = 6
£ 5.
Eolezm " o ke R e - kR B
TN C1 N1 EF11 EF21 TJ2 c2 N2 EF12 EF2 2
sites sites
GSSG/GSH mois de juin/juillet 1999 GSSG/GSH mois de juillet/aoiit 1999
6 - o S 6 -
g4 g4
E 0 ] - T . 1 : T " 0 __&. ] . T == ] T £
TJ3 C3 N3 EF13 EF2 3 TJ4 C4 N4 EF14 EF2 4
sites sites
GSSG/GSH mois d'aolit/septembre-octobre 1999
6 5 i _ =

54
j= 5
Q.2
e = R T R

TJ5 C5 N5 EF15 EF25

sites

Figure 41 : Rapport GSSG/GSH, chez Ceratodon purpureus , sur I'ensemble des sites, mois par mois et écarts-types.

0LT




MDA mois d'avril/mai 1999

MDA mois de mai/juin 1999

g g

e 60 - : e 60 -

= B % 5 '

s 40 ™ T s 40 "I' '

[ L |

s - £ & 20 T =

s’ B2 s L Bl == |

E 0 T T T T E O T T T T 1

= TJ1 C1 N1 EF11 EF21 = TJ2 c2 N2 EF12 EF22
sites sites

MDA mois de juin/juillet 1999 MDA mois de juillet/aoat 1999

o 0

£ 60- = £ 60-

@ ‘O

< 40 s 40

8 0l T | T e L | g 2

o o

E 0 I | : : G I | | - E 0 r'='1 | == L2 -y ——t-g .l

2 TJ3 C3 N3 EF13 EF23 TJ4 C4 N4 EF14 EF24
sites sites

MDA mois d'aoiit/septembre-octobre 1999

7]

£ 60 -

‘O

s 40

a 20

g 0 | i | 25 Py ey | s | A =

2 TJS C5 N5 EF15 EF2 5
sites
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Figure 43 : Activité des SOD chez Ceratodon purpureus , pour I'ensemble des sites, mois par mois et écarts-types.



173

L’activité des SOD (fig. 43) est importante sur ’ensemble des sites lors du premier
mois d’exposition. On peut cependant noter un niveau d’activité plus faible pour les sites de
Courcelles, EF1 et EF2. Noyelles présente une activité non significativement différente du
témoin du méme mois. Il semblerait donc que cette enzyme, chez les mousses du site témoin
et de Noyelles, est intéressante & prendre en compte malgré une légére défaillance sur les
autres sites exposés aux ETM. A partir du second mois, activité des SOD dans chaque site
diminue de maniére significative par rapport au mois précédent sauf pour le site de Courcelles
et EF1. Par la suite, ’activit¢ des SOD est plus ou moins stable, la variation n’est pas
significative d’un mois a lautre sur un méme site sauf pour le témoin. L’activité de cette
enzyme diminue de maniére significative pour les sites EF1 et EF2 par rapport au témoin des
mois 2 et 4. Le mois 3, I’activité des SOD augmente légérement pour Noyelles et baisse pour
Courcelles. Le mois 4 voit une diminution significative de 1’activité des SOD pour I’ensemble
des sites exposés aux Pb, Zn et Cd a I’exception de Courcelles qui voit son activité augmenter
mais de maniere non significative. Lors de la période estivale (mois 3, 4 et 5), 'activité des
SOD sur un méme 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 'ozone, le SO,, les peroxyacétyl nitrates ou les
oxydes d’azote et éventuellement par la présence d’autres métaux que le Pb, le Zn et le Cd.
On peut également noter que les SOD voient leur activité diminuer de maniére significative
sur ’ensemble des sites (mis & part Noyelles) entre les mois 4 et 5. Cette période a été
particulierement séche et chargée en ETM ce qui a probablement entrainé un stress oxydatif
lié a la dessiccation de la bryophyte.

En observant les variations de I’ensemble des biomarqueurs dans le temps sur chacun
des sites, nous observons que I’allure globale des résultats n’est pas nettement différente sur
le site témoin et sur les sites exposés aux métaux. Néanmoins, 1’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 Jenlain, 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 probléme lorsque les mousses sont arrivées au laboratoire (peut-étre le stress
li€¢ a un long transport, ’humidité, la température...). La baisse de 'activité des SOD n’est pas
significative pour les sites Témoin et de Noyelles. Enfin, 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 & niveau, sans
exception, et varient faiblement de maniére 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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Figure 44 : Représentation graphique des différents biomarqueurs, chez Ceratodon purpureus, site par site. GSH (ug/g protéines), GSSG (ng/g
protéines), GSSG/GSH, activité des SOD (U/g protéines), MDA (nM/g protéines). Mois 1 : avril/mai, mois 2 : mai/juin, mois 3 : juin/juillet, mois 4 :
juillet/aofit, mois 5 : aoiit/septembre-octobre.
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lil.2.2. Réponses biologiques par site (fig. 44)

A Jenlain, le GSH et l’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, a quelques exceptions
prés (sauf l'activité des SOD et le MDA le mois 5), varient de maniére significative du
premier au dernier mois. Le troisiétme 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, ’ensemble des
biomarqueurs réagissent et voient leurs concentrations augmenter, excepté pour ’activité des
SOD et la concentration en MDA qui ne varient pas de maniére significative.

Les sites de Noyelles et d’Evin Ferme 1 réagissent de maniére similaire au témoin et
montrent au mois 3 un léger pic des concentrations en GSH, GSSG et MDA mais de mani¢re
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 1,
alors que Pactivité 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 oxydation plus ou moins constante du GSH, au fil des mois
d’exposition, sans pour autant augmenter de maniére significative. Le GSSG semblerait
inhibé par un facteur que nous n’arrivons pas a déterminer. Mais les plus fortes concentrations
en métaux sur ce site pourraient, en partie, étre une explication.

De maniére générale, nous pouvons observer que I’ensemble des biomarqueurs
répondent, quel que soit le site, de maniére trés 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 maniére relativement forte. Une fois installée sur le site, il lui
a certainement fallu un mois d’adaptation avant qu’elle se stabilise.

A premicre vue, les réponses des différents biomarqueurs, malgré quelques variations
significatives, ne sont pas différentes entre le site témoin et les sites exposés, a I’exception du
mois 3, o nous avons observé un pic important sur le témoin (probablement un pic lié a un
phénomene climatique). Nous pourrions émettre les hypothéses suivantes :

- Ceratodon purpureus des sites exposés aux ETM réagit beaucoup moins au stress
oxydant que celui des sites non exposées ;

- Ceratodon purpureus, malgré le stress potentiel li¢é aux ETM, peut piéger les
radicaux libres a 'aide de substances particuliéres comme les polyphénols, les
antioxydants, etc. ;

- les concentrations en métaux des sites exposés ne sont pas suffisamment élevées
pour occasionner un stress.
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I11.3. TRAITEMENT STATISTIQUE DES DONNEES

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.

I11.3.1. 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 a proximité du cercle de corrélation. Elles sont donc
importantes pour la signification des axes. On constate une corrélation positive entre ’axe 1
(contribution a la variance totale 56,8 %) et les teneurs en zinc (Zn, r=0,85), le rapport
glutathion réduit sur glutathion oxydé (GSSG/GSH, r=0,95) et a un degré moindre avec le
glutathion oxydé (GSSG, r=0,65) et le malondialdéhyde (MDA, r=0,57). Il est également
corrélé négativement avec le glutathion réduit (GSH, r=-0,80) et P’activité des superoxyde
dismutases (SOD, r=-0,87).

L’axe 2 (30,9 %) est corrélé positivement avec le plomb (Pb, r=0,84) et
secondairement avec le cadmium (Cd, r=0,62).

Le plomb et le cadmium sont donc bien corrélés entre eux, ainsi que Pactivité des
SOD avec le GSH et le MDA avec le GSSG et le GSSH/GSH. 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-a-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 4 EF2, mais elle est plutdt exposée au Zn. Les biomarqueurs suivent
également la méme tendance. Les stations de Noyelles et d’Evin Ferme 1 se comportent
comme le témoin. L’exposition aux métaux est faible et Pactivit¢ des SOD et les
concentrations en GSH sont élevées. Les sites de Courcelles et EF2 sont donc exposés dés le
premier mois & des concentrations en métaux qui font intervenir positivement le GSSG et le
MDA, et négativement I’activité des SOD et le GSH.

I11.3.2. ACP exposition mai/juin 1999 (mois 2) (fig. 46)

Les trois premiers axes de I’ACP sont suffisants pour expliquer les relations entre les
variables. En observant le cercle des corrélations, on constate une corrélation positive entre
’axe 1 (contribution a la variance totale 44,15 %) et les valeurs du rapport GSSG/GSH
(r=0,94) et du cadmium (r=0,71) et a 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 (r=0,81) 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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Figure 46 : ACP mois 2, individus et cercles des corrélations selon les axes 1-2 et 1-3.
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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
GSH sont anti-corrélés avec les métaux et le GSSG. Par contre, le Pb et le Cd sont
indépendants du Zn et du GSH d’aprés I’angle droit que formes les deux vecteurs sur le cercle
des corrélations. La source du Pb et du Cd est donc toujours différente de celle du zinc. Les
variables, comme pour le mois précédent, se comportent normalement. La grosse différence
pour le mois 2 est la corrélation du zinc avec I’activité des SOD.

Les sites EF1 et EF2 semblent s’éloigner de 1’axe Zn, Pb, mais semblent présenter une
relation avec le MDA et le GSSG/GSH et le Cd. En effet, selon I’axe 2, EF1 va s’orienter vers
le GSSG et selon I’axe 3, EF2 va se rapprocher du MDA. 11 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 trés éloigné des variables métaux et n’est donc pas
exposé a 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, Iactivité des SOD et la concentration en
GSH soient inversement proportionnelles a celles des métaux. La station de Noyelles est
exposée au Zn, mais également au Pb et au Cd, mais cette station, pour le mois 2, ne montre
pas de relation intéressante entre les métaux et les biomarqueurs. Courcelles n’est pas ou tres
peu exposé au Cd, et comme Noyelles, ne révéle 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 corrélations, on constate une corrélation négative entre
’axe 1 (contribution a la variance totale 42,11 %) et les valeurs du Pb (r=-0,98) et du
cadmium (r=-0,95). Le MDA est trop éloigné du cercle pour étre pris en compte. L’axe 2

(28,2 %) est corrélé positivement avec le GSH (r=0,88) et négativement avec le MDA
(r=-0,80). L’axe 3 (20,6 %) est corrélé positivement au GSSG/GSH (r=0,82) et au Zn
(r=0,74). L’exposition au Zn et toujours indépendante de celle au Pb et au Cd.

Nous remarquons que pour le mois 3, lactivité des SOD est corrélée avec les
concentrations en Pb et Cd. Le GSSG est faiblement corrélé avec le GSH (0,63) ce qui parait
incohérent. Le GSH et le GSSG sont indépendants de I’activité des SOD et des métaux. De la
méme maniére, 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
corrélé avec le GSH de maniére trés importante. I est anti-corrélé avec le MDA et voit son
activité SOD diminuer. La station de Courcelles se retrouve pratiquement a I’origine des axes
1 et 2 mais également 1 et 3. Cela signifie que les variables ne sont pas de signification pour
ce site. La station EF1 présente une concentration forte en MDA, il y a donc eu peroxydation
des lipides membranaires, mais cela n’est pas li¢ aux ETM, iy a donc une autre cause aux
dommages occasionnés aux bryophytes pendant le mois 3. La station EF2 est trés 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. Enfin, le site de
Noyelles est principalement exposé au Zn. Le rapport GSSG/GSH, mais la relation de cause a
effet semble difficile a faire en raison d’une mauvaise corrélation entre le GSSG et le Zn
(0,23).
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111.3.4. ACP exposition juillet/aoit 1999 (mois 4) (fig. 48)

Les deux premiers axes de ’ACP sont suffisants pour expliquer les relations entre les
variables. Elles se situent toutes a proximité du cercle. En observant le cercle des corrélations,
on constate une corrélation positive entre I’axe 1 (contribution a la variance totale 49,63 %) et
les valeurs du Cd (r=0,96) et dans 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 (r=-0,76).

Le Pb et le Cd sont trés 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
différentes. Il semblerait que I’exposition, plus forte sur les sites exposés, ne provienne que
d’une seule source. Mais cette hypothése est faiblement confortée par la faible corrélation qui
existe entre Pb/Zn, Pb/Cd et Zn/Cd (environ 0,6).

On peut noter que le Cd et le GSH sont bien anti-corrélés, par 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 EF1, 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 EF1 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’EF1, en
particulier vis-a-vis du Cd, mais ne présentent pas de réponse significative en ce qui concerne
les biomarqueurs étudiés. Courcelles, trés 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 corrél¢€ avec le GSH.

I11.3.5. ACP exposition aoGt/septembre-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
I’axe 1 (contribution & la variance totale 46,82 %) et les valeurs du Pb (r=-0,88),
du Cd (r=-0,84) et du GSSG/GSH (r=-0,92). 1l est également corrélé positivement mais de
maniére plus faible avec le Zn (1=0,62).

L’axe 2 (33,4 %) est corrélé positivement avec le GSH (r=0,93) et le GSSG (r=0,79).
L’axe 3 (12,5 %) est corrélé positivement a I’activité des SOD (r=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 différente.

Le plomb et le cadmium sont tous deux trés bien corrélés avec le GSSG/GSH
(0,94/0,90) et relativement bien anti-corrélés avec le GSH (-0,68). Le zinc est anti-corrélé
avec le MDA (-0,81). De nouveau le GSH et le GSSG varient dans le méme sens, mais sont
indépendants I'un de Pautre. De plus, la corrélation est moyenne (0,63). Le GSH est
également indépendant des variables SOD et MDA. Enfin, le GSSG est bien corrélé avec le
MDA (0,73).

Le site EF1 est indifférents aux variables retenues, excepté pour le Pb et le Cd pour
lesquels on note une légére augmentation par rapport au mois précédent.

Le site d’EF2 est encore trés exposé au Pb et au Cd et pratiquement pas au Zn. Son
rapport GSSG/GSH augmente, ce qui est prévisible puisqu’on observe une Ilégére
augmentation du GSSG. Le MDA augmente également mais de maniére moins significative.



Pb H20 Pb extracell  Pbintracell Pb HNO3 Pb total soluble Pb total ZnH20  Znextracell Znintracell Zn HNO3 Zn total soluble Zn total

TJ3 0,86 4,55 0,86 14,80 6,27 21,07 TI3 1,29 30,90 12,70 42,33 44,89 87,21
C3 0,30 25,87 1,92 14,65 28,09 42,74 C3 7,08 203,40 32,48 54,18 242,97 297,15
N3 0,12 24,39 1,67 9,42 26,19 35,61 N3 21,79 181,42 18,56 17,04 221,77 238,82
EF13 0,10 10,51 0,46 4,44 11,06 15,50 EF13 0,38 12,70 3,54 7,05 16,62 23,67
EF2 3 0,27 23,97 1,06 11,99 25,30 37,29 EF23 1,12 38,45 11,72 19,47 51,30 70,77
TIJS 1,31 5,30 1,31 19,31 7,92 27,24 TS 2,03 42,64 19,14 46,44 63,82 110,25
C5 0,13 19,75 0,54 4,18 20,41 24,59 C5 4,89 71,89 727 11,12 84,05 95,17
N5 0,12 9,14 0,33 4,39 9,60 13,99 NS5 2,65 89,67 9,74 9,71 102,06 111,76
EF15 0,09 17,12 0,60 8,64 17,80 26,44 EF15 0,43 16,82 4,62 12,83 21,87 34,70
EF2 5 0,19 48,01 1,80 21,78 49,99 71,78 EF2 5 0,80 39,37 10,30 29,10 50,48 79,57
K H20 K extracell K intracell K HNO3 K Total soluble K total Cd H20  (Cd extracell Cd intracell Cd HNO3 Cd total soluble Cd total
TI3 562,30 479,80 217,11 312,04 1259,21 1571,26 T13 0,09 0.17 0,09 0,11 0.34 0.45
C3 324,79 141,21 50,76 72,50 516,76 589.26 C3 0,03 0,55 0,15 0,25 0,73 0,98
N3 67,87 55,85 43,45 47,25 167,17 214,41 N3 0,01 0.60 0,07 0,10 0.68 0.78
EF13 2847 31,88 14,66 29.24 75,01 104,25 EF13 0,01 0,27 0,05 0,05 0,33 0,38
EF2 3 73,09 110,71 88.25 108,61 272,04 380,66 EF2 3 0,03 0,85 0,14 0,09 1,02 1,11
TIS 114353 516,90 246,05 178,46 1906,48 2084,94 TIS 0,13 0,26 0,13 0,16 0,52 0.69
C5 41.36 28,48 14,46 12,91 84,29 97,20 C5 0,01 0,21 0,03 0,06 0,25 0,31
NS5 57.40 46,85 37,69 15,55 141,93 157,48 N5 0.01 0.40 0,05 0,06 0.46 0,52
EF1 5 87.70 47,49 41,26 10,26 176,46 186,71 EF15 0,01 0.25 0.07 0,09 0,33 0,42
EF2 5 186.66 116,01 63.51 38.59 366,18 404,77 EF2 5 0,02 0.87 0,24 0,36 1,13 1.50

v81

Tableau 41 : Concentrations en Pb, Zn, Cd et K (en pg/g de protéines) dans les différents compartiments des gamétophytes de Ceratodon
purpureus . La différence entre les concentrations moyennes en Pb, Zn, Cd et K pour le mois 3 et le mois 5 ne sont significatives que pour p<0,121.
Elément total soluble = E(H,0)+E(extracell)+E(intracell). Elément total = E(HNO,)+E(total soluble).
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EF1 de nouveau, mis a part une légére augmentation de I’exposition au Pb et Cd, sa
concentration en GSGG va légérement augmenter et donc son rapport GSSH/GSH suivra la
méme tendance. Les sites de Courcelles et de Noyelles sont trés 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 1’activité des SOD par rapport a ’axe 3.
Enfin, le site témoin se situe toujours trés loin de 'exposition aux métaux, il est toujours lié
au GSH.

D’aprés ces résultats, nous observons que selon les mois et selon les sites, les
biomarqueurs de stress oxydant sont plus ou moins liés a ’exposition aux ETM. De mani¢re
générale, les biomarqueurs réagissent et se remettent & niveau un mois aprés le début de leur
exposition mais ne varient que trés 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 entrainer une augmentation ou une diminution des
concentration et/ou 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 a prendre en considération pour affiner nos résultats. Néanmoins, I’étude de
I’exposition aux ETM et celle des biomarqueurs, permettent d’affiner considérablement les
tendances observées pour ’ensemble des sites, et ce mensuellement.

I11.4. ELUTION SEQUENTIELLE

Afin de mieux comprendre les effets des métaux chez Ceratodon purpureus, nous
avons réalis€¢ une élution séquentielle aux mois 3 et 5, permettant de différencier les
compartiments de fixation des métaux au sein de la mousse.

Le tableau 41 reprend les résultats du dosage du Pb du Zn et du Cd dans les différents
compartiments de Ceratodon purpureus. Les figures 50a et 50b présentent les différentes
teneurs en Zn des différents compartiments au mois 3 et au mois 5 : fraction intercellulaire
soluble dans I’eau (Zn H,O) ; fraction adsorbée sur les sites pariétaux et membranaires (Zn
extracell) ; fraction intracellulaire (Zn intracell) et la fraction résiduelle (Zn HNO;). 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 Ceratodon purpureus, il semble que la partie
extracellulaire soit la partie dominante. Néanmoins, la partie intracellulaire et minérale ne
sont pas négligeables. 11 y a donc un mécanisme de bioaccumulation qui vient s’ajouter a une
simple déposition.

En ce qui concerne le plomb (fig. 51a et 51b), les concentrations sont plus élevées
pour le mois 5 que pour le mois 3 et nous n’observons que deux fractions 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 différentes d’un mois a
l’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 maniére préférentielle chez Ceratodon.
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Figure 50 : Variations des teneurs moyennes en Zn, au sein des différents compartiments cellulaires de Ceratodon purpureus , pour les
mois 3 (A) et 5 (B).
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Figure 51 : Variations des teneurs moyennes en Pb, au sein des différents compartiments cellulaires de Ceratodon purpureus , pour les mois 3

(A) et 5 (B).
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Figure 52 : Variations des teneurs moyennes en Cd, au sein des différents compartiments cellulaires de Ceratodon purpureus , pour les mois 3

(A) et 5 (B).
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R = 0,99999997 R? = 0,99999994 R? ajusté = 0,99999975 F(3,1) = 5411E3 p<0,00032 Err-
Type de I'estim. : 0,00014

Tableau 42 : Résultats de '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 .

MDA Beta Err-Type Beta B Err-Type B (1) niveau p
OrdOrig. 2,86 0,00 5792,24 0,00
Cd intracell 2,12 0,00 0,72 0,00 2419,00 0,00
Cd HNO; -1,22 0,00 -0,45 0,00 -1408,27 0,00
Zn intracell -0,03 0,00 -0.02 0,00 -110,08 0,01
R =0,99626206 R* = 0,99253810 R? ajusté = 0,97015241 F(3,1) = 44,338 p<0,10985 Err-
Type de 'estim. : 0,06452
SOD Beta Err-Type Beta B Err-Type B t(1) niveau p
OrdOrig. 7,81 0,25 31,84 0,02
Pb intracell 1,86 0,18 1,00 0,10 10,04 0,06
Cd intracell -1,40 0,19 -0,63 0,09 -7,36 0,09
Zn extracell -0,36 0,10 -0,20 0,06 -3,72 0.17
R =0,99381570 R? = 0,98766966 R? ajusté = 0,95067862 F(3,1) = 26,700 p<0,14109 Err-
Type de I'estim. : 0,11091
GSH Beta Err-Type Beta B Err-Type B (1) niveau p
OrdOrig. 1,01 0,38 2,69 0,23
Zn intracell 1,05 0,12 1,01 0,12 8,41 0,08
Cd extracell -0,44 0,11 -0,38 0,10 -3,84 0,16
Zn extracell -0.16 0,12 -0,12 0.09 -1.31 0.41
R =0,99958994 R? = 0,99918004 R? ajusté = 0,99672016 F(3,1) = 406,19 p<0,03645 Err-
Type de I'estim. : 002525
GSSG Beta Err-Type Beta B Err-Type B (1) niveau p
OrdOrig. -0,65 0,13 -5,11 0,12
Zn HNO, 1,05 0,03 0,68 0,02 34,81 0,02
Zn extracell 0,37 0,03 0,25 0,02 12,20 0,05
Pb extracell 0,23 0,03 0,12 0,02 7.86 0.08
R =0,99997801 R? = 0,99995601 R? ajusté = 0,99982404 F(3,1) = 7577,2 p<0,00844 Err-
Type de I'estim. : 0,00511
GSSG/GSH Beta Err-Type Beta B Err-Type B t(1) niveau p
OrdOrig. -1,40 0,02 -71,78 0,01
Pb extracell 0,96 0,01 0,44 0,00 138,84 0,00
Cd intracell 0,09 0,01 0,04 0,00 12,49 0,05
Zn extracell -0.04 0,01 -0.02 0.00 -5.25 0.12
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Figure 53 : Variations des teneurs moyennes en K, au sein des différents compartiments cellulaires de Ceratodon purpureus , pour
les mois 3 (A) et 5 (B).
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II1.5. INTERPRETATION DES RESULTATS PAR ANALYSE DE REGRESSION

Nous rappelons que ces analyses ont pour but de savoir s’il existe un lien entre les
paramétres physiologiques et les concentrations en ETM dans les différents compartiments de
Ceratodon purpureus. 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 I’ensemble des
variables retenues. Ces variations pourraient étre expliquées de maniére significative par la
concentration en Cd intracellulaire, la concentration en Zn intracellulaire et la concentration
résiduelle en Cd. Les différents coefficients de régression sont significatifs & p<0,05. Le Cd
intracellulaire est positivement lié au MDA. Cet élément semble donc participer a un
mécanisme de stress oxydatif & I'intérieur des cellules. Le Cd résiduel et le Zn intracellulaire
sont reliés négativement aux taux de MDA. Le Cd intracellulaire semble intervenir de
maniére 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 cette tendance.

Les variations de Iactivit¢ des SOD pourraient étre expliquées par le Pb
intracellulaire, le Cd intracellulaire et le Zn extracellulaire. Mais les coefficients de régression
ne sont pas significatifs a p<0,05. Ils ne le sont qu’a p<0,1 pour le Pb et le Cd intracellulaires.
11 ne semble donc pas que les métaux établissent une réelle relation avec Pactivité des SOD.
Néanmoins, le Cd au sein des cellules végétales semble participer & un mécanisme générant
du peroxyde d’hydrogéne. Cette espéce réactive de 1’oxygéne étant ensuite transformée par
les SOD. Mais il a été également montré par Rucinska (1999) que les SOD pouvait €tre
bloquée par le Cd chez certains végétaux. Cette enzyme étant métallodépendante, en présence
de certains cations métalliques, peut étre bloquée et ne pas intervenir lorsqu’il y a présence de
peroxyde d’hydrogéne.

Les variations du GSH pourraient étre expliquées par le Zn intracellulaire, le Cd
extracellulaire et le Pb extracellulaire. Mais les coefficients de régression ne sont pas
statistiquement significatifs a 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 signifie pas
qu’il n’y a pas une synthése de GSH pour une étre éventuellement utilisé¢ dans I’élaboration
de phytochélatines. En effet, les phytochélatines sont bien développées chez les végétaux,
mais leur présence n’a pas encore été démontrée chez les bryophytes. A la vue de nos
résultats, il est évident que les concentrations de GSH diminuent au fil du temps et ce,
particuliérement sur les sites trés exposés au métaux. 4 contrario, la GSSG semble aller dans
le méme sens que la GSH pour certains sites et pour les derniers mois d’exposition. Par
ailleurs, nous n’avons pas réussi, malgré plusieurs essais, a détecter la présence de glutathion
peroxydase et de glutathion réductase au sein de nos bryophytes (voir annexe 4).

Les variations du GSSG pourraient étre expliquées par la fraction résiduelle du Zn, le
Zn et le Pb extracellulaires. Mais ce dernier n’est pas significatif & p<0,05. Le GSSG aurait
donc une certaine relation avec le Zn.

Nous avons également analysé le potassium au sein de Ceratodon pour les mois 3 et 5.
La figure 53 et le tableau 41 montrent que les témoins du mois 5 possédent beaucoup plus de
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R = 0,99972555 R? = 0,99945118 R? ajusté = 0,99780470 F(3,1) = 607,3 p<0,02983 Err-
Type de I'estim. : 0,05484

K HNO; Beta Err-Type Beta B Err-Type B t(1) niveau p
OrdOrig. -1,10 0,20 -5,41 0,12
Zn HNO; 0,65 0,04 111 0,07 17,00 0,04
Zn entracell 0,36 0,04 0,81 0,10 8,40 0,08
Pb extracell -0,16 0,03 -0,22 0,04 -5,53 0,11
R = 0,99977359 R? = 0,99954723 R? ajusté = 0,99818892 F(3,1) = 735,88 p<0,02709 Err-
Type de l'estim. : 0,04387
K intracell Beta Err-Type Beta B Err-Type B t(1) niveau p
OrdOrig. -5,13 0,26 -20,09 0,03
Zn HNO, 1,19 0,06 1,80 0,09 21,11 0,03
Pb intracell -1,50 0,07 -2,23 0,10 -22,57 0,03
Pb HNO, 1,12 0,08 1,46 0,10 14,67 0,04
R = 0,99996739 R? = (,99993479 R? ajusté = 0,99973911 F(3,1) = 5110,3 p<0,01028 Err-
Type de I'estim. : 0,01849
K extracell Beta Err-Type Beta B Err-Type B t(1) niveau p
OrdOrig. -2,70 0,12 -23,44 0,03
Zn HNO, 1,54 0,02 2,60 0,03 84,07 0,01
Pb intracell -0,87 0,02 -1,44 0,04 -38,09 0,02
Cd intracell 0,23 0,02 0,31 0,02 13,01 0,05

Tableau 43 : Résultats de I'analyse de régression du mois S, pour le potassium dans les
différents compartiments cellulaires de Ceratodon purpureus .




193

K que ceux du mois 3 et qu’il est trés peu présent sur les sites contaminés aux mois 3 et 5 par
rapport a leur site témoin respectif. D’une maniére générale, le K est trés soluble et la partie
résiduelle (KHNOs) est trés faible par rapport aux autres fractions. Cette plus grande quantité
de K intercellulaire (KH,0) 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 étre 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 a favoriser la fuite potassique chez Ceratodon.

Les résultats pour le mois 5 montrent une forte corrélation entre ie 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 bryophytes doivent étre étudiées au cas par cas. En effet, dans la littérature, les
auteurs se mettent a étudier certains biomarqueurs de stress chez les bryophytes,
principalement lors des phénoménes de dessiccation et de réhydratation. Mais certaines
espéces sont plus tolérantes que d’autres au stress hydrique. Il doit certainement en €tre de
méme pour les autres types de stress et en particulier celui engendré par les ETM.

I11.6. LA TECHNIQUE DU « MOSS BAG »

Les derniers résultats de notre étude portent sur les moss bag. Nous sommes conscient
que ces résultats demandent a étre confirmés par des expériences a plus grande échelle, mais
ils nous donnent une certaine tendance quant aux potentialités d’accumulation qu’a une
bryophyte morte par rapport a une bryophyte vivante.

Les résultats montrent clairement que la mousse traitée préalablement a ’acide
nitrique a accumulé les ETM présents dans I’atmosphére, sans discontinuité et nous pouvons
voir dans le tableau 45, que les différences de concentrations pour un méme site et une méme
durée d’exposition sont trés significatives y compris pour le site témoin. Cela met donc en
avant le fait qu’en biomonitoring, il faut faire attention au type de matériel que I’on utilise. Le
choix de I’espéce 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 sur I’état physiologique de la
mousse et sur les réponses qu’elle va engendrer face & un grand nombre de toxiques présents
en faible quantité dans I’air. '

A contrario, lorsque nous voulons simplement évaluer les retombées d’ETM, il parait
plus judicieux d’utiliser une mousse morte puisque son organisme ne va pas interférer avec
les polluants et donc ne va pas chercher a se défendre ou a les éliminer.

En étudiant les diverses expériences menées & I'aide de moss bags constitués de
mousses vivantes, nous avons du mal 4 comprendre comment on peut estimer les effets des
polluants sur une mousse lorsqu’elle est en état de stress permanent, dans un sachet soumis a



KH20 K extracell K intracell K HNO3 K Total soluble K total
K H20 1,000
K extracell 0,999 1,000
K intracell 0,996 0,997 1,000
K HNO3 0,998 0,999 0,993 1,000
K Total soluble 1,000 1,000 0,997 0,998 1,000
K total 1,000 1,000 0,997 0,998 1,000 1,000
KH20 K extracell GSH GSSG SOD GSSG/GSH MDA
K H20 1,000
K extracell 0,999 1,000
GSH 0,969 0,965 1,000
GSSG 0,729 0,758 0,633 1,000
SOD 0,339 0,339 0,178 0,559 1,000
GSSG/GSH -0,449 -0,419 -0,607 0,223 0,437 1,000
MDA 0,463 0,494 0,294 0,701 0,217 0,349 1,000

Tableau 44 : Coefficients de corrélation, pour le mois 5, entre les divers compartiments cellulaires pour le potassium et
les autres biomarqueurs de stress oxydant chez Ceratodon puprureus .
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Ceratodon mort | Pb pg/g prot|ET Pb|Zn ug/g prot|ET Zn| Cd ug/g prot| ET Cd
MTIJ3 11,74 1,03 65,61 4,94 0,12 0,03
MC3 44,26 2,70 181,37 2,51 1,34 0,01
MN3 18,13 1,33 109,93 5,95 0,42 0,04
MEF1.3 11,50 0,48 58,31 3.81 0,32 0,01
MEF2.3 68,26 0,00 94,84 1,86 | 3,63 0,10
MC5 53,48 0,00 321,61 0,00 1,85 0,00
MEF1.5 18,69 0,46 120,01 5,59 0,69 0,02
MEF2.5 126,04 0,43 229,47 5,17 8,15 0,05
Ceratodon vivant :

TJ3 8,28 0,24 36,62 2,55 0,19 0,01
C3 11,99 0,61 93,81 4,33 0,31 0,01
N3 20,92 0,00 149,21 0,00 0,47 0,00
EF1.3 8,17 0,79 11,90 0,71 0,20 0,01
EF2.3 21,05 2,41 40,97 3,29 0,75 0,02
C5 27,78 1,57 108,64 3,65 0,38 0,02
EF1.5 33,13 1,26 37,29 0,78 0,57 0,00
EF2.5 42,35 1,14 47,46 1,59 1,00 0,01

TJ (Témoin Jenlain), C (Courcelles-les-Lens), N (Noyelles-Godault), EF1 (Evin-Malmaison Ferme
Dugardin), EF2 (Evin-Malmaison Ferme Delobel)

Tableau 45 : Valeurs moyennes (M) et écart-types (ET), en Pb, Zn et Cd, aux
mois 3 et S, 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 Pinverse, pourquoi utiliser une mousse vivante et faire en
sorte qu’elle puisse vivre dans des conditions satisfaisantes, malgré le stress permanent
(alimentation constante en eau par capillarité, etc.), alors que nous voyons nettement qu’une
mousse traitée a l'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 & quel point Iinterprétation d’un phénoméne a 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, ’hygrométrie et augmenter le nombre de toxiques étudiés.

La pollution de nos jours est trés diffuse et un trés grands nombre de composants en
faibles quantité dans lair peuvent avoir un effet synergique sur un organise vivant, d’ou
I’intérét de la bioindication en complémentarité des mesures physico-chimiques.



CONCLUSION GENERALE
ET
PERSPECTIVES
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Au cours de ce travail, nous avons eu pour objectif d’étudier I’écotoxicité des éléments
traces métalliques (Cd, Pb et Zn) chez les bryophytes. Grice a une approche
pluridisciplinaire, nous avons pu observer les impacts de ces éléments traces a 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
grace a Ceratodon purpureus (Hedw.) Brid. Les principaux résultats acquis au cours de cette
étude peuvent étre résumés comme suit :

Les impacts des éléments traces sur les communautés bryophytiques. Nous avons
effectué des relevés floristiques sur quatre sites contaminés en éléments traces appartenant a
la zone du PRC. Les deux sites les plus contaminés présentent des taux en plomb, en
cadmium et en zinc supérieurs aux seuils 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 parametres
édaphiques du sol, comme la matiére organique, le pH ou la capacité d’échanges cationiques.
Cette variation, nous a permis d’établir une premic¢re 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 maniére suivante : deux groupes
d’espéces métallophobes, deux groupes d’espéces présentant une capacité croissante a se
développer sur des sites riches en éléments traces et un groupe d’espéces métallophytes.

Nous avons voulu confirmer ces premiers résultats en appliquant notre échelle aux
communautés de bryophytes et de lichens. En effet, ces organismes sont capables de coloniser
un sol nu et de le stabiliser pour ensuite permettre le développement d’espéces végétales. Les
sols rencontrés dans la zone du PRC sont, pour certains, trés 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’espéces se répartissant de la
manicre suivante : deux groupes d’espéces métallophobes, deux groupes d’espéces présentant
une capacité croissante 4 se développer sur des sites riches en éléments traces et un groupe
d’especes métallophytes (composé 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 a
'inverse peuvent compliquer la compréhension de certains phénoménes a cause de la
compétition inévitable entre des deux organismes. Il est donc important de constater le type
d’organismes présents sur le site que I’on veut étudier et d’employer ’échelle correspondante.
I1 est clair que sur des sites composés de mousses et de lichens, I'utilisation seule des lichens
sera moins pertinente que I’utilisation des bryophytes et des lichens associés.

Parmi les espéces ubiquistes qui peuvent se rencontrer sur des terrains trés pollués,
nous avons observé, Diploschistes muscorum, Pohlia nutans, Bryum capillare et Ceratodon
purpureus. Nous avons utilisé cette espéce comme modele pour la mise au point d’un
bryocapteur des retombées atmosphériques en éléments traces métalliques. Nous avons pu
ainsi étudier les impacts des métaux a I’échelle individuelle et cellulaire.

Grace a la société Bryotec, nous avons pu utiliser une grande quantité de Ceratodon
purpureus, cultivé de maniére standardisée, faisant I’objet d’un dépdt de brevets européen,
américain et japonais. En collaboration avec I'usine Metaleurop, nous avons choisi quatre
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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 a accumuler et bioaccumuler ces éléments au sein de son organisme.
L’étude en paraliéle des biomarqueurs de stress oxydant ont montré que le Ceratodon pouvait
subir certains dommages, mis en évidence par des augmentations de concentrations en
potassium, une augmentation du MDA. Néanmoins, ces dommages semblent rester limités,
puisque le Ceratodon exposé pendant plus de cing mois sur certaines stations, malgré une
nette croissance des concentrations en métaux, n’a pas vu certains de ses marqueurs croitre de
maniére significative.

Les analyses en composantes principales ont permis de mettre en évidence, certains
mois, que le cadmium, 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 suggére qu’une partie des dommages soient dus a 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 utilisée par le Ceratodon. La synthése de phytochélatines (polymeres de
glutathion), non encore mise en évidence chez les bryophytes, semble étre 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 différents compartiments du Ceratodon. 1a 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-a-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 & nous donner
quelques pistes sérieuses. Dietz ef al. (1999) rapportent qu’une plante tolérante aux éléments
traces métalliques présente une certaine capacité a éviter la production d’especes réactives de
I’oxygéne ou a en limiter les effets. Ainsi, les biomarqueurs d’effets ne donneraient pas une
réponse forte.

Enfin, une expérience, menée en paralléle, & ’aide de moss bags de Ceratodon tué a
Pacide nitrique, nous 4 permis de soulever plusieurs questions quant a [Putilisation de
mousses mortes ou vivantes dans ’appréciation des retombées atmosphériques en éléments
traces.

Il se dégage de nos réflexions qu’en fonction de I’étude a réaliser, il faudra utiliser
'outil le plus pertinent pour réaliser notre diagnostic. En effet, lorsque nous voudrons
apprécier les impacts des éléments traces métalliques sur les organismes vivants, il sera
indispensable d’utiliser les bryophytes vivantes et d’associer a I’étude des €léments traces,
I’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. Enfin, lorsque nous voudrons juste apprécier un dépdt en
retombées atmosphériques et utiliser les grandes capacités d’échanges cationiques qu’ont les
parois des bryophytes, nous choisirons une mousse morte, traitée a I’acide, permettant ainsi
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d’avoir un outil diagnostic plus sensible, qui n’interfére pas avec les concentrations en métaux
accumulés.

Dans ce travail, nous avons associé différentes approches au sein d’une étude
pluridisciplinaire. Cette démarche originale s’est révélée tout a fa1t efficace et ouvre des
perspectives intéressantes pour chacun des niveaux étudiés.

Au niveau communautaire, il serait intéressant d’appliquer notre échelle de diagnostic
sur d’autres sites en France et en Europe, présentant les mémes problématiques que ceux de
notre région. Cela pourrait parfaitement s’intégrer dans les différents programmes
d’inventaires des sites et sols pollués. Il serait également utile de tester notre méthodologie
sur des sites soumis a des conditions climatiques différentes (sites miniers du sud de la
France). Enfin, la technique de bioestimation de la contamination pourrait étre transposée a
d’autres types de pollutions comme les hydrocarbures.

Ceratodon purpureus semble étre un bon bryocapteur des retombées atmosphériques
en éléments traces. Mais nous avons vu que d’autres espéces rencontrées sur nos sites sont
également intéressantes. Les cultures réalisées 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
écotypes pour ces différentes espéces métallotolérantes, quelles sont leurs stratégies
d’adaptation ? 11 faut désormais mieux comprendre la physiologie de ces espéces vis-a-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, posséde-t-elle des mécanismes de défense ou de
réparation particuliers, synthétise-t-elle des molécules capables de piéger certains éléments
traces comme le cadmium (phytochélatines) ? L’étape supérieure sera de s’intéresser a ces
voies de synthése, si elles existent, et de nous orienter en paralléle vers les biomarqueurs de
génotoxicité, comme la 8OHdG. Ces études nous améneront a développer des outils en
biologie moléculaire, voie novatrice chez les bryophytes pour ce genre d’études. Une voie de
synthe¢se potentielle pouvant aboutir & la formation de phytochélatines chez Ceratodon
purpureus, pourra nous orienter vers la recherche de génes codant pour ces protéines.

Dans le cadre d’une collaboration avec la Société Bryotec, nous avons pu équiper
quatre biostations. Nous avons vu a quel point le vandalisme était présent sur ces sites et nous
ne pourrons pas valider ce bryocapteur, tant que nous n’aurons pas réussi a le miniaturiser,
afin de I’employer, n’importe ou, a I’abri des regards indiscrets.

Grice aux cultures standardisées de cette bryophyte, le développement de nouveaux
outils diagnostics, comme des tests d’écotoxicologie & partir de protonémas de Ceratodon,
sera réalisable, permettant ainsi d’ajouter a I’ensemble des tests existant, une dimension
écologique supplémentaire.
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Pays Type d’étude/source Type de Especes utilisées Références bibliographiques
bryophyte
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Belgique Surveillance, 30 sites Sphagnum Lembrechts & Vanderborght, 1985
Canada Fonderie de cuivre Epigéique Hyl. spl. Le Blancet al., 1974
Comparaison régionale Epigéique Hyl. spl. PL. schr. Barclay-Estrup & Rinne, 1978
Comparaison régionale, subarctique Sphagnum Glooschenko & Capobianco, 1978
Source ponctuelle Epigéique Pl. schr. Barclay-Estrup & Rinne, 1978
Surveillance régionale, Ontario Epigéique Pl schr. Rinne & Barclay-Estrup, 1980
Surveillance régionale, provinces Sphagnum Percy, 1983
maritimes
Source ponctuelle, Sudbury, Ontario Sphagnum Gignac, 1987
Etude d’une province maritime Sphagnum magellanicum | Percy & Borland, 1985
Danemark Local, étude rétrospective Epiphyte Pterogonium gracile Johnsen & Rasmussen, 1977
Etude des relations entre substrats Epiphyte Hypn. cupr. Rasmussen, 1978
Travaux sur acier, étude de transplants | Epiphyte Dicranoweisia cirrata Pilegaard, 1979
Surveillance régionale, étude de Epiphyte Dicranoweisia cirrata Johnsen et al., 1983
transplants
Finlande Surveillance régionale avec Sphagnum Pakarinen, 1977, 1978, 1981
comparaisons Pakarinen & Tolonen, 1976
Pakarinen & Rinne, 1979
Surveillance régionale, centrale Epigéique Hyl. spl. Mikinen, 1983
thermique au charbon
Surveillance subarctique Epigéique Pl. schr. Sérkeld & Nuorteva, 1987
Allemagne Surveillance, zone urbaine Epigéique, Bryum argenteum Lotschert et al., 1975
(RF.A) acrocarpe
Surveillance d’une zone industrielle Polytrichum formosum Markert & Weckert, 1989
Surveillance nationale Epiphyte Hypn. cupr. Herrman, 1976
Surveillance de 1a Baviére Sphagnum Wandtner & Létschert, 1980
Surveillance nationale Sphagnum Létschert & Wandtner, 1982
Comparaisons de méthodes Hypn. cupr. Wolf et al., 1984
Etude méthodologique Hypn. cupr. Thomas, 1986
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acrocarpe

Epigéique

?

Epiphyte

Epigéique
Epigéique

Epigéique

Epigéique
Epigéique,
acrocarpe

Epigéique

Epigéique

Epigéique et
épiphyte
Epigéique
Epigéique
Epigéique
Epigéique/épilit
he

Epigéique

Epigéique,
acrocarpe
Epigéique

Bryum argenteum

Calymperes delessertii

Hypn. cupr.

Plusieurs

Hyl. spl. (PL. schr,)
Hyl. spl. (Pl. schr,)

Hyl. spl.

Polytrichum, Ceratodon,
Atrichum
Hyl. spl, Pl schr.

Hyl. spl., Pl. schr., Hyp.
cupr.

Sphagnum

Plusieurs

Hyl. spl, (Pl. schr.)
Hyl. spl, (Pl. schr.)
Hypn. cupr.

Hypn. cupr.

Hyl. spl., Pl. schr.
Bryum argenteum

Hyl. spl., Hypn. cupr.
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Ross, 1990

Théni et al., 1986

Théni & Hertz, 1987
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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).

11 doit répondre a un double objectif :

e 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 : I'aire de référence retenue a
été le site industriel délimité par les retombées des cheminées d’usines
de Métaleurop et d’Union Miniére a Courcelles-lés-Lens et Auby.

e La structuration de la recherche sur ces objectifs
environnementaux.

Ce Programme de Recherches Concertées concrétise I'apport de
la recherche scientifique pour le réaménagement du territoire
régional. Par-dela le gain de connaissance qu’il engendre, il a déja
permis de constituer un groupe scientifique régional conséquent et
compétent dans le domaine de I'environnement: laspect
transversal des recherches mises en ceuvre dans cette coopération
permet d’aborder les problémes complexes d’un environnement dans
sa globalité systémique.

Sur la période 1994 - 1999, le Programme de Recherches
Concertées privilégie un théme particulier : 'évaluation du degré de
pollution d’une zone miniére et industrielle et la mesure de son
impact sur l'environnement, la santé et les systémes socio-
économiques.

I1 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 a I'eau, aux chaines
végétales, animales jusqu’a l'homme et leurs impacts socio-
économiques.

Par ailleurs, dans le Nord-Pas-de-Calais, des réseaux se sont
mis en place en prenant 'exemple du PRC :

-le Comité Régional Stratégique de Recherche en
Environnement qui associe et rassemble toutes les composantes
scientifiques régionales compétentes en matiére de recherche en
environnement.

- le Pdle de Compétence sur les Sites et Sols Pollués dont
I’objectif est de générer des synergies entre les nombreux acteurs dans
ces domaines (industriels, organismes publics et privés, collectivités
territoriales, administrations, associations, ...).

Annexe 2
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De plus, il a également été créé, a 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 a la dynamique de reconquéte du territoire qui se met
actuellement en place autour de Métaleurop.

Rappelons que pour ce site un Projet d’Intérét Général (PIG)
a été arrété en décembre 1997 sur le territoire qui concerne les
communes de Courcelles-lés-Lens, Evin Malmaison et Noyelles
Godault. I integre les pollutions des sols au plomb et au cadmium et
définit différents zonages dans lesquelles des mesures devront étre
intégrées dans les reglements des Plans d’Occupation des Sols. Une
concertation locale a été organisée par la Préfecture du Pas-de-Calais
en juillet 1998.

Par ailleurs, un projet de territoire expérimental sera
présenté dans le cadre du CIADT (Comité Interministériel de
I’Aménagement du Territoire) concernant les opérations a mener au
niveau de la Conférence Permanente du Bassin Minier (requalification
des sols pollués, prévention et aménagement).

Le territoire Métaleurop étant a ce jour le site frangais pour
I'expérimentation de la dépollution, il nous semblerait nécessaire de
réflechir a la création d'un «outil » régional fédérateur de
recherche (tel un GIP) qui permettrait de mettre en ceuvre le
diagnostic environnemental et sanitaire, et Iéventuelle
requalification des sols pollués (traitement, surveillance,
banalisation). Cet outil viserait a la conception d'instruments d’aide a
la décision en matiere de requalification territoriale, de prévention
et d’aménagement.

Cela conforterait alors les approches transversales et
favoriserait la mise en commun de compétences pour répondre aux
problématiques engendrées par les zones pollués sous des aspects
sanitaires, biologiques, biochimiques, chimiques, physiques,
géologiques et socio-économiques.

En fonction des priorités et orientations définies en concertation
Etat - Région, des schémas d’évaluation des risques pourraient étre
réalisés (les résultats du PRC sont une base conséquente en ce sens) et
devraient permettre I'élaboration de normes sur les sols qui existent
déja dans certains pays mais pas en France.

Par cet investissement la région répondrait & un réel
probléme de santé publique et d’aménagement du territoire et
pourrait étre pionniere au niveau national et international en
“ requalification des sites et sols pollués ”.
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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 UiL U/ml U/mg prot
X1.1 100 0,415 2,60 < seuil 0 0,76 1,83
X1.2 100 0,329 3,55 < seuil 0 0,80 2,43
X1.3 100 0,351 3,17 < seuil 0 0,88 2,51
X241 50 0,212 4,06 < seuil 0 0,46 217
X22 50 0,226 4,45 < seuil 0 0,47 2,08
X2.3 50 0,222 5,567 < seuil 0 0,34 1,53
X3.1 20 0,180 1,71 < seuil 0 0,29 1,61
X3.2 20 0,157 1,71 < seuil 0 0,22 1,40
X3.3 20 0,157 1,94 < seuil 0 0,21 1,34

Commentaires:

Décongélation, agitation au vortex puis céntrifugation 10 min. 3000 g

Glutathion réductase: Valeurs inférieures au seuil de linéarité

Glutathion peroxydase: non détectable

Superoxyde dismutase: pour X1, dilution au 1/2 dans Tp réactionnel
pour X3, augmentation de la prise d'essai

Conclusion:

Une pesée comprise entre 50 at 100 mg serait suffisante
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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: 0478474

- Allemagne : 691 10 389.5
- Autriche : E123622

- Espagne : 0478474-ES
- Pays Bas: 0478474-NL
- Belgique: 0478474

- ltalie : 0478474-IT

- Suisse : 0478474.1

AUX USA : Patent number 5441877 du 15 Aoit 1995.
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Controdle 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 spectrométre I.C.P./ AES de marque Jobin Yvon, modéle
138 ULTRACE. C’est un appareil séquentiel de Im de focale, avec une puissance de
générateur de 1000 watts, une chambre cyclonique et un nébuliseur Meinhard.
Le gaz porteur est de [’argon 12 I/min et gainage argon 0,2 I/min.
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 : 10 ppb
Mesure du cadmium :
Longueur d'onde retenue 228,802 nm, limite de dosabilité : 1 ppb
Pour le dosage du cadmium dans le milieu chlorure de nickel (lors de 1 ‘élution
séquentielle), il a été mis en évidence une interférence faussant la mesure du cadmium. Apreés
plusieurs essais, la longueur d'onde de 214,438 nm a été retenue. La limite de dosabilité dans

ce cas est de 1 ppb.

Cette limite de dosabilité est établie par une méthode interne basée sur des mesures et
un traitement statistique.
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RESUME EN FRANGAIS

Cette recherche est axée sur ’écotoxicité des éléments traces métalliques & différents
niveaux d’organisation des Bryophytes. Ainsi, dans une approche écotoxicologique
pluridisciplinaire de la pollution métallique, nous abordons chez les Bryophytes, considérés comme
des sentinelles de ’environnement, des aspects communautaires, physiologiques et cellulaires.
Nous avons pu ainsi établir une échelle de diagnostic de la contamination des sols par 1’observation
des communautés bryophytiques et bryolichéniques terricoles. Nous avons mis au point un
bryocapteur des retombées atmosphenques a l’aide de Ceratodon purpureus. Cette Bryophyte
ubiquiste présente une certaine capacité a tolérer les fortes concentrations en éléments traces
métalliques mais arrive également a se développer sur des sols non contaminés. L’exposition de ce
bryocapteur a des retombées en Cd, Pb et Zn (a proximité de Metaleurop, une usine de métaux non
ferreux située 4 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 ’activité des superoxyde dismutases et de
‘1a biosynthése du glutathion. Ces phénoménes sont trés 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-Région 1994-1999.

Mots-clés : Bryophytes, bioindicateur, blosurvelllance stress oxydant, éléments traces métalliques,
tolérance, biocapteur

TITRE EN ANGLAIS
Ecotoxicity of heavy metals in Bryophytes:
Setting up of an atmospheric repercussions bryocaptor with Ceratodon purpureus (Hedw.) Brid.

ENGLISH SUMMARY v

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 atmospheric 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 1) 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 program, registered
in the “Contrat de Plan Etat — Région” 1994-1999.

Key words: bryophytes, bioindication, biomonitoring, oxidative stress, heavy metals, tolerance,
biocaptor
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