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Ingénieur écologue,Société Tauw Environnement (France) — Agence Nblidre du groupe
international Tauw.
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" participation a la « Recherche et Développemerdnsdes domaines de I'Evaluation des
Risques pour les Ecosystemes (ERE) et de la pyéatiation ;

= partenaire professionnel du projet de recherche mise au point d'un outil diagnostic basé
sur l'utilisation de la mousse aquatigl®ntinalis antipyreticaHedw. en culture pour
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DE FEVRIER2003A JUIN 2004 Attachée Temporaire & 'Enseignement et la Reclee(4if)
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Faculté de Pharmacie de Lille (février a ao(t 2003)
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V. RESPONSABILITES ADMINISTRATIVES

DE FEVRIER2003A SEPTEMBRE2004

DE SEPTEMBRE2004A SEPTEMBRE2012

DE sePTEMBRE2009A SEPTEMBRE2012

Co-coordinatrice Licence professionnelle « Diagmost
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Van Haluwyn, Faculté de Pharmacie de Lille,
Université Lille 2 Droit et Santé

Responsable pédagogique de la premiere année de
Licence d'ingénierie de la sant&réation), Institut
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Université Lille 2 Droit et Santé
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Pas-de-Calais spécialité Qualité et Sécurtbmentaires(création) Institut
Lillois d’'Ingénierie de la Santé, Université LilkeDroit et Santé

VI. ACTIVITES D’ENSEIGNEMENTS

Mes activités d’enseignements ont débuté lors @mke universitaire 1997-1998 dans le cadre de
vacations par des travaux pratiques de biologiétadgs Mes domaines d’enseignement principaux,
en lien direct avec mes activités de recherchd,:son

» la biologie végétale, la physiologie végétale,déabique ;

= |'écologie générale et appliquée ;

= [|'écotoxicologie ;

» |e diagnostic de la qualité des milieux ;
» les techniques biologiques de traitements desceniaminés (phytomanagement) ;
= ['évaluation et la gestion des risques environndmenet sanitaires des sites et sols pollués.

Le volume d’heures d’enseignements ashinima un statut complet depuis 2004 (Ex : 215 heures
équivalent enseignements dirigés pour 2012- 2013).
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ACTIVITES DE RECHERCHE

Equipe de recherche
EA 4483, Impact de I'environnement chimique susdaté humaine,
Sous la direction du Dr. Lo-Guidice
IFR114 IMPRT - Institut de Médecine Prédictive etRlecherche Thérapeutique
Groupe biosurveillance végétale et fongique,
Sous la direction scientifique du Pr Cuny

Thématiques et objectifs généraux de recherche

Biosurveillance végétale de la qualité des sols
Evaluation des risques pour les écosystemes
Caractérisation du lien environnement - santé

Objectif général de recherche

Recherche et mise au point de modeles biologigégetaux d’aide a I'évaluation des
risques environnementaux et sanitaires induitslgarontamination des sols en éléments traces
métalliques.

11

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



HDR de Annabelle Deram, Lille 1, 2013

SYNTHESE ET ARTICULATION DES TRAVAUX DE RECHERCHE

Mes premiéres études a démarche scientifique orté @oir une espece végétale a distribution
mondiale, commune et ubiquiste, connue pour sel@gibourrageres Arrhenatherum elatiugl..)
Beauv. Ex J. & C. Presl (Avoine élevée), appartertatia famille desPoaceae.Le caractere
bioaccumulateur vis-a-vis du cadmium, du plomb et du zinc a étéiétaux niveauspécifiqueet
populationnel Ces travaux constituent les prémices des étuikmmtva évaluer I'entrée des
eléments traces métalliques (ETM) dans les chadliggentaires eta fortiori, les risques pour
I'écosystéme.

Pour parfaire ces études, il s’est avéré nécesdaifgrendre en compte la complexité du modele
végétal dans le sens @du elatiusprésente une forte colonisation racinaire fongiqhi@si, les
symbioses mycorrhiziennes ont été étudiées, nongutsant a prendre en compte noiveau
d’organisation supra-spécifiqgudn lien avec des travaux menés au laboratoientvé caractériser
ces symbioses (Languereau—Leman, 1999), notre dBmacientifique a plus particulierement
porté sur l'influence des ETM sur ces symbiosescifjréquement, le role des organismes
fongiques (mycorhiziens ou non) dans les mécanishesdrée des ETM dans les racines et dans la
translocation dans les parties aériennés dlatiusa été étudié.

Cette étude, montrant I'importance de prendre arsid@ration les symbioses et les interactions
avec la rhizosphére, nous a permis d’évoluer veriauveau modele symbiotiqueTrifolium
repens(L.), (Trefle blanc). En effet]. repenspossede la spécificité de former une association
symbiotique avec des bactéries présentes au nieda rhizosphereRhizobium leguminosarum
var. trifolii ). Cette association symbiotique entraine la foiwnatle nodules capables de réduire
'azote atmosphérique @N en ammoniaque directement assimilable par lat@la@’est cette
spécificité qui donne toute sa sensibilité a nespece. Ainsi, nous avons étudié I'influence des
ETM sur la nodulation et nous nous sommes attaéhésaduire ces effets en un indice de
nodulation. En conséquence, les potentialités tte espece a étre umoindicateur de la qualité
des sols ont été évaluées.

Parallelement, I'étude des effets des ETVhaugau cellulaireest également menée sur cette espece
modele. Plus précisément, nos travaux ont poudi@valuer la perturbation des mécanismes du
stress oxydant cheZ. repenspar le développement deiomarqueurs d’effets systémiques
(dosage de I'ascorbate peroxydase et de la ggi@cokydase, notamment). Au niveaucléaire
'étude des effets génotoxiques des ETM, a tralersise en évidence du potentiel clastogene et
aneugene des sols étudiés, permet la mise audedimmarqueurs d’effets génotoxiqueshez ce
modele végétal sauvage (test des comeétes et westidonoyaux, notamment).

Le développement de I'ensemble de ces outils bigies (bioaccumulateurs, bioindicateurs,
biomarqueurs) nous permet de caractériser I'actenpolluants comme les ETM au niveau
cellulaire, spécifique et/ou populationnel. De néaaicomplémentaire, les niveaux d’organisation
tels que le peuplement ou les communautés d'espéoeent, malgré leur complexité, étre
également pris en considération pour établir uigrdhatic de la qualité environnementale. Ainsi,
nous avons abordé un nouveau niveau d’organisatiécosysteme

L’évaluation des risques pour les écosystemes (ERE)ctuellement la démarche scientifique mise
en place pour répondre a ces attentes. L'ERE saitdébmme étant un procédé scientifique
flexible et général qui organise et analyse lesiden toxicologiques et écologiques, les hypothéses
et les incertitudes. L'ERE a pour but d’évaluerpl@babilité d’apparitions d’effets écologiques
néfastes au niveau des populations, des commundieggsces ou des écosystemes (Noss, 2000 ;
Solomon, 2002 ; Suteat al. 2003 ; Munns, 2006 ; Hope, 2006) L'ERE est basg#desparadigme
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de I’Académie des Sciences des USA (Figure 1) ouligne les besoins de recherche et qui définit
la place des démarches scientifiques dans ce demain

Figure 1 : paradigme de I'évaluation des risques
Académie des Sciences, USA (NCR, 1983)

RECHERCHE

Observ.atlons de Identification des \ Develappement. des
terrain et de Dangers différents choix
laboratoires (Est-ce-guce Pagent réglementaires possibles

(effets défavorables sar fa engendre un effel Caractérisation
santé liées & des expositions et défavorable ?) des risques v
@ des agents particuliers) (Quelle est
. Pestimation de Evaluation des
Information sur les Relation Dose — Pincidence des effets conséquences des
méthodes Dl E;i;et - "'57""“"'5';;5 dans différents choix
uelle est ka relation une population 4 : i
d’extrapolation entre la dose et > d:n::ée ?) reglem_eflta"es p?mbles
(des hautes aux_faibles doses Pincidence des effets cher (Pﬂflﬁqﬂs, sociales,
et de Panimal & Uhomme) Phomme ?) économiqies et
sanitaires)
Evaluation de S ]

—

Mesures de terrain I’exposition
(estimation des expositions et (Quelles sont les Décisions et actions de
caractérisation des expositions mesirées on I'organisme
populations) estimées dans différentes J réglementaire
conditions ?)

Ainsi les besoins de recherches en ERE porteriesurobservations de terrain et de laboratoie
ce qui confirme l'intérét des travaux de recherchenés jusqu’alors en écotoxicologie et le
développement d’outils biologiques dans le cadréade « biosurveillance de la qualité des sols».
lls portent également sur lesnesures de terrain. De fait, nos travaux de recherche portantesur |
ERE ont particulierement été focalisés sur la rédncdes incertitudes et 'augmentation de la
fiabilité des indices de risques, grace a la cbation del'écologie de terrain. Ces études ont
permis notamment de développer dedices de biodiversitémais aussi de caractériser la qualité
des écosystemes sur la base d’inventaires écolegidgi terrain.

Inventaires de terrain Qualité del’ écosvstéme

Indicateurs écologiques Fonctionnement et structure del’écosvstéme

Etat de santé del écosystéme

l

EERE. Identification des causes de dysfonctionnements

lllustration 1 : objectif de 'ERE et articul@in avec I'écologie de terrain

L’évaluation des risques pour les écosystéemesregtréalable scientifique orientant les décisions
de gestion des risques des sites et sols pollugsniRes solutions de gestion existantes, le
phytomanagement présente de nombreux avantages ecdmitisation de techniques végétales
maitrisées ou comme un codt restreint. S’appuyantes travaux de recherche menés en ERE et
sur le caractere bioaccumulateur des espéces iggé&tapérieures, les paragraphes suivants
décrivent nos travaux de recherchepbgtomanagement

Le phytomanagement est décrit comme un ensembiectieologies comprenant jaytomining
(Nicks and Chambers, 1994) et la phytoremédiationpgut étre divisée ephytoextraction et

13
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phytostabilisation (Saltet al, 1995). La phytoremédiation peut avoir pour objettmmobiliser

les ETM de maniere a ce quils ne soient ni lessivd n’entrent dans les racines
(phytostabilisation). Il est également possibletidaer le systeme sol/plante pour que le végétal
extraie les ETM et les transfére dans ses part@germes pour gu’ils soient volatilisés
(phytovolatilisation) ou exportés (phytoextraction)e phytomining est la phytoextraction de
meétaux de valeur provenant de minerais ou d’enwigament contaminés.

Dans ce contexte, nos travaux de recherches ot guar :
= |a revégétalisation du crassier acide de la mineTde (cuivre et plomb), Te Aroha,
Nouvelle-Zélande ;
» |a phytoextraction aidée du zinc, du plomb et dintiam avedrrhenatherum elatius ;
= |e phytomining et 'hyperaccumulation du thalliutmez Iberis intermedia ;
» J'étude de l'impact duMiscanthus giganteatilisé en phytostabilisation sur la biodiversité
végetalede sols contaminés par des éléments traces maealiq

L’ensemble des thématiques présentées jusqu’dinssrst dans un objectif global (celui du groupe
biosurveillance) d’aider au diagnostic de la geéalites milieux. De part leur évolution, nos
recherches visent aujourd’hui a répondre a latopresles personnes a la santé dégradée vivent-
elles dans un milieu de qualité dégradéen cohérence avec les travaux de 'EA 4483 - ohda
'environnement chimique sur la santé humaine). @estionnement tend a établir lien
environnement - santé Ce lien, aujourd’hui reconnu, est toutefois difément caractérisé
(qualitativement et/ou quantitativement). En consége, nos recherches portent sur la traduction
de la qualité environnementale des milieux dansysteme d’informations géographiques (SIG)
afin d’en étudier le rapprochement cartographiquesnaussi statistique avec des indicateurs
sociaux et sanitaires (Figure 2).

Lien Environnement-Santé

Lespersonnes de santé dég rodee vivent-elles dans un
environnementdegrade?

[ I Indicateurs socio-economigues
5.1.G, cariographie, peostatistigues. <@y

']' e Indicateurs sanitaires
Indicateurs environnementaux
]
: Evaluation
il desrisquespour
]
i

Figure 2 : articulation des

les dcosystémes

Outils diagnostiques axes de recherche

1

]

i

E (Les blocs rouges s’appuient sur des
' collaborations)
i

L]

]

)

1

1

dela qualité du milieu

Biomarquaurs
Bipindicateurs L

Végdtaux supérieurs

Bioacarmidataur | Evaluation et gestion des risgues
! pour les sites et sols polfués,

:

Biosurveillance végétale de la qualité des sols
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PRESENTATION DETAILLEE ET ANALYSE CRITIQUE DES ACTIVITES DE RECHERCHE

A) BIOSURVEILLANCE DE LA QUALITE DES SOLS

La biosurveillance :
« Utilisation des réponses a tous les niveaux dinigation biologique (moléculaire, biochimique,
cellulaire, physiologique, tissulaire, morphologigécologique) d’un organisme ou d’'un ensemble
d’organismes pour prévoir et/ou révéler une ali@natle I'environnement et pour en suivre son
evolution. »

Garrec & Van Haluwyn, 2002

Evaluation
desrisques pour
les écosystémes

————————————————————————————————

Outils diagnostiques

Phytomanagement

de la qualité du milieu

N
Biomarqueurs
Bioindicateurs

Vegétaux supérieurs

Bioaccumulateur

Biosurveillance végétale de la qualité des sols

Cette partie est composée de 2 thématiques paant

1) la bioaccumulatiordes éléments traces métalliques (ETM) chehenatherum elatiugu
niveau individuel (basée sur les travaux de tlte8e Deram, 2008 spécifique (Deranet
al., 2006), populationnelle (Deramt al, 2007) et en fonction de la mycorhizatiorAd’
elatius(Deramet al, 2008 ; 2011) ;

2) les biomarqueurd’effets systémiques et génotoxiques (basée surdgaux de these de N.
Manier, 2009). Cette thématique aborde :
s la bioindication par l'indice nodulaire de repengManieret al, 2009a) ;
s |a génotoxicité des ETM : tests des micronoyauxr(idiaet al, 2009b) et test des
cometes (Manieet al, 2012) ;

s 'étude des mécanismes de fractionnement de '’ADN
" génotoxicité et activités enzymatiques (Lamkal., soumise) ;
" dommages a I’ADN et mesure de son oxydation (Derbat., soumise)
" variabilité du profil d’expression génique, basé les travaux de thése

de F. Bernard (Bernaet al, revue et 1 publication soumises).

15
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1) LA BIOACCUMULATION DES ELEMENTS TRACES METALLIQUES (ETM) CHEZ ARRHENATHERUM ELATIUS

Ces recherches ont été effectuées dans le cadrePdagramme de Recherches Concertées (PRC),
inscrit dans le Contrat de Plan Etat-Région 1999919

Elles ont pris place au Laboratoire de génétiquévetution des populations végétales, UPRESA-
CNRS 8016, Bat SN2, Université des Sciences et riigobs de Lille et au Laboratoire des
Sciences Végétales et Fongiques de la Faculté cileac8s Pharmaceutiques et Biologiques de
Lille, EA 4483, Université Lille 2 Droit et Santé.

Le modéle végétal Arrhenatherum elatius (L.) Beauv. J&C Presl

Arrhenatherum elatiys en francais avoine élevée ou fromenta!
appartient a la famille des poacées. Cousine deolife cultivée, cette /
espeéce a une valeur fourragere. Son appareil iexifarme un ‘
important réseau. En sol non ou peu pollué, ilfstere jusqu'a 80 cm
(Languereau-Leman, 1999). En sol pollué, les racse développen § § |
principalement dans la couche humique superficlall@us polluée et y i |
forment un feutrage tres dense (Ducousso, 1985}igeaflorale dA.
elatius a une hauteur de 60 a 180 cm en conditions nosm&a
productivité & I'hectare en sol non ou peu polktéestimée a 10 t.Haet
par fauche (Deram et Petit, 1997). Méme si ladaikes individus est
plus faible en sol polluéA. elatiusy demeure une espece producti
(Ducousso, 1985).

Cette graminée, essentiellement allogame, présanterythme de
végétation estival avec parfois un regain en autondette espéce e
tétraploide sur l'essentiel de son aire de réjmartit

Arrhenatherum elatiugst une graminée hémicryptophyte a large amplitm#ogique. Elle se
développe dans les prairies et les friches surfedifes ou amendés, frais a secs, acides a odcai
les digues et les bords de chemins (Fitter et Gui€i88 ; Lambinomt al, 1992).

Dans le nord de la Francd. elatius colonise aussi des terrils et des friches induldsie
contaminées, notamment par de tres fortes contiemisan métaux lourds (Petit, 1980 ; Ducousso
et al, 1990). C'est donc une espéece pseudométallopblgie kg définition de Lambinon et Auquier
(1964). Elle forme de vigoureuses populations, ssgpaux conditions de vie difficiles de ce type
de sol : fortes teneurs en métaux, faible capaeitéétention d'eau, pauvreté en éléments nutritifs.

Arrhenatherum elatiugL.) est une espéece a large biomasse, non-hyperadatrice. Elle a été

choisie car c’est une espece :

= alarge répartition géographique (de I'Afrique dudha la Scandinavie, de I'Europe occidentale
au sud-ouest de I'Asie),

= pseudométallophyte,

= que I'on peut facilement faucher,

= qui croit rapidement,

= qui peut facilement étre cultivée en champs etborhtoire,

= et qui tolére les métaux étudiés, zinc, plomb eindam, a de tres fortes concentrations (se
développe sur des sites calaminaires).
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La capacité accumulatrice de cadmium, de plombeetidc a été étudiée chéarhenatherum
elatius espéce a forte biomasse (Derah al., 2000). Une étude détaillée du caractere
bioaccumulateur de I'espece a été menée a dif@rewmeaux d’organisation de cette espece.

Variations intra-individuelles des concentrations @ zinc et cadmium
dans les parties aériennes &. elatius

La variabilité intra-individuelle dans les parties aérienrggérrhenatherum elatius été mesurée.
Pour ce faire, la répartition du zinc et du cadmilens les talles a été suivie. 15 graines provenant
de la population du site calaminaire du bois desides (Auby, France) ont été semées dans des
sols artificiellement a 1000 mg/kg de zinc (ajolatcédtate de zinc) et 100 mg/kg de cadmium (ajout
de nitrate de cadmium). Chaque jour, les talles/elbement apparues ont été identifiées. Aprés 30
jours, les talles ont été récoltées et analyséesrésultats sont exprimés dans la figure 3.

Zn, mg kg-1 Cd, mg k-1
500 - o = 137a02088 - 100
i —®—Zin R*=0,9508 T
430 4 ——d _ lap

—— Exponentizl (Zn)
Exponentizl (Cd)

400

230 4

200 ~

130 ~

100 +

30 4 _
0 T/ 20

I3 J10 I13 120 I23

Figure 3 : évolution de la concentration moyennesnde Zn et de Cd dans les talles d’A.
elatius, en fonction de leurs ages (J5%dur)

Pour les deux métaux étudiés, I'accumulation vsigaificativement en fonction de I'age des talles
(p<0,001 pour le zinc et p<0,002 pour le cadmiuba).concentration métallique des feuilles est
plus importante pour les talles les plus anciensiasges a la périphérie de 'individu ce qui triadu
une accumulation et/ou un transport vers ces talhegennes plus conséquents. Cette augmentation
est méme suffisamment importante pour compensdifugon des concentrations métalliques dans
les talles, engendrée par la croissance du ve@sahs, 1971), les talles les plus anciennes étant
également les plus grandes. Cela traduit égaleorenaugmentation du stockage des métaux dans
les feuilles qui seront éliminées les plus rapidet@ar abscission. Ce mécanisme est signalé
comme étant un mécanisme de tolérance (BargadB)1®es teneurs métalliques mesurées en
fonction de I'age des talles suivent, dans nos itiemd d’expérience, une loi exponentielle pour les
deux métaux, dont les équations semblent indiquerlacinétique d’accumulation du cadmium

est plus rapide que celle du zinc

Cette étude a également mis en évidence I'impaoetaecl’échantillonnage qui doit faire I'objet de
précaution de maniére a traduire correctementag@sentativité de l'individu.
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Figure 4 : bioaccumulation (haut) et facteur de doumulation (bas) en fonction de la

teneur en métaux dans le substrat (n=5). Les paoges indiquent la concentration a laquelle les
plantules sont chlorotiques et nécrosées
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Caractérisation de labioaccumulation du zinc, plomb, cadmium, cuivre, cbalt, nickel et
thallium chez A. éatius au niveau individuel

L’accumulation de zinc, plomb, cadmium, cuivre,keilc cobalt et thallium cheArrhenatherum
elatiusa également été étudiée miveau spécifique La bioaccumulation de cette espéce a été
testée sur substrat artificiellement enrichi pas heétaux précités constituant pour chacun des
gammes de pollution monométallique.

La phytotoxicité des métaux vis-a-vis de la germomade notre espece peut étre classée comme
suit, de la plus importante a la plus faible :

nickel>zinc>plomb> cuivre = cadmium =cobalt

A la suite du développement des graines, pendgrtidae de croissance de la plantAleelatiusa
exprimé des signes de phytotoxicité vis-a-vis durevet du cobalt.

Apres 4 semaines d’exposition, les concentratioagimales décelées dans les plantes (en matiere
séche) sont de l'ordre de 92 pg.gour le cuivre, 20 pgypour le plomb, 300 pg'gpour le
cadmium, et le nickel, 3 000 pg.gour le zinc et prés de 3800 pgmpur le cobalt (Figure 4).

La stratégie d’accumulatiodiA. elatiusdiffere en fonction du métal étudié. Ainsi, il sdmiu’A.
elatiustolere de fortes concentrations de plomb, graceexsiratégie de résistance. A l'oppose,
cette espece peut étre considérée comme étant cowmalatrice de zinc sans que les
concentrations atteintes soient importantes. Patreoil semble quA. elatius (6 g.plant)
accumule d'importantes quantités de cadmium, pdidiement vis-a-vis de I'accumulation de ce
meétal étudiées chez d’autres graminées (Tableau 1).

Tableau 1 : accumulation de cadmium généralemesgmiée dans les graminées en culture
hydroponique (Ebbs & Kochian, 1997)

Espece Accumulation de cadmium
(g.plant?)

Agropyron elongatum 11,2
Agrostis alba 0,6
Agrostis tenuis 0,5
Avena sativa 38,2
Elymus junceus 10,2
Festuca rubra 0,7
Hordeum vulgare 25,3
Phalaris arundinacea 45
Poa compressa 0,1
Puccinelia distans 1,3

Obtenues en conditions simplificatrices (conditi@pgimales de culture et gammes de pollution
monomeétallique), ces données nous ont conduitsud mderroger sur le maintien des stratégies
adoptées, en conditions naturelles. D’autre patyde de terrain nous a permis de mettre en place
un plan expérimental sur le plus long terme. Ainsiis avons envisageé I'étude devdaiabilité du
caractére de bioaccumulation en fonction des variains saisonniers, parameétre primordial des
modeles végétaux.
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Variabilité de la bioaccumulation du zinc et du cadghium durant
le cycle de végeétation dh. elatius

La bioaccumulation du cadmium et du zinc a étéisuile janvier a juillet dans 3 populations
métallicoles (n=3) se développant sur sols calaingsaCes travaux de recherche ont donné lieu a
une publication dangnvironmental Pollutior{Deramet al.,2006). Les principaux résultats sont :

» Ja confirmation de la caractérisation de la bioacglation faite en laboratoire, dans la
mesure oUA. elatiuspossede une bonne capacité accumulatrice powaidmiom et une
capacité accumulatrice moyenne pour le zinc ;

» |'existence des variations de la concentration amedée en fonction du cycle végétal. Ceci
est dO d’'une part a un phénomeéne de dilution @erta croissance et du développement de
I'individu) et d’autre part a la variation de laaqité de zinc et de cadmium extraite par la
plante. De fait, la quantité de métal extrait n')eas directement en lien avec la biomasse.
Dans nos conditions d’expérience, c’est en marsoet lorsque la biomasse est la plus
importante (juin) que I'espéece extrait le plus (Fig5h).

Concentration en mg.kg

Quantité en pg Biomasse, g
100 1 - 20
80 l +15
60 -+
I +10
4+ 1
20 | T°
0 | | | "\/F\\* 0
janv mars avri mai juin uillet

Figure 5 : concentration (bleu ciel), biomasse (oga) et quantité de cadmium (bleu foncé)
dans les parties aériennes d’A. elatius se dévelopa Courcelles-les-Lens

Les facteurs influencant I'accumulation ont éténtifeés grace a une AFCM et une régression pas a
pas et sont dans leur ordre d’'importance : le pisaliet la phénologie de la plante. Ces travaux de
recherche ont également mis en évidence une Ji#idathe la bioaccumulation en fonction de la
population étudiée.

Influence de la fauche sur la bioaccumulation du mic et du cadmium
dans les parties aériennes @&rrhenatherum elatius

Les résultats precédemment décrits indiquent qpérd@de de fauche influe sur les concentrations
accumulées. Celles-ci sont plus importantes quarfduche est effectuée en mars. Or, le fait de
faucher a cette période entraine le regaf @latiusce qui permet d’envisager plusieurs fauches
par année. En conséquence, nous avons testé Heffets fauches sur 'accumulation de zinc et de
cadmium de populations métallicoles et non-métals.

Ces travaux de recherche donnent lieu & une ptiblican préparation (Deragt al. soumise).
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Pour ce faire, 120 graines de 3 populations métddls provenant de sites calaminaires et 3
populations d'origine saineAfrhenatherum elatiusnt été récoltées dans chaque population. Elles
sont été semeées dans un terreau artificiellememtaconé en cadmium (nitrate de cadmium) a
raison de 0 ; 3 ; 100 et 225 mgkge cadmium. Les concentrations de zinc et de cadrint été
mesurees 2 fois dans les feuilles des mémes indivadultes pour évaluer I'effet de la fauche. La
premiéere fauche a été effectuée 6 semaines apsesiie des grainesAl elatius(T1) et la seconde
fauche a été pratiquée 6 semaines apres la presaigrE2 semaines apres le semis (T2).

Les principaux résultats sont représentés figure 6.

60 -
g O
Cd, ppm 8
(M 0000 ATZMa
45 1 (T) 0.000 (©) 0000 T2Mc
(O) 0.000 AT Ma
° AT2NMe
® AT2MVr
30 ° ) AT2ZNMs
iy ®Ti Ma
ﬁ A ®T1 Mc
(T) 0986 A ° ®TI Mn
1391 ©oos " OT1 NMe
a A OTI1 MVr
o OT1 NMs
U a T T 1
[C1] [C2] [C3]

Figure 6 : bioaccumulation du cadmium (n=3) (mg‘kglans les parties aériennes d’A.

elatius provenant de populations apres 6 semaingsdt 12 semaines (T2)

Ma: métallicole du site d’Aubyim: métallicole du site de Mortagne-du-Norilic: métallicole du site de Courcelles-
les-Lens;NMc: non-métallicoledu campusNMs: non-métallicolede Sainghin-en-Mélantoi®yMr: non-métallicolede
Rouvroy. Pour chaque concentration, une ANOVA ac2efirs a été conduite : le facteur fauche (T)eefdcteur
origine de la population (O)

Les concentrations en cadmium dans les partiesradrsd’A. elatiussont importantes, de I'ordre
de 60 mg/kg pour des populations non-métallicddesemaines apres le semis. Les concentrations
mesurées sont statistiquement inferieures aprépaf2apport & T1 pour les concentrations en
cadmium ajoutées dans les sols les plus importabes différences statistiguement significatives
sont aussi observées en fonction de 'origine riébtdés ou non-métallicoles des populations.

Sur la base de ces résultats, I'étude dealaabilité inter- et intra-populations a été développée
afin d'évaluer les possibilités d’amélioration deerformances de l'espéce, en termes de
bioaccumulation, par sélection des populationsesiiddividus accumulant le plus.
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Figure 7 : distribution des origines, en fonctioa accumulation de zinc dans les parties
aériennes. L'axe des abscisses représente les riosttens dans les parties aériennes. Cet axe
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Figure 8 : distribution des origines, en fonctioe daccumulation de cadmium dans les
parties aériennes. L'axe des abscisses représestedncentrations dans les parties aériennes

(mg.kg* partie aérienne séche). L'axe des ordonnées reptég'effectif

26

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



HDR de Annabelle Deram, Lille 1, 2013

Etude de I'accumulation différentielle de zinc et @ cadmium des populations
pseudométallophytiques dA. elatius

Ces travaux de recherche ont donné lieu a uneqatioln dansScience of the Total Environnement
(Deramet al.,2007).

L’objectif principal de I'expérience est de compdfaccumulation de zinc et de cadmium dans les
parties aériennes de populations de trois origines

= 3 populations métallicoles provenant de sites calaimes pop P comme polluées) ;
= 3 populations provenant de sites moyennement comésnfpop Int comme intermédiaires) ;
= 3 populations d'origines sainefd’henatherum elatiu§pop NP comme non polluées)

Sur chaque site, les graines provenant de 30 ohavilA. elatiusont été collectées. Trois graines
de chaque individu ont été semées dans un terréficigllement contaminé par 1000 mg Kgle
zinc et 300 mg K¢ de cadmium (nitrates). Cela a été réalisé enidap(3 x 3 graines). Douze
semaines aprés le semis, les parties aérienneshatpue pot ont été récoltées et analysées
(considérées comme 1 échantillon).

Ces résultats ont confirmé I'importante capacitéuawlatrice de cadmium A! elatius De plus,
nous avons demontré que la bioaccumulation de opsilgtions differe et que legsop NP
accumulent significativement plus de zinc (p<0.008tL.de cadmium (p<0.0001) que lesp P
(Figures 7 et 8, respectivement). lpsp Int ont accumulé autant de zinc et plus de cadmium que
les pop NP et révelent une forte variabilité vis-a-vis duamére accumulateur pour le zinc et le
cadmium dans leurs parties aériennes. Sous réspreecette variabilité soit génétiquement
contrblée, ces résultats ont suggéré la possibilgéliorer 'accumulation du zinc et du cadmium
pour le biais de la sélection des individus g¢esg Int présentant les meilleures capacités
accumulatrices.

Accompagnant ces chapitres caractérisant le commperit de l'espece vis-a-vis de la
bioaccumulation des ETM, linfluence de la fer@li®n du milieu et I'utilisation d’hormone de
croissance sur les concentrations de zinc et deicad dans les parties aérienneé.célatiusont

été testées. A lissue de ces tests, il semblgratles engrais de nature azotée puissent, sur sol
moyennement contaminé, augmenter la bioaccumuladionplomb et du zinc (pas d'effet
significatif pour le cadmium) et par conséquentraitte la pénétration de ces polluants dans la
chaine alimentaire. Aucun résultat significatif et& observé suite a l'utilisation des hormones.

In fing, I'interaction de I'espece avec ses symbioteg &tidiee.

Colonisation fongique cheZrrhenatherum elatius (L.) et son influence de la sur
'accumulation du cadmium

Le premier objectif de ces études était de carigetéla colonisation des mycorhizes a arbuscules
(MA) et des champignons non mycorhiziens brunsése(@SF) dans 8 populatiod®. elatiusse
développant le long d’'un gradient de sols contamp#¥ les métaux lourds. Ces études avaient pour
but de déterminer les contributions effectives Hdaque type d’endophytes en relation avec la
bioaccumulation et la tolérance. Ces travaux daamhe concernarfi. elatiuset ses symbiotes
fongiques ont donné lieu a une publication d8od and sediment contaminatigPeramet al.,
2011).

Ainsi, ces études mettent en évidence pour la gneniois la présence concomitante de MA et de
DSF dansA. elatius.De plus, la colonisation racinaire par les MA, SF ainsi que par la densité
de spores ont été estimés et mis en relation aggedrametres de caractérisation des sols (ETM et
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agronomiques). Cela nous a permis de conclure gugollution des sols affecte I'infestation
mycorrhizienne (hyphe, arbuscules et vésiculesjuyidsen entrainer la disparition. A 'oppose,
l'intensité de la colonisation par les DSF, baség@resence des MA sur des sols non-contaminés,
est plus importante sur des sols pollués.

bY

En conséquence, linfluence des mycorhizes a adbesc(MA) et des champignons non
mycorhiziens bruns septés (CBS) sur 'accumulatiortadmium che?. elatiusprovenant de sites
contaminés par les éléments traces métalliques @édiée en fonction du cycle saisonnier.

Ces travaux de recherche concernanelatiuset ses symbiotes fongiques ont donné lieu a une
publication dan$oil Biology and Biochemistifperam egl., 2008).

Les principaux résultats démontrent que linfectiper les CBS est faible mais reste constante
quelle que soit la saison ou la concentration edmiam du sol. De maniére opposeée, la
colonisation par les MA varie en fonction de lassai au cours du cycle de développemeAt d’
elatius La colonisation varie également en fonction dedacentration en cadmium du sol : la
présence de MA étant moindre lorsque que la corat@nt en cadmium du sol est importante. Ceci
indique que ce métal semble étre toxique pour las M

Parallelement, la concentration de cadmium dansphkasies aériennes Al elatius est plus
importante lorsque la colonisation par les MA esttef, démontrant que la présence de ces
symbiotes fongiques peut avoir une influence sagcdumulation de cadmium. L’ensemble de cette
expérimentation souléve I'hypothése que les vamatisaisonnieres de la colonisat@A. elatius

par les MA peuvent jouer un role dans les mécargsde protection de la graine vis-a-vis du
cadmium. En effet, ces structures mycorhizienneglelet a disparaitre parallélement a une
réduction des concentrations de cadmium dans lggepaériennes A. elatius lors du stade
phénologigue de maturation de la graine. Ces @sulinovants se révélent d’'intérét quant a leur
application en phytoextraction pour la dépollutdes sols contaminés par les ETM.

Ces études montrant I'importance de prendre enidéradion les symbioses et les interactions avec
la rhizosphere, nous ont permis d’évoluer vers ouveau modele symbiotiquelrifolium repens
L. (Trefle blanc).

2) LES BIOMARQUEURS D’EFFETS SYSTEMIQUES ET GENOTOXIQUES CHEZ T.REPENS

Ces recherches ont été soutenues par I'Agence nddgiade la Recherche (ANR) et les fonds
FEDER.

Elles ont pris place au Laboratoire TESERIS dedauRé Ingénierie et Management de la Santé
(ILIS) et Laboratoire des Sciences Végétales etglpmes (LSVF) de la Faculté des Sciences
Pharmaceutiques et Biologiques de Lille, EA 4488iversite Lille 2 Droit et Santé.

Le modele végétal Trifolium repens (L.)

Trifolium repensest l'une des Légumineuses du gefnigolium les plus importantes sur le plan
agronomique. Il existe un trés grand nombre deiveut ayant chacun ses propres traits
d'adaptation (Voiseyet al., 1994). Sur le plan génétiqudyrifolium repensest une espece
allotétraploide obligatoire, possédant un nombrme 4x = 32 chromosomes, et pouvant avoir
une forte hétérogénéité génétique (Williams, 198sari et al., 1999; Jonest al., 2003) qui
permet arrifolium repensde s'adapter facilement a des micro-environnencampétitifs.
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De fait, il s’agit d’'une espéce sauvage communabéjuiste, capable de se développer sur une
multitude de matrices environnementales (y compoluées), ce qui permet I'étude de matrices
réelles et offre la possibilité de réaliser pasude des étuden situ

T. repenspossede également la spécificité de former desilesdlllustration 2). En effet, les
racines ddrifolium repensont la capacité de former une association synthietavec une bactérie
du genreRhizobiunqui lui est spécifique Rhizobium leguminosarubwv. Trifolii . Cette association
symbiotique permet au végétal de fixer l'azote afphérique sous forme ;NElle contribue
fortement & la fertilisation des sols et peut afgyaite 100 a 200 kg d'azote par hectare (Ledgard
al., 2001). Cette particularité confére a cette espiee grande importance écologique de par sa
contribution a la fertilisation des sols. En cong&tee, T. repens,espéce encore peu étudiée en
écotoxicologie mais maitrisée dans notre laborejois’avere par ses caractéristiques,
complémentaire des modeles étudiés jusqu’alors.

Folioks

Tige

Stolon

Systéme
racmaire

~ lllustration 2 (Manier 2008) : morphologie de

- Trifolium repens. A et B présentent des

~individus adultes. C présente le systéme
racinaire ; les fleches blanches indiquent les
nodules racinaires issus de la symbiose avec
Rhyzobium leguminosarum bv. trifolii

La variété végétale utilisée au cours de nos teavesi Trifolium repensbv. Haifa (Australie),
provenant du commerce. Toutes les expérimentatiorisété menées avec le méme stock de
graines, homogeénes en taille et stockées en chdnoiide a 4°C dans un conditionnement opaque,
afin de conserver leur pouvoir germinatif.

Etude de la nodulation chezTrifolium repens (L.) se développant sur des sols contaminés par
les éléments traces métalliques

Ces travaux expérimentaux font suite a une prendéiirde menéan situ qui a permis de montrer
qgue la nodulation (nombre de nodules par grammeiateasse fraiche) dE. repenssemble étre
moins importante chez les individus prélevés dasssbls contaminés par rapport a ceux prélevés
dans les sols situés hors zone de contaminatigmer@ant, dans les conditions d’expériences de
cette premiere étude, cette tendance n’est pastisga¢ment significative. Cela s’explique par la
grande variabilité observée, due aux nombreux dastenvironnementaux et intra-individuels
pouvant influencer le développement des nodulemames (age de la plante, caractéristiques
physico-chimiques des sols notamment). En conségueme etude en conditions controlées a été
conduite au laboratoire afin d’étudier les effets & nodulation deT. repensd’'une exposition
directe & des sols anthropisés. En effet, la dittée présente essentiellement des résultats apres
exposition a des solutions mono-contaminées adiiiienent par des sels métalliques.
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A terme, la caractérisation du développement dethulation racinaire de cette légumineuse avait
pour finalité¢ d’évaluer la possibilité d'utiliseralsensibilité de cette symbiose en tant que
bioindicateur de la qualité des sols.

Ainsi, 14 sols du secteur de METALEUROP (Douaifignce) ont été prélevés en tenant compte
de la concentration des éléments traces métalli(fei€s) dans les sols, de la distance a l'usine

métallurgique, ainsi que de la typologie du terr&@es sols ont été placés dans des rhizotrons,
préalablement au semis de grainesTderepens Ce systeme de culture permet de suivre le
développement racinaire sans déterrer la plantibeganisme n’est donc ni stressé, ni cassé ou
blessé au cours de la mesure. Deux parametrepaditulierement suivis durant toute la durée de

'expérimentation :

= [|'évolution de I'élongation racinaire : parametrentl la mesure permet d’estimer la
tolérance des végétaux supérieurs vis-a-vis derltamination des sols (Bradshaw, 1952) ;

= ['apparition de la nodulation.

Les premiers nodules sont apparus au cours dilenms& semaine de culture et la majorité des
autres nodules s’est développée au cours des meengedixieme semaines de culture. C'est a cette
période que la discrimination du nombre de nodelegonction de la contamination des sols est
apparue. Ainsi une période de 10 semaines au mimigst nécessaire pour envisager l'utilisation

d’un indice de nodulation comme bioindicateur.

Dans cette étude, les caractéristiques agronomigfugsanulométriques des différents sols ont été
analysées afin de considérer leurs influences euwtéleloppement des nodules racinaires. Les
résultats obtenus dans nos conditions d’expériesermlent indiquer que les teneurs en sable, en
argile et le pH des sols ont peu d’effet sur lealiéppement de la nodulation racinaireldeepens

Concernant I'impact des ETM, quelques auteurs datem évidence le role de sels métalliques en
solution sur le développement de la nodulation tEgimineuses d’'une maniere générale.
Néanmoins, la majorité des expérimentations soatisées en cultures hydroponiques et ne
permettent donc pas de prendre en compte la coitglede aux caractéristiques intrinseques des
sols (Van-Rossunet al, 1994 ; Ibekweet al, 1995 ; Rebalet al, 2002 ; Cheret al, 2003 ;
Kopittke et al, 2007). Les résultats obtenus dans le cadre tie &eide montrent que repensest
capable de développer des nodules racinaires denkrge gamme de sols anthropigues contenant
des teneurs variables en éléments traces métalligsiel’on considere le nombre de nodules
développés, nos résultats sont en accord avecalaerus par Cheat al. (2003), indiquant une
diminution du nombre de nodules racinaires avegghaentation des teneurs en éléments traces
métalliques. Broost al. (2005) et Chaudet al. (1993), ont démontré que la bactérie symbiotique,
Rhizobium leguminosarurov. trifolii, était sensible aux fortes teneurs en zinc, cepgumet
d’expliquer en partie la forte diminution de noiredice de nodulation dans les sols les plus
fortement contaminés.

Enfin, dans le but d’utiliser la nodulation comme hioindicateur de la qualité des sols, nous nous
sommes intéressés a la sensibilité et a la rolsestiscet éventuel indice. En effet, un bioindizate
doit a la fois étre sensible aux polluants présenéés également robuste vis-a-vis des autres
caractéristiques intrinseques des sols. Les résulia cette expérience indiquent clairement que
I'indice de nodulation est plus sensible que lesupatres liés a I'élongation racinaire, a la taiks
parties aériennes, a la couleur ou la taille dwhegdnesurés chek repensParallélement, I'indice

de nodulation apparait comme étant moins robustdagiautres parameétres. Toutefois, il posséde
une robustesse considérée comme acceptable (sasdadu calcul de robustesse défini par Betos
al., 2005).

Cette étude a fait I'objet d’une publication afféghau 16™ congrés international SETAC (2006),
ainsi que d’'une publication dans Journal of Envimeental Quality (Manier et al., 2009).
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Etude de la génotoxicité des sols contaminés pasléléments traces métalliques : adaptation
du test micronoyaux a un nouveau modele biologiqudyifolium repens

Une partie des aberrations chromosomiques est it@estde fragments de chromosomes non
rattachés au fuseau mitotiqgue (action de substaolessogenes). Ces fragments sont appelés
« fragments acentriques ». Lorsque la cellule sesali certains de ces fragments sont exclus du
noyau principal de la cellule fille et forment detifes structures extra-nucléaires, semblables a de
petits noyaux, appelées micronoyaux. De la mémenfages chromosomes entiers, qui n’ont pas
migré a l'un des deux podles du fuseau, a causeodialies fusoriales, peuvent aboutir a la
formation de ces micronoyaux (action de substaanesgenes).

v

. x X : X)(
L,
D Action d'une substance clastogéne
Y
. )X : X
A!

Micronoyaux dans les cellules d'une racine de

Action d’'une substance aneugene . N . ‘.
g Vicia fabaexposée a I'hydrazine maléique T10

lllustration 3 : mécanisme d’action des substaneesugénes et clastogenes et formation de
micronoyaux (Manier, 2008)

Développé dans un premier temps chedescantigclone 4430) afin d’appréhender les pollutions
atmosphériques, le test micronoyaux a été adaptéautions contaminées ch¥ria fabal. (NF

T 90-327, Mars 2004). L’adaptation de ce test aatrices terreuses (approche directe) en vue de
sa normalisation est en cours.

Dans le cadre de ces recherches, nous avons ddajgst micronoyaux au modele végétal.:
repens,puis avons mis en place ce test sur matricesusgsecontaminées en ETM. fabaest
également testée afin de constituer un témoinatjmétation vis-a-vis des résultats obtenus dhez
repens Les tests ont été réalisés a la fois en solwomtaminée par un sel métallique (CgChinsi
gue sur une gamme de sols contaminés en ETM provetha secteur de METALEUROP
(Douaisis, France).

Dans une premiere expérimentation en solutignles racines dé&. rependv. Haifa et dé/. faba
bv. Maya ont été exposées a un gradient de traiserdrations de chlorure de cadmium (GCI
reconnu comme étant un contaminant fortement gast Les racines de repenssont exposées
aux solutions contaminées pendant 30 heures. Ll@sesmdeV. faba sont mises a germer et
exposées aux solutions suivant la norme en vigi#tiKOR, 2004).

Les données obtenues apres exposition aux solw@mriaminées en Cdgdle T. repensont permis
dans un premier temps de mettre en évidence unedion importante et significative de la
division cellulaire. La toxicité induite par le CB@rovoque une forte diminution de la croissance
racinaire deT. repensdans nos conditions d’expérience. Ce résultatigmeille fait que I'effet
principal observé ici est un effet cytotoxiquepedt en évidence la forte sensibilité de ce modeéle a
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CdCk en solution. Cependant, il est important de nqter cet effet cytotoxique ne semble pas étre
dose dépendant. La toxicité exprimée reste coresttnproche de 50% d’inhibition de la division
cellulaire. Ce modele végétal n'exprime donc pas sedesibilité vis-a-vis de linduction de
micronoyaux en solution contaminée par du GdcCl

De plus, en raison de s& .
morphologie (racines fines, noyaux

de petite taille), ce modele semble, -~ Q R ’ g 3
f‘: . IJ

¥ N. Maniel

-—

d’'un point de vue technique, moins
approprié queV. faba pour la ‘ L
determination de la fréquence de r's . O
micronoyausx. g ’ '
En ce qui concernd/. fabg les §% ¥ .

résultats obtenus en solution sont en ’& :E
»

accord avec la littérature, montrant

une augmentation significative * "',_ v 0 ¥ .
(p<0,05) du nombre de. W b - 1
micronoyaux apres exposition au | \ Q . £ )
solutions contaminées. Une faible” ' t! e | D 4

diminution (non significative) de *m A. 2 . ) ( B

Iindice mitotique est également ) o .
mesurée chez les individus eXposéglustranon 4 : cellules racinaires de Vicia fal{a) et T.

a la solution la plus contaminée.  repens (B) a cellules en division, b cellules
micronuclées

En ce qui concerne l'exposition

aux matrices terreusesles sols utilisés pour I'étude proviennent duesecde METALEUROP ou

des sols faiblement, moyennement et fortement ognés ont été prélevés. Un quatrieme sol

provenant du secteur mais ne présentant pas dancimition a été utilisé en tant que référence. De

plus, un sol de référence auquel a été ajouténgidrtazine maléique (1 mg.Rpa été utilisé en tant

gue contréle positif.

Les graines dé. repensont été semées directement dans les premiersm0ducsol a tester. Les

jeunes pousses de repenssont collectées apres quatre jours d’expositiméet puis conservées

jusqu’'a la lecture.

Les graines dé/. fabaont été préalablement mises a germer dans I'eminééalisée pendant

guatre jours. A l'issue de ces quatre jours, lesngs présentant une racine primaire de trois

centimetres ont été transplantées dans les ditiesais a tester pendant 72 heures (De Mered.,

1995). A l'issue de ces trois jours d’expositioes facines d¥. fabaont subi le méme traitement

gue celles d&. repens

Les résultats obtenus confirment la tolérancd deepensvis-a-vis des sols contaminés en ETM.
L’indice mitotigue mesuré indique un bon développatndeT. repensdurant toute I'exposition.
Aucune augmentation du nombre de micronoyaux n'aépa observée dans nos conditions
d’expérience. Les résultats obtenus pgufabamontrent que ce modele est plus sensibleTque
repenspour la mise en évidence de I'induction de micy@ux apres une exposition directe aux
sols. La fréquence des micronoyaux pour les solgemmement et fortement contaminés est 8,8 et
9,6 fois plus importante que celle mesurée pourind&vidus se développant dans notre sol de
référence. Les résultats montrent également qoeneentration en matiére organique et la capacité
d’échange cationiqgue (CEC) sont significativemeatr@ées a la fréquence des micronoyaux
mesurée. Avec une telle approche, il semble néicesda prendre en considération les parametres
physiques et chimiques des sols afin de mieux évadur potentiel génotoxique.

Cette étude a fait I'objet d’'une publication afféeghau 16éme congrés international SETAC (2006),
ainsi que d’'une publication dans Water, Air andl $aillution (Manier et al., 2009).
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Adaptation du test des comeétes @rifolium repens en vue de I'étude de la génotoxicité des sols
contaminés par les éléments traces métalliques

Ces recherches ont été effectuées dans le cadragpel a projet de ’Agence nationale de sécurité

sanitaire de l'alimentation, de I'environnementdet travail (ANSES) et ont été soutenues par

I’Agence de I'environnement et de la maitrise @aérgie (ADEME).

Elles ont pris place au Laboratoire des Sciencagtédes et Fongiques (LSVF) de la Faculté des
Sciences Pharmaceutigues et Biologiques de Liked4#33, Université Lille 2 Droit et Santé dans
le cadre d’'un projet intitulé « Maueurs de _G#toxicité_Ewironnementales pour I'évaluation des
risques de matrices polycontaminées (MarGeEn)».

Le test des cometes (aussi appelé Single Cell (eetrBphoresis Assay) permet la détection et la
guantification de la détérioration de I'ADN induifgar certains agents dans des cellules
individualisées. En utilisant la version alcalinetést, les cassures simples ou doubles peuvent étr
détectées ainsi que les sites de réparation inamalcali-labiles. C’est un test d'électropho&se

gel d’agarose réalisé sur cellules isolées. Aplestréphorese, les noyaux dont 'ADN a subi des
cassures prennent une forme de cométe et les na@ix’ADN n’est pas endommagé restent
ronds. Ces cassures de I'ADN sont soit directerrghtites par le génotoxique, soit consécutives
au stress oxydatif induit par I'agent, ou encoredaséquence de la mise en ceuvre de systemes de
réparation de 'ADN. Dans tous les cas, ce sont@sens primaires a ’ADN qui sont quantifiées.

lllustration 5 : formation de cometes (Gishner, 3P0 noyau intact, B et C : noyaux endommagées, D :
noyau hautement dégradé, jusqu’a disparition détéade la comete

A partir des années 80, les plantes supérieurdagsconnues comme étant d’excellents indicateurs
d’effets cytotoxiques et mutagenes induits par ctegaminants environnementaux. De fait, leur
utilisation en biosurveillance est promue (Grarg99). Dans ce domaine, le test du micronoyau
chez Tradescantiaest le plus utilisé suite a des expositions ceu(B9 h). Le test de cometes
permet de considérer des expositions plus longugsésente aussi les avantages d'étre rapide,
simple, visuel et sensible pour mesurer les dommagd’ADN des cellules individualisées
(McKelvey-Martinet al, 1993). Ce test fut mis au point par Osting arfthdson en 1984 pour des
cellules de mammiféres. Pour les végétaux sup&riéritest a été utilisé pour la premiere fois par
Cerdaet al.en 1993, afin d’identifier les aliments soumises tkaitements par irradiation. En 1999,
Cotelle et al., dans leur revue sur l'utilisation du test des cm®ién écotoxicologie génétique,
listent uniquement 2 articles mentionnant des pastupérieures. Ce test sur cellules végétales est
utilisé pour la premiére fois en biosurveillancelaeualité de I'air extérieur par Sriussadapetn

al., en 2003. En ce qui concerne les sols contamiaéprdmiére étude est publiée en 2004 par
White and Claxton. Nous avons étudié, dans le cddrenaster recherche de N. Manier, les sols
industriels contaminés par les ETM, aviecrepensa partir de 2005. L'utilisation de cette espece,
choisie pour son caractére sauvage et ubiquise\sgoppant spontanément sur les sites d’étude a
nécessité des adaptations. En effet, bien questedes comeétes puisse étre appliqué a toutes les
especes, 3 espéeces végétalisia faba Allium cepaandNicotiana tabacunvar. Xanthi, sont les
plus couramment utilisées. (Revue bibliographiqeeeaetes/végétaux, en préparation).
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Nos travaux de recherche ont donc en premier liéic@nsacrés a I'adaptation de ce test chez les
végetaux supérieurs, notamment repens Deux étapes importantes du protocole concernant
I'isolement des cellules et la prise en compteadpdroi ont été maitrisées en adaptant, étape par
étape, le protocole de Gishner (2003) a notre espaele. Cela nous a permis d’envisager des
expérimentations concernant l'induction de comptrsdes contaminants dans les parties aériennes
de T. repens A ce titre, une premiere publication sur la méseévidence de la génotoxicité des
lixiviats de décharge est parue en 2012 (Magiied.,2012).

34 N. Manier et al. / Ecotoxicology and Environmental Safety 80 (2012) 339-348

y=0.0159x + 0.568
2= 0.9637

OTM median

0 25 50 100 MTE

Leachate concentration (%)

Figure 9: dommages primaire a 'ADN (OTM) dans learties aériennes de T. repens en

fonction des concentrations de lixiviats de déckargjoutées au sol de référence
Chaque valeur correspond a la médiane et a I'étgre de la médiane (n=6), calculé pour 50 noyauXBEM 1mg/kg
Cd + 300 mg/kg Zn.

Cette publication est issue d’expérimentations regmd microcosmes suite a des co-expositions de
T. repenset Eisenia fetidale ver du fumier. Les résultats obtenus averepensont permis la mise

en évidence d’'une augmentation dose-dépendant®©lieel Tail Moment (OTM). lls ont surtout
souligné la complémentarité des 2 especes danedarbeillance de la qualité des sols en matiere
de représentativité de I'écosysteme, de voie d'adtmation différentielle et surtout d’une diveésit
d’effets biologiques.

Génotoxicité des sols contaminés par les élémentades métalliques :
étude de la complémentarité des modeles

A la suite de cette étude, dans le cadre du prageaMarGeEn, le test des cometes est realisé apres
exposition aux mémes matrices environnementalez eheorganismes modeles de niveaux
trophiques différents Trifolium repens(le Tréfle blanc) eEisenia fetida(le ver du fumier) qui
vivent en contact intime avec le sol et sont reasnpour leur utilisation en écotoxicologie,
Brassica oleracegmodele développé pour la biosurveillance de @itgide I'air dans un contexte
industriel complexe, Rzepka, 2008, Norme VDI 353000) et aussi chez le rat, représentant des
mammiféres (Figure 10).

L'étude concomitante de ces organismes est d'intgoér I'appréhension de la sensibilité des
réponses obtenues par les especes test en matiéietattion du caractere génotoxique d’'un site
(L’ensemble des organismes révelent-ils un effefotExique dans les sites étudiés ? La réponse
donnée est-elle la méme ou est-il opportun d’egé@saour diagnostiquer un milieu de considérer
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une batterie de test de génotoxicité ?). Des sestBgnées de cellules humaines intestinales (Caco
2 et T-84) sont également en cours. Les résultaendus nous autoriseront a formuler des

hypothéses sur I'expression d’'une réponse de matueenpar des organismes trés différents et sur
'entrée en jeux des mécanismes de détoxicatiau ele réparation qui pourraient induire une

réponse différentielle vis-a-vis de la génotoxiciidite a I'exposition contrblée. Le programme

MarGeEn doit étre finalisé pour la fin de I'année@. valorisation de ces résultats fait partie des
perspectives a court terme.
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Figure 10 : résultats préliminaires du test des etes suite a une exposition des especes
étudiées a un sol péri-urbain dopé avec du chlodeeadmium en différentes concentrations

Etude des mécanismes de fractionnement de I’ADN ontexte

En plus de la capacité des espéces étudiées aérmmicla génotoxicité d’'un sol par le biais dstte
des cometes, le programme MarGeEn permet égalerd&tudier les mécanismes de
fractionnement de I’ADN. Or, les mécanismes respbles de la génotoxicité des métaux chez les
végetaux supeérieurs restent encore mal comprisadenium pourrait avoir une action a la fois
directe et indirecte au niveau de I'ADN (Valvertal.,2001). Sous sa forme cationique, il aurait la
possibilité de se lier directement de fagcon coval@vec certains nucléotides, notamment I'adénine,
la guanine, I'adenosine-5-monophosphate (AMP) detxyguanosine-5-monophosphate (dGMP)
(Hossain et Huqg, 2002). Il formerait ainsi des atfdlabiles. Indirectement, le cadmium induirait
des effets génotoxiques en inhibant les systemésoxydants de la cellule, permettant ainsi
'accumulation d'espéces réactives a I'oxygéne (ER®en induisant la formation d'ERO (Gichner
et al.,2004 ; Waisbergt al.,2003). La voie indirecte serait la voie privilégi@ichneret al.,2004

; Gichneret al., 2007).
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Cette voie indirecte permettrait la formation daitlel a 'ADN. Parmi les nombreux adduits que
I'on peut rencontrer au niveau de I'ADN, la 8-hyxlye?'-deoxyguanosine (8-OHdG) est I'une des
plus fréequemment rencontrées (Breen and Murphy5;19@anget al., 1995). Des études récentes
mettent en évidence un certain nombre de |ésioddu{s, cassures simple brin) suite a la
production d'ERO chez les végétaux exposés au cadnAinsi, Gichneret al. (2004) observent
augmentation des Iésions primaires a I'ADN cidizotiana tabacum var. xanthéxposé a
différentes concentrations de cadmium en soluti@s. ERO générées pourraient également étre a
l'origine des cassures double brin de I'ADN (Ewetnsl.,2004).

Sur la base de ces éléments, nos études ont porté s

= J'analyse d'activités enzymatiques (APOX — GPOX)liem avec la gestion des ERO de la
cellule et les cassures a I’ADN ;

= |'adaptation du protocole des cometes, par I'#tlisn de glycosylases, en vue de mettre en
évidence les sites oxydés ou portant des adduitAB®N mais n’'ayant pas engendré de
cassures ;

» le développement de protocoles en vue du suiviadeatiation de I'expression de genes
codant pour des enzymes impliquées dans le stxgssuiat.

Ascorbate et gaiacol peroxydases et dommages a I'ND

Plusieurs études récentes chez les végétaux ortérore I'exposition a des métaux lourds, et plus
particulierement au cadmium ou au zinc, pouvaivpquer la formation d'ERO au sein des cellules
(Drazkiewiczet al., 2007 ; Semanet al., 2007 ; Romero-Puertas al., 2007 ; Linet al., 2007 ;
Prasacet al.,1999). De plus en plus d'études semblent indiquera toxicité du cadmium serait en
partie liee a la formation d'ERO (L&t al.,2007 ; Radestskit al.,2004 ; Piquerast al.,1999).

D’une maniere générale, les peroxydases sont inngis) dans I'élimination de,B,. Leur niveau

de transcription augmente rapidement suite a uesstoxydant. L'importance de l'ascorbate
peroxydase (APOX) dans la protection des cellutedre les effets néfastes d'exces d®41est
suggérée par l'augmentation d'activité d'AP€Xréponse a plusieurs types de stress (Tagtakla
1985; Gillhan et Dodge, 1986; Smimoff et Gressé&88), bien que le mécanisme par lequel
l'activité d'APOX est induite n’est que partiellemeconnu. Dans les chloroplastes, lI'ascorbate
peroxydase réduit le @, en HO en utilisant I'acide ascorbique comme donneudeai®ns selon

la réaction suivante.

H,0 Asc GSH z :NAD{P)H
H,0, % DAH E :G,g,g[-] NAD(P)
Figure 11 : cycle de Haliwell-Ashada. APOX : Asatperoxydase, Asc: Ascorbate, DHA

: dehydroascorbate, DHAR : dehydroascorbate redeet&R : glutathion reductase, GSH/GSSH :
glutathion (reduit/oxyde)

La gaiacol peroxydase (GPOX) participe a de nombmeocessus physiologiques, comme la
biosynthese des lignines (Kay and Basile, 1987)leouléveloppement des plantes. La GPOX
posséde aussi une importante capacité potentmllegiminer les formes actives d'oxygene lors
d'un stress oxydatif. La GPOX consomme kOHen utilisant le gaiacol ou le pyrogallol comme
donneur d'électrons.
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Nos travaux de recherche ont mené a I'analyse i@ emzymes sur des échantillons provenant des
mémes individus d&. repengjue ceux analysés dans le cadre du test des cod&et ci-dessus.

Le but est d’étudier I'existence de liens potestihtre I'activité de ces enzymes impliqués dans la
gestion des ERO et les cassures a ’ADN obsernkag. ce faire]. repensa été exposé a un sol
naturel artificiellement contaminé avec du plomb,c&ddmium ou les deux. Les sols pollués par le
cadmium l'ont été suivant les concentrations suesn 0 ; 2.5 [C1] ; 5[C2] ; 10 [C3] et 20 [C4]
mg.kg™. La contamination par le plomb a été réaliséersids concentrations suivantes : 0 ; 250
[C1] ; 500 [C2] ; 1000 [C3] and 2000 [C4] mg-kgDeux séries de sols contaminés ont été préparés
en combinant des concentrations soit de 5 ou dadlRg " de cadmium avec les concentrations de
plomb suivantes : 250 ; 1000 and 2000 mg-kg

Aprés 10 semaines de croissance en terrEauvepensa été transplanté dans 9 pots de chaque
condition de sol (144 pots). Les échantillons dst@llectés dans 3 pots apres 3, 10 et 56 jours
d’exposition. A la fin de I'exposition, 2 x 50 mg dolioles fraiches ont été prélevés de chaque pot
pour le test des cométes. Par ailleurs, 100 mgld®ds ont été collectés dans chaque pot, congelés
dans l'azote liquide et stockés a -80°C jusqu’adlgise des enzymes anti-oxydantes étudiées.

La génotoxicité du cadmium vis-a-vis de repensest confirmée dans nos conditions en
microcosme. Néanmoins, I'exposition aux sols comasen cadmium ne semble pas entrainer de
variation de l'activité enzymatique.

L’exposition au plomb n’induit pas de cassuresADN en nombre significativement différent du
sol sans ajout de plomb mais semble augmenternieeatration en espéces réactives a I'oxygene
dans les cellules dE. repensEn conséquence, dans ces conditions d’expérienee,semble pas
exister de lien entre les cassures de 'ADN mesumteles activités peroxydase testées. Des
mesures plus directes et plus précoces des ER@Buisagées.
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Figure 12 : activités APOX et GPOX (nkab)gle T. repens (n=3) exposé durant 3, 10 et 56
jours au sol de référence et aux sols contamingciellement par le plomb
* . p-valuevssol de référence < 0.05

Quoigu’il en soit, ces travaux ont conduit a la en&u point de nouveaux biomarqueurs d’'effets
systémiques complémentaires de ceux d'ores etnd@j@xisés au laboratoire sur différents modéles
(lichens, bryophytes et végétaux supérieurs) cotemgalondialdéhyde (MDA) permettant de nous
renseigner sur l'atteinte des membranes cellulduei® d’entrée des contaminants et toxiques) ou
les Super Oxyde Dismutase (SOD), enzymes qui iil@nent dans le processus de défense contre
les radicaux libres induits par ces mémes toxiq@sy, 1999 ; Denayer, 2000 ; Cuey al,
2004).

Cette étude fait I'objet d’'une publication soumigeEcotoxicology and Environmental Safety
(Lanier et al,.soumisg.
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Utilisation des ADN glycosylases pour augmenter Isensibilité du test des cometes

Il existe des dommages a I’ADN qui ne sont pasalésepar le test des comeétes. En particulier, une
grande variété de bases oxydées a été identifiémiaeau de I'ADN nucléaire. La 8-0xo-
dihydroguanine (8-oxo-dG) est la plus abondantes{&de Oliveiraet al.,1992). Dans les cellules,
ces perturbations sont prises en compte par leémgstle réparation par excision de base (BER)
(Collins, 2004). Le BER est initi¢ par des ADN gigglases comme la formamidopyrimidine
glycosylase (FPG) et la 8-oxoguanine-DNA-glycosgldOGG1) qui reconnaissent et suppriment
les bases modifiees, formant ainsi des sites almaggjte AP). La réparation de ces sites AP se
poursuit avec l'intervention d’autres enzymes conatee AP endonucléases, des ADN polymérases
ou des ADN ligases. Sans ces enzymes, les sitesuBsistent. Or, étant alkali-labiles, ils peuvent
étre convertis en cassures a I’'ADN. Cela conduibh@ augmentation de la quantité d’ADN dans la
gueue lors de la réalisation du test des comee®ihan, 2009). En conséquence, la détection des
bases oxydées avant leur réparation par le systEiRR a été envisagée par le biais d'une
adaptation du test des comeétes conventionnel. @ighy ait un nombre important de publications
concernant la présence des ADN glycosylases dassplantes (Duclos, 2012), a notre
connaissance, cette adaptation du test des comeatgsmais été testée sur les végétaux, malgre le
fait que cette technique soit couramment utilisé¢ecsllule animale (Reeves al, 2008).

Ainsi, nos travaux ont portés sur l'adaptation ést tdes cométes conventionnel, par I'ajout d’une
étape utilisant soit la FPG, soit la hOGG1, chempenstB. oleracea

mConv

.l_ mhOGG1
FPG

Ref Tr Cd10Tr RefBo Cd10Bo

Figure 13 : OTM for conventional-, FPG-added or hGGadded comet assays in T. repens
(Tr) and B. oleracea (Bo) exposed to the referesuk(Ref), or to the reference soil contaminated
with 10 mg.kg of cadmium (Cd 10)

Les résultats obtenus (Figure 13) permettent desamu’aprés optimisation des protocoles en vue
de réduire les sources de variabilité, le testaesétes adapté a la détection des bases oxydées
(c’est-a-dire avec une étape supplémentaire d’'ajaute enzyme ADN glycosylase) peut tout a fait
étre envisagé chez les modeles végeétaux.

Néanmoins, nos résultats indiquent également quoamréle « technique » doit obligatoirement
étre inclus dans le protocole. En effet, nous nevpps pas exclure qu'une augmentation des
cassures a I’ADN est induite par le protocole agldpt-méme (protocole adapté mais sans les
enzymes). Bien que cela s’entende comme une éwdpra de publications incluent ce contréle.

Cette étude fait I'objet d’une publication soumgsklutation research (Deram et akpumisé.
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Identification et établissement d’'une stratégie panettant de cloner
des effecteurs cheZ. repens

Dans cette partie, nous souhaitons mesurer I'egjoresde genes codant pour des protéines
impliquées dans les mécanismes de stress oxydaatTchrepens Lorsque nous démarrons ce
travail, trés peu de données moléculaires sonbdibfes concernant les protéines impliquées dans
le systéeme oxydatif chék repensCela signifie que trés peu de séquences sortrildps dans les
banques de données. Par conséquent, il n'est pesbleo de mesurer le niveau d’expression
génique de la plupart des effecteurs sélectionnés.

Le premier travail a donc consisté en l'identifioatet en I'établissement d’une stratégie perméttan
de cloner ces effecteurs ch&€zrepens La stratégie mise en place pour le clonage de®ipes
impliquées dans le stress oxydanfldeepensa été la suivante :

1° étape : extraction d’ARN et rétrotranscription (RT

Le principe consiste a extraire les ARN totaux tiesus étudiés et de les rétrotransanirgitro en
ADN complémentaire (ADNCc), grace a l'action de daniscriptase reverse. Les molécules d’ADN
obtenues peuvent alors servir de matrice a unéiséae PCR cherchant a amplifier une séquence
d’intérét.

2° étape : clonage et séquencage

Afin de cloner I'ensemble des effecteurs, des aswmigonucléotidiques sont nécessaires. Pour
cela, une recherche de séquences dans les bangudsndées moléculaires (ex: GenBank™,
NCBI) des effecteurs cibles chez des especes podkeT. repensFabaceag est d'abord
effectuée. Puis des alignements de séquences queséisont réalisés grace a des logiciels
d’alignement de séquences (Multalin, ClustalW) afm mettre en évidence les zones les plus
conservées. Enfin, les amorces oligonucléotidicae® concues et localisées sur les alignements
grace a un Blogiciel (CODEHOP). Les amorces, qui sont en pagitgénérées, sont sélectionnées
dans les zones fortement conservées. Ce caraciddgéréré » est nécessaire pour offrir une
variabilité qui permet de trouver les séquencesgrriespondent le mieux a nos effecteurs.

3° étape : amplification et vérification

Les ADNCc, obtenus par rétrotranscription de I'ARB T repensont été utilisés comme matrice
pour amplifier par PCR les fragments d’ADN (amptiep correspondant aux effecteurs
sélectionnés. S’en suivent des étapes de i) réatipeérdes produits de la PCR et migration sur un
gel d’agarose, ii) validation de la taille attendies amplicons a I'aide d’'un marqueur de tailig, ii
ligation des produits de PCR contenant les ampéicobles dans des plasmides, clonage des
plasmides a l'aide de cultures bactériennes etesw@ge de I'’ADN plasmidique par une firme
privée. L’ensemble de ces étapes a conduftpe, a 'obtention de séquences des enzymes étudiees
chezT. repens.

Tableau 2 : liste des amorces utilisées chez Tengpors de la PCR en temps réel

Candidatn Forwards Reversen
Elongation-factor-1-alpha (TrEFTaT)z 5 TGCAAATTCGAGACCACCA Y 2 5 ACCAGCTTCAAAACCACCA I =
TATA-binding-protein-(TrTBP2)2 B ATCCCAAGCGTTTITGCTG-Fa 5 GCCGTATGGGGAATTTGA-Y=
SAMD-family-protein-(TrSANDT)= 5 TGAAAACGGGGGTGATTICT -3 5 TTCCGTGGAGCTAATGCAG -3 2
Metallothionging (TrMT16)= FoATGTCGAAGCCGAAACCA-Fa 5 _-TTGCAGCCACTGTCCTCA- 3'a
Ascorbate-peroxydase (TrAPXT)a 5 -CAGAGGTTTCATCGCT -3 B - TCGAATCCAGAACGCT--3'=
Catalase (TrCATS)= YAACACGTACTCCCTGAT- 3= §-GTCTGTGCCTCTGTGA: 3'a
Glutathion peroxidase (TrGPXT)= 5 AGATCACCAAAAAAGCCT--Ya B -ACTACACGGAACTCTCG--¥a

Une revue sur la stratégie adoptée est sou(Besmard et al.).
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Quantification de I'expression génique et variabilié des profils

T. repensest exposé selon les conditions décrites dansatbecdes mesures des activités
enzymatiques APOX, GPOX (Cf. page 41). Brievemé&ntepensest exposé a des sols contaminés
suivant un gradient de contamination en cadmiumvastiun gradient de contamination en plomb,
et a deux séries de sols dopés en cadmium et enbpém mélange selon des concentrations
variables. L'exposition dure 3, 10 ou 56 jours.

A la suite de ces expositions, les mesures d'exfmegyénique ont été réalisées sur 'ARN total
extrait de feuilles provenant de groupes d’envifdhindividus par condition d’exposition. Le
protocole mis en place est le suivant :

1) Les ARN totaux sont extraits de I'échantillon végépuis sont dosés au spectrophotometre

(Nanodrop) avant de procéder a la retro-transorppour I'obtention des ADNc mono-
brin ;

2) Pour un candidat donné, les couples d’amorcesnobtélableau 2) sont ajoutés aux ADNc
et a un mélange constitué d’'un tampon, de Mg&l d'une enzyme (SYBR™ Green)
('ensemble est appelé master mix) en vue de g¥alise PCR en temps réel (QPCR). A ce
stade, I'ajout des ADNc doit se faire dans des qriigns strictement identiques entre les
échantillons pour autoriser les comparaisons digeol'issue de la qPCR.

Le résultat attendu est une expression plus ou gnfimte du géne cible. Pour cela, une
normalisation des niveaux d’expression des gérndesca un ou plusieurs genes de référence est
primordiale.

Tableau 3 : niveau de I'expression relative d’unétafiothionéine (TrMT1B) mesuré chez
T. repens (groupes d’environ 10 individus par ctind)

Expression relative
["I::i:xi] 72h 10 56 j
Ref 2 1,00 | 1,00 | 1,00
2,5 S 107 |w 076 |& 240
cd 5 W 084 |w 069 |4 338
10 4 1,50 | 078 | 231
20 4 298 ¢ 1.95 |g 568
Ré&f B 1,00 | 1,00 | 1,00
250 A 134 |;A 138 | 058 Légende:
Pb 500 & 1,68 (& 138 |w 061 1 Induction
1000 & 040 & 1381 [ 071 & Légere induction
2000 367 | 0,4 = Stable
Ref S 1.00 | 1,00 | 1,00 & Légére répression
Sol OCDE [&# 210 |¢# 162 |8 o3 3 Répression
cd5Pb250 ¢ 1,90 & 127 |8 019
cd5Pb500 | 1,26 ¢ 178 |§ 047
CdPb | Cd5Pb1000 |3 0,27 |§ 006 |§ 042
Ref 2 1,00 |2 1,00
Cd10-Pb250 |¢ 1.62 |¢ 1.57
Cd10-Pb500 |& 123 |& 054
Cd10-Pb1000|=» 102 [ 060

Une publication sur ces résultats est en préparafies résultats seront notamment discutés sur la
base des résultats obtenus en termes d’'activit€sX2d GPOX mais aussi en fonction des résultats
des tests des comeétes.
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B) EVALUATION ET GESTION DES RISQUES DES SITES ET SOLS POLLUES

Evaluation

desrisques pour
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Qutils diagnostiques
Phytomanagement
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Végétaux supérieurs

Bitidactinilscg Evaluation et gestion des risques

pour les sites et sols pollués

Cette partie est composée de 2 thématiques padant

1) les évaluations des risques pour les écosystenits) (& notamment :

= |'étude comparative des méthodologies internatemadl évaluation des risques pour
les écosystemes (rapport scientifique publié ereli@006) ;

» |a proposition d’outils de standardisation de I&rdéon du périmétre d’étude et des
témoins a inclure dans les ERE (rapport scientifigublié en ligne, 2013) ;

» ['apport de I'écologie de terrain en ERE (basédatinese d’A. Hayet, 2010)

» la variabilité méthodologique et ses conséquengetescalculs et la caractérisation
des risques pour les écosystéemes (Hayedl., 2009).

2) le phytomanagement,
Les travaux de recherche menés concernent les tphigtwlogies de revégeétalisation
(Deramet al., 2000), phytoextraction aidée (Andersetnal, 2001), phytomining (Leblanc
et al, 1999) et phytostabilisation dans le cadre derdayrction de bois-énergie (Evangelou
et al, 2012) ou de biomasse-énergie (Hastedl, acceptée 2013).
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1) L’EVALUATION DES RISQUES POUR LES ECOSYSTEMES

Ces études sont effectuées dans le cadre d’'unckénaant de 'ADEME et de RECORD (REseau
COopératif de Recherche sur les Déchets, assatiaggroupant MEDDE, ADEME et industriels —
Total, Renault, Solvay, UDS, Véolia et EDF, notamihe

Elles ont pris place au laboratoire TESERIS dedaulé Ingénierie et Management de la Santé
(ILIS), EA 4483, Université de Lille 2.

Pour mémoire, 'E.R.E. se définit comme étant uncpdé scientifique flexible et général qui
organise et analyse les données toxicologiquesa@bgiques, les hypothéses et les incertitudes.
L’ERE a pour but d’évaluer la probabilité d’appimits d’effets écologiques néfastes au niveau des
populations, des communautés d’espéces ou desséem®s (Noss, 2000; Solomon, 2002; Seter
al., 2003; Munns, 2006; Hope, 2006).

Le calcul du risque est un calcul numérique de gibdibé qui est fonction de la nature de la
perturbation (appelée « danger »), des transfdrtdeela migration de ces dangers (appelés
« vecteur ») et des organismes et/ou zones impatd@pelés « enjeux »). Dans le cadre des études
présentées dans cette partie, les dangers sootpalement le€TM (quelques expérimentations
ont été menées sur des hydrocarbures égalementjatesferts sont le plus souvent trassferts
sol/plantesse basant sur les travaux de recherche conceaamaccumulation (une étude en
milieu aquatique a également été conduite) etildescsont degcosystemesle plus souvent des
plantations artificielles en milieux dégradées.

Etude comparative des méthodes d’évaluation des gjges pour les écosystémes
- état de l'art et application au contexte francais

Depuis l'instauration de la politique de gestiors disques liés aux sites et sols pollués en France,
les autorités préconisent la réalisation d’évatiraties risques. Néanmoins, en France, I'évaluation
des risques pour les écosystemes (ERE) souffre dianque meéthodologique qui rend son
application relativement difficile. Or, a I'échelleternationale, plusieurs méthodes existent.

Dans cette étude comparative, 9 méthodologies Wiatran des risques pour les écosystemes ont
été analysées de maniére a i) valider leur applitgahu contexte européen ii) évaluer la posgibili
d’appliquer ou de générer une méthode européenmnehaée.

En premier lieu, les méthodologies étudiées ontéfya classées en fonction de leur domaine
d’application. Trois grands domain€sjaplication ont été distingués et définis principa¢nt selon

la nature de la source de perturbation (chimiqugsigue et/ou biologique) etobjectif de
I’évaluation (mise en dépdbtut déchet ou’'dn sédiment, réhabilitation'uhe friche industrielle,
etc.).

Ainsi, lorsque la source est une substance tellaunguyoroduit chimique destiné a la
commercialisation,’approche développée est ditsubstance», car seuls les effets de la substance
considérée individuellement sont étudiés. Les ndlogies d’approche par substance sont :

= « Evaluation du risque environnemental des prodpltgtopharmaceutiques », Comité
d’études de la toxicité de produits antiparasitaaaisage agricole et des produits assimilés
des matieres fertilisantes et des supports dereullNRA, 2004) ;

= « Technical guidance document on risk assessmé&niropean Chemicals Bureau.
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Lorsque la source est une matrice tellaugusédiment ou un déchegpproche développée est dite
« matrice », car ce sont les effets de la matrice ®&ntité cible qui sont intégrés potedtimation
du risque écologique. Les méthodologies d’appr@enrenatrice sont :

= « Evaluation écotoxicologique de sédiments contémiou de matériaux de dragage »
(CETMEF, 2001) ;

= « Evaluation de I'écocompatibilité de scénariosthekage et de valorisation des déchets »
(ADEME, 2002) ;

» « Caractérisation biologique des sédiments » (TRHAZD01).

Lorsque la source correspond a un milieu, commeepample une friche industrielléapproche
développée est dite milieu », car ce sont les effets de plusieurs agentdrdsssexistant dans le
milieu étudié qui sont intégrés potgdtimation du risque.
Les méthodologies d’approche « milieu » sont :

» « Guidelines on ERA » (US EPA, 1998) ;

=  «Guideline on ERA » (United-Kingdom, 2003) ;

=  «Guideline on ERA » (National Environment ProtectiAustralia NEPC, 2003) ;

= « Procédure d’évaluation écotoxicologique pourdhabilitation des terrains contaminés »
(Centre d’Expertise en Analyse Environnemental€débec - CEAEQ, 1998).
Leur objectif principal est’dvaluer le risque écologiquéud milieu dans lequel plusieurs agents de
stress, plusieurs vecteurs et plusieurs cibles isopliqués. Ces méthodologies, étant basées sur
I'évaluation des risques écologiquesnsus stricto prenant en compte I'écosystéme dans sa
globalité, ont été testées préférentiellement desétudes suivantes.

Outre cette difference majeure en matiere de daendiapplication, des différences dans la
structuration des méthodologiesont été remarquées : méthodologie par étapes,oatigie
progressive et méthodologie semi-itérative. De lamma facon, des sources de variabilités,
notamment en lien avec mmanque de standardisation des outilfgcomme par exemple, 'absence
de bases de données de caractérisation des espaséses d’'une région donnée, le manque d’aide
dans les décisions de définition du périmetre diétou du témoin) ont été soulignées.

Les conclusions de ce travail ont également soélgrelquegoints non résolusnécessitant d’étre
renseignés par des travaux de recherche. Ces paimment principalement de la difficulté a
prendre en compte la complexité des écosystemiérélits niveaux d’organisation en interaction
entre eux et avec le biotope).

In fine, I'étude comparative conclut que, bien que I'ésdg@ment d’'une méthodologie harmonisée
semble possible, il ne peut étre exclu que legmdiffces et/variabilité des méthodologies étudiées
engendrent des calculs de risques différents

L’ensemble de cette étude a été publié et miggaer bour RECORD. (Deram, et al., 2006).
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Site A : écosysteme terrestre
Contamination par ETM

Objectif :

Evaluer Ieffet de la
pollution des sols sur les
plantations et déterminer
si la plantation est un bon
moyen de gestion des sols
contaminés par les ETM

Site B : écosysteéme terrestre + eaux superficielles
ancienne blanchisserie

Objectifs :

Evaluer les effets de IPactivité
industrielle  sur  Pécosystéme
(approche rétrospective)

Peuplerie

_ Déterminer des scénarios d’usage
o compatible avec la pollution du
lagunage & site (approche prospective)

Décharge
cldturee

Site C : écosystéme aquatique
sources de pollutions complexes et multiples

Objectif de PERE :
Evaluer les effets du rejet d’eaux potentiellement

contaminées sur I’écosystéme aquatique

Figure 14 : sites étudiés et problématiques attées
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Sur la base de cette analyse bibliographique, rosux de recherche (dans le cadre de la thése
d’Audrey Hayet) sont dirigés vers trois problémaég principales :

= |a caractérisation du périmétre d’étude ;

= |a définition d’une zone témoin pour ces études ;

= ['utilisation d'indices écologiques afin de carattér I'écosysteme faisant I'objet d’'une

ERE et ainsi d’augmenter la prise en considératienla cible (optimisation de la
représentativité et de la spécificité) lors dedtesles.
Ces études ont été menées sur la base d’expérimangad’investigations de terrain réalisée sur 3
sites (Figure 14) présentant les problématiquesastes :

» un site en Région Nord-Pas de Calais (site A) pitésé une contamination par les ETM ;

* un site en Région Nord-Pas de Calais (site B) ptésé une pollution résiduelle aux ETM

et aux hydrocarbures ;

» un site situé en Lorraine (Site C) présentant wmtagnination de I'écosystéme aquatique.
Pour des raisons de confidentialité, la localisatites sites et leur description ne peuvent étre
décrites a ce jour.

Les résultats obtenus sont détaillés ci-apres.

Définition du périmeétre d’étude de I'évaluation desrisques pour les écosystemes

Dans les études d'évaluation des risques pour laésde périmetre d’étude correspond
généralement a la zone d’influence (ZI) des polisiladl est déterminée sur la base des propriétés
physico-chimiques des polluants et de leur compuetd au sein des différents compartiments
environnementaux (sol, eau, atmosphére) et dastwiae alimentaire.

En ERE, cela s’'avere parfois inapproprié, notamnigrand la pollution n’est pas diffuse et eu
€égard aux interactions entre espéces, intrinsequesécosystemes. Il est donc nécessaire i)
d’identifier les périmétres d’études en ERE ediéns un souci de standardisation, de proposer un
outil d’aide a la définition de ce périmetre. Legpipaux résultats de cette étude sont présentés c
apres.

Concretement, les questions pouvant étre poséds kopérimétre doit-il correspondre (1) aux
limites administratives du site étudié, (2) auxilea de I'écosysteme étudié (s'il existe), (3) aux
limites de I'écosysteme étudié et des écosysteénjasents ou (4) a la zone d’'influence définie par
la zone contaminée ? En effet, les écosystemedatiase d’'interactions entre les especes et leurs
milieux mais également entre les especes elles-séiasi, la disparition d’'une espece peut
influer sur la survie des autres espéces de la coranté. De la méme maniére, les écosystemes
interagissent avec les écosystemes adjacents. dteedquent, linfluence des polluants sur
I'écosystéme étudié nécessite la prise en coméntkractions avec les écosystemes adjacents.

En prenant en compte ces considérations, on remayae le périmétre de 'ERE est un parameétre
aussi difficile qu’essentiel a définir. C'est pouaj un diagramme d’aide a la détermination du
périmetre de 'ERE a été élaboré (Figure 15).

Trois variables influencant la détermination duimppétre d’étude ont été identifiées. Il s’agit de :
= |a présence d’'un écosysteme sur le site (dansnésd$ administratives du site) ;
= |es liens entre I'écosysteme du site et les écéByest adjacents ;
= |es transferts de polluants en dehors des limdesrastratives du site.

La relation entre ces trois critéres permet d’idimthuit situations. Selon ces huit situatiorss, |
périmetre le mieux approprié a été déterminé.
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Le périmétre correspond a la zone d'influence @&far I'écosystéme (ZI = E) lorsque :
= |'écosysteme sur le site est en relation avec desystemes adjacents et lorsqu’il n'y a pas
de transfert de polluants vers I'extérieur du site
= il existe un écosysteme a proximité du site etgwitn’y a pas de transfert de polluants
vers I'extérieur du site.

Le périmetre correspond a la zone d’influence @@foar les polluants (ZI = P) lorsque :
= |'écosysteme présent sur le site n'est pas enioalavec le(s) écosysteme(s) localisé(s) a
proximité et lorsqu’il y a un transfert de polluaners I'extérieur du site ;
» aucun écosysteme n’est observé ni sur le sitepnodimité et lorsqu’il y a un transfert de
polluants vers I'extérieur du site.
Le périmetre correspond a la zone d’influence défoar les polluants et I'écosysteme (ZI = E + P)
lorsque :
= |'écosysteme présent sur le site est en relatioec de(s) écosysteme(s) localisé(s) a
proximité et lorsqu’il y a un transfert de polluaners I'extérieur du site ;
= il existe un écosystéeme a proximité du site etqoity a un transfert de polluants vers
I'extérieur du site.

Le périmétre de 'ERE correspond aux limites adstmatives du site lorsque I'écosystéme présent
sur le site n’est pas en relation avec les écosysteproches et lorsqu’il n’y a pas de transfert de
polluants vers I'extérieur du site.

Lorsqu’aucun écosysteme ne peut étre identifi2inlessite ni a proximité et lorsqu’il n’y a pas de
transfert de pollution vers I'extérieur du sitegralil n’est pas nécessaire de réaliser une ERE.

Définition des témoins de I'évaluation des risquegour les écosystemes

Parallélement a la définition du périmetre d’étuitie;avérait nécessaire i) de définir, ii) de juge
des réponses apportées et iii) d’identifier lesspeade 'ERE dans lesquelles les témoins doivent
étre intégres.

Lorsqu’un site témoin non contaminé est intégrésdendispositif expérimental, I'objectif est de
mesurer le risque qu’encourt un écosysteme a ta ditine exposition ou d’'une perturbation qu’il
est nécessaire de qualifier et de quantifier. &neadre, le témoin est t&mMoin négatif, il sert a
caractériser le bruit de fond et met en exergue, gmmparaison, les influences de cette
contamination (station amont/station aval pour oars d’eau). Dans certains cas, il est néanmoins,
difficile d’identifier ce témoin négatif sur site est-a-dire, identique a tout point de vue au site
contaminé, sans la présence des agents de stmsspdéllier cela, la méthodologie ERA UK
considére également :

» des_témoins artificielgui correspondent & un systéme créé, comportasiepirs especes et
ayant pour but de représenter I'écosysteme natDiaels les études écotoxicologiques, |l
s’agit de microcosme ou mésocosme selon la tdidlesont utilisés parallelement pour (1)
constituer une représentation de I'écosysteme @tsaiis contamination et pour (2) étudier,
en conditions artificielles, les effets des contamis sur les écosystemes ;

= et des témoins potentietketerminés a l'aide de données bibliographiguesstitout a fait
possible de déterminer les especes susceptibleivrdedans les conditions définies par les
données physiques du site telles que les donnéelegipies, phytosociologiques et
climatiques.
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La nature du témoin peut également étre différdateeffet, un témoin en ERE n’est pas toujours
un témoin non pollué. Il peut étre un témoin conteim préférentiellement appetéférent. Ce
référent permet de comparer les indices de risndeiti par plusieurs situations (mode de gestion
différent) ou écosystemes ce qui n’est pas, panitiéh, possible avec un témoin non contaminé
dont I'indice de risque serait le plus proche passde zéro. Ceéférent « indice de risque »est
donc préférentiellement un témoin utile pour latigesde sites contaminés. S'il est unique, il peut
étre considéré comme un témoin poskfusieurs sites peuvent aussi étre considér@samére a
former un gradient de contamination (témoin gratlien

Néanmoins, la plupart du temps, dans les ERE, moiténon contaminé est considéré. {@moin
temporel aide a la compréhension de la dynamique évoluld’'écosysteme étudié. Ainsi, il
intervient lors de la phase de caractérisationredesystemes (Figure 16), ce qui a terme contribue a
mieux caractériser le risque.

Le témoin spatial (témoin non pollué au sens strict) n'est pas wilecalcul de risque mais a la
caractérisation du risque.
= il permet de valider les hypothéses d’atteinte' @okysteme par les agents de stress ;
= il exprime les potentialités du site contaminé ;
= et il traduit le calcul de risque en conséquenceut terme (UK : atteintes écologiques
constatées) ou a plus long terme (US EPA & CEAB@babilité d’apparition d’effets
néfastes).
En d’autres termes, il contribue a augmenter laiagtivité du calcul de risque. Cela sous-entend
gue ce témoin soit caractérisé par des inventaleeserrain en évitant le recours a un témoin
potentiel. Aussi, I'importance de ce témoin dansdeactérisation des risques est corrélée a leffor
d’investigation qui permettra d’établir un faiscedal preuves concernant I'atteinte a I'écosystéme
par les agents de stress. Ce type de référent @eat localisé a I'extérieur des limites
administratives du site étudié et par conséquemnm® « le référent extra-site ». Il peut également
étre localisé a l'intérieur des limites administras du site étudié et par conséquent étre nommé
« le référent intra-site ».

Caractériser Caractériser
les sources et les agents de stress I"écosystéme en présence

Témoin

Caracteriser :
-, . )
//_’ [exposition des entites cibles temporel

Rétérent — P
‘ Caractériser le risque pour les écosystemes R

témoin indice de risque =

l Témoin
\ spatial
GESTION DU RISQUE ECOSY STEMIQUE

Figure 16 : intégration du témoin en fonction densdure dans 'ERE

L’ensemble de cette étude va étre publié et migea pour RECORD (Hayet et Deram., 2013).
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Tableau 4 périodes et breves descriptions des méthodes dligations appliquées dans I'étude

Surveys(periods) Methodologies

Floristic Sampling strategy and description of the vasculantp based on the
Apri-May 2008 and principle of analytical phytosociology. A coefficie of abundance
September-October 20( fominance, defined by Braun-Blanquet, is assigmeeach species.

and 2008 This coefficient corresponds to the abundance antpland its
importance.

Bryophytes All supports that can accommodate the mosses amdmorts (soill,

September-October 200rees, mineral substrate) were inspected systeatigtic

and 2008

Fungi These two seasons correspond to the period ofrfguftingi and are

June-July 2008  anfqst suitable to their observation.
September-October 2007

and 2008
Lepidoptera RhopaloceraNon Invasive method using a butterfly net.
April-May 2007

Ladybugs Hunt by turning over leaves, sifting through leittiet and looking in
April-May 2008 crevices in bark and using a butterfly net providemi-quantitative
indications on the density of populations of ladybu

Odonata and OrthopterdNon Invasive method (hunting with butterfly net)
June-July 2008

Soil macrofauna Collaborating with Dr. Ruiz-Camacho from IRD of Bhn (France)

April-May 2008 using the method TSBF (Tropical Soil Biology andtiigy) currently
being standardized (ISO 23611-5)

Avifauna The survey was conducted through a single pointpag (EPS)

April-July 2007 based on STOC protocol (temporal monitoring of camnbirds)

develop by the Research Center on the Biology ofl Biopulations
(CRBPO, France)

Breeding avifauna Method of punctual abundance index (IPA) that idet precisely the
April-July 2008 "spot" occupied by a species in an ecosystem.
Mammal Method of capture, mark, recapture called CMR irspby Guedoret
April-July 2008 al. and Barriere and Nicolas. Traces and prints wis@@bserved.
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Apport de I'écologie a I'évaluation des risques paues écosystemes

L’étude comparative (RECORD, 2005) conclut a la esédé dintégrer une phase de
caractérisation écologique a part entiere dansighodologies d’ERE. Dans le cadre de la thése
d’A. Hayet (2010), I'intérét de cette propositioiz testé.

Sur les 3 sites d'études, des inventaires de teordi été menés comme résumé dans le tableau 4 et
I'illustration 6.

L’ensemble de ces inventaires constitue une bastodeées écologiques spécifique a chaque site
etudié. Ces bases de données permettent de tasitesation de 14 indices de biodiversité dont 4
indices de richesse spécifique (effectif, densitéices de Margalef et de Menhinick), 6 indices
d’abondance (indice de diversité de Shannon, inde&impson et sa réciproqui@dice de Hill,
indice de Berger-Parker, indice de Mcintosh), 2ides d’équitabilité (indice d’équitabilité de
Shannon, indice d’équitabilité de Simpson) et 2desl de similitudes (indice de Jacquard, indice de
Sorenson).

Les principales conclusions de cette étude souligni@ contribution des indicateurs
biocénotiques a 'ERE.En effet, notre étude démontre que les indicatéamogiques en ERE
permettent :

= dintégrer le fonctionnement et la structuration lEcosysteme en lui-méme dans
'analyse des résultats et ainsi de distinguertiblicdes agents de stress de celle de
I'évolution de I'écosysteme (évolution temporelkgurelle) ;

= d’intégrer des données issues de la caractérisateori’écosysteme pour faciliter
l'identification des principales interactions exgistes au sein de [I'écosysteme
(amélioration du schéma conceptuel) et ainsi cotaplé caractérisation de I'exposition
indirecte (chaine alimentaire) ;

» d'augmenter la spécificité de I'’évaluation des ussjen I'adaptant au site d’étude ;

» de prendre en considération la tolérance des espéa-vis des agents de stress (dans
une espéce donnée, des populations difféerentesepeuvlérer différemment les
polluants en présence) ;

» de sélectionner les especes cibles des ERE :

s en fonction des objectifs de gestion (projet imrfiehi réhabilitation
ecologique, etc.) ;

o afin de tester les especes les plus représentatdgesonditions de terrain ;

o et de servir a la compréhension et a la validal®ertains résultats de 'ERE,
notamment ceux des tests biologiques et écotoxjaples.

= d’estimer les potentialités de la biocénose et eenpttre l'identification des espéeces
ayant éventuellement disparues et/ou n‘ayant paimplanter au niveau du site étudié
(ex. : apport de la phytosociologie). Cette démanpbut également orienter le choix de
mesures de gestion en faveur d'une amélioratiggotintiel écologique du site d'étude ;

» de prendre en considération différents niveauxgdioisation de I'écosysteme (ordre,
classe, communauté) alors que I'ERE évalue eshbem@nt le risque a I'échelle de
l'espéce.

La complémentarité des études écologiques denestaile 'ERE se justifie également par le fait
gue les inventaires écologiques effectués permetlenconstituer un référent temporel dans
I'histoire d'un site contaminé.

A contrario,l'emploi de données écologiques de terrain peus dartains cas, présenter certaines
limites d'application en ERE. En effet, dans lereatlune ERE menée sur un site en fin d'actiVité, i
est possible que les espéces les plus sensiblswieet déja plus présentes dans |'écosysteme
(évitement ou mortalité). Dans ce cas, le chointiis cibles basées sur les inventaires de terrain
peut écarter de 'ERE des espéces atteintes paoriamination. Cette observation souligne
l'importance d'un site de référence en ERE.
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Caractérisation derisque ?

Caractériser Caractériser
les sources et les agents de stress I’écosystéme en présence

| |
|

‘ Caractériser ‘

T’exposition des entités cibles

Ces méthodologies

. b /L(alactén’ser le risque pour les écosystémes
conduisent-elles 4

- | des caractérisations
différentes des \c{lcul de risque + estimation des incertitudes

risques ?

lllustration 6 : illustration des inventaires dertain réalisés et schématisation simplifiée du
phasage de 'ERE
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Cette mise en application des méthodologies d’'BRE & milieu » sur des mémes sites a permis de
valider le fait que les variabilités méthodologigueévélées théoriquement lors de I'étude

comparative conduisent a des variabilités méthaglees, numériques (différences de calcul de
risques) et aussi en termes d’entités a risqudedystéme (résultats de 'ERE).

Variabilité méthodologique de I'évaluation des risgies en fonction de la méthodologie suivie

Sont résumés ci-apres, de maniére a mettre enndédies principales sources de variabilités
meéthodologiques, les caractéristiques des meéthgeslod’évaluations des risques pour les
écosystemes de I'approche milieu.

Les grandes lignes résumant les spécificités dentgéthodologie du Royaume-Uni (A)

= méthode efficace et accessible ;

= peut étre tres mal utilisée, le poids de I'évaluatesst primordial et les résultats obtenus sont
trés corrélés a I'effort de recherche ;

= approche par niveau, qui permet une sortie d’ésidécessaire ;

= domaine d’'application tres restreint ;

= calcul de risque sans prise en compte de I'exjpositi

= calcul de risque dés les premiers niveaux de I'ERE

= deux étapes servent a caracteériser le risque Bhléa calculs de risque avec les impacts
attendus ou observeés ;

= utilisation d’un témoin non contaminé nécessaingastd’utilisation d’un référent possible|;

» |a décision finale est prise sur la base des isdi® risque mais aussi des inventaires de
terrain et des tests écotoxicologiques (ces résudtant mieux exploités que dans les autres
méthodologies).

Les grandes lignes résumant les spécificités dent@éthodologie du CEAEQ (B)
= guide pour une premiére utilisation car assez tiir&t rassurantA contrario assez
contraignant et redondant pour un évaluateur gussai ;
= structure permettant une ERE quantitative (aveignattion des expositions dans le calcul de
risque), apres une ERE préliminaire de screening ;
= méthodologie qui s’attache a résoudre la problématiactuelle la plus importante de
'ERE : sa fiabilité (méthode de poids des évidenekles outils mis en place y compris le
guide en voie de rédaction sur les VTR), en corathtia la réduction des incertitudes ;
= de nombreux outils sont proposés et permettentefdbun minimum de résultats :
- aide aux choix des espeéces ;
- fiches espéces ;
- tableau des erreurs ;
- tableau qualité ;
- tableau des sources documentaires.

Les grandes lignes résumant les spécificités derteéthodologie de 'US EPA (C)

= vaste domaine d’application, facilement adaptaldédférentes situations ;

= méthode itérative, & mener de part en part ;

= phase de caractérisation des expositions et didsecibles trés compléte ;

= calcul de risque intégrant les variations d’exposit notamment la variabilité spatip-
temporelle ;

= |afinalité de la méthodologie est le calcul deuis.
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La figure 17 regroupe la schématisation des métbgdrs étudiées. Cette figure illustre les
différences méthodologiques et souligne les élésmauntants :

la méthodologie du Royaume-Unpropose un calcul de risque trés rapidement dprdébut de
'étude. Il permet de statuer sur l'arrét possible non de I'étude et sur les agents de stress a
conserver. La phase suivante caractérise les deosys des sites étudiés (sites pollués et témoin).
Connaissant les agents de stress aveéres, I'évatudierche a mettre leurs effets en évidence par le
biais des études écologiques. La derniere phasasticege d’expérimentations (tests
ecotoxicologiques, notamment), de démonstratiotisitpies et d’argumentaires bibliographiques,
sert a établir et a valider le lien entre les ates a I'écosystéme observées et les agents ds stre
identifiés. Dans cette phase, le role du témoiressentiel ;

la méthodologie du CEAEQ est un hybride des deux autres méthodologies awec phase
préliminaire basée sur un calcul de risque de eesing », la possibilité d’'un arrét de 'ERE si les
indices de risques sont inférieurs a 1 comme paunédthodologie du Royaume-Uni. Dans le cas
contraire, une ERE quantitative est menée sur leleleode I'US EPA. Notons toutefois,
limportance spécifique que donne cette méthodecdhsidération des incertitudes ;

la méthodologie US EPAest divisée en 4 phases consécutives se noutrigssnau long de
I'étude ce qui ne permet pas d’'arréter 'ERE apeédébut de la démarche. Ces 4 phases sont tres
similaires a celles réalisées lors des évaluati@ssisques sanitaires.

In fing, les différences principales entre les méthodemgtudiées sont :
= les domaines d’application (Tableau 5) ;
= |a structure de la méthode : itérative (US EPA)gpessive (CEAEQ), de screening (UK) ;
= lintégration ou non de I'exposition dans le caldelrisque ;
= |a caractérisation de I'écosystem@riori oua posterioridu calcul de risque ;
= |a prise en compte des incertitudes ;
= |es liens entre évaluateurs et gestionnaires.

Tableau 5 : domaine d’application de 'ERE en fomctde la méthodologie suivie (Hayet et

al., 2009)
Méthode Situations justifiant la réalisation d'une ERE
— Identification de zones significativement polluées
- Impacts néfastes potentiels sur |'environnement supposés par |'usage ou I’historique du site
NEPC Australie — Espéces ou habitats rares ou en danger pouvant étre touchés

-~ Manque de données inacceptable, conditions d'exposition incertaines, haut niveau d'incertitudes concernant
certaines données toxicologiques, manque significatif d'information sur les récepteurs écologiques

— Entrée dans l'environnement de stresseurs potentiels ou avérés
US EPA — Observation d'effets néfastes ou d’un changement des conditions écologiques
- Volonté de mieux gérer les entités ou valeurs écologiques

EA UK — Le site investigué répond aux critéres réglementaires fixés par la partie Il de I'acte de protection de
I'environnement®

— Protection de la diversité biologique®

- Altemative aux critéres génériques”

- Application des critéres génériques impossible®
- Besoin de comparer ou d'établir des priorités

CEAEQ

Ces travaux de recherches ont fait I'objet d’'undlmation dans Environnement, Risques et Santé
(Hayet, 2009).

A la suite de cette étude, nous avons testé svaesabilités méthodologiques se traduisaient au
niveau du calcul de risqueietfine sur la caractérisation du risque pour les écosyetem
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Variabilité numérique ?

UK

[Snation T vb [ 20 [ ca Tas [eul e [ g ]

Al T 1046 | 041 1| 043
A2 i |14 i 0,35 | 0,63 4 0,89
A3 : 1L51 1025|039 4.4 043
Ad 1 " F ] 0261034 2 ]
t . . . + : + . + {
Témoin | 0,28 | 0,88 | 0,44 | 0,98 | 0,16 | 0,61 | 0.64 | D84

Quotient de risque par agent de
stress et par station

Risque global

CEAEQ & US EPA

Pb In Cd Hg Cu As Ni

' Herbivores

' Perdix perdix 130 112 2,70 020 0.047 0,022
Phasianus colchicus 1,67 1.00 2.42 0.15 0.041 0,016
Columbia palumbus 521 3,14 7,54 048 0127 0,050
Microtus agrestis 11.21 11.70 55,75 157 14,000 2998
Oryctolagus cuniculus 0.11 0.09 037 0,02 0,199 0,041
Omnivores
Turdus phomelos 0.25 0.07 0.09 0,02 1.05E® 3.68E™

' Erithacus rubecula 091 0.26 0.34 0.06 3.82E™ 135E®

' Trogladytes troglodytes 4,63 13 1,71 029 1.93E® 6,74E®

" Anthus trivialis 3,68 1,03 136 023 1.53E® 5.35E

' Cuculus canorus 183 0,51 0.68 0,11 7.63E™ 2.66E®
Fringilla coelebs 0.1 0,03 0,04 0,01 5.18E% 393E™
Luscinia megarhynchos 153 043 0.56 0.1 6.38E™ 227E®
Apodemus sylvaticus 0.19 0.18 0.75 0.02 4.77E® 316E™
Erinaceus europagus 0.04 0.03 0.08 0,01 9.88E™ 6.32E™
Talpa talpa 0.63 044 127 0.08 1,62E* 1L.4E®
Cleithrymomis glareolus 0.07 0.1 0.51 0.01 9.48E™ T3gE®

| Prédateurs

i Valpes vilpes 1,76E™ 7.25E" 4.69E™ 1L9TE® 135" 7.67E*

¢ Strix aluco 230E” 3.74E™ 8.00E™ 4048 3.81E" LigE™

Exposition : DJE

Variabilité des résultats ?

UK

Conclusions

Atteintes écologiques avérées :

Macrofaune du sol et champignons

Végétaux : accumulant mais tolérants

Agent destress : Cd, Pb, Zn - As, Hg, Ni

Autres groupes : influencés par autres facteurs

Atteintes écologiques constatees
Validation par un témoin

Criteres de causalité de Hill

Flore

Taupe

Conclusions

Agents de stress : Pb, Cd. Zn — Cu, As. Hg

CEAEQ & US EPA

Oiseaux herbivores
2 oiseaux ommnivores

Campagnol agreste

Entités cibles encourant un risque

Cible = oiseaux
Fiabilite
Prospectif

Figure 18 : illustrations des différences de cafcde risques et de caractérisation du risque pour

les écosystemes en fonction des méthodologies y#Bplo
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Variabilité numérique de I'évaluation des risques a fonction de la méthodologie suivie :
implication sur les conclusions de 'ERE

Au cours de cette étude, 2 types de calculs daeisgt été faits :

= dans les méthodologies de 'ERA UK et dans la PEREE préliminaire) du CEAEQe
calcul de risque consiste en un ratio des teneams tbs milieux pollués sur une VTR qui
peut étre définie spécifiguement pour les ERE (centes Soil Screening Values, ERA
UK), ou non (Fond pédo-géochimique pour le PEREgs Galculs n’incluent pas
I'exposition des especes et sont variables en ifmmcdes VTR considérées ;

= dans les méthodologies de 'US EPA et dans la QHEREE quantitative) du CEAEQe
calcul de risque est basé sur un ratio entre la &JEs VTR. Concernant les DJE, les
méthodologies étudiées ne proposent pas de forawmilealcul. Celle-ci doit donc étre
construite par I'évaluateur.

Dans le cadre de la présente étude, le mode del clds DJE a toujours suivi la méme formule
intégrant le niveau et le temps d’exposition. Leeau d’exposition a essentiellement été défini sur
la base du régime alimentaire et de la contaminates aliments. Le temps d’exposition a été basée
sur la durée et la fréquence d’exposition en ledpoent en fonction de la mobilité des especes.
Concernant les VTR, une base de données les regrbaeté constituée. Peu de VTR existent, ce
qui entraine I'abandon de nombreuses substanceduaralcul de risque.

Les résultats obtenus sont de nature trés différ@ngure 18).

Pour 'US EPA, les indices de risques (IR) s’exmmnpour une entité cible et par agent de stress.
Par exemple, la perdrix grise exprime un IR de p&9r le plomb, de 1,12 pour le zinc et de 2,27
pour le cadmium. Pour le faisan, seul un risqueegptimé pour le plomb. Ainsi, I'analyse des
indices de risques peut étre assez précisefigte conduire a des objectifs de gestion protégeant des
especes sensibles ou a valeur patrimoniale.

Pour 'ERA UK, un risque global pour I'écosysténst exprimé. Il permet de conclure, sur la base
du calcul de risque, que le cadmium est I'agenstdess le plus susceptible d’induire des effets
néfastes pour I'écosystéme en présence, puis te [Erplomb, le mercure, 'arsenic et le nickel
pour la station Al. Cette classification des agemdsstress est assez proche de ce qui est
classiquement attendu sur ce site d’étude (présaldn plomb, zinc, cadmium).

Il est alors possible de conclure que les différeas méthodologiques mises en évidence dans
I'étude bibliographique se traduisent en différence vis-a-vis des résultats produits par les
ERE.

Naturellement, cette conclusion souléve de nombeggigstionnements vis-a-vis de la méthodologie
a choisir pour avoir les réponses les plus justeteemes de risque pour I'écosysteme. Ainsi, pour

aller plus loin, le tableau 6 reprend les résultaportants pour chacune d’entre elles en
différenciant les arguments pouvant conduire auxctfone des méthodologies.
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Tableau 6 : synthése des caractéristiques spéesigies méthodologies influencant les résultats

obtenus
Méthodologie du Méthodologies de
Royaume-Uni I'US EPA et du CEAEQ
L'IR n'intégre pas I'exposition L'IR intégre I'exposition
L'IR n’est pas influencé par la biocénose |dE'IR est précis (par entité cible)
I'écosystéme étudié Le calcul de I'IR est entaché d'incertitudes

Est utilisé pour le screening des agents de stress
Considére des niveaux «observables » | t@égrent I'ensemble des niveaux d’organisation| de

I'écosystéme (macroscopique) 'écosysteme (les effets néfastes peuvent Etre
nucléaires ou populationnels)
Les impacts sont constatés Expriment la probabilité d'apparition d'effets

Les liens entre atteintes écologiques et agents rigastes a plus ou moins long terme
stress sont validés
La qualité des résultats est trés corrélée a fetfe

recherche

Correspond a I'approche rétrospective de 'ERE €pond a I'approche prospective de I'ERE

Traduit la toxicité des agents de stress vis-ades| Prend en compte les relations entre espéces |pour
organismes estimer le risque (notamment les relatigns
Considére principalement une exposition directe jatmphiques)

polluants

Pour conclure, les résultats des ERE sont différemis tres complémentaires, en fonction de la
meéthodologie appliquée car ils ne traduisent pas ne&€mes informations. La méthodologie
développée par le Royaume-Uni est rétrospective,ingpacts sont constatés et des facteurs
confondants (impactant sur la biocénose mais r&s dux agents de stress) peuvent étre isolés
(comme le manque de clarté sur A2). Les méthodetode I'US EPA et du CEAEQ sont plus
prospectives, intégrent des interactions entre cesp@otamment les interactions alimentaires et
conduisent a un indice de risque plus précis maimsrfiable. Quoiqu'il en soit, aprés avoir mené
les applications d’ERE, il est certain que les @lslae risques peuvent gagner en précision ce qui
leur donnera une sensibilité qu’ils expriment pdiheure actuelle.

75

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



HDR de Annabelle Deram, Lille 1, 2013

TE

Hyperaccumulation

/—//—\\_\-‘

Phytomanagement

b

Phytoextraction

}

Phytostabilisation ‘

}

TE volatilisation

Accumulation of
essential TEs

TE tolerance and
exclusion

!

.

|

Phytomining

Phytoremediation via
phytoextraction

Phytovolatilisation

Biofortification

Phytoremediation via
hydraulic control and
TE immobilisation

Figure 19 :l'articulation des phytotechnologies du phytomamaget (Robinsort al,2009)
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2) PHYTOREMEDIATION

L’évaluation des risques pour les écosystemesregtréalable scientifique orientant les décisions
de gestion des risques liés aux sites et sols gmllBarmi les solutions de gestion existantes, le
phytomanagement présente de nombreux avantages ecdumiisation de techniques végétales
maitrisées ou un co(t restreint.

Le phytomanagement des sols contaminés est latitis de végétaux, possiblement combinée avec
d’autres techniques, donnant acces au moyen le gdasomique permettant de gérer le risque

environnemental en lien avec le site. Le r6le dgdgétation dans le phytomanagement des sols
contaminés est d’ajouter une valeur au site etnpeleement de réguler les effets négatifs en lien

avec la contamination.

Dans la partie suivante, sont décrites des expétatiens de revégetalisation, de phytoextraction
de phytomining et de phytostabilisation.

Revégeétalisation du crassier acide de la mine de il{cuivre et plomb),
Te Aroha, Nouvelle-Zélande

Ces travaux et les suivants se sont déroulés emdlletZélande au Laboratoire des sciences du sol,
Palmerston North University sous la direction dedgsseurs R.R. Brooks et P. Gregger.

A. elatiusa été étudié afin d’estimer la potentialité deecespece a étre utilisée en revégétalisation
des déchets miniers acides (pH 4, en moyenne)gsoplar les éléments traces métalliques (arsenic,
chrome, cobalt et nickel). Pour ce faire, une canpale récolte des graineg\delatiusa été mise

en place sur des terrils de nature acide du Notd Beance.

Les résultats ont démontré une forte tolérance’elpéce aux conditions expérimentales. La
germination et le développement de graines semg&ds substrat du crassier de Tui, en conditions
contrblées, ont permis d’évoquer des essais deggéalésation sur site. De plus, ces travaux ont
permis de tester la bioaccumulation de I'especeéaleods-a-vis de métaux jusqu’alors peu étudiés.
Ainsi, I'influence d’un stress environnemental siéppentaire (acidité) sur la bioaccumulation a été
évaluée. Au final, une bonne capacité accumulatiiée elatiuspour le cobalt, atteignant parfois
méme le seuil d’hyperaccumulation (fixé & 1000 rgg Rour cet élément) a été mise en évidence.
Néanmoins, du point de vue de la phytoextractibngisemble pas gi. elatiuspuisse étre une
candidate en phytoextraction de ces métaux, savisagier l'utilisation d’amendement, comme
'EDTA.
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De fait, sur la base de ces conclusions, I'accutimialu cobalt, du cuivre, du plomb et du nickel
apres addition d’EDTA a été étudiée. Les résul@m$ ensuite été discutés en termes de
phytoextraction. Dans ce cadre, 2 substrats (Tablgaont été testés provenant d’un minerai de
cobalt/cuivre/nickel (substrat A) et un terril reckn plomb (substrat B).

Tableau 7 : composition (mg/kg) et pH des substralisés

Growth medium Experiment A Experiment B
pH 55 3.5-7.0*
Lime - 0-5000*
Cobalt 188 1
Copper 187 4500
Nickel 6300 1
Lead - 6750

* dépendant de la quantité de chaux ajoutée

L’EDTA (sous forme de son sel disodique) a été @pd semaines apres la germination des graines
d’A. elatius a un taux variable de 0 (contrdle); 0,5; 1024 g/kg de substrat. Les parties
aeriennes dk. elatiusont été récoltées 8 semaines apres la germination.

Concernant le substrat A, laddition d’EDTA a emntg une augmentation statistiquement
significative des concentrations de cuivre (de @000 mg/kg), de cobalt (de 40 a 175 mg/kg) et
de nickel (de 8 a 1276 mg/kg) dans les partieeages dA. elatius(Figure 20— échelle log).

—

10000 -

I

1000 -

100 ~

—
(e}

Metal concentration in plant (mg/kg

0 05 1 2 4
EDTA added (g/kg)

Figure 20 : effet de 'amendement a 'TEDTA (n=8 pohaque élément et amendement) sur
'accumulation du cuivre, du cobalt et du nickedy . elatius (mg/kg masse séche) se développant
sur le substrat A

La forte accumulation de cuivre dans la planteaesbter. De plus, I'addition d’'EDTA n’'a pas
semblé induire, dans ces conditions d’expérieneedithinution de la biomasse méme si des
nécroses ont été observées. Les nécroses, signks plgitotoxicité des métaux, ne sont pas
limitantes en phytoextraction. Ainsi, si le rendemé’A. elatiusest maintenu en champs (estimé a
10 tonnes/ha), on peut estimer qu’une cultuke dlatiusest susceptible d’extraire 75 kg de cuivre
apres addition d’'EDTA, en termes de phytoextraction
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Les résultats obtenus sur le substrat B sont reptés sur la figure 21.

pH of substrate
35384148 57 64 .35 6.4

35000 L L | L | L1
EDTA added (4g/kg) No EDTA

30000 —
T T
25000 — J
20000 —
15000 —
10000

5000 -

Leaf Pb concentration (mg/kg)

I 1
0031063125255 0 5
Lime added (g/kg)

Figure 21 : accumulation de plomb par A. elatius=s§npour chaque amendement) se
développant sur le substrat B, avec et sans ajeuthdux et une dose constante d’EDTA a 4 g/kg.

L'ajout d’EDTA au substrat B se traduit par unetédoaugmentation de plomb dans les parties
aériennes . elatius,passant de 100 mg/kg a 25 000 mg/kg. Cela est aaivlpa voir méme
supérieur aux 2% obtenus par I'ajout d’EDTA a uhpsdlué par le plomb (a 2500 mg/kg) chéza
mays

En conclusion, I'accumulation naturelleAd’elatiuspour les métaux étudiés n’est pas en faveur de
son utilisation en phytoextraction sans amenderdangol visant a y augmenter la solubilité des
ETM. L'ajout d’EDTA induit 'augmentation de I'accoulation des ETM a des niveaux auxquels
cette espece pourrait étre utilisée sur des sdiefaent contaminés par I'un ou plusieurs de ces
métaux.

Cette étude a fait I'objet d’une publication dangnm@nunication in soil science and plant analysis
(Deram et al., 2000).

Phytoextraction aidée du zinc, du plomb et du cadrmaim avecArrhenatherum elatius

Sur la base de ces résultats encourageants, laitéagea phytoextraction 4. elatiusa été testée en
milieu calaminaire (riche en zinc, plomb et cadmjunmotamment) sur lequel I'espéce se développe
(en populationn situ) avec 2 types d’amendement.

Sur le site calaminaire d’Auby (Nord, France), 2e®de 9 rhont été sélectionnées et divisées en 9
plots d'1 nf. La végétation de chacune de ces zones étaitineestdArabidospis halleriet
d’Arrhenatherum elatiysaccompagnés égalemenfdrostis tenuigt deSilene humilis3 plots ont
été traités avec de 'EDTA (sel disodique) et 3pkvec de I'acide citrique a raison de 0,5 mgtkg e
sur une profondeur de 15 cm.

Aucune différence statistiguement significative &% observée entre les traitements pour les 2
plantes étudiées. L'addition d’amendements chimggoi@ pas augmenté I'accumulation de zinc,
plomb ou cadmium dans les especes.
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Les données soulignent le caractere hyperaccumuldeel’Arabette de haller vis-a-vis du zinc et
du cadmium (Tableau 8).

Tableau 8 : concentrations métalliques (masse edhrs les espéces, 21 jours apres le
traitement a 'TEDTA. Les valeurs représentent leyemnes et (I'écart-type)

Arrhenatherum elatius Cardaminopsis halleri

Cd Pb In Cd Pb In
mgkg™)  (mgkg™) (mg kg™ (mgkg™)  (mgkg™) (%)
Control TO5(276) 17100423y 609.5(292.2) 167.6(36.4)  50.0(7.4) 247 (0.81)

Citric acid TO3(6.97) 16,68 (1.B5)  733.0(1914) 1234 (74) 49.7 (10.3)  1.64(0.23)
EDTA 6.90(1.30) 17.60(1.30) 712.0(222.3) 174.0(24.3) 78.2(29.7) 247(0.51)
Significance n.s. 1.5, n.s. .5, IS, 1.5,

n.s.— Mot significant

Cette étude a fait I'objet d’un chapitre d’ouvrageientifique Anderson Ch, Deram A, Petit D,
Brooks R.R, Stewart R, Simcock R (2001) Induce@rhgpumulation : metal movement and
problems. In: Trace Elements in soils : Bioavailapj Flux and Transfer, 4 (pp. 63-76), I.K.
Iskandar & M.B. Kirkham — Lewis publishers.

Phytomining et hyperaccumulation du thallium chez berisintermedia

Le phytomining et la phytoextraction sont technigeat assez similaires et se différencient par
leur objectif respectif a visée économique ou emriemental. J'ai eu I'occasion de mener une
expérimentation de phytomining en Nouvelle-Zélarale Laboratoire des sciences du sol,
Palmerston North University sous la direction dedfgsseurs R.R. Brooks et P. Gregger.

L’hyperaccumulation du thallium, élément trés taxdga été mise
en évidence chetberis intermedia Il a été mesuré que le
individus de cette espece se développant sur densihier des
Malines pres de Ganges (Gard) contenaient plusOd@ Big/g EEsE
(masse séche) de thallium (0,31%). A la suite da&, cies essaiSl

en conditions contrblées ont démontré que cetteecespest [
capable de tolérer prés de 2000 pg/g de Tl ajoutsulastrat. A &
titre de comparaisonA. elatiustolére 20 pg/g. Ce résultat e
d'importance en matiére d’exposition et de gesti@s risques
(écosystemique et humain), de phytoextraction raaissi de [
phytomining. En effet, il a été déterminé que troagations
suffiraient pour « phytoextraire » un sol contend@u/g de : - :
thallium jusqu’a un seuil non-toxique. La biomassechée contiendrait suffisamment de thallium
pour étre considérée comme un bio-minerai ce guipemserait le coldt de I'opération. Sur la base
de ces expérimentations, il a été estimé que léflménde la mise en place du phytomining serait de
1200 $/ha (le double d’'un ha de blé).

Cette étude a fait I'objet d’une publication dar®romic geology (Leblanc et al., 1999).

83

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



HDR de Annabelle Deram, Lille 1, 2013

Comme cela vient d’étre évoqué, le phytomanagememd en considération I'aspect économique
des phytotechnologies mises en place. De fait,qlmrsles ETM traités n’'ont pas de valeur

financiére, des techniques de phytostabilisatianveet étre proposées. En effet, outre I'action de
ces technologies sur I'immobilisation des polluarde nombreux programmes, notamment en
France couplent la phytostabilisation et la productle biomasse/bois-énergie. Cette production
est susceptible de générer un revenu sur la bad@rdergie produite et d’équilibrer les codts

inhérents a la phytostabilisation. Cela s’inscgfalément dans un contexte de limitation de
I'utilisation de surfaces agricoles non contamingesr la production de biomasse énergie.

Dans ce contexte, 2 études concernant le bois iénépgojet BCL) et la biomasse énergie
(Phytener) sont présentées dans les paragraplvassui

Projet BCL : Biomass on_®ntaminated Land

Ce projet a été mené a linstitut des écosystemrmesstre de Zirich et au Laboratoire des Sciences
Végétales et Fongiques (LSVF) de la Faculté desn8es Pharmaceutiques et Biologiques de Lille,
EA 4483, Université Lille 2 Droit et Santé.

Dans le cadre de cette étude, nous avons tesgeBaes arborescentes pour leur capacité a produire
du bois-énergie sur des sites contaminés par |&4. EPbur ce faire, des échantillons de sols et de
vegetaux (feuilles, bois et écorces) de SabediXsp), PeupliersRopulussp) et BouleauxBetula
pendulg ont été collectés sur 5 sites en France et eamfsfjne et analysés pour le Zn, le Cd, le Pb,
le Cu, le Caetle K.

Les concentrations en cadmium dans les feuillasrétaorrélées avec I'espece végétale, tandis que
les concentrations en zinc dans les feuilles ohtcétrélées a la contamination des sites d’étude.
Les concentrations en cadmium dans les feuilles besleaux (1,2 a 8,9 mg/kg) sont
statistiguement plus faibles que celles du sautki gteuplier (50 a 80 mg/kg).

En plus de cela, certains ions inorganiques, comdneé Ca, sont connus pour exercer une grande
influence sur la dégradation thermique des polysaides et des lignines. lls agissent comme des
catalyseurs en baissant la température de décatimmosi augmentant la production du charbon de
bois. De fait, des concentrations faibles en cémeénts sont recherchées. Dans le cadre de notre
expérimentation, seBetula pendulaa des concentrations en K et Ca dans le boisret Idcorce
inférieures a celles de référence données par Obeayaret al, 2006 (sur sol non contaminé). En
résumé, le bouleau semble étre, parmi les espéoeedes, la plus adaptée pour la production de
bois énergie sur les sites contaminé par les ETM.

Ces travaux de recherches ont fait I'objet d’'unélmation dans Journal of Hazardous Materials
(Evangelou et al., 2012).

Programme PHYTENER : Impact du Miscanthus sur la bodiversité végétalede sols
contaminés par des éléments traces métalliques

Pour évaluer l'intérét duMiscanthus pour gérer durablement des sols agricoles fortéemen
contaminés par des ETM, un programme de recherthigipciplinaire, nommé Phytener, a été
initié en 2010 et mis en place avec le soutien’ABEME (http://www.phytener.fi). Un des
objectifs est de contribuer au développement deniqaes innovantes de gestion de sols fortement
contaminés au moyen dMiscanthus Sur le plan écologique, le caractére tres corifpéke
Miscanthuset la densité de ce type de culture, tant au nive&rien que racinaire (1 cm de
racine/cni de terre dans les 30 premiers centimétres), seuuestion du devenir de la flore
messicole et donc du risque d’'une perte de biosiéerOr, comme le souligne Roweal. (2009),
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la recherche dans ce domaine reste a ce jour éneit@oit, & court terme, étre complétée afin de
mieux prédire les effets de ce mode cultural shiddiversité locale.

Dans le cadre du programme Phytener, une évaludéidmfluence de la production tiscanthus
giganteussur la biodiversité végétale de parcelles cultivaégé réalisée afin d'apprécier la viabilité
ecologique de ce type de culture. Pour ce fairfipte vasculaire de six parcelles expérimentales,
toutes plantées evliscanthus a été analysée. Quatre de ces parcelles présdetesols fortement
contaminés a des degrés divers par des élémeres matalliques (ETM) et forment un gradient de
contamination. Les sols des deux autres parceli&septent des concentrations en ETM proches
des teneurs agricoles habituelles (TAH) régionatemt été considérés comme des références dans
la démarche.

Les résultats montrent que la flore adventice désres deMiscanthusse compose essentiellement
d'espéces indigénes, communes et peu menaceeaurdeepréoccupation mineure). Au niveau
communautaire, deux grands types biologiques septésentés : les annuelles (végétation
thérophytique) et les vivaces. Ces communautésvetdides témoignent des perturbations
occasionnées par les pratiques culturales antégear la plantation déliscanthus et de
I'hétérogénéité locale du milieu. Sur la base éssltats obtenus, la production Miéscanthusne
semble pas exercer d'influence néfaste sur lesntidee de culture. En retour, les adventices ne
semblent pas nuire au développementvigcanthus une fois la période d'implantation réussie.
Dans notre contexte, la contamination des sols emabke pas constituer un obstacle a la
colonisation des cultures par les adventices. detedrs influant sur la colonisation des culturas p
les adventices sont étroitement liés au contexteéa@mant et a la durée du cycle des cultures. En
effet, une hétérogénéité spatiale des paysageoxanie des parcelles permet une meilleure
diversité des adventices et un cycle de culturg lest favorable a une reprise de la dynamique
évolutive de la végétation.

Ces travaux font I'objet d’un article sous pressmsle journal Etude et Gestion des Sols (2013).
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C) CARACTERISATION DU LIEN ENVIRONNEMENT-SANTE

Lien Environnement-Santeé

Les personnes de santé dégradée vivent-elles dans un
environnement dégrode?

T 3

5.1.G, cartographis; géostatistiguss A i

Indicateurs socio-2conomigues

T R Indicateurs sanitaires

Indicateurs environnementaux

————————————————————————————————

Ph ylomanagement

dela qualité du milieu

Biomarqueurs
Bipindicateurs

Vegétaus supérieurs

A
: Evaliation et gestion des risques
| paur les sites et sols polluds

Brosurveillance végdtole de la qualité des sols

Cet axe sera abordé en présentant 3 études aptastlen cours, réalisées dans le cadre de la thése
de F. Ocecelli :

= cartographie des maladies chroniques rénalesatiars spatiales et détection des clusters a
I'échelle régionale ;
» maladies chroniques de l'intestin (MICI) et détentde clusters environnementaux ;

= cartographie de l'imprégnation lichénique en ETMglda région Nord - Pas de Calais et
mise en relation avec des indicateurs sanitairesa@es biologiques sang, urines) et socio-
économiques.
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Les objectifs généraux des travaux de rechercheésngmnt, comme mentionné en introduction, de
développer des outils d'aide au diagnostic de Eitfudes sols contaminés par les métaux lourds
s’intégrant dans une démarche d’évaluation desiegs@nvironnementaux et sanitaires. Autrement
dit, nous cherchons grace aux végétaux a étre eurmeale caractériser la qualité d'un sol
(biosurveillance) et a évaluer I'implication d’uégentuelle dégradation de cette qualité en termes
de risques encourus pour I'écosysteme (ERE). Rapproles indicateurs sanitaires et socio-
economiques caractérisant la santé de 'lHomme éxada fois a ces sols dégradés et vivant dans
un écosysteme a risque est une suite logique. Denfas travaux s’attachent a répondre a la
guestion : « les individus a la santé dégradéenttils dans un environnement dégradeé ? »

Indicateurs environnemtaux Indicateurs socio-économiques Indicateurs sanitaires

Lien Environnement-Santé

Les personnes de santé dégradee vivent-elles dans un
environnement dégrade?

Figure 22 : positionnement de l'axe «caractérisatidu lien environnement-santé » par
rapport a I'évaluation des risques sanitaire (ERS)

Etudes de cet axe (en bleu) avec I'appui de cottaian (en rouge) et évolution possible vers 'E@S vert) par la
prise en compte des données d’exposition

En effet, I'existence d’un lien étroit entre la &apt 'environnement n’est plus a démontrer, reis
caractérisation et la quantification de celui-antsencore souvent difficiles. Ceci est notamment dQ
a la multitude d’expositions de I'Homme (environrearh extérieur, environnement intérieur,
profession) et la non-spécificité des réponsesaass (différentes pathologies possibles pour une
pollution environnementale). A cela s’ajoute ld faie certaines pathologies peuvent se manifester
ou non en fonction de la période d’exposition (terdp latence) et de la susceptibilité génétique des
individus (variabilité individuelle).

Malgré ces difficultés, les liens entre I'environment et la santé sont d’intérét majeur et au ceeur d
nombreuses politiques de santé publique qui chetches’appuyer sur des outils d’aide a la
décision. Dans ce contexte, nous avons orientdéraeaux de maniére a caractériser le lien santé-
environnement d’'un point de vue cartographiquel{@ea géographiques a I'’échelle des territoires
et vecteurs de communication) et géostatistiqueat@risation guantitative). A ce titrg,études
présentéees ci-apres, sont en cours au laborato@eée dans le cadre de la these de Florent Occelli
(2011-2014, bourse ED). Ces études concernent aa®ds sanitaires de natures différentes (cas
ou dosages biologiques) et reposent sur des doemé@ennementales dans les milieux sol, eaux
souterraines, et air, respectivement).

91

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



HDR de Annabelle Deram, Lille 1, 2013

Cartographie des maladies chroniques rénales : vaiions spatiales et détection des clusters a
I'échelle régionale

En collaboration avec :
» Francois-Xavier Glowacki EA 4483 — Service de Népbgie, Hopital Huriez, CHRU,
Lille, France ;
= REIN (Réseau Epidémiologie et Information en Néfdgie) Agence de la biomédecine ;
= Michael Génin & Pr. A. Duhamel, EA2694 Santé Puldiq épidémiologie et qualité des
soins/Centre d’Etude et de Recherche en Informatibiédicale (CERIM), Faculté de
Médecine de Lille.

De fortes variations de l'incidence des maladieseiin en stade terminal (End-Stage Renal Desease
-ESRD) sont observées a I'échelle nationale (Coudlad al, 2012). Les raisons de ces variations
sont inconnues. Des causes environnementales,dgéocomraphiques ou en relation avec d’autres
maladies (cardiovasculaires, diabetes) sont sounggm La région Nord — Pas de Calais a
l'incidence la plus haute en ESRD avec un tauxdstatisé de 196 nouveaux cas par million de
personnes (pmp) en 2010 contre 149 pmp en France.

Dans ce contexte, nos objectifs sont :

= d'étudier les variations spatiales de l'incidenes &€SRD dans le Nord-Pas de Calais sur la
période 2005-2011 ;

» de déterminer si des clusters d’incidence sontcthiiées ;

= de corréler ces clusters avec des données deéddsatibn de la qualité de I'environnement,
notamment la présence de cadmium dans les milieux ;

= d'étudier le poids des facteurs aggravants que Esnimaladies cardiovasculaires et les
diabetes dans la détermination des clusters.

Pour ce faire, nos travaux de recherche s’appusemt des collaborations avec le Réseau
Epidémiologie et Information en Néphrologie (REINI dispose d’'un registre listant tout les

patients en dialyse et/ou en attente de greffeeilu de chaque région de France. Un systeme
d’'information géographique (ArcGIS®) est utilisé yooanalyser et générer les cartes de ces
patients. L'autocorrélation spatiale (la tendancéagrégation) est évaluée grace a l'indice de
Moran. La détection de clusters (spatiaux, temgooel spatio/temporels) dans les populations est
déterminée par le biais des statistiques de scette @erniére étape est réalisée en collaboration
avec M. Génin et I'équipe du Pr A. Duhamel (EA 2694

A ce jour, 4 clusters spatiaux de sur-incidence ai@tdétectés, les clusters de sous-incidence ne
sont pas significatifs. Les étapes suivantes watégrer les facteurs aggravants de ces évaluations.
Les clusters vont ensuite étre rapprochés des dsnedvironnementales (selon la méthodologie
développée ci-apres).

Maladies chroniques de l'intestin (MICI) et détecton de cluster environnementaux

En collaboration avec :

= Michael Génin & Pr. A. Duhamel, EA2694 Santé Puldiq épidémiologie et qualité des
soins/Centre d’Etude et de Recherche en Informatibiédicale (CERIM), Faculté de
Médecine de Lille ;

= Corinne Gower-Rousseau, Registre des Maladiesninflatoires Chroniques de I'Intestin
du Nord-Ouest de la France (EPIMAD), Service d'Epniblogie Régional, Hopital
Calmette, Lille, France ;

= Jean-Frédéric Colombel, EPIMAD, Service d’Hépatai@mntérologie, Hopital Claude
Huriez, Lille, France.
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Figure 23 :cartographie des indices de pollution en aluminians les eaux souterraines (Occelli,
2012 —Rapport CST n°1)

94

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



HDR de Annabelle Deram, Lille 1, 2013

Ces travaux de recherche s’appuient sur le redis&AD (Registre des Maladies Inflammatoires
Chroniques du Tube Digestif) en collaboration aleeDr. Gower-Rousseau et le Pr J-F. Colombel.
Ce registre recense 8000 cas (maladies de Crohrecéd-colites hémorragiques) dans les
départements du Nord, du Pas de Calais, de la S@anhdela Seine-Maritime sur la période 1990 a
2006. Le Registre EPIMAD, et notamment la cartogm@gDeclerccet al., 2010) et la variabilité
spatiale (Géniret al., 2013) sont actuellement étudiées dans le cadm tdavail de these réalisé
par M. Génin, Doctorant en biostatistiques au deiiEA 2694 (Santé Publique : Epidémiologie et
Qualité des Soins, dirigée par A. Duhamel).

Concernant ces MICI, quelques facteurs causals identifiés. L'effet délétere du tabac pour la
maladie de Crohn et protecteur pour la recto-colémorragique est bien établi. L'effet protecteur
de l'appendicectomie pour appendice inflammatodaisée avant I'age de 20 ans semble bien
démontré pour la recto-colite hémorragique. Ledefas génétiques expliquent une partie de
I'incidence des MICI. Plusieurs éléments plaidemtfaveur du rble des facteurs d'environnement
dans le développement des MICI. Il existe une ilitggdes répartitions des MICI dans l'espace,
avec une fréquence plus élevée des MICI dans s ghanord et les pays développés (Negth
al., 2006). Un autre argument est I'évolution des MiR fonction du temps. Tous les registres ont
constaté une augmentation de l'incidence de ladiealde Crohn depuis la fin de |& uerre
mondiale dans les pays du nord, 10 a 20 ans pldd&ns les pays du sud. Une augmentation de
cette ampleur, et sur une période aussi bréve,ent §re liée a des modifications génétiques
(Jantchowet al, 2006). Aucune relation avec la défaveur sodieldice de Townsend) observée a
I'échelle des cantons concernant le Registre EPIMB©clercqet al, 2010)L'implication de
facteurs environnementaux, notamment les micropollants qui entraineraient un mauvais
fonctionnement du circuit lymphatique intestinalt suspectée (Beamishal, 2011).

Selon la littérature, aucun facteur de risque @mviemental n’est clairement identifié/suspecte,
mais les ETM et notamment I'aluminiugherner, 2007) semblent une piste non négligeable. A
I'heure actuelle, aucune étude écologique concéteargistre EPIMAD n’a été publiée.

En conséquence, nos travaux de recherche ont pgaatifs :

= d'extraire, en s’appuyant sur la base ADES (acctesdmnnées sur les eaux souterraines)
disponible a I'échelle nationale, une base de demrme la qualité de I'eau souterraine, a
I'échelle spatio-temporelle du registre EPIMAD ;

= d’étudier la variabilité spatio-temporelle des dées issues de la base ;

= de déterminer des clusters environnementaux. Lisaéian de cet objectif nécessite de
lever un verrou important qui est celui de la tfamsation de données de nature
environnementales (valeur continue de concentration polluant dans I'eau) dans un
format identique aux données sanitaires (maladefmalade).

A ce jour, les deux premiers points cités ont éalisés et font I'objet d’améliorations continues

(analyses critique de la base de données, incratmmidu nombre de données, test de fiabilité et
de robustesse des données...). La figure 23 repesksecartographie de I'aluminium dans les eaux
souterraines.

Dans le cadre de cette étude restent 3 points tamer: i) la mise en relation des données de
gualité des eaux souterraines avec les donnéeaxda consommation, ii) la détermination de

clusters «aluminium », ainsi que iii) le rappraciemt des clusters MICI et des clusters
« aluminium » s'il y a lieu.
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Figure 24 : périmétre de I'étude d’imprégnationHé@nique et la mise en relation avec des
dosages sanguins et urinaires
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Figure 25 : représentation ponctuelle de la concatidn en cadmium dans les lichens de la
Communauté Urbaine de Dunkerque
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Cartographie de I'imprégnation lichénique en ETM dans la région Nord - Pas de Calais et
mise en relation avec des indicateurs sanitairesddages biologiques sang, urines)
et sociaux économiques

En collaboration avec :

= Marie-Amélie Cuny, Association pour la Préventianld Pollution Atmosphérique (APPA)
Nord — Pas de Calais ;

= Catherine Nisse & Ariane Leroyer, EA 4483 - Lalloir@ universitaire de médecine du
travail et des risques professionnels, faculté édenine, université de Lille 2 / Service de
Pathologie Professionnelle et Environnement, CHRl+&rsité de Lille 2 ;

= Rachel Bavdek et Peggy Hellequin, Université dutokdtl Cote d’Opale (ULCO) —
Laboratoire Territoire Villes Environnement et Sa(fVES EA4477).

Pour cette étude, nous disposons d’'une base deeesme I'imprégnation lichénique en ETM (18

métaux : Sh, As, Al, Be, Cd, Cr, Co, Mn, Ni, Pb, Vi Zn, Hg, Cu, Pt, Rh, Pd ; 228 stations de

prélevements) répartis sur trois bassins de vee Cbmmunauté Urbaine de Dunkerque, la
Communauté Urbaine de Lille et la Communauté de iBones du Val de Sambre (Figure 24).

Cette base est issue du programme de rechercleecdetbgraphie de la qualité globale de lair et
de la contamination métallique a I'aide des lichéass I'agglomération dunkerquoise menée par le
Pr. D. Cuny, en collaboration avec 'APPA dansddre du programme IRENI (Phases 4 a 6).

Ces données peuvent faire I'objet d’ureprésentation ponctuelle (Figure 25). Elles peuvent
également étre traitées par le biais d’urterpolation spatiale (Figure 26) qui prévoit la valeur la
plus probable d’'un indicateur (phénoméne naturefoet point de I'espace a partir d’'informations
ponctuelles mesurées et géoréférencées (Krige,)1€®lte représentation géostatistique génere
une surface continue (interpolation de points ncohaétillonnés sur la base des échantillons
caractérises).

Cadmium (en pg/g)
@ 0.19-020 [N 0.19-0.20
€3 0.21-0.40 0.21-0.40
€3 0.41-0.60 0.41-0.60
@ 061-1.00 0.61-1.00
& 1.01-3009 M 1.01-

Figure 26 : interpolation spatiale par krigeage dé@nnées d’imprégnation cadmique des lichens

Ainsi, nous disposons de 18 cartographies poneiell de 18 cartographies par interpolation pour
caractériser I'imprégnation lichénique de chagussivade vie. Ces représentations cartographiques
mono-métalliques ont permis de mettre en évideacatiabilité de I'imprégnation lichénique pour
chaque métal mais aussi différents profils de pioltiuen fonction des polluants considérés.

Du fait du contexte de pollutions multiples et bagre les cartographies mono-métalliques soient la
plupart du temps utilisées dans les études de eniselation avec d’autres indicateurs, nous avons
orienté notre travail de recherche versnige au point d’un indicateur d'imprégnation globale

des lichens par I'ensemble des ETM étudiés.

97

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



HDR de Annabelle Deram, Lille 1, 2013

Rim
Elos-1

1n2
2-3
3-d
B -5
-5
-7
-3
-0
B i0-493

Maille 100m

=

Figure 27 : agrégation des données d’'imprégnatiohdnique sur la base de l'indice global
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Un état de I'art des indicateurs globaux de comation a été réalisé. Nous avons pu constater
gu’a ce jour ils sont peu développés, peu utiletegu’ils concernent essentiellement les ETM. En
fonction de nos données, nous avons adapté ureini@igollution intégrée, habituellement utilisé
sur sols pollués par les ETM (Chenal.2005) appliqué dans notre cas d’étude a la quaditiair.
La robustesse de notre indice adapté est actueltaiestée par bootstrap. La figure 29 illustre, sur
le basin de la Communauté Urbaine de Dunkerqueytelipolation multi-métalligue de
limprégnation lichénique globale réalisée.
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Figure 29 : indice global d'imprégnation multi-métque sur la Communauté Urbaine de
Dunkerque

A la suite de ce travail, le deuxierabjectif est d’évaluer la possibilité de mettre emelation ces
résultats avec des indicateurs sanitaires et soedzonomiques

La base de données des dosages biologiques en EfThEMérée dans le cadre du programme
scientifique IRENI (Institut de Recherche en Enmimement Industriel). Elle est issue du suivi de
limprégnation de la population par des polluanmtsi@nnementaux a partir des Centres d’Examen
de Santé du Nord-Pas de Calais, par le Dr C. Ni3sg.prélevements sanguins et urinaires ont éte
réalisés en 2009 sur un échantillon de 2000 ad(2@&9 ans) répartis sur trois bassins de vie pour
doser les concentrations sanguines et urinairesl8emétaux. Dans ce cadre, des données
biométriques (taille, poids, tension artérielle. etenvironnementales (coordonnées du lieu de vie,
habitudes alimentaires et tabagiques, habitatyitégi professionnelles et extra-professionnelles),
socio-economiques (dipldmes, consommation médicatees a la propriété...), biologiques et
d’antécédents médicaux sont recueillies pour chagmprécipant. Ces bases recensent donc des
informations quantitatives individuelles. La CNIle mous permettant pas de cartographier ces
informations a partir des coordonnées géographiqueeu de résidence des personnes (par une
interpolation spatiale par exemple), il est nédessie réaliser une agrégation des individus au sei
d’une unité géographique. Ainsi, les données oétagrégées a I'IRIS (llots Regroupés pour
I'Information Statistique).

Ainsi, afin d'autoriser la comparaison, les donné@ewironnementales doivent également étre
transformées. Nos travaux de recherche ont donté parr latransformation des données
géostatistigues en données agrégedine methodologie de transformation a été misplace et

est en cours de validation. La figure 27 illusteechrte obtenue aprés agrégation des données
d’'imprégnation lichénique sur la base de I'indit@bgl de contamination multi-métallique.

La comparaison avec les dosages biologiques etdioaieur de défaveur social mis au point par
I'équipe du TVES (Figure 28) est en cours.
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ACTIVITES D’ENCADREMENT DE STAGES EN RECHERCHE
NE SONT REPORTES QUE LES ENCADREMENTS DES DIX DERNIERES ANNEES

STAGE DE DUT

Rey Emilie (2007) Diplome Universitaire de Technologie, spécialiténig biologique, Institut
Universitaire de Technologie ‘A’ de Lille, Univet8iLille 1 Sciences et Technologies.

Toxicité des sols contaminés en éléments tracealllmees sur la nodulation de Trifolium
repens L.

STAGE DE DEUST

Francois Flipo (2011) DEUST santé environnemerfaculté des sciences biologiques et
pharmaceutiques de Lille, Université Lille 2 DreftSanté.

Relevés botaniques sur parcelles agricoles desidgéén valorisation énergétique et analyse
bibliographique de la culture de Miscanthus.

STAGES DE LICENCE

Pailleux Nathalie (2004)Licence professionnelle « Diagnostic et suivi agn@ironnementaux »,
Faculté des sciences biologiques et pharmaceutagpiedle, Université Lille 2 Droit et Santé.

Mise en place sous systeme d’information géogra@sdS.I.G. Mapinfo, version 5.0) du projet
O.C.A.D. :_Qutils Cartographiques d’Ale a la_Decision(aide aux communes pour la gestion de
leurs espaces pollués).

Decaestecker Vincent (2004) Licence professionnelle « Diagnostic et suivi agro
environnementaux », Faculté des sciences biologigigoharmaceutiques de Lille, Université
Lille 2 Droit et Santé.

Influence de la période et de la fréquence d'exqaah de la biomasse de Medicago sativa,
Arabidopsis halleri et Arrhenatherum elatius sarphytoextraction du zinc, du plomb et du
cadmium.

Emilie Gallois (2007) Licence ingénierie et santé publique troisieme anriéstitut Lillois
d’'Ingénierie de la Santé, Université Lille 2 DrettSanté.

Préparation a la mise en place sur le terrain dstéeécotoxicologiques des sols. Analyses des
contraintes.

Matthieu Dorchies (2012)Licence ingénierie et santé publique deuxieme enmstitut Lillois
d’'Ingénierie de la Santé, Université Lille 2 DrettSanté.

Réalisation de bases de données environnementatesvue d’évaluer linfluence de
'environnement sur la santé des populations gréwe systemes d’information géographique

Celine Podevin (201 Licence ingénierie et santé publigue deuxiemeéannnstitut Lillois
d’'Ingénierie de la Santé, Université Lille 2 DrettSanté.

Réalisation de bases de données sanitaires en'eualder I'influence de I'environnement sur
la santé des populations grace aux systemes dirdtion géographique.

S1AGE DE DESS

Hayet Audrey (2003) DESS Gestion des Ressources Naturelles, Univeltdiggd 1 Sciences et
Technologies.

Mémoire : Adaptation de la méthodedice \égétal de_Gntamination desits (I.V.C.S.) aux
sites dégradés.
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STAGES EN RECHERCHE DE MASTER

Les noms en italique indiquent que ces étudiart®wisont actuellement en these.

Manier Nicolas (2004) Master professionnel d’ingénierie et de managerdera santé {lannée),
Spécialité Qualité Environnementale et Santé, titdtillois d’'Ingénierie de la Santé, Université
Lille 2 Droit et Santée.

Interactions nodulation/éléments traces métalliqugsTM) : Influence des ETM sur la
nodulation chez Trifolium repens L.

Manier Nicolas (2005) Master recherche {&année), Spécialité Qualité Environnementale etéSan
Institut Lillois d’'Ingénierie de la Santé, UniveagsiLille 2 Droit et Santé.

Mémoire : étude des effets systémiques et génatexides sols contaminés en éléments traces
meétalliques : caractérisation de la nodulation dafdlium repens L. et développement d’un
biomarqueur de génotoxicité.

Hayet Audrey (2006) Master recherche {2année), Spécialité Qualité Environnementale etéSan
Institut Lillois d’Ingénierie de la Santé, UniveésiLille 2 Droit et Santé.

Variabilité des méthodologies d’évaluation des uisg| €cologiques : conséquences sur
I’évaluation des risques écologiques et perspestiiamélioration.

Faugeras Dorothée (2007)Master professionnel Biodiversité et Ecosystémestisentaux,
Université Lille 1 Sciences et Technologies.

Mémoire : Caractérisation écologique pour une éatilon des risques pour les écosystéemes des
sites anthropisés du Nord — Pas de Calais et detaaine.

Benoit Goussen (2009) Master professionnel d’ingénierie et de managerderé santé {lannée),
Spécialité Qualité Environnementale et Santé, titdtillois d’'Ingénierie de la Santé, Université
Lille 2 Droit et Sante.

Etude des chaines alimentaires sur des sols po#tiésiantification du transfert des polluants
par mesure de bioaccumulation.

Buisset Adeline (2009) Master professionnel d’'ingénierie et de managerdera santé {lannée),
Spécialité Qualité Environnementale et Santé,tlrdtillois d’'Ingénierie de la Santé, Université
Lille 2 Droit et Santé.

Représentation et référencement de données eneimmtales en vue de la caractérisation des
effets d’'une contamination.

Roussel Aurélie (2010Master professionnel d’ingénierie et de managermena santé (2année),
Spécialité Qualité Environnementale et Santé, titdtillois d’'Ingénierie de la Santé, Université
Lille 2 Droit et Sante.

Réalisation d’'une évaluation des risques pour lessgstemes (ERE) selon la méthodologie de
'US EPA sur 3 sites contaminés.

Florent Occelli (2010) Master professionnel d’ingénierie et de managerdenia santé (lannée),
Spécialité Qualité Environnementale et Santé,tlrdtillois d’'Ingénierie de la Santé, Université
Lille 2 Droit et Santé.

Réalisation d'une évaluation des risques pour lessgstemes selon la méthodologie ERA UK
sur un site contaminé.

Vincent Princier (2012) Master professionnel d’ingénierie et de managenuenia santé (1
annee), Spécialité Qualité Environnementale eté&adnstitut Lillois d’'Ingénierie de la Santé,
Université Lille 2 Droit et Santé.

Evaluation de la contamination des sols par uttisa de biomarqueurs chez les végétaux.
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ENCADREMENT D’INGENIEUR DE RECHERCHE

Fabien Bernard (2010) Participation aux programmes de recherche MarGeahise en place de
validation des essais préliminaires du test desétesnchez 2 especes végétal€srepens et B.
oleracea.

Julie Leclercq(2011-2012) Participation aux programmes de recherche MarGgdtivi des

parametres morphologiques, de la bioaccumulatiodeetactivité photosynthétique des especes
exposées) et PHYTENER (réalisation des inventdlioeistiques).

CO-ENCADREMENT DE THESES

Nicolas Manier, allocataire de recherche M&tt. 2005 — oct. 2008)
Approche directe de [I'écotoxicité des sols cont@&minen éléments traces métalliques :
développement de nouveaux modeles biologiquesavdgémarqueurs d’effets systémiques et
génotoxiques

Directeur de thése : Dr. F. Le Curieux (EA 269Gtilnt Pasteur de Lille)

Co-directrice de thése : Dr. A. Deram

Soutien de programme : programme PRC/ ANR et FEDER

Audrey Hayetallocataire ADEME/RECOR[oct. 2006 — janv. 2010)
Etude de la faisabilité de I'évaluation des risquesir les écosystémes : variabilité, incertitudes e
optimisation méthodologique

Directeur de these : Dr. B. de Foucault (LSVF,d._R))

Co- directrice de these : Dr. A. Deram

Soutien de programme : programme RECORD

Fabien Bernard, allocataire ADEME/ IRENI Région tiétas de Calaisept. 2010 — fin 2013)
Intéréts et validation de marqueurs de génotoxiereironnementale
Directeur de these : Pr. F. Vandenbulcke (LGCGHg L)

Co- directrice de these : Dr. A. Deram
Soutien de programme : ADEME, Programme MarGeEn

Florent Occelli, allocataire Ecole Doctorale ED 446pt. 2011 - 2014)
Contribution au développement d'outils cartograpregq d’aide a la décision face aux risques
sanitaires liés a I'environnement extérieur a I'étth des communes

Directeur de thése : Pr. D Cuny (LSVF, Lille 2)

Co- directrice de these : Dr. A. Deram

Soutien de programme : programme SIGLES
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PROSPECTIVES DE RECHERCHE

Les travaux de recherche futurs vont s’appuyeeealéyvelopper suivant 2 axes complémentaires :
I'étude des sols urbains et industriels (biosulaede de la qualité des sols et analyse de leurs
influences écotoxicologiques et écologiques) etfllience de la qualité des sols sur la santé
humaine.

Le sol est une matrice environnementale sous lp deumenaces historiques et actuelles de nature
guantitative (ex : changement d’occupation des) ®tleu qualitative (pollution des sols). Malgré la
prise de conscience actuelle des fonctions dutstdé® services écosystémiques qu'il supporte, le
sol reste un milieu peu connu. Du point de vuear@gintaire, alors que les milieux « air » et « eau »
disposent de loi cadtda directive cadre sol (2006) peine & étre ageefde plus, en droit francais,

la protection des sols ne profite pas non plus dadre juridiqgue spécifique. Par exempde,
contrario des autres milieux, il n’existe pas a ce jour dieur limite de contamination des sols.
Parallelement, d’'un point de vue environnementaliste des indicateurs de la qualité de I'air (ex
Indice atmo) ou de I'eau (ex : SEQ eau) ainsi ge® iddices normalisés de biosurveillance de la
gualité de l'air (ex : biosurveillance lichéniquef) de 'eau (ex : IBGN, IMR, IPR, IBD). Pour le
milieu « sols », la caractérisation de la qualil§/gico-chimique est aisée et des diagnostics de
gualité sont réalisés. Toutefois, ces données sssigs diagnostics de qualité des sols sont la
propriété du maitre d’ouvrage et sont le plus satiugisponibles. En termes de biosurveillance de
la qualité des sols, aux indices situ en cours de normalisation comme l'indice biologicle
qualité des sols (IBQS), sont venus s'adjoindreiddiges émergertslls sont issus d'importants
programmes de recherche, soulignant ainsi un stadiveloppement de ces indices moins avancé
par rapport a ceux des autres milieux. La biosllargie de la qualité des sols connait actuellement
un essor notamment par le développement de norrigehanttillonnage des organismes sur
sols (série de normes ISO 23611, parties 1 a parla mise en place de programmes coordonnés
au niveau national (lien vers le programme ADEMBge recherche) et européen (ex
ENVASSO. En conséquence, nos perspectives de recheiokers/ent dans cette optique.

Ainsi, a court terme,
O les travaux concernant notre espece mo@ielepensen vue de son utilisation dans le test
des cometes doivent étre optimisés (diminutionadeakriabilité de la réponse biologique) et
validés en vue d’aboutir a ustandardisation de ces testst de permettre leur utilisation en
routine. Ces travaux de recherche, portant surida Bn évidence des effets génotoxiques des
contaminants clastogénes, contribuent, de plugpandre aux besoins d’essais biologiques
dans le cadre des autorisations de mise sur lehdate nouvelles substances chimiques
(Reglement Européen REACH, entré en vigueur elef@D07).

A moyen terme, au niveau nucléaire,
® |les mécanismes d’atteintes de 'ADN chez les plastsupérieuresrestent relativement
inconnus. Apres avoir finalisé les recherches coareg les variations des profils
d’expression des genes impliqués dans le stresdaokynous envisageons d'orienter la
poursuite de ces études vers les génes impliqués ldamécanismes de réparation de
’ADN .

Ces perspectives reposent sur la finalisation dgramme MarGeEn et le projet soumis Genecotox

Il.

! Loi n° 96-1236 du 30 décembre 1996 sur l'airwiisation rationnelle de I'énergie (LAURE); Ditae 2000/60/CE
du 23 octobre 2000 (DCE) établissant un cadre poarpolitique communautaire dans le domaine dei l;dairective
2006/11/CE du 15 février 2006 (version codifiéelaalirective 76/464/CEE du 4 mai 1976) concernanpdllution
causée par certaines substances dangereuses déwané le milieu aquatique.

2 En cours de normalisation & ’AFNGRtp://www?2.afnor.org/espace_normalisation/struetaspx?commid=1951
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Biosurveillance de la
qualité des s

Sarvice ! Lien Environnement-Santé

Les personnes de sonté dégradés nt-elfes dans un

environnement degrade?

- Exposition
de|'Homme

ou sein des populations exposées?

Ecological Public Health

Figure 30 : perspectives et évolution de la recherc

En bleu : thématiques développées, en vert lesatigmes vers lesquelles les travaux de recheraheetet a évoluer
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A plus long terme, au niveau des communautés végétaur la base d’études écologiques de
terrain, nous visons a
© développer des indicateurs susceptiblescdeactériser les services écosystémiques
rendus par les sols Pour ce faire, nous proposons d’axer nos travauxdes indices de
biodiversité et nous envisageons de tester de aonnviadices plus globaux de I'état sanitaire
de I'écosysteme tels que des indices du fonctiommémhe I'écosystéme, thématique soutenue
par un programme PAN Européen (Programme SEBI 2010)
Ces perspectives reposent sur le Projet CARBUR souwlans le cadre de l'appel a projet
GESIPOL (ADEME 2013).

Ces indices répondent par définition aux objectdda biosurveillance de la qualité des sols. Basés
sur les services écosystémiques, ils contribueateéent a établir le lien entre 'Homme et la
gualité de son milieu de vie. En effet, nos pertpes de recherche confirment I'orientation prise
d’étudier linteraction de 'Homme avec son enviromement et d’observer son état de santé en
fonction de la dégradation du milieu dans lequébdlue.

Ainsi, a court terme, les travaux de recherche gmbrtsur la caractérisation du lien
Environnement-Santévont étre terminé®, ce qui entend :
= développer des bases de données de contaminatiomitieux, ce qui permettra leur
représentation cartographique mais surtout incréengna connaissance du milieu sol,
notamment;
= étudier les variabilités spatio-temporelles desnéges de contamination et, apres avoir
adapté ce test statistique aux données environrnalegme nature continugefinir des
clusters environnementaux Ces clusters pourront étre considérés dans sesighions
concernant les points noirs environnementaux (relsusar statistiquement significatifs) ;
= transformer les données environnementales afinodegxr les comparer aux données
sanitaires. Ces transformations seront d’ordreissitpie (nombres de cas/données
continues) et cartographiques (méthodologie d’agrég a I'lIRIS) ;
= caractériser le lien (statistiqguement) entre lam@es sanitaires et environnementales.
A plus long terme, les recherches scientifiquesdanlomaine de I'évaluation des risques tendent a
rapprocher les méthodologies pour les risques endnnementaux et les risques sanitaire
'heure actuelle, il s’agit de méthodologies indégentes). Ce rapprochement entrainera une
évolution de la démarche scientifique d’évaluaties risques.
© Ainsi, nous nous attacherons a prendre cette #opnlen considération et nous pourrons,
en conséquence, proposer une démarche globaleluti@oa associant risques sanitaires et
environnementaux.
In fine, en intégrant les notions de services écosysté@nigservices rendus a I’lhomme par son
environnement) et des travaux de recherche conuelea sciences sociales (sur la base de
collaborations transversales initiées, notammesitiwis d’indicateurs socio-économiques et socio-
démographiques), les travaux de recherche de éasmtion du lien environnement-santé et
d’évaluations des risques sanitaires et environnémg, évolueront vers le concept émergent au
niveau international dgcological Public Health(Figure 3)

% L'étude RECORD n°09-0812/1A (2010), soutenue PADEME, concernant le bruit de fond des polluanensl
'environnement, recense les bases de donnéesambest pour les différents compartiments environmeaux en
France. Pour les sols, neuf sont dénombrées, dontbnsacrées aux sols agricoles ou forestiersleSadiquasol
intégre les données de qualité des sols de totiteenabtenues par le biais d’un réseau systématigueesure (Réseau
de Mesures de la Qualité de Sols, RMQS) & I'écailigerritoire national (2200 points, tous les Tf°kavec une
périodicité décennale. A une échelle spatiale fihess comme celle de la ville, les données de d¢éarmation de la
qualité des sols sont plus parcellaires.
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