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Introduction générale

1.LES ENJEUX ENVIRONNEMENTAUX

Depuis la fin du XIX™ siécle, le secteur industriel s’est développé gaésccupation des
rejets d’éléments toxiques dans les sols. De fitsol a été longtemps considéré comme une
ressource renouvelable, voire méme inépuisabléchdlle des générations humaines, capable de
recevoir sans conséquence les rejets de nos éstividn sait maintenant que les sols sont
caractérisés par un équilibre fragile et sont wahkes. Aujourd’hui, ce patrimoine est menacé a la
fois par le lourd héritage du passé et par I'extansles surfaces consacrées au développement
industriel (Lecomte, 1998).

En 1998, le sens des termes pollution et contammasouvent employés confusément
I'un pour l'autre, est fixé par le rapport N°42 decadémie des Sciences (Bourrelier & Berthelin,
1998). Le terme de « contamination » qualifie upaapd'éléments, issus de I'extérieur du site ; la
conséguence en est une élévation de leur tenaginalte, sans indication sur leurs conséquences
sur le comportement des organismes vivants présemt®u a proximité du site. Le terme de
« pollution » par contre, doit étre réservé a uaetamination qui engendre une perturbation du

milieu, ou de I'usage normal qui en est fait hadieument.

Depuis quelgues années, les dangers potentielpallesions pour I'équilibre écologique
et la santé publique sont considérés avec uneénglé croissante par les pouvoirs publics. En
France, la circulaire du 3 décembre 1993, relatile politique de gestion des sites pollués, marque
véritablement la prise de conscience nationaléwss des problémes posés par les contaminations
du sol. Avec I'adoption du Code de 'Environnemédat]l4 septembre 2000, la problématique « sols

pollués » devient une préoccupation essentielle.

La méthodologie retenue, dont le but ultime esbaoldir & la gestion durable des sols,
s’articule autour de trois actions séquentiellegecenser », « sélectionner » et « traiter » ites s

potentiellement pollués :

» Recenser :La premiere étape s'adresse de facon comparaklaratiens sites industriels,
souvent abandonnés, et aux sites encore en astii#8 premiers recensements de sites
pollués, initiés dans les années 70 par les DaestRégionales de I'Industrie, de la
Recherche et de 'Environnement (DRIRE), faisaiétdt de 62 sites contaminés ; le
bilan sanitaire des sols, a la fois en milieux irbat périurbains et en zones rurales, est

beaucoup plus alarmant de nos jours. Depuis 1894nlentaires nationaux BASOL et
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BASIAS, élaborés sur linitiative du Ministere déinénagement du Territoire et de
I'Ecologie, rassemblent I'ensemble des donnéeslesursites pollués répartis sur le
territoire. Ces inventaires font actuellement é@plusieurs dizaines de milliers de sites

potentiellement pollués pour lesquels une actiapeivoirs publics est nécessaire.

+ Sélectionner : A l'issue du recensement, il convient de séleci@rles sites a traiter en
priorité. Cette sélection se fait sur des crited&tude de risques ou interviennent les
notions de cible, de transfert et de source daipoii. Parmi les polluants rencontrés, on
retrouve principalement les hydrocarbures, les ¢gahbures aromatiques polycycliques
(HAP) et les éléments traces métalliques (ETM). E&#$/ les plus répandus, en terme
d’occurrence sur les terrains contaminés sontdenpl (Pb), le chrome (Cr), le cuivre
(Cu) et, dans une moindre mesure, lI'arsenic (A&sgiric (Zn), le nickel (Ni), le mercure
(Hg) et le cadmium (Cd). Parmi les ETM, les métémxrds (Pb, As, Hg et Cd) sont
considérés avec un trés vif intérét. En concewimatiligo-élémentaire, la plupart des
métaux sont indispensables au métabolisme cebuliais leur forte toxicité en fait de
véritables poisons pour toutes les espéces aninaies que pour la plupart des

végétaux si la dose absorbée devient trop impartant

* Traiter : Les sites présentant des risques importants doétesm dépollués. De nombreuses
techniques physico-chimiques permettent actuell¢merraiter les pollutions des sols,
et notamment les polluants organiques. Pour lekugak inorganiques tels que les
métaux lourds, ces techniques n’offrent cependastdautre solution que I'enlevement
des terres ou l'inertage. Le développement de tqgaks complémentaires s’avére donc

nécessaire.

Parmi les principaux polluants générés par lesvigesi industrielles, les métaux lourds
(Cu, le Pb, le Cr, ...) posent effectivement des lgmles particulierement préoccupants. Ces
éléments, par nature non biodégradables, présentemtforte écotoxicité et pourraient étre
impliqués dans de nombreuses pathologies (atteiliteystéme nerveux central, du foie, des reins,
mais aussi cancers et malformations embryonnaiésghams, 2002 ; Adriano, 2001). Ainsi, pour
reprendre les termes d’'un récent rapport de I'@ffiRkarlementaire des Choix Scientifiques et
Technologiques, « si les métaux lourds ont faitildisation, ils peuvent aussi la défaire ». It es
donc aujourd’hui indispensable non seulement dexneennaitre les effets de ces polluants sur les
organismes vivants, mais aussi de mettre en cewsesalutions durables, visant a limiter leurs

risques. Malgré leur forte toxicité potentielle plapart des sites contaminés par des métaux lpurds
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présentent souvent une flore diversifiée tolérgogasemment bien de fortes teneurs en métaux.
L'étude de ces plantes résistantes, par leurs itépade détoxication, d’immobilisation ou
d’absorption des métaux lourds, pourrait donc ctuest un outil intéressant, non seulement pour
estimer les risques de transfert potentiel des umétaurds au sein de I'écosystéeme (Masinal,

1996), mais aussi comme outil de réhabilitationsids.

2.1 UTILISATION DES PLANTES POUR LA REHABILITATION DES _SOLS

Afin de pallier les principales limitations des imétles actuellement disponibles dans les
stratégies de dépollution, les recherches s’onendepuis quelques années vers ['utilisation de
plantes supérieures. On sait en effet depuis lomggeque la présence d’un couvert végétal induit
ou stimule la biodégradation d’une grande varié&é&ahtaminants organiques (Reilietyal, 1996)

Par ailleurs, certaines plantes, dites métalloghyent capables de se développer normalement sur
des sites fortement contaminés par divers métauxceetains de ces végétaux, qualifiés
d’hyperaccumulateurs (Brooks, 1998), sont capatidestocker massivement les métaux dans leurs
parties aériennes. Ainsi, les études concernaobpi@ysiologie et le métabolisme des plantes
supérieures en milieu contaminé, ont progressivemeermis d'insérer le concept de

phytoremédiation a coté de celui de bio-remédiaties sites pollués.

Aujourd’hui, le terme de phytoremédiation est langat accepté et regroupe toutes les
méthodes basées sur l'utilisation de végétaux sypérdans un but de dépollution. Malgré leur
développement récent, ces méthodes sont variédssaisultats encourageants ont d’ores et déja
été obtenus pour des problématiques diverses.ppassément, les quelques études réalisées a ce
jour permettent d’envisager cing types de straggie phytoremédiation particulierement

prometteuses :

* la phytoextraction est basée sur l'utilisation de végétaux hyperacdar@urs, qui
absorbent les métaux du sol et les accumulent desisrganes aériens faciles a récolter
(McGrath, 1998). Cette méthode, qui se révéele atiicpour une grande variété de
métaux lourds (Pb, Cd, Ni, Zn, ...), est aujourd’hroposée par de nombreuses sociétés

américaines.

* la phytostimulation exploite I'effet stimulant de la rhizosphére s tégradation

microbiologique des composés organiques. Cette émaest notamment utilisée
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depuis plusieurs années par I'armée américaing:fttvw.wes.army.mil:el:phyto)
dans le cadre de la dépollution de sites contanpaésies explosifs (TNT) ou par des

herbicides.

« la phytovolatilisation permet la transformation en produits volatilessdei relargage dans
I'atmosphere d’éléments tels que le mercure oelénsum. Cette approche, encore au
stade expérimental, fait actuellement I'objet dehe¥ches trés actives ; les résultats

récents (Bizilyet al, 1999) dans ce domaine sont particulierement eageants.

* la rhizofiltration utilise les capacités élevées du systéeme racimgareertains végeéetaux
pour fixer les polluants d’'un milieu liquide. Cett@éthode a notamment été testée en
Ukraine dans le cadre de la dépollution du siteTdeernobyl (US EPA, http://clu-

in.org).

* la phytostabilisation n’est pas une méthode de dépollutsmmsu strictpmais elle permet
de diminuer la mobilité des contaminants en lintitéérosion et le lessivage du sol.
Cette approche vise ainsi a limiter les risquesatesfert de la pollution en dehors du sol
contaminé et permet en méme temps une meilleuggration paysagere pour des sites

présentant d'importants volumes impossibles a stoek décharge de classe I.

Ces quelques exemples, loin d'étre exhaustifs, ranhtque le recours aux végétaux
supérieurs dans les stratégies de dépollutioncestidéré avec un intérét croissant. Cette tendance
est particulierement marquée sur le continent Mordgricain ou une vingtaine de brevets a été
déposée au cours de ces 7 dernieres années. €dltairire eux protegent une méthodologie
spécifique et bénéficient d’'une couverture intdoratle (Raskiret al, 1994 ; Chanewgt al, 1998),
alors que les autres ont trait a des mises au peghhiques ou a l'utilisation d’espéeces végétales.
Cependant, a I'heure actuelle, le principal obstacl développement de la phytoremédiation réside
dans le faible nombre d’espéces potentiellemetisalbies a I'’échelle industrielle. En effet la
plupart des métallophytes connues sont caractérip@e un enracinement peu profond, une
croissance assez lente et une faible productiorbidmasse, autant de criteres qui limitent
considérablement les taux prévisibles d’extractiar. ailleurs, un rendement optimal nécessite que
les conditions de culture (climatiques et édaphsjjusur les sites pollués correspondent aux
exigences naturelles des végétaux utilisés ; canpetre est par essence tres difficile a contrdler e

représente une limitation supplémentaire de la au&th Par conséquent, il est nécessaire de
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poursuivre les recherches afin de sélectionneradwalles plantes tolérantes et/ou accumulatrices

et de mieux comprendre leur comportement sur siteé

3. PRESENTATION DE L'ETUDE

Dans ce travail, nous proposons une approche naglfidinaire réalisée directement sur la
végeétation spontanée de crassiers métallurgiquatermant contaminés par différents métaux

lourds. Cette étude devrait contribuer & mieux aemgre :

* les phénomenes de tolérance et d’accumulatipgque I'on observe chez certaines especes
dominantes parmi la végétation spontanée de aesngicontaminés et qui pourraient se

révéler de bons modeles pour étudier la tolérahEaceumulation des métaux lourds.

* |la recolonisation végétaleafin de pouvoir envisager la sélection de plap&snettant de

favoriser I'établissement d’un couvert végétal,slane optique de phytostabilisation.

Dans un premier temps, un état des connaissannésalgs sur I'ensemble des aspects de
la problématique est présenté. La mobilité des édsnmétalliques dans les sols, puis les notions
de flore métallicole et d’adaptation, les trandaleés métaux lourds dans les plantes et la toléranc

aux métaux lourds, sont les criteres fondamentaiigant abordés.

Dans un deuxieme temps, les résultats de I'étude gégétation spontanée de plusieurs
crassiers métallurgiques de la Loire sont présesriédetail, au travers de cing articles. Les thémes

abordés successivement répondent aux objectifarsisiv
« Etudier la disponibilité des métaux lourds dessieas métallurgiques sélectionnés
» Déterminer les caractéristiques ecologiques etiploggques de la végétation
« Estimer la tolérance de quelques plantes sélecasn

» Analyser les stratégies adaptatives de la toléranétalligue chez une espéce pseudo-

métallophyte

» Aborder les phénomenes de tolérance et notammeépdamse au stress oxydatif induit par

le cadmium chez une espece tolérante.
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De nombreuses recherches, dans le domaine de diécitd des métaux lourds,
s’accordent sur le fait que le risque résulte nas ges concentrations totales relevées dans ks sol
pollués, mais de leur fraction biodisponible (ADEMEDOL ; Scheifleret al, 2003 ; Adriano,
2001 ; Jansseet al, 2003 ; Mc Laughliret al, 2000 ; Van Straalen, 2002 ; Hanetlal, 1999). La
mobilité des especes chimiques métalliques peaitd&tfinie par leur aptitude a étre transférées vers
des compartiments du sol ou elles sont moins émaggient retenues, le compartiment ultime étant
la phase liquide représentée par la solution du@eist cette derniére qui constitue le réservoir
principal d’alimentation pour les plantes (Kabatnéias and Pendias, 2001 ; McLaugldinal,
2000). Les processus de transferts entre la phalgke ®t la phase liquide sont multiples ; ils
dépendent fortement de la nature de la liaisoredesr métaux et la phase solide, appelée également
phase porteuse ou phase de rétention, ainsi queodé#ions physico-chimiques régnant dans le

sol. Il convient alors de traiter séparément cegets pour expliquer la mobilité des métaux lourds.

.1 CONSTITUANTS DES SOLS IMPLIQUES DANS LA MOBILITE DES

ELEMENTS METALLIQUES

Les minéraux des sols sont hérités de la roche meéus-jacente. On distingue les
minéraux primaires, hérités sans modification deotdhe mere, et les minéraux secondaires, issus
de la pédogénese par des phénomenes d’altératysicprchimiques, mais aussi biologiques. Aux
constituants vient s’ajouter une fraction organiduéitée de I'activité des organismes vivants.
L’ensemble de ces éléments forme la phase de igremhts métaux, en équilibre dynamique avec

I'eau du sol.

.1.1 Les minéraux primaires

Les minéraux primaires des sols sont hérités deodhe mere, d’'une part grace aux
processus de désagrégation mécanigue, souvengid®rclimatique comme par exemple la
succession gel/dégel, d’autre part en raison derémistance aux processus d’altération chimique
en vigueur dans les conditions environnantes. hizctstre de la plupart de ces minéraux et leur
taille importante ne leur conféerent que de treblési propriétés réactives vis-a-vis des métaux
lourds (Kabata-Pendias and Pendias, 2001 ; Lesphafii8). Lorsque les processus d’altération se

poursuivent, ils peuvent étre la source des minésaaondaires (Duchaufour, 1995).
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[.1.2 Les minéraux secondaires

Les minéraux créés durant la pédogénése sont iEdeenént des argiles, des
(hydr)oxydes de fer (Fe), d’aluminium (Al) et de myanese (Mn), des carbonates, des sulfates et
des phosphates. Issus directement ou indirectedemnminéraux primaires de la roche mere, ils
sont de tres petite taille et considérés commepiiEgipaux constituants minéralogiques des sols
ayant un réle dans la rétention des éléments nugted.

.1.2.1 Les argiles

Les argiles présentent surtout deux caractéristigussentielles qui en font des minéraux

diversement réactifs :

D'une part, les argiles ont une structure forméeind’ superposition de feuillets
(phyllosilicate) qui leur confére une surface sfigae interne trés variée (de 0%’ pour la
kaolinite & 750 rhg™ pour des vermiculites ou des smectites). Cetfiasiinterne vient s'ajouter a
une surface externe importante liée a leur trégeptille et a leur morphologie (de moins de 1
m”.g* pour les vermiculites & 50°g™* pour les smectites).

D’autre part, les argiles se caractérisent par sumdace électrigue non neutre, qui
détermine leurs capacités d’échanges ioniqguesnasraux portent en fait deux types de charge.
La premiére, de signe négatif, est structurelieoet modifiable. Elle est liée aux substitutions*Al
Si* ou Md*, FE€*-Al*"dans les feuillets de I'argile. La seconde, liée @actions chimiques qui se
produisent a la surface des minéraux, est une ehdegsurface variable en fonction du pH du
milieu. Pour un pH bas, les ions Hhajoritaires se lient & I'argile plus que les OlHen résulte une
charge globalement positive et l'argile se carasdpar une capacité d’échange anionique. Pour un
pH élevé, les ions OHdominants conduisent au phénomeéne inverse, ajiléadéveloppe une
capacité d’échange cationique (CEC). A I'équilibpejnt isoélectrique, la capacité d’échange de
l'argile devient nulle. La capacité d’échange aaiioe (CEC) mesure la capacité d’'une argile a
echanger des cations. Elle varie de 10 meq/100areq/100g respectivement pour les chlorites

et les vermiculites (Peaver et Eslinger, 1988 ;&aliPendias and Pendias, 2001).

Dans la grande majorité des cas, la charge gloleaermégative associée a une surface de

contact importante conferent aux argiles une faaéetivité vis-a-vis des métaux.
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.1.2.2 Les oxydes et hydroxydes

Les (hydr)oxydes de fer et d’aluminium, sous foramaorphe ou cristalline, sont des
constituants communs dans les sols naturels. Lgdr)@xydes de fer sont les plus abondants
(Fe0Os : hématite et maghémite ; FeOOH : goethite etd@piocite et Fg3; 9H,0 : ferrihydrite).
Les (hydr)oxydes d’aluminium (Al(OH) gibbsite ; AIOOH : boehmite) sont relativemenvins
fréquents. Enfin, les (hydr)oxydes de manganesajwement mal définis car de structure minérale

complexe, sont généralement minoritaires dansdlsssiturels.

Comme les argiles, la réactivité des (hydr)oxydeded et d’aluminium provient de leur
importante surface spécifique et de la charge diaa) variable avec le pH du milieu (Kabata-
Pendias and Pendias, 2001). En effet, suivantdadittons physico-chimiques, ils présentent des
charges de surface variables permettant d’adstebemions et les cations par des liaisons de haut
niveau d’énergie. Le point isoélectrique des (hyxlylles de fer et d’aluminium se situe entre pH 7
et pH 9 selon les espéces. Les (hydr)oxydes de anasg possédent des propriétés différentes des
oxydes de fer et d’aluminium (Sigg al, 2000). Contrairement aux autres (hydr)oxydes, peint
isoélectique se situe ente pH 5 et pH 7, ce quidaux des fixateurs des métaux dans les sols
naturels. lls jouent en conséquence un réle pr&rantl dans la sorption des ions métalliques
(Blanchard, 2000).

En outre, les (hydr)oxydes peuvent précipiter efg@ant les métaux a l'intérieur des
mailles cristallines, permettant ainsi la fixatide métaux en quantité supérieure a leur CEC. Cette
cristallisation peut avoir lieu sous l'influence dsacroorganismes de genres différents tels que

Thiobacilliumou encoreMetallogeniumKabata-Pendias and Pendias, 2001).
.1.2.3 Les carbonates, phosphates, sulfates, saHet chlorures

La forme prédominante des carbonateS(®;* ; R= Ca, Mg, Fe mais aussi beaucoup de
meétaux divalents présents dans les sols polluggitel Pb, Zn, Cu, etc.) dans la plupart des sbls es
la calcite (CaC@). Assez soluble, cette espéce a une influenceumesapur le pH des sols, et par
conséquent sur les phénoménes de sorption des xnétawm outre, les réactions de
dissolution/précipitation des carbonates favoridenpiégeage des ions métalliques au sein des

cristaux formés (Blanchard, 2000).

Les phosphates (groupement £PDsont des minéraux peu abondants dans les sois, ma

susceptibles, comme les carbonates, de substitatiprcalcium par des éléments métalliques

11
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divalents €.g.Pb, Zn, Cu), en particulier dans des sols a terelasique (Kabata-Pendias and
Pendias, 2001).

Les sulfates (généralement de la fornféS®,2) et les arseniates (minéraux d'arsenié¢°As

comprenant le groupement Ag®), les sulfures (souvent'®?), les arseniures (minéraux d’As

et les chlorures (principalement™®I>,) sont des espéces présentes en quantité génémaleme
négligeable dans la plupart des sols, mais qui g@ugtre abondantes en contexte industriel ou
minier. Les couples sulfate-sulfure et arseniaseiure sont trés sensibles aux conditions d’oxydo-
réduction du milieu, et les microorganismes peuvener un rble essentiel a cet égard. En
condition anoxique, la réduction du sulfate enwgelfest fréquente, et inversement, I'oxydation de
certains sulfures est rapide lorsque la saturaimoxygéne est atteinte. Les solubilités des formes
réduites et oxydées d’'un élément chimique donrsgjidelles existent peuvent étre trés différentes,
rendant les cations métalliques plus ou moins difpes. Or ceux-ci sont facilement assimilables

par les plantes, et ils représentent une voielpgide de contamination de la chaine alimentaire.

La spéciation des éléments chimiques dans les plsatide et liquide du sol est donc un

critére déterminant de leur disponibilité pour éentes.
.1.3 La matiere organique

La matiere organique désigne différents types deposés carbonés et azotés. Elle est
principalement issue de l'activité biologique degétaux et des animaux et de leurs produits de
décomposition, mais peut également avoir une aiginthropique : composts, boues, pesticides,

hydrocarbures. Elle se compose de deux fractions :

e La fraction vivante (micro-organismes, faune épilithique, rhizospheéles végétaux
supérieurs, animaux fouisseurs). Son influencelauixation des éléments trace est
importante, et elle participe largement aux modtimns de certains facteurs

pédologiques comme le potentiel redox ou le pH f@aiPendias and Pendias, 2001).

 La fraction morte (débris végétaux et animaux plus ou moins décoépen humus,
carbone rapporté) est représentée par diversesueséplus complexes et moins bien
définies, de masses moléculaires trés differedtiesi, on retrouve les cires, les lipides,
les protéines, les peptides, les acides organigessacides aminés ou encore les

hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)... @akPendias and Pendias, 2001).
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Ces composeés s’associent entre eux pour formesubstances humiques (humine,

acides humiques, acides fulviques) piégeant diftéréléments.

La matiére organique est donc un facteur clef ddsamges ioniques et des cycles
géochimiques des éléments métalliques. Les réacitioses en ceuvre sont diverses et font appel a

différents aspects physicochimigues que nous atlémslopper maintenant.

|.2 PHENOMENE DE SORPTION DES ELEMENTS METALLIQUES DANS LES

SOLS

L’ensemble des constituants du sol forme le « cexghbsorbant » (Blanchard, 2000). Ce
complexe est capable de réaliser des échangesl@mminase liquide et la matrice solide du sol, qui
dépendent des mécanismes de sorption. Deux typespaux d’interaction matrice solide-phase

liquide sont impliqués dans la rétention des métaurds : la physisorption et la chimisorption.
1.2.1 La physisorption : une adsorption non spécifjue

L’adsorption non spécifique résulte des forces tedstatiques entre atomes portant des
charges de signe différent. L’énergie de liaisonadsrs relativement faible. Par conséquent, les
éléments métalliques adsorbés sont facilement mables en cas de changements physico-
chimiques du milieu.

La matrice du sol, globalement chargée négativenagtirie les cations en solution. Ce sont
les minéraux argileux et la matiere organique, satiréunis pour former le complexe argilo-
humique, qui participent le plus a la charge né&gatiu sol (Chaignon, 2001). La présence des
charges de surface peut provenir soit de substitsitisomorphiques dans le réseau cristallin
(remplacement d’'un cation trivalent par un divalesbit de réactions chimiques de surface dues
aux variations de pH (Delmas-Gadras, 2000).

Pour I'adsorption non spécifique, les atomes deahmé sont pas directement en contact
avec la surface des particules du sol, mais il§ p@sents au sein d'une sphere de molécules d’eau
enrobant les particules du sol, appelées couchgdditation. On nomme ce type d’interaction

« complexe de sphére externe ».
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.2.2 La chimisorption : une adsorption spécifique

Contrairement a I'adsorption non spécifique, I'agsion spécifique fait intervenir une
liaison chimique forte, sans molécule d’eau intesg@entre le groupe fonctionnel et la surface de
I'ion adsorbé. Les éléments métalliques ainsi charbés seront ainsi beaucoup moins susceptibles
d’étre mobilisés. On parle dans ce cas de « corapiexsphere interne ». Trois types de liaison
chimique sont a l'origine de la spécificité de tanaisorption entre I'ion et la matrice : les liaiso
ionique, covalente et de coordination (Blancha@)®. Elles peuvent se produire entre un ion
meétallique et un ligand organique ou inorganique. &pelle ligand un groupe fonctionnel, un
atome ou un ion lié & un groupe central d’atomes’mmns. On parle alors de complexation ou de
chélation. Les complexes formés peuvent parfoisipitér (Blanchard, 2000). En outre, apres avoir
ete adsorbés en surface, les éléments peuversealifful’intérieur des particules minérales ; clest
phénomene d’absorption. Tous ces processus dassogunt réversibles. La réversibilité est due

aux conditions physicochimiques du sol, pH, po&#madox... que nous allons maintenant aborder.

|.3 FACTEURS MODIFIANT LA MOBILITE DES ELEMENTS METALLIO  UES

.3.1 Le pH

Le pH constitue un facteur dont le role est crup@lr la mobilité des ions métalliques, car
il influence le nombre de charges négatives pouéset mises en solution (McLaughliet al,
2000). Les protons proviennent majoritairementadeekpiration végétale et microbienne, ainsi que
de l'oxydation des sulfures. A linverse, ils soobnsommés par I'’hydrolyse des minéraux
altérables. D’une fagon générale, lorsque le pHrauge, les cations sont moins solubles et les

anions sont plus solubles (Blanchard, 2000).

De plus, 'augmentation de pH induit souvent lanfation d’espéces précipitées qui
peuvent limiter la solubilité et la biodisponibditle toutes les espéces ioniques (Deneux-Mastin
al., 2003). Cependant, elle entraine également laldigsn de matieres organiques et la formation
consécutive de complexes organo-métalliques pliubles (Chaignon, 2001). Les variations de pH
ont donc des conséquences complexes et parfoisacestsur la mobilité des métaux lourds, en

particulier en présence de ligands organiquesoeganiques.
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1.3.2 Le potentiel redox

Le potentiel redox (Eh) permet de caractériseréldsanges d’électrons entre les espéces
chimiques. Ainsi, les formes oxydées prédominenirpm potentiel redox élevé, alors que les
faibles valeurs favorisent I'apparition d’especéduites. Les valeurs les plus courantes du potentie
redox dans les sols naturels sont comprises et 400 mV, domaine de potentiel qui recouvre
des degrés d’oxydation variés de nombreuses esg#cseslution, influant ainsi directement ou
indirectement sur la mobilité des métaux qui canstit ces espéces minérales. L& @eut ainsi

subir une oxydation directe en®rplus mobile et plus toxique.

De plus, la modification du degré d’oxydation dgahds ou des éléments se liant avec le
métal influence indirectement la solubilité des aw&tlourds. En conditions réductrices, les sulfates
sont réduits en sulfures qui piégent volontiersdksnents chalcophiles tels que Fe, Zn, Pb, Cd
(Deneux-Mustiret al, 2003). D’autre part, la dissolution des (hydrgjes est favorisée entrainant

de maniére opposée la solubilisation des métawciss(Chaignon, 2001).

Bien que l'influence des conditions oxydoréducsia sol semble trés importante au
regard de la mobilité des éléments métalliques'eih demeure pas moins que ce facteur apparait
souvent comme secondaire par rapport au pH. Em, eid@r un sol donné I'Eh varie en fonction
inverse du pH, il augmente quand le pH diminue @erMustinet al, 2003), en conséquence de
guoi l'influence des conditions oxydoréductricepanait souvent comme secondaire par rapport au
pH. De plus, il est relativement difficile d’'integger les valeurs obtenues. En raison du nombre
important des couples redox et de la cinétique rdastions (Lespagnol, 2003), I'influence du

potentiel redox est souvent difficile a comprendre.
1.3.3 L’activité biologique

La compréhension globale des phénoménes biologjquast sur la solubilité des métaux
lourds dans les sols est rendue difficile par ldtiplicité des actions et interactions a tous les
niveaux. Les végeétaux supérieurs étant au centrette étude, et les microorganismes ayant une
influence sur I'ensemble du milieu aux échellesteimps et d’espace considérées, nous nous

attacherons a développer principalement I'actisrdi&Eroorganismes et des plantes.

Parmi les microorganismes on retrouve de nombreysgsilations bactériennes et

fongiques dont les activités métaboliques influemda mobilité des métaux lourds. Cependant,
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beaucoup de ces phénoménes sont également comomumsaates. Les principaux phénomenes
d’action sur la mobilité des polluants métalliqussnt la solubilisation, l'insolubilisation et la

volatilisation :

* La solubilisation provient de la production de composés acides dels les acides
carboxyliques, phénoliques, aliphatiques, nitricete sulfurique. Certaines bactéries
chimiolithotrophes Thiobacillus Leptospirillum Galionelld) oxydent les formes
réduites du fer et du soufre contenues dans lefsiresl et produisent de l'acide
sulfurique, susceptible de dissoudre les silicates, phosphates, les oxydes et les
sulfures, libérant ainsi les métaux lourds contehes champignons et les racines des
plantes excrétent eux aussi des acides afin d’anigmkeur absorption de nutriments, ou
tout simplement comme déchets métaboliques (€owl, 1978 ; Chaignon, 2001 ;
Deneux-Mustinet al, 2003). Cette acidification favorise aussi la niihides autres
éléments qui ne sont pas indispensables pour labmietme végétal. D’autre part
plusieurs autres molécules organiques, capableuiplexer spécifiquement certains
éléments en solution, peuvent étre également kiséeé cas de carence nutritive. Parmi
ces agents complexants, les sidérophores, compoggmiques de faible masse
moléculaire, produits par les bactéries et les ghgmons mais aussi par les plantes. Ces
molécules favorisent les déplacements d’élémentwllggies et un transfert diffusif

jusgu’aux plantes dans lesquelles ils s’accumy@htignon, 2001).

* L’insolubilisation constitue le phénomene opposé. Bien que le phémoahe détoxication
extene des métaux lourds par des éxudats racimaaitgamais été démontré (Baker &
Walker, 1990), certains acides organiques de faibésse moléculaire, comme les
acides oxalique, citrigue ou fumarique qui intemvient dans la complexation
intracellulaire d’éléments nutritifs, peuvent égécrétés dans le milieu extérieur. lls

limiteraient ainsi les transferts par des proces&usomplexation.

» La volatilisation repose sur l'action directe de certains microoigyaes sur le degré
d’oxydation de I'espéce métallique. C’est le cagwircure, de I'arsenic et du sélénium
(Se). La biométhylation permet le transfert de gmuents méthyl directement aux
atomes, Pb, Sn (étain), As, Sb (antimoine) et emettant leur volatilisation dans

I'atmosphere.
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1.3.4 La température

La température du sol dépend en premier lieu aeéiorologie, et donc du climat, mais
elle est également liée a lactivité biologique iefluence rétroactivement la formation de
complexes avec des ligands inorganiques, en matlifectivité de I'élément en solution (Deneux-
Mustin et al, 2003). La température a un impact direct sur dditité des €léments métalliques en
déplacant les équilibres des réactions de dissolutprécipitation et co-précipitation, et un impac

indirect, en modifiant la teneur en eau du sobHeou 'Eh.

|.4 ESTIMATION DE LA MOBILITE DES POLLUANTS METALLIQUES

La quantification de la mobilité des polluants ni&faes a nécessité la mise en place de
modéles mathématiques simplifiés des interactiontsedes métaux et les constituants du sol.
Toutefois, ces modeéles d'isothermes (Langmuir, H®iek, linéaire...) et/ou cinétiques de
sorption/désorption s’averent étre basés sur dpsthgses trop simplifiées ou parfois irréelles, et
ne permettent pas de rendre compte de tous lesopiegres recensés. Afin de compléter cette
approche, il est possible de recourir a des téestdrections chimiques permettant d’estimer la
mobilité des polluants métalliques. lls reposent lsdilisation d’agents chimiques pour isoler et
extraire les métaux associés a certaines phaseffigks du sol (Beckett, 1989). Cette extraction
est ensuite suivie de la mesure dans la solutiola @encentration des métaux extraits. Ces tests
sont particulierement utilisés dans des approctaslyse de risque ou de transfert vers la chaine
alimentaire (Quevauviller, 1996 ; Quevauviligral, 1996 ; Leleyter et Baraud, 2005 ; Guptal,

1996). Il existe principalement deux types d’exirac:

* L'extraction spécifique, ciblant spécifiquement une fraction du sol (Ur@96), repose sur
I'utilisation d’'un seul extractant, qui peut étre teau, un solvant organique (éthanol),
un sel neutre (KCIl, MgG] Ca(NQ),, KNOs...), un acide faible (acétate, oxalate), un
agent complexant (EDTA, DTPA) ou encore un acidé fjeu concentré (HCI, HN§D
(Beckett, 1989 ; McLaughliet al, 2000).

* L’extraction séquentielle fait appel a plusieurs agents chimiques (généraiehe trois a
huit), utilisés en chainant les extractions suméme échantillon (de fagon séquentielle)
pour déterminer le fractionnement, encore appeéeiapon, des éléments métalliques

au sein des principaux constituants des sols. Bdesitravaux de Tessier portant sur les
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sédiments de rivieres (Tessaral, 1979), on sépare généralement les éléments gn cin
fractions : échangeables, liés aux carbonates,aligs (hydr)oxydes, liés a la matiere
organique et les résiduels, piégés dans les sficatlais le schéma d’extraction
séquentielle de Tessier s’avere souvent inaprogiribGombre d’auteurs ont repris ce
protocole en modifiant parfois la liste des agestteniques utilisés (Uret al, 1993 ;
Tack and Verloo, 1996 ; Li and Thornton, 2001).

Tout comme les modeles mathématiques, l'utilisatitextractants chimiques peut étre
remise en cause. Outre leur manque de spécifitdésont susceptibles de provoquer une
redistribution des éléments chimiques entre lefmdifites phases porteuses dans le sol, et ils
n'évitent donc pas totalement la re-fixation d’'up&rtie des éléments mis en solution (Beckett,
1989 ; Ure, 1996, Clubs Crin, 1999). En ce qui eone |'évaluation de la phytodisponibilité, les
corrélations effectuées entre concentrations mesud@ns les extraits et celles relevées dans les
plantes sont souvent mauvaises et dépendent farterteel’espéce végétale analysée et du métal
considéré (Aten and Gupta, 1996 ; Ure, 1996 ; Maiz al, 2000). L'évaluation de la
phytodisponibilité a travers la seule extractionngfue apparait donc trés risquée et il serait
préférable de mesurer directement les concentsatbtenues dans les plantes chaque fois qu’il est
possible de le faire. Cependant cette approcheti€aglle-méme complexe, car chaque espéce
présente un comportement d’accumulation spécifignen-accumulation des métaux toxiques,

accumulation a des degrés divers, accumulation desisrganes différents.

Il convient donc de présenter la végétation dessgiollués, ainsi que les phénomenes

d’adaptation mis en jeu.
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.1 HISTORIQUE

Le phénomene de tolérance vis-a-vis des métaurldazhiez les plantes a focalisé I'intérét
des scientifiques, écologistes, physiologistes ietopistes mais aussi des ingénieurs et des
chimistes depuis trés longtemps. Dés le ¥¥siecle, le célébre savant Georgius Agricola rajepor
gue des vegeétaux semblent souffrir lorsqu’ils seebtgpent sur des sols riches en minerais
(Agricola, 1556). De méme lorsque son but est géner les veines métalliferes intéressantes, il
précise qu’une végeétation particuliere, absente alextours, se développe au-dessus de ces
ressources. Bien que le concept de tolérance rragga pas encore, il remarque ainsi I'effet nocif
des métaux sur une végeétation dite sensible, rlldéive tolérance d’'une végétation plus adaptée.
Dans les années 1950, la prospection de mineraisidee en Afrique s’est largement appuyée sur
la découverte d’'une petite PoacBmumaniastrum katangenst de deux Lamiacée8gollanthus
biformifolius et Becium hombleitoutes trois confinées a des sols riches en €{Brooks, 1998).
Avec I'épuisement progressif des minerais de serfimtérét pour des stratégies de repérage des
gisements potentiels par la végétation spécifiqiiert@ment diminué, mais pas l'intérét pour les
surfaces contaminées. L'étude des communautés alégétencore appelée phytosociologie, a
permis de poursuivre et d’élargir 'analyse de égétation des terrains riches en métaux toxiques,
d’origine naturelle ou anthropique. Dans le cas slt&=s a serpentine, par exemple, le sol issu de
I'altération de minéraux naturellement riche en angtde transition, Cr, Ni, Cu et Co porte une
flore spécifique adaptée aux fortes teneurs m@tadk (Delaigue, 1989). Avec I'avénement de I'ére
industrielle et son lot de pollutions métalliqukss observations commencent a s’étendre aux sites
anthropisés riches en meétaux lourds. Cependanfodebreuses lacunes persistent encore. Ce

chapitre présente les données phytosociologigeg®dibles a I'heure actuelle.

.2 ETUDE GEOBOTANIQUE DES FLORES METALLICOLES : ELEMENTS

DE PHYTOSOCIOLOGIE

Par rapport a I'existence et au fonctionnement @labun écosysteme, la végétation est
considérée comme fondamentale car elle assurdadsléa fonction primordiale de la production
primaire et entretient des relations étroites aussnh avec le biotope qu’'avec les autres
composantes de la biocoenose. L'étude descriptiveagsale de la végétation est le principe

fondamental de la phytosociologie (Gilket al, 1991). Ainsi, pour un écosystéme donné, il existe
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une végétation particuliere, adaptée aux conditimatarelles dans lesquelles elle se développe et
divisée en associations végétales. L'importanterdité des espéces végétales permet de définir des
centaines d’associations veégétales, qui sont laiteéde des conditions climatiques et édaphiques
de la zone étudiée (Lahondere, 1997). Par consédiggnde de ces associations, semble étre une
voie privilégiée pour appréhender un milieu done&aton heuristique, c'est-a-dire ici fondée sur

I'expérience de I'observation.

La technique utilisée consiste a réaliser des éslefloristiques selon une méthode
maintenant classique, développée par Braun-Blanglzets les années 1930. Ces relevés
représentent la base de la définition statistiges dssociations végétales qui repose sur
'estimation, pour chacun des taxons du releve difi@rents paramétres comme l'abondance-
dominance. Si les relevés doivent en principe &'ggser a I'ensemble du régne végeétal, la plupart
d’entre eux concernent uniqguement les plantes mupés produisant des graines (Spermaphytes).
Pour définir une association (ou syntaxon), oniggtile critere statistique de fidélité. Une espéce
dite « fidéle » n’est pas toujours présente dangelavé phytosociologique, elle peut étre trés,rare
mais lorsqu’elle existe, elle est toujours en cogmpa d’autres especes auxquelles elle est ainsi
lite ; de telles especes sont dites « caractéresiet (Lahondere, 1997). Pour compléter la
définition d’'une association, le relevé phytosoogidjue doit comporter aussi des especes dites
« différentielles », qui par leur présence (ou labsence) différencient un ensemble végétal d’'un
autre (Gillet, 1998).

Les groupements végétaux sont hiérarchisés audagie «taxonomie », encore appelée
« syntaxonomie », qui vise a mettre en évidencelidas entre les communautés végétales et les

agents biotiques et abiotiques de leur déterminisme

[1.2.1 Nomenclature

De facon analogue a la nomenclature des especésalas) il existe un systéme binaire
pour nommer les syntaxons qui repose sur une, @lutesouvent, deux especes caractéristiques.
On forme le nom de I'association en ajoutant aumpee nom de genre le suffix@ et au second
nom de genre le suffixetum, suivi du nom d’auteur (Guinochet, 1970). Les daarms d’espéeces
sont également mis au génitif. Par exemple, I'aasioa aCrithmum maritimuml. et Limonium
ovalifolium (Poir.) Kuntze, se nomme€rithmo maritimi-Limonietum ovalifolii (Kuhnholtz -
Lordat 1926).
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De la méme fagon, on nomme les unités d’échell@rseyre en ajoutant le suffixéon
aux alliances;etalia aux ordres etetea aux classes (Guinochet, 1973). Il existe également
synsystématiqgue comme en systématique, des uniéggeures a déterminisme spécifique ; la sous-
association a déterminisme écologique prend &rsiffixe-etosum et I'on distingue divers types
de déterminisme, tels que celui de la race (détesmie géographique par exemple) ou encore celui

du facies, qui dénote la dominance d’'une espécdplégre.
11.2.2 Les différentes approches phytosociologiques

On saisit a travers la nomenclature combien la gqsogiologie vise a s'intégrer
compléetement dans une approche écologique systéngtpbale, et comment elle permet une
meilleure compréhension des associations végéthlepoint de vue de leur structure. Deux
« ecoles » historiques de la description de cefitectsire ont conduit a deux approches en

phytosociologie :

« La phytosociologie sigmatisteest née au tout début du X¥siécle grace aux travaux du
botaniste suisse Braun-Blanquet. Il créa tout d'dl@Zurich, la Station Internationale
de Géobotanique Méditerranéenne et Alpine (SIGMAJis s’installa a Montpellier ;
d'ou l'autre nom de cette approche : «la phytaslogie zuricho-montpelliéraine »
(Braun-Blanquet ; 1968). Cette approche s’attacheinsn a la dynamique des

communautés végétales qu’a la fidélité des espmessin des associations.

» La phytosociologie synusialantégrée (De Foucault, 1986 ; Gille¢t al, 1991) est née,
quant a elle, dans les années quatre-vingt a piaditravaux de trois chercheurs : Bruno
De Foucault, Francois Gillet et Philippe Julve. Poes chercheurs, I'approche synusiale
ne s'oppose pas a celle de I'école sigmatiste, rabés en est complémentaire. La
phytosociologie synusiale s’attache a décrire legrisies » correspondant a toutes les
unités visibles sur le terrain, méme les plus eetites synusies sont des communautés
biologiques trés homogenes, tant du point de vueutestructure (dynamique, formelle
et architecturale) que de celui de leur écologichadiie synusie est décrite
indépendamment des autres a partir des écodemda qamposent ; un écodeme est
'ensemble des individus d'une méme espéce, pasveau méme stade de
développement et partageant le méme biotope. Uasores entre les synusies sont
étudiées finement de facon a réaliser une appregbmique de la végétation, en

relation avec la dynamique des écosystemes etsrecdéterminisme écologique. Les
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complexes de végétation plus importants (phyto@&ntssela, catena) sont ensuite
décrits par intégration a partir du niveau de Hésasynusie) pour permettre d’'une part
de mieux appréhender les aspects structurauxteriises des associations décrites, et
d’autre part de mieux prévoir I'évolution possillles associations végétales présentes.
Malgré une approche plus heuristique, la phytosogie synusiale est encore discutée
et reste par conséquent tres peu utilisée.

En résumé, la phytosociologie parait représenteoutih puissant pour comprendre a la
fois la répartition des especes et les liens siraak et fonctionnels qui existent entre elles,snlai
impose une connaissance préalable, non seulemdmtttanmique, mais aussi en écologie des taxons
végétaux. De plus, la phytosociologie apparait cenume science inexacte, sujette a des erreurs
d’appréciation (Brooks, 1998). C’est probablememtirpces raisons que cette approche est restée

confidentielle dans I'étude de la végétation desibes riches en métaux lourds.

.3 LES ASSOCIATIONS CARACTERISTIQUES DES SITES EUROPEENS A

HAUTES TENEURS EN METAUX LOURDS

D’aprés la discussion ci-dessus, il apparait ataémat que les sites riches en métaux lourds
peuvent abriter une flore spécifique. Afin d’étudies spécificités de ces communautés végétales, il
convient de faire une distinction entre les tegaiont les teneurs élevées en métaux lourds sont

naturelles et les terrains contaminés par lesiggihumaines.

[1.3.1 Les sites naturels

Ces sites rassemblent principalement les sols d@vés sur des roches méres
ultrabasiques, péridotites ou serpentine, et Ié&s développés sur des sites métalliferes, terrains

miniers potentiels ou exploités.

C’est sur les premiers que I'on retrouve les chareggs de végétation les plus marqués.
Bien souvent, les affleurements de serpentine opétiglotite apparaissent dénudés et arides et
présentent une végétation clairsemée souvent ehétvau port décombrant. Beaucoup de
scientifiques a travers le monde se sont intéressé&sque I'on appelle le « facteur serpentinique »
(Duvigneaud, 1966 ; Brooks, 1998). Il parait difdament concevable qu'une végétation

guelconque puisse se développer sur un substrasemble étre tres phytotoxique. En effet, la
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caractéristique principale de ces sols est unesive du rapport calcium/magnésium, associée a de
treés fortes teneurs en métaux de transition, FeCNet Co (Delaigue, 1989 ; Shallatial. 1998 ;
Abou Audaet al. 2002 ; Wenzeét al. 2003). Pour survivre, la végétation doit donc stexsmoder

au moins partiellement de ces conditions édaphitrgesparticuliéres. On distingue communément
les especes végeétales en 6 classes différenteseshasr leur degré de restriction vis-a-vis de ce
type de substrat ultrabasique (Duvigneaud, 196&ifee, 1989) :

* Les plantes serpentinofugesfréquentes aux alentours, sont complétement esatie ce
type d’affleurement.

* Les plantes serpentino-dystolérantes’y maintiennent avec difficulté ; elles sont lagart
du temps chétives, elles manquent de vigueur ébipanéme ne peuvent pas boucler

leur cycle de vie.

* Les plantes serpentinophytes localesont plus abondantes hors serpentines mais yeisis
isolément, souvent en limite de végétation ; letdispnce n'est due qu’a la trés faible
pression de la concurrence gqu’elles rencontrentceutype de substrat (exNoccaea
montana(L.) F.K.Mey. subspmontana.

e Les plantes serpentinovaguessivent normalement sur la serpentine et montrest p
conséquent une certaine capacité d’accommodatiemr ;aspect végétatif est normal

(ex. :Juniperus communils., Genista pilosd..).

* Les plantes serpentino-préférentesffrent des populations plus denses sur serpentjne

sur les terrains alentours, écologiquement profdres Notholaena marantak.).

* Les plantes serpentinophytes vraiebeaucoup plus rares, sont des espéces inféodees a

milieu, et ne sont présentes que tres rarementesli(ex. Asplenium cuneifoliunviv.).

Des variations importantes de cette végétatioresgiique peuvent avoir lieu, en fonction
des conditions climatiques et de la localisationgyaphique. Elles permettent de définir plusieurs
classes phytosociologiques typiques de ce miliésiA’examen de la végétation du site ardéchois
de Savas a permis de rapporter une partie de Etatémn recensée a la classeGhlluno-ulicetae
Br-Bl et Tx. 1943 typique de ce milieu, alors qaeprésence d’autres espéces conBramus
erectusHuds. ouSanguisorba minoiScop. évoque la classe beaucoup plus répandueias m
typique duFestuco-Brometea®rBl et Tx. 1943 (Delaigue, 1989).
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De nombreux dépbts miniers de zinc, cuivre et ploetensés surtout en Europe centrale,
montrent une communauté végétale proche de cefleaffeeurements serpentiniques, mais qui
appartient cette fois a la clasgmletea calaminariaeBr-Bl et Tx. 1943. Les principales especes
caractéristiques de cette classe dnta calaminaria(Ging.) Lej., Minuartia verna(L.) Hiern et
Silene vulgaris(Moench) Garcke (Antonovicst al, 1971 ; Ernst, 1974). D’autres especes sont
souvent rencontrées sur ces sites, tellesMperaea caerulescer(d.Presl & C.Presl) F.K.Mey.
subsp.calaminare(Lej.), Armeria halleriWallr., Armeria maritimaWild., Cardaminopsis halleri
(L.) Hayek ou encoré&estuca ovind.. Ces taxons décrivent plusieurs associationsgiyes de ce
genre de milieu, mais qui peuvent également sewetr sur certains sites présentant une forte

pollution d’origine anthropique.

[1.3.2 Les sites industriels

L’étude de la végétation des sites industrielsefognt contaminés par des métaux lourds
est en expansion constante mais encore peu deutrgrasentent une étude phytosociologique
compléte. D’'une fagon générale, la plupart de tedes ne présentent que des listes de « végétaux
d’'intérét » en vue d’analyses d’accumulation dassdrganes aériens ou souterrains (Boretka
al., 1997 ; Pitcheét al, 2000 ; Szarek-Lukaszewska et Nilinska, 2002 k leaal., 2003).

Néanmoins, beaucoup d'auteurs relevent que la atgéten place témoigne d'une
adaptation d’'une part a la sécheresse et d’autteapa milieux perturbés d’origine anthropique, en
associant des plantes xérophytes et des plantésates, par ailleurs caractéristiques d’association
phytosociologiques trés diverses et souvent bariBiesndonncet al, 1998 ; Pitchekt al, 2000 ;
Szarek-Lukaszewska et Nilinska, 2002). Comme pesirelspeces serpentinophytes, il existe une
classification des espéces métallicoles décrite zanbinon et Auquier (1963). On distingue

communément 2 grands types de végétaux :

» Les métallophytes strictesque I'on retrouve uniquement sur des terraingauimés dans

une région donnée, se partagent en deux groupes :

0 les especes métallophytes absolug®.g. Viola calaminaria (Ging.) Lej.,
Minuartia verna (L.) Hiern subsp.hercynica (Willk.) O.Schwarz ouNoccaea
caerulescengJ. & C. Presl.) F.K.Mey. subspalaminare(Lej.) qui se développent

exclusivement sur des sols riches en métaux lourds.
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0 les especes métallophytes localés.g. Armeria maritimaVild.) qui peuvent étre
retrouvées sur des sites non pollués de certadgsans.

» Les pseudométallophytes qui regroupent les especes présentes a la foidesusols

contaminés et non contaminés de la méme régiomlif@nencie trois sous catégories :

0 Les especes pseudométallophytes électives ou préfées qui sont abondantes
et présentent une plus grande vitalité sur leaitesrriches en métaux lourds que sur les
terrains non pollués (ex.Agrostis capillarisL., Thymus pulegioidet. ou Rumex
acetosal..).

0 Les espéces pseudométallophytes indifférentegui montrent un développement

normal quelle que soit la concentration métalli¢gse : Plantago lanceolata..).

o] Les espéces pseudométallophytes accidentellgsi ne se développent sur les sols
pollués que de fagon sporadique, et présentenesbuwe plus faible vitalité.

La grande majorité des ces métallophytes est pegEms les associations de la classe
Violetea calaminariaeBr-Bl et Tx. 1943 définie sur les dépots minierd.@&1). Cette classe ne

comprend qu’un seul ordre, celui Mibletalia calaminariaeBr-Bl et Tx. 1943, qui présente lui-
méme trois alliances :

» Armerion halleri Ernst 1965 des pelouses seches métallicoles ddewrentrale.

* Noccaeion caerulescentissubsp. calaminaris Ernst 1965 des pelouses métallicoles

d’Europe centrale.
* Galio anisophylli - Minuartion vernaeErnst 1965 des régions alpines.

Les six principales associations dénombrées dacladaeVioletea calaminariaeBr-Bl et
Tx. 1943 regroupent des especes caracteéristigeléss gue Armeria maritima, Armeria halleri
Wallr., Viola calaminaria (Ging.) Lej., Armeria muelleriA.L.P.Huet,Noccaea rotundifolia(L.)
Moench, Silene vulgaristMoench) Garcke subspumilis (R.Schub.) Rauschemjinuartia verna
(L.) Hiern subsp.hercynica (Willk.) O.Schwarz, Noccaea caerulescens(J.Presl & C.Presl)
F.K.Mey. subspcalaminare(Lej.) ouSileneotites(L.) Wibel..

Malgré une sous représentation manifeste des phamges, ces associations présentent

une grande diversité taxonomique qui fait de latgénciologie des sols contaminés un outil
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capable d'analyser les variations communautaireEomrées sur de nombreux sites pollués
d’origine variée. Si de grandes différences ené® dommunautés métallophytes persistent en
fonction de I'habitat (Antonovicst al, 1971), certaines associations majoritaires seméi@erger

et suggerent que la présence de métaux lourdsuesici elle ne constitue pas toujours le facteur
prédominant du déterminisme des communautés végétaprésente tout de méme un facteur

limitant qui contraint les végétaux a s’adapter.

1.4 ADAPTATION AUX METAUX LOURDS

Seuls certains taxons sont donc observés préféllentent sur des sites riches en métaux
lourds, laissant supposer qu'outre la grande i&sti phénotypique de certains taxons
opportunistes, des processus évolutifs sont im@tigdans cette adaptation aux environnements

métalliferes.

Les bases génétiques de la tolérance ont été largestudiées (Antonoviost al, 1971 ;

Baker, 1987 ; Macnair, 1990 ; Macnair, 1993), maés de certitudes existent et beaucoup de
travaux supplémentaires sont encore nécessairest jénéralement présumé que le phénomene
d’adaptation est progressivement acquis selondegssus classique de I'évolution, en réponse a de
nombreuses années de pression de sélection. #seitarait que seul un petit nombre d’espéces
bien définies seraient capables de se développedes terrains contaminés. Pourtant, il est
maintenant largement reconnu qu’'un nombre imporidiespeces végétales communes sont
capables de coloniser rapidement des milieux ntemeint contaminés. Cette observation sous-
tend I'hypothese qu’un écotype (ou une populatiadapté(e) peut émerger rapidement apres
guelques années, voire méme en une seule généfatloret al, 1975). Ce phénomene est
classiqguement présenté comme un modéle de micrdéwol (Macnair, 1993) ; il repose sur
I'inductibilité de la tolérance, au sein des poioles qui se développent habituellement sur des

sites non contaminés et présentent une tolérangemme plus faible.

Cependant, en plus du phénomene adaptatif, il afipaaintenant que la tolérance peut
étre un caractere constitutif. L'une des premidiesles a été menée sur une espece des milieux
humides,Typha latifolia (McNaughtonet al, 1974). En comparant deux clones, l'un issu d'un
terrain contaminé par du zinc et l'autre issu d@main non pollué, les auteurs ont montré quecett
espéece présentait une forte tolérance au zinc, easi au plomb et au cadmium, et ceci sans

distinction entre les deux clones. Par la suitéiecebservation a été confirmée pour différentes
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especes telles quehragmites australigYe et al, 1997b), Glyceria fluitans(Matthewset al,
2004),Carex rostrata(Matthewset al, 2005),Andropogon virginicugGibson and Risser, 1982),
Calamagrostis epigejogLehmann and Rebel, 20040 alluna vulgaris (Monni et al, 2000) et
Arabidopsis haller{Bertet al, 2000).

Parmi les végétaux tolérants, il est possible dactériser trois grands types différents de
stratégies vis-a-vis des contaminants métalligo@sées sur les rapports entre les teneurs en métaux

lourds du sol et celles des organes aériens deteplaonsidérées (Baker, 1981). On défini alors :

* Les accumulateurspour lesquels les métaux sont concentrés, soywéférentiellement

dans les parties aériennes, quelle que soit laetdration métallique dans le sol.

* Les « excluders »qui présentent une faible concentration foliamaintenue constante par
régulation du transport depuis les racines tant lgueoncentration dans le sol reste
relativement peu élevée. Dans le cas contrairaéeanisme de régulation est dépassé et

une accumulation importante a lieu entrainant lat e I'individu.

* Les indicateurs ne présentent aucun contrble de la translocatadn § 111.1.2). Par
conséquent, les concentrations racinaires et fefiaisont en équilibre, et
proportionnelles aux teneurs du sol. C’est le pas,exemple, du pissenliTgraxacum
officinale) qui accumule divers métaux lourds en fonction &e pollution

environnementale (Kuleff and Djingova, 1984).

Ces stratégies d’adaptation semblent entraineresuyne contrepartie pour les plantes,
gue I'on appelle « le colt de la toléramcgAntonovicset al, 1971 ; Baker, 1987 ; Macnair, 1993).
Elles présentent souvent un aspect plus fréle wet deoissance normale parait devenir metallo-
dépendante (Antonoviast al, 1971). Par conséquent, ces écotypes tolérantraippent souvent
moins compétitifs, face aux « plantes normalest>seenblent inféodés aux milieux contaminés,

incapables de s’étendre aux terrains alentours.

Le chapitre suivant sera consacré a la descriftéssy mécanismes physiologiques de la

tolérance rencontrés chez les plantes.
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Chap. Il - Tolérance aux métaux lourds chez lesgétaux

Certains €éléments métalliques sont essentiels agansmes vivants a de faibles
concentrations. Mais, ils agissent a de fortes eotmations comme un facteur de stress qui entraine
une modification de la réaction physiologique. kente «sensibilité » décrit les effets du stress,
qui peuvent aller jusqu’a la mort de la plante. &gvosition, le terme késistance» fait réeférence a
la réaction de la plante qui lui permet de survifaee au stress métallique et d’'assurer sa
descendance (Levitt, 1980). Deux stratégies prategp sont impliguées dans ce phénomeéne de

résistance :

* la stratégie d’évitement par laquelle les plantes se protegent du stredsllimge en

limitant leur absorption ;

* la stratégie de tolérance(terme qui sera utilisé dans la suite de ce ttaas@nme étant
synonyme de résistance) qui fait référence auxicecpermettant de limiter les effets

néfastes des meétaux dans I'organisme.

Ces différents aspects sont abordés dans ce ahdpitiacon a comprendre la physiologie
de la plante vis-a-vis des métaux lourds. Pour itegm nous développerons les stratégies

d’utilisation des plantes dans une optique de pleywédiation des sols contaminés.

1.1 LES METAUX LOURDS DANS LA PLANTE

Parmi I'ensemble des métaux lourds, une vingtaieatee eux sont indispensables aux
processus physiologiques majeurs, en particulieedgiration, la photosynthése ou I'assimilation
des macronutriments (. azote, soufre.., Kabata-Pendias and Pendias, 2001). Nombre de ces
meétaux, Cu, Zn, Ni, Fe, Co, Se et Ba sont ausdligugs au niveau de processus moléculaires tels
gue le contrble de I'expression des genes ; layhtbgse des protéines, des acides nucléiques, des
substances de croissance, de la chlorophylle etnu&sbolites secondaires ; le métabolisme
lipidiqgue ou la tolérance au stress (Rengel, 1989).outre, certains éléments trace peuvent se
présenter sous différents états d'oxydatieng(Cu** + € <«» Cu). lls jouent ainsi un role
d’accepteurs ou de donneurs d’électrons, tres itapbdans les multiples systémes enzymatiques
mettant en jeu des réactions d’oxydoréduction (@@, 2001). Pour autant, les métaux lourds
n'ont pas tous une fonction connue a ce jour damsédtabolisme de la plante, et malgré la grande

diversité des besoins et des niveaux de toléramcengtaux lourds chez les plantes, certains restent
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considérés comme des poisons cellulaires pour édsdes doses admissibles sont trés faibles. On
retrouve parmi les plus toxiques, Hg, Cr, Ni, Pdt(Kabata-Pendias and Pendias, 2001).

[11.1.1 Absorption racinaire

La voie principale d’absorption des métaux se fat simple diffusion au travers de
'apoplaste du cortex racinaire et de I'endodermae( apoplastique). Le transport des éléments
métalliques a travers la paroi cellulaire se faggivement (non métabolique et donc dans le sens du
gradient de concentration) par les pores du réskala cellulose, de I'hémicellulose et des
glycoprotéines. Cependant, une partie des ions @eatadsorbés par les charges négatives de
surface de l'acide polygalacturonique des pectiogs, agissent comme des échangeurs d’ions
(Briat et Lebrun, 1999). Puis au niveau de I'endodg le transport peut devenir actif au niveau de
la membrane plasmique des cellules de la bandeadpaty (voie symplastique), autorisant cette
fois un transfert contre le gradient de concermdmatiCependant, les mécanismes exacts de
I'absorption sont encore mal connus, en particypeur certains éléments comme le Cu (Greger,
1999 ; Chaignon, 2001), et different selon I'espaeallique. On considére de nos jours que le
plomb et le nickel sont absorbés passivement witioes protéines de type porine, alors que le
zinc et le cuivre sont absorbés activement par pro&ine de transport sélective, nécessitant de

I'énergie (Kabata-Pendias and Pendias, 2001).

Par ailleurs, bien que le transport actif soit @ngpe spécifique, certains cations toxiques
(Cs (césium), Cd, Pb ou Cr) sont des compétiteatsnpiels vis-a-vis des cations essentiels. Par
exemple, le cadmium semble étre un compétiteur wcahn calcium en empruntant les canaux
calciqgues membranaires (Sanita di Toppi and Gahbdie99 ; Greger, 1999). 70% du Cd entrerait

dans la racine par ce biais la (Greger, 1999).

Une partie des métaux apoplastiques peut doncndemila voie symplastique puis le

xyléme par les plasmodesmes.

[11.1.2 Translocation

Aprés leur absorption, le transport des élémems taxyléme de la plante vers les parties
aériennes, appelé « translocation », peut nécessitaon la prise en charge des éléments par des
agents complexants, tels que les acides organitegeacides aminés et divers peptides : le fer est

pris en charge par le citrate ; le zinc peut étamgporté par un complexe anionique (Alloway,
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1995) ; la majorité du cuivre et une partie du aelckont chélatées par un acide polyamino-
polycarboxyliqgue encore non identifié chez la tean@toyet al, 1978) ; le cadmium est transporté

sous forme libre (Greger, 1999).

Chez certaines espeéces la translocation d’élénexitgues est plus importante que chez
d’autres, pouvant conduire a une accumulation désum dans les feuilles et les autres parties
aériennes, sans que I'on sache avec rigueur seslldue a un transport plus actif ou une absence

d'immobilisation dans les racines (Feyal, 1978).

Le transport des éléments toxiques par le phlo&nmeins évident du fait que les cellules
qui le constituent sont vivantes et forment un giégpplémentaire (Greger, 1999). Toutefois, chez
certaines plantes, la nicotianamine, dérivée dadthionine, pourrait étre responsable du transport
des métaux, Fe, Cu, Zn et Mn, dans la seve du pldd8riat et Lebrun, 1999).

[11.1.3 Accumulation

Certaines plantes accumulent des quantités inledleisud’éléments métalliques ; 100
mg/kg de matiere séche pour le Cd, 1000 mg/kg foit, le Cu, le Co ainsi que 10 000 mg/kg
pour le Zn et le Mn. Ces espéeces sont alors géedifide plante « hyperaccumulatscée.g.
Alyssum bertolonii, Sebertia acuminata, Silene tafmda, Thlaspi caerulescens, Brassica napus,
Pteris vittatg (Brooks, 1998). Ainsi, plus de 400 especes hygmenaulatrices sont recensées, dont
plus de 300 pour le nickel et seulement une powathmium. A part une possible résistance a la
sécheresse et aux herbivores (Boyd, 1998), ilesire impossible d’attribuer ce phénoméne a un
avantage sélectif quelconque. Dans la cellulemégux ayant pénétré dans le cytoplasme sont pris

en charge par diverses molécules afin de les statkd'éviter tout dommage cellulaire.

[11.2 TOXICITE ET TOLERANCE

Le premier effet des métaux lourds observable tbezégétaux est une inhibition de la
croissance. Celle-ci s’Taccompagne trés souvenbdereux autres indices de dysfonctionnement :
chlorose foliaire, importantes Iésions nécrotiqugaunissement progressif, repliement ou
dessechement du feuillage... A I'heure actuells,dases moléculaires de ces perturbations sont
encore mal connues, mais on admet généralemeritegurésultent d’'un stress oxydatif, di a la

production d’especes réactives de I'oxygene ou acRée Oxygen Species » (ROS). Les ROS
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altérent toute une série de substrats biologiquepoitants, avec comme conséquence la
modification des domaines fonctionnels des biomd&s: inhibition de l'activité enzymatique,
perturbation du métabolisme végétal (hotammenhlzgsynthése et la respiration), oxydation de
protéines, altération des membranes cellulairesl’'widuction de phénomenes de péroxydation
lipidique, apparition de cassures au sein de 'Apbdijvant conduire a la mort cellulaire (Devi and
Prasad, 1999 ; Die&t al, 1999 ; Cheng, 2003).

Pour éviter ces inconvénients, des systemes d&agfecou de détoxication des métaux
accumulés ont été sélectionnés chez certains weégédefficacité variée selon les especes, il
semble a I'heure actuelle que trois mécanismes,orenenal compris, soient largement
prépondérants : la modification de la perméabitigmbranaire, qui permet de réduire I'entrée des
meétaux dans la cellule, le systéme anti-oxydant,liquite les dégats des espéeces réactives de

I'oxygéne et la chélation intracellulaire, qui erapé I'activité de I'ion métallique.

[11.2.1 La membrane plasmique

Le transport actif a travers la membrane plasmipgecellules racinaires est un processus
important, car les ions ne peuvent pas diffuseetitent a tavers la double couche phospholipidique
(Lasat, 2002), méme passivement. Le role du plasnmmake dans la régulation du transport

métallique est donc primordial.

La membrane plasmique peut limiter I'accumulati@s dons toxiques, soit en modifiant
'ensemble du flux ionique, soit en employant dgstéames ultra spécifiques autorisant un flux
ionique qui ne transporterait pas les ions toxig{Msharg, 1993). Cependant, si la membrane
plasmique apparait comme étant la premiere barié@e a I'entrée des éléments métalliques dans
le cytosol, elle constitue également une cible irtgrde pour la toxicité métallique. En effet, &
montré que le cuivre pouvait endommager la membpan@xydation des protéines membranaires,
péroxydation lipidique (Dietzet al, 1999) ou inhibition des ATPases (Meharg, 1993r P
conséquent, I'impermeéabilité n’est plus assurébeatrée des métaux toxiques par diffusion est
facilitée (Kabata-Pendias and Pendias, 2001). b&s lla tolérance pourrait étre due en partie a un
renforcement de la protection de l'intégrité memibaree.

Néanmoins, la fonction des protéines associéeslaamplemme joue un rdle essentiel
dans le transport des métaux a travers la memipksmique. Récemment, le géene codant un

transporteur du feiiytl, a été cloné che&rabidopsis thaliana partir d'une levure (Eidet al,
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1996). Il est représenté par un peptide de 33%acrhinés avec 8 domaines transmembranaires.
Chez A. thaliang IRT1 est exprimé dans les racines en réponseeacarence en fer. Les
caractéristiques de ce transporteur et les dorpi@esologiques indiquent que ce systeme n’est pas
spécifique ; il pourrait également transporter tfesiions divalents comme le zinc et le cadmium
(Briart et Lebrun, 1999). Cette compétition entiéédents ions entrainerait une déficience en fer
responsable des signes visibles de chlorose. R®sirstémes comparables ont été mis en évidence
par expression fonctionnelle chAz thaliana Ainsi, COPT1 est un transporteur connu du cuivre,
retrouvé dans les fleurs, les tiges et les feyilhegis pas dans les racines. Ceci suggere que son
implication dans I'absorption racinaire est peubatale. Par opposition, ZIP1 et ZIP3, exprimés
lors d’'une carence en zinc, sont exclusivemenhea@s, et seraient par conséquent impliqués dans
I'absorption racinaire. Enfin, ZIP4, localisé aftas dans les parties racinaires et aériennesragdue

un réle dans la translocation du zinc. La modulaiie I'expression de ces génes pourrait donc
contribuer largement a la tolérance observée cheaines espéces. Ainsi, le site principal de la
toxicité au cuivre chesilene vulgarisest la membrane plasmique racinaire qui est altfa¥
peroxidation lipidique. Dans une étude menée swauple écotype de contréle-écotype tolérant, la
perméabilité membranaire vis-a-vis du cuivre ester@n eévidence par un efflux de potassium plus
important chez le contréle que chez I'écotype toiérPourtant les deux écotypes répondent de la
méme facon a un stress oxydant donné. Par congédaednlérance serait due a un mécanisme

limitant I'entrée de cuivre au niveau de la membrplasmique des cellules (DeVeisal, 1992).

En résumé, la tolérance pourrait étre due a laeption de I'intégrité membranaire ou a la
protection de la fonction des protéines associéeplasmalemme, tels que les transporteurs, les

canaux ioniques et les pompes a protons.

[11.2.2 Systéme anti-oxydant

Le systeme anti-oxydant jouerait un role centralsd détoxication des métaux lourds
ayant pénétrés dans la cellule. Il est donc impbda bien comprendre d’une part les événements
conduisant a un stress oxydant et d’autre partmiésanismes biochimiques impliqués dans la

réponse a ce stress.
[11.2.2.1 Les métaux lourds induisent I'accumulatide ROS

Le role des métaux lourds dans la formation des B3ié a leur capacité a exister sous

différents états d’oxydation. En effet, les catidiéments comme Fe, Cu, Cr ou Mn sont capables
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de céder un ou plusieurs électrons susceptibleédigre 'oxygene et ses dérivés. La plus connue
de ces réactions est la réaction de Fenton (13ajproduit en présence de fer ferreux et qui candui
a la réduction du peroxyde d’hydrogéne@) en radical hydroxyl’OH) et en anion hydroxyl
(OH) :

H,O, + Fé¢* — "OH + OH + F€* (1)

Les radicaux libres sont des espéces chimiquepaggsedent un électron célibataire qui,
parce qu’il n’est pas apparié a un autre électespin oppose, confere a la molécule une trés forte
réactivité. Le radical hydroxyl€OH, produit au cours de cette réaction, est unspnisagent
oxydant. D’autres réactions de ce type faisantrvet@r des métaux réduits ont également été
décrites, telle que la réaction d’Haber-Weiss (@)caurs de laquelle le peroxyde d’hydrogene
réagit avec un radical superoxyde, comme I'aniopesaxyde O, , aboutissant, la encore, a la

production du radical hydroxyle.
H,0, +°0; + Fé" — ‘OH+ OH + O, + FE€" (2)

Par ailleurs, méme des métaux qui n’existent ques so seul état d’oxydation, tels que le
cadmium et le nickel par exemple, peuvent indume accumulation de ROS pour trois raisons :
une perturbation de certaines voies métaboliques,inactivation et un « down régulation » des
enzymes du systeme anti-oxydant ou un épuisemenstatk de molécules de faible masse
moléculaire comme I'ascorbate, le glutathion, k@amwiine E ou les caroténoides, qui présentent des

capacités anti-oxydantes (Sanita di Toppi and Galibd 999).
[11.2.2.2 Le systéme anti-oxydant contrdle la pration de ROS

Trois activités enzymatiques clefs occupent uneepleentrale dans les mécanismes de
détoxication des ROS : il s'agit des superoxydendimses (SOD), des catalases (CAT) et des
peroxydases (POX). Ces enzymes ont une action éonepiltaire sur la cascade radicalaire au
niveau de Il'anion superoxyde), et du peroxyde d’hydrogéne, conduisant finalem&nia

formation d’eau et d’'oxygéene moléculaire.

Les superoxyde-dismutasesSODs, sont responsables de la dismutation ddotian
superoxyde en peroxyde d’hydrogene@p), selon la réaction (3) :

20, +2H — H0,+ O;(3)
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Ces enzymes existent sous différentes isoformes,ldstructure d’ensemble est tres bien
conservée au cours de I'évolution : le repliemeidtirhensionnel forme un puits hydrophobe au
centre de la protéine, dans lequel se glisse lrarsioperoxyde. Le mécanisme réactionnel est
catalysé par un métal divalent situé au cceur aeyme. Selon la nature de ce métal on distingue
les superoxyde-dismutases a manganese (Mn-SOD)iskes dans les mitochondries, les
superoxyde-dismutases a cuivre-zinc (Cu/Zn-SOD)tosofiques et enfin, les superoxyde-
dismutases a fer ferreux (Fe-SOD), localisées tawckloroplaste. L'équation (4) décrit la chaine

catalytique typique avec le cuivre :
2CU*-SOD +'0, —» 2CU-SOD +°0, + 2H —» 2CUf*-SOD + HO, (4)

Les catalases CATs, sont contenues dans les peroxysomes et ldaggtosol. Elles
agissent en synergie avec les SODs puisque leeresil de catalyser la réduction du peroxyde

d’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire daloFaction suivante :
2H,0, — 2H0 +0,

Lesperoxydases POX, permettent, comme les catalases, la réduded3O, en eau et en
oxygene moléculaire. Cependant, a la différencecdtdases, les POX nécessitent la présence d’un
substrat particulier pour réaliser leurs activit®eux types principaux de « molécules anti-
oxydantes » sont utilisés comme substrat par lesxpdases : I'acide ascorbique (Asc) et le
glutathion (GSH). Ces deux molécules participentcgtie « ascorbate/glutathion » (Noctor and
Foyer, 1998 ; Foyer and Noctor, 2000), dont la ppeeenétape consiste en une réduction du
peroxyde d’hydrogéene en,8, couplée a une oxydation de I'ascorbate en mdnattéascorbate
(MDHA) ; cette étape est catalysée par I'ascoripat®xydase (APX). Pour permettre la poursuite
de cette réaction, I'ascorbate oxydé doit étre aveau réduit. Pour cela, deux voies (directe et
indirecte) de régénération de I'ascorbate coexistdra réduction directe du MDHA par la
monodéhydroascorbate réductase (MDHAR) via l'oxigaatd’'une molécule de NAD(P)H.
Cependant, le MDHA est une molécule relativemerstaile qui a tendance a se dismuter
spontanément en déhydroascorbate (DHA) et ascorhateseconde voie de régénératiion de
'ascorbate consiste donc en une réduction du DidAla déhydroascorbate réductase (DHAR),
couplée a une oxydation du GSH. Enfin, le glutathixxydé, produit au cours de cette derniére

réaction, est régénéré en GSH grace la glutatiéductase (GR).
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[11.2.3 La chélation et la compartimentation cellulaires

[11.2.3.1 La chélation

La présence intracellulaire de ligands organiggasassurent une complexation et donc la
détoxication de nombreux ions métalliques constitlibeure actuelle un aspect fondamental de la
résistance aux métaux lourds. Chez les végétaumtregqugroupes principaux de ligands

intracellulaires ont été caractérisés :

» Les métallothionéines (MT)sont des protéines largement distribuées dansiheenvivant.
On les rencontre chez de nombreux procaryotesest kehplupart des eucaryotes. Ces
protéines sont caractérisées par leur richessat@ns métalliques (essentiellement Cu
et/ou Zn) et par leur forte proportion de résidysté&nes (environ 30 %). Elles se
distinguent aussi par leur faible masse molécul@ra 8 kDa et 60 a 75 acides aminés)
et par I'absence de résidus aromatiques. Bien gues Iséquences en acides aminés
soient trés variables d’'un organisme a un autreseinblerait que la structure
tridimensionnelle soit bien conservée. Selon lagdeéd actuellement disponibles, la
plupart des MT présentent deux domaines globulaigtincts, dépourvus de structure
secondaire et reliés entre eux par une courte séguie transition ; chaqgue domaine est
responsable de la fixation de plusieurs cationsaligies divalents ou monovalents. Le
réle précis des MT dans la réponse aux métaux $oesl encore débattu, mais de
nombreuses observations ont montré qu’elles pantatre impliquées dans certains
mécanismes de tolérance, notamment vis-a-vis dunicad et du cuivre. Chez
Arabidopsis thaliangar exemple, il a été démontré que la présenceiigee stimule la
biosynthese de MT et que la variation écotypiquéadelérance a ce métal est corrélée
au taux de transcription des genes MT (Murphy amdlz, T1995). En fait, il est
aujourd’hui bien établi que la surexpression deegéMT, dans des organismes aussi
variés que des cyanobactéries, des levures, degeselle mammiféres ou des plantes
(Misra and Genamu, 1989), peut s’accompagner dauggnentation de la tolérance a
certains métaux lourds (Cu, Zn et Cd). Des travdiingénierie moléculaire, visant a
modifier les capacités de chélation (affinité etaficité) des MT, sont actuellement en
cours. Cependant, il faut souligner que la syntlies®IT ne constitue probablement pas
une réponse spécifique ; en effet, ces protéing@scgimulent également en réponse a
d’autres stress (chocs thermiques par ex.) ou Befist de facteurs telles que des
hormones et des cytokines. Ainsi, la présence msille des métallothionéines dans le

44



Chap. Il - Tolérance aux métaux lourds chez lesgétaux

monde vivant (chez les organismes sensibles corerles résistants) et leur synthése
dans des situations variées, suggérent que cesmstseraient plutét impliquées dans
le contrb6le général de 'lhoméostasie cellulair@a@t dans les réponses spécifiques aux
métaux lourds. A ce propos, on peut remarquer gsehiyperaccumulateurs étudiés

jusqu’a présent ne semblent pas se distingueeparichesse en MT.

* Les phytochélatines (PC)eprésentent le deuxieme groupe de chélateursatinkaires,
uniquement rencontrés dans le regne végétal. Deenpeptidique, ces molécules sont
classées dans une petite famille apparentée aux avdc lesquelles elles partagent
d’assez nettes similarités de structure et de i@mctelles sont tres riches en Cys
[formule générale (Glu-Cys)n-Gly (avec n = 2 a Jdt)]eur synthese est stimulée par la
présence de métaux lourds (Cd, Cu, Zn, etc...). Uffé&rehce essentielle avec les autres
MT réside dans l'origine biosynthétigue des POesehe sont pas directement codées
par le génome mais sont synthétisées par une gtgladme synthase, a partir d’'un
tripeptide précurseur, le glutathion (Glu-Cys-GIBjen que les PCs soient clairement
impliquées dans la liaison des métaux intracelleil'activité PC synthase semble
constitutive chez la plupart des plantes. En eféstgcotypes tolérants ne présentent pas
de concentrations accrues en PC (De Knesthtal, 1992); il est donc difficile
d’attribuer la tolérance des phytoextracteurs mdgua la présence de phytochélatines.
Néanmoins, Zhtet al. (1999) ont montré, a partir de clones transformé8rassica
junceae que la surexpression des génes intervenant @garsynthése du glutathion
conduit a une augmentation de la tolérance au cadmia une augmentation du pool de
phytochélatines. La stimulation des voies conduisarx PC représente donc, comme
pour les MT, une stratégie de transgenése potiemtieht efficace pour I'amélioration
des phytoextracteurs.

» Les acides organiqueseprésentent un autre groupe de chélateurs matuselus cette
dénomination sont classées des molécules divestesjue des acides dicarboxyliques
(acides fumarique, malique, oxalique) ou des actdearboxyliques (comme l'acide
citrique). Toutes ces petites molécules sont cla@r@ impliquées dans les phénomenes
d’accumulation. On observe souvent une stimulatienleur synthese en présence de
métaux lourds, ce qui laisse penser qu’elles assueetransport xylémien des ions
métalliques depuis les racines vers les partieera@s de la plante. De plus, des

observations récentes ont clairement montré quejans dans certains cas, des acides
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organiques pourraient étre directement impliquéssdas mécanismes de tolérance.
Ainsi, les capacités d’hyperaccumulation et destésce de certaines variétés de blé
noir (Fagopyrum esculentunvis-a-vis de I'aluminium sont directement dépentda de

la synthése d’acide oxalique (M#aal, 1997). De méme, une synthese accrue de malate
a été observée chez une population tolérantEedéuca rubrase développant sur des
dépbts riches en Cu et Zn, par rapport a une ptpulaensible provenant d’'une prairie
(Harrington et al, 1996). Ces deux exemples suggérent donc quelésamnce aux
meétaux chez quelgues métallophytes hyperaccunudatriserait acquise par une
synthese spécifique de petites molécules organiquésrtes capacités de chélation.
Néanmoins, les données dans ce domaine sont etroprdragmentaires pour étre

généralisées a 'ensemble des métallophytes.

* Les acides aminédibres, comme la proline, l'histidine et la cystgj s’accumulent lors
d’un stress métallique et pourraient étre eux anggliqués dans la chélation de divers
métaux lourds, notamment du zinc et du nickel BetalLebrun, 1999 ; Bert, 2000).
C’est ainsi que I'accumulation et la tolérance &kel dans le genr@lyssumsemblent
principalement dues a une synthése accrue d’'histigirameret al, 1996).

[11.2.3.2 La compartimentation

Une des hypotheses les plus fréquentes pouvaritjggple phénomene de tolérance serait
attribuée a la compartimentation accrue des mékawnds sous forme ionique dans la vacuole,
grace a plusieurs familles de transporteurs progsigPar exemple, un transporteur tonoplastique
appartenant a la famille des protéines GTP a ét#iite chez un écotype @&ilene vulgarigolérant
au zinc. Le transport de zinc sous forme ioniquesdies vacuoles dépend de la présence de
magnésium et de GTP et permet la détoxication i @us rapidement que chez I'écotype sensible
(Chardonnenst al, 1999).

ChezRauvolfia serpentinde cadmium forme, avec les phytochélatines, desptexes de
faible masse moléculaire (Low Molecular Weight (LNIWQqui s’agregent les uns aux autres par
des pont sulfures pour former des complexes deemasteculaire élevée (High Molecular Weight
(HMW)). Les HMW pourraient alors étre transporté@s pn complexe protéique spécifiqgue dans la
vacuole. Le pH vacuolaire provoquerait alors lasadésation du complexe, et les ions seraient pris
en charge par les acides organiques présentsuelle malate, le citrate ou encore I'oxalate (Bani
di Toppi and Gabbriella, 1999).
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[11.2.4 Autres systemes de défense au stress métigllie

D’autres mécanismes agissant contre les effetstesfales métaux lourds peuvent étre mis

en ceuvre chez les plantes :

* Des transporteurs membranaires de type pompe ATPasique, spécifigues du cadmium
seraient présents chéz thalianaet réaliseraient un efflux actif des ions métakig a

I'extérieur des cellules (Briat et Lebrun, 1999).

» L’accumulation des métaux dans les feuilles agégaste avant leur abscission diminuerait
ainsi les concentrations métalliques dans la pldfttegénéral, la concentration dans les
feuilles augmente avec I'age. ChAmmeria maritimasubsp.halleri, dans les feuilles
marron (les plus agées), les concentrations erC@uzZn et Pb sont 3 a 8 fois celles des
jeunes feuilles (Dahmani-Muller, 1999). Cette olsagon suggere un transport interne
depuis des feuilles vertes, encore actives d’'umtpdé vue photosynthétique, vers les
feuilles qui sont sur le point de tomber, préservaimsi la photosynthese tout en
détoxiquant la plante. Une accumulation de Cd aég@lement observée dans les

trichomes de plusieurs espéeces (8aél, 1995).

* Les protéines de choc thermique (Hsp)déja réputées pour leur implication dans le stres
lié a un choc thermique, seraient également resybers de la tolérance aux métaux
toxiques. En effet, des stress trés variés, ayardcoenmun de dénaturer les protéines
(stress protéotoxique), sont capables d'induire céponse de type « choc thermique ».
L'induction des HSP par le stress protéotoxiquempera la cellule de réparer les
dommages protéiques ainsi occasionnés par regehtlmh des agrégats, renaturation
des polypeptides ou, si cela est impossible, pag#igement des protéines dénaturées
vers les voies de dégradation. Ainsi, les résutibtenus sur des cellules de tomate ont
établi que I'action d'pD, induisait la synthése de protéines de choc theren{Banzeet
al., 1998). De la méme facon, dans les celluleky@®persicon peruvianumxposées a
1 mM de cadmium, des quantités significatives dfilspnt été relevées au niveau du
plasmalemme, de la membrane mitochondriale ettiltuhém endoplasmique, sieges de
multiples dégats du stress oxydant provoqué pamésux lourds (Neumanet al,
1994).
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* La biosynthése d’éthylenedans les racines et les feuilles est provoquéecpaains
meétaux, comme le cadmium. L’éthylene serait alors messager stimulant la
lignification capable de limiter les flux de métadans les systémes vasculaires et
accélérant la réponse anti-oxydante par inductien’attivité ascorbate peroxydase,

ainsi que la synthese de métallothionéines (Sdnitappi and Gabbrielli, 1999).
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Soil characteristics, heavy metal availability anégetation recovery at a former

metallurgical landfill: implications in risk assesaent and site restoration
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Article publié dans la revue Environmental Pollatik87 (2005) 316-323

V.1 ABSTRACT

Pedological and botanical characteristics of a tarmetallurgical landfill were examined
to assess the risks of heavy metals mobility andviduate remediation feasibility. In addition to
very high heavy metals levels (Cu, Cr, Mn, Ni, Bb), the soil was characterized by a lack of clear
horizonation, a relatively high pH, a high mineaald organic carbon contents, a low nitrogen level
and a high C/N ratio. A two steps sequential exiwacshowed that heavy metals were poorly labile
(i.e. not soluble in diluted Cag)l indicating that their leaching under natural ditons was
probably very low. However extraction with DTPA @eated significant amounts of metals
(mainly Pb and Cu), suggesting they were potegtiabbilisable. A botanical survey of the area
showed a biodiverse plant community (28 species BEhdamilies), with no obvious toxicity
symptoms. Measurements of metal contents in dorhispecies confirmed that they were closely
similar to those reported for species growing ipalluted environments. Consequently, for an
effective site restoration, indigenous speciesadea well suited to cope with local conditions in a
phytostabilization strategy.

V.2 INTRODUCTION

Since the mid-nineteenth century, the growing @gtiof steel and iron smelting factories
in industrialized nations generated large amourftsfoandry wastes, which were generally
deposited on or close to the sites of productidthduigh these wastes contain high levels of heavy
metals €.9.PDb, Cr, Ni, Zn, Cu) most of the former metalluaditailing dumps, which may extend

over several hectares, are now abandoned withouticydar safety measures and their
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environmental impact has been poorly studied. Gunesetly, because the potential hazards of these
highly polluted sites are still largely unknownjgtvery difficult to propose remediation technigue

or new occupation plans.

To our knowledge, in Europe, only two sites froranirand steel factories have been
extensively examined both for their heavy metalsteot and speciation, and for their pedological
characteristics. One was localized in northeastdagVendittiet al, 2000 a and b) and the other in
southern Italy (Buondonnet al, 1998; Adamcet al. 2002). These soils were indeed characterized
by a very high heavy metal contamination, but thedweation of the potential mobility of pollutants
gave contradictory results. For instance, usinge@uential extraction procedure Vendit al.
(2000 a) showed a preferential association of metath carbonates, Fe-Mn oxides, and organic
matter, suggesting a possible risk of leaching sh@rt to medium term; on the contrary, when they
used scanning electron microscopy coupled with ggnealispersive X-ray micro-analysis they
showed (Vendittiet al. 2000 b) that carbonates and oxides contained lmwuats of metals,
suggesting a low metal availability. In anotherecasudy, Adamcet al. (2002) showed that a
significant amount of Zn was associated with thiitde, exchangeable and carbonate fractions,
while other heavy metalse(g. Cr, Pb, Ni) were mostly associated with the residonineral
components. This indicated that, although metalot@hzation could not be excluded, the risk of

leaching under natural conditions was probably venyand was element-dependent.

However an accurate risk assessment on contamitaatéfills should consider the risk of
vertical heavy metals transfer both to the grouradewand to the above ground vegetation. The
extend of such a transfer is closely dependentdtainconcentration and speciation, but also to soil
characteristics and to plant species (Welch, 18%ist, 1996). Consequently, in addition to
chemical extraction methods, the study of plant mamities in terms of species diversity, toxicity
symptoms and metal concentrations in above groissdids, should be performed to accurately
assess soil metal phytoavailability and ecotoxiclty fact, such an approach has been already
performed in a number of potentially hazardousssitecluding mine tailings (Cobét al, 2000;
Stoltz and Greger, 2002), municipal waste depo@@snmler et al, 2002) or industrially
contaminated soils (Dudket al, 1995; Dudkaet al, 1996). However, in previous studies about
soils from metallurgical sites, plant communitiesrevnot described and their heavy metal contents
were not analyzed. It is thus necessary to gettarbenowledge concerning both the properties of
soils made on wastes from iron and steel factorsesl the characteristics and behavior of

vegetation communities growing on these highlywttsd sites.
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Moreover, in addition to understanding factors gowey heavy metals vertical transfers,
identification and characterization of plant spsaapable to grow and survive on polluted area
could be very helpful to develop phytostabilizatimehnologies (Krameet al, 2000; Olson and
Fletcher, 2000). Indeed, due to technical and firdnconsiderations, removal of metallurgical
landfills for disposal in special sites is cleadwgrealistic. Therefore the only way to impede or
minimize heavy metals hazards is to control anbils&ta existing landfilling areas. In this respect,
restoration of an appropriate plant cover (Vangveltset al, 1995; Wong, 2003) could be an
effective alternative in treating metallurgical dditls, which could fulfill the dual objectives of

sustainable site reclamation and visual improveroéhighly degraded areas.

In the present paper we investigated the soil aedvegetation at a former metallurgical
landfill. Our objectives were to assess heavy mabédntial mobility and phytoavailability both by
chemical extraction procedures and vegetation aigland to identify and characterize plant

species, which could be used in a phytostabilinagivategy.

V.3 M ATERIAL AND METHOD

IV.3.1 Site description

The studied site (45°26’ N, 4°17’ E) was locatedriatiny, near the city of Saint-Etienne
(Loire, France). It was a former landfill used frahout 1916 to 1950, to deposit iron and steel
foundry wastes from a neighbouring metallurgicaltday. The entire landfill covered an area of
about 4.5 ha. Although the site has been partatiyavated, a large dump (approximately 21 m
long x 9 m wide x 4 m height) remained undisturlsette it was abandoned. This area, which
showed a well-developed vegetation cover with logks and herbaceous species, was studied in

the present work.

IV.3.2 Soil sampling and analysis

Because polluted sites have often a highly hetereges composition, a systematic
sampling was designed. The studied area was diwded transects (A, B and C) at 8 m intervals.
Soil samples (0-20 cm depth) were taken every natgrg each transect, resulting in 28 sampling
points. The samples were dried at 60 °C for 48idyesl to 2 mm and ground to pass a 250-um

mesh sieve.
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All physical and chemical soil properties descrilibdiow were determined according to
standard procedures published by the French Adsmti@r Normalization (AFNOR) in 1999. Soill
pH was measured in deionized water with a soil:ewaatio of 1:2 following NF ISO 10390
procedure (AFNOR, 1994). Total carbonates werernegted by measuring the CO2 release after
HCI treatment (NF ISO 10693, AFNOR, 1995). Orgaracbon was determined by sulfochromic
oxidation (NF ISO 14235, AFNOR, 1998). The catiotcleange capacity was measured after
exchange with a 36 mM ammonium oxalate solution ¥NB1-130, AFNOR, 1993). Total nitrogen
was measured by the Kjeldahl method (NF ISO 1126TOR, 1995). Particle size distribution
was determined by sieving and sedimentation (X @4-AFNOR, 1983).

Total major (P, K, Ca, Mg, Si, Al, Fe, Na and Mmdarace (Cr, Ni, Cu, Zn, Pb) elements
analysis were conducted by X-ray fluorescence speetry using a Philips PW 1410/20 apparatus
(Claude-Bernard University, Lyon-1). According tettwo International Proficiency Tests GeoPT-
1 and GeoPT-2, laboratory uncertainties are belmwanalytical errors expected for XRF analysis,
that is, less than 1 %, 1.5 % and 2 % for majomelds (above 60 %), near 10 % and near and
below 1 % respectively, and less than 5 %, 8 %140 for trace elements, near 1000, 100 and 10

ppm respectively.

The evaluation of heavy metals availability wasf@@ned using a two steps sequential
extraction procedure, as proposed by Matial. (2000). This procedure involved mixing 4 g soil
with 20 ml 0.01 M CaGl under agitation for 24 h at room temperaturesTist suspension was
centrifuged at 3,000 g for 15 min, and the supamtaivas collected for the analysis of the mobile
fraction. The residue was then rinsed two times witra pure water and resuspended in 20 ml of
0.005 M DTPA, 0.01 M CaGland 0.1 M TEA, pH 7.3, under continuous agitafimn24 h. After
centrifugation at 3,000 g for 15 min, the supernat@as removed and analyzed for the mobilisable

fraction.

Concentrations of heavy metals in various extracee measured by inductively coupled
optical emission spectrometry (ICP-OES) using anjdtvyon JY24 apparatus. Wavelengths were
chosen by “profile function” to give the highesnsgivity for each element, without interference
(Cd: 228.802 nm; Cr: 283.563 nm; Cu: 324.754 nm;281L..604 nm; Pb: 220.353 nm; Zn: 213.856
nm). Quantitative analyses were performed usingedion curves at appropriate concentration
ranges with certified PlasmaCal mono-elementanydsted solutions (SCP Sciences - Canada). All
calibration standards were prepared in the samexmated for the extracts. Limits of detection
were 0.06, 0.14, 0.27, 1.17, 2.05, 2.38 and 15.§1ufor Zn, Cd, Fe, Cr, Cu, Pb and Ni,
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respectively. To check the analytical precisiomd@nly chosen samples (about 20% of the total
number) were measured in triplicate. The relathamdard deviation was routinely between 1 and
8 %, and never higher than 10 %. During the ovgralcess of sample preparation and analysis,
special care was taken to minimize contaminants fair, glassware and reagents, which were all

of analytical grade.

IV.3.3 Vegetation study and plant analysis

Plant determination and sampling were made at tkdegnowing period (May 14th, 2003).
The vegetation cover was studied in 50 cm x 50 oadrants around each of the 28 soil sampling
points. Taxons were named according to Bock (2088gr identification with standard botanical
procedures. In each quadrate, the number of ingisdof each species and/or the percent coverage

estimates was recorded.

Metal accumulation in plant tissues was evaluatethfthe most abundant species. Plant
samples were thoroughly washed in tap water arsdirthree times with distilled water. Samples
were then separated into leaves, stems and rausl, @ 40 °C to constant weight and ground to
pass a 2 mm sieve. Digestion of plant samples ves®nmed using hot HN§) according to
Zarcinaset al. (1987). The concentration of metals in variousaots was measured by ICP-OES as

described above.

V.4 RESULTS

IV.4.1 Pedological characteristics and mineral comegsition of the soil

The first visible characteristic of the studied eamgas the unequal thickness of the A
horizon along each transect, and the lack of arizbw. As a general trend, the first 2 or 3 poiits
each transect had no, or a very thin (<0.5 cm) Azba, resulting in a hard and compact granish
gray soil (color code of moist sample: 7.5 G 54caading to Munsell chart) mainly composed of
blocks of more or less cemented parental matexgah consequence, the percents of particles with
diameter >2 mm in the surface soil (0-20 cm) wadlatively high, varying from about 30 % to
70 %. By contrast, the last points of each tranbect a clearly differentiated brownish gray A
horizon (moist color: 5.5 R 3/1), about 20 cm depitih a fine particular and earthy structure and
very few blocks of parental residual material (52 % of particles >2 mm); the underlying C
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horizon was dark reddish brown (moist color: 10RMth a coarse particular structure and

numerous spoil fragments.

Pedological analysis of the different samples wedormed with the <2 mm fractions.
The patrticle size distribution in all these sub-pben corresponded to a sandy texture (Table 4.1).
The overall area was characterized (Table 4.2)rbglkaline pH (7.7 to 9.6), which was closely
correlated (R = 0.94) to a high carbonate content (3.7 to 19.IB6}al organic carbon was also
relatively high (5.7 to 10.0%) while total nitrogevas uniformly low (0.1 to 0.2%), resulting in
high C/N ratios (39.9 to 92.7). The cation exchacaeacity ranged from 11.3 to 20.6 cinlog™.

Table 4.1: Particle size distribution (%) of th&rmm soil fraction along the three transects of the
studied area

Coarse sand  Fine sand Coarse lime  Fine lime Clay
Transect Texture
(2-0.2mm) (200-50 pm) (50 —-20um) (20—2 pm) (<2um)
A 55.3-65.4 19.6 - 31.9 3.3-5.3 52-7.0 290~ sandy
B 41.8-72.9 12.5-39.9 40-5.8 7.4-8.2 A2~ sandy
C 46.2 — 66.4 19.5-35.9 41-6.1 6.4 —8.3 B®- sandy

Table 4.2: Main physico-chemical characteristicthefstudied soil samples

Transect Sample pH @) CaCQ (%) Organic C (%) C/N CEC (cmiokg?)

1 7.8C 6.2 8.7 58.€ 14.¢
2 8.16 8.2 8.9 56.4 18.9
3 7.82 3.8 8.0 59.9 11.7
4 8.00 4.7 7. 59.9 11.3
5 7.90 4.1 8.9 51.1 12.4
A 6 7.83 3.8 8.4 453 13.8
7 7.90 4.0 7.3 443 14.4
8 7.84 4.4 10.0 54.2 13.6
9 7.83 3.8 8.6 51.5 13.7
10 7.70 3.9 8.1 36.7 15.6
11 7.83 4.0 8.4 53.5 16.0
1 8.34 8.4 9.0 70.1 14.9
2 9.61 19.1 6.2 92.7 20.6
3 8.09 8.2 7.3 58.2 13.4
4 7.90 4.3 8.7 41.6 15.7
B 5 8.04 5.8 9.2 43.8 14.0
6 7.91 5.5 8.9 51.8 14.9
7 8.13 6.1 9.0 58.6 14.0
8 7.74 5.8 8.0 55.5 15.7
9 7.69 5.0 8.4 48.5 14.8
10 7.88 6.0 8.2 48.3 15.3
1 8.45 11.8 6.8 80.9 14.7
2 8.53 12.1 5.7 73.3 12.7
3 8.10 5.8 8.1 40.0 15.4
C 4 7.88 4.4 7.4 43.8 14.3
5 8.13 7.0 8.3 42.2 15.9
6 8.01 6.5 8.5 46.5 15.9
7 7.80 5.7 8.9 40.9 16.6
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The bulk concentrations in major elements were addatively similar in the different
samples except for the B2 point, which was loweKjrSi and Fe, but higher in Ca (Table 4.3).

Also, a few points such as B1 and B3 had respdgthigh Mn or Al concentrations.

Table 4.3: Concentrations (g Kgof major elements in the studied soil
samples

Transect Sample P K Ca Mg Si Al Fe Na Mn

1 0t 84 44: 7.2 245% 47¢€ 741 3C 4.€
2 05 84 59.3 96 2324 48.7 643 3.0 7.0
3 0.5 7.7 27.9 6.6 2740 48.7 720 22 3.9
4 0.5 7.0 32.2 6.6 2871 450 664 2.2 4.6
5 04 84 27.2 6.6 2838 439 601 22 3.1
A 6 04 7.0 25.7 6.0 288.0 445 636 2.2 3.1
7 0.6 7.7 27.2 6.6 2843 450 67.1 3.7 3.9
8 04 7.0 27.9 6.6 280.1 450 629 22 3.1
9 04 7.0 23.6 6.0 2847 439 573 22 3.1
10 04 7.0 25.7 6.6 286.1 450 56.6 2.2 3.1
11 04 7.0 25.7 6.0 2904 445 594 22 3.1
1 05 84 68.6 121 2198 514 636 22 11.6*
2 0.3 4.9 138.0r 109 178.1* 48.2 34.3* 2.2 3.1
3 06 91 55,8 139 301.6 54.579.0 3.0 54
4 05 84 31.5 7.2 2674 498 587 3.0 3.9
B 5 04 7.0 34.3 7.8 266.0 434 69.2 22 3.1
6 0.5 7.0 39.3 78 266.0 455 657 22 3.9
7 04 7.7 38.6 78 2684 46.1 629 22 3.9
8 0.6 7.7 39.3 78 2712 46.1 664 3.0 46
9 04 7.0 30.7 72 2763 450 573 3.0 3.1
10 05 70 35.0 78 2674 445 622 22 3.1
1 04 6.3 77.9 9.0 2324 471 608 2.2 3.9
2 0.5 7.0 62.2 13.9 2469 450 650 3.0 7.0
3 0.6 7.0 39.3 84 2576 450 706 3.0 3.9
C 4 0.5 7.7 30.0 6.6 2773 471 67.1 3.7 3.1
5 0.5 7.0 47.2 9.0 2543 439 678 22 4.6
6 04 7.0 42.9 8.4 2539 445 692 22 4.6
7 04 7.0 41.5 84 2543 450 594 22 3.9

* Grubb’s test, significant outlier at p = 0.05
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IV.4.2 Heavy metal content and availability

The most obvious feature of the studied area vgasigh level of contamination by various
heavy metals (Table 4.4). This polymetallic potatiwas mostly due to Cr, Pb and Ni, whose
concentration median values were respectively 1886&g*, 835 mg kg and 308 mg kg, but Zn
and Cu were also detected in relatively high leyaspectively 302 mg kgand 183 mg kg for
median values). As a general rule, the repartiibheavy metals was homogenous on the overall
area with the exception of a few points, such asB2land C1, which showed a Pb concentration

about 2 to10 fold higher than in the other samples.

Table 4.4: Heavy metals concentrations (mg)kg the studied soil samples

Transect Sample Cr Ni Cu Zn Pb

1 122¢ 321 29z 640* 8640°
2 2286 207 238 545* 1081
3 1407 291 221 303 928
4 1645 290 198 308 933
5 1310 297 170 304 719

A 6 1345 319 178 316 823
7 1315 311 183 355 813
8 1465 361 180 301 897
9 1058 291 169 299 706
10 1200 297 178 294 773
11 1213 317 183 277 753
1 1947 190 304 291 1525*
2 1367 80* 259 245 7641*
3 2331 288 174 334 660
4 1364 290 165 302 804

B 5 1426 416 197 300 712
6 1639 316 184 298 831
7 1840 305 180 307 784
8 1914 345 255 330 972
9 1317 326 177 286 731
10 1518 305 172 284 745
1 1554 249 175 257 3960*
2 2488 243 178 280 990
3 1754 367 195 288 925

C 4 1809 402 160 268 680
5 1805 334 204 335 848
6 1666 347 220 410 1457*
7 1727 320 196 321 841

* Grubb’s test, significant outlier at p = 0.05
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Heavy metal potential availability was assesseth Wie two steps procedure proposed by
Maiz et al. (2000). This method yields two agueous solutiomkich are assumed to contain
respectively the “mobile” and “mobilisable” fractis of metals. Data were expressed as
percentages of the different fractions with respecdhe total amount in the soil. Results (Tabk) 4.
showed that metals were virtually insoluble in flist extraction solution. Indeed, whatever the
metal considered, the mobile fraction was almostaédgo zero (< 0.15 %). However, the
“mobilisable” fraction contained much higher meatahcentrations, indicating that metals were not
wholly insoluble. More precisely, metal potentiablility was clearly element-dependent: in the
soil we studied, Pb was the most labile metal (uBg % of total content found in the mobilisable

fraction), while Cr was almost insoluble (< 0.0048&and in the mobilisable fraction).

Table 4.5: Heavy metal potential availability (esgsed in percent of the
total metal content standard deviation) in the studied area. Eachevalu
represents the arithmetic mean of the 28 samplingte

Metal mobile (%+ SD) mobilisable (%& SD)
Cr 0.0014+ 0.0005 0.002% 0.0014
Ni 0.053+ 0.081 1.8% 0.80
Zn 0.013+ 0.026 2.74: 0.82
Cu 0.136+ 0.051 5.4% 191
Pb 0.008+ 0.007 23.94 9.88
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IV.4.3 Plant communities and heavy metal phytoaccumlation

Botanical examination of the studied area resuite@8 species and 11 families (Table
4.6). Most of these species were perennial forli$ gnasses belonging to thsteraceaeand
Poaceae There were also a few trees, particularly a welteloped black locustsRbinia
pseudoacacipcommunity. Despite this taxonomic diversity, tregetation cover was not uniform
and, inside each quadrant, the covered groundcgyrfiae number of taxa and the type of dominant
species were rather variable. In fact, on a bo#driasis, the studied area was clearly divided into
two distinct zones: the first one covered the 8 fost points of each transect and was chara&eériz
by a more or less important vegetation (from 5 %Q0 % of ground cover), mainly dominated by
Canadian bluegrasPdacompressp orchardgrasdactylisglomeratg and lemon thymeTlhymus
pulegioide$. The second zone corresponded to the rest cittliked area and was characterized by

a dense vegetation cover (close to 100 % grounérrowainly dominated by black locust and

wheatgrassElytrigia campestris

Table 4.6: Taxonomical survey of the vegetatiothefstudy area

Family Species Life-form
Apiaceae Daucus carota Biennial forb
Asteraceae Achillea millefoliuin Perennial forb

Artemisia campestrik. Perennial forb
Chondrilla junced.. Biennial forb
Crepis foetidd.. Annual forb
Hieracium pilosella.. Perennial forb
Taraxacum sp. Perennial forb
Tragopogon dubiuScop. Perennial forb
Caryophylaceae Arenaria serpyllifolia Annual forb
Cerastium glomeraturmhuill. Annual forb
Cornaceae Cornus sanguinka Tree
Fabaceae Medicago lupulifa Biennial forb
Melilotus albusMedik. Biennial forb
Robinia pseudoacacia Tree
Hypericaceae Hypericum perforatum Perennial forb
Lamiaceae Thymus pulegioides Perennial forb
Plantaginaceae Plantago lanceoldta Perennial forb
Poaceae Agrostis stolonifeta Perennial grass
Arrenatherum elatiugl.) P. Beauv. ex J.Presl. & C. Presl.Perennial grass
Dactylis glomeratd.. Perennial grass
Elytrigia campestrigGodr. & Gren.) Kerg. ex Car. Perennial grass
Festuca ovina.. Perennial grass
Poa compressh. Perennial grass
Poa pratensit. Perennial grass
Vulpia ciliataDumort. Annual grass
Rosaceae Rosa caniha Shrub
Sanguisorba mina®cop. Perennial forb
Scrophulariaceae Veronica arvensis Annual forb

62



Chap. IV - Etude pédologique et environnementaled’crassier métallurgique

Heavy metal accumulation by the site’'s vegetatioms vehecked by measuring metal
concentrations in leaves and roots (when possfob@) the 7 dominant species taken in various
quadrants. Results are shown in Table 4.7. In leahe average metal contents were 33.5 mg kg
for Zn, 9.5 mg kg for Cu, 4.0 mg kg for Ni, 2.7 mg kg for Pb, and 1.1 mg Kgfor Cr. As a
general trend, root metal concentrations were #lighigher for all metals but Zn, with a mean of
31.8 mg kg for Zn, 12.7 mg kg for Cu, 5.4 mg kg for Ni, 5.1 mg kg for Pb, and 2.0 mg Kgfor
Cr. However, differences between roots and leavetintontents were not significant (Mann &
Whithney test, p > 0.05 regardless of the conslenetal). This indicates that, in this plant
community, metal concentrations were in equilibribetween roots and leaves. Consequently, leaf
metal contents were a good reflection of the abtumtcumulated metals in rootse. of metal
phytoavailability.

Table 4.7 Heavy metal concentrations in leavesrants from dominant species taken at different
points of the study area

Metal content in leaves (mg Ry Metal content in roots (mg K

Specied Localization
Cu Zn Pb Ni Cr Cu Zn Pb Ni Cr
A. millefoliun Al 56 11: 12 1.2 11 64 9.8 4& 31 #C¢C
A2 58 103 18 12 #0 57 87 44 15 11
B4 72 283 26 38 06 ND ND ND ND ND
B8 101 312 33 25 08 ND ND ND ND ND
C3 128 275 16 26 05 ND ND ND ND ND
C. juncea Al 241 66 14.6 8 45 30.1 764 34 60 1.2
A3 95 607 11 41 10 ND ND ND ND ND
A5 139 639 13 24 07 ND ND ND ND ND
B10 21.3 559 12 74 15 286 518 114 249 57
D. glomerata C5 44 145 19 17 08 ND ND ND ND ND
E. campestris A4 65 253 18 14 12 110 449 58 36 27
A6 53 204 25 16 16 83 333 44 30 15
All 45 182 12 14 15 52 173 17 15 1.6
B5 55 195 09 10 11 ND ND ND ND ND
B9 44 155 12 11 15 ND ND ND ND ND
C4 40 179 14 14 19 ND ND ND ND ND
C5 51 125 12 11 #0 45 198 11 11 1.0
H. pilosella A2 84 235 40 28 #0 143 246 9.2 36 29
C4 19.0 429 46 40 13 ND ND ND ND ND
C5 103 356 46 34 13 ND ND ND ND ND
R. pseudoacacia A4 76 304 09 68 #0 ND ND ND ND ND
B4 114 674 04 141 03 ND ND ND ND ND
C7 155 67.6 06 194 0.7 ND ND ND ND ND
T. pulegioides A2 73 315 52 26 14 ND ND ND ND ND
C3 80 386 76 33 21 ND ND ND ND ND

a See Table 4.6 for full name
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However our results also suggest that, indepengehthe soil metal content, the different
plant species present on the site had varyingtigsilto take up and accumulate metals (Kruskall-
Wallis test, using leaves data and excludingylomerataandT. pulegioidedecause of the lack of
replicates, p < 0.05; except for Cr, p = 0.09). irstance inC. junceathe Zn, Cu and Ni contents

were 3 to 5 times higher thanfh campestriswhatever the soil metal content.

V.5 DISCUSSION

In the present study we analyzed a highly distudmeldat a former landfill used for several
decades by an iron and steel plant and abandonee about fifty years. The most obvious feature
of this soil formed by human activities, was thegance of relatively high levels of heavy metals
such as chromium (>1000 mg kand up to 2500 mg K9, nickel (>80 mg kg and up to
420 mg kg, copper (>150 mg kfand up to 300 mg kg, lead (>650 mg K§ and up to
8600 g kg'), manganese (>3000 mg fand up to 11600 mg Ky and, in a lesser extend, zinc
(>240 mg kg and up to 640 mg KY. These metal concentrations were largely abowseth
measured in natural unpolluted French soils (Bai2800), confirming a very important
polymetallic pollution. Other characteristic feasrr of the studied site were a lack of clear
horizonation, a sandy texture, an alkaline pH (?),7a high carbonate content, a relatively high
level of organic carbon and a very low nitrogenteant resulting in an unusually high C/N value.
Although the reason of such a high C/N ratio isle&g this could be due to the presence of coke
remains and/or hydrocarbon contaminants; this atadd suggest poor humification of organic
matter, which might be due to low or disturbed soitrobial activity. Interestingly these general
characteristics concerning both elemental and otembmposition were also noticed (Buondonno
et al, 1998; Vendittiet al. 2000 a) for other soils of comparable origin. hdey to define a clear
taxonomic classification for these unusual anthggmic soils, Buondonnet al. (1998) proposed
to include them in the order of Entisols and to@dbe foundric subgroup, as a new class of the

Xerorthent great group.

In fact, in a few countries regulatory levels camogg soil contamination with heavy
metals have yet been established. In Europe faanos, the Dutch guideline proposes a simple
formula to calculate the “intervention value” (Netlands Government Gazette, 2000), that is the
maximum tolerable concentration above which renteiais required. For the soil we studied,

which had an average of 4% clay and 8% organicendttese trigger values should be 387 m{ kg
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for Pb, 380 mg kg for Zn, 220 mg kg for Cr, 117 mg kg for Cu and 84 mg k§for Ni. Thus,
according to the Dutch regulation the site preskmmethis study has to be considered as highly

polluted and should be cleaned up.

However, in France and in other European counthiesegulation is slightly different and
remediation works are only carried out when attges a risk for human health, water resources or
other known targets. Consequently according todbigeral guideline, an accurate risk assessment
must be performed in a case by case approach takimgccount not only total concentrations of

heavy metals but also their actual mobility.

In our study we used the two step protocol of Mdial. (2000) to evaluate the most labile
forms of heavy metals; using this method we shotted the mobile fractions (extracted with
CaCb) were insignificant while the mobilisable fract®r{extracted with DTPA) were largely
element-dependent (from about 24 % of total confi@nPb to about 2 % for Ni, and almost O for
Cr). Using a slightly different extraction protocMenditti et al. (2000 a) also showed that heavy
metals of a siderurgical soil were poorly solulsienater when pH was kept between 6.6 and 7.6;
however when they used acidic water (pH 4.5) thietaioed an immediate leaching of Cr(VI)
whose concentration exceeded the French regulatiocerning land filling criteria. Finally, using a
third extraction procedure (16 h shaking in 0.1 détec acid), Adamet al. (2002) showed that no
Cr, Ni, Pb and Cu were present in soluble and exgbable forms; however they found a

significant amount of Zn (>20 % of total contemt)the extraction solution.

Thus, although various leaching experiments may teahe release of different elements,
it can be concluded that solubilization of heavytatefrom foundric soils is very low under normal
neutral conditions but could occur in the presentechelating agents or after acidification.
However because foundric soils are characterizedrbglkaline pH and a high carbonate content,
they have a strong buffering capacity and it isyvenlikely that, under natural conditions, a
significant acidification can be achieved. Consediye although these soils contain very high
levels of potentially toxic heavy metals, contanmtsacan be considered as quite insoluble and their
leaching toward ground water due to rainfalls sably very low.

However, even though metals from foundric soils po®rly leachable, their vertical
transfer to above ground vegetation cannot be raldd Indeed it is well known that plants can
modify metal solubility (McLaughliret al, 2000; Geet al, 2000), notably through exudates release
and/or modification of soil microbial activity. Ceequently, results of sequential extraction
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procedures are not inevitably correlated with teeels of heavy metals actually accumulated in
plants. Thus determination of metal phytoavail&pibhould be considered in an accurate risk

assessment strategy.

In the present study plant metal content variesvéeh species but, whatever the analyzed
metal, the highest accumulation levels were medsuarskeleton weed, which showed a maximum
of 4.5 mg kg Cr, 8.0 mg kg Ni, 14.6 mg kg Pb, 24.1 mg k§ Cu and 66.0 mg kfyZn in aerial
parts. However, a comparison of these values wiibwk (Kabatias-Pendias and Pendias, 1992;
Markert, 1993; Harada and Hatanaka, 2000) backgrdewrels of trace elements in plants growing
in natural environments, indicates that skeletoedviead quite normal foliar concentrations for Cu
and Zn, while Pb, Ni and Cr were just slightly abavormal levels. In all the other analyzed
species, leaf metal concentrations were not hitrer normal background levels, except for black
locust, which was slightly higher in Ni. Thus itrche assumed that metals present in our foundric
soil are poorly phytoavailable and that their tfanso above ground plant parts doesn't represent a

major route of scattering.

Nonetheless, demonstrating that heavy metals atbendeachable nor phytoavailable
doesn’'t mean that pollutants are immobilized andepno hazard for environment and human
health. Indeed the possibility remains of horizbrgpreading of metal-rich particles due to
mechanical erosion and human activities. In thee aasmetallurgical landfills, because proper
reclamation is technically and economically unsgadj erosion control could be efficiently
achieved by phytostabilization (Wong, 2008k. establishing an overall and self-sustainable
vegetation cover. In this respect, plant specids &b grow on metallurgical soil without metal
accumulation should be used. Thus, characterizaod cultivation of indigenous plant
communities could be an efficient and time-savipgraach to establish a “green cover”, made of

species well suited to cope with local conditiansa ecologically-sound phytostabilization system.
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Natural vegetation recovery on three metallurgioabste deposits: suitability of
plants as bioindicators of heavy metal pollution @iheir potential use in

phytorestoration strategies

E. Remon, B. Cornier, J. Joly, J-L. BouchardonF&ure

Article soumis dans la revue The Science of thallBhvironment

V.1 ABSTRACT

Natural spontaneous vegetation on three formerllegeal foundry waste landfills was
studied in order to assess the suitability of @antbioindication and phytorestoration strategfes.
comprehensive botanical survey complemented byyepbciological approach was performed and
heavy metal concentrations in some representatipeciss were analysed. Considering
measurements of ammonium acetate-EDTA extractabtgidns, using a standardized procedure,
metals were highly “phytoavailable”, particularlprf Cu and Pb, whereas mean leaf metal
accumulations in native vegetation were no moreomamt than a reference plant growing in
uncontaminated environments, except for Ni. Thugan be concluded that, in opposition with
chemical estimation, metal phytoavailability waw Idespite very high total levels. Although poor
phytoavailable metal levels were demonstrated, llnegécal waste deposits had clearly an impact
on the structure of plant communities. Phytosogmal relevés performed on the metallurgical
sites evidenced four quite unusual well-marked maggetation group whose three of them had
never been described. These associations can Isefal ool for designing plant communities
adapted to metalliferous wastes. Consequently, thegetation can be very effective in
phytostabilisation strategies and sustainable taadagement.

V.2 INTRODUCTION

Since the industrial revolution, metallurgical isthies have been a major source of heavy

metals input into the environment (Alloway, 1995adeed, beside emissions of fumes and dusts
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contaminating surrounding areas, the productiosteéls and alloys is generating large amounts of
foundry wastes containing high levels of toxic neténtil recent years, metallurgical wastes were
simply disposed of into vast open landfills whicfiea extended over several hectares. Today,
regulation in most European countries does notivallaste disposal into open areas and many
ancient landfills have been abandoned. With tinteesé foundry waste deposits have been
colonized by a number of plant species, resultmghie progressive formation of metalliferous
topsoil (Buondonneet al, 1998; Remoret al, 2005), enriched in various heavy metals. Despite
restoration of plant cover, such brownfield sites potential sources of pollution toward local
environment; it is thus necessary to accuratelgssstheir risks and to propose adapted reclamation
methods. In this respect, plants could have a greatest both as indicators of the hazard of
contaminated soils (Franzle, 2006), and as effigieclamation tools (Tordo#t al, 2000).

The main issue to be addressed when studying mpelaited sites is to know whether
contaminants pose a risk to human hedlth, are the pollutants can be transferred to the food
chain? This question is however very difficult tusaver, because heavy metal mobility depends on
multiple factors (Alloway, 1995b), such as the tygfemetals, their concentration, and the soil’s
parameters (pH, redox potential, level of organatter...). During the last two decades, a number
of chemical extraction methods (Mc Laughéihal, 2000) have been developed for assessing metal
potential mobility. Basically, these methods arengiamore or less strong extractants, either in a
single step protocol (Beckett, 1989; Houdtaal, 1990) or in a sequential fractionation procedure
(Teissieret al, 1979; Quevaullieet al, 1997). However, although these approaches haught
important data about factors governing metal im@oas with soil particles, extractable metals
rarely correlate with bioavailability (Mc Laughliet al, 2000), i.e. metal fraction actually
interacting with living organisms. Consequentlyewthcal extraction procedures seldom permit
predictions about the biological accumulation oftai®e and the development of complementary
methods to evaluate metal bioavailability remaiesessary. In this perspective, measurement of
metal concentration in above-ground parts of seteplants could be an interesting alternative. In
fact, some species have yet been proposed astmdicd soil pollutionge.g Dandelion (Kuleff and
Djingova, 1984), Sheperd’s purse (Aksey al, 1999) or White poplar (Madejoet al, 2004).
However the usefulness and accuracy of plants @asradation indicators is still debated (Mertens

et al, 2005) and needs further investigations in varioeld situations.

The second question regarding polluted soils i&now whether contaminants have an

impact on local ecosystem. In this respect it i@l that studying plant communities living in the
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polluted environment could be very helpful. In fatis known since a long time that the presence
or absence of certain species or plant associati®nagin-Blanquet, 1964) can be good indicator of
edaphic constraints, as high metal levels (Brod®83). In Western Europe, some authors have
described the vegetation of natural metalliferoogssresulting from the mineralization of near-
surface ore bodie®.g “calamine” soils in Belgium and Germany, and f@stine” outcrops in
France. These studies led to the identificationhafracteristic “metallicolous” associations, like t
Violetum calaminariaeand theThlaspio-Armerietum plantaginagernst, 1976). By contrast, this
approach has been largely disregarded to investityat biological impact of recent soil pollutions
resulting from human activities. In France, onenplassociation has been linked to anthropogenic
metal pollution (Bardaet al, 2004). That is thérmerietum halleri which forms characteristic
grasslands in areas surrounding metallurgical imahssin the “Nord-Pas de Calais” region. To our
knowledge this association, whose representatieeiap areArmeria maritimasubsphalleri and
Arabidopsis halleriis the only one to be considered as bioindicatanthropogenic heavy metal
pollution. Thus, although there is no doubt thaterd metal contaminations can have a visible
impact on the local flora, available data are bbb scarce to use plants as effect indicators in

routine procedures.

Last, in addition to their potential use in bioicalion, it is important to get a better
knowledge of primary plant successions under ex@reaaphic conditions. This should led to the
identification of plant species (Gemmel, 1977) ddpao colonize highly polluted soils, which
could be used to achieve or accelerate sustaipdlyterestoration of depredated industrial lands in

ecological restoration strategies (Bradshaw, 1888dshaw, 1997).

In this work, we studied the vegetation recoverythmee former metallurgical landfills.
Owing to the high heavy metal concentration of ¢hasthropogenic soils we hypothesized that a
specific flora could mark these unusual environmeib check this hypothesis we performed a
comprehensive botanical survey complemented byytopbciological approach, and we analyzed
heavy metal concentrations in some representagieeiss. Results are discussed in relation with
plant bioindication and phytorestoration strategies
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V.3 MATERIAL AND METHOD

V.3.1 Sites description

Three former metallurgical foundry waste landfiisdifferent oldness were studied. The
first one (“Dor” site) was situated near Saint-Btie (Loire, France); it extended over
approximately 2 ha and showed a dense plant coiter many trees and bushes. Although we
didn’t have precise historical data about this, site assumed it was abandoned since more than 60
years. The second landfill (“Lay” site) was locatadhe same commune, about 5 km apart; it was
used from about 1916 to the beginning of the #ftend was since abandoned. The whole area
extended over 4.5 ha and showed a relatively honmgevegetation cover with grasses, shrubs
and trees. The third landfill (“Usi” site) was Ided near Lyon (Rhone, France); it was just behind a
steel and iron factory which was still in activifihe site was used from about 1850 to 2001, and
extended over 15 ha. The vegetation cover on tt@sass not homogenous: some areas were still
periodically disturbed by engine traffic and wera or very scarcely colonized by plants, while

other areas were undisturbed since several yedrstaowed quite high plant diversity.

The three sites were in the hill level, under agerate continental climate. Mean annual
temperature was 10°C, with minimal and maximal galuanging from -26°C to +41°C. Yearly

precipitation averages were 750 mm.

V.3.2 Soil analyses

For each site, 12 to 19 soil samples (taken atZ0tom depth) were collected at random

locations. Samples were dried at 60 °C for 48 hsaeded to 2 mm before analyses.

Measurements of pH values were carried out in degohwater with a soil: water ratio of
1:2 following the NF ISO 10390 procedure (AFNOR928). Metal extraction was performed with
aqua regia according to the NF X 31-151 proceddFNOR, 1994) for “total fraction”, and with
ammonium acetate—EDTA according to the NF X 31-I#0cedure (AFNOR, 1999b) for

“phytoavailable fraction”.

Concentrations of heavy metals in various extraeee measured by inductively coupled
plasma optical emission spectrometry (ICP-OES)guaidobin-Yvon JY24 apparatus as previously
described (Remoaet al, 2005). Limits of detection were 0.06, 0.14, 1.2D5, 2.38 and 15.51 ug |
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! for zn, Cd, Cr, Cu, Pb and Ni, respectively. Tedhthe analytical precision, randomly chosen
samples (about 20% of the total number) were medsur triplicate. The relative standard
deviation was routinely between 1 and 8%, and nbigdrer than 10%. During the overall process
of sample preparation and analysis, special care talken to minimize contaminants from air,

glassware and reagents, which were all of analygicale.
V.3.3 Plant analyses

For every prospected site, metal concentratioreavés of 8 to 10 dominant plant species
was measured. Specimens of each species weretedligom 10 randomly chosen locations over

the study sites, resulting in a total of 80 to 1€4f samples from each site.

Plants samples were thoroughly washed in tap weatdrrinsed three times with distilled
water. They were then dried at 40°C to constangieand ground to pass a 2 mm sieve. Metal
extraction was performed by digestion using hot HN&xcording to Zarcinast al. (1987). The

concentration of metals in various extracts wassuesl by ICP-OES as described above.

Accumulator or excluder species were identifiedngsihe extreme studentized deviate
method (Grubb’s test) for the detection of outli€€®mparisons of heavy metal accumulation in
plants from the different sites were performed bg avay ANOVA, followed when necessary by
post-hoc comparisons (Scheffé procedure) and Stgdetest. All calculations were made using
Statistica V6.1 software (StatSoft). Differencesaveonsidered significant for p <0.05.

V.3.4 Phytosociological study

The phytosociological survey was carried out adogrdo the sigmatist method (Braun-
Blanquet, 1964) on floristically homogeneous aréldse study was based on 38 relevés scored
during the period of optimal vegetatiare. in May and June 2006. Taxons were named according
to the nomenclatural database of the French fIBacK, 2003), after identification with standard
botanical procedures. The contribution of everycg®ein the different relevés was assessed using
the abundance/dominance coefficient (Géhu and RMatinez, 1981; Géhu, 1986), determined by
an ocular estimate of percent aerial cover and murobindividuals. Syntaxons were then named
following the rules of the third edition of the émhational code of phytosociological nomenclature
(Weberet al, 2000).
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V.4 RESULTS

V.4.1 Heavy metal concentrations in metallurgical sils

Median pH values and heavy metal concentratiorthenstudied sites are given in table
5.1. An overview of these results shows that theetmetallurgical soils had similar characteristics
They had basic pH, and were highly contaminatet watrious heavy metals. Regarding total metal
concentrations, the most abundant contaminant wasttich peaked to more than 1600 mg'km
the “Dor” site. At the opposite the less abundastahwas Cd, whose concentration was 14 nij kg
on “Usi”, but which did not exceeded 1 mggn the two other sites. In fact, globally the “Usi
site was much higher in Cd and slightly higher lm Bu and Zn than the two other sites. On the
other hand the “Dor” site was slightly higher in @nd Ni, while the “Lay” site was the less
contaminated.

Table 5.1: pH and heavy metal concentrations (tatatl “phytoavailablé® fractions) in three
metallurgical dumps (median values; n=19, n=15ra for Usi, Lay and Dor respectively)

Metals (mg kd)

Sites pH Fraction
Cd Cr Cu Ni Pb Zn

La 790 Total 0.86 305 158 260 581 208
y : « phytoavailable » 0.22 0.02 29 3 298 85
Dor 8.25 Total 0.33 1623 208 1357 178 298
: « phytoavailable » 0.20 0.09 25 9 88 29
Usi 8.10 Total 14 1393 501 754 601 1151
: « phytoavailable » 0.58 0.26 39 4 109 156

1 Extracted with aqua regia
2 Extracted with ammonium acetate-EDTA

When the “phytoavailable” fractions were consideredtal concentrations followed the
order Pb>Zn>Cu>Ni>Cd>Cr except in the “Usi” siterereZn was slightly higher than Pb. With
respect to “phytoavailable” metals, the most comated site was “Usi” which was higher in Zn,
Cu, Cd and Cr, than the two other sites. On therdtland the “Dor” site was higher in Ni and the
“Lay” site was higher in Pb.
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V.4.2 Heavy metal accumulation by plants

To check whether plants growing on metallurgicaldfdls could be good indicators of
metal potential mobility, we analyzed metal concatiins in leaf samples of the most abundant
species found on each site. For every selectedesptan independent samples were analyzed, and

the median value was estimated (Table 5.2).

Table 5.2: Heavy metal concentrations in leavesdofinant plant species taken on three
metallurgical dumps (median values; n=10)

Metals (mg kd)

Sites Species
Cd Cr Cu Ni Pb Zn
Acer platanoides 0.05 0.73 4.17 0.81 0.14 14.32
Artemisia campestris 0.22 0.99 9.29 1.61 0.46 24.54
Cornus sanguinea 0.06 0.31 1.69 0.32 0.11 12.14
Crataegus monogyna 0.06 1.73 3.25 0.46 0.09 21.24
Lay Elytrigia campestris 0.06 1.60 2.05 0.32 0.15 12.51
Galium aparine 0.06 1.26 2.66 0.52 0.22 20.97
Melilotus albus 0.08 0.77 4.00 1.86 119 18.62
Robinia pseudoacacia  0.04 4.52 4.72 4.52 0.02 31.05
Rubus sp. 0.05 3.66 4.95 0.93 0.04 24.34
____________________ Viciasatva 005 070 322 169 020 2538
Clematis vitalba 0.08 0.53 6.50 5.53 0.05 27.64
Hedera helix 0.26 1.86 2.87 1.54 0.24 44.27
Acer platanoides 0.07 0.23 3.23 0.96 0.06 19.21
Dor Robinia pseudoacacia 0.05 0.56 4.66 11.84 0.02 25.20
Rubus sp. 0.07 1.74 3.39 1.63 0.04 17.70
Taxus baccata 0.06 0.72 1.28 1.68 0.16 30.15
Chelidonium majus 0.05 0.71 2.87 0.90 0.01 15.95
______________ Geranium pyrenaicum 008 071 334 095 014 1589
Ailanthus altissima 0.02 0.44 11.60 33.43 0.53 48.60
Populus nigra 0.54 0.96 10.36 5.31 0.48 129.93
Lactuca virosa 0.29 1.01 16.23 10.80 1.28 122.59
Melilotus albus 0.20 0.95 11.56 33.50 1.10 50.60
Usi Oenothera biennis 0.03 2.02 10.92 30.43 1.41 88.39
Plantago arenaria 0.13 3.06 21.64 3.51 1.72 551.16
Reseda lutea 0.20 2.58 8.71 4.02 1.25 40.48
Scrophularia canina 0.12 4.32 10.22 41.66 2.42 42.42
Verbascum densiflorum  0.04 8.70 14.12 11.04 3.59 59.25

* Grubb’s test, significant outlier at p=0.05

As a general rule, leaf metal concentrations wéysety comparable from one species to
the other on a given site. However a few specieee veistinguished because of their higher
concentration in one or several metals. Becausesed a randomized sampling design to collect
leaf samples of each species, it was very unlikeft differences in leaf metal concentrations

between species resulted from differences in sethhtontents. Consequently we considered those
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species as outliers (Table 5.2, marked values),vandlid not use them to assess metal transfer

toward the “plant compartment”.

Taken as a whole, results showed that Cd, Pb amie@r slightly accumulated in plants:
their average leaf concentrations were 0.08, 0821249 mg kg respectively. On the other hand,
average leaf concentrations in Cu, Ni and Zn weuehrhigher, with respective values of 6.7, 7.9
and 37.8 mg kg

For each studied site, mean leaf metal concentraticnative vegetation were calculated
and compared with literature data about plants grgvin uncontaminated environments (Table
5.3). Results showed that plants from the “Lay” &Ddr” sites had similar metal concentrations
which were not higher than those of the “refereplemt”. Plants originated from the “Usi” site had
generally higher metal concentrations than thosen filLay” and “Dor”, but these differences were
not significant for Cd and Cr. In fact, with regaadreference plant, concentrations in Cd, Cr and
Pb in the “Usi” vegetation were quite normal. Hoe@ewwhen Cu, Ni and Zn were considered,
plants from the “Usi” site had significantly higheretal concentration than plants from “Lay” and
“Dor” sites and than reference plant. This wasipaldrly marked for Ni, whose mean value was

about 13-fold higher than in normal plant.

Table 5.3: Mean heavy metal concentrations in plémm three metallurgical dumps (Lay, Dor
and Usi) as compared with reference plant growingnicontaminated environment

Metals (mg kd)

Plant origin
Cd Cr Cu Ni Pb Zn
Lay 0.06 1.63 3.4F 0.95 0.12 20.5F
Dor 0.07 0.88 3.52 1.28 0.09 24.50
Usi 0.13 1.92  12.82° 19.30" 1.53 72.78
Reference plaht  0.08 1.50 8.90 1.50 0.84 40.60

1 values from Markert (1992) and Harada and Hat@{2800)
a,b values followed by different letter in a saroRimn are significatively different at p=0,05
* values above reference plant at p=0,05 or **=@,01

V.4.3 Plant diversity and phytosociological groups growing on

metallurgical soils

Phytosociological relevés performed on the metgibal sites evidenced three well-
marked major types of vegetation: pioneer assaciat(Table 5.4), grassland associations (Table

5.5) and forest associations (Table 5.6).
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Typical association of pioneer plants was only fbuwm the “Usi” site (Table 5.4). Only
one such pioneer association was identified: it tna&chio vulgaris-Melilotetum albTuxen 1942,
from the clasdArtemisietea vulgarisThis association, whose characteristic specigs Melilotus
albus Lactuca serriolaEchium vulgareandOenothera biennjsncludes mostly hemicryptophytic,
thermophilous, nitrophilous and ruderal plants namg open-area with coarse or sandy
anthropogenic substrata. It must be noticed thatEithio-Melilotetumassociation found on the
“Usi” site was dominated bylantago arenariawhich was a transgressive species from the
Sisymbrietea officinalisConsequentlyP. arenaria must be considered as a differential species
marking a local sub-association. Interestingly \g® aoticed the presence Afriplex roseaa very
rare species in the region.

Grassland vegetation (Table 5.5) was present orflthg’ and “Dor” sites but not on
“Usi”. Although grassland plants found on both sitéere quite common species, to our knowledge
the groups they formed did not correspond to knagsociations. Two distinct plant groups were
identified: one was mostly characterized Byomus sterilisand Diplotaxis tenuifolia and the
second was characterized Bga pratensisandElytrigia campestris The Bromus-Diplotaxiggroup
was found both on the “Lay” and “Dor” sites; it ddube ascribed to the allian&@henopodion
muralis from the classSisymbrietea officinalisits characteristic species weBromus sterilis
Diplotaxis tenuifolia Chondrilla junceaandBromus tectorumMost species from this group were
annual or biennial, nitrophilous and thermophil@lents colonizing anthropogenic and irregularly
disturbed environments. It could be noticed thatghedominant companion species were different
on both sites: they were mainly perennial pionestoghytic species from the claSedo albi-
Scleranthetea biennisn the “Lay” site, and forest species from thessésQuerco roboris-Fageta
sylvaticaeand Crataego monogynae-Prunetea spinosaethe “Dor” site. The second grassland
group was only present on the “Lay” site; it coddd ascribed to the allianc&rrhenatherion
elatioris from the clas#rrhenatheretea elatioridts characteristic species wd?ea pratensisand
Elytrigia campestris This group formed closed grassland mainly camstit of mesophilous and
mesotrophic species.

Forest vegetation (Table 5.6) was present on theetktudy sites, albeit with different
percent covering. It occupied almost 95% of thdagr of the “Dor” site, about 50% of the “Lay”
site and less than 5% of the “Usi” site. Only otenpgroup was identified: it was characterized by
Robinia pseudoacaciaand Rubus ulmifolius This group could be ascribed to the alliance

Chelidonio majoris-Robinion pseudacaciakom the classCrataego monogynae-Prunetea
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spinosae however to our knowledge no corresponding astoniahas yet been described.
Characteristic species weRobinia pseudoacacj&®ubus ulmifoliusCrataegus monogyn&ledera
helix, Fraxinus excelsioandGalium aparine In this group, two geographic variants charazeati

by the presence of subspontaneous species werevetbsene on the “Dor” site, with a number of
horticultural species, and the other on the “Ug#,swith introduced species suchRapulus nigra
andAilanthus altissimaWhatever it is, these variant groups were closghilar in their ecological
structure: they associated pioneer tree specigsai€ommon Ash, Maples and Black Locust and
common shrubby species of temperate forests ahithéevel, herbaceous species belonged to

mesophilous and nitrophilous grass communities.
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Table 5.4: Pionner vegetation on a metallurgicampu the Echio vulgaris-Melilotetum albi
associationFlantago arenariassub-association)

Relevé number 35 30 31 29 32 28 33 26 25 27 34 363
Plot size (m?) 12 69 14 15 16 18095 48 50 30 40 42 _E
Plant cover (%) 50 90 60 70 50 70 30 40 50 40 25 40%
Slope (°) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 358
N
Exposure S

Echio vulgarisMelilotetum albi Tuxen 1942
Characteristic species

Melilotus albusMedik.

Lactuca serriolaL.

Echium vulgared..

Oenothera biennik.

Differential species

Plantago arenariawaldst. & Kit.
Alliance speciegDauco carotae-Melilotion albi
Reseda luted.

Conyza canadensit.) Cronquist
Bromus tectorunt.

Carduus nutans.

Tragopogon dubiuScop.

Cirsium eriophorumL.) Scop.
Hordeum murinunt..

Order species(Onopordetalia acanthji
Hypericum perforatunt.

Verbascum densifloruertol.
Cirsium arvenséL.) Scop.

Daucus carotd..

Pastinaca sativa.

Bromus sterilid_.

Class speciefArtemisietea vulgaris
Verbena officinalid..

Chondrilla junceal.

Convolvulus arvensik.

Crepis capillaris(L.) Wallr.
Artemisia vulgarid..

Conyza sumatrensiRetz.) E.Walker
Diplotaxis tenuifolia(L.) DC.
Saponaria officinalid..

Picris hieracioided..

Galium aparinel.

Cichorium intybud..

Elytrigia campestrigGodr. & Gren.) Kerguélen ex Car

Sonchus oleraceus
Annual companion

N N= =N

=N

reras

= = = =

=NT DN

Stipo capensis-Trachynietea distachyae & CardareméirsutaeV/egetations

Arenaria serpyllifolialL.
Cerastium semidecandruim
Saxifraga tridactylited..
Vulpia ciliataDumort.
Veronica arvensis.

Sagina apetaldrd.

Myosotis ramosissimRochel
Cerastium glomeraturiihuill.
Erodium cicutarium(L.) L'Hér.
Erophila verna(L.) Chevall.
Crepis foetida_.

Rostraria cristata(L.) Tzvelev
Arabidopsis thaliangL.) Heynh.
Cardamine hirsutd..

Linaria simplex(Willd.) DC.
Valerianella carinataloisel.
Forest companion species

+
r

r

2

+ N+ o+t

+

r

2
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Querco roboris-Fageta sylvaticae & Crataego monapafPrunetea spinosaéegetations

Populus nigral.

Ailanthus altissimgMill.) Swingle
Clematis vitalbal..

Fraxinus excelsiot..

Fallopia dumetorungL.) Holub
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r
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Table 5.4 continued:

Relevé number 35 30 31 29 32 28 33 26 25 27 34 363
Plot size (m?) 12 69 14 15 16 18095 48 50 30 40 42 _°:_’
Plant cover (%) 50 90 60 70 50 70 30 40 50 40 25 40%
Slope (°) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 35 %
Exposure S

Other species
Ambrosia artemisiifolid..
Geranium molle..
Cynodon dactyloiiL.) Pers.
Atriplex roseal.
Chenopodium botryk.
Euphorbia maculatd.. . . . . . . . . .
Sclerochloa durdL.) P.Beauv. . . . . r . . r . . . . |
Calamintha nepetél.) Savi r . . r . . . . . . . . |
Buddleja davidiiFranch. . . . . . . i . . . r . |
Dittrichia graveolengL.) Greuter 2 . . . . . . . . . + . |
Chenopodium alburh. r . . . . . . . . . . r |
Herniaria hirsutalL. . + . . . . . . . i . . |
|
|

. + . r . r . . . . r 1l
r . . r . . . . . r + 11l
2 . . . . . . . . r 1l

Chaenorrhinum minuf_.) Lange . . . . . . . . . . r r
Anagallis arvensis.. r . . . . . . . . . . r
Scrophularia canind.. . . . 3 . . . . |

Sporadic species: rel. 2Betrorhagia prolifera(L.) P.W.Ball & Heywood (r),Reynoutria japoniceHoutt. (+); rel. 29:0nonis spinosa.. (i),
Euonymus europaeus (i), Stellaria media(L.) Vill. (r); rel. 30: Rosa canind.. (r); rel. 31:Teucrium scorodoni&. (2), Logfia minima(Sm.)
Dumort. (i); rel. 34:Holosteum umbellatunt. (r), Robinia pseudoacaci&. (r), Melica ciliata L. (r), rel. 35: Reynoutria sachalinensis
(F.Schmidt) Nakai (r)Cuscuta scanderrot. (r), Poa compressa. (r), Artemisia annud.. (r), Datura stramoniunL. (r), Setaria viridis(L.)
P.Beauv. (r)Bromus hordeaceus. (r); rel. 36:Urtica dioica L. (i), Rubus caesiuk. (2), Euphorbia cyparissia&. (r), Papaver rhoeas. (r),
Dactylis glomeratd.. (r), Galium mollugaL. (r).

Rel. 25 to 36: Usi site.
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Table 5.5: Grassland vegetation on metallurgicabtey dumps: th&romus sterilis-Diplotaxis tenuifoliand Poa

pratensis-Elytrigia campestrigroups.

Relevé number 09
Plot size (m?) 4
Plant cover (%) 30
Slope (°) 0
Exposure

05

60

08 02 11
45 30 12

17
60

95 100 100 60

0 0 0

0

13

15
50

0

10

15
95

0

21 16 22 12 15 37

25 20 18 14 4506 20

95 70 90 100100 90 80

0 0 0 0 10 10
S E

W

,_\
o
Steadine8y|

m

Bromus sterilisand Diplotaxis tenuifolia group
Characteristic species

Bromus sterilid_. r
Diplotaxis tenuifolia(L.) DC.

Chondrilla junceal.

Bromus tectorunt.

Alliance speciegChenopodion mural)s
Echium vulgard..

Reseda luted.

Bromus hordeaceus

Conyza canadensi&.) Cronquist .
Oenothera biennik. r
Lactuca serriolal.

Order species(Sisymbrietalia officinalis
Erigeron annuugL.) Desf. .
Lepidium virginicurrL. r
Verbascum thapsus

Verbena officinalid..

Class specie¢Sisymbrietea officinal)s
Hypericum perforatuni.. r
Artemisia vulgarid..

bl

Poa pratensisand Elytrigia campestriggroup

Characteristic species

Poa pratensid.. .
Elytrigia campestrigGodr. & Gren.) Kerguélen ex Carreras .
Alliance specieqArrhenatherion elatioriy

Daucus carotd.. r
Dactylis glomeratd.. .
Arrhenatherum elatiug..) P.Beauv. ex J.Presl & C.Pres| r
Order species(Arrheatheretalia elatioriy

Achillea millefoliumL.

Medicago lupulind.. .
Vicia hirsuta(L.) Gray r
Lotus corniculatug..

Trisetum flavescen&.) P.Beauv.

Avenula pubeser{siuds.) Dumort.

Trifolium dubiumSibth.

Class specie§Arrhenatheretea elatior)s

Sanguisorba minoBcop.

Plantago lanceolatd..

Vicia satival.

Potentilla reptand..

Vicia craccalL.

Trifolium pratensed..

Annual companion species

bl

Stipo capensis-Trachynietea distachyae & Cardareméirsutae/egetations

Petrorhagia prolifera(L.) P.W.Ball & Heywood r
Arenaria serpyllifolialL. r
Vulpia ciliataDumort.

Crepis foetidd.. .
Veronica arvensis. r
Cerastium glomeraturihuill. r
Trifolium campestr&chreb.

Sagina apetalaird.

Erodium cicutarium(L.) L'Hér.

Minuartia hybrida(Vill.) Schischk.

Sclerochloa durdL.) P.Beauv.

Erophila verna(L.) Chevall. .
Geranium rotundifoliuni.. r
Cardamine hirsutd..

Myosotis ramosissimBochel
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Table 5.5 continued:

Relevé number 09 05
Plot size (m?) 4 48
Plant cover (%) 30 60
Slope (°) 0 0
Exposure

08 02 11 17 13 10 21 16 22 12 15
45 30 12 60 15 15 25 20 18
95 100100 60 50 95 95 70 90

0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 10

S

[o8)

14 4506
100100 90

,_\
o
Steadine$y|

m

Forest companion species

Querco roboris-Fageta sylvaticae & Crataego monagafPrunetea spinosaéegetations

Robinia pseudoacacia 2
Clematis vitalbal. r r
Rubus canescer3C. r
Quercus robut.. . r
Hedera helix_. . 2
Galium aparineL. . i
Acer pseudoplatanus i r
Poa nemoralid.. r
Acer platanoides. i
Fraxinus excelsiot.. r
Rosa canind..

Crataegus monogyndacq.

Prunus aviun(L.) L.

Perennial pionner xerophytic companion species

Sedo albi-Scleranthetea bienhiggetation

Poa compressa.

Medicago minimgL.) L.

Thymus pulegioideis.

Poa bulbosd..

Festuca ovind..

Artemisia campestrik.

Hieracium pilosellal.

Other species

Tragopogon dubiuScop. . r
Melilotus albusMedik. r .
Silene latifoliasubspalba (Mill.) Greuter & Burdet

Pastinaca sativa. i
Melilotus officinalisLam.

Cirsium eriophorum(L.) Scop.

Saponaria officinalid..

Silene vulgarifMoench) Garcke subspulgaris

Linaria repeng(L.) Mill.

Bromus mollid...

2

2 i . . . . . 2
r r

= 4+ + =" =DNw

=+ + DN+
=

N= h=

= NN

N= N+
=

Sporadic species: rel. ORumex crispus. (r), Holcus lanatud.. (r), Taxus baccata. (r), Bryonia dioicaJacqg. (r)Urtica dioicaL. (r), Alliaria
petiolata (M.Bieb.) Cavara & Grande (+jallopia dumetoruniL.) Holub (r), Geranium robertianunt. (r), Chelidonium majug.. (2), Geum
urbanumL. (2), Geranium pyrenaicurBurm.F. (r),Lamium purpureunt. (r), Stellaria medigL.) Vill. (+); rel. 05: Hypochaeris radicata.. (r),
Cerastium tomentosuin (2), Papaver argemone. (r), Papaver rhoeas. (r); rel. 08:Valerianella carinatalLoisel. (r), Sedum rupestre. (r),
Mahonia aquifolium(Pursh) Nutt. (r)Prunus persicalL.) Batsch (i),Cotoneaster horizontali®ecne. (i), Torilis japonica (Houtt.) DC. (r),
Chenopodium alburh. (i); rel. 11:Prunus spinosd.. (r), Brachypodium sylvaticurfHuds.) P.Beauv. (r); rel. 1®elica ciliata L. (r); rel. 13:
Acinos arvensigLam.) Dandy (+); rel. 15Rumex acetosk. (r), Geranium molleL. (r), Tanacetum vulgaré. (r), Ranunculus bulbosus (r),
Carlina vulgaris L. (r), Genista hispanicel. (i); rel. 17: Medicago sativalL. (i), Lolium perennelL. (i); rel. 22: Catapodium rigidum(L.)

C.E.Hubb. (1); rel. 37Trifolium arvense.. (r); rel. 38:Cirsium arvenséL.) Scop. (r).
Rel. 02, 05, 08 and 09: Dor site; rel. 10 to 13td.%7, 21, 22, 37 and 38: Lay site.
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Table 5.6: Forest vegetation on metallurgical waditenps: theRobinia pseudoacacia-Rubus
ulmifoliusgroup.

Relevé number 06 04 01 03 O7 18 14 19 20 24 37
Plot size (m?) 500 750 500 500 2000 700 250 2400 800 230 600
Plant cover (%) 100 100 100 100 100 100 95 100 80 90 80

Slope (°)
Exposure

0

35
S

25
S

0

40
S

10
S

20
S

35
S

0

0

0

Steadiness

Robinia pseudoacaciand Rubus ulmifoliusgroup
Characteristic species

Robinia pseudoacacia

Rubus ulmifoliusSchott
Crataegus monogynaacq.
Hedera helix_.

Fraxinus excelsiot..

Galium aparineL.

Variant group species

Populus nigral.

Ailanthus altissimgMill.) Swingle
Mahonia aquifolium(Pursh) Nutt.
Taxus baccaté.

Cotoneaster franchetBois
Buddleja davidiiFranch.

Prunus cerasifer&hrh.

Malus domestic&8orkh.
Cotoneaster horizontaliBecne.
Ligustrum ovalifoliumHassk
Calocedrus decurren@orr.) Florin.
Aesculus hippocastanum

Pinus sylvestris.

Prunus persicdL.) Batsch
Prunus domesticaubspinsititia (L.) Bonnier & Layens
Cotoneaster salicifoliugranch.
Arborescent species

Prunus aviumL.) L.

Acer pseudoplatanus

Acer platanoides.

Ulmus minorMill.

Betula penduld&oth

Shruby species (including juveniles)
Sambucus nigré.

Clematis vitalbal..

Cornus sanguinea.

Rosa canind..

Prunus spinosa..

Quercus robut..

Malus sylvestridvill.

Pyrus pyraste(L.) Du Roi

Salix capred..

Acer campestré.

Prunus mahalelh.

Carpinus betulus.

Prunus laurocerasuk.

Cydonia oblongaMill.

Euonymus europaeus

Ribes alpinuni..

Ligustrum vulgard...

Salix albalL.

Pseudotsuga menziefilirb.) Franco
llex aquifoliumL.

Juglans regid..
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Table 5.6 continued:

Relevé number 06 04 01 03 07 18 14 19 20 24 378
Plot size (m?) 500 750 500 500 2000 700 250 2400 800 230 600 ,E
Plant cover (%) 100 100 100 100 100 100 95 100 80 90 80 B
Slope (°) 0 3 25 0 40 10 20 35 0 0 0 %
Exposure S S S S S S

Herbaceous species

Bryonia dioicaJacq. r r r r r r r i r r \%
Chelidonium majus. . r 2 r + . 1 r + 2 i \%
Alliaria petiolata (M.Bieb.) Cavara & Grande . r r r + . r r . r \Y,
Geum urbanunh. . . + r r . + + 2 r v
Poa nemoralid.. + + + + 1 r + . . . v
Humulus lupulud.. . . 2 i r r i . . . 1]
Pastinaca sativa.. r r . . . . . r i + r i
Parthenocissus quinquefol{a.) Planch. r 2 r i i . 1]
Urtica dioica L. . . . . 2 + . + 2 I}
Fallopia dumetorungL.) Holub r . . r . . . i r 1l
Dryopteris filix-mag(L.) Schott r r r . r . . . . . I
Solanum dulcamara. . r . r . . . . . r . 1]
Reynoutria sachalinens{&.Schmidt) Nakai . . r . . . . . . . 2 |
Geranium robertianunt.. . r . r . . . . . . . |
Torilis japonica(Houtt.) DC. . . . . . . . . . . r |
Stellaria holosted.. . . . . r |

Sporadic species: rel. Ollactuca virosal. (r), Veronica hederifoliel. (r); rel. 03:Erysimum cheir{L.) Crantz (r),Silene latifoliasubspalba
(Mill.) Greuter & Burdet (r),Galium mollugoL. (+), Cardamine hirsuta.. (r), Saponaria officinalisL. (r),; rel. 04:Bromus sterilisL. (r),
Eupatorium cannabinurh. (r), Arabidopsis thaliangL.) Heynh. (i),Erysimum cheir(L.) Crantz (r); rel. 06Cerastium glomeraturihuill. (i),
Holcus lanatud.. (r), Deschampsia cespitogh.) P.Beauv. (r)Genista hispanicd.. (r); rel. 07:Silene latifoliasubsp.alba (Mill.) Greuter &
Burdet (i); rel. 24Lactuca serriolalL. (i), Dipsacus fullonunt. (i), Oenothera biennis. (r), Euphorbia lathyrisL. (i), Mercurialis annual. (i),
Anagallis arvensid.. (i), Chenopodium alburh. (i), Asparagus officinalis L. (i)Artemisia annud.. (r); rel. 37:Erigeron annuugL.) Desf. (i),
Cedrus atlanticgManetti ex Endl.) Carriere (i ortaderia selloangdSchult. & Schult.f.) Asch. & Graebn. (i).

Rel. 01, 03, 04, 06 and 07: Dor site; rel. 14,11Band 20: Lay site; rel. 24 and 37: Usi site.

V.5 DISCUSSION

In this work we studied native vegetation on thmeetallurgical waste dumps that we
assumed to be highly polluted by heavy metals. @ain aim was to address the two following
guestionsi/ might plant analysis be suitable counterparthengical extraction procedures to get
insight into metal availabilityi.e. could plants be used as accumulation indicatonsi?i A might
specific plant associations reflect soil pollutiaith heavy metalsi.e. could plants be used as
impact indicators?

Our results showed that metallurgical sites weleriped by a number of plant species
despite total heavy metal in soils at concentratioear or above those generally recognized
(Adriano, 2001) as toxic levels (that is betweeantl 5 mg kg for Cd, above 100 mg Kgfor Cr
and Ni, between 100 and 500 mg*kigr Pb, between 150 and 400 mg'Kgr Cu and between 250
and 1000 mg Kg for Zn). Moreover measurements of ammonium acdfBIEA extractable
fractions using a standardized procedure suggekstedexcept for Cd and Cr, metals were highly
“phytoavailable”. This was particularly noticealite Cu and Pb, whose extractable concentrations
were even higher than total levels normally founduinpolluted French soils (Baize, 2000).
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Consequently, we expected to find high metal cotmagans in native plants colonizing these sites.
However we did not evidence any relationship betwésaf metal concentrations and soil’'s
“phytoavailable” concentrations. For instance tHeay” and “Dor” sites had very different
ammonium acetate-EDTA extractable levels of Pbadd Ni, but the levels actually accumulated
in plants were quite similar on both sites. At thmposite, in a study about plant colonizing mine
tailings in China (Shet al, 2005) foliar concentrationss in Zn, Cd and Pbean@spectively 25-,
90- and 400-fold higher than those measured impteeent work, while concentrations of DTPA-
extractable metals and soil pH were closely simitathose of the metallurgical soils we studied.
Thus, as already emphasized by a number of aufMrsLaughlin et al, 2000; Murphyet al,
2000; Remonet al, 2005), these results indicate that neither tatal concentrations nor
“extractable” concentrations give sufficient infation to accurately evaluate both the fate and the
effects of contaminants. Therefore there is a rteddy for developing complementary methods
that could be used to monitor soil’'s quality. Instiperspective, the study of plant communities
living in the polluted environment (Murphst al, 2000; Alvarezt al, 2003; Franzle, 2006) could
offer several advantages: they are in close antmuaus contact with the polluted substratum, they
can accumulate metals in their above ground pdrtevals proportional to the soil’'s available
content (Baker, 1981), their taxonomy is well ebsdled and they can be quickly recognized by a
skilled botanist.

Up to now, most of the studies dealing with thetahility of plants to monitor metal
pollutions have focused on the use of one or fescipe species (Kulef and Dingova, 1984; Simon
et al, 1996; Murphyet al, 2000; Madejoret al, 2004). However using a single species to monitor
soil quality has been criticized (Mertees al, 2005), mainly because the availability of a given
metal, and therefore its leaf concentration, caspexies dependant. Consequently in this study we
analysed several species, chosen to be representdtthe study sites, to get a whole picture of
metal availability to the overall plants living anetallurgical soils. Results showed that plants
growing on the “Usi” site had significantly higheretal levels than those growing on the “Lay” and
“Dor” sites. Consequently, contrary to the resoltsained with chemical extraction method, plant
analyses clearly demonstrated that metal avaitgbilias higher on the “Usi” site. It should be
noticed however that leaf metal concentrationslahtpgrowing on metallurgical wastelands were
not dramatically different than those of a refeeergant growing on an uncontaminated soil
(Markert, 1993; Harada and Hatanaka, 2000). Thescan conclude that metal phytoavailability

was low despite very high total levels.
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The second question that should be considered wtuelying metal contaminated sites is
to know whether contaminants have an impact ontlammunities. To address this question we
studied plant associations, according to a phyiokmgical approach (Braun-Blanquet, 1964).
Results showed that the three metallurgical wastislasupported well developed plant
communities. In fact the process of natural suéocaswas apparently normal (Bradshaw, 1983)
with pioneer associations colonizing the most recte (“Usi”) and grassland and forest groups
characterizing the “Lay” and “Dor” sites respechuxeHowever, although most of the species were
guite common taxa, plant associations were quitsual and, among the four groups we identified,
three of them had never been described. Therefditeough we demonstrated that metals were
poorly phytoavailable, metallurgical waste depokds clearly an impact on the structure of plants
communities. In other words the process of plaobvery on metallurgical soils might be not only
dependant on metal levels, but also on other edaghistraints which could play a major role in
the selection of specific plant associations. kt,fan addition to high levels of heavy metalsisit
obvious that metalliferous wastes are unusual enments for plants (Tordoét al, 2000) because
of the presence of many other growth-limiting fasteuch as macronutient deficiencies, high pH,
low nitrogen content, and poor water holding cagya@&@emonet al. 2005; Shiet al, 2005). Thus it
is very likely plant associations occurring in sysarticular habitats are adapted to the wholessoil’
parameters rather than to high metal levels onligatver it is there is no doubt that studying the
process of plant colonization in contaminated amybgenic soils could be very helpful to better
understand the functioning of these complex enwiremtis (Gemmel, 1977; Bradshaw, 1983;
Bradshaw, 1997).

It is now widely accepted that restoration of anpleover onto abandoned wastelands, in
addition to visual improvement, is very effectivereducing wind erosion and water percolation
(Wong, 2003). Consequently, the so-called phytorasibn strategies are now considered as
efficient and ecological reclamation methods whsttould be encouraged in the perspective of
sustainable land management. It is important to neteve plants for phytoremediation because
these plants are often better in terms of survigedwth and reproduction than plants introduced
from other environment. In this context the underding of which species are likely to occur
together under given circumstances combined witbwkedge of successional changes of plant

associations can be a useful tool for designingtgammunities adapted to metalliferous wastes.
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Multi-tolerance to heavy metals iRlantagoarenaria Waldst. & Kit.:

adaptative versus constitutive characters

E. Remon, J-L. Bouchardon, O. Faure

Article soumis dans la revue Chemosphere

VI.1 ABSTRACT

Plantago arenariaWaldst. & Kit., is a well developed pioneer spscfeund on heavy
metal contaminated landfill but also on naturalaareln order to assess its real heavy metal
tolerance and check if it could be constitutionatjerant to multiple heavy metals, a combined
approach was adopted. Heavy metal sensitivity waspared, using Vertical Mesh Transfer
procedure, in natural and metallurgical populationd®. arenaria Two other common pioneer
species growing in the vicinityConyzasumatrensigRetz.) E. Walker anfferbascum densiflorum
Bertol. were tested by the same method. Four nimtal were tested: G CU#*, Ni** and Zri* at
concentrations ranging respectively from 0 to 4040 (@ to 2500 uM, 0 to 2000 uM and 0O to 4000
KM. Results showed that metallurgiéalarenariapopulation was much less sensitive to metal ion
toxicity than other species and was equally toleasmatural population except for Cior which
the natural population was much more sensitive.ithaithlly, metal accumulation patterns were
evaluated to determine if metallurgiddl arenariapopulation is able to accumulate and to cope
with high internal levels of heavy metal. After &&ks of culture on artificially contaminated soil
with 2, 5, 10, 20 and 50 mg kdor Cd; 100, 250, 500, 1000 and 2000 mg ky Cu; 50, 250, 500,
1000 and 2000 mg Kgfor Ni and 500, 1000, 2000, 4000 and 8000 md far Zn, leaf system
growth and leaves and roots accumulation were aedlyUnder these conditionB, arenaria
accumulated relatively high metal levels, proparéilty to phytoavailable fraction, both in roots and
leaves, with a moderate growth inhibition. Takegetiher, these results showed tRatarenaria
was a pseudometallophyte species which can toleyeweral heavy metals. Thus, it can be

concluded thatP. arenaria presents a constitutive tolerance for Cd and Nl an adaptative
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tolerance for Cu. Finally. arenariacould provide a new and efficient experimental eldd get

new insights into tolerance phenomenon.

VI.2 INTRODUCTION

It has been early observed that a number of plpaties are able to colonize areas
containing high levels of toxic heavy metals. Thesants were initially identified on naturally
metal-enriched soils, where they often form a dpeftora, marked by a high degree of endemism.
The vegetation of ultramafic rocks (“serpentineisi)New Caledonia, calamine soils in Belgium
and cupriferous outcrops in Central Africa, are llest known instances (Brooks, 1998; De Kok,
2002) of such adaptations. Those species, restriiemetalliferous soils, have been named
“absolute metallophytes” (Lambinon and Auquier, 3P6It is generally assumed that metal
tolerance in absolute metallophytes was progrelssiaequired, according to a classical
evolutionary process, in response to thousandsiibms years of selective pressure (Wild and
Bradshaw, 1977). In addition, there are also nuomseexamples where recently contaminated soils,
polluted by human activities (e.g. metal smeltiagtbries, motorway soft shoulders, run-off from
galvanized fences and pylons, ....), also support deateloped plant communities (Al-Hiyalt
al., 1988; Tordoffet al, 2000; Remoret al, 2005). These metal-tolerant populations are géiyer
constituted of common taxa also found on uncontateih soils in the same geographical region.
Such species, which can live both on contaminated aormal soils, are called
“pseudometallophytes” (Lambinon and Auquier, 196B)is obvious that metal tolerance in
pseudometallophytes growing in newly polluted emwiments does not result from a long and
gradual evolutionary process. This basic obsermdies led to the conclusion that tolerant races or
ecotypes, can emerge from normal plant populataftes a very short time of metal exposure,
within a few years (Antonovicet al, 1971) or even a single generation (\&tual, 1975). As a
general rule, the tolerance acquired in selectgoulptions is very specific to metals actually
present in soil. This has been clearly demonstratesd number of studies (Baker, 1987) and the
ability to rapidly evolve toward ecotypes, spedfig tolerant to one or several metals, is now
presented as a classical example of adaptatiomardevolution (Macnair, 1993). Hence, there is
no doubt that colonization of metal-enriched soilbatever the age and the origin of the pollution,

can be explained, at least in part, with referdncadaptative tolerance”.
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However, in addition to adaptative tolerance, thessility remains that some
pseudometallophytes could be inherently toleramhétals, that is, tolerant even when not growing
under selective pressure. One of the first experialeset of data demonstrating constitutive
tolerance in plants was brought by McNaughtoml. (1974), in a study about the wetland species
Typhalatifolia. By comparing two clones, taken either from a sgetaminated by fall-out of a Zn
smelter and from a control unpolluted soil, thepwad that this species was able to tolerate high
levels of Zn, Cd and Pb, without the evolution oietant race. This was later confirmed (Taylor
and Crowder, 1884; Yet al, 1997a) for various populations of the same sgeanel for additional
metals, leading to the conclusion that latifolia has a constitutional multi-metal tolerance
throughout its range. Similar findings have beehlighed for a number of other wetland species,
e.g. Phragmites australigre et al, 1997b),Glyceria fluitans(Matthewset al, 2004), andCarex
rostrata (Matthewset al, 2005), suggesting that constitutive tolerancseteeral metals might be a
characteristic feature of wetland angiosperms. H@weannate tolerance is clearly not restricted to
wetland species. Indeed, this has been also repantesome dryland plant populations,g.
Andropogon virginicugor Zn, Pb and Cd (Gibson and Risser, 1982lamagrostis epigejo®r Pb
and Cd (Lehmann and Rebel, 200@alluna vulgarisfor Cu (Monniet al, 2000), and in the metal
hyperaccumulatorshlaspi caerulescensor Zn and Pb (Meerts and Van Isacker, 1997) and
Arabidopsis hallerifor Zn (Bertet al, 2000).

In an effort to gain additional insights into tlexénomic diversity of heavy metal-tolerant
plants, we prospected a highly degraded site, auntted by multiple heavy metals. Among the
taxa present at this site, we identifiedantago arenariaas the major dominant species. In a
preliminary study (unpublished results) we showmeat this species had a high tolerance to acute
and chronic Cd exposure and we hypothesized iddoellconstitutionally tolerant to multiple heavy
metals. To check this hypothesis we used a theges stpproach addressing the following questions:
i/ is the P. arenariapopulation growing on contaminated soil more t@htrto heavy metals than
other common pioneer species growing in the vigifiiti/ is theP. arenariapopulation taken from
the polluted site more tolerant to heavy metals thgopulation of the same species taken from an
unpolluted natural environment? and iii/ is the aflderous population ofP. arenaria able to

accumulate and to cope with high internal levelbedvy metal?
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VI.3 MATERIAL AND METHOD

VI1.3.1 Origin of plant material for seed collection

To identify potential metallophyte species, we parfed a comprehensive botanical
survey (unpublished results) of a highly pollute@tafiurgical landfill, located behind a steel
smelting factory, near Lyon, France. The area aayabout 15 ha and was used since the 1850s to
deposit foundry wastes. The soil at this site watsoniginated from the underlying bedrock but was
resulting from the progressive transformation of thaste deposits. Total and “phytoavailable”
metals (Table 1) were determined from 20 soil s@sptaken at 0 to 20 cm depth at random
locations over the site. Measurements were perforyelCP-OES, after aqua regia extraction for
total metals (NF X 31-151 procedure; AFNOR, 19940d aafter ammonium acetate-EDTA
extraction for “phytoavailable” metals (NF X 31-120ocedure; AFNOR, 1999), as previously
described (Remoat al, 2005). Because the site was still in activityvas periodically disturbed,
due to engine traffic and new waste deposits. Hyetation was hence maintained in an early state
of colonization, mainly constituted of annual andnmual fallow land species. Among the different
identified taxa,Plantago arenariaWaldst. & Kit. was the dominant species and wasualty
present on the overall area. There were also disgdgvopulations of common pioneer plants, such
asConyza sumatrensigRetz.) E. Walker an¥erbascum densiflorurBertol. These three species
were chosen for comparative analysis of metal aolee. In each case, bulk seeds were collected
from 15 to 20 individuals.

In addition to the metalliferous population, seefi®. arenariawere also collected from
plants growing in a natural environment, about B &part. Because no other arenariastand
was known between the two sites, we assumed thestwidied populations were genetically
distinct. Soil metal contents were analysed asrdest above, confirming that the substratum was
uncontaminated (Table 7.1).
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Table 7.1: Heavy metal concentration (total andytpavailable” fraction) in metallurgical
and natural stands where seedPlahtago arenariavere collected

Metals (mg.kd)

Sites Fraction
Cd Cu Ni Zn
Totalt 43+ 75 975 + 1436 950 + 658 3705 + 7263
Metallurgical

phytoavailablé 5+12 52 + 45 7+6 241 + 288

Totalt ND 37+1 55+5 37+5
Natural
phytoavailablé ND 0.13+0.18 0.01 +0.02 0.01 +0.03

! Extracted with aqua regia
2 Extracted with ammonium acetate-EDTA
ND Not Detected

VI1.3.2 Tolerance testing

Metal tolerance in selected species and populati@ssmeasured by a root bending assay,
using the “full plate vertical mesh transfer” (VMThethod (Murphy and Taiz, 1995). VMT
assemblies were made of a glass plate (15 x 15awgred with a 3MM chromatography paper
saturated with culture medium of the following cargjpion: 625 pM Ca(Ng),, 750 uM KNG,

500 M NHNO;, 187.5 pM KHPO,, 187.5 pM MgS@ 50 uM NaCl, 7.5 uM KHPO,, 7.5 pM
HsBO3;, 7.5 uM Fe-EDTA, 1.25 pM MnSQ 0.25 pM ZnS@ 0.062 pM CuS@ 0.062 uM
NaMoO,, 0.062 uM NiC}. A polyamide nylon mesh (Millipore, 80um) of thanse size as the
glass plate was put onto the paper, and three cdwW$ seeds, spaced 3 cm apart, were arranged
onto the mesh. The assemblies were then placedaickg4 plates per rack) inside a glass container
containing 1 L of the same culture medium. The diotiof each plate was submerged on about
1.5 cm height. Containers were sealed with wraptigldilm and placed under dim light (16/8
photoperiod) at 24 + 2°C for seed germination, ryurd8h for P. arenaria and 96h forC.

sumatrensisindV. densiflorum

After this first growth period, seedlings with reoshorter than 5 mm in length were
eliminated. Meshes with germinated seeds were tharsferred to a second glass plate-paper
assembly, saturated with fresh nutrient mediumiiduthe transfer, the mesh was rotated 90° from
its original orientation, so that the roots wergituntal on the plate. The assemblies were then
replaced in container containing fresh medium aloadditional 24 h incubation period, under light
(36 W fluorescent tubes, 4500 °K, 16/8 photoperidd)the end of this second growth period most
roots showed a right angle gravitropic curvatubmua 3 mm in length. Seedlings that did not form
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the first right angle turn were discarded, as theyre assumed to be variants with perturbed

gravitropic response.

After this initial screening, the mesh and seedlimgere transferred a last time to a new
glass plate-paper assembly, saturated with freffiareumedium supplemented with appropriate
metal ion at the desired concentration. The mesh again rotated 90° to place the newly grown
roots in a horizontal position. The assemblies wdaeed in container containing the same test
solution for a further 24 h period. Following tHest growth period, seedlings that successfully
formed a second right angle with a new root elangabf at least 2 mm in lenght were scored as
“non inhibited”; the others were scored as “inkebit As proposed by Murphy and Taiz (1995) we
used the terms HNIgd and LCI to refer to the highest concentration withinhibitory effect, the
concentration causing 50 % inhibition and the lawesncentration causing 100 % inhibition,

respectively.

Four metal ions were tested: TACuU*, Ni** and Zri*. Ni and Cd were brought as chloride
salts, at concentrations ranging from 0 to 2000aqd 0 to 400 uM respectively. Zn and Cu were
used in their sulphate form, at concentrations irapgrom 0 to 4000 uM and 0 to 2500 uM
respectively. For each metal treatment actual ipe& concentrations were calculated using the
PHREEQC-2 software.

VI1.3.3 Growth response and metal accumulation patten in soil culture

Seeds ofP. arenariaoriginated from the metallurgical site, were gevated during 10
days on wet vermiculite. Young plantlets were thansplanted to plastic pots (9 x 9 x 11 cm, one
plant per pot) filled with 300 g of commercial coosp (pH 7.9, total carbonates 5.65 g-kgrganic
carbon 107.7 g kg total nitrogen 7.6 g kj CEC 23 cmdl kg?) humidified at 70 % relative water
content (RWC). For each metal to test, five conteation levels were prepared: they were 2, 5, 10,
20 and 50 mg K§ for Cd; 100, 250, 500, 1000 and 2000 mg Kkgr Cu; 50, 250, 500, 1000 and
2000 mg kg for Ni and 500, 1000, 2000, 4000 and 8000 mg f@ Zn. Contaminations with
metal solutions at appropriate concentrations weréormed four weeks before planting. For each
treatment, metal “phytoavailability” was determinedt before transplanting using an ammonium
acetate-EDTA extraction, as described above. Plaate grown for 8 weeks in the greenhouse, at
22 +/- 2°C, under a 16h light / 8h dark photopefioettal iodide lamp, 1000W). During the overall
experiment, each pot was weighted daily and wateryedaintain a 70 % RWC. At the end of the
culture period, plants were harvested and rootsleakes were separated. Roots were thoroughly
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washed with tap water, carefully rinsed with desewi water and rapidly blotted with paper tissue.
Leaves and roots were oven-dried at 70 °C for thhweights were determined and samples were

ground to pass a 2mm sieve.

Measurements of metal concentrations in root aafldamples were performed by ICP-
OES after digestion in hot HNQZarcinaset al, 1987), as previously described (Reneinal,
2005).

VI.3.4 Statistics

Tolerance testing by the root bending assay wasated in three independent experiments
for each speciessdvalues were calculated by logistic regressiongisiie logit model. Differences
were analysed using one-way ANOVA followed by plost comparisons.

For soil culture experiments, five replicates wpeeformed for each treatment. Results
were analysed by the Kruskal-Wallis and Mann-Whiteenon parametric procedures to test the
effects of metal concentrations on plant growthrr@ations between metal concentrations in plants

and metal concentrations in the substratum weretatged.

Differences were considered significant for p <50.8ll calculations were made using
Statistica V6.1 software (StatSoft).

V1.4 RESULTS

VI.4.1 Comparative analysis of metal tolerance inP. arenaria V.

densiflorum and C. sumatrensisoriginated from metallurgical landfill

In the first step of this study, we investigatedahé&lerance in a population Bf arenaria
taken from a metal-contaminated landfill, by conmg@m with two other common fallow land

speciesY. densiflorumandC. sumatrensjsgrowing on the same site.

Data from experimental dose-response curves weatysad to determine HNIgd and
LCI values (Table 7.2). Results showed that, wheatdhe studied species, metal ion toxicity
increased in the order ZrCl#*<Ni?*<Cd**, as indicated bys$ and LCI values. Comparison of

toxicity thresholds for the different metal/specasiples showed that the response to metal ions
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was closely similar irv. densiflorumand C. sumatrensisDepending on the metal, HNI values
ranged from 10 to 50 uMsgs ranged from 75 to 215 uM and LClIs were betweédnahtl 620 puM.
On the other hand, tHe. arenariapopulation taken from the same site was muchdeasitive to
metal ion toxicity: HNI values ranged from 95 to01j2M, ks were between 165 and 490 uM, and
LCls were between 255 and 1000 pM. Taken togetiese results showed thBt arenaria
tolerated about 2 to 4-fold higher free metal imnaentrations than dif. densiflorumand C.
sumatrensis

Table 7.2: Comparison of metal sensitivityRlantago arenariaVerbascum densiflorurand Conyza sumatrensiss

determined by the vertical mesh transfer methodI{Highest metal concentration causing no rootghoinhibition;

Iso: concentration causing 50 % inhibition; LCI: Lowesncentration causing complete inhibition. Allues are given
in uM)

Cdf* cuw* Ni%* Zn?*
Species

HNI  Isg LCI HNI 15 LCI HNI  Is LCI HNI 15 LCI

Plantago arenaria 95 165 255 190 490 960 95 355 735 100 450 1000
Verbascum densiflorum 10 75 145 50 150 410 50 105 355 50 205 605

Conyza sumatrensis 50 95 155 50 145 400 25 100 360 50 215 620

Plantago arenaria 70 150 230 10 125 385 95 340 705 100 430 1000

! populations from metallurgical site
2 population from natural site

VI.4.2 Comparative analysis of metal tolerance in wo populations of P.

arenaria

To determine whether metal tolerancePinarenariawas a constitutive or an adaptative
trait, we compared the population originated fréva metallurgical landfill with another population
taken from a natural unpolluted site (Table 7.2)mParison of toxicity thresholds on the basis of
5o values, indicated that both populations were dyualerant to metal ions (p > 0.115) butCu
(p << 0.001), for which the “natural” population svenuch more sensitive. Consequently, because
this later population was more sensitive to*Cilnan to Nf*, metal ion toxicity increased in the
order Zri'<Ni**<Cu#*<Cd*. In fact, except for the HNI value, response tG'Gons was about the
same in the “natural” population &f. arenariaand in the populations &f. densiflorumand C.

sumatrensis
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VI1.4.3 Growth response and metal accumulation inP. arenaria in soil

cultures

To check whethelP. arenariawas able to cope with high internal metal levelg
analysed metal accumulation and growth patterasftp from the metalliferous population after an
eight-week cultivation period in artificially conmtanated soils. Metal accumulation was determined
both in root and leaf tissues and plant developmed estimated by measuring dry weight of
above-ground parts; results were plotted agairsteels of phytoavailable metal in contaminated

soils.

Whatever the tested metal, increasing in soil cotnagon resulted in a sharp increase in
plant concentration (Fig. 7.1). However, despitsignificant metal uptake, at the end of the
experiment all treated plants were apparently hgadind did not show any sign of chlorosis or
wilting, generally associated to metal toxicity.d@were the main site of metal accumulation, with
a mean shoot:root concentration ratio ranging fid@db to 0.30, depending on the metal. In all
cases, metal accumulation was directly proporticiwalphytoavailable fraction, both in roots
(r*>0.92, p< 0.003) and leaves {R 0.85, p< 0.008).

For plants cultivated on Cd contaminated soil (Fig.a) growth was unaffected (p=0.11)
in the range of 1.6 to 39 mg kgf extractable Cd, while tissue metal concentraticose up to
103 mg k&' DW and 15 mg kg DW in roots and leaves respectively. Consequeméiyconcluded
that P. arenariacould cope with those internal Cd levels withony growth reduction. For Cu
treatments (Fig. 7.1b), root and leaf metal comedions reached respectively 800 mg*kand
105 mg kg at the higher metal exposure (1600 mg kg-1 ofaetable Cu), resulting in a 2-fold
decrease in dry biomass (p=0.009). Comparisons@fth data showed thd&. arenaria could
accumulate Cu up to about 93 mg'KQW in roots and 36 mg kKgDW in leaves without growth
reduction. For Ni treatment (Fig. 7.1c), a growtibition (p=0.009) was only observed for the
higher metal exposurée. 1390 mg kg of extractable Ni. In the range of 5 to 660 mg' kg soil
Ni, growth was unaffected (p=0.83), while Ni tisdaeels rose to 245 mg KgDW and 30 mg kg
DW in roots and leaves respectively. Last for Zatment (Fig. 1d), comparisons of data, showed
that growth was unaffected (p=0.07) up to interfallevels of 2885 mg ki DW in roots and
497 mg kg DW in leaves.
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Figure 7.1: Metal accumulation in leavdll)(and roots [l ) and growth of leaf system)(in
Plantago arenariacultivated for 8 weeks on artificially contamindtesoils with increasing
concentrations of (a): Cd; (b): Cu; (c): Ni and: @). Bars represent SE, n =5

V1.5 DISCUSSION

VI.5.1 P. arenaria is a pseudometallophyte species which can tolerate

several heavy metals

According to Baker (1987), plants growing on mélbus soils can be arranged into two
categories: the pseudometallophy®snsuLambinon and Auquier (1963) and the accidental
metallophytes. The formers are truly metal-toleramd can constitute large and vigorous
populations, while the later, albeit being ableptotially avoid the effects of metal stress, aré no

truly tolerant and appear only sporadically witHdueed vigour.
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Because we found®. arenaria to be largely dominant on a highly contaminated
metallurgical landfill, we hypothesized it could bgpseudometallophyte species with populations
having a high tolerance to various heavy metalsch@ck this hypothesis we compared its metal
tolerance levels with those ™. densiflorumandC. sumatrensistaken as controls from the same
site and which we assumed to be accidental metajtep. Our results showed that the
metallurgical population of. arenariawas actually from 2 to 4-fold more tolerant to?ZrCuf*,

Ni?" and Cd* than wereV. densiflorumandC. sumatrensis

Since there is no standardized procedure to qyantdtal tolerance, it is difficult to
compare the tolerance levels Bf arenariawith those previously published for other species.
However, we can notice that in various ecotype@\@bidopsis thalianastudied with the same
experimental design (Murphy and Taiz, 1995; Navatral, 1999), HNI and LCI values for Gl
were about 8 to 10-fold lower than in the metalicay population ofP. arenariastudied here.
Likewise, for Cd" and Nf* A. thalianawas about 2 to 4-fold more sensitive tifanarenaria At
the opposite for Zif HNI and LCI values were about the sam@irthalianaandP. arenaria

Consequently, taken together these data show kieatrtetallurgical population of.
arenaria, when compared té. thaliang V. densiflorumandC. Canadensisis highly tolerant to
CU?*, moderately tolerant to Gdand Nf*, but not particularly tolerant to Zh Thus it can be
concluded thatP. arenariais indeed a pseudometallophyte species and tlatmétallurgical

population we studied is multi-metal tolerant.

VI.5.2 Metal tolerance in P. arenaria could be an adaptative trait for Cu

and a constitutive trait for Cd and Ni

One key question to be asked (Baker, 1987) whedyistg metal-tolerant populations, is
to know whether the observed tolerance results femmevolutive process due to the selective
pressure exerted by metals, or if it is a conswiutrait present throughout the whole range of the

species.

To address this issue, we compared metal tolerandevo distinct populations oP.
arenaria taken either from the metallurgical site or fram uncontaminated environment. When
Cu was considered, the metallurgical population mash more tolerant, with HNI and LCI values
respectively 19 and 2.5-fold higher than in theurgtpopulation. Thus it can be concluded that the
high Cu tolerance in the metallurgical populatidnPo arenariais an adaptative trait, as already
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shown in many other copper tolerant species (Ma@ial, 1993; Lehman and Rebele, 2004). At
the opposite, when Gtland Nf* were considered no difference in metal toleranas evidenced
between the metallurgical and the natural poputatiof P. arenaria Although other populations
from a larger distribution range should be testbdse results strongly suggest tRatarenaria

could display a constitutive tolerance to*Cand Nf*.

VI.5.3 P. arenariamainly accumulates metals in roots and behaves l&an

indicator species

Our results in pot experiments showed tRaarenariaaccumulated relatively high metal
levels, both in roots and leaves, when growing ifiaally polluted soil. This confirmed it was a
truly tolerant species, which was capable to adievithe effects of internal metals. In fact, metal
accumulation was always higher in roots than iwvésaand the leaf:root concentration ratios was
kept constant over a wide range of soil metal cotraéons. This strongly suggests that metal
tolerance inP. arenariais closely related to its ability to retain toxaetal ions in roots and to
tightly control their translocation to leaves. Thgsin accordance with the general observation that
the level of metal tolerance in pseudometallophigegenerally positively correlated with a greater
metal retention in roots (Wojcikt al, 2005). Although the exact mechanisms involvedaaot
retention and internal detoxification have stilb® studied, this could be partly achieved by ligdi
in cell walls, compartmentalization in vacuole (Ray 1999) and/or modification of metal

speciation (Panfilet al, 2005) resulting in a decrease in metal mobility.

It is generally admitted that pseudometallophytecsggs can be separated into three
categories (Baker, 1981) depending on their metptake characteristics: (i) “(hyper)-
accumulators”, where metal are concentrated in elga\ii) “indicators”, where leaf metal
concentrations are proportional to the soil coneioin, and (iii) “excluders”, where metal
concentrations in leaves are maintained constafavorover a wide range of soil concentrations.
For P. arenarig our results showed that leaf metal accumulatiweie directly proportional to soil

concentrations. This clearly demonstrates Ehatrenariabehaves as an “indicator” species.

VI.5.4 Constitutive metal tolerance in P. arenaria might be an inherent

attribute of pioneer xerophytic species

Although the hypothesis of constitutional traitéoaing metal tolerance in plants was

originally dismissed in the major review of Antomcwet al. (1971), there is no doubt today that
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innate tolerance does exist in some metallophyeziep (McNaughtoret al, 1974; Gibson and
Risser, 1982; Meerts and Van Isacker, 1997;e¥al, 1997b; Bertet al, 2000; Matthewst al,
2004; Lehmann and Rebel, 2004). Surprisingly, gfisnomenon has been poorly studied and is
still considered as a marginal feature occurring iiew particular species. In the present work we
showed thaP. arenariacould display both an adaptative and a consteuiblerance, depending on
the metal.

A hypothesis to explain the scarcity of taxa cheadentified as constitutionally tolerant,
might be that colonization of contaminated soilsspgcies showing innate resistance would be a
first and transient step of natural revegetatiarcpss, preceding development of more competitive
populations selected for their adaptative toleraf@mdshaw, 1983). In this work we studied a
highly contaminated metallurgical site which wasiaery early stage of plant colonization, and we
showed that the pioneer speckesarenariawas indeed constitutively tolerant to Ni and CdisT
result is in accordance to the above assumptiorsagdests that innate metal tolerance might be a
trait not as rare as previously thought in a nunabgrioneer species.

By definition, constitutive metal tolerance is natlated to metal exposure and is not
detrimental for growth on uncontaminated soil. Tisi®bviously in contrast with adaptative metal
tolerance which is assumed to have a biologicat emsl which is lost under non selective
conditions. Consequently the hypothesis has beeden{Bert et al, 2000) that constitutive
tolerance might be related to factor other tharategind could be of wider ecological significance.
In this context it is interesting to note that ditnsively tolerant species identified to date, ardner
wetland species or xerophytic species, species adapted to water stress. In additiors well
known that one of the first effects of metal expesis a perturbation of the plant water balance
(Barcelo and Poschenrieder, 1990) and that adeptatetal tolerance could result in an alleviation
of metal-induced water stress (Sckatal, 1997). Conversely, it is tempting to speculatat tine

capacity to alleviate water stress in dryland sggecould also confer non specific metal tolerance.

Whatever it is, it is obvious that the mechanismslved in constitutive metal tolerance
have been still largely disregarded and shouldupthér investigated. In this respdet arenaria
could provide a new and efficient experimental nidile get new insights into this complex

phenomenon.
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Cadmium tolerance and “indicator” strategy in Rlantago arenariapopulation

growing on a metallurgical wastes deposit

E. Remon, J-L. Bouchardon, O. Faure

Article soumis dans la revue Journal of Soil Sogeand Plant Analysis

VIl.1 ABSTRACT

A Plantago arenaria Waldst. & Kit. population originated from a Cd-pdkd
metallurgical landfill was studied, in order to @ss its Cd tolerance and accumulation pattern under
acute and chronic metal stress. Acute Cd toxicig wvaluated on 20-day old plantlets after 3 days
of metal exposure (0 to 400 uM). With respect tot relongation, the concentration causing 50 %
growth inhibition (EC50) was 28 uM. Chronic Cd toky was evaluated after 8 weeks of culture
on artificially contaminated soil (0 to 50 mgRg Under these conditions, the non observed effect
concentration (NOEC) was about 20 mg“kgWhatever the culture conditions, tissue Cd
accumulations were highly correlated to externaltandevels. Moreover, Cd was mainly
accumulated in roots, with a constant leaf/rootcemtration ratio for a wide range of metal
exposure. Although Cd accumulation induced a sicpniit decrease in tissue water content, treated
plants were apparently healthy with no symptom ldbimsis or withering. Taken together, these
results showed thd. arenariawas able to finely control the entry of Cd intee tloots and its
translocation toward the leaves. Also, it coulé\atite the effects of Cd-induced water loss. Thus,
P. arenariais a Cd-tolerant “indicator” species which migksist to both acute and chronic Cd
toxicity at levels largely above those found in mpslluted sites. This species could be useful in
phytorestoration strategies and could provide a additional model for studying the diversity of

the mechanisms involved in Cd tolerance in plants.
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VII.2 INTRODUCTION

During the last two decades, soil contaminatiorhwadmium (Cd) has become a growing
problem in a number of industrialized nations. kalebesides its utilization in various industrial
processes (e.g. pigments, plastic stabilizer, mplztting, batteries ...), Cd is a by-product of Zn
smelting and steel factories; it is also presenphosphate fertilizers and in sewage sludge. This
makes Cd an ubiquitous pollutant that is now widesg both in urban and agricultural areas éHe
al., 2005). Moreover, among the main heavy metalsdaanncontaminated soils, Cd is one of the
most mobile (Adriano, 2001), it is highly toxic fving organisms and is probably carcinogenic at
low concentration (Waalkes, 2003). Thus, its trans$bd water resources and/or to the food chain

could pose a serious public health problem.

Unfortunately, because of the high costs for exttanAandfilling procedures or chemical
treatments, it is obvious that most of Cd-polluséds will not be cleaned-up in the near futureés It
thus necessary to develop low-cost alternative austiwhich could be used to stabilize metal

situ and decrease the potential hazard of Cd-pollutés. s

In this respect, phytostabilization (Vangronsveldal, 1995; Rock, 2003) could be an
effective strategy for treating highly polluted addpredated sites with low commercial value.
Indeed, it is largely recognized that plants habeeficial effect on soil stability and prevenndi
and water erosion. Moreover, through the phenomafi@vapotranspiration, plants act as “water
pumps” reducing pollutants percolation to the gehwater. Last, vegetation contributes to soil
formation and could help to restore an healthiaysgstem at metal contaminated sites (Wong,
2003).

However, many polluted soils are not well fittedr fplant cultivation because of
compaction, high pH, nutritional imbalances, angndss (Wong, 2003). In this context, a suited
plant species for colonizing polluted and degrasi@its should be not only metal resistant, but also
tolerant to drought and to lack of nutrients. Adhaly, it should be easy to propagate, either by

seeds or by vegetative multiplication.

To identify species gathering the above charad¢iesisundertaking botanical surveys on
diverse Cd-polluted sites could be helpful. Indeieds obvious that a number of pioneer plant
species are able to colonize highly polluted argtaided soils (Antonoviost al, 1971), sometimes

forming large populations, actively growing and vaitit stress symptom. Such species, adapted to
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extreme edaphic conditions, could be potential hatds for phytostabilization strategies. Also,
identification of new species growing on Cd-contaatéd soils could provide new experimental
models for studying the physiological and biochexhiadaptations allowing metal tolerance in

plants.

In fact it is well known that different strategibave evolved in plants for survival on
metal-contaminated soils (Baker, 1987). Thus, gla@n be classified into three main categories
(Baker, 1981) according to their metal uptake ottarsstics: (i) “accumulators”, where metal are
concentrated in above-ground plant parts, (ii) itatbrs”, where leaf metal accumulations are
proportional to the soil concentration and (iiixtduders”, where metal concentrations in leaves are
maintained constant and low over a wide range bfteocentrations. Up to now however, most of
the studies have focused on the special case alutfiaglators” and only few species, such as
Thlaspi caerulescendroosens et al., 2003) ardabidopsis halleri(Bert et al, 2003), have been
used as model systems for studying Cd tolerancesé€uently, more systematic analyses about the
native vegetation of polluted areas should be uaken, in order to get additional insights about

the diversity of plants capable to grow on Cd-comieted soils.

In this perspective, we performed a comprehenstartical survey of a severely Cd-
contaminated site. Among the various taxa presetitig site (unpublished results), we identified
Plantago arenariaas the major dominant species and we postulatedittrcould have a high
tolerance to Cd. To check this hypothesis and &yaatierize the tolerance strategy involved in this
species, we investigated the effects of Cd in atlett conditions, both under acute exposure in

hydroponics and under chronic exposure in artificieontaminated soil.

VII.3 MATERIAL AND METHOD

VII.3.1 Biological features of P. arenaria

Plantago arenarigtaxonomic synonymg?. scabraMoench.;P. psylliumL.) is an annual
species whose distribution area extends from Askurope; it is also present in North America, as
an introduced taxon. This species mostly colonidisturbed grounds and sandy soils in sunny
locations; it easily withstands drought periods @ndonsidered as a xerophytic species. The plant
is self-fertile and pollinated by wind. It flowel®m July to August.
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VII.3.2 Prospected site for seeds collection

The prospected site was a steel and iron smeltetprfy located near Lyon, France.
Behind the plant, a large landfill (about 15 halwaed since the fifties to deposit foundry wastes.
The soil at this site was not originated from thederlying bedrock but was resulting from the
progressive transformation of the waste deposhss $oil was characterized (Remenal, 2005)
by a neutral to alkaline pH (7.2 to 8.9), a highaoic carbon content (> 8 %) and a high C/N ratio
(> 40). This kind of soil, of anthropogenic origican be classified in the foundric subgroup of the
Xerorthents (Buondonno et al., 1998). The medidunevaf Cd levels was 13.5 mg kgn=20).

Although the site was still in activity, with impgant engine traffic, many places were
undisturbed and were colonized by various plantigge Dominant taxons were mostly annual or
biannual forbs such aonyza sumatrensiRetz.) E. WalkerDittrichia graveolens(L.) Greuter,
Melilotus albusMedik., OenotherabiennisL., PlantagoarenariaWaldst. & Kit., andScrophularia
caninalL.; there were also a few trees suchAdanthusaltissima (Mill.) Swingle andPopulus
nigra L. Among these different taxaB, arenariawas virtually present all over the site and was
selected for further analysis. For laboratory stadiseeds were taken from mature plants in early

September.
VII.3.3 Estimation of Cd tolerance under acute expeure

Seeds oP. arenariawere germinated for 10 days on wet vermiculiteu@ plantlets with
two well developed leaves were then suspendeddiritaculture solution (10 plants per vessel) of
the following composition: 2.5 mM Ca(N®, 2.0 mM NHNO3;, 3.0 mM KNG, 750 uM KHPQ,,
750 UM MgSQ, 200 uM NaCl, 30 pM EHPO,, 30 pM Fe-EDTA, 5 uM MnS§) 30 pM HBO;, 1
UM ZnSQ, 0.25 uM CuSQ 0.25 pM NaMoQO,, 0.25 uM NiC}h. The medium was buffered at pH
6.1 with 2 mM MES. Cultures were continuously aedatnd placed at 22 + 2°C under a 16h
illumination period (2 X 30 W *“cool-white” fluoresnt lights). After one week, roots were
blackened with activated charcoal and one leaveach rosette was measured and marked with a
thin polypropylene ring. Plants were then trangf@ro fresh nutrient solutions, supplemented with
CdCk at concentrations of 0, 5, 25, 50, 75, 100, 200400 uM. After 72 h of Cd exposure, root

and leaf elongations were measured. Mean orgamgaiiom was expressed as percent of control.

At the end of treatment, elongations were scoretirants were rinsed for 15 min in cold

5mM CaC} to desorb external Cd. Plants were then separmatedoot and leaf parts, and fresh
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weights were immediately scored. They were nextgaan an oven at 70 °C for 72 h to determine

dry weight. Dry samples were stored at 4 °C undildDantifications.
VII.3.4 Estimation of Cd tolerance under chronic eyosure

Seeds ofP. arenariawere germinated for 10 days on wet vermiculiteuig plantlets
were then transplanted to plastic pots (9 x 9 xchil one plant per pot) filled with 300 g of
commercial compost (pH 7.95, total carbonates §.6§", TOC 107.7 g kg, total nitrogen 7.6 g
kg*, CEC 23 cmdlkg™) humidified at 70% relative water content (RWChnEaminations with Cd
(brought as CdGl solutions) were performed four weeks before phantio obtain final
concentrations of 0, 2, 5, 10, 20 and 50 mg"' KQW. For each Cd concentration, the
“phytoavailable” fraction was determined just befdransplanting, using a 24 h extraction in a
solution containing 1 M ammonium acetate and 0.01EMTA at pH 7, according to the
standardized NF X31-120 method (AFNOR, 1999). Rlamere grown for 8 weeks in the
greenhouse, at 22 =+ 2 °C, under a 16 h light /datk photoperiod (metal iodide lamp, 1000 W).
Throughout the experiment, each pot was weightdg dad watered to maintain a 70 % RWC. At
harvest, roots and shoots were separated. Rootsoaezfully washed with tap water and deionised
water successively, and rapidly blotted with papssue. Shoots and roots were immediately
weighted to record fresh weight. They were thennedeed at 70 °C for 72 h to determine dry

weight, and stored at 4 °C before Cd analysis.
VII.3.5 Plant digestion and Cd quantification

Dry root and shoot samples were ground to passienZieve and digested using hot 65 %
HNO;, according to Zarcinaat al. (1987). Concentrations of Cd in various extractsenmeasured
by inductively coupled optical emission spectrome(fCP-OES) using a Jobin-Yvon JY24
apparatus. Wavelength was chosen by “profile fométito give the highest sensitivity for Cd,
without interference (228.802 nm). Quantitative lgses were performed using calibration curves
made with a certified PlasmaCal Cd standard saluf®CP Sciences — Canada). The calibration
standards were prepared in the same matrix usetidaxtracts. Limit of detection was 0.14 {ig |
To check the analytical precision, randomly chosamples (about 20 % of the total number) were
measured in triplicate. The relative standard desnavas routinely between 1 and 5 %, and never
higher than 10 %.

116



Chap. VII — Plantago arenaria : tolérance et accuration du cadmium

VII.3.6 Statistical analysis

For acute toxicity tests in hydroponics, three petedent experiments with 10 replicates
per condition were carried out. As there was nad@we for significant differences between
independent assays, values from individual experimeere combined to increase the power of the
analysis. One-way ANOVA, followed when necessary pgst-hoc comparisons (Scheffé
procedure), and Student’s t-test were used to sedhe effect of Cd treatment on plant growth and

metal accumulation.

For chronic toxicity tests in soil culture, fivepltecates were performed for each treatment.
Results were analysed by the Kruskal-Wallis and M@mitney’s non parametric procedures to
test the effect of Cd concentration on plant groard accumulation.

Correlations between Cd concentrations in plants @d concentrations in the culture

media were also tested. Differences were considgggificant for p < 0.05.

VIl.4 RESULTS

VII.4.1 Effects of cadmium in short-term hydroponics

The effects of acute Cd exposure were analysedetag old plantlets after three days of
metal treatment. At the end of the experiment, Kubsed plants showed a slightly brownish aspect
of their root system. However, leaves of treateh{d were closely similar to that of controls, with

no sign of chlorosis or wilting.

Although Cd-exposed plants were apparently healthg, presence of metal induced a
marked growth reduction (Fig. 6.1). Root elongaticas more sensitive to Cd than leaf elongation,

with concentrations causing 50% growth inhibiti@C&0) of 28 uM and 86 UM respectively.
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Figure 6.1: Effect of Cd on the growth of 20-dag-8l. arenariaplantlets

after 3 days exposure in hydroponics. Growth wasnased as relative

elongation (% of control) of leaves (circles) amts (triangles). Means +

SD,n=30

In addition to growth inhibition, another effect 6d treatment was a sharp decrease in

root and leaf water contents (Fig. 6.2). For ro@d;induced water loss was highly significant
(p < 0.0001) from the 25 uM exposure, where a 3@e¥rease was already observed. Under higher
Cd treatments the water content kept decreasingesmathed a minimal value from 200 uM, which
was about 2-fold lower than in controls. In leagesgnificant decrease in water content (p = 0.004)
was also observed as a result of Cd treatmentthimipphenomenon was less pronounced than in
roots. Maximum water loss was reached from 200 paVivater content was then 35 % lower than

in controls.
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Figure 6.2: Effect of Cd on the water content (% coftrol) of leaves
(circles) and roots (triangles) of 20-day-#idarenariaplantlets after 3 days
exposure in hydroponics. Means + SD, n = 30

Cd accumulation with increasing concentrationshia ¢ulture solution is shown in figure
6.3. In roots (Fig. 6.3a), two distinct steps in @dake were observed. In the range of 0 to 100 uM,
Cd concentration increased linearly as a functibexdernal Cd concentration tR= 0.98, p =
0.0007), reaching about 10,000 mg*KgW for the 100 pM exposure. For higher exposumestal
accumulation increased drastically, and reachedita®®,000 mg kg DW at 400 pM. In leaves
(Fig. 6.3b), Cd levels remained much lower tharraots and the pattern of accumulation was
different: up to 100 puM Cd in the culture mediumetal concentration was significantly

proportional (R= 0.99 p < 0.0001) to the concentration in theusoh, then stabilized to a
maximal value (about 900 mg kdpW) from 200 pM.
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Figure 6.3: Cadmium accumulation in roots (a) aaés (b) of 20-day-old
P. arenariaplantlets after 3 days of Cd exposure in hydropgnMeans +
SD, n=30
In fact, in the range of 0 to 100 uM exposure, |€af concentrations were directly
correlated (R = 0.99, p = 0.0001) to root concentrations, witth [Evels about 17-fold higher in
roots than in leaves. However, at 400 uM Cd, thesiwa entry of Cd in the root system without
concomitant accumulation in leaves, led to a shraease of the root/shoot concentration ratio; Cd

accumulation was then 95-fold higher in roots timeleaves.
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VIl.4.2 Effects of cadmium in long-term soil cultures

The effects of chronic Cd exposure were evaluatest an 8-weeks cultivation period in
contaminated soil, at metal total levels varyirgnirO to 50 mg kg. At the onset of the experiment,
75 £ 7 % of the added Cd was extracted with ammmoragetate plus EDTA, whatever the soil total
concentration. Although this suggested a high melgtoavalability, no visible stress symptom
was evidenced and, at the end of the experimesdfed plants were indistinguishable from the

controls, even at the highest Cd level.

In order to better quantify the effects of Cd oamlgrowth, leaf and root dry biomass
were determined (Fig. 6.4). Results suggestedgiiatth of the leaf system was slightly stimulated
at low Cd levelsj.e. up to 10 mg/kg. However, the overall results ia thnge of 0 to 50 mg Kg
didn’t show a significant difference in relativeogrths. This led to the conclusion that, when the
development of the above ground parts was consldéhe non observed effect concentration
(NOEC) was higher than 50 mg kaf soil total Cd. At the opposite, Cd induced gn#ficant
decrease in root development (using either an ANQWA KruskallWallis test, p = 0.0014 and
0.033 respectively), as shown by the 65 % redudtiodry root biomass of plants exposed to 50
mg kg®. Using post-hoc pairwise comparisons of data, vemated the NOEC for root

development at 20 mg Kg

The increase in soil Cd led to a significant desee@ = 0.006) in root water contents (Fig.
6.5). Thus, in plants exposed to 50 md kot water content had decreased by about 30&tve

to the control. However, leaf water content remdinechanged.
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Figure 6.4: Effect of Cd on the growth Bf arenariaafter 8 weeks of culture
on artificially contaminated soil. Growth was estied as relative dry weight
(% of control) of leaves (circles) and roots (tgées). Means + SD, n=5
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Figure 6.5: Effect of Cd on the water content (% coftrol) of leaves
(circles) and roots (triangles) &f. arenaria after 8 weeks of culture on
artificially contaminated soil. Means £ SD,n=5
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Measurements of plant Cd concentrations showed tti@tincrease in soil Cd levels
resulted in a proportional increase in Cd concéiotra (Fig. 6.6), both in roots {R= 0.99, p <
0.0001) and in leaves tR= 0.96, p = 0.0004). When expressed on a dry wdighis, Cd levels
were always higher in roots than in leaves andhedaespectively 103 mg/kg and 14 mg/kg. In
fact there was a direct relationshig? (R0.97, p = 0.0002) between root and leaf Cd cotnagons,
and Cd levels were consistently about 4-fold higheoots than in leaves.
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Figure 6.6: Cadmium concentrations in roots (a) leagles (b) oP. arenaria
after 8 weeks of culture on artificially contamiedtsoil. Means + SD, n=5

123



Chap. VII — Plantago arenaria : tolérance et accuration du cadmium

VII.5 DISCUSSION

In most cases, experiments for testing metal tolerare performed in hydroponics using
a short exposition to high metal levels (Macna®93). This approach is very efficient in evaluating
acute metal toxicity under perfectly controlleddaditory conditions, but is not relevant to the attu
response of plants in their natural habitat. Ondtieer hand, studies with soil cultures are more
environmentally realistic (Barylat al, 2001) since they allow taking into account theltiple
interactions between soil parameters, metals aoid, ravhich strongly determine the uptake and the
toxicity of pollutants. Unfortunately, the complexiof these interactions makes both result
interpretations and inter-laboratory comparisomsy\difficult. However, there is no doubt that soil
culture experiments remain the best way to evaldatenic metal toxicity and to understand plant
response in their natural environment. Hence, imstudy we performed both hydroponics and soil
culture experiments to get complementary insigbtsuiacute and chronic Cd toxicity Flantago

arenaria

Up to now, no standardized procedure has beenghddifor measuring tolerance to acute
metal exposition in plants, and most of the pulglshesults have been obtained using very different
experimental design®.g. various plant ages, growth descriptors, cultutatems, and periods of
metal exposure ...). As a result, data concerningddgree of metal tolerance in different plant
species are very difficult to compare and thresivaldies have yet to be proposed to define “non
tolerance”, “tolerance” or “hypertolerance” for gn metal. For Cd however, Sanita di Toppi and
Gabbrielli (1999) highlighted that concentrationsoee 1 puM in the culture solution can be
considered as high expositions, with regard tcattteal levels in soil solutions with a moderate Cd
pollution. In the present study, the root elongattest gave an EC50 of 28 uM for acute Cd
toxicity. Consequently we can assume thaarenariamight tolerate very high available Cd levels
when growing on a polluted soil. This was confirmmdlong-term soil experiments which gave a
NOEC value of 20 mg kyfor the development of the root system. It muspbmmted out that in
normal unpolluted soils (Baize, 2000 ; Adriano, 2Dtbtal Cd levels rarely exceed 1 mg'kdhus,
taken together, these results suggest fhasrenariamight resist to both acute and chronic Cd

toxicity at levels largely above those found in inoslluted sites.

According to Baker (1987), resistance to heavy tmetaan be achieved either by
“avoidance” {.e. limitation of root uptake due to membrane exclasiand/or to external

immobilization by root exudates) or by “true toleca” (i.e. detoxification mechanisms allowing to
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alleviate the effects of unusually high intracaluimetal levels). As a general rule, mean Cd
concentration in plants growing in an unpollutediemment is between 0.05 to 0.30 mg’kg
(Markert, 1993; Harada and Hatanaka, 2000), arsdaitimitted that leaf levels higher than 5 mg kg
! (Kabata-Pendias and Pendias, 2001) are excessiogio In the present study, we showed fRat
arenaria cultivated on contaminated soil accumulated ufG® mg kg Cd in roots and up to 14
mg kg in leaves, without any visible sign of phytotoxyciThus, although “avoidance” cannot be
ruled out, we can assume that a “true tolerancehaeism allowing coping with high tissue Cd

levels does exist iR. arenaria

In fact, whatever the culture conditions, Cd comicgions in roots and leaves &
arenaria were directly proportional to external Cd leveMoreover, Cd was predominantly
accumulated in roots, with a constant leaf/rootcemtration ratio over a wide range of Cd levels.
This clearly shows tha®. arenariabehaves as a tolerant “indicator” species (Bak887). For
extreme Cd exposures howevee.(above 100 pM in hydroponics), a massive accumunabio
metal into the roots without concomitant translarato the leaves was observed. This obviously
was a consequence of unrestricted flow of Cd im® toots, likely resulting from membrane
damages and severe metal injury (Baker, 1981). Singgested that the entry of Cd into the roots
and its translocation toward the leaves were figelytrolled up to a threshold of lethal toxicity.

Characterization of the physiological respons® oarenariaunder Cd stress was not the
main aim of this study. Nonetheless, we noticed @& induced a significant decrease in tissue
water content. This effect was particularly markeglants submitted to acute Cd exposure, but it
was also observed for the root system of plant8vetd under chronic stress. In fact, it is well
known (Daset al, 1997; Benavidest al, 2005) that Cd interferes with water uptake, cagis
reduction in water content. In most cases the gaation of the plant water balance goes with a
decline in transpiration rate (Haag-Kervetral, 1999) and leads to a rapid withering. In the @nés
study however, we didn’t notice any symptom of wiithg, neither in hydroponics, nor in soll
experiments. It must be emphasized that in sofuoes leaf water content was unaffected despite a
significant water deficit in the root system. Thwg can hypothesize th&. arenaria could
alleviates Cd-induced water loss in its aerial gaallowing to carry on a normal growth under
chronic metal stress. It is interesting to notd #aarenariais a xerophytic species which, in its
native habitat, mostly colonizes sandy soils wigmnow water retention capacity. Such a relation
between Cd tolerance and adaptation to droughtobas already suggested for a metal-tolerant

ecotype of Silene vulgaris (Schettal, 1997). Hence, it is tempting to speculate that@erance
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in P. arenariacould be closely linked to its capacity to copéhvdevere water deficit stress in its

natural environment.

Whatever the physiological basis allowing Cd tabesinP. arenarig it is clear that this
species is well adapted to extreme edaphic comditemd is capable to survive to severe metal
stress. Consequently, it could be a good candifbat@hytorestauration strategies performed on
highly degraded soils. Furthermore, becaBsearenariais very easy to grow under laboratory
conditions, it could provide an additional model get further insights into the diversity of

mechanisms allowing Cd tolerance in plants.
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Effet du cadmium chePlantago arenaria: tolérance et stress oxydant

E. Remon, L. Ogoula, O. Faure

VIll.1 RESUME

Le but de ce travail est de mieux comprendre le d@ la réponse anti-oxydante dans la
tolérance au cadmium (Cd) chelantago arenariaWaldst. & Kit. Dans ce cadre, les activités des
enzymes du systeme anti-oxydant racinaire et feliai 'accumulation du Cd ont été mesurées en

conditions de culture hydroponique.

Les résultats obtenus montrent delantago arenariaaccumule des concentrations tres
importantes en Cd et qu’il présente une forte &olée a ce métal. Plus précisément, le Cd provoque
un ralentissement transitoire de croissance, nais mhibition est rapidement surmontée apres 96
heures de culture. Au cours de cette période unaulsttion du systeme anti-oxydant racinaire
(augmentation des activités Super Oxyde Dismut&eD]j, Catalase (CAT), Mono-Déshydro
Ascorbate Réductase (MDAR), DésHydro Ascorbate Ride (DHAR) et Glutathion Réductase
(GR)) et une augmentation du pool d’ascorbate téshiti été mises en évidence. Dans les tissus
foliaires, par contre, l'activité du systeme amtidant reste comparable a celle du témoin. Il
apparait donc que le Cd induit une réponse diftérdn systeme anti-oxydant dans les racines et les

feuilles.

VIII.2 INTRODUCTION

Parmi tous les métaux lourds, les problemes liégs ejets de cadmium dans
'environnement et a son transfert potentiel vessdrganismes vivants, sont certainement les plus
préoccupants. A ce jour, aucune fonction métabelicpnnue ne requiert du cadmium, qui présente

une importante toxicité, méme a faible dose, pesianimaux et les plantes. Son accumulation dans
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les différents compartiments des écosystemes, mogamles plantes, génere par conséquent un
risque non négligeable pour les équilibres écologgcet la santé publique. Les principales voies de
contamination des sols sont principalement reptéssrpar les fertilisants phosphatés, I'application
de boues de stations d’épuration et I'industrieathéigique qui génére de grandes quantités de
déchets fortement chargés en cadmium (Alloway, 19Bign que le cadmium soit potentiellement
trés phytotoxique, il est souvent accumulé parviggetaux (lanelliet al, 2002). Les plantes se
développant sur de tels substrats représentent wlmneoie privilégiée de transfert de cet élément

vers la chaine alimentaire (Wagner, 1993).

La toxicité des métaux lourds est intimement lideuis propriétés oxydo-réductrices et a
la production d’espéces réactives de I'oxygene (R@3s que I'anion superoxyde ou le radical
hydroxyle, qui possedent un électron non appardilen résulte un stress oxydant qui correspond a
la réaction entre les ROS et les molécules biolsegg dont les propriétés sont altérées. Ainsi, les
métaux de transition tels que le fer ou le cuig, présentent plusieurs degrés d’oxydation, sont
capables de réagir avec les dérivés de I'oxygérmjusant des ROS a fort pouvoir oxydant. La
réaction de Fenton en est le principal exemplarLinétallique va réagir avec I'eau oxygénée pour
produire un radical hydroxyl, aux propriétés tredétbres. Au niveau cellulaire, les principales
cibles des ROS sont I’'ADN, les phospholipides memhires et les acides aminés (Kehrer, 2000).
lIs provoquent une peroxydation lipidique, des dages membranaires et une inactivation des

enzymes, affectant la viabilité cellulaire (Sirgfhal, 2006).

Afin de réduire les dégats causeés par les ROSJdfses anti-onxydatives des végétaux
comprennent plusieurs enzymes et molécules antiamxtgs, capables d’inactiver les ROS en leur
attribuant un électron supplémentaire. L'anion soyxgde est converti en peroxyde d’hydrogéne
par les superoxyde dismutases. Ce dernier, égateémeque, est pris en charge par les catalases et
les enzymes du cycle ascorbate-glutathion, teleel@scorbate peroxydase pour étre réduit en eau.
L’ascorbate et le glutathion, jouent un réle impattde donneurs d’électrons et sont régénérés
ensuite par trois enzymes différentes : la monodehgscorbate réductase, la glutathion réductase
et la déhydro-ascorbate réductase @atl, 2000).

A la difféerence des autres métaux, le cadmium,pgésente un faible pouvoir rédox, ne
peut pas participer directement aux réactions dloxgduction. Bien que les mécanismes exacts,
impliqués dans la toxicité du cadmium, soient eaaoral compris, I'accumulation de cet élément
engendre de nombreux troubles au niveau cellut@ireespondant a un stress oxydant. En effet, le

cadmium induit par exemple une peroxydation lipigieet une rupture de la chlorophylle, indiquant
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de facon significative une production de ROS (Parei al, 2002). Ainsi, le cadmium agirait au
niveau des sites naturels de production des raditbres. En modifiant I'activité de certaines
enzymes, il favorise la production naturelle des SRotamment au niveau de I'apparell
photosynthétique (Perfus-Barbeaathal, 2002 ; Rosa&t al. 2003).

Par conséquent, méme a faible concentration, lenicex entraine chez les plantes
sensibles une forte diminution de la croissance,atidoroses et des nécroses et méme la mort de la
plante (Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999 ; Sdmdat al, 2001). Néanmoins, certaines espéeces
végeétales sont capables d’accumuler d'importantesitifés de cadmium sans présenter de signe
extérieur d'altération. CheRisum sativumDixit et al. (2001) ont montré le réle du systeme anti-
oxydant dans la réponse au stress oxydant induilypgadmium. De fagon opposée, chez la méme
espéce, Sandaliet al. (2001) ont montré une forte inhibition par le cagm des activités
enzymatiques du systeme anti-oxydant. Par consgédeetadmium inhibe également les enzymes
du métabolisme anti-oxydant générant un stress amy@ccru (Schitzendibet al, 2002 ;
Vollenweideret al, 2006). Pour résumer, il apparait que le systémieoaydant peut étre a la fois
impliqué dans la tolérance au cadmium, mais qil aussi, dans certaines conditions, une cible
privilégiée de la toxicité de ce dernier. Il estralimportant de mieux définir le réle du systeme

anti-oxydant chez les espéces tolérant le cadmium.

Des recherches précédentes sur la végétation desiens métallurgiques de la Loire ont
permit de mettre en évidence une espece tolérantadmium (résultats non publiésptantago
arenariaWaldst. & Kit. A I'heure actuelle, bien qu’aucuréoanisme de tolérance n’ait pu étre mis
en évidence, il est probable que le systeme antilant joue un réle dans la tolérance au cadmium
chezPlantago arenariaAfin de tester cette hypothese, nous avons mé'sutévité des principales

enzymes et la concentration des molécules implguées d’'un stress non Iétal en cadmium.

VIII.3 MATERIEL ET METHODE

VIII.3.1 Culture hydroponique

Les graines dd. arenariasont semées sur de la vermiculite et arroséeai@del’d’un
milieu contenant les éléments suivants : Ca{i®25 uM ; NHNOs, 500 uM ; KNQ, 750 uM ;
KH,PO,, 187.5 uM; MgSQ@ 187.5 uM; NaCl, 50 uM ; ¥PQ,, 7.5 uM; EDTA, 7.5 uM;
FeSQ, 7.5 pM; MnSQ 1.25 pM; HBOs; 7.5 pM; ZnSQ 0.25 pM; CuSQ 62.5 nM;
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NaMoO,, 62.5 nM; NIiC}, 62.5 nM. Apres une semaine de germination, lesitples sont
transférées sur un milieu liqguide de compositioanittjue, mais de concentration quatre fois
supérieure. La solution est tamponnée a pH 6.1tiesant de I'acide 2-morpholinoéthanesulfonic
monohydraté MES (2 mM). Chaque bac a un volume Het4l5 plantules sont cultivées par bac.
Les cultures sont aérées continuellement et plac@8SC sous une photopériode de 16 h ; le milieu
est renouvelé chaque semaine. Afin d’analyser ésamismes impliqués dans la tolérance, et non
les effets de doses létales de Cd, la gamme dewcwaton choisie reste inférieure a la HNI (0 a 75
KM) obtenue par VMT (résultats non publiés). Casddons ont donc permis d’observer une réelle
réponse physiologique. Aprés quatre semaines desarwe, les milieux sont contaminés par
différentes concentrations en Cd (0, 2.5 pM, 25 B0,uM et 75 uM de Cdgl Pour chaque
concentration en Cd, 30 plantes cultivées dans eag différents ont été étudiées. La croissance
en cours de culture est estimée en mesurant I'atammgd’une jeune feuille de la rosette (marquée
en début de culture par un anneau en polypropyldres prélevements en vue des différents
dosages sont réalisés a intervalles de temps eéd@lh, 24 h, 48 h et 96 h) aprés contamination du

milieu. Chaque plante prélevée est séparée enldauxracines et feuilles.

VIII.3.2 Dosage du Cd accumulé par les plantes

Les échantillons sont séchés a I'étuve a 60°C pendid h. lls sont ensuite pesés puis
broyés (< 2 mm). La digestion est réalisée ensatili de I'acide nitrique pur durant 12 h a
température ambiante, puis durant 45 min a 90°Cc{@aset al, 1987). L'acide est alors évaporé
jusqu’a un volume final d’environ 1ml et les échbons ajustés a un volume de 10 ml par de
'acide nitrigue a 1%. Les mesures des concentratien Cd sont réalisées par spectrométrie
d’émission atomique (ICP-AES), sur des extraitaja@ement filtrés (filtre Watmann sans cendre
grade 392).

VIII.3.3 Dosage des enzymes du systeme anti-oxydant

VIII.3.3.1 Préparation des extraits

Environ 200 a 500 mg de tissu frais sont broyés dkml’azote liquide, en présence d’'une
solution d’extraction (tampon K-phosphate 100mM, PP ; acide éthylenediaminetétraacétique
(EDTA) 1mM ; 1,4-dithio-DL-threitol (DTT) 3mM ; palinylpyrrolidone K90 (PVP) 5% (w/v) ;
ascorbate 5mM ; triton X100 0.1%). L’extrait ailditenu est ensuite centrifugé a 10 000 g, a 4°C
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pendant 30 min. Le surnageant est récupéré etoddican fractions de 100 pl, puis conservé a -80°C
jusgu’aux dosages.

Sur chacun des extraits un dosage des protéinakedoest réalisé par la méthode de

Bradford (1976), en utilisant une gamme étalon 8AB
VII1.3.3.2 Dosage de l'activité superoxyde-dismutg$SOD) (EC 1.15.1.1)

Les méthodes de dosage des SODs sont indirectestdbasées sur leur capacité a inhiber
des réactions générées pai OLa méthode utilisée est celle de Beauchamp dbfitch (1971) :
la réduction photochimique des flavines génere atésns superoxydes qui peuvent étre mis en
évidence par leur capacité a réduire du NBT en b&tormazan qui absorbe la lumiére a 560 nm.
L’activité SOD, en détournant les anions superosgydghibe cette réaction et peut étre quantifiée

sur cette base.

Pour un volume final de 1 ml, le mélange réactibmse constitué de tampon K-phosphate
50 mM pH 7.8, NBT 56 uM, méthionine 10 mM, riboflag 1.2 mM, cyanure de potassium 20 uM
et extrait enzymatique (5 a 75 pl). La réductionNBIT est estimée aprés 5 min d’illumination
(cuves placées a 5 cm d’un tube fluorescent de Bériwhesurant 'augmentation de I'absorbance a
560 nm.

Le pourcentage d’inhibition de la coloration estetdéniné en fonction de la quantité
d’extrait. Une unité d’activité SOD correspond a daantité d’enzyme provoquant 50% de

l'inhibition maximale.
VIII.3.3.3 Dosage de la catalase (CAT) (EC 1.11)1.6

La CAT catalyse la décomposition du,®} en eau et en oxygéne moléculaire. La
décomposition de D, peut étre suivie directement par la diminutionl’dbsorbance a 240 nm
(Aebi, 1984).

Pour un volume final de 3.05 ml, le mélange réacie est constitué de tampon K-
phosphate 100 mM, pH 7 et de 50 ul d’extrait enzZigna. La réaction est initiée par addition de 1
ml de HO, a 30 mM. La vitesse de décomposition dgOfest déterminée en mesurant la
diminution de I'absorbance a 240 nm pendant 1 bres. calculs d’activité sont réalisés en utilisant
un coefficient d’absorption molaire de 0.039 mkhi* pour HO,.
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VII1.3.3.4 Dosage de I'ascorbate péroxydase (APELC(.11.1.11)

L’APX catalyse la peroxydation de l'ascorbate en nowéhydroascorbate (MDA).
L’activité APX peut étre déterminée en mesuranditainution de la concentration en ascorbate a

290 nm au cours de la réaction (Nakano et Asad#l,)19

Pour un volume final de 1 ml, le mélange réactibmise constitué de tampon K-phosphate
50 mM pH 7, EDTA 0.1 mM, acide ascorbique 0.5 mMetrait enzymatique (50 pl). La réaction
est initiée par addition de 0.3 mM de®4. La vitesse d’oxydation de I'ascorbate est déteémien
mesurant la diminution de la I'absorbance a 290 pandant 1 min. Les calculs d’activité sont

réalisés en utilisant un coefficient d’absorptioolaire de 2.8 mN.cm* pour I'ascorbate.
VIII.3.3.5 Dosage de la glutathion réductase (GEC(1.6.4.2)

La GR est une enzyme NADPH (nicotinamide adénimauaéotide phosphate réduit)
dépendante, qui catalyse la réduction du glutatbiydé (GSSG) en glutathion (GSH). Le GSH
formé peut réagir avec l'acide 5,5'-Dithio-bis(2robenzoique) (DTNB) pour produire du
thionitrobenzoate (TNB), facilement mesurable a Ad2(Smithet al, 1988).

Pour un volume final de 3 ml, le mélange réactibmse constitué de tampon K-phosphate
100 mM pH 7.5, EDTA 0.5 mM, DTNB 1 mM, NADPH 0.1 mNESSG 1 mM. La réaction est
initiée par addition d’extrait enzymatique (50 (L vitesse de formation de TNB est déterminée
en mesurant 'augmentation de I'absorbance a 412 ltendosage est calibré par une courbe
standard de GR (BioChemika, GR from baker’s yeast).

VIII.3.3.6 Dosage de la déhydro-ascorbate réductéBélAR) (EC 1.8.5.1)

La DHAR catalyse la réduction du déshydro-ascorifbtdA) en ascorbate, couplée a
I'oxydation du GSH en GSSG. La formation de I'asaie produit au cours de la réaction peut étre

suivie par 'augmentation de I'absorbance a 265Asada, 1994 ; Daltoat al, 1986).

Pour un volume final de 1 ml, le mélange réactibnest constitué de Tampon K-
phosphate 50 mM pH 7.0, EDTA 0,1 mM, DHA 0,2 mM,K53,5 mM. La réaction est initiée par
'addition de I'enzyme (100 pul). La vitesse de protion de I'ascorbate est déterminée en mesurant
'augmentation de I'absorbance a 265 nm, durantii aprés addition de I'enzyme. Les calculs
d’activité sont réalisés en utilisant un coeffidietiabsorption molaire de 14 miem? pour

I'ascorbate.
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VIII.3.3.7 Dosage de la monodéhydro-ascorbate rédse (MDAR) (EC
1.1.5.4)

La MDAR permet la régénération de I'ascorbate gauction du monodéhydro-ascorbate
en présence de NADH (nicotinamide adénine dinucléotéduit). L’activité MDAR peut étre
déterminée en mesurant la diminution de I'absorban840 nm due a l'oxydation du NADH. Le
MDA, nécessaire a la réaction, est généré par aioydde 'ascorbate par une ascorbate oxydase
(Arrigoni et al, 1981).

Pour un volume final de 1 ml, le mélange réactibmseé constitué de tampon Tris 50 mM
pH 7.6, NADH 0.2 mM, ascorbate 1 mM, ascorbate asgd0.33 U/ml, et extrait enzymatique (100
pl). La réaction est initiée par addition de I'at@de oxydase. Les calculs d’activité sont réaleses

utilisant un coefficient d’absorption molaire d@ &aM™*.cm™* pour le NADH.
VIII.3.3.8 Expression des résultats

En accord avec le systeme international (DibkadlQ1?, les différentes activités
enzymatiques ont été exprimées en katal, sauflpdB©D pour laquelle I'activité est exprimée en

Unités, telles que définies dans le paragraphe 3/812.

Par ailleurs, les concentrations en protéines d&sehts échantillons étant variables au
cours de la culture (données non présentées)clisgiés ont été exprimées en fonction de la masse

de matiere fraiche.
VIII.3.4 Dosage des molécules anti-oxydantes

VIII.3.4.1 Préparation des extraits

Les échantillons (200 a 500 mg de tissus frais} booyés dans de l'azote liquide. Les
extractions sont ensuite réalisées dans 4 volunueg dolution d’acide sulfosalicylique (5%, w/v)
contenant 6.3 mM de DTPA. Les extraits obtenus sentrifugés a 10 000 g, a 4°C, pendant 10

min. Le surnageant est récupéré et stocké a -8giijaux analyses.
VIII.3.4.2 Dosage des formes réduites et oxydéetsakcorbate

L’ascorbate total a été estimé par un dosage sgamitométrique en utilisant la méthode
de Hodgeet al. (1996).
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Le milieu réactionnel est constitué de 200 pl deageant, 500 ul de tampon K-phosphate
(150 mM, pH 7,4) contenant 5 mM d’EDTA, et 100 |@ BDTT (10 mM). Ce dernier composant
permet de réduire I'ascorbate oxydé. Apres 10 mimcdbation a température ambiante, 100 pl
d’'une solution de N-éthymaléimide a 0,5 % (W/V) tsajoutés afin d’éliminer I'exces de DTT. La
coloration est réalisée en ajoutant 400 ul de TAA &b (W/V), 400 pl d’acide ortho-phosphorique
a 44 % (W/V), 400 ul de 2,2’-dipyridyl & 4 % (W/\ads éthanol 70°), et 200 pl de Fe&B0mgl/l.
Apres une heure d’incubation a 40°C, I'absorbarstemesurée a 525 nm. Le dosage est calibré par

une courbe standard d’ascorbate (0 a 200 nmolesldaolution d’extraction).

Le dosage de I'ascorbate réduit est réalisé parélae méthode en remplagant simplement
le DTT et le N-éthymaléimide par le méme volumead'élistillée.

VIII.3.4.3 Dosage des formes réduites et oxydéegldtathion

Le glutathion total (GSH + GSSG) a été estimé par méthode enzymatique (« DTNB-
GSSG Reductase Recycling Assay »), telle que plpiéé Anderson (1985). Le principe de cette
méthode repose sur une oxydation du GSH par du DdBduisant a la formation de GSSG et
TNB. Le GSSG néoformé est alors recyclé en GSHapaon d’'une GSSG réductase en présence
de NADPH. La vitesse de formation du TNB est su&vi&l2 nm et est proportionnelle a la quantité

de GSH total présent dans I'extrait.

Pour un volume final de 1 ml, le mélange réactibmise constitué de tampon K-phosphate
120 mM pH 7.5, EDTA 5 mM, NADPH 280 mM, DTNB 0,6 mNMe mélange est chauffé a 30°C
pendant 12 a 15 min. 25 ul de la solution a dosat alors ajoutés et la réaction est initiée par
addition de 0,75 unités de glutathion réductasezitessse de formation du TNB est suivie a 412 nm
pendant 30 s. Le dosage est calibré par une catalbdard de GSH (0 a 4 nmoles dans la solution

d’extraction).

Le GSSG est déterminé par la méme méthode qudeglutathion total, apres blocage de

la réaction avec le GSH par action du 2-vinylpyrédi

A 100 pl d’extrait a doser sont ajoutés 2 ul darBdpyridine. L'échantillon est vortexé et
6 ul de triethanolamine sont ajoutés. Le pH estsale@rifié a I'aide de papier pH ; il doit étre
compris entre 6 et 7. Apres 60 min d’incubatior@pérature ambiante, I'échantillon est dosé par

la méthode enzymatique précédemment décrite.
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VII11.3.5 Analyses statistiques des résultats

Pour chaque dosage, quatre échantillons indépendarit été analysés (n = 4); par
ailleurs, chaque mesure a été répétée deux fossrdseiltats présentés correspondent aux moyennes
de ces différentes mesures +/- I'erreur standaedcamparaison des moyennes mesurées a éte
réalisée en utilisant des tests statistigues namanp@triques : les comparaisons multiples de
moyennes ont été effectuées par le test H de KIHWgkdis, les comparaisons deux a deux ont été

réalisées par le test U de Mann-Whitney. Le seugidnification a été choisi a p = 0,05.

VIIl.4 RESULTATS

VIIl.4.1 Effet du cadmium sur la croissance

Dans un premier temps, l'effet du Cd a été étudiénesurant I'élongation foliaire de
plantes cultivées en présence de différentes ctratiems en Cd, sur une période de 96 h. Les
résultats sont présentés sur la figure 8.1. CheplEntes témoins cultivées en absence de Cd, la
vitesse d’élongation foliaire en fonction du teness parfaitement linéaire {R 0.998). Par contre,
en présence de Cd, et notamment pour des condensrabmprises entre 2,5 et 50 uM, la vitesse
d’élongation foliaire subit un net ralentissemepdy rapport au témoin. Ce ralentissement de
croissance est bien visible aprés 48 h de culturéa longueur des feuilles du témoin est supégieur
a celle des plantes traitées (test de Kruskal-¥/glli= 0.006) ; ce ralentissement n’est pourtaet qu
transitoire et, aprés 96 h de culture, I'élongatfohaire ne difféere plus de celle des témoins
(p > 0.05). Pour une concentration en Cd de 75 jaMite générale de la courbe reste la méme,
mais ce phénomeéne de ralentissement de croissanpéus marqué. Ainsi, apres 96 h de culture,

I'élongation foliaire reste inférieure a celle dagres échantillons (p = 0.002).
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Figure 8.1 : Influence du Cd sur I'élongation fakachezPlantago arenaria
(¢:0;0:25;A:25;0:50;% : 75 uM)
VIIl.4.2 Le Cd provoque une stimulation du systéme anti-oxydant

racinaire

Dans le systeme racinaire, I'activité SOD (Fig.)8l2s plantes témoins reste stable au
cours des 96 h de culture (p >> 0.05), cette d@étest en moyenne de 0.58 U/mg MF. En présence
de cadmium, et quelle que soit la concentratiotééesine augmentation significative (p < 0.05) de
I'activité est enregistrée au cours du temps. Giasti qu'aprés 96 h de culture I'activité SOD des
plantes traitées est d’environ 0.70 U/mg MF, sai augmentation d’environ 20 % par rapport au

témoin.

Comme dans le cas de la SOD, l'activité CAT (Fi@)8este constante (p >> 0.05) chez
les plantes témoins, au cours des 96 h de culttmetivité moyenne est d’environ 0.85 nkat/mg
MF. Par contre, cette activité augmente de facgnifgtative (0.005 < p < 0.022) chez les plantes
traitées. En fin d’expérimentation, I'activité CAEBt comparable quelle que soit la concentration en

Cd testée et est d’environ 2.4 nkat/mg MF, soitamngmentation de 180 % par rapport au témoin.
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Figure 8.2 : Influence du Cd sur I'activité SOD eldantago arenarig MF :
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Figure 8.3 : Influence du Cd sur I'activité CAT eH@lantago arenarig MF :
matiére fraiche)® : 0 ;0:2.5;A :25;0:50 ;% : 75 uM)
L’augmentation des activités SOD et CAT racinamascours de la culture en présence de
Cd, suggére donc que le Cd stimule une productenROS et que la plante réagit a cette
accumulation. On peut donc se demander si cettdimaas’accompagne aussi d’'une stimulation du
cycle ascorbate/glutathion. L’évolution des acésitdes principales enzymes impliquées dans ce

cycle est présentée dans la figure 8.4.
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Figure 8.4 : Influence du Cd sur les activités enatiques du cycle
ascorbate/glutathion cheRlantago arenaria(MF : matiére fraiche). (a) :
ascorbate péroxydase (APX); (b) : monodéshydrorbste réductase
(MDAR) ; (c) : déhydro-ascorbate réductase (DHAR)) : glutathion

réductase (GR)<¢ : 0;0:2.5;A :25;0:50 ;% : 75 uM)

La premiére enzyme intervenant dans le cycle asateiddutathion est I'ascorbate
peroxydase (APX), qui réduit le peroxyde d’hydrog@m HO et oxyde I'ascorbate en MDHA. Les
résultats obtenus (Fig. 8.4 a) montrent que I'dtétige cette enzyme n’est pas modifiée en présence
de Cd. De fait, malgré de légeres fluctuations@usde la culture, les tests statistiques (TedeH
Kruskal-Wallis et test U de Mann-Whitney) n’ont ntignaucune différence significative au cours
du temps. L'activité APX peut donc étre considérénstante, elle oscille entre environ 80 et 120

pkat/mg MF.

Par contre, les autres activités enzymatiques dle ofig. 8.4 b, ¢, d) augmentent en
présence de Cd. C’est ainsi que l'activité MDARg(R.4 b), constante chez le témoin (p >> 0.05),
augmente (0.004 < p < 0.039) d’environ 56 % ap@sde culture, quelle que soit la concentration
de Cd. De la méme facon, l'activité DHAR (Fig. &% reste constante chez le témoin, mais
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augmente (0.007 < p < 0.030) chez les plantegésita toutes les concentrations en Cd testées. En
moyenne, cette activité enzymatiqgue augmente ded&@res 96 h de culture. Enfin, I'activité GR
(Fig. 8.4 d) est également constante chez le térfpim> 0.05), et subit une nette augmentation
(0.011 < p <0.019) en présence de Cd. Cette augitimmest en moyenne de 178 % par rapport au
témoin. En d’autres termes ces résultats montreet en présence de Cd, les trois activités

enzymatiques nécessaires au maintien de I'ascosbatesa forme réduite (MDAR, DHAR et GR)
augmentent de facon significative.

En ce qui concerne le dosage des formes réduitesydees de I'ascorbate, les résultats
sont présentés dans la figure 8.5.

2,5 100

(a) = 21 (b) ﬁ
204 g 80
- =
L § 70 A
215 g 607
E 1,0 1 £ 40 -
°
2 © 30
< 0,5 1 2 20
X 10
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Figure 8.5 : Influence du Cd sur la concentratinrascorbate (Asc) total (a)
et ascorbate réduit (b) dans le systeme racinddfe:(matiere fraiche) de
Plantago arenaria(< : 0;0:2.5;A :25;0:50 ;% : 75 uM)

La concentration en ascorbate total (Fig. 8.5 aygfente pas de facon significative chez
le témoin (p = 0.114) et chez les plantes cultiveegprésence de 2,5 uM de Cd (p = 0.094). Par
contre, a partir de 25 pM de Cd, la teneur en &aster augmente significativement
(0.021 < p <0.037) au cours de la culture ; enenag, cette teneur est multipliée par 2,7 durant la
période de culture. Dans le méme temps, le poakcdidate réduit augmente de fagon significative
(0.025 < p <0.044), alors qu'il reste stable chezémoin (p >> 0.05). De fait, la teneur en
ascorbate réduit représente environ 50 % de I'astertotal chez le témoin, alors qu’elle atteint de
73 & 82 % aprés 96 h de culture en présence de Cd.

Dans la mesure ou le glutathion est indispensableractionnement de la DHAR et donc,
a la régénération de I'ascorbate, les teneurs dh &&SSG ont été évaluées au cours de la culture.
Les résultats sont présentés dans la figure 8.6.
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Figure 8.6 : Influence du Cd sur la concentratiangiutathion total (forme
réduite GSH + forme oxydée GSSG) dans le systeneaiee (MF : matiere
fraiche) dePlantago arenaria (¢ : 0;0:25;A:25;0:50;%:75
HM)

Les teneurs en glutathion total augmentent de faggnificative quelles que soient les
conditions de culture (p < 0.01). Pour les plart&woins, la teneur en glutathion atteint un
maximum aprés 48 h, puis diminue progressivemeat.cBntre, en présence de Cd, la quantité
d’ascorbate augmente régulierement durant toupgiede de culture. Cependant, a 96 h, aucune
différence significative entre les plantes traitéetes plantes témoins n’a pu étre mise en évialenc

(p >> 0.05).

VII1.4.3 Réponse du systeme anti-oxydant foliaire

L’ensemble des résultats concernant les activibegreatiques mesurées dans le systeme
foliaire est présenté dans le tableau 8.1. Par steusimplification, seules les valeurs enregistré&e

6 et 96 h sont présentées.
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Tableau 8.1: Influence du Cd sur les principaletvidés enzymatiques de la réponse anti-

oxydante, dans le systeme foliaireRlantago arenaria

Enzyme Durée de Concentration en Cd (uM)
culture (h) 0 2,5 25 50 75

<oD 6 0,50 +/-0,03 0,49 +/-0,05 0,52 +/-0,01  0,520602 0,66 +/- 0,04
96 0,45 +/-0,04 0,61 +/-0,03 0,53+/-0,02 0,490:03 0,64 +/- 0,01
6 2,00 +/-0,28 1,22 +/-0,12  1,39+/-0,31  0,720:44 1,17 +/- 0,39
CAT 96 220 +/-0,29 2,90 +/-0,41 2,31+/-0,62 146024 1,77 +/- 0,23
VDHAR 6 3,62+/-0,71 2,81+/-0,26 3,28 +/-047 3,080486 3,17 +/- 0,34
96 3,00+/-0,32 3,14+/-0,17 3,36 +/-0,27  3,660:04 3,31 +/- 0,13

APX 6 48,3 +/- 1,5 40,5+/- 7,7 418 +-6,1 31,0 482 34,4+/-28

96 59,8+/- 9,8 61,4+/- 55  63,2+-15 70,6 +27, 72,3 +/-5,1
SHAR 6 6,04 +/-0,39 3,30 +/-0,49 535+/-0,35 6,710:29 6,76 +/- 0,81
96 6,51 +/-0,89 2,56 +/-0,07 4,69+/-0,31 506088 5,35 +/- 0,46
R 6 4,75+/-0,51 3,42 +/-0,24 504 +/-0,62 5,330:87 4,50 +/- 0,26
96 274 +/-0,31 2,10+/-0,23 3,56 +/-0,40  3,57+40 3,87 +/- 0,18

Les valeurs sont exprimées en U/mg MF pour la sigyele dismutase (SOD), en nkat/mg MF pour la catal@AT) et la monodéhydro-
ascorbate réductase (MDHAR) et en pkat/mg MF pascorbate péroxydase (APX), la déhydro-ascorb&daatase (DHAR) et la glutathion
réductase (GR). Les résultats sont présentésetvelir standard.

Contrairement aux observations réalisées pouradeses, I'activité SOD ne subit aucune
modification dans le systeme foliaire, quelle qai k& concentration en Cd (0.117 < p < 0.637). En
moyenne, cette activité est de 0.55 U/mg MF. A ngige cette activité est comparable a celle
mesurée dans les racines témoins. De la méme fagoune modification significative des activités
CAT (0.460 < p < 0.740), MDHAR (0.780 < p < 0.87MHAR (0.303 < p < 0.470) et GR
(0.059 < p < 0.362), n'a été enregistrée. L’acdvitPX par contre, augmente significativement en
cours de culture, pour des concentrations de 5% ¢tM de Cd (respectivement, p = 0.005 et p =
0.016).

En ce qui concerne les molécules anti-oxydantesdeé I'ascorbate et le glutathion, la
réponse des feuilles est également différente tle des racines. De fait, ces deux molécules
augmentent |égerement en cours de culture (dom@eprésentées), mais aucune différence par

rapport au témoin n’a pu étre mise en évidence.

VIIl.4.4 Accumulation du cadmium

La figure 8.7 montre I'évolution des concentratioasinaires (Fig. 8.7 a) et foliaires (Fig.

8.7 b) au cours des 96 h de culture en présenCelde
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Figure 8.7 : Evolution des concentrations racirmir@) et foliaires (b) en Cd chez
Plantagoarenaria, cultivé en présence de différentes concentratiom Cd.
(1:0;2:25;3:25;4:50;5:75uM)

Dans les racines, la teneur en Cd augmente rapideghatteint des valeurs d’autant plus
élevées que la concentration du milieu est impteta@’est ainsi qu'apres 96 h de culture en
présence de 75 uM de Cd, la concentration en raétgiht plus de 4000 mg/kg MS. Dans les
feuilles, une évolution comparable est observéas hea concentrations en Cd restent beaucoup
plus faibles : une teneur maximale de 450 mg/kg éd6mesurée dans les échantillons cultivés

durant 96 h sur 75 uM de Cd.

VIII.5 DISCUSSION

Dans le cadre de ce travalil, la réponse dlantago arenariaau stress oxydant induit par

le cadmium a été estimée par I'analyse des adtidés principales enzymes limitant I'action des
ROS. Les résultats acquis ont confirmé la toléraaucecadmium observée chez cette espéce. En
effet, une inhibition de croissance, qu'il s'agisdene élongation racinaire, d’'une élongation
foliaire ou d’'une diminution des masses de matféaéche ou séche, est le parametre le plus
directement visible, marquant la toxicité d’un mii(Macnair, 1993). Or, nous avons observe, en
mesurant I'’élongation foliaire, un effet toxiquetpoce che®. arenaria Cependant, la reprise de
croissance apres 48 h de culture montre que laitéxiu Cd est rapidement surmontée. Tout se
passe donc comme Bi. arenariaréagissait a la présence du Cd en mettant en,pliace les
premiers jours de culture, un systéme de détoxicatiu Cd. Parmi les différentes hypotheses

possibles, la stimulation du systeme anti-oxydaeutitpétre envisagée. Les dosages reéalisés
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séparément dans les racines et dans les feuillesmontré que cette reprise de croissance

s’accompagne d’une stimulation du systeme anti-arydans les racines.

De fait, a I'exception de I'APX, la totalité deszaymes impliqguées dans la détoxication des
ROS, et surtout la catalase, présente une nett@memnigtion d’activité. En suivant les activités
CAT, SOD et GR chez une variété Baphanus sativutlérante au cadmium, Victoriat al.
(2001), ont obtenu des résultats comparables. DmenéhezAlyssum sp(Schickler et Caspi,
1999), la tolérance au Cd s’accompagne d’'une augatien de I'activité SOD alors que l'activité
APX reste constante. Inversement, chez des espwxnedolérantes, telles gueinus sylvestris
(Schiutzendubelet al, 2001), Pisum sativum(Sandalioet al, 2001) ouPhaseolus vulgaris
(Somashekaraiabt al, 1992), la présence de Cd inhibe la plupart deyreas du systéme anti-
oxydant. D’autre part, en ce qui concerne les nubdSc anti-oxydantes, les concentrations en
ascorbate total et en ascorbate réduit augmententfagon significative en présence de
concentrations de cadmium supérieures a 2,5 uNs alee le pool de glutathion augmente méme
en absence de cadmium. Cette augmentation ne deraitpas directement reliée a la présence du
Cd. Il est probable que cette augmentation de h@eatration en GSH, soit liée au changement de
milieu lors de la mise en culture, et donc a uesstrtransitoire lié a l'afflux d’éléments nutritifs
(Tauszet al, 2004).

En d'autres termes, il apparait donc que deux syetémajoritaires impliqués dans
'élimination des ROS, via la catalase d’'une paries enzymes du cycle ascorbate/glutathion
d’autre part, interviennent simultanément chH&lantago arenaria Il semble donc exister une
certaine corrélation entre la tolérance au Cd attivation de la réponse anti-oxydante, dans le
systeme racinaire. Il apparait cependant que lén@uit une réponse différente du systéme anti-
oxydant dans les racines et les feuillesPderenaria Ce type d’observation a déja été rapportée
chezPisum sativun{Dixit et al, 2001), mais la réponse décrite était inverss fdailles montrant
principalement une stimulation des enzymes du systanti-oxydant et les racines une inhibition
de ces enzymes. Chez cette espéce non toléran€@dail semblerait que les concentrations
importantes de Cd accumulé dans le systeme ragisaient responsables d’une inhibition du
systeme anti-oxydant ; inversement, les plus faildencentrations accumulées dans les feuilles
conduiraient a une stimulation de la réponse antdante. Che2?. arenarig espece tolérante au
Cd, il nous a donc paru intéressant de mesuree @pchparer les concentrations en Cd dans les

racines et les feuilles au cours de la culture.
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Les dosages réalisés ont montré que le cadmiurmnéggoritairement accumulé dans les
racines. Il existe donc probablement, comme chemidmip d’autres espéces (Baker, 1981), un
mécanisme permettant de limiter la translocationQitl du systéme racinaire vers le systeme
foliaire. Quoi qu’il en soit il faut noter que lesncentrations en Cd, atteintes respectivement dans
les racines et dans les feuilles, sont trés imptetaau regard de la toxicité connue du Cd. Ces
données confirment donc qu'il existe tres probaklenthez”. arenariaun mécanisme efficace de

détoxication intracellulaire de la surcharge mijaé.

Pour résumer, une augmentation de l'activité cs¢alat le maintien d'un fort pool
d’ascorbate réduit dans les racines sont les depecss les plus marquants de cette réponse.
Manifestement, I'activation du systéme anti-oxytpturrait donc représenter un des aspects de la
toléerance au Cd cheR. arenaria Cependant il est probable que cette réponseassiiciee a
d’autres mécanismes de détoxication interne. Eticpéer, I'implication de molécules chélatrices,
tels que des métalothionéines ou des acides ongesipres, peut étre envisagée. En revanche, nos
données ne nous ont pas permis de mettre en éeidare quelconque modification du pool de
glutathion. Cette molécule étant un précurseurspehisable a la biosynthése des phytochélatines, il
serait possible que le Cd intracellulaire ne stermpas la synthese de phytochélatines, comme c’est

le cas chez I'’hyperaccumulatelinlaspi caerulescen&bbset al, 2002).
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Conclusion générale

La prise de conscience du mauvais état sanitageale conduit évidemment a la question
de savoir quels sont les risques, pour la santdiquebet pour les écosystemes, dans chaque
situation de pollution. D’'une facon générale, l@iovo de risque inhérent & un polluant quelconque
est intimement liée a sa possibilité de transfersworganisme cible. La Iégislation en vigueur
(Circulaire du 10 décembre 1999) en tient comptengiose un contrdle strict des sites pollués
(surveillance piézométrique, restriction d’usageelidiction d’accés...), visant a limiter les risques
de contamination humaine et a éviter tout probldirect de santé publique. Concernant les métaux
lourds, leurs effets sur les écosystemes locaueseimeécanismes de leur transfert, du sol aux
organismes vivants (notamment les plantes), sacrermal compris. Il est donc tres difficile de
prévoir leurs effets a long terme, de modéliseddgenir des polluants d’'un site contaminé, d’en
évaluer les risques et donc de choisir une stmatédgi remédiation. L’utilisation des végeétaux
comme outil de bioindication s’avéere étre une apipeoprometteuse pour compléter la démarche
classique d’évaluation des risques. En effet, il laggement reconnu que les sites naturels ou
anthropiques contaminés par des métaux lourds pewsecueillir des associations végétales
strictement inféodées a ce type de milieu, origimakt singulieres, parfois qualifiees de
« groupements meétallicoles ». La détermination de associations permet de mieux cerner
limpact des contaminants sur I'écosysteme et ifacilidentification des sites contaminés. Le
dosage des métaux lourds dans les végétaux déteesnet en évidence le degré de transfert des
meétaux et de leur bioaccessibilité pour ’'hommes @éormations pourraient simplifier I'évaluation
des risques, en l'affranchissant de la mesure déiddisponibilité par des tests chimiques
complexes, souvent peu corrélés aux contenus chésides végétaux. Il parait donc indispensable
de mieux caractériser la végétation spontanée slendeeux afin de déterminer leurs potentialités

en terme de bioindication.

Par ailleurs, si les techniques classiques de hépol sont tres efficaces pour les
contaminants organiques, elles s’averent lourdegremses, voire inadaptées pour les métaux
lourds qui sont, par définition, non biodégradabl@spuis quelques années, les biotechnologies ont
montré que l'utilisation de plantes supérieurest pmnstituer une solution supplémentaire par
rapport aux techniques classiques, offrant deugctons de recherches : le confinement de la
pollution, en évitant son transfert par une couwegétal approprié (phytostabilisation) ; la
dépollution des sols, en favorisant le développdndéime population végétale accumulant les
métaux lourds (phytoextraction). Ces techniqudesdie phytoremédiation, reposent sur deux axes
de recherche principaux : I'utilisation de plantel€rantes, accumulatrices ou non et le transtert d

genes dintérét vers des especes agronomiques, laanilture est parfaitement maitrisée. Les
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limites & I'application des recherches menées tlapsemier axe résident dans les caractéristiques
naturelles de ces végétaux. Les espéces accuroedatgont souvent caractérisées par un
enracinement peu profond, une croissance lenteetfaible production de biomasse ; autant de
critéres qui limitent considérablement les tauxvimiéles d’extraction. L'utilisation des plantes
phytostabilisatrices quant a elle, reste limitée [eafaible nombre d’especes potentiellement
utilisables. Les végétaux susceptibles d’étresdiliafin d’établir un couvert végétal suffisanhssa
risque de mobilisation des métaux, doivent préseaintés propriétés essentielles : i) un systeme
racinaire développé ; ii) une translocation limité@) une importante évapotranspiration. Par
ailleurs, I'obtention d’'un rendement optimal nédéesgue les conditions de culture (climatiques et
édaphiques) sur les sites pollués correspondenteaigences naturelles de ces végétaux ; ce
parametre est par essence tres difficile a comtgbleeprésente une limitation supplémentaire de la
méthode. Le second axe de recherche, l'utilisatites méthodes de transgénese, souleve
évidemment le probleme ethique et politique des O@Manismes génétiguement modifiés) mais
se heurte surtout au manque de connaissances gantées mécanismes génétiques impliqués
dans la tolérance aux meétaux. Cette technique reoudfissi du faible nombre d’especes
potentiellement utilisables a I'échelle industeellll est donc indispensable de poursuivre les
recherches afin de sélectionner de nouvelles EattlErantes ou accumulatrices et de mieux
comprendre les effets des métaux lourds sur laiplogge veégétale.

Pour répondre a ces objectifs, la démarche adajatés le cadre de ce travail, a consisté a
rechercherin natura des plantes présentant des caractéristiquesutiradation ou de tolérance et
susceptibles de fournir de nouveaux modeles biglags pour I'étude des phénoménes de tolérance
aux métaux lourds. En Rhéne-Alpes, de nombreus sitéd été contaminés de longue date par
d’'importantes activités minieres et industriellegt lesquels il est vraisemblable qu’'une végétation
adaptée se soit naturellement développée. En dffest bien établi que la résistance a divers
meétaux lourds peut étre rapidement et facilemequige par « micro-évolution et adaptation », au
sein de populations soumises a pression de séledtiois crassiers métallurgiques, pour lesquels
une autorisation d’accés a pu étre obtenue, onteé¢édus comme sites pilotes en raison de leur
origine comparable, afin d’obtenir le maximum deuléats concordants. S’ils représentent des
périodes variées de l'activité industrielle régienals montrent tous trois des concentrations
métalliques élevées et un couvert végétal suffisantrdéveloppé. Le premier travail réalisé avait
donc comme objectif la caractérisation du substiatde la flore spontanée de ces friches

métallurgiques.
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Les mesures effectuées sur I'un des sites ont énguie le substrat formé au fil des années
est trés homogeéne et constitue un Anthroposol &aisé par une absence de zonation horizontale
claire, comparable aux sols de I'ordre des Entidalss la nomenclature des sols naturels. Outre des
teneurs métalliques élevées, dépassant largemfamtdgédogéochimique moyen, le sol constitué a
partir des anciennes crasses présente des catgtérs particulieres : texture sableuse, pH alcali
(7,7 2 9,6), taux de carbonates élevé (3,7 a 19,t&bone organique tres abondant (5,9 a 10,0 %)
et basse teneur en azote total (0,1 a 0,2 %) iaduis rapport C/N élevé (39,9 a 92,7). Malgré une
importante pollution polymétallique, les prospestidotaniques ont révelé une étonnante diversité
floristique, avec un peu plus de 200 espéeces ddgiaupérieures répertoriées, réparties dans une
cinquantaine de familles botaniques. En ce qui eore I'étude phytosociologique, quatre
groupements ont pu étre identifies, qui se rapmothd’associations communes de terrains
rudéraux, mais qui n‘ont jamais été décrits en é@ajusqu’alors. Ainsi, la flore des sites
métallurgiques étudiés apparait comme spécifiquénadigne de I'origine anthropique du substrat.
Méme aprés plusieurs dizaines d’'années d'inactiMiéé caractere pionnier des groupements
identifiés refléte la présence d’'un facteur limitéétablissement d’'une végétation climacique. Par
conséquent, I'approche phytosociologique pourraé &n bon outil permettant d’estimer I'impact

des métaux lourds sur I'ensemble de la végétation.

La réglementation européenne sur les sites et smidaminés ne prévoit pas, pour
'ensemble des pays membres, de cadre commun &nferdhe d’analyse de risque. Selon la
démarche hollandaise, fixant un seuil de contanangiour les métaux lourds en fonction du fond
pédo-géochimique et des conditions pédologiques,sites étudiés seraient considérés comme
lourdement pollués. La loi francaise n'impose pawvaleurs seuils mais prévoit une analyse au cas
par cas, en fonction du niveau d’exposition, degues de transfert et de la nature des cibles
exposees. Par conséquent, I'estimation des fractinabiles des éléments métalligues apparait
généralement largement préférable a celle des tenetales. Cependant, le probleme du transfert
potentiel des métaux est particulierement comptiates la mesure ou il dépend non seulement des
métaux considérés, de leurs concentrations, maisi des propriétés pédo-géochimiques précises
du sol. De fait, on admet généralement que les uréthu sol sont distribués en 5 fractions
principales (fractions « échangeable », « liée earbonates », « liée aux oxydes de Fe et Mn »,
« liée a la matiére organique » et « résiduellearpctérisées par des interactions métal/matrice
d’énergies croissantes. Sur la base de ces dord®asmbreux protocoles d’extractions chimiques
ont été mis au point au cours de ces derniereseanmed les principaux parametres physico-

chimiques impliqués dans la spéciation des métankaujourd’hui bien compris. Dans le cadre de
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notre étude, l'analyse de la mobilité des métauxds a montré que, malgré de tres fortes
concentrations, leur lixiviation est tres limitééanmoins, les risques de transfert vers les vagéta

ne peuvent étre totalement écartés, car les vegétant capables de modifier ponctuellement la
solubilité des éléments inorganiques, notamment lgg@ exudats racinaires, favorisant leur

biodisponibilité. Mais si nos analyses séquenseatf@ntrent, par exemple, que la phytodisponibilité

potentielle du plomb est trés supérieure a celleldome, I'analyse chimique de plusieurs espéces
abondantes sur les sites montre, a l'inverse, gydoimb a été globalement moins accumulé que le
chrome, confortant la prééminence de I'analyseafjétal sur celle du sol. En outre, la comparaison
des teneurs mesurées chez ces especes a cellespiéume référence croissant sur terrain non
contaminé, montre que d’une fagon générale, leauméte sont pas accumulés, excepté pour le Ni,
le Cu et le Zn, qui dépassent légerement les valemrmales sur un site uniquement. Par
conséquent, le risque de transfert des métauxdowers la végétation apparait beaucoup plus limité

gue ne le laisserait prévoir I'analyse de la fattiodisponible.

Méme si, au regard des différents résultats obtdeagisques de transfert chimique vers
les nappes semblent réduits, il reste indispensdblelimiter les transferts dus a I'érosion
meécanique. Les techniques de phytoremédiationn gtagticulier la phytostabilisation, pourraient
représenter une solution appropriée, évitant emedigxcavation totale des terres contaminées,
techniqguement et économiquement irréaliste comgta tes volumes impliqués. Afin de pouvoir
utiliser au mieux les especes veégeétales naturedemuvees sur les sites étudiés, dans des
programmes de phytoremédiation, il est nécessail@eah caractériser leurs capacités de tolérance
et d’accumulation vis-a-vis des différents élémeaxsques. Pour cela, des tests rapides adoptant la
technique de criblage du Vertical Mesh Transfeltt €@ réalisés. Les premiers résultats obtenus
pour trois espéces différentdsonyza sumatrensi¥erbascum densiflorurat Plantago arenarig
retrouvées en abondance sur un site ont montr@lguago arenarigprésente de bonnes capacités
de tolérance a divers métaux toxiques. Par ailldesstests de tolérance aigiie et chronique au
cadmium ont confirmé quB. arenariarésiste a des concentrations élevées et sup&iaucelles

retrouvées communément sur des sites contaminés.

Chez les végétaux, l'effet le plus directementblesides métaux lourds est une inhibition
de la croissance qui s’accompagne tres souvenedhlorose et d'importantes lésions nécrotiques.
A T'heure actuelle, les bases moléculaires de eggigbations sont encore mal connues, mais on
admet généralement qu’elles résultent d’'un stregdaiif qui conduit finalement a I'inhibition de

certaines activités physiologiques comme la phaitt®se et la respiration. Dans le cadre de ce
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travail, la réponse chd2lantago arenariaau stress oxydant induit par le cadmium a éténéstipar
'analyse des activités des principales enzymegdim I'action des ROS. Les résultats acquis ont
confirmé la tolérance au cadmium observée chez apece. Il apparait que deux systemes
majoritaires sont impliqués dans I'élimination dRSS dans les racines, d’'une part via la catalase et
d’autre part via les enzymes du cycle ascorbatiflion qui interviennent simultanément chiez
arenaria De plus, il semblerait que la translocation ddneseum reste assez faible, limitant ainsi
'accumulation du métal dans les feuilles. Aingiicane réponse significative du systeme anti-
oxydant foliaire n'a pu étre mise en évidence. tlaoulation importante du cadmium dans les
racines suggéere que la réponse peut étre assodiaatees mécanismes de détoxication interne. En
particulier, I'implication de molécules chélatricaels que des meétalothionéines ou des acides
organiques libres, peut étre envisagée. En revarmgdsedonnées n'ont pas permis de mettre en
evidence une quelconque modification du pool déathion. Cette molécule étant un précurseur
indispensable a la biosynthése des phytochélatihesrait possible que le Cd intracellulaire ne
stimule pas la synthése de phytochélatines.

En tout état de cause, la diversité des especesesuzones fortement polluées confirme
gue des teneurs élevées en métaux lourds ne soirtquempatibles avec un développement végétal
« normal ». Selon les espéces, ce développementqésimplement traduire une large tolérance
écologique vis-a-vis des conditions édaphiquesawaontraire étre le reflet de phénomeénes micro-
évolutifs intervenus au sein de populations sousnéaine forte pression de sélection. Afin de
donner les premiers éléments de réponse concelmardractére adaptatif ou constitutif de la
tolérance chePlantago arenariala résistance d’'une population métallifére retémisur un des
sites prospectés a été comparée a celle d’'une ggapukloignée, se développant sur un substrat
naturel non contaminé. Aprés I'analyse des résutibtenus, il s’avere que la tolérance aux métaux
lourds chez?. arenariapeut étre considérée comme étant largement agingtit exceptée pour le
cuivre pour lequel le caractéere serait adaptatiftteCtolérance constitutive pourrait étre due a sa

caractéristique de plante pionniere résistant aiensécheresse.

Pour résumer, I'ensemble des résultats obtenumaigpd’obtenir de solides données sur la
végeétation spontanée des crassiers métallurgiquearde métabolisme impliqué dans le stress
meétallique. L'inventaire exhaustif de toutes lepéxes vasculaires chlorophylliennes des sites
d’étude et l'identification des principales asstioias végétales ont permis, en parallele avec des
analyses chimiques de la phytodisponibilité et miesures de concentrations foliaires des espéces

abondantes, de caractériser le risque de trarggsrpolluants métalliques et d’étayer une étude de
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risques, dont le bilan apparait plutét bon. Patewis, les premiers tests de tolérance et
d’accumulation ont abouti au choix d’'une espéce é@dPlantago arenariaWaldst. & Kit. Cette
espece présente a la fois une assez bonne tolégadoeers métaux lourds trés phytotoxiques
comme le cadmium, et des patterns d’accumulatioch@s des espéces indicatrices. Le plantain
des sables posséde par ailleurs un cycle de déeatognt rapide et une production importante de
graines sans dormance, rendant sa culture aistberatoire. De plus, l'utilisation de ce modéle
pour la mise en place des premieres expériencebibimues a permis de caractériser la réponse
végeétale au stress oxydatif engendré par les métawds. Enfin, les résultats obtenus permettent
d'ores et déja d’entrevoir les espéces utilisalolass des programmes de phytoremédiation. Si
'absence d’espéces hyperaccumulatrices n’apppaaitfavorable a une phytoextraction, elle peut
étre en revanche un facteur tres positif en vuaal’phytostabilisation, renforcé par le fait que la
plupart des plantes étudiées présentent des castqtees d’exclusion des métaux lourds. Il est
possible, dés lors, de revégétaliser rapidemertdass encore dépourvues de végétation ainsi que
de nouveaux sites pollués. Cette stratégie edtadies la plus adaptée aux importants volumes de
ce type de friches qui ne peuvent étre entieremiépoliuées. Elle permet de stabiliser les crasses,
de facon a limiter la production de poussiéres vexcipar les phénomenes d’érosion. La suite
possible de ce travail consisterait a orienteréeterches vers les mécanismes complémentaires de
la résistance aux métaux lourds cRezarenariaet notamment en ce qui concerne les phénomenes
de chélation intracellulaire. D’autre part, il seratéressant de procéder aux premiers tests de
recolonisation en conditions réelles. Dans cettiqoe, il serait indispensable de compléter les
connaissances de la biologie et de I'écologie dpsaes retenues comme candidates, de réaliser un
suivi des étapes de cette revégétalisation et digdter périodiguement les paramétres de mobilité

des métaux lourds.

157



RESUME

Parmi les principaux polluants générés par levigesi industrielles, les métaux lourds, tels
gue le Cu, le Pb, le Cr... posent des problemes cpéifiement préoccupants. En effet, ces
éléments, par nature non biodégradables, présentsmtforte écotoxicité et pourraient étre
impliqués dans de nombreuses pathologies. Ainsir Eprendre les termes d’un récent rapport de
I'Office Parlementaire des Choix Scientifiques etfinologiques : « si les métaux lourds ont fait la
civilisation, ils peuvent aussi la défaire ». It @®nc aujourd’hui indispensable non seulement de
mieux connaitre les effets de ces polluants surtganismes vivants, mais aussi de mettre en
ceuvre des solutions durables, visant a limiter sleasques. Dans ce contexte, les plantes
représentent un objet d’étude intéressant. En, efédies-ci, directement confrontées aux composés
toxiques du milieu, pourraient non seulement étilesées en tant que marqueurs de la toxicité du
milieu, mais aussi en tant qu’outil de stabilisatates polluants. Cependant, a I'heure actuelle, les
données concernant l'influence des métaux lourddesucommunautés végétales soumises a une
exposition chronique de polluants, de méme quéliedes plantes sur le devenir des métaux, sont
encore insuffisantes. Il est donc nécessaire despmue les recherches dans ce domaine afin de
mieux comprendre les modalités des interactionseeles plantes et les milieux pollués et de
trouver de nouvelles espéces utilisables dansmgsgmmes de phytoremédiation.

Pour répondre a cet objectif, 'étude des poputatieegétales naturelles de trois crassiers
métallurgiques de la région Rhéne-Alpes a étégéaliMalgré de fortes teneurs en métaux lourds,
les relevés reéalisés ont permis de répertorier eun glus de 200 espéces de plantes supérieures
appartenant a une cinquantaine de familles botasigBar ailleurs, l'utilisation d’'une méthode
chimique normalisée a montré que la fraction mi@iadl “phytodisponible” était importante. Par
opposition, l'analyse des concentrations foliairéa pas permis de mettre en évidence une
accumulation métallique supérieure a celle retrewd@ns une plante référence. Par conséquent, le
risque de transfert des polluants métalliques adpatimité. L'analyse des relevés
phytosociologique a cependant révélé que le substflmence l'organisation de groupements
végétaux inédits, qui pourraient étre utiles poésigher la végétation la plus adaptée pour un
programme de phytoremédiation. Au sein de ces gmepts, une espéce abondafantago
arenaria Waldst. & Kit. a montré de bonnes capacités déramice vis-a-vis de différents métaux
lourds, en particulier pour le cadmium. Il s’estgk& que la tolérance de cette espece est un i@rate
constitutif pour le Cd et le Ni et un caractéremmef pour le Cu. Cette bonne tolérance constituti
pourrait étre une caractéristique des plantes poes et résistantes a la sécheresse. Chez cette
espece, les mécanismes de résistance au cadmiulbeseimmpliquer une activation du systeme
anti-oxydant racinaire et une limitation de la siacation.

La suite possible de ce travail pourrait consisieorienter les recherches vers les
mécanismes complémentaires de la résistance aauxiurds cheP. arenariaet notamment en
ce qui concerne les phénoménes de chélation ifitredes. Par ailleurs, il serait intéressant de
procéder aux premiers tests de recolonisation edittons réeelles.

Mots-clés : Métaux lourds, risques, plantes, toléea accumulation, adaptation, stress
oxydatif, phytoremediation.



ABSTRACT

Among the main pollutants generated by industtivdies, heavy metals, such as Cu, Pb
or Cr, are of major concern. Indeed, these elemenmitéch are nonbiodegradable, are highly
ecotoxic and could be implied in different humasegises. Thus, to resume the terms of a recent
report of the Parliamentary Office of the Scientiind Technological Choices, "if heavy metals
made civilization, they can also dismantle it'isltoday essential not only to better know theaffe
of these pollutants on the living organisms, babab develop adapted solutions, in order to limit
the risks. In this context, plants are really iaging. Indeed, plants, which are directly confeoint
with the toxic compounds of the medium, could bé ardy used as biomarkers of toxicity of the
medium, but also as a tool for stabilization of pedlutants. However, data concerning influence of
heavy metals on vegetation, subjected to a chnoei@l exposure, as well as the role of the plants
on metal becoming are still insufficient. Consedlyers necessary to carry on research in thigifiel
in order to better understand interactions betwgants and pollutants and to find new species
usable in phytoremediation programs.

This work presents results of the study of the ma@htuegetations developing on three
metallurgical dumps in Rhone Alpes region. Althouggavily polluted soils, more than 200 plant
species were identified, belonging to 50 botanfaatilies. Thus, using a standardized procedure,
metals were highly “phytoavailable”, whereas megaf Imetal concentrations in native vegetation
showed no more accumulation than a reference gewing in uncontaminated environments.
Consequently, metal phytoavailability can be coesed as low despite very high total levels.
Although poor phytoavailable metals levels were destrated, metallurgical waste deposits had
clearly an impact on the structure of plants comities1 Phytosociological relevés performed on
the metallurgical sites evidenced four quite unusuel-marked major vegetation goup whose
three of them had never been described. Among tresgments, the abundant speckisntago
arenaria Waldst. & Kit. showed high metal tolerance, espligifor Cd. For Cd and Ni tolerance
was a constitutive character and an adaptativeftraCu. This good constitutive tolerance could be
a characteristic of pioneer and dryness resistpaties. InP. scabra the mechanisms of Cd
resistance to cadmium could imply an activatiothef antioxydant root system and a translocation
limitation.

To continue this work, it's necessary to get comm@atary information on resistance
mechanisms invovled in heavy metal tolerancePinarenaria and particularly on intracellular
chelation. In addition, it would be interesting darry out the first tests of recolonisation in real
conditions.

Key words: Heavy metals, risks, plants, tolerance, accunanatadaptation, oxydative
stress, phytoremediation.



