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Introduction générale

Pour vivre, se nourrir et sabriter, 'Homme a toujours compté avec la nature
environnante. Reconnaitre les plantes comestibles et décrypter l'environnement abiotique
n'étaient pas un luxe mais une nécessité, et ce depuis les premiéres tribus de chasseurs-
cueilleurs jusqu'a une époque plus récente. Mais depuis la sédentarisation et I'apparition des
premieres pratiques culturales le long du croissant fertile, il y a 8000 & 10000 ans selon les
sources, 'Homme n'a eu cesse de remanier son environnement pour plier la nature a ses
besoins. D'abord vivriers, en aménageant des platebandes et en détournant des cours d'eau a
des fins agriculturales, les besoin de I'Homme ont évolué au fil de son histoire. L'exploitation
de carriéres pour I'érection de cités, ou I'extraction de minerais pour la manufacture
d'ustensiles et d'armes, ont ainsi marqué un tournant majeur dans l'anthropisation des milieux

naturels.

Cette anthropisation, représentée par l'ensemble des processus de dégradation du
relief et des sols d a I'action de 'Homme, se traduit notamment par le déreglement des cycles
biogéochimiques et la fragmentation ainsi que la destruction d'habitats naturels & I'équilibre
fragile. Pline I'Ancien notait déja dans son Histoire de la Nature (Historia Naturalis) que
I'exploitation de mines modifiait sensiblement le tissu vivant alentour, et il décrivait
également comment certaines plantes résistaient mieux que d'autres aux conditions de vie aux

abords des mines.

Les activités urbaines, industrielles et agricoles sont responsables d’une
contamination croissante des sols, de I’eau et de I’air par les éléments traces métalliques,
notamment le plomb. 11 est dit que dans les sols, a travers le monde, les teneurs naturelles en
plomb sont de 32 mg.kg? et varient entre 2 et 200 mg.kg™. Les principales sources de
pollution au plomb sont actuellement I’utilisation de composés plombés comme antidétonant
dans les essences, I’utilisation de plomb dans certains pesticides et principalement dans les

batteries plomb/acide pour les véhicules automobiles.

Il y a encore cinquante ans, la protection de I’environnement ne faisait pas partie des
préoccupations majeures de I’Homme, et I’idée méme que nos actions ont toutes une
conséquence sur la nature qui nous entoure n’était pas encore ancrée dans les mceurs des

populations. Les études portant sur la rehabilitation des differents compartiments de la
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biosphere étaient donc trés peu nombreuses et rares étaient les scientifiques, a I’instar de
James Lovelock et de Rachel Carson, a avoir tiré la sonnette d’alarme quant au train de vie
délétére que menait I’espece humaine. Les meceurs sont actuellement en pleine mutation, et
I’idée de préserver notre environnement pour notre bien-étre et celui des genérations futures a
fait son chemin dans les esprits grace au travail acharné et laborieux de scientifiques de plus
en plus nombreux a étudier les impacts des activités anthropiques et les moyens d’y remédier

lorsque cela s’avere nécessaire.

Aujourd'hui conscient de la nécessité d'évoluer dans un environnement sain,
I'Homme du XXI°™ siécle tend & laisser de coté sa vision anthropocentrique et cherche les
moyens de réhabiliter les milieux dégradés par les activités des générations précédentes afin

de léguer aux générations futures un environnement sain.

Les premiers efforts consentis par ’'Homme pour rétablir I’état originel de son
environnement ont concerné I’épuration des trois compartiments essentiels que sont I’eau,
I’air et le sol. L’iniquité de ces trois compartiments est en effet primordiale a la survie de
toutes les espéces vivantes, animales et végétales. Consommer une eau pure et respirer un air
sain sont deux conditions sine qua non a I’établissement de la vie. Mais la salubrité du sol,
support de culture de toutes nos denrées alimentaires ainsi que celles du bétail que nous
élevons pour notre consommation, revét la méme importance ; I’étude et la connaissance des
flux de matiére et des transferts d’éléments le long de la chaine trophique suffisent pour nous

en persuader.

La protection des sols et leur épuration font donc partie des préoccupations majeures
des scientifiques du XXI®™, La recherche dans ce domaine se concentre aujourd’hui sur
I’utilisation de moyens dégradant le moins possible la qualité des sols traités en privilégiant
autant que possible I’'usage d’agents biologiques afin d’arriver a un niveau de remédiation des

milieux acceptable : ainsi est née I’idée de bioremédiation.

La phytoremédiation, mot constitué a partir des racines grecques « phytos » et
« remedion », definit alors I'utilisation de plantes pour la stabilisation, I’immobilisation, la

volatilisation ou encore I’extraction des substances polluant les sols. Dans le cas de
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I’extraction des polluants du sol, nous parlerons de phytoextraction, technique
particulierement adaptée a la dépollution des sols contaminés par des métaux lourds.

Ainsi, le présent travail se propose d’étudier la capacité d’une plante, le colza
(Brassica napus), a extraire du sol un métal le polluant a différentes concentrations, le plomb.
Nous avons en outre voulu estimer ici I’effet de I’ajout d’un chélateur chimique, I’acide
éthylene-diamino-tétra-acétique, sur la capacité d’extraction du plomb par le colza. Ce travalil
s’insére dans une optique de recherche et fait suite & de nombreux travaux réalisés par
différents scientifiques et étudiants, s’inscrivant dans la méme thématique, qui ont tenté de
tester la dépollution des sols par I’utilisation de plantes (colza, mais, soja) sous I’influence de
divers intrants (engrais, boues d’épandage, matiere organique).

Le but de ce travail est donc d'étudier la remédiation biologique des milieux pollués.
Il s'agira précisément de tester la réhabilitation, via les plantes, des sols ayant subi une

pollution métallique. Pour ce faire, ce travail s'organisera en deux parties principales.

La premiére partie, théorique, sera articulée autour de trois grands axes. Nous
verrons d'abord les principaux types de sol et leurs caractéristiques, puis passerons en revue
différents types de pollution avant de nous intéresser a la dépollution des sols par les plantes,

technique biologique nommeée « phytoremédiation ».

La seconde partie traitera du travail pratique réalisé afin de tester la dépollution d'un
sol contaminé au plomb a travers l'ustilisation d'une plante, le colza. Dans cette partie, le
protocole expérimental mis en ceuvre lors de l'étude sera présenté, et les résultats obtenus

seront exposés et confrontés aux résultats des travaux publiés par différents scientifiques.

Enfin, pour conclure ce travail, nous parlerons des perspectives d'avenir liees au
theme de la remédiation biologique et ouvrirons une fenétre sur I'éventuelle application sur le

terrain de cette technique naissante qu'est la phytoremédiation.
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Chapitre I : Le sol

| — Définitions du sol :

Le sol est une ressource naturelle non renouvelable en continuelle interaction avec
I'hydrospheére, I'atmosphere et la biosphere ; c'est un milieu ou les mondes minéral et vivant
sont étroitement imbriqués. Nous devons a Georges Aubert et a Jean Boulaine la définition
suivante du sol : "le sol est le produit de l'altération, du remaniement et de l'organisation des
couches supérieures de la crolte terrestre sous l'action de la vie, de l'atmosphére et des
échanges qui s'y manifestent” (Aubert et Boulaine, 1980). Cependant, du fait de la diversité
des usages que nous en faisons, le sol n'est pas simple a définir : il y a autant de définitions

que d'usages du sol.

Ainsi, pour les agronomes, le sol est la partie arable, homogeénéisée par les labours et
explorée par les racines des végétaux. On considére, pour les besoins de ce domaine, qu'un
bon sol est constitué a 25 pourcent d'eau, 25 pourcent d'air, 45 pourcent de matiere minérale et

5 pourcent de matiere organique.

Les pédologues, eux, estiment que la partie arable ne représente que la pellicule
superficielle du sol et qu'elle ne suffit donc pas a le définir. Le pédologue Demolon (1932) a
défini le sol comme étant "la formation naturelle de surface, a structure meuble et d'épaisseur
variable, résultant de la transformation de la roche-meére sous-jacente sous l'influence de
divers processus - physiques, chimiques et biologiques - au contact de I'atmosphere et des
étres vivants" (Demolon, 1932). Il s'agit donc, en pédologie, d'une zone altéritique colonisee

par la biosphere.

En hydrogéologie, le sol est un manteau vivant et végétalisé permettant le cycle de

I'eau.

Pour un ingénieur civil, le sol est le support sur lequel sont fondés les batiments et

construites les routes.

En écologie, le sol est un milieu tri-phasique au carrefour de la biosphere et de la
lithosphere : une phase solide (minérale et organique), une phase liquide représentant la

solution du sol, et une phase gazeuse ou atmosphére du sol. L'écologue considére donc le sol
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comme un habitat et un élément de I'écosystéme ; il est le produit et la source d'un grand

nombre d'interactions chimiques, biochimiques et biologiques.
Il — Les principaux composants du sol :

Le sol est constitué de deux fractions, I'une minérale et l'autre organique. Chacune de

ces fractions possede ses propres caractéristiques.
11.1 — La fraction minérale :

La fraction minérale représente lI'ensemble des produits de la dégradation de la roche-
meére. Ces produits sont classés selon leurs diameétres respectifs ; il s'agit des sables, des
limons et des argiles. Les caractéristiques physico-chimiques étudiées lors de I'analyse d’un
sol, préliminaires a son utilisation, lui sont propres. Tous ces éléments constituent son

"squelette”.
La fraction minérale est elle-méme constituée de deux fractions :

- une fraction grossiere, constituée de particules dont le diametre est supérieur
a 2um (petits graviers, limons, sables). Cette fraction est primordiale pour garder I'eau dans le

sol, et sert de "réserve" qui finira par se transformer en fraction fine ;

- une fraction fine, constituée d'éléments au diaméetre inférieur a 2um (les

colloides, dont les argiles) ; elle est chimiquement et biologiquement active.
I1.2 — La fraction organique :

La fraction organique est constituée de matiére organique carbonee provenant de la
décomposition et du métabolisme d'étres vivants microbiens, fongiques, végétaux et animaux.
Autrement dit, il s'agit de I'numus, composé d'éléments principaux (C, H, O, N), d'éléments

secondaires (S, P, K, Ca, Mg) ainsi que d'oligoéléments (B, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn).
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La matiere organique, dont est constituée la fraction organique, est répartie en quatre
groupes, selon son état :

- la matiere organique vivante, qui englobe toute la biomasse en activité, qu'elle

soit végétale, animale, fongique ou microbienne ;

- les débris, dits "matiére organique fraiche" : ce sont les résidus végétaux,

cadavres d'animaux, déjections, exsudats etc. ;

- les composés organiques intermédiaires, appelés "matiere organique

transitoire" ;

- les composés organiques stabilisés, ou "matiére humique".
I11 — Les principales caractéristiques des sols :

Pour déterminer le type de sol auquel nous avons affaire, il existe des protocoles
d'analyses physico-chimiques et biologiques. Chaque analyse nous donne une caractéristique,
et l'ensemble de ces caractéristiques nous renseigne sur la catégorie et la qualité du sol

considéré. Ainsi, les principales caractéristiques genéralement étudiées sont les suivantes.
I11.1 - La granulométrie :

La granulométrie a pour objet la mesure de la taille des particules élémentaires qui
constituent les ensembles de grains de substances diverses (sables, ciments, farines et.), ainsi
que la définition des fréquences statistiques des differentes tailles de grains dans I'ensemble
étudié.

Ses utilisations sont trés variees, mais c'est en Sciences de la Terre que la

granulométrie trouve le plus d'applications.

Ainsi, en pédologie, elle offre une definition quantitative de I'un des caractéres
fondamentaux des sols : la texture. Cette texture influence la mobilité des nutriments et autres

éléments présents dans le sol, ainsi que leur phytodisponibilité.
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Les méthodes d'analyses granulométriques sont tres variées et répondent souvent aux

besoins d'une utilisation précise.
I11.2 — L’humidité caractéristique :

L'humidité du sol détermine de facon essentielle la variation des caractéristiques de
différents matériaux édaphiques.

Le taux d'humidité d'un sol en particulier va déterminer les caractéristiques de
diffusion ou de stockage de l'eau et de ses contenants dans ce sol. Ces caractéristiques
concernent aussi bien les intrants solides que liquides qui vont pénétrer dans le sol (engrais,

métaux etc.).
111.3 — Le potentiel hydrogéne ou pH :

Le potentiel hydrogéne, ou pH, est une mesure de l'activité chimique des ions
hydrogéne H* (ou protons) en solution. Notamment, en solution aqueuse, ces ions sont
présents sous la forme de I'ion oxonium HsO" (également, et improprement, appelé ion

hydronium).
En termes plus courants, le pH sert @ mesurer I'acidité ou la basicité d'une solution.

Le pH d'un sol est le résultat de sa composition (calcaire, argileux etc.) et de ce qu'il

recoit (précipitations, amendements etc.).

Le pH d'un substrat a une grande influence sur l'assimilation des nutriments et
oligoéléments par les plantes qui poussent dessus. En effet, selon nombre d’auteurs (Calvet,
2003 ; Husson, 2013), le pH optimal pour la plupart des plantes cultivées se situe entre 6,5 et

7, et les conditions favorables a la croissance des plantes entre 5,5 et 8.
111.4 — Le potentiel d’oxydoréduction ou potentiel RedOx ou Eh :

Une réaction d’oxydoréduction est une réaction chimique due au transfert complet

d’électrons entre deux espéces chimiques (molécule non ionisee, ion) (Calvet, 2003).
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En pédologie, en agronomie ou encore en physiologie végétale, le pH est souvent la
seule variable principale prise en compte. Les agronomes se privent ainsi d’un facteur clé du

fonctionnement de la culture et du sol.

Un sol «idéal » pour une culture donnée est un sol dans lequel « I’efficacité
énergétique est a son maximum, ou les produits photosynthétiques peuvent étre utilisés pour
la croissance des plantes et des micro-organismes associés, et ou la production végétale est
optimisée » (Husson, 2013). Autrement dit, dans des conditions optimales, Eh et pH se
maintiennent a des niveaux favorables pour assurer I’homéostasie des cellules végétales en se

rapprochant de la gamme interne Eh-pH spécifique a chaque plante.

Le potentiel d’oxydoréduction optimal est de I’ordre de 400 a 450 mV ; en dessous de
350 mV, la croissance des plantes diminue rapidement. La limite supérieure de Eh est, quant &
elle, difficile & déterminer, mais, a un pH de 6,5 a 7, un potentiel RedOx de 450 a 500 mV est
défavorable, avec un risque de carence minérale, de développement des pathogénes et de

toxicité des métaux (Husson, 2013).

Il est a noter que ces valeurs dites optimales de pH et Eh correspondent a la transition
entre les deux formes principales de I’azote dans le sol (& savoir le nitrate d’ammonium ou
NOs™ et I’ion ammonium NHs*) et a une bonne disponibilité des éléments nutritifs et des

oligoéléments, avec un risque de toxicité minimal.
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Chapitre Il : La pollution metallique des sols

| — Définition et notions de base :

Le terme de "pollution" désigne I'ensemble des rejets de composés toxiques que
I'Homme libere dans [I'écosphere, mais aussi les substances qui, sans étre vraiment

dangereuses pour les étres vivants, exercent une influence perturbatrice pour I'environnement.

Un sol est dit pollué lorsqu'il contient un ou des polluants en quantités anormalement

élevées, susceptibles de causer des altérations biologiques, physiques ou chimiques.

Le polluant se définit alors comme un altéragene biologique, physique ou chimique
qui, au-dela d'un certain seuil, et dans certaines conditions (potentialisation), développe des
impacts négatifs sur tout ou partie d'un écosysttme ou de I’environnement en général
(AFNOR, 1994).

La pollution du sol est donc une altération du biotope causée par l'augmentation des
concentrations de produits naturellement présents ou par l'introduction de substances
exogenes toxiques ou radioactives, voire d'agents biologiques pathogenes, entrainant une

perturbation plus ou moins importante de I'écosysteme.

Les impacts des polluants peuvent étre directs ou indirects, immédiats ou différés. Le

degré de la pollution est relatif a :

- La nature du polluant (mutagene, cancerigéne, reprotoxique, plus ou moins
dégradable ou non dégradable etc.) ;

- La capacité éventuelle du polluant & perturber le fonctionnement global de
I'écosysteme, capacité qui dépend grandement de la nature du polluant ;

- La nature du sol pollué, I'étendue (ou superficie) et la profondeur de la
pollution. Un sol fracturé, drainant ou acide accélérera la diffusion des

métaux, alors qu'un sol homogeéne, argileux ou basique la freinera.

De plus, un sol pollué devient a son tour une source potentielle de diffusion, directe ou
indirecte, de polluants dans lI'environnement. Cette diffusion peut se faire via I'eau, les envols
de poussiéres, les émanations gazeuses ou encore a travers une reconcentration et un transfert

de polluants par les organismes vivants.
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Notons enfin la distinction faite en écologie entre contamination et pollution. En effet,
en 1998, le sens des termes « pollution » et « contamination », souvent employés confusément
I’un pour I'autre, est fixé par le Rapport n°42 de I’Académie des Sciences (Bourrelier et
Berthelin, 1998). Le terme « contamination » qualifie un apport d’éléments de I’extérieur du
site ; la conséquence en est une élévation de leur teneur originelle, sans indication sur leurs
conséquences sur le comportement des organismes vivants sur ou a proximité du site. Le
terme « pollution », par contre, doit étre réservé a une contamination qui engendre une

perturbation du milieu, ou de I’'usage qui en est fait habituellement.

L'utilité de cette distinction crée toutefois le débat et ne fait pas I'unanimité dans le
monde scientifique ; c’est pour cette raison que — et ce afin d’éviter la lourdeur des

redondances — il sera fait un usage indistinct des deux termes dans la suite de ce travail.

Il — Les ElIéments-Trace Métalliques et la pollution métallique :

11.1 — Définition des « métaux lourds » :

Les éléments-traces métalliques (ou ETM), anciennement nommés « métaux lourds »,
sont des métaux, métalloides et éléments organométalliques toxiques ou toxiques au-dela d'un
certain seuil, ou encore radioactifs. La dénomination « métaux lourds », qui tend a étre
remplacée par « ETM », est due au fait qu'une partie de ces éléments posséde une masse
atomique élevée et sont donc effectivement « lourds » (uranium, plomb, mercure etc.).

Cependant, aucune définition stricte ne fait consensus au sein de la communauté scientifique.

D’un point de vue strictement chimique, les éléments de la classification périodique
formant des cations en solution sont des métaux ; ils sont caractérisés par I’existence d’un
réseau metallique a I’état solide (des ions positif dans une mer d’électrons) et par une

tendance a céder des électrons.

D’un point de vue purement physique, le terme « métaux lourds » désigne les éléments
métalliques naturels, métaux ou dans certains cas métalloides, soit environ 65 éléments,
caractérisés par une forte masse volumique. Sous leur forme élémentaire pure, les métaux
possédent des caractéres physiques communs : bonne conductivité électrique et thermique,

haute densité, malléabilité et ductilité (Bargagli, 1998).
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D’un autre point de vue, biologique, on distingue deux types de métaux en fonction de
leurs effets physiologiques : les métaux essentiels et les métaux toxiques.

- Les métaux essentiels sont des éléments indispensables pour de nombreux
processus cellulaires et se trouvent en proportion tres faible dans les tissus
biologiques (Loue, 1993). Certains peuvent devenir toxiques lorsque la
concentration dépasse un certain seuil ; c’est notamment le cas du cuivre
(Cu), du nickel (Ni), du zinc (Zn) (Kabata-Pendias et Pendias, 2001).

- Les métaux toxiques ont un caractéere polluant avec des effets toxiques pour
les organismes vivants méme a faible concentration. Ils n’ont ni utilité ni
effet bénéfique connus pour la cellule. C’est, entre autres, le cas du plomb
(Pb), du mercure (Hg) ou du cadmium (Cd) (Pourrut, 2008). lIs sont aussi
appelés contaminants strictes (Bargagli, 1998).

En somme, pour certains auteurs, les métaux lourds sont tous les éléments métalliques
(métaux vrais, métaux de transition et métalloides) compris entre le cuivre et le plomb dans le
tableau périodique des éléments. Le fer, le chrome et l'uranium, par exemple, en sont donc

exclus.

D'autres auteurs définissent comme métal lourd tout élément métallique dont la masse
volumique est supérieure a un certain seuil, ce méme seuil étant différent d'un auteur a un
autre, passant ainsi de 4000 a 5000 kg/m? (Adriano, 2001 ; Emsley, 2001).

Pour d'autres auteurs, est metal lourd tout élément a partir de la quatrieme période du

tableau périodique des éléments chimiques (Tableau 1).

Le terme de métaux lourds est donc imprécis et arbitraire. Il est utilisé pour des raisons
de simplicité et recouvre des éeléments ayant des propriétés métalliques (conductivité,
ductilité, densité, stabilité des cations etc.) et un numéro atomique superieur a 20 (Raskin et
al., 1994). Une classification plus complexe, mettant en jeu les propriétés de formation des
ligands, a été proposee par Nieboer et Richardson (1980). Aucune définition satisfaisante n'a
au final émergé (Mallick et Rai, 2002), sinon que ce terme implique aussi une notion de
toxicité et est préférentiellement remplacé par le terme « élément trace métallique » en cause

de sa présence en tres faible quantité dans I’environnement (Baker et Walker, 1989).
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Du fait de ce manque de définition, I'Union Européenne a tranché en proposant une
définition qui prévaut pour le droit européen, mais qui est souvent reprise par des pays tiers :
« Est métal lourd tout composé d'antimoine, d'arsenic, de cadmium, de chrome (VI), de
cuivre, de plomb, de mercure, de nickel, de sélénium, de tellure, de thallium et d'étain, ainsi
que ces matériaux sous forme métallique, pour autant qu'ils soient classés comme substances
dangereuses » (Décision de la Commission du 03/05/2000 remplacant la décision 94/3/CE de
la directive 75/442/CEE du Conseil, relative aux déchets ; Décision 94/403/CE du Conseil,
établissant une liste de déchets en application de la directive 91/689/CEE du Conseil relative
aux déchets dangereux).

Ainsi, selon le Rapport d'Information au Sénat francais sous l'intitulé « Les effets des
métaux lourds sur I'environnement et la santé », quarante et un métaux correspondent a cette
définition générale, auxquels il faut ajouter cing métalloides (Rapport d'Information au Sénat
n°261 du 5 avril 2001).

Selon les textes législatifs allemands, la pollution par les métaux toxiques regroupe
sept métaux et un métalloide (chrome, zinc, cuivre, nickel, plomb, cadmium, mercure et
arsenic) (Koller, 2004).
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Tableau 1 : Tableau périodique des éléments selon la classification classique de
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I1.2 — Origine de la contamination des sols par les métaux lourds :

La source d’inquiétude principale liée aux métaux lourds comme le plomb, le
cadmium, le cuivre ou encore le mercure est qu’ils ne peuvent étre biodégradés, et persistent
donc pendant de longues périodes dans les sols. Ceci dit, leur présence dans ces sols peut étre

naturelle ou anthropogénique.
11.2.1 - Origine naturelle :

Les métaux lourds, naturellement présents dans les roches, sont libérés lors de
I’altération de celles-ci et se concentrent au cours de la pédogénése dans certains horizons (ou

profils) pour constituer le fond géochimique (Baize, 1997 ; Bourrelier et Berthelin, 1998).

La concentration naturelle de ces métaux dans les sols issus de la dégradation de la
roche-mére varie grandement selon la nature de la roche considérée, sa localisation et son age.

Le tableau 2 montre les teneurs naturelles moyennes en ETM de différentes roches.

Tableau 2 : Teneurs naturelles moyennes en ETM de différentes roches, exprimées en
ppm (mg/kg) (Wedepohl, 1961 ; Vinogradov, 1962 ; in Perrono, 1999).

Roches cristallines Roches sédimentaires
=M Roches neutres Granites Argiles et Schistes Gres
24Cr 50 25 100 35
28Ni 55 8 95 2
20Cu 35 20 57 -
30ZN 72 60 80 16
33AS 2,4 15 6,6 1
345e 0,5 0,5 0,6 0,5
42Mo 0,9 1 2 0,2
48Cd - 0,1 0,3 <0,01
509N - 3 10 <01
soHg - 0,08 0,4 0,03
82Pb 15 20 20 7
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11.2.2 — Origine anthropique :

La source majeure de contamination est cependant anthropique. L’utilisation des
métaux dans la vie courante remonte a I’ Antiquité ; cette utilisation a connu une croissance
extrémement importante lors de la Révolution Industrielle au XIX®™ si¢cle, mais, au cours de
ces dernieres décennies, I’apport de métaux lourds au sol dans le monde s’est grandement
étendu. A I’heure actuelle, on estime cet apport a 1350000 tonnes de zinc, 939000 tonnes de
cuivre, 783000 tonnes de plomb et 220000 tonnes de cadmium (Singh et al., 2003).

Les principaux types de pollutions anthropiques responsables de I’augmentation des
flux de métaux dans I’environnement sont la pollution atmosphérique (comprenant les rejets
industriels et urbains), la pollution liée aux activités agricoles, et la pollution industrielle,

détaillés ci-apres :

- La pollution atmosphérique est le résultat des activités industrielles (rejets
d’usine) et urbains (gaz d’échappement, usure des pneumatiques, etc.).
Il faut cependant distinguer les apports diffus aériens d’origine lointaine
des apports massifs localisés d’origine proche.
Dans les apports diffus sont classés les poussiéres et aérosols (provenant
des  chauffages ou encore des moteurs  d’automobiles).
Les apports massifs localisés résultent, quant a eux, d’apports anthropiques
liés aux activités industriels (qu’il s’agisse de rejets accidentels ou dus a
I’absence de protection efficace contre la dispersion dans I’environnement)
(Baize, 1997).

- Certaines pratiques agricoles sont aussi a I’origine de I’introduction de
métaux lourds dans le sol. En effet, les produits destinés a améliorer les
propriétés physico-chimiques du sol sont souvent plus riches en métaux
lourds que le sol lui-méme ; notons les exemples cités par Robert et Juste
(1999) concernant les engrais, les composts et les boues de stations
d’épuration.

- La pollution industrielle provenant des usines de production de I’activité
humaine, tels que les matiéres organiques et graisses (industries agro-

alimentaires), les produits chimiques divers (industries chimiques), les
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matieres radioactives (centrales nucléaires, traitement des dechets et sous-
produits radioactifs) et la métallurgie (Godin et al., 1985).
Les dechets miniers et les terrils industriels sont une source
particulierement importante de pollution par le zinc, le plomb et le

cadmium.

Le role des pratiques agricoles et industrielles dans la contamination des sols doit étre
pris en compte. L’accumulation et le transfert de ces éléments constitue un risque majeur pour
la santé humaine via la contamination de la chaine alimentaire, mais aussi pour le milieu
naturel dans son ensemble (Bourrelier et Berthelin, 1998).

En effet, ces éléments sont présents dans le sol sous des formes chimiques assez
réactives et entrainent, de ce fait, des risques sanitaires supérieurs a ceux que I’on doit aux
métaux d’origine naturelle, notamment parce que ceux-ci sont le plus souvent immobilisés
sous des formes relativement inertes (Baize, 1997 ; Bourrelier et Berthelin, 1998).

La figure 1 résume les différences sources de pollution métallique.

Apports industriels Apports urbains

Oproduction d’énergie, Oboues de stations d’épuration urbaines
Appor‘t s agric oles Umétallurgie, {cadmium, plomb, cuiwe, Zine, Mercre)
Ophytosanitaires Hchimie, ... i
{cuiwe, zing, arsenic, plomb, mercure, s&éniumy,
Ofertilisation phosphatée (cadmium),
Oeffluents d’élevage (wuivwe, zinc), 2 o - - Appor‘ts naturels
. ’ : ™~ Opoussiéres,
Transferts vers la / Contamination diffuse 3 Taérosols
chaine alimentaire ! \
T . -
E:;g?rt;l;x (consummatloz. gmE glamunmn ]
Qalimentation des animaux “‘ /
Qingestion directe . b G /7
(terre, poussiére) ‘ »* ’

Transferts vers les *
Ecosystémes ;¥

Ofaune du sol, 'I’
Oetc.

Transferts vers la

“{ Teneurs agricoles habituelles
entrée
amm sorties

Roche

(altération et évolution
ressource en eau des minéraux)

Figure 1 : Différentes sources et cibles des polluants métalliques (CNRS, 2000).
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111 — Mobilité des métaux lourds dans le sol :

La toxicité d’un métal dépend grandement de sa spéciation (forme chimique), mais
aussi des facteurs environnementaux (Babich et al., 1980). Les métaux lourds peuvent exister,
dans le sol, sous forme d’ion libre ou sous forme liée a des particules du sol. Un métal n’est
cependant toxique pour les organismes vivants que s’il est sous forme libre car il est alors

biodisponible.

Comme tout élément chargé positivement, les cations métalliques peuvent interagir
dans le sol avec toute particule, organique ou minérale, chargée négativement. La
biodisponibilité d’un ion métallique, et par conséquent sa toxicité qui y est directement liée,
va dépendre de I’équilibre entre ses formes libres et fixées.

La biodisponibilité des métaux varie aussi en fonction de plusieurs facteurs liés au sol,
parmi lesquels nous pouvons citer la capacité d’échange cationique (CEC), le pH, le potentiel
d’oxydoréduction (Eh), la teneur en matiere organique (MO) etc.

I11.1 — Principaux facteurs abiotiques influencant la mobilité et la

disponibilité des métaux :
111.1.1 — La teneur en colloides :

Les colloides, communément appelés « matériaux argileux » ou « argiles », possedent
des propriétés physico-chimiques jouant un r6le important dans la disponibilité des cations,

dont les métaux lourds.

En effet, la charge électronégative des argiles les rend aptes a contracter des liaisons
électrostatiques avec toute entité chargée positivement, dont les cations metalliques qui sont
alors immobilisés (Li et Li, 2000).
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111.1.2 — La capacité d’échange cationique :

Les liaisons précédemment citées, s’établissant entre les argiles et les cations, sont
réversibles et les cations fixés sont alors échangeables : ils peuvent étre remplacés par
d’autres cations présents dans la phase aqueuse du sol (Mg?*, Ca?* etc.).

Cette capacité d’échange de cations, ou CEC, exprimée en milliéguivalents pour 100
g, est une caractéristique importante de chaque argile car elle conditionne grandement la
biodisponibilité d’un métal dans le sol (Li et Li, 2000).

I11.1.3 — La matiére organique :

Lamy (2002) a montré que les métaux lourds peuvent étre adsorbés et complexés par

la matiere organique du sol, formant ainsi un complexe organométallique.

Comme c’est le cas des métaux fixés par les argiles, ces complexes sont réversibles.

Cette réversibilité dépend également de la capacité d’échange cationique du sol considéré.
111.1.4 — Le potentiel hydrogene :

Le pH est un autre facteur important influencant la solubilité et la spéciation des
métaux (Babich et Stotzky, 1979).

Quand le pH diminue d’une unité, la concentration des cations métalliques libres
augmente d’un facteur deux (2) dans la solution du sol, augmentant ainsi leur biodisponibilité
et, par voie de conséquence, améliorant leur extraction (Sanders, 1983 ; Christensen, 1984 ;
Sanders et al., 1986).

I11.1.5 — Le potentiel d’oxydoréduction :

Le potentiel redox, noté Eh, permet de caractériser les échanges d’électrons entre les
différentes especes chimiques. Les faibles valeurs d’Eh favorisent la dissolution des
hydroxydes et entrainent ainsi une augmentation de la concentration des métaux associés avec

des composants (Chaignon, 2001).
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En outre, la modification du degré d’oxydation des ligands ou des éléments se liant

avec le métal influence indirectement la solubilité des métaux lourds.

Pour I’exemple, en conditions réductrices, les sulfates sont réduits en sulfures qui
piegent aisément les éléments métalliques tels que le plomb ou le zinc (Deneux-Mustin et al.,
2003).

Bien que I’influence des conditions oxydoréductrices du sol semble étre tres
importante au regard de la mobilité des éléments métalliques, il n’en demeure pas moins que
ce facteur apparait comme secondaire comparativement au pH (Deneux-Mustin et al., 2003).
En effet, pour un sol donné, I’Eh varie en fonction inverse du pH, c’est-a-dire qu’il augmente

quand le pH diminue.

Le tableau suivant résume les mobilités relatives de certains métaux en fonction du pH

et du potentiel d’oxydoréduction.

Tableau 3 : Mobilité relative des éléments dans le sol en fonction du pH et du potentiel
rédox (Forstner, 1985).

Mobilité pH Potentiel rédox
relative Neutre-alcalin Acide Oxydant Réducteur
Tres haute Se, Mo B B -
Zn, Cd, Hg, Co,
Haute As ) Mo, Se
Ni, (Mn)
Cu, Co, Hg, Ni,
Moyenne Mn Cu, Al, Pb, Cr Mn
Zn, Cd
Pb, Fe, Zn, Cd, ) ) N
Basse Ti Fe(lll), Ti Pb, Ti Fe, Zn, Co, Ni, Ti
i
Al, Cr, Hg, Cu, Al, Cr, Hg, Cu, Se, B,
Tres basse _ Mo, Se, As Al, Cr, Fe, Mn
Ni, Co Mo, Cd, Pb
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I11.2 — Principaux facteurs biotiques influencant la mobilité et la

disponibilité des métaux :

La multiplicité des actions et interactions biologiques a tous les niveaux du sol, ainsi
que de la diversité des acteurs biologiques présents dans ce milieu — il y aurait en moyenne,
selon Robert et Chenu (1992), 107 bactéries, 10° champignons, 10° protozoaires et 10* algues
par gramme de sol sec — rendent la compréhension globale des phénomeénes biologiques

jouant sur la solubilité des métaux lourds dans le sol particulierement ardue.

Les nombreuses populations bactériennes et fongiques colonisant les sols ont des
activités meétaboliques influengant la mobilité, et donc la disponibilite, des meétaux
lourds (Robert et Chenu, 1992) ; nombre de ces phénoménes sont également communs aux

plantes.

I11.2.1 — Principaux modes d’action des facteurs influencant la

mobilité et la biodisponibilité des métaux lourds :

Les principaux modes d’action sur la mobilité des polluants métalliques sont la

solubilisation, I’insolubilisation et la volatilisation :

- Lasolubilisation provient de la production de composés acides (tels que les
acides aliphatiques, carboxyliques, nitriques etc.). Certaines bactéries
(Thiobacillus par exemple) oxydent les formes réduites du fer et du soufre
et produisent de I’acide sulfurique, susceptible de dissoudre les silicates, les
phosphates, les oxydes et les sulfures, libérant ainsi les métaux lourds.
De méme, les champignons et les racines des plantent excrétent eux aussi
des acides afin d’augmenter leur absorption de nutriments, ou comme
déchets métaboliques (Foy et al., 1978 ; Chaignon, 2001 ; Deneux-Mustin
et al., 2003). Cette acidification favorise aussi la mobilité des éléments qui
ne sont pas indispensables pour le métabolisme  végétal.
En outre, plusieurs autres molécules organiques, capables de complexer
spécifiqguement certains éléments en solution, peuvent également étre

sécrétées, notamment en cas de carence nutritive. Les sidérophores;
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composés organiques produits par les bactéries, les champignons et les
racines des plantes, en sont un exemple probant. Ces molécules, de faible
masse moléeculaire, favorisent les déplacements d’éléments métalliques et
permettent un transfert diffusif jusqu’au plantes dans lesquelles ils
s’accumulent (Chaignon, 2001).

- L’insolubilisation, trés peu documentée, constitue le phénomene opposé a
celui décrit ci-dessus. Bien que la détoxication externe des métaux lourds
par des exsudats racinaires n’ait jamais été prouvée, certains acides
organiques (citons les acides citrique, oxalique ou encore fumarique) qui
interviennent dans la complexation intracellulaire d’éléments nutritifs
peuvent étre libérés dans le milieu extérieur et auraient ainsi pour effet de
limiter les transferts des éléments métalliques par des processus de
complexation (Baker et Walker, 1990).

- La volatilisation, quant a elle, repose sur I’action directe qu’ont certains
microorganismes sur le degré d’oxydation des certaines especes
métalliques (mercure, arsenic et sélénium). La biométhylation permet le
transfert de groupements méthyl directement aux atomes, permettant ainsi
leur volatilisation dans I’atmosphére (c’est principalement le cas du plomb,

de I’étain, de I’arsenic, de I’antimoine et du sélénium).

Prasad et Hagemeyer (1999) ont schématisé les effets majeurs des associations
plantes-microorganismes sur le devenir des éléments-traces dans la rhizosphére (figure
2).



Chapitre Il : La pollution metallique des sols

ASSOCIATIONS RACINES-MICROBES

e \ o o]
ligands inorganiques \ HCO3 ™ - phytochélatine enzymes
phytosidérophores
acides organiques
1
2 3
4 6
5 1
17
A4
précipitation alcalinisation acidification chélation réduction transformation
N / lZA% 14 16 i
11 1 . 15
immobilisation 18 volatilisation
%=

Figure 2 : Effets majeurs des associations racines-microorganismes dans les

processus biogéochimiques influencant le devenir des métaux et métalloides dans la

rhizosphére (Prasad et Hagemeyer, 1999).

Légende de la figure :

1+8 : Pb

3+11: Mo, Cr, As, Se

3+12: Cd, Fe

5+13: Zn, Fe, Cu, Mn, Pb, Cd
6+14 : As, Cu, Mn, Fe

6+15: Cr

7+16 : Se, Hg, As

9: Cd, Zn, Ni, Mn, Pb, Cu

10 : As, Cr, Mo, Se

12 : Cd, Zn, Ni, Mn, Pb, Cu

13: Cu, Pb, Mn, Zn, Cd
14 : As, Cu(ll), Mn

15: Cr
17+10 : Se, As

IV — Biodisponibilité, absorption et translocation des métaux :

La résistance des plantes, bien qu’indispensable a leur survie, n’est pas suffisante pour

assurer une forte accumulation des métaux dans leur biomasse aérienne ; la disponibilité
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biologique des éléments métalliques (ou biodisponibilité), leur absorption par les racines et

leur translocation sont aussi des critéres essentiels.

Selon Salt et al. (1998), la concentration des ions métalliques dans la solution du sol
dépend principalement du pH, de la teneur en matiére organique et inorganique dans le sol
ainsi que de son potentiel d’oxydorédution. Il est devenu largement admis que les sols
basiques (possédant un pH élevé) favorisent I’adsorption des éléments métalliques (tels que le
cadmium, le plomb ou le zinc) a la matiére organique ou a d’autres constituants de la phase
solide du sol (Xiang, 1989 ; Yang et al., 1993). L’addition de chélateurs pour augmenter la
biodisponibilité des ions meétalliques devient alors essentielle pour la phytoextraction. Par
ailleurs, les exsudats racinaires acides peuvent contribuer a I’abaissement du pH du sol et, par
conséquent, a I’augmentation de la biodisponibilité des métaux au niveau de la rhizosphére
(Mench et Martin, 1991).

Les plantes ont développé plusieurs stratégies pour augmenter la biodisponibilité des
oligoéléments essentiels ; ceci est illustré par les mécanismes mis en ceuvre pour acquérir le
fer et d’autres éléments minéraux. Ces stratégies comprennent la production de chélateurs de
métaux appelés phytosidérophores (tels que les acides mugénique et avénique) (Cakmak et
al., 1996). Au niveau de la rhizosphére, les phytosidérophores fixent et mobilisent le fer, le
cuivre, le zinc et le manganése (Rémheld, 1991). Le passage a travers la membrane cellulaire
se fait alors sous forme de complexe métal-phytosidérophore grace a des transporteurs
spécialisés (Vonwiren et al., 1994 et 1995).

V.1 - Transport des éléments-traces vers la rhizosphere :

Les éléments-traces metalliques sont transférés vers la rhizosphére par deux

processus :

- Diffusion : la plante, en prélevant un élément, conduit & une diminution de la
concentration de cet élément dans la solution du sol proche de la racine, donc a
la création d’une différence de concentration entre la rhizosphére et le sol plus
lointain. L élément va se déplacer spontanément vers la racine, sur de courtes

distances (0,1 — 15 mm). C’est le principal processus pour les éléments-traces
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lorsque la solution du sol n’est pas trés concentrée en ces éléments (Barber,
1984 ; Morel, 1985).

- Flux de masse : la plante, ayant de gros besoins en eau, absorbe les solutés en
méme temps que I’eau qui lui est nécessaire. Ce prélevement d’eau provoque
une différence de potentiel hydrique entre la rhizosphére et le sol plus lointain,
conduisant ainsi a des mouvements d’eau accompagnés des éléments solubles,
du sol vers la racine. Ce transport se fait sur des distances plus importantes que
lors du processus de diffusion (quelques centimétres) (Barber, 1984 ; Morel,
1985).

V.2 — Prélevement des métaux lourds par les racines :

Les métaux lourds sont prélevés sous des formes cationiques. Selon Prasad et

Hagemeyer (1999), ces éléments sont d’abord véhiculés dans I’apoplaste des racines, puis :

- Une partie est transportée plus loin a I’intérieur des cellules ;
- Une partie est transportée plus loin dans I’apoplaste ;

- Une partie se fixe aux substances des parois cellulaires.

Les métaux lourds peuvent circuler a I’intérieur des racines de deux fagons, par la voie

symplasmique et par la voie apoplasmique (Barber, 1995). Ceci est illustré dans la figure 3.
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Voie apoplasmi que

Poil absorbant

Air (espace
ntercellulaire)

1 : épiderme Q ; : ;
2: parenchyme : ST A B B T A
cortical
3 : endoderme avec O
bande de Caspary O plasmodesme
(rangée de cellules vacuole
subérifiées) 1

membrane

plasmique

Vaisseaux du bois ou
xyleme (conducteurs de
séve)

4 : péricycle
5 : cylindre central ou stéle meat

Figure 3 : Coupe transversale d’une racine montrant le transport des éléments-traces
d’une cellule a I’autre dans le végétal, par voie symplasmique et par voie apoplasmique
(d’apres Bargagli, 1998).

IV.2.1 - Voie symplasmique :

Il s’agit dans ce cas d’une reelle absorption de I’élément par la cellule végétale : le
métal traverse la paroi, puis la membrane plasmique, et se déplace de cellule en cellule par les
plasmodesmes, représentant les voies de communication entre les cellules. D’apres Barber

(1995), I’absorption se fait de trois manieres :

- Une absorption passive, réalisée spontanément le long d’un gradient
électrochimique des ions et ne requérant pas d’énergie ;

- Une absorption passive demandant une dépense d’énergie de la part de la
cellule, par exemple pour le fonctionnement d’une pompe a protons excrétant
des ions H* vers I’extérieur de la cellule lorsque des ions sont absorbés,

maintenant ainsi le gradient électrochimique ;
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- Une absorption active avec dépense d’énergie et transporteur impliquant une
sélection des ions absorbés ; le transport des ions négatifs est actif et couplé a
une sortie de OH" (Barber, 1995). Certains de ces transporteurs, ayant une
faible spécificité, seraient capables de véhiculer les ions indésirables (de Haan
Visser-Reyneveld, 1996). Ainsi, les métaux non essentiels (cadmium, titane
etc.) auraient les mémes sites de prélevement que les métaux essentiels (zinc,
potassium etc.) (Cataldo et al., 1987).

Le prélevement de certains métaux semble donc étre aussi bien passif, partiellement
passif qu’actif (Prasad et Hagemeyer, 1999). En se fixant aux charges négatives des
macromolécules (qu’elles soient solubles ou qu’elles fassent partie des structures cellulaires),
les métaux peuvent s’accumuler dans le cytoplasme, la quantité de métal accumulé dépendant
de I’espece végétale et du métal (Prasad et Hagemeyer, 1999). Les plantes peuvent cependant
opérer une détoxification cytosolique par rapport au zinc, au cadmium et au plomb, en les
transportant dans certains compartiments de la cellule comme les vacuoles, ou ils ne peuvent
plus interférer avec les processus métaboliques essentiels (Prasad et Hagemeyer, 1999). La
figure 4 illustre I’absorption du zinc et du cadmium et met en évidence les roles joués par les

phytochélatines et les acides organiques.
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PC = phytochélatines
AD = acides organiques

membrane
plasmique

vacuole cytoplasme

Figure 4 : Transport du zinc et du cadmium dans la cellule (Prasad et Hagemeyer,
1999).

IV.2.2 — Voie apoplasmique :

L’apoplasme, constitué de la paroi perméable des cellules et des espaces
intercellulaires, représente 10 & 15 % du volume de la racine. La pénétration apoplasmique
d’un élément n’est pas une réelle absorption de celui-ci puisqu’il n’est pas & proprement
parler dans la cellule végétale. On dit alors que I’élément est prélevé par la plante et non

absorbé par elle.

Ce type de transport est arrété, aprés une dizaines de cellules, par une rangée de
cellules dont la paroi est subérisée (c’est-a-dire recouverte d’une substance lipidique

impermeable, le suber) (Morel, 1997).

La suite du transport vers le xyleme se fait alors par I’intérieur des cellules et nécessite
donc une absorption réelle et une dépense d’énergie, les éléments pouvant ensuite étre

transportés vers les parties aériennes de la plante par le xyleme.
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La voie de transport apoplasmique peut, pour certains éléments-traces chargés
positivement qui pénétrent difficilement dans la cellule végétale ou qui se lient fortement a
des composés de la paroi globalement chargée négativement, étre une voie prédominante et
n’est donc pas a negliger. Morel (1997) a défini la notion de capacité d’échange cationique
(CEC) de la paroi des cellules végétales. Selon I’auteur, la forte affinité entre les composés de
la paroi et certains éléments pourrait expliquer pourquoi certains cations (tels que le plomb, le

cuivre, le cadmium ou le zinc) ont tendance a s’accumuler dans les racines.
V — Cas de la pollution au plomb :
V.1 - Propriétés physico-chimiques du plomb :

Le plomb est un métal se trouvant habituellement en petite quantité dans la crodte
terrestre qui appartient au groupe IVb de la classification périodique des éléments. Sa
configuration électronique (voir tableau 4) autorise les degrés d’oxydation (+2) et (+4), en
plus de la forme métal (0), via les deux électrons libres présents sur sa couche électronique

externe.

Le cation Pb?" est un acide au sens de Lewis car il est susceptible d’accepter un
doublet d’électrons venant d’une base pour former une liaison covalente. C’est aussi une
espece chargée susceptible d’interactions électrostatiques avec des ions de signe contraire

pour former une liaison ionique (Sposito et al., 1982).

Le type de liaison est important car il permet de juger de la stabilité du complexe : une

liaison covalente lie plus fortement les atomes entre eux qu’une liaison ionique.
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Tableau 4 : Principales propriétés physico-chimiques du plomb :

Symbole Pb
Numéro atomique 82
Masse atomique 207,2 g.mol™
Point de fusion 327°C
Point d’ébullition 1740°C
Densité 11.35
Configuration électronique [Xe] 4f** 5d'° 6s? 6p?
Valence 0, +2, +4
Rayons ioniques :
Pb** 0,94a1,49 A
Pb** 0,7840,94 A

V.2 — Le plomb dans I’environnement :

V.2.1 — Histoire de Iutilisation du plomb :

Le plomb a été I’'un des premiers métaux utilisés par I’Homme, et ce des I’dge de
bronze il y a plus de 7000 ans (Settle et Patterson, 1980). Sa relative disponibilité et ses
propriétés physico-chimiques (malléabilité, ductilite, bas point de fusion, propriétés
anticorrosives) ont fait la notoriété du plomb a I’ Antiquité et ont entrainé sa large utilisation,
tant par les Grecs que par les Romains, comme pigment (oxyde de plomb) ou pour la

réalisation de canalisations, de toitures, de vaisselle, de pieces de monnaie etc.

L’utilisation du plomb a ensuite explosé au cours de la Révolution Industrielle. La
premiére moitié du XX®™ siécle a connu une forte utilisation de ce métal dans I’industrie,
I’imprimerie et les peintures. Dans la seconde moitié du siécle, I'utilisation dominante du
plomb était liée aux carburants (ajouté comme agent antidétonant), puis aux accumulateurs

(automobiles et industriels).

Depuis les années 1970, la prise en compte de problémes environnementaux et de

santé publique a conduit a la diminution voire a I’arrét de certaines utilisations du plomb
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(canalisations, soudure, peinture, pesticides etc.). Dans les pays industrialisés, la production
secondaire a partir de la valorisation des déchets ne cesse de progresser par rapport a la
production primaire a partir de minerai. Durant I’année 2005, 300000 tonnes de plomb ont été

produites en France, dont 94,5% provenait du recyclage de ce métal (ADEME, 2006).
V.2.2 — Cycle biogéochimique :

Le plomb trouvé dans I’environnement provient & la fois de sources naturelles et
anthropiques ; le métal est présent dans le sol, mais également dans tous les autres

compartiments.

Le plomb a une teneur moyenne dans la crodte terrestre de 0,002 % ; il est le 36°™
élément le plus présent et est retrouvé dans la plupart des roches meres. Sa présence naturelle
dans le sol est essentiellement due & sa mise en disponibilité par des processus d’altérations
chimiques des roches le contenant. En I’absence de toute action anthropique, les teneurs
naturelles moyennes des sols en plomb sont de 32 mg.kg? (Pais et Benton Jones, 2000).
Cependant, dans le cas d’anomalies géochimiques comme les paléosols ferralitiques dits

« terres rouges », cette teneur peut atteindre plus de 3000 mg.kg™.

Les activités humaines sont & I’origine d’un flux de plomb trés important pouvant
conduire a des contaminations locales aigles. Selon Nriagu (1990), ce flux représenterait, en
1980, 332000 tonnes par an, contre 12000 tonnes par an d’origine naturelle. Miquel (2001)
met en évidence que I’enrichissement moyen annuel en plomb des terres émergeées, a I’échelle

de la planete, s’effectue en grande partie (68 %) par le biais des retombées atmosphériques

Le plomb est un élément réputé peu mobile comparativement a d’autres métaux en
traces (Bourrelier et Berthelin, 1998). A I’interface entre la lithosphére et la biosphere, le
cycle biogéochimique du plomb dépend des caractéristiques physico-chimiques du sol : le
métal tend a former des complexes particulierement stables. En conséquence, il va étre stocke
en grande partie dans le sol. Toutefois, une fraction mobile peut étre absorbée par les
organismes vivants et rentrer ainsi dans la chaine alimentaire. Une petite partie de ce plomb
peut également étre entrainée dans les riviéres et les lacs lors du processus d’érosion qui
arrache les particules de sol liees au plomb et les entraine par ruissellement vers les

hydrosystémes de surface (Aries, 2001).
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V.3 — Phytodisponibilité du plomb :

Les plantes peuvent absorber le plomb présent dans le sol par I’intermédiaire de leurs
racines ; une partie de ce métal, présent dans les retombées atmosphériques et dans les
amendements agricoles, peut également étre absorbée par les feuilles des végétaux.

V.3.1 — Notion de phytodisponibilité :

La notion de phytodisponibilité découle de la notion de biodisponibilité définie par
Baize (1997) comme étant « I’aptitude d’un élément a étre transféré d’un compartiment du sol
vers un organisme vivant ». Selon Hinsinger et al. (2005), « est disponible pour une plante

(phytodisponible) la fraction d’un élément susceptible d’étre absorbée par les racines ».

La phytodisponibilité des ETM est fortement corrélée a la concentration d’espéces
ioniques dans la solution du sol (Kabata-Pendias et Pendias, 1992). Elle est également
largement dépendante des propriétés du sol, de I’espéce végétale considérée et de I’élément en
question. La phytodisponibilité va donc dépendre des différents paramétres permettant le

transfert de la phase solide du sol vers le végétal (Hinsinger et al., 2005).
V.3.2 — Distribution du plomb au niveau du sol :

Le comportement du plomb dans la solution du sol et aux interfaces solution/solide et
solution/plante dépend d’un trés grand nombre de paramétres biogéochimiques liés a la nature
du sol (pH, teneur en argile, capacité d’échange cationique etc.), au contexte microbiologique
et aux formes chimiques du métal présentes dans la solution du sol ou associées a la phase
solide (Cecchi, 2008). Notons toutefois que la mobilité du plomb va étre particulierement
conditionnée par la teneur en phases adsorbantes du sol (matiére organique, argile, oxydes

etc.), ce métal possédant en effet une forte affinité pour ces constituants du sol (Ross, 1994).
Le plomb va donc se retrouver :

- Inclus dans des minéraux primaires hérités de la roche mere ou dans des
minéraux secondaires,

- Adsorbé a la surface de la matiére organique du sol,
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- Adsorbé a la surface des méso et microorganismes du sol ou absorbés par eux,

- Dans la solution du sol, associé a des colloides,

- Dans la solution du sol, complexé par des molécules organiques ou sous forme
libre ; les principales espéces du plomb présentes dans la solution étant Pb?* et
PbCOs (BRGM, 2004).

Ces formes solubles, bien que minoritaires, ont un role fondamentale puisque les

racines prélévent uniguement le plomb dans la solution du sol (Bourrelier et Berthelin, 1998).
V.3.3 — Facteurs influencant la phytodisponibilité du plomb :

De nombreux facteurs influencent la solubilisation du plomb et son passage dans la
solution du sol (Hinsinger, 2001 ; Lombi et al., 2001 ; Cecchi, 2008).

Les deux facteurs les plus importants dans la phytodisponibilité du plomb sont la
teneur en matiére organique du sol et le pH de celui-ci ; la disponibilité du métal étant en effet
fortement corrélée & ces deux parametres (MacBride et al., 1997 ; Lee et al., 1998). La
fraction minérale n’intervient de fagon importante dans la mobilité du mal que lorsque le sol
contient peu de matiere organique et a une teneur importante en oxydes métalliques (Pulford
et al., 1982). De tres nombreuses études ont montré que I’autre parameétre important est le pH
du sol (MacBride et al., 1997 ; Lee et al., 1998 ; Yang et al., 2006). Il influence fortement la
speciation du métal, mais également les interactions entre celui-ci et les différents composants
du sol. La mobilité du plomb est plus grande dans les milieux acides, alors que sa solubilité
diminue avec I’élévation du pH. Gerriste et VVan Driel (1984) ont démontré I’existence de
relations linéaires entre la constante d’absorption du plomb, les teneurs en matiére organique

et le pH des sols étudiés.

De plus, la plante influence grandement les propriétés physico-chimiques de la
rhizosphére. Elle y préleve I'eau et les éléments nutritifs nécessaires a son développement et a
sa croissance, et libére diverses substances minérales et organiques telles que les exsudats, les
sécrétions et excrétions racinaires. La plante modifie ainsi le pH de la rhizosphere. Le
prélevement des nutriments par les racines affecte ce pH en libérant des ions H* (pour
prélever des cations comme NH4") ou OH" (pour prélever des anions comme NO3’) dans le
milieu (Hinsinger, 2001 ; Lasat, 2002).
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D’autres paramétres peuvent également modifier la phytodisponibilité du plomb. En
effet, les paramétres physico-chimiques d’un sol influencent fortement I’activité biologique se
déroulant en son sein. Cette activité biologique modifie en retour les parameétres du sol
(comme le pH ou la structure), et joue ainsi un réle dans la biodisponibilité du plomb par des
processus de biosorption, de bioaccumulation et de solubilisation, ce qui fait du pH
rhizosphérique un facteur de moindre importance quant a la mobilité du métal (Lasat et al.,
2002 ; Tao et al., 2005). Pour Wu et ses collaborateurs (2003), ainsi que pour Yang et alter
(2006), les éléments organiques présents dans la rhizospheére et I’activité microbiologique de
celle-ci semblent jouer un réle plus important que I’acidification car les acides organiques
(comme I’acide citrique ou I’acide oxalique) ont la capacité de désorber le plomb et de

favoriser sa solubilisation dans le sol.

Plusieurs auteurs ont également mis en évidence la capacité de certains sidérophores
microbiens & désorber le plomb (Kraemer et al., 1999 ; Dubbin et Louise Ander, 2003),
démontrant ainsi I'importance des microorganismes telluriques dans les mécanismes de
solubilisation du plomb. Par ailleurs, ces résultats ont été confirmés par de nombreuses
expérimentations de phytoremédiation de sols pollués en plomb assistées par une

bioaugmentation de la biomasse microbienne du sol (Lebeau et al., 2008).

V.4 — Impact du plomb sur les végétaux :

V.4.1 — Absorption foliaire du plomb :

Du plomb peut étre apporté sur les feuilles des végétaux par des retombées
atmosphériques ou par I'usage dans les champs d’intrants agricoles (plomb sous forme
d’impuretés dans les engrais et les pesticides). La majorité de ce plomb est lessivée, mais une
partie va s’adsorber aux lipides épicuticulaires et étre absorbée par les feuilles (Prasad et
Hagemeyer, 1999). La capacité des plantes a absorber le plomb disponible via leurs feuilles
dépend a la fois de I’age de celles-ci, mais aussi de leur morphologie : les feuilles pubescentes
ont en particulier la capacité de fixer et d’absorber ce plomb (Godzik, 1993). Dans le cas de
Iégumes-feuilles ou de céréales, exposés a de fortes retombées atmosphériques, la quantité de

métal absorbée par les parties aériennes peut atteindre jusqu’a 95 % de la quantité totale
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absorbée (Delenberg et Van Driel, 1990). L’assimilation du plomb par la voie foliaire peut

donc représenter une part importante du taux de contamination de la plante.
V.1.2 — Mécanismes d’adsorption sur les racines :

Les couches supérieures du cortex racinaire (rhizoderme et collenchyme/parenchyme)
constituent une barriere physique contre la pénétration du plomb dans la racine. Les
mécanismes par lesquels ce métal arrive a pénétrer dans les racines ne sont pas encore
totalement élucidés (Cecchi, 2008), mais il est admis que, dans un premier temps, le plomb
présent dans la solution du sol s’adsorbe a la surface de I’organe souterrain. Pour Glinski et
Lipiec (1990), ainsi que pour Sharma et Dubey (2005), le plomb peut se lier aux groupements
carboxyles des acides uroniques composant le mucilage racinaire, ou aux polysaccharides
présents a la surface des cellules rhizodermiques. Cette fixation en surface permet de

restreindre le passage du plomb a I’intérieur de la racine.

La formation de plaques d’oxydes et d’hydroxydes de fer a la surface racinaire est
assez courante ; du fait de leur capacité a adsorber de grandes quantités de métaux, ces
plaques limitent la pénétration des métaux dans la racine (Otte et al., 1987). Cependant, dans
le cas du plomb, ces plaques jouent un rdle de barriere physique moins important que pour les

autres métaux (Ye et al., 2000).

Hall (2002) a montré que les mycorhizes pouvaient modifier I’adsorption des métaux a
la surface des racines : ces métaux se lient aux parois des hyphes fongiques qui constituent
une barriére supplémentaire protégeant le systéme racinaire du plomb. Néanmoins, I’effet
protecteur des mycorhizes n’est pas certain et dépend des souches de champignons
considérées, des especes végétales étudiées et de la concentration en plomb du milieu
(Jentschke et Godbold, 2000).

IVV.1.3 — Mécanismes d’absorption racinaire :

Différents travaux (Tanton et Crowdy, 1971 ; Glater et Hernandez, 1972 ; Lane et
Martin, 1977 ; Wierzbicka, 1987 ; Tung et Temple, 1996) réalisés sur différents végétaux de
consommation humaine (légumes et céréales) ont révélé que le plomb, apres s’étre fixé au

rhizoderme, pénétrait le systéme racinaire de fagon passive en suivant le systéme de
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conduction de I’eau. Cette absorption n’est cependant pas uniforme le long de la racine
puisqu’il existe un gradient de concentration en plomb dans les tissus a partir de I’apex, qui
est la zone la plus concentrée (Tung et Temple, 1996 ; Seregin et al., 2004).

Tout comme c’est le cas pour les autres métaux, la pénétration du plomb dans les
racines peut se faire selon plusieurs voies, notamment par des canaux ioniques et des
transporteurs ioniques. Le plomb profiterait de la non-spécificité de certains de ces canaux et
transporteurs et de la trés forte différence de potentiel membranaire pour diffuser a I’intérieur
de la racine (Hirsch et al., 1998).

Bien qu’il existe quelques espéces de plantes capables de transférer de grandes
quantités de plomb vers les parties aériennes, la trés grande majorité de ce métal restera dans
la racine (Huang et Cunningham, 1996 ; Huang et al., 1997). La racine agit comme une
barriére trés efficace contre les mouvements du plomb a I’intérieur de la plante, ce phénoméne
de barriere n’étant pas commun a tous les ETM et son intensité étant trés spécifique au plomb
(Cecchi, 2008).

Une fois pénétré dans le systeme racinaire, la diffusion radiale du plomb se fera par les
mémes voies que pour les autres métaux: par la voie apoplastique, et par la voie

symplastique.
V.5 — Effets généraux du plomb sur les végétaux :

Bien que faible et rapidement séquestrée dans les cellules, la fraction de plomb
pénétrant dans la symplaste cause une grande diversite d’effets néfastes dans les plantes. Ces
effets, ayant fait I’objet de trés nombreuses études et revues bibliographiques (Singh et al.,
1997 ; Seregin et lvanov, 2001 ; Patra et al., 2004 ; Sharma et Dubey, 2005), varient
fortement en fonction de la durée d’exposition au polluant, de I’intensité du stress métallique,
du stade de développement de la plante, des organes considérés ainsi que des especes

végétales étudiées.
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Chapitre 111 : Dépollution des sites et sols pollués

Le sol est un compartiment de I’écosystéeme possédant de multiples fonctions comme :
support pour les organismes et microorganismes vivants, réservoir de matiére organique et
minérale, lieu de transformations, systéme épurateur, régulateur des flux et des échanges dans
les cycles biogéochimiques (Gobat et al., 1998). Les nombreux cas de pollution par les
métaux lourds générent autant de sites contaminés qu’il faut réhabiliter. Pour ce faire,
plusieurs techniques ont vu le jour dans la deuxiéme moitié du XXM siécle et sont en

perpétuel perfectionnement.
| — Techniques physiques et chimiques de dépollution :

Lorsque le risque pour les écosystemes et I’Homme est élevé, la dépollution s’impose.
Confiner les sites pollués a I’aide de barriéres physiques ne suffit pas, car ces barriéres
n’eliminent pas les substances toxiques et nécessitent une surveillance et un entretien
constants. C’est pourquoi des méthodes pysico-chimiques permettant la décomposition des
polluants ont vu le jour. Ces méthodes sont radicales pour se débarrasser de certains polluants,
notamment a travers I’incinération et le lavage chimique des sols.

Les méthodes physico-chimiques de dépollution des sites pollués, utilisées in situ et
ex situ, présentent I’inconvénient d’étre codteuses et lourdes & mettre en ceuvre (Raskin et al.,
1994 ; Salt et al., 1995 ; Gadd, 2000). De plus, elles perturbent fortement I’activité biologique
des sols, alterent la structure physique de ces derniers, et laissent souvent un sol totalement
stérile.

Le besoin de nouvelles techniques économiquement compétitives et pouvant préserver
les caractéristiques du sol s’est fait sentir et I’utilisation des biotechnologies s’est avérée étre
une alternative intéressante. La capacité de certaines a tolérer ou méme a accumuler des

métaux a permis d’ouvrir de nouvelles voies de recherche sur le traitement des sols.
11 — Dépollution biologique des sols :

Depuis quelques décennies, I’Homme prend conscience du réle central qu’il a tenu et
tient toujours dans I’introduction de substances totalement étrangeres au monde vivant, dites
« Xénobiotiques ». Ces polluants ont contaminé les sols a différents niveaux et intensités.

Les microorganismes telluriques éliminent plus ou moins bien et plus ou moins vite

les polluants organiques biodégradables, ainsi que certains hydrocarbures, mais les métaux
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lourds (tels que le plomb, le mercure ou le cadmium) et les métalloides (sélénium, arsenic)
persistent dans I’environnement et finissent inévitablement par s’accumuler dans les différents
compartiments de la biosphere. lls parviennent souvent a migrer vers les eaux souterraines ou
a pénétrer la chaine alimentaire via les végétaux ou s’accumuler au fil du temps (on parle de
bioaccumulation) dans les animaux, voire ’Homme.

La bioremédiation, c’est-a-dire I’utilisation de procédés biologiques pour éliminer les
polluants qui contaminent les milieux et perturbent le cycle biogéochimique des substances
naturelles, est une option avantageuse pour réduire la pression exercée par les polluants sur
I’environnement. Il s’agit d’utiliser des systéemes biologiques pour diminuer les niveaux de
pollution présents dans I’air, I’eau ou le sol : ce sont des microorganismes ou des plantes qui

sont utilisés comme systémes biologiques.
11 — La phytoremédiation :

La phytoremédiation est définie comme [I’utilisation des plantes pour éliminer ou
transformer les polluants en composés moins toxiques (Cunningham et Ow, 1996 ;
Cunningham et al., 1996 ; Chaney et al., 1997 ; Raskin et al., 1997 ; Salt et al., 1998).

Bien que les plantes soient utilisées depuis longtemps pour dépolluer les sols,
d’importantes découvertes scientifiques réalisées au cours des deux dernieres décennies ont
contribué a améliorer le processus et a étendre son champ d’application. La phytoremédiation
peut aussi bien étre utilisée contre les polluants organiques que les polluants inorganiques

présents dans les milieux solides (sols), liquides (eaux de surface ou souterraines) et gazeux

(air).
I11.1 — Principe de la technique de phytoremédiation :

Les types de stratégies de phytoremédiation, particulierement utilisés dans la

dépollution des métaux lourds, sont décrits ci-apres :

- La phytostimulation : les plantes sécrétent des exsudats racinaires qui peuvent étre
utilisés par les communautés microbiennes et promouvoir leur développement et
leurs activités. Cette stimulation microbienne dans la rhizosphére modifie la
bioaccumulation, I’oxydation/réduction biologique et la biométhylation des
métaux lourds (McGrath, 1998) ;
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- La rhizofiltration : utilisation des racines pour absorber et accumuler les métaux
des eaux usées ou contaminées ;

- La phytostabilisation : utilisation des plantes pour limiter I’érosion des sols et
immobiliser les polluants dans les couches superficielles en évitant en particulier
leur migration vers les eaux de surface ou les eaux souterraines. Cette technique
est utile pour réduire la biodisponibilité des polluants par les écoulements latéraux
ou de profondeur, ou immobiliser les composés polluants en les liant
chimiquement par précipitation, stabilisation, absorption ou piégeage de ceux-ci
par la plante (Cunningham et al., 1995) ;

- La phytovolatilisation : utilisation des plantes pour extraire les polluants des sols et
les transformer en composés volatiles peu ou pas toxiques, avant de les relacher
dans I’atmosphere via les feuilles (McGrath, 1998) ;

- La phytodégradation : utilisation de I’association plante-microorganismes pour
dégrader les polluants organiques des sols ;

- La phytoextraction : utilisation de plantes capables d’extraire et d’absorber les
métaux lourds présents dans le sol puis de les transférer et de les concentrer dans
les organes végétaux destinés a la récolte (feuilles, tiges et racines). Les métaux
lourds vont se complexer avec des acides organiques ou des acines amines
synthétisés par la plante. Les métaux lourds sont ensuite récupéerés en compostant

ou, mieux, en incinérant la biomasse de la plante (McGrath, 1998).
IV — La phytoextraction :

Parmi les différentes méthodes de phytoremédiation, la plus utilisee est la
phytoextraction ; elle a été appliquée en particulier pour la dépollution des métaux lourds.
C’est la voie dans laquelle les chercheurs se sont investis depuis le début de cette décennie ;
ceci pourrait s’expliquer par la facilité de détection de ces éléments métalliques (absorption
atomique) dans les différents matériaux (sol et matiére organique). La phytoextraction utilise
des plantes capables de prélever les éléments traces toxiques et de les accumuler dans les
parties aériennes qui seront ensuite récoltées et incinérées. Les cendres seraient alors mises en
décharge ou, mieux, réutilisées en métallurgie ou incorporées dans de I’asphalte. Cette
technique représente une alternative sérieuse, ou un complément, aux traitements physico-

chimiques des sols contaminés par les métaux lourds.
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La liste des métaux les plus connus pour leurs effets toxiques, et susceptibles de

polluer le sol, est présentée dans le tableau 5. Les éléments sont classés par les auteurs (Salt

et al., 1998) selon leur importance dans la pollution de I’environnement aux Etats-Unis.

Tableau 5 : Gamme de concentration des polluants métalliques les plus répandus dans

I’environnement aux Etats-Unis (Salt et al., 1998).

Elements Gamme de teneurs Limite réglementaire
Métal (ug.kg™?) (mg.kg™?)

Plomb 1 000 - 6 900 000 600
Cadmium 100 — 345 000 100
Arsenic 100 — 102 000 20

Chromium 5-3950 000 100
Mercure 0,1 -1 800 000 270
Cuivre 30 - 550 000 600
Zinc 150 — 500 0000 1500

Deux stratégies sont actuellement développées dans la phytoextraction. Il y a d’une

part la phytoextraction assistée par des chélateurs de métaux (phytoextraction induite), et

d’autre part la phytoextraction continue (Salt et al., 1998 ; Cooper et al., 1999).

Parmi ces deux procédés, la phytoextraction assistée (ou induite) est la plus

développée. Cependant, la phytoextraction continue commence a étre appliquée pour la

dépollution des métaux lourds (zinc, cadmium, nickel) et des métalloides (arsenic, sélénium) ;

les deux stratégies ont fait I’objet d’études en plein champ et les résultats sont encourageants

(Jemal et al., 2002).

V.1 - La phytoextraction continue :

Depuis longtemps déja, les botanistes systématiciens et les géologues, a la recherche

de gisements miniers, ont rapporté I’existence de plantes tolérantes aux métaux lourds gui
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colonisent les secteurs métalliferes ou les autres espéces disparaissent. Cependant, la majorité
de ces plantes accumule dans la racine et seule une infime partie, de I'ordre de 0,0005 a
0,05% de la matiere séche, atteint les tissus aériens des plantes (Brooks et al., 1977). Dans
cette étude, les auteurs ont utilisé le terme « hyperaccumulateur » pour décrire des plantes
avec des teneurs en nickel supérieures a 1000ug/g de matiére séche au niveau des feuilles
(soit 0,1% de leur matiére seche,ce qui correspond a une valeur nettement plus élevée que
celle rencontrée chez les plantes non accumulatrices). Aussi, selon Baker et Brooks (1989),
les plantes hyperaccumulatrices devraient avoir une valeur seuil d’accumulation de métaux
lourds dans leur partie aérienne a 1% pour le zinc (Zn) et le manganése (Mn), 0,1% pour le
plomb (Pb), le cuivre (Cu) et I"aluminium (Al), 0,01% pour le cadmium (Cd) et le sélénium
(Se), et 0,001% pour le mercure (Hg) de leur matiére seche.

Les premiers hyperaccumulateurs caractérisés appartenaient aux familles des
Brassicacées et des Fabacées. En 1989, Baker et al. ont répertorié quelque quatre cent (400)

espéces accumulatrices (voir tableau suivant).

Tableau 6 : Estimation du nombre de plantes hyperaccumulatrices (Baker et al., 1989).

Meétal Critéere (% MS | Nombre de | Nombre de
des feuilles) taxons familles

Cadmium (Cd) > 0,01 1 1

Cobalt (Co) > 0,10 28 11

Cuivre (Cu) > 0,10 37 15

Plomb (Pb) > 0,10 14 6

Nickel (Ni) > 0,10 317 37

Zinc (Zn) > 1,00 11 5

Manganese (Mn) | > 1,00 9 5

La phytoextraction continue est basée sur les capacités génétiques et physiologiques
des plantes spécialisées dans I’absorption, la translocation et la tolérance des métaux. Le

mode d’absorption des métaux est optimisé chez les plantes hyperaccumulatrices qui poussent
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sur des sols riches en métaux lourds et qui possedent des processus physiologiques permettant
a ces plantes d’accumuler des métaux durant toute leur période de croissance.

Les inconvenients majeurs de I’utilisation de ces plantes dans la phytoremédiation sont
notamment une faible production de biomasse et une croissance beaucoup trop lente pour que
cette technique soit viable. S’ajoute a cela un nombre limité de plantes hyperaccumulatrices
de métaux fortement impliqués dans la pollution de I’environnement (comme le plomb, le

cadmium, I’arsenic ou I’'uranium) (Baker et Brook, 1989).
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Figure 5 : Schéma représentant une phytoextraction continue (d’aprés Salt et al.,
1998). La ligne pointillée représente la croissance de la plante, la ligne pleine représente le

prélevement de métaux par la plante.
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IV.1.1 — Mécanismes biologiques mis en jeu lors de la

phytoextraction continue :

La phytoextraction continue implique I’accumulation du métal dans la partie aérienne
de la plante durant tout son cycle de développement. Pour y parvenir, les plantes mettent en
jeu des mécanismes performants de détoxication du métal accumulé. En effet, Kramet et al.
(1997) ont montré que la résistance au nickel chez Thlapsi goensigense est déterminante pour
I’hyperaccumulation du métal. De plus, Rugh et al. (1996) ont prouvé gque la manipulation
génétique d’Arabidopsis thaliana lui permet d’exprimer une mercure réductase bactérienne
qui la rend résistante et qui fait d’elle une plante capable d’extraire de grandes quantités de
mercure a partir des sols pollués, la rendant ainsi apte a la phytoremédiation.

Ainsi, pour développer des plantes hypertolérantes capables de supporter de fortes
concentrations d’ions métalliques, il est indispensable de comprendre les mécanismes
moléculaires et biochimiques adoptés par les plantes pour résister aux effets toxiques des
métaux. Cette hypertolérance repose sur le fait qu’une substance n’est néfaste pour un
organisme que si elle s’insére dans son métabolisme. Les hyperaccumulateurs mettent en
ceuvre une stratégie de séquestration qui rend I’élément biologiquement indisponible, bien que
présent dans la plante.

Plusieurs mécanismes ont ainsi été décrits, notamment par Rauser (1995) et Thomsett
et Thurman (1988), comme la chélation et la compartimentation. Pour la chélation par
exemple, elle consiste en la fixation des ions métalliques par des ligands spécifiques a forte
affinité qui réduit leur concentration dans les compartiments intracellulaires et, par voie de
conséquence, leur phytotoxicité.

Chez les plantes, il existe divers types de ligands : les acides organiques, les acides
aminés et les peptides. Les plantes photosynthétiques sont riches en acides organiques comme
le malate, le malonate, I’oxalate, le tartrate, le citrate et I’isocétrate. Ainsi, a titre d’exemple,
les acides malique et malonique chélatent I’essentiel du nickel absorbé par les plantes du
genre Alyssum (Baker et al., 1977). D’autres auteurs ont remarqué que chez Sebertia
acuminata, le nickel était preférentiellement lié au citrate (Lee et al., 1977). De méme, la
précipitation du zinc sous forme de phytate et celle du plomb par des carbonates, des sulfates
et des phosphates ont été proposées comme un mécanisme de détoxication de ces deux

éléments métalliques respectivement par Van Steveninck et al. (1990) et Salt et al. (1998).



Chapitre 111 : Dépollution des sites et sols pollués

V.2 — La phytoextraction induite :

Pour le plomb (Pb), le cadmium (Cd), I’arsenic (As) et les radionucléides, on ne
connait pas, de nos jours, de plantes capables d’accumuler naturellement de grandes quantités
de ces éléments. Par exemple, la végétation qui croit spontanément sur un milieu contaminé
par le plomb ne renferme que 0,01 a 0,06 % de ce polluant dans sa partie aérienne séchée
(Huang et al., 1997), ces teneurs étant trop faibles pour une phytoextraction efficace.

La phytoextraction induite, contrairement a la phytoextraction continue, se fait alors
en présence de chélateurs et de plantes a forte biomasse et a croissance rapide. Lorsque la
plante a atteint un certain niveau de croissance, les chélateurs de métaux sont appliqués au sol.
Ceux-ci permettent d’induire I’accumulation de métaux lourds dans la plante par

augmentation de la biodisponibilité de I’élément ciblé.
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Figure 6 : Schéma représentant une phytoextraction induite par des chélateurs (d’apres
Salt et al., 1998). La ligne pointillée représente la croissance de la plante, la ligne pleine

représente le prélevement de métaux par la plante.
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IVV.2.1 — Développement de la phytoextraction induite :

Jorgensen (1993) a montré par le biais de ses expériences que I’application d’un
chélateur synthétique, comme I’acide éthyléne-diamine-tétra-acétique (abrégé en EDTA), aux
milieux contaminés (sols et composts) stimulait I’absorption et I’laccumulation du plomb dans
la partie aérienne des plantes.

Huang et Cunningham (1996), Huang et al. (1997) et Blaylock et al. (1997), en
utilisant le méme traitement que Jorengsen, ont montré que le taux de plomb dans la partie
aerienne des plantes pouvait dépasser 1% de la matiére seche. Cette découverte a été a
I’origine de I’lamélioration du procédé de phytoextraction du plomb et a ouvert la voie au
développement de cette technique a d’autres métaux. En effet, les chélateurs des métaux
lourds comme EDTA (acide étylene diamine-tétra-acétique) et EDDS (éthylene diamine-
disuccinate) pour le plomb, et EGTA (acide éthyléne glyco-tétra-acétique) pour le cadmium,
sont aujourd’hui connus pour améliorer la phytoextraction par I’augmentation de la
biodisponibilité et de I’accumulation des métaux lourds (Cooper et al., 1999 ; Tandy et al.,
2006).

Le concept de phytoextraction induite est alors devenu applicable a d’autres métaux.
Des experiences réalisées par Jarvis et Leung en 2002 ont montre que Pinus radiata n’est
capable d’accumuler naturellement que 60 a 80 mg.kg? de plomb; I’application d’un
chélateur synthétique, comme I’EDTA ou I’'H-EDTA multiplie par 5 ou 6 son pouvoir
d’absorption du plomb (Jarvis et Leung, 2002). Lors de I’ajout du chélateur dans le site
contaminé par un le plomb, celui-ci est absorbé et migre vers la partie aérienne ou il
s’accumule sous la forme du complexe Pb-ETDA (Huang et Cunningham, 1996 ; Salt et al.,
1998). Ce phénomene a pu étre décrit chez Zea mays L. ; I’'ajout d’EDTA ou d’EDDS permet
une augmentation de I’accuulation de plomb dans la partie racinaire (Luo et al., 2006).

D’autres expériences, réalisées sur des sols contaminés par plusieurs métaux, montrent
une accumulation simultanée de plomb, de cadmium, de cuivre et de zinc chez des plants de
colza apres application d’EDTA (Blaylock et al., 1997).

La stimulation de I’accumulation du métal est directement liée a I’affinité du chélateur
pour le métal & extraire, ce qui présente déja un avantage de cette technique. De plus, le fait
que des plantes a forte production de biomasse, comme le colza, le tournesol ou le mais,
puissent étre stimulées pour accumuler le plomb dans leurs parties aériennes représente un

autre atout pour le développement de la phytoextraction assistée par des chélateurs.
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Selon la saison et la fréquence des récoltes, le site contaminé peut étre cultivé
plusieurs fois pour d’autres phytoextractions. Ainsi, les estimations suggerent que les plantes
peuvent extraire entre 180 et 530 kg de plomb par hectare et par an (Huang et al., 1996 ;
Blaylock et al., 1997), et que la dépollution d’un sol qui renferme 2500 mg.kg™ de plomb est
possible sur une décennie.

La phytoextraction induite est basée sur deux principes :

- L’augmentation de la concentration du métal dans I’eau interstitielle (solution
du sol) ;

- L’augmentation de I’absorption et du transport du métal considéré dans la
partie aérienne de la plante.

L’augmentation de la concentration du métal dans la solution du sol est due a la forte
affinité du chélateur utilisé, ce dernier se liant fortement au métal et passant dans I’eau
interstitielle.

Apres utilisation du chélateur, I’accumulation du plomb dans la partie aérienne est
directement corrélée a I’accumulation de ’EDTA (Salt et al., 1998). De plus, selon Huang et
Cunningham (1996), la présence d’une teneur élevée en EDTA dans les tissus de la plante
pourrait augmenter la concentration du plomb soluble par la formation du complexe Pb-
EDTA et favoriser ainsi sa migration vers la partie aérienne ou il s’accumule. Cette migration
vers la partie aérienne est assurée par le courant de transpiration : au niveau de la feuille, I’eau

s’évapore et le complexe métal-chélateur s’accumule.

V — Avantages et limites de la phytoextraction :

V.1 - Avantages :

La technique de phytoextraction présente de nombreux intéréts, notamment d’ordre
environnemental et économique. En effet, I’activité biologique et la structure des sols sont
maintenues apres le traitement. De plus, le colt de cette technique est bien moindre que celui
de procédés traditionnels in situ et ex situ, bien qu’il soit variable selon les contaminants.

D’autre part, les plantes permettent de conserver un paysage agréable et d’installer une
communauté de microflore et de microfaune résistante aux métaux pouvant agir en synergie
avec ces plantes afin d’accélérer le processus de décontamination. Les plantes peuvent étre

facilement surveillées et récoltées a des fins de traitement, et la biomasse végétale réutilisée ;
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en outre, les métaux lourds peuvent aussi étre récupérés et réutilisés (Kumar et al., 1995 ;
Raskin et al., 1997 ; Blaylock et Huang, 2000 ; Garbisu et Alkorta, 2001).

Enfin, cette technique biologique est facilement acceptée par le public dans le contexte
de la préservation de [I’environnement, du développement durable, et dans I’aspect

esthétiquement plaisant de son application.
V.2 — Limites :

Tout comme d’autres techniques de dépollution, la phytoextraction comporte des
désavantages. Cette idée a été initialement introduite par Baker et al., (1989), pour qui la
majorité des plantes hyperaccumulatrices présente une faible production de biomasse et une
vitesse de croissance relativement lente demandant un investissement en temps et/ou en
argent assez important avec I’adjonction de chélateurs ou autres substances dites « starter ».
De plus, la concentration et le type de métaux lourds influencent la phytotoxicité et, dans
certains cas, la croissance des plantes (Shah et al., 2007 ; Salt et al., 1998 ; Singh et al. 2003).

La phytoextraction repose essentiellement sur les interactions entre les plantes, le
compartiment du sol et la microflore tellurique. Dans ce systeme plante-sol-microorganismes,
les microorganismes ont souvent biodégradé les polluants en amont de I’absorption racinaire.
De plus, plantes et microorganismes ont co-évolué pour disposer d’une stratégie a bénéfices
mutuels pour gérer la phytotoxicité et donc améliorer la phytoextraction. Les
microorganismes rhizosphériques profitent des exsudats racinaires alors que les plantes
bénéficient de la capacité de degradation des polluants en stimulant I’activité microbienne
pour réduire le stress de phytotoxicité (Whiting et al., 2001 ; Glick, 2003). Une meilleure
connaissance de ces mécanismes, bien que fastidieuse, est une clé essentielle a la réussite de
la phytoextraction

Enfin, la phytoextraction induite par I’ajout de chélateurs permet d’augmenter la
mobilité et la biodisponibilité des métaux lourds, ainsi que la capacité d’extraction et de
transport du métal dans les plantes (Huang et al., 1997 ; Blaylock et al., 1997). Cependant, les
chélateurs présentent des risques pour I’environnement et il manque des données concernant
la persistance de ces chélateurs de métaux lourds dans les sols contaminés (Lombi et al.,
2001).

Pour pallier ces inconvénients et développer avec succés une phytoextraction en en

améliorant les rendements, la plupart des études sur ce théme a pour objectif la découvertegt
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la sélection de plantes hyperaccumulatrices ayant une forte production de biomasse (Wenzel,
2009). La transformation par génie génétique de plantes sensibles mais a forte production de
biomasse en plantes hyperaccumulatrices est aussi envisagée.

En revanche, peu d’études prennent en compte le compartiment fonctionnel du sol que
constitue la drilosphére, ou zone d’influence des vers de terre sur le sol (Hickman et Reid,
2008 ; Kuffner et al., 2008). Pourtant, en tant qu’ingénieurs écologiques, les vers de terre
jouent un role important dans leur environnement (Derouard et al., 1996 ; Bohlen, 2002 ;
Dechaine et al., 2005 ; Tapie-Coral et al., 2006).
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Rappelons que I’objectif de notre travail est de tester une technique biologique de
dépollution des sols. Précisément, il s’agit de quantifier le taux d’absorption du plomb par le
colza et d’estimer I’effet d’un chélateur (FEDTA) vis-a-vis de cette absorption

Partant d’une hypothese, et pour répondre a la problématique posée en amont de cette
étude, nous avons opté pour une méthode d’approche expérimentale. Ce type d’approche, bien
que délicat a mettre en ceuvre, est le plus a méme d’élucider le probléme posé et de répondre
au questionnement initial du sujet. En effet, les méthodes expérimentales scientifiques,
promues par Ibn Al Haythem (Baarmann, 1882) puis définies par Chevreul et développées par
Bernard (Thiele, 2005), consistent a tester la validité d’une hypothese en reproduisant un

phénomeéne.
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| — Materiels :
1.1 — Matériels physiques et chimiques :

1.1.1 - Laserre :

Pour la réalisation de ce travail, et afin de contr6ler au mieux les facteurs extérieurs a
I’expérience pouvant influencer notre expérimentation, nous avons eu besoin d’avoir acces a

une serre. La serre est notamment été utile pour :

- Controler la température de culture en lui évitant d’étre trop basse (19°C étant la
température minimale enregistrée un peu aprées le départ de la culture en janvier, et

32°C la plus haute, en avril) ;

- Maitriser I’hygrométrie et I’humidité du sol afin de contrdler I’arrosage et de
limiter la déperdition de sol dans les pots et le lessivage du polluant, en évitant

notamment des apports en eau trop importants suite & de fortes pluies ;

- Limiter I’accés des ravageurs, en isolant partiellement la culture du milieu

extérieur.

C’est donc & I’l.T.M.A.S., I’Institut Technique des Moyens Agricoles Supérieur sis a
Boukhalfa, que notre travail expérimental s’est déroulé, & I’intérieur d’une serre choisie par
nos soins pour son orientation Est-Ouest et son ensoleillement idéal (absence d’obstacles
pouvant réduire I’homogénéité du flux de soleil regu quotidiennement). Sa charpente
métallique et son voile en plastique transparent robuste nous ont assuré des conditions de

culture optimales.

Quelgques meétres carrés de bache épaisse nous ont été fournis pour servir de barriere

physique entre notre culture en pot et le sol, empéchant la percolation du métal.
1.1.2 — Les pots :

La culture du colza s’est déroulée dans des pots contenant une terre contaminée.
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Les pots utilisés, en plastique, sont de dimensions :

- Diametre basal : 22 cm,

- Diametre a I’ouverture : 25 cm,

- Profondeur : 28 cm,

- Capacite : 15 litres, ou 6 kilogrammes de terre.

1.1.3 — Polluant métallique :

Le polluant métallique choisi pour réaliser cette expérimentation est le plomb (Pb)
sous forme élémenaire, de marque BIOCHEM®, dont la pureté était de 99.97%. 1l a été choisi
en raison de sa relative abondance ainsi que de sa fréquence dans les milieux naturels. En sus
des retombées atmosphériques principalement dues aux secteurs de I’industrie et du transport
notamment urbain, les nombreuses décharges sauvages disséminées a travers tout le territoire
national sont une source majeure de préoccupation quant a la pollution métallique des sols, en
particulier la pollution plombique majoritairement causée par la mise au rebu d’un trés grand

nombre de batteries automobiles en I’absence d’un circuit de récupération adapte.
1.1.4 — L agent chélateur :

Le principe de la phytoremédiation induite (ou phytoremédiation assistée) est, comme
précisé au chapitre 3, de pousser la plante a absorber une plus grande quantité de métal par le

biais de I’utilisation d’un agent chélateur.

Le chélateur utilisé ici est I’acide éthyléne-diamine-tétra-acétique, abrégé en EDTA.
Son principe repose sur I'acidification du sol, permettant ainsi la désolidarisation des ions

métalliques fixés aux argiles et a la matiere organique.
|.2 — Matériel biologique :

Le choix du matériel végétal pour la réalisation de cette expérimentation s’est porté
sur le colza (Brassica napus). Plusieurs facteurs ont été pris en compte pour le choix de ce
genre botanique (Brassica) et de cette espece en particulier (B. napus), les principaux étant :

le grand nombre de graines produites par chaque plant et leur haut taux de germination, la
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capacité avérée du genre a accumuler les métaux lourds ainsi que la présence de I’espece dans
la littérature traitant de phytoremédiation (particuliérement de phytoextraction), et la biomasse

relativement élevée du colza.

Les graines de colza utilisées ont été fournies par notre encadreur. Il s’agit de la
variété « Fantasio » de I’espece Brassica napus, dont le test de germination a été évalué par

nos soins.
Il — Méthode d’approche :

La méthode d’approche expérimentale repose sur un principe fondamental : la
modification d’un parametre ou d’un ensemble de parametres a I’aide d’un dispositif
expérimental congu pour permettre le contrdle de ces parametres dans le but de mesurer leurs
effets.

Le protocole expérimental regroupe la description des conditions et du déroulement
d’une expérience. Tous les objets, tous les traitements et toutes les unités expérimentales,
ainsi que toutes les répétitions, doivent figurer le plus fidelement possible dans la définition

d’un protocole expérimental.
1.1 - L’expérimentation :

Le but de cette expérimentation étant de tester le pouvoir dépolluant du colza dans un
sol contaminé par le plomb et possédant différents pH afin d’étudier I’effet de I’acidification
du sol sur la dépollution, il a d’abord fallu polluer le sol, semer des graines de colza, appliquer
de I’acide diaminotétraacétique (EDTA) au sol lorsque la croissance des plants était optimale,
puis récolter ces plants pour en analyser le systeme racinaire et la biomasse aérienne. Toutes

ces étapes sont développées ci-apres.
11.1.1 — Le protocole expérimental :

Comme dit précédemment, le protocole expérimental consiste en la description des

étapes necessaires pour mener a bien I’expérimentation.
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11.1.1.1 — La préparation du sol :

La premiére étape réalisée a été la préparation du sol a mettre dans nos unités

expérimentales, les pots.

Le sol utilisé pour réaliser cette expérimentation a été prélevée au niveau de I''TMAS
Boukhalfa (Institut Technique des Moyens Agricoles Supérieur, sis a Boukhalfa, Tizi-Ouzou,
face la faculté de droit de 'UMMTO) sur une parcelle de terre qui a été labourée quatre (4) a
six (6) mois avant, et qui n'a regu aucun traitement chimique ou phytosanitaire dans les vingt-

quatre (24) mois précédant le prélevement.

Dix sacs de cinquante kilogrammes ont été remplis aux deux tiers le 09 janvier 2014,
puis leur contenu a été déversé dans une serre afin de procéder a son séchage. Pour sécher

uniformément, la terre a été étalée sur une bache.

Une fois séche, la terre a été mélangée, les agrégats concassés et un échantillon a été

prélevé pour analyse pédologique dont les résultats seront présentés dans le chapitre suivant.
11.1.1.2 — La pollution du sol :

La contamination du sol par le plomb a été effectuée le 25 janvier 2014, lorsque la
terre prélevée a seché. 1l a d’abord fallu déterminer les quantités de plomb nécessaires pour
réaliser les quatre doses retenues : la dose P1 concernait une pollution de 400 ppm (parties par
million, soit mg.kg™), la dose P, une pollution de 800 ppm, la dose Ps une pollution de 1200
ppm et la dose P4 une pollution de 1600 ppm. Nous avons donc pour :

- P1:400 milligrammes de métal par kilogramme de sol, soit un poids de 2,4 g,
- P2: 800 milligrammes de métal par kilogramme de sol, soit un poids de 4,8 g,
- P3: 1200 milligrammes de métal par kilogramme de sol, soit un poids de 7,2 g,

- P4: 1600 milligrammes de métal par kilogramme de sol, soit un poids de 9,6 g.
La contamination du sol s’est déroulée comme suit :

- Peser 6 kg de terre (aprés tare du pot contenant une couche d’un centimetre de

gravier pour le drainage) a I’aide d’une balance électronique,
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- Deéposer et étaler la terre sur une bache,

- Ajouter la dose de plomb adéquate (P1, P2, Ps ou Ps selon [I’étiquette
correspondant au pot a remplir) en la répartissant uniformément a la surface du sol
a contaminer,

- Remuer de fagon a homogénéiser la répartition de la dose de plomb appliquée,

- Transvaser la terre contaminée dans le pot dont I’étiquette correspond a la dose de

métal appliquée.

Ainsi, soixante-quatre des soixante-huit pots de I’expérimentation ont été remplis
suivant ce protocole. Les quatre autres pots étant des témoins, ils n’ont pas recu de plomb ; ils
ont donc été les premiers a contenir chacun leur quota de terre saine pour éviter un transfert,

méme infime, des résidus de plomb mis en contact avec la bache.

11.1.1.3 — Détermination des doses d’acide a appliquer au sol
(EDTA) :

Pour réaliser cette étude, nous avons décidé d’arréter quatre niveaux de pH différents :
un pH neutre (celui du sol a I’état originel) noté E1 et mesuré a 7,54, un pH de 6,16 noté Eo,
un troisieme pH (Es) de 5, et un dernier pH de 4,63 noté E4. Afin d’abaisser le pH du sol, nous

avons donc eu recours a I’adjonction des différentes doses d’EDTA suivantes :

- PourE1 (pH =7,54) : 0 grammes d’EDTA,

- Pour E2 (pH = 6,16) : 19,3 grammes d’EDTA ont été ajoutés au sol,
- Pour E3 (pH =5) : 68,6 grammes d’EDTA ont été additionnés au sol,
- Pour Es (pH =4,63) : 107,1 grammes d’EDTA ont été ajoutés.

La determination de ces quantités a été faite au laboratoire ou nous avons utilisé une
prise d’essai de 12 grammes de terre dont nous avons calculé le pH a trois reprises dans les
conditions normales, avant d’ajouter par, tatonnement, de [I’acide éthyléene-
diaminotétraacétique jusqu’a obtention des niveaux de pH désirés. Une regle de trois a ensuite
été faite afin de déterminer la quantité nécessaire d’EDTA pour acidifier les six kilogrammes

de terre contenus dans chaque unité expérimentale.
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11.2 — Le dispositif expérimental :

Pour réaliser cette expérience, nous avons opté pour un dispositif expérimental en
blocs aléatoires complets, ou dispositif en BAC. Selon Dagnieliec(1981), ce type de dispositif
permet une plus grande randomisation de la disposition des échantillons et élimine de ce fait,

ou réduit grandement, I’impact éventuel de facteurs pouvant biaiser I’expérimentation.

La distribution aléatoire des dix-sept (17) unités expérimentales dans chaque bloc
expérimental, et de leurs quatre (04) répétitions, a été faite par tirage au sort : dix-sept (17)
jetons, associés a chacun des pots d’un méme bloc, ont été disposés dans une urne opaque
puis tirés au hasard (en mélangeant les jetons restants aprés chaque tirage). Les pots désignés
par ce tirage au sort ont été disposés dans I’ordre dans lequel ils ont été tirés ; chaque tirage a
été codifié par un numéro de rang (le premier pot tiré au sort prenant place au rang numéro 1,
le second au rang numéro 2 et ainsi de suite). Ce tirage a éete fait quatre (04) fois, une (01) fois
par bloc (Figure 7 et Tableau 7).

Le dispositif expérimental obtenu est représenté Figure 7 et sur le tableau qui la suit
(Tableau 7).
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Figure 7 : Dispositif expérimental tel que réalisé sous la serre (photographie
originelle).
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Tableau 7 : Schéma du dispositif expérimental réalisé sous serre.

RANG BLOC 1 BLOC 2 BLOC 3 BLOC14
N° 01 P2E1 P4E1 PsEs P1Es
N° 02 P2E> P1E> P1E PsE1
N° 03 P2E4 P3E> P4E4 PsE>
N° 04 T P1E4 P1E4 P4E3
N° 05 P3Es P2E: P2E> P1E4
N° 06 P1Es P2E4 T P4E1
N° 07 P4E> P:E1 P2E4 P4E4
N° 08 P1E1 P4E4 P3E1 P4E>
N° 09 P2E3 P2E: P4E3 P2E1
N° 10 P4E1 P3E4 P4E1 P1E>
N° 11 P4Es P2E3 PsE2 PsEs
N° 12 P.E> T P2E1 T
N° 13 P4E4 P3E1 P2E3 P2E4
N° 14 P3E4 P4E> P1E1 P2E3
N° 15 PsE2 P4E3 P4E> P2E>
N° 16 PsE: P1Es P1Es P1E1
N° 17 P1E4 P3E3 P3E4 P3E4
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11.3 — L’analyse pédologique :

L’analyse du sol est une partie importante de toute étude traitant de dépollution des
sols. En effet, comme vu au Chapitre I, chaque sol posséde des caractéristiques qui lui sont
propres. Ces caractéristiques vont sensiblement modifier I’importance et I’intensité de la
pollution et vont également influencer la décision quant a la technique de dépollution a

utiliser.

Pour les besoins de cette étude, il nous a fallu déterminer les caractéristiques
essentielles du sol a traiter. Ces analyses ont été réalisées dans le laboratoire « Physique et
Chimie des Sols» du département « Sol et Environnement » de I’Institut National de
Recherche en Agronomie (INRA) d’Alger ; les protocoles opératoires ainsi que le matériel et
les réactifs nécessaires ont été fournis par le responsable du laboratoire. Toutes les
manipulations réalisées a I’INRA ont ensuite été confirmées dans un laboratoire prive
indépendant sis a Boumerdes (GéoMica), dont le responsable et propriétaire a gracieusement
mis & notre disposition toutes les ressources, tant humaines que matérielles, dont son
laboratoire dispose ; son équipe et lui ont de plus été disponibles pour nous fournir toutes les

explications théoriques que nous avons demandé.

Les résultats de ces analyses sont présentés au Chapitre V.
11.4 — La minéralisation des échantillons :

Le principe de la minéralisation d’échantillons biologiques est fondé sur la destruction
de la matiére organique par deux attaques acides, I’une a froid en utilisant de I’acide nitrique

concentré a 97 % (HNO:s), et I’autre & chaud en utilisant de I’acide perchlorique (HCIO,).
11.4.1 — Préparation du matériel a analyser :

Tout de suite aprés la récolte de nos plants de colza, nous avons procédé a la
séparation des organes de la plante. Pour cela, nous avons coupé les racines au niveau du
collet & I’aide d’un couteau & lame dentée que nous avons soigneusement nettoyé a I’eau
savonneuse durant 15 minutes avant la premiére utilisation, et aprés avoir séparé les racines

des parties aériennes de chacun des plants.
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La biomasse aérienne a été mise a sécher a I’air libre et a I’ombre sur des feuilles de
papier portant des étiquettes mentionnant les références de chaque plant (dose Px de plomb,
dose Ey d’EDTA et numéro du bloc B).

Les racines ont quant a elles été lavées deux fois a I’eau savonneuse durant 15
minutes, et ce afin d’éliminer toute trace de particules de terre et le plomb qui y est fixé.
Apres le lavage, les racines ont été découpées en morceaux grossier pour accélérer le séchage

et faciliter I’opération de broyage.

Apres environ une semaine a I’air libre, les différents organes ont été mis a sécher
dans une étuve. Les parties aériennes ont séché durant quatre heures a une température de
103°C +/- 2°C. Les racines ont également séjourné quatre heures dans I’étuve préalablement
chauffée a 130°C +/- 5°C.

Apres séchage complet, chaque échantillon a été broyeé a I’aide d’un moulin a café ; la
poudre obtenue a été transvasée dans un récipient opaque (boite de pellicule photographique

avec couvercle hermétique) portant I’étiquette adéquate.
11.4.2 — Mode opératoire de la minéralisation acide :

Pour réaliser la minéralisation des différents organes de le plante, nous avons opté

pour la minéralisation telle que décrite par Miller (1998).

Cette technique consiste en une digestion chimique par voie humide aprés nettoyage,
séchage et broyage des parties du végétal a minéraliser. Cette méthode, souvent
recommandée, permet une meilleur extraction des minéraux a partir de la matiere végétale
(Miller, 1998 ; Da Silva, 1998).

Pour réaliser la minéralisation de nos échantillons, nous avons commencé par faire
réagir une prise d’essai de 0,5 g de matiére végétale séchée (MVS) et broyee avec 6 ml
d’acide nitrique concentré a 97 % (HNOs3) dans un matras pendant une nuit (environ huit

heures).

Le mélange a ensuite été chauffé sur un minéralisateur, sous une hotte pour évacuer

les gaz, a une température de 150 °C durant soixante minutes.
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Sont ensuite ajoutés 2 ml d’acide perchlorique (HCIO4) a 70 % avant de poursuivre
I’attaque sur le minéralisateur a une température de 250 °C jusqu’a I’évaporation compléte de
I’acide, soit environ quarante minutes. Il ne reste plus alors dans le matras qu’un dépét blanc,

le minéralisat, constitué de matiére minérale.

Chague matras est alors soigneusement rincé avec 10 ml d’eau distillée qui sont
ensuite filtrés avant d’étre transvasés dans des fioles jaugées de 25 cl. De I’eau distillée est

ajoutée jusqu’au trait de jauge.

La solution ainsi obtenue est enfin transférée dans des tubes a essai en verre scellés
hermétiquement. Chaque tube a essai est étiqueté ; les étiquettes comportent des indications
relatives a I’organe minéralisé, aux doses de plomb et d’EDTA recues par le sol durant

I’expérimentation, ainsi qu’au bloc d’ou provient I’organe végétal minéralisé.

Les cent-trente-six échantillons sont alors envoyés pour I’analyse chimique par

spectrométrie & absorption atomique.
11.5 — L’analyse chimique des échantillons minéralisés :

Le dosage du métal contenu dans chaque tube a essai a été réalisé dans deux

laboratoires différents possédant le méme matériel.

L’analyse des solutions issues de la minéralisation de la biomasse aérienne a été
réalisée a I’Université M’hamed Bougara de Boumerdes (UMBB) ; quant a I’analyse des
échantillons issus de la minéralisation de la biomasse racinaire, elle a eu lieu dans un
laboratoire de I’Université des Sciences et Techniques Houari Boumediéne d’Alger
(USTHB).

Les dosages des échantillons provenant de la minéralisation des deux organes (aérien
et racinaire) ont été faits par spectrométrie d’absorption atomique (AAS pour Atomic

Absorption Spectroscopy, ou SAA).

Les résultats de ces dosages sont présentés, analysés et discutés au Chapitre V.
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11.5.1 — Spectrométrie d’Absorption Atomique (S.A.A.) :

La spectrometrie par absorption permet de doser une soixantaine d'éléments chimiques
a l'état de traces (quelques mg/litre), l'analyse se base sur I’absorption de photons par des
atomes a l'état fondamental. A cet effet, il est en général fait usage de solutions.

Il existe deux types de spectrométries d’absorption atomique: l'une est dite
« spectrométrie d’absorption atomique électrothermique » (SAAE), quant & I’autre, celle qui
nous intéresse car c’est a elle que nous avons fait appel pour nos dosages, elle est dite

« spectrométrie d’absorption atomique en flamme » (SAAF).
11.5.1.1 — Principe de fonctionnement général :

Bien que différentes sur certains points (notamment I’appareillage), ces deux variantes
reposent sur le méme principe de fonctionnement. Ce sont toutes deux des méthodes qui
permettent la détection et la quantification de la grande majorité des éléments de la
classification périodique en mettant en jeu des atomes libres a I’état de vapeur (qui ne font
donc plus partie d’une molécule). De maniere générale, I’appareillage va donc d’abord
produire une vapeur atomique a partir de I’échantillon a doser, puis induire la destruction de
la molécule a analyser. Le principe général est basé sur I’existence des niveaux électroniques

et peut étre décomposé en deux étapes :

- L’excitation des atomes, dont la source d’excitation est la lumiere a une longueur
d’onde précise et spécifique a I’élément & doser. Lorsqu’un atome a I’état
fondamental va recevoir un apport d’énergie correspondant a ses transitions
électroniques, I’électron périphérique peut passer sur une orbitale plus externe.

- Le retour a I’état fondamental s’accompagne d’une libération d’énergie égale a la
différence entre deux niveaux électroniques ; elle se fait de maniére radiative : il y

a émission d’un rayonnement de longueur d’onde caracteéristique.
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11.5.1.2 - La Spectrométrie d’Absorption Atomique en
Flamme (SAAF) :

11.5.1.2.1 — Principe de fonctionnement de la SAAF :

Un échantillon liquide est introduit sous forme d’aérosol dans une flamme par le biais
d’un nébuliseur (I’échantillon est nébulise). Lors de la traversée de la flamme, les atomes a
I’état fondamental vont absorber le rayonnement spécifique émis par une source lumineuse.
La mesure de cette absorption (rapport des intensités incidentes et transmises), est
proportionnelle & la quantité d’atomes de I’élément & doser et permet donc de déterminer la
concentration de I’élément dans la solution par rapport a une gamme de calibration.
L’intensité de I’absorption dépend directement du nombre de particules absorbant la lumiére
selon la loi de Beer-Lambert (A=¢.c.l), avec: A = absorbance (sans unité)

& = absorptivité molaire (L.molt.cm®)

¢ = concentration molaire de la solution
(mol/L)

| = longueur du trajet optique (cm)
11.5.1.2.2 — Appareillage de la SAAF :

L’ appareillage est constitué de plusieurs parties, dont les plus importantes sont :

- Systeme d’introduction de I’échantillon : il s’agit d’un nébuliseur pneumatique qui
aspire I’échantillon et le fragmente en fines gouttelettes. L’aérosol forme arrive
alors dans une chambre de nébulisation qui élimine les gouttelettes les plus grosses

- Atomiseur : constitué par un bruleur a fente alimenté par un mélange air/acétyléne,
il permet la production d’une flamme laminaire. En modifiant les débits de gaz, il
est possible d’obtenir une flamme réductrice ou oxydante selon les besoins
d’analyses.

- Une source de rayonnement spécifique de I’élément a doser. Il peut s’agir :

o d’une lampe a cathode creuse remplie d’argon sous faible pression et
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comportant deux électrodes ; la cathode est ici constituée de I’élément a
doser ou d’un alliage de plusieurs éléments. La mise sous tension de la
lampe provoque I’ionisation des atomes d’argon qui vont venir percuter la
cathode, provoquant ainsi I’excitation des atomes de celle-ci ; ces derniers
vont ensuite émettre un rayonnement intense dirigé vers la flamme qu’il
traverse longitudinalement. L’excitation des atomes de I’échantillon a alors
lieu.

o d’une lampe EDL, qui est une ampoule en quartz contenant un sel
métallique soumise a un champ électromagnétique induit par une bobine
d’induction qui permet de diminuer la largeur des raies et augmente
I’intensité. Elle est surtout utilisée pour les métalloides tels que I’arsenic
(As) ou le sélénium (Se).

- Un systeme optique qui permet de focaliser le faisceau et de sélectionner les
longueurs d’onde grace a un réseau d’optiques. Un photomultiplicateur permet de

transformer I’énergie lumineuse en courant électrique.

1.6 — Conversion de I’unité obtenue apres dosage du plomb par

A.A.S., et calcul des rapports de transfert et de translocation :

11.6.1 — Conversion de I’unité obtenue apres dosage, du mg/L au

mg/kg :

Comme dit précédemment, le principe du dosage par spectrométrie d’absorption
atomique repose, en général, sur des solutions : le résultat obtenu est donc exprimé en mg.L™*
ou en pg.mL™. Or, pour pouvoir calculer des rapports et avoir un résultat sans unité possible a
convertir en pourcentage (comme cela est systématiquement le cas dans tous les ouvrages
consultés, qu’il s’agisse de publications scientifiques, de revues et journaux scientifiques
internationaux ou de recueils spécialisés), il a d’abord fallu convertir nos résultats de dosage
pour nous aligner & la norme mondiale avant de pouvoir réaliser une quelconque opération

mathématique.

Pour ce faire, nous avons eu besoin d’avoir recours a une formule mathématique que

nous devions étre capables de justifier pour que nos résultats soient scientifiquement valides.
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Parmi toutes les ressources bibliographiques que nous avons mobilisées pour réaliser ce

travail, seul Promeyrat (2001) a fait mention d’une telle formule de conversion qui est:

C_C.V
M

ou e C = concentration de notre échantillon obtenue apres passage a la S.A.A.F.,
exprimée en mg/L ;
e V =volume de minéralisat, exprimé en L ;

e M = poids sec du végetal utilisé pour la minéralisation, exprimé en kg.
11.6.2 — Calcul du rapport de transfert :

Bien que le facteur de transfert du métal depuis le sol vers la plante soit assez
largement utilisé dans les études portant sur I’impact de la contamination métallique d’un sol

sur les plantes, il existe de nombreuses ambiguités quant & sa définition et, surtout, son calcul.

Tout d’abord, certains auteurs tels que Delmail (2014) font la distinction entre Facteur
de Bioconcentration (ou FBC) et facteur de transfert du sol a la plante (qu’ils nomment
Coefficient d’Extraction ou CE), alors que d’autres auteurs prennent ces deux notions pour
une seule (Chumbley et Unwin, 2004 ; Cui et al., 2004 ; Zheng et al., 2007). La distinction
entre CE et FBC est en effet récente, postérieure a 2007 selon Cecchi (2008).

De plus, méme s’il est la plupart du temps calculé a partir de la teneur totale en métal
dans le sol, certains auteurs suggéerent que I’utilisation de la fraction biodisponible du métal
est plus judicieuse (Brun et al., 1998 ; MacLaughlin et al., 2000 ; Pichtel et al. 2000) ; elle
permettrait, selon eux, de prédire au mieux le transfert potentiel du plomb vers les plantes.
Cette suggestion est, selon Cecchi (2008), plus adaptée aux besoins des études portant sur les
risques sanitaires (santé humaine liée a la consommation de végétaux) que sur les risques

environnementaux de propagation des toxiques dans les chaines alimentaires.

Une autre ambiguité, et non des moindres, réside dans la maniére méme de calculer cé
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facteur de transfert. En effet, des auteurs tels que Fytianos et al. (2001) calculent ce rapport en
considérant la concentration moyenne du polluant dans la plante entiére et séchée (matiere
seche végétale, souvent notée M.S ou M.V.S.) alors que d’autres auteurs tels que Zheng et al.
(2007) le calculent en séparant les organes végétaux et en prenant parfois en considération la
teneur dans la matiere fraiche (M.F.), d’autres fois dans la matiére seche.

Nous avons donc calculé le rapport de transfert en prenant en compte les teneurs
totales de plomb dans le sol pour chacune des doses de métal ajoutées a notre substrat. Nous
avons également d’une part, a I’instar de Zheng et ses collaborateurs (2007), fait ces calculs
en séparant les organes végétaux puis, d’autre part, pris en considération les teneurs moyennes
de métal absorbées par la plante entiere, comme I’ont fait Fytianos et al. en 2001 ou encore
Yanqun et al. en 2004.

Les deux formules utilisées, telles que définies par Chumbley et Unwin (2004) pour
les organes végétaux séparés et par Delmail (2014) pour la plante entiere, sont

respectivement :

CE , _ [Pb]racines
.E.racines = [PhTsol

_ [Pb]plante

C.E.plante —_ W

11.6.3 — Calcul du rapport de translocation :

Il est largement admis que pour la plupart des espéces végétales, la majorité du métal
absorbé par les plantes réside dans les racines, et seule une faible proportion est translogquée
vers les parties aériennes (Baker, 1981 ; Seregin et Ivanov, 2001). Ce transport limité des
racines vers les feuilles est souvent expliqué par la présence d’une barriere formée par

I’endoderme des racines : les bandes de Caspary (aussi dénommeées cadre de Caspari) peuvent
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en effet étre un facteur majeur limitant le franchissement de I’endoderme jusqu’au cylindre
central (Seregin et al., 2004 ; Sharma et Dubbey, 2005).

Pour illustrer ce propos, différents auteurs (Mattina et al., 2003 ; Tanhan et al., 2007)
ont défini un facteur de translocation (F.T.) qui est calculé comme suit :

Pblparties aériennes
v T.:[ Ip

[Pb]racines
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| — Résultats de I’analyse pédologique :

L’ analyse pédologique a concerné les caractéristiques les plus importantes d’un sol, a
savoir sa granulométrie, son potentiel hydrogéne, ses teneurs en matiére organique, en
calcaire total, en azote total, en carbone total et le rapport de ces deux derniéres teneurs, son
humidité résiduelle, sa conductivité électrique et sa capacité d’échange cationique, ainsi que

ses teneurs en chlore (CI) et en sulfate (anion SO4%).

L’analyse a été effectuée sur un échantillon de I’horizon de surface prélevé sur une

profondeur de 25 centimétres.

La premiere caractéristique analyséee, la granulométrie, est présentée sur la Figure 8

tandis que toutes les autres sont synthétisées dans le Tableau 8.

Tableau 8 : Résultats de I’analyse des caractéristiques chimiques du sol.

Caractéristique étudiée Résultat des essais
Profondeur (m) 0,25
Teneur en SO4% (%) 0,031
pH 7,535
Teneur en CI (%) 0,035
Teneur en M. O. (%) 7,374
Humidité résiduelle (%) 1,77
Teneur en CaCO3 (%) 0,779
Teneur en azote (N) total (%) 0,067
Teneur en carbone (C) total (%) 4,277
Rapport C/N 68,836
Conductivité électrique (ds/cm) 1,7
Capacité d’Echange Cationique CEC (meq/1009) 13,1
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La Figure 8 représente les résultats de I’analyse granulométrique selon la norme NF P
94-056 (méthode par tamisage apres lavage) et selon la norme NF P 94-057 (méthode par

sédimentation).
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Figure 8 : Résultats de I’analyse granulométrique par tamisage et sédimentométrie.
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Il — Interprétation des résultats du dosage en S.AA. :

I1.1 — Impact des doses de plomb sur I’absorption racinaire :

Pour mieux comprendre I’effet des différentes doses de plomb sur la tolérance et la
capacité d’extraction de cet élément par le systeme racinaire du colza, une analyse de ce
dernier a été effectuée. Les résultats sont regroupés dans les Tableaux 9, 10, 11 et 12, et

représentés respectivement dans les Figures 9, 10, 11 et 12.
11.1.1 — Premiére dose d’EDTA (pour un pH de 7,54) :

Le Tableau 9 reprend les résultats de I’analyse chimique des racines du colza ayant
poussé sur un sol a pH = 7,54

Tableau 9 : Taux d’absorption du plomb par la partie racinaire du colza sur un sol a
pH = 7,54

Premiére dose d’EDTA (pH = 7.54)

Blocs
Bl B2 B3 B4
[Pb] en ppm

Témoin (Po) 1.309 0.712 2.332 1.289
400 (P1) 1.855 1.281 2.857 1.998
800 (P2) 1.419 2.05 0.732 1.4

1200 (Ps3) 6.011 8.05 5.943 4.041
1600 (Pa) 3.781 3.402 5.576 2.366

La Figure 9 regroupe ces mémes résultats en les présentant sous forme de courbes.
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pH = 7.54
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Figure 9 : Courbes de variation de I’absorption du plomb par la partie racinaire du

colza sur un sol a pH = 7,54.

La Figure 9 nous montre I’absorption du plomb par le systéme racinaire du colza en

fonction de la concentration du plomb dans le sol, a pH 7,54.

Sur ce graphe, I'allure des quatre courbes représentant les quatre répétitions est

similaire. Nous distinguons quatre stades :

- Un premier stade, allant de 0 a 400 ppm de plomb dans le sol, durant laquelle les
plantes semblent absorber une petite quantité de plomb,

- Un deuxieme stade, de 400 a 800 ppm, ou I’absorption du plomb est légerement
réduite (hormis pour le bloc 2 ou I’absorption continue a augmenter),

- Un troisieme stade, allant de 800 a 1200 ppm, durant laquelle I’absorption du
plomb augmente grandement,

- Un quatriéme et dernier stade, de 1200 a 1600 ppm, ou I’on observe une légere

baisse de I’absorption, qui reste néanmoins plus élevée qu’a 400 et 800 ppm.
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11.1.2 — Deuxiéme dose d’EDTA (pour un pH de 6,16) :

Le Tableau 10 regroupe les résultats de I’analyse chimique du systeme racinaire du

colza ayant pousseé sur un sol & pH = 6,16.

Tableau 10 : Taux d’absorption du plomb par la partie racinaire du colza sur un sol a
pH = 6,16

Deuxiéme dose d’EDTA (pH = 6.16)

Blocs
Bl B2 B3 B4
[Pb] en ppm

Témoin (Po) 1.309 0.712 2.332 1.289
400 (P1) 2.45 1.641 2.7 3.02
800 (P2) 4.383 5 5.627 5
1200 (P3) 2.592 3.196 3.38 1.2
1600 (Pa) 9.862 9.13 7.312 10.22

La Figure 10 reprend ces mémes résultats en les présentant sous forme de courbes.
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Figure 10 : Courbes de variation de I’absorption du plomb par la partie racinaire du
colza sur un sol a pH = 6,16



Chapitre V : Analyse et discussion des résultats

La Figure 10 nous montre I’absorption du plomb par la biomasse racinaire du colza en
fonction de la concentration en plomb du sol, a pH 6,16.

Sur ce graphe, toutes les courbes suivent précisément la méme allure ; seule une légere
différence dans le taux d’absorption est présente. L’allure générale des courbes peut étre
découpée en trois phases :

- Une premiere phase d’absorption presque proportionnelle a la concentration du
plomb présent dans le sol, allant de 0 & 800 ppm

- Une seconde phase, de 800 a 1200 ppm, durant laquelle une légére baisse de
I’absorption est notable,

- Une troisieme phase, comprise entre 1200 et 1600 ppm de plomb dans le sol, ou
I’absorption augmente fortement, passant d’une moyenne de 2,7 mg/L pour une
concentration de 1200 ppm de plomb dans le sol & une moyenne de 9,1 mg/L pour
une pollution de 1600 ppm.

11.1.3 — Troisieme dose d’EDTA (pour un pH de 5) :

Le Tableau 11 compile les résultats de I’analyse chimique de la partie racinaire du

colza ayant poussé sur un sol a pH = 5.

Tableau 11 : Taux d’absorption du plomb par la partie racinaire du colza sur un sol a
pH = 5.

Troisieme dose d’EDTA (pH =5)

Blocs
Bl B2 B3 B4
[Pb] en ppm

Témoin (Po) 1.309 0.712 2.332 1.289
400 (Py) 1.743 1.48 2.069 1.312
800 (P,) 2.216 1.827 4.258 2.884
1200 (P3) 2.902 3.559 2.542 2.605

1600 (Ps) 6.028 2.701 2.411 2.089



Chapitre V : Analyse et discussion des résultats

La Figure 11 correspondante réunit ces mémes résultats en les présentant sous forme

de courbes.
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Figure 11 : Courbes représentant la variation de I’absorption du plomb par les racines

de colza, a pH = 5.

La Figure 11 représente I’absorption du plomb par les racines du colza en fonction de

la concentration du plomb dans le sol, pour un pH de 5 dans le sol.

Dans ce graphe, nous remarquons que l’allure des quatre courbes comporte une
différence. En effet, les quatre répétitions semblent se partager en deux groupes : les courbes
représentant les blocs 1 et 2 ont une allure similaire qui met en valeur une absorption de
plomb presque proportionnelle jusqu’a une concentration de 1200 ppm de ce métal dans le
sol, puis une légére baisse a une concentration de 1600 ppm ; d’autre part, les courbes
représentant les blocs 3 et 4 montrent d’abord une légére baisse de I’absorption dans
I’intervalle 0 a 400 ppm, puis une hausse de cette absorption entre 400 et 800 ppm de plomb

dans le sol suivie d’une nouvelle baisse, plus importante cette fois.



Chapitre V : Analyse et discussion des résultats

11.1.4 — Quatriéme dose d’EDTA (pour un pH de 4,63) :

Le Tableau 12 réunit les résultats de I’analyse chimique de la biomasse racinaire de
Brassicca napus ayant poussé sur un sol a pH = 4,63.

Tableau 12 : Taux d’absorption du plomb par la partie racinaire du colza sur un sol a
pH = 4,63.

Quatrieme dose d’EDTA (pH = 4.63)

Blocs
Bl B2 B3 B4
[Pb] en ppm

Témoin (Po) 1.309 0.712 2.332 1.289
400 (P1) 1.49 1.097 1.49 0.982
800 (P2) 0.963 1.735 3.879 2.357
1200 (Ps3) 3.257 3.669 7.716 5.768
1600 (Pa) 2.044 1.827 1.95 1.979

La Figure 12 reprend ces mémes résultats en les présentant sous formes de courbes.
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Figure 12 : Courbes de variation d’absorption du plomb par la partie racinaire du colza
sur un sol a pH = 4,63.
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Ce graphe nous montre I’absorption du plomb par le systéme racinaire du colza en
fonction de la concentration du métal dans le sol, pour un sol a pH fixé a 4,63.

L’allure des quatre courbes est globalement similaire, malgré une baisse d’absorption
entre 400 et 800 ppm de plomb dans le sol enregistrée pour le bloc 1.

Deux phases d’absorption se distinguent :

- Une premiere phase d’absorption accrue dans la plage de concentration allant de 0
a 1200 ppm,
- Une seconde phase, allant de 1200 & 1600 ppm de plomb dans le substrat de

culture, ou I’absorption diminue.

11.2 — Impact du pH sur le taux d’absorption du plomb par les

racines :

Pour mieux comprendre I’effet des différentes doses d’EDTA appliquées au sol sur la
capacité d’extraction du plomb par le systéme racinaire du colza, une analyse de ce dernier a
été effectuée. Les résultats sont regroupés dans les Tableaux 13, 14, 15 et 16, et représentés

respectivement dans les Figures 13, 14, 15 et 16.
11.2.1 - Premiere dose de plomb dans le sol (P1 =400 ppm) :

Le Tableau 123 reprend les résultats de I’analyse chimique du systéme racinaire du

colza ayant poussé dans un sol contenant une dose P1 = 400 ppm de plomb.
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Tableau 13 : Taux d’absorption du plomb par la partie racinaire du colza sur un sol pollué a
400 ppm en fonction de la variation du pH du sol.

P1 ([Pb]sor = 400 ppm)

Blocs
Bl B2 B3 B4
Ph
7.54 1.855 1.281 2.857 1.998
6.16 2.45 1.641 2.7 3.02
5 1.743 1.48 2.069 1.312
4.63 1.49 1.097 1.49 0.982

La Figure 13 reprend les mémes résultats en les présentant sous forme de courbes.
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Figure 13 : Courbes de variation de I’absorption du plomb par la partie racinaire du
colza en fonction de la variation du pH du sol pollué & une concentration de 400 ppm

de plomb.

La Figure 13 montre I'effet de ’'EDTA sur I’absorption du plomb par le systéme

racinaire du colza, pour une pollution de 400 ppm.
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L’allure des courbes est presque la méme (hormis pour le bloc 3) et se décompose en
deux phases : I’absorption augmente entre pH 7,54 et pH 6,16 puis diminue progressivement
jusqu’a pH = 4,63.

Concernant le bloc 3, nous observons une baisse continue quasi linéaire de

I’absorption du plomb entre pH 7,54 et pH 4,63.
11.2.2 — Deuxiéme dose de plomb dans le sol (P2 =800 ppm) :

Le Tableau 14 reprend les résultats de I’analyse chimique du systéeme racinaire du
colza ayant poussé dans un sol contenant une dose P2 = 800 ppm de plomb.

Tableau 14 : Variation des taux d’absorption du plomb par la partie racinaire du colza
ayant poussé sur un sol pollué a 800 ppm en fonction de la variation du pH du sol.

P2 ([Pb]sor = 800 ppm)

Blocs
Bl B2 B3 B4
Ph
7.54 1.419 2.05 0.732 1.4
6.16 4,383 5 5.627 5
5 2.216 1.827 4.258 2.884
4.63 0.963 1.735 3.879 2.357

La Figure 14 reprend les mémes résultats en les présentant sous forme de courbes



Chapitre V : Analyse et discussion des résultats

[Pb]sol =800 ppm

/

7.54 6.16 5 4.63
pH du sol

[Pb] partie racinaire (mg/L)

el
OFRPNWAUIO N®O©O PR

—B1 —B2 B3 —B4

Figure 14 : Courbes de variation de I’absorption du plomb par la partie racinaire du
colza en fonction de la variation du pH du sol pollué & une concentration de 800 ppm
de plomb.

La Figure 14 représente I’absorption du plomb par les racines du colza sur un sol ayant
subi une pollution plombique de 800 ppm, en fonction du pH.

L’allure des courbes est la méme pour les quatre répétitions : elle nous montre un
accroissement de I’absorption dans I’intervalle de pH 7,54 & pH 6,16, puis une chute drastique
de I’absorption jusqu’a pH 4,63.

11.2.3 — Troisieme dose de plomb dans le sol (Psz = 1200 ppm) :

Le Tableau 15 regroupe les résultats de I’analyse chimique du systéme racinaire de
Brassica napus ayant poussé dans un sol contenant une dose Pz = 1200 ppm de plomb.
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Tableau 15 : Variation des taux d’absorption du plomb par la partie racinaire du colza

ayant poussé sur un sol pollué a 1200 ppm en fonction de la variation du pH du sol.

Ps ([Pb]sol = 1200 ppm)

Blocs
Bl B2 B3 B4
Ph
7.54 6.011 8.05 5.943 4.041
6.16 2.592 3.196 3.38 1.2
5 2.902 3.559 2.542 2.605
4.63 3.257 3.669 7.716 5.768

La Figure 15 reprend les mémes résultats en les présentant sous forme de courbes.
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Figure 15 : Courbes de variation de I’absorption du plomb par la partie racinaire du
colza en fonction de la variation du pH du sol pollué & une concentration de 1200 ppm

de plomb.

La Figure 15 représente I’absorption racinaire du plomb contenu dans le sol a la

concentration de 1200 mg.kg™ en fonction de la variation du pH du sol.
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Ce graphe met en évidence une baisse de I’absorption entre pH 7,54 et pH 6,16 puis
une hausse de ladite absorption jusqu’a pH 4,63.

Il est & noter que seul le bloc 3 semble réagir differemment: la diminution de
I’absorption a lieu entre les pH 7,54 et 5, avant une augmentation jusqu’au pH 7,54.

11.2.4 — Quatriéme dose de plomb dans le sol (P4 = 1600 ppm) :

Le Tableau 16 réunit les données de I’analyse chimique de la partie racinaire du colza
ayant poussé sur un sol contenant une dose P4 = 1600 ppm.

Tableau 16 : Variation des taux d’absorption du plomb par la partie racinaire du colza

ayant poussé sur un sol pollué a 1600 ppm en fonction de la variation du pH du sol.

P4 ([Pb]sor = 1600 ppm)

Blocs
Bl B2 B3 B4
Ph
7.54 3.781 3.402 5.576 2.366
6.16 9.862 9.13 7.312 10.22
5 2.396 2.701 2.411 2.089
4.63 2.044 1.827 1.95 1.979

La Figure 16 représente ces mémes données en les présentant sous forme de courbes.
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Figure 16 : Courbes de variation de I’absorption du plomb par la biomasse racinaire de
Brassica napus en fonction de la variation du pH du sol pollué & une concentration de

1600 ppm de plomb.

Sur ce graphe, nous remarquons que I’allure des quatre courbes représentant les quatre
répétitions de I’expérimentation est similaire, malgré une nette différence dans les taux de

plomb absorbés dans chaque bloc expérimental.
L’allure des quatre courbes de la Figure 16 peut étre divisée en deux phases :

- Une premiére phase durant laquelle I’extraction du plomb augmente fortement en
passant de pH 7,54 a pH 6,16,
- Une deuxiéme phase pendant laguelle I’absorption diminue, d’abord tres fortement

a pH 5, puis diminue sensiblement a pH 4,63.
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11.3 — Impact des doses de plomb sur sa translocation vers la partie

aérienne :

Afin de mieux comprendre I’effet des différentes doses de plomb sur la capacité
d’extraction de cet élément par la biomasse aérienne du colza, une analyse de cette derniéere a
été effectuée. Les résultats sont regroupés dans les tableaux 17, 18, 19 et 20, et représentés

dans les figures 17, 18, 19 et 20, respectivement.
11.3.1 — Premiére dose d’EDTA (pour un pH de 7,54) :

Le Tableau 17 regroupe les résultats de I’analyse chimique de la biomasse aérienne

ayant poussé sur un sol a pH 7,54.

Tableau 17 : Taux d’absorption du plomb par la partie aérienne du colza sur un sol a
pH = 7,54

Premiére dose d’EDTA (pH = 7.54)

Blocs
Bl B2 B3 B4
[Pb] en ppm

Témoin (Po) 0.15 0.33 0.28 0.1
400 (P1) 0.29 1.04 1.086 0.805
800 (P2) 0.13 0.645 0.19 0.32
1200 (Ps) 1.54 0.23 0.63 0.12
1600 (P4) 2.61 1.712 1.576 0.95

La figure 17 reprend les mémes résultats en les présentant sous forme de courbes.
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Figure 17 : Courbes de variation de I’absorption du plomb par la partie aérienne du colza sur
unsolapH =7,54.

La Figure 17 représente I’absorption, par la biomasse aérienne du colza, du plomb
contenu dans le sol & pH 7,54.

L’allure des courbes de ce graphe est globalement similaire, malgré une légere

différence entre les groupes de blocs 1 et 3, et 2 et 4.

Entre les concentrations en plomb dans le sol 0 et 400 ppm, les quatre blocs
connaissent une légere haute d’absorption.

Pour les blocs 1 et 3, I’absorption diminue ensuite sensiblement jusqu’a une

concentration en plomb dans le sol de 800 ppm puis augmente jusqu’a la concentration 1600
ppm.

Quant aux blocs 2 et 4, nous remarquons que l’absorption baisse jusqu’a la

concentration 1200 ppm de plomb dans le sol avant d’augmenter a 1600 ppm.
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11.3.2 — Deuxiéme dose d’EDTA (pour un pH de 6,16) :

Le Tableau 18 regroupe les résultats de I’analyse chimique de la biomasse aérienne du
colza ayant pousse sur un sol a pH 6,16.

Tableau 18 : Taux d’absorption du plomb par la partie aérienne du colza sur un sol a
pH = 6,16

Deuxiéme dose d’EDTA (pH = 6.16)

Blocs
B1 B2 B3 B4
[Pb] en ppm

Témoin (Po) 0.15 0.33 0.28 0.1
400 (P1) 0.48 0.48 0.48 0.48
800 (P2) 2.543 3.67 3.688 33
1200 (P3) 5.13 7.94 5.42 3.2
1600 (Ps) 5.41 4.086 3.46 3.39

La Figure 18 reprend ces mémes résultats en les présentant sous forme de courbes.
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Figure 18 : Courbes de variation de I’absorption du plomb par la parte aerienne du
colza sur un sol a pH = 6,16.

La Figure 18 montre I’absorption par les feuilles de colza du plomb contenu dans un
sol & pH 6,16.

Hormis pour le bloc 4, I’absorption du plomb augmente entre une concentration de
métal dans le sol comprise entre 0 et 1200 ppm avant de se stabiliser ou de baisser a une
concentration de 1600 ppm.

11.3.3 — Troisieme dose d’EDTA (pour un pH de 5) :

Le Tableau 19 regroupe les résultats de I’analyse chimique de la biomasse aérienne du

colza ayant pousse sur un sol a pH 5.
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Tableau 19 : Taux d’absorption du plomb par la partie aérienne du colza sur un sol a
pH = 5.

Troisieme dose d’EDTA (pH =5)

Blocs
Bl B2 B3 B4
[Pb] en ppm

Témoin (Po) 0.15 0.33 0.28 0.1
400 (P1) 1.14 1.17 0.87 0.316
800 (P2) 1.75 1.16 1.69 2.18
1200 (Ps) 1.905 3.75 1.905 2.52
1600 (Pa) 3.699 2.74 2.74 1.78

La figure 19 reprend ces mémes résultats en les présentant sous forme de courbes.
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Figure 19 : Courbes de variation de I’absorption du plomb par la partie aérienne du
colza sur un sol & pH =5.

La Figure 19 représente I’absorption du plomb par les feuilles du colza en fonction de
la concentration en plomb sur un sol & pH 5.
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L’ absorption, selon ce graphe, semble trés hétérogéne. En effet, seuls deux blocs sur
quatre (les blocs 1 et 3) ont des courbes d’allures similaires montrant une absorption continue

du métal contenu dans le sol.

Les deux autres courbes (blocs 2 et 4) montrent une baisse d’absorption a partir de la
concentration en plomb dans le sol de 1200 ppm.

11.3.4 — Quatriéme dose d’EDTA (pour un pH de 4,63) :

Le Tableau 20 regroupe les résultats de I’analyse chimique de la biomasse aérienne du
colza ayant poussé sur un sol a pH 4,63.

Tableau 20 : Taux d’absorption du plomb par la partie aérienne du colza sur un sol a
pH =4,63.

Quatriéme dose d’EDTA (pH = 4.63)

Blocs Bl B2 B3 B4
[Pb] en ppm

Témoin (Po) 0.15 0.33 0.28 0.1
400 (P1) 0.88 0.785 1.221 1.998
800 (P2) 1.185 1.185 1.54 2.26
1200 (Ps) 0.6 0.65 0.71 0.65
1600 (Pa4) 2.863 1.88 2 0.78

La Figure 20 reprend les mémes résultats en les présentant sous forme de courbes.
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Figure 20 : Courbes de variation de I’absorption du plomb par la parte aérienne du
colza sur un sol a pH = 4,63.

La Figure 20 montre I’absorption du plomb par les feuilles de colza, en fonction de la
concentration du métal dans le sol, a pH = 4,63.

Les quatre courbes ont ici une allure parfaitement similaire mettant en évidence une
absorption en hausse jusqu’a 800 ppm de plomb dans le sol, puis une baisse de I’absorption
jusgu’a 1200 ppm suivie d’une nouvelle hausse a 1600 ppm de métal dans le sol.

11.4 — Impact du pH sur les taux de plomb transloqués vers la

partie aérienne :

Afin de mieux comprendre I’effet des différentes doses d’EDTA appliquées au sol sur
la translocation du plomb vers la partie aérienne, une analyse de cette derniere a été effectuée.
Les résultats sont regroupés dans les tableaux 21, 22, 23 et 24, et représentés respectivement
dans les figures 21, 22, 23 et 24.
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11.4.1 — Premiere dose de plomb dans le sol (P1 =400 ppm) :

Le Tableau 21 regroupe les résultats de I’analyse chimique de la biomasse aérienne du

colza ayant poussé sur un sol contenant une dose P1 = 400 ppm de plomb.

Tableau 21 : Taux d’absorption du plomb par la partie aérienne du colza sur un sol
pollué par du plomb a une concentration de 400 ppm en fonction de la variation du pH

du sol

P1 ([Pb]sor = 400 ppm)
Blocs

oH Bl B2 B3 B4
7.54 0.29 1.04 1.086 0.805
6.16 0.48 0.48 0.48 0.48
5 1.14 1.17 0.87 0.316
4.63 0.88 0.785 1.221 1.998

La Figure 21 reprend ces mémes résultats en les présentant sous forme de courbes.
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Figure 21 : Courbes de variation de I’absorption du plomb par la partie aérienne du
colza en fonction de la variation du pH du sol pollué & une concentration de 400 ppm
de plomb.

La Figure 21 résume I’absorption du plomb contenu dans un sol ayant subi une

pollution plombique fixée a 400 ppm par la biomasse aérienne du colza, en fonction du pH.
Ce graphe réveéle trois stades :

- Un premier stade (entre pH 7,54 et pH 6,16) durant laquelle I’absorption du plomb
diminue (hormis pour le bloc 1, ou elle augmente)

- Unsecond stade, entre pH 6,16 et pH 5, ou I’absorption augmente,

- Un troisieme stade, entre pH 5 et pH 4,63, durant laquelle I’absorption du plomb
par la partie aérienne du colza diminue (hormis pour le bloc 3 pour lequel on

constate que I’absorption poursuit sa hausse).
11.4.2 — Deuxiéme dose de plomb dans le sol (P2 =800 ppm) :

Le Tableau 22 regroupe les résultats de I’analyse chimique de la biomasse aérienne du

colza ayant poussé sur un sol contenant une dose P2 = 800 ppm de plomb.
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Tableau 22 : Taux d’absorption du plomb par la partie aérienne du colza sur un sol
pollué par du plomb a une concentration de 400 ppm en fonction de la variation du pH
du sol.

P2 ([Pb]sol =800 ppm)

Blocs
B2 B3 B4
pH
7.54 0.13 0.645 0.19 0.32
6.16 2.543 3.67 3.688 3.3
5 1.75 1.16 1.69 2.18
4.63 1.185 1.185 1.54 2.26

La Figure 22 reprend ces mémes valeurs en les présentant sous forme de courbes.
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Figure 22 : Courbes de variation de I’absorption du plomb par la partie aérienne du

colza en fonction de la variation du pH du sol pollué & une concentration de 800 ppm
de plomb.
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La Figure 22 représente la variation des taux d’absorption du plomb par le colza qui a
poussé sur un sol ayant subi une pollution au plomb a la concentration de 800 ppm, en

fonction de la variation du pH du sol.

Les courbes de ce graphe ont une allure parfaitement similaire que I’on peut découper

en deux phases :

- Une premiére phase, comprise entre pH 7,54 et pH 6,16, durant laquelle
I’extraction du plomb est en hausse,
- Une deuxiéme phase, qui va de pH 6,16 a pH 4,63, pour laquelle I’absorption est

en constante baisse pour tous les blocs de I’expérimentation.
11.4.3 — Troisieme dose de plomb dans le sol (Pz = 1200 ppm) :

Le Tableau 23 réunit les résultats de I’analyse chimique de la biomasse aérienne du
colza qui a poussé sur un sol ayant subi une pollution plombique fixée a 1200 ppm, en

fonction de la variation du pH de ce sol.

Tableau 23 : taux d’absorption du plomb par la partie aérienne du colza sur un sol
pollué par du plomb a une concentration de 1200 ppm en fonction de la variation du pH du

sol.

Ps ([Pb]sor = 1200 ppm)

Blocs
Bl B2 B3 B4
pH
7.54 1.54 0.23 0.63 0.12
6.16 5.13 7.94 5.42 3.2
5 1.905 3.75 1.905 2.52
4.63 0.6 0.65 0.71 0.65

La Figure 23 reprend les mémes valeurs en les présentant sous forme de courbes.
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Figue 23 : Courbes de variation de I’absorption du plomb pour la partie aérienne du
colza en fonction de la variation du pH du sol pollué & une concentration de 1200 ppm
de plomb.

La Figure 23 représente la variation des taux d’absorption du plomb par la partie
aerienne du colza ayant poussé sur un sol qui a subi une pollution plombique & une

concentration de 1200 ppm.

L’allure des courbes de ce graphe est la méme, malgré une nette différence dans les
taux de plomb absorbés par chaque bloc expérimental.

Ce graphe fait ressortir deux phases dans I’absorption du plomb par la partie aérienne
de Brassica napus :

- Une premiere phase, située entre pH 7,54 et pH 6,16 (ou I’on voit le pic
d’absorption), durant laquelle I’absorption augmente,
- Une seconde phase durant laquelle I’absorption chute, entre pH 6,16 et pH 4,63.
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11.4.4 — Quatriéme dose de plomb dans le sol (P2 = 1600 ppm) :

Le tableau 24 regroupe les résultats de I’analyse chimique de la biomasse aérienne du
colza qui a poussé sur un sol ayant subi une pollution plombique de 1600 ppm en fonction de

la variation du pH du sol.

Tableau 24 : Taux d’absorption du plomb par la partie aérienne du colza sur un sol pollué par
du plomb & une concentration de 1600 ppm en fonction de la variation du pH du sol.

Partiesaériennes [Pb] = 1600

Blocs

oH Bl B2 B3 B4
7.54 2.61 1.712 1.576 0.95

6.16 5.41 4.086 3.46 3.39

5 3.699 2.74 2.74 1.78

4.63 2.863 1.88 2 0.78

La Figure 24 correspondante reprend les mémes résultats en les présentant sous forme

de courbes.
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Figure 24 : Courbes de variation de I’absorption du plomb par la partie aérienne du
colza en fonction de la variation du pH du sol pollué a une concentration de 1600 ppm de
plomb.

La Figure 24 résume la variation de I’absorption du plomb par la partie aérienne du
colza qui a poussé sur un sol ayant subi une pollution plombique fixée a 1600 ppm, en
fonction de la variation du pH du sol.

Nous constatons que malgré une forte différence dans les taux de plomb extrait par

chaque bloc, I"allure des courbes est strictement identique et se divise en deux phases :

- Une premiére phase d’absorption en hausse lorsque le pH du sol passe de 7,54 a
6,16 (avec un pic d’absorption situé a pH 6,16),

- Une deuxieme phase, entre pH 6,16 et 4,63, durant laquelle I’absorption est en
baisse.
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11 — Rapports de transfert (C.E.) et rapports de translocation (F.T.)

du plomb :

I11.1 — Rapport de transfert du plomb du sol vers la biomasse

racinaire du colza :

Le rapport de transfert du polluant métallique, aussi appelé coefficient d’extraction et

abrégé CE, consiste en le calcul du rapport de la concentration d’un élément trace métallique

dans les tissus d’un végétal sur la concentration totale de I’élément dans I’environnement

immeédiat de la plante.

Les différents calculs concernant la partie racinaire du colza ont été faits selon la

méthodologie décrite ci-dessus et les résultats sont présentés dans le Tableau 25.

Tableau 25 : Coefficient d’extraction du plomb par la biomasse racinaire du colza.

Dose de plomb dans le sol | Dose d’EDTA | Rapport de transfert du sol vers la racine
E1 (pH = 7,54) 24,97 %
E> (pH = 6,16) 30,66 %
P1 (400 ppm)
Es (pH =5) 20,64 %
Es (pH = 4,63) 15,81 %
E1 (pH =7,54) 8,75 %
E2 (pH = 6,16) 31,27 %
P, (800 ppm)
Es (pH =5) 17,48 %
E4 (pH = 4,63) 13,96 %
E1 (pH = 7,54) 25,05 %
E2 (pH =6,16) 10,80 %
P3 (1200 ppm)
Es (pH =5) 12,09 %
E4 (pH = 4,63) 21,26 %
E1 (pH = 7,54) 11,82 %
E2 (pH = 6,16) 28,53 %
P4 (1600 ppm)
Es (pH=5) 7,50 %
E4 (pH = 4,63) 6,09 %
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Figure 25 : Evolution des rapports de transfert du plomb du sol vers les racines du
colza en fonction du pH.

La Figure 25 révele deux lots de courbes ayant la méme allure. Pour les doses Py, P2 et
P4 (respectivement 400 ppm, 800 ppm et 1600 ppm), I’extraction du plomb en fonction du pH
se fait en suivant deux stades :

- Un premier stade d’accroissement de I’extraction, avec un pic d’absorption a pH
6,16 ;
- Un second stade durant lequel I’extraction diminue progressivement (P1) ou

brutalement (P4).

Quant a I’extraction du plomb par les racines du colza sur un sol contenant
initialement une dose Pz de pollution (1200 ppm), elle suit une allure différente des trois
autres courbes. En effet, I’extraction chute entre pH 7,54 et pH 6,16 avant d’augment

lentement jusqu’a pH 4,63.
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I11.2 — Rapport de translocation du plomb extrait depuis le sol de la

biomasse racinaire vers la biomasse aérienne :

Le rapport de translocation, aussi appelé facteur de translocation et abrégé F.T., est le
rapport des teneurs d’un élément trace métallique selon différents organes d’une plante afin de

déterminer la répartition préférentielle du métal dans la plante.

Les résultats du calcul des rapports de translocation du plomb de la biomasse racinaire
vers la biomasse aérienne sont réalisés en considérant les moyennes des concentrations de
plomb extrait dans chaque répétition pour chaque dose de métal initialement présente dans le
sol. Ces résultats sont regroupés dans le Tableau 26 et représentés dans la Figure 26.

Tableau 26 : Facteur de translocation du plomb de la biomasse racinaire vers la

biomasse aérienne du colza.

Rapport de translocation de la racine vers
Dose de plomb dans le sol | Dose d’EDTA _ _
la biomasse aérienne
E1 (pH =7,54) 40,31 %
E2 (pH = 6,16) 19,57 %
P1 (400 ppm)
Es (pH=5) 52,94 %
Es (pH = 4,63) 96,54 %
E1 (pH = 7,54) 22,94 %
E2 (pH = 6,16) 65,97 %
P, (800 ppm)
Es (pH =5) 60,62 %
Es (pH = 4,63) 69,06 %
E1 (pH = 7,54) 10,48 %
E2 (pH =6,16) 209,20 %
P3 (1200 ppm)
Es (pH =5) 86,84 %
Es (pH = 4,63) 12,79 %
E1 (pH = 7,54) 45,27 %
E2 (pH = 6,16) 44,75 %
P4 (1600 ppm)
Es (pH =5) 114,19 %
Es (pH = 4,63) 96,45 %
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Figure 26 : Evolution des facteurs de translocation du plomb pour chaque dose de

métal en fonction du pH du sol.

Nous remarquons sur la Figure 26 que les quatre courbes se répartissent selon deux
allures différentes.

En effet, les courbes associées aux doses P1 et P4 (respectivement 400 ppm et 1600
ppm) montrent une translocation de plomb en légere baisse entre pH 7,54 et pH 6,16 suivie

d’une hausse.

En revanche, les courbes relatives aux doses de plomb dans le sol P, et P3
(respectivement 800 ppm et 1200 ppm) révélent une hausse de la translocation du plomb
depuis le systéme racinaire vers la partie aérienne entre pH 7,54 et pH 6,16, puis une baisse

plus ou moins prononcée de cette translocation.

Nous remarquons également que le plus haut taux de translocation a lieu pour une
dose P3 de plomb dans le sol & pH 6,16. Le Tableau 26 montre que pour I’association de ces
doses (PsE2 pour 1200 ppm de plomb dans un sol a pH 6,16), la biomasse aérienne contient
plus du double des teneurs de plomb contenues dans le systeme racinaire du colza (209,2 %)«
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Une autre valeur est également remarquable : les teneurs de plomb transloquées des racines

vers la partie aérienne du colza lors de I’association des doses de plomb et d’EDTA P4E3 (une

pollution par le plomb a 1600 ppm et un pH de 5) sont de 114,2 %.

I11.3 — Rapport de transfert du plomb du sol vers la plante entiere :

Les mémes calculs ont été faits en considérant, cette fois-ci, les concentrations

moyennes de plomb dans la plante entiere (racines et parties aériennes) au lieu de celles

contenues dans le systeme racinaire uniquement.

Les résultats sont résumés dans le Tableau 27, synthétisés et repris sous forme de

courbes dans la Figure 27.

Tableau 27 : Coefficient d’extraction du plomb par la plante entiere.

Rapport de transfert du sol vers la plante

Dose de plomb dans le sol | Dose d’EDTA .
entiére
E: (pH = 7,54) 35,04 %
E2 (pH = 6,16) 36,66 %
P1 (400 ppm)
Es (pH =5) 31,56 %
E4 (pH = 4,63) 31,07 %
E: (pH = 7,54) 10,76 %
E2 (pH = 6,16) 51,89 %
P, (800 ppm)
Es (pH=5) 28,07 %
E4 (pH = 4,63) 23,60 %
E1 (pH = 7,54) 27,67 %
E2 (pH =6,16) 33,39 %
P3 (1200 ppm)
Es (pH =5) 22,59 %
E4 (pH = 4,63) 23,98 %
E1 (pH = 7,54) 17,17 %
E2 (pH = 6,16) 41,30 %
P4 (1600 ppm)
Es (pH =5) 16,06 %
E4 (pH = 4,63) 11,97 %
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Figure 27 : Evolution des coefficients d’extraction du plomb, en fonction du pH du sol,

considérant I’ensemble des organes du colza.

Notons d’abord que les quatre courbes, concernant les quatre doses de plomb
initialement présentes dans le sol, suivent toutes la méme allure. Nous remarquons en effet
deux phases d’extraction ; I’absorption du plomb par la plante augmente entre pH 7,54 et pH
6,16, avec un pic d’extraction a pH 6,16, puis baisse jusqu’a pH 4,63.

La Figure 27 nous renseigne ensuite grandement quant a la répartition préférentielle du
plomb extrait dans les tissus de la plante étudiée. Les courbes relatives aux doses de plomb
dans le sol Py, P2 et P4 suivent la méme allure que dans la Figure 25 ; la seule courbe a avoir
changé en considérant la biomasse aérienne et la biomasse racinaire dans ces calculs est la
courbe relative a la dose Ps (1200 ppm) de plomb dans le sol. Cela prouve que le colza,
lorsqu’il est confronté a une concentration de 1200 mg de plomb par kilogramme de sol,
transfert la majorité du métal extrait vers sa biomasse aérienne. Autrement dit, la dose
efficace pour la dépollution de notre sol par la plante entiére de colza est I’association des
doses de plomb Ps et I’EDTA Ez, soit 1200 mg de plomb par kilogramme de sol et un pH de
6,16.
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IV — Analyse statistique des données :
V.1 - Analyse de variance a deux criteres de classification :
IV.1.1 — Analyse de variance pour la biomasse aérienne :

IV.1.1.1 - Tableau d’analyse de variance de la partie

aérienne :

L’ analyse statistique des données obtenues apres analyse chimique des échantillons a
été realisée a I’aide du logiciel StatBox®.

Tableau 28 : Résultat de I’analyse de variance de la biomasse aérienne.

S.C.E DDL C.M. | TEST F |PROBA| E.T. C.V.
Var. Totale 185,421 79 2,347
Var.Facteur 1 ([Pb]) | 63,838 4 15,96 36,55 0
Var.Facteur 2 (EDTA) | 43,782 3 14,594 | 33,423 0
Var.Inter F1*2 50,615 12 4,218 9,66 0
Var.Blocs 2,297 3 0,766 1,753 | 0,16486
Var.Résiduelle 1 24,889 57 0,437 0,661 | 42,99%

L’analyse de variance réalisée a deux facteurs de classification (Facteur 1 : taux
d’extraction du plomb ; Facteur 2 : pH du sol aprés ajout d’EDTA) sur les feuilles de Brassica
napus nous révele une différence tres hautement significative entre chacune des doses de
plomb absorbées par la partie aérienne de la plante, avec une fonction observée de 0 pour le
facteur plomb. Ce qui implique qu’une variabilité croissante de la concentration du plomb
dans le sol induit une variabilité croissante, trés hautement significative, de I’absorption du

métal par la biomasse aérienne de la plante.

De méme pour le Facteur 2 (pH du sol), nous observons une différence trés hautement
significative de I’absorption du plomb par les organes aériens de la plante en fonction de la
variabilité du pH du sol. En effet, nous remarquons que plus le pH du sol est faible, plus la
concentration du métal dans la plante est élevée ; en d’autres termes, plus le sol est acide, plus

I’extraction du plomb par le colza est importante.
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De plus, I’interaction des deux facteurs (concentration du métal dans le sol et pH du
sol) fait également apparaitre une différence trés hautement significative quant a I’extraction
de ce métal par la plante. En des termes plus clairs, cela veut dire que I’acidité du milieu tend
a augmenter la biodisponibilité du plomb pour la plante, ce qui implique qu’il soit plus

facilement absorbé a de grandes teneurs.
IV.1.1.2 — Test de comparaisons des moyennes :

L’ analyse de la plus petite différence significative, par I’utilisation du test de Newman
et Keuls au seuil d’erreur de 5%, nous aide & visualiser les niveaux ou se situent les
différences observées, et nous permet aussi de mieux comprendre I’analyse de variance afin

de pouvoir hiérarchiser les niveaux les plus discriminants pour tous les facteurs étudiés.

IV.1.1.2.1 — Comparaison de moyennes pour le Facteur 1
(Facteur Plomb) :

Ainsi, pour le facteur Plomb, quatre (04) groupes homogenes s’individualisent : il
s’agit des groupes A, B, C et D (Tableau 29).

Tableau 29 : Comparaison des moyennes pour le Facteur 1 (Facteur [Pb]) : test de

Newman-Keuls (seuil = 5%).

F1([Pb]) [ LIBELLES |MOYENNES GROUPES HOMOGENES
5.0 P4 (1600 ppm) 2,605 A
4.0 P3 (1200 ppm) 2,306 A
3.0 P2 (800 ppm) 1,715 B
2.0 P1 (400 ppm) 0,845 C
1.0 PO (0 ppm) 0,215 D

Le groupe homogene A comprend les deux plus grandes doses de plomb appliquées au
sol (il s’agit des doses P4 et Pz qui partagent le méme groupe homogene). Cela signifie qu’il

n’y a pas de différences significatives du taux d’absorption du plomb par les plantes entre ces
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deux doses. En somme, si I’on augmente la concentration du plomb dans le sol au-dela de la

dose Ps, la plante gardera le méme taux d’absorption de ce métal.

En revanche, entre le sol témoin (non contaminé par le plomb) et la dose Ps, le taux
d’absorption du métal par la plante augmente en fonction de I’augmentation de la

concentration du métal dans le sol.

IVV.1.1.2.2 — Comparaison des moyennes pour le Facteur 2
(Facteur EDTA) :

Pour le Facteur EDTA, le test de Newman et Keuls fait ressortir trois groupes

homogenes que sont les groupes A, B et C.

La plus forte absorption du plomb par la plante a lieu avec la dose E> d’EDTA, ce qui
équivaut a un pH du sol de 6,16. Plus le pH diminue, plus le taux d’absorption du plomb par

la plante diminue.

Tableau 30 : Comparaison des moyennes pour le Facteur 2 (Facteur EDTA) : test de

Newman-Keuls, seuil = 5%.

F2 (EDTA) | LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
2.0 E2 (pH = 6,16) 2,701 A
3.0 E3 (pH =5) 1,609 B
4.0 E4 (pH = 4,63) 1,102 C
1.0 E1 (pH = 7,54) 0,737 C

Ce test revele également que le taux d’absorption du plomb par la plante diminue
significativement & partir de la dose Esz, allant presque jusqu’a s’annuler a la dose E4. En effet,
pour un pH du sol inférieur a 6,16 (correspondant a la dose d’EDTA E2), I’absorption du
plomb chute a tel point qu’elle n’est plus significativement différente entre les doses E1 et Ea,
ces deux doses ne formant qu’un seul et méme groupe homogene (le groupe C). Ce qui
signifie que la plante a tendance a limiter sons absorption pour cet élément a des doses qui lui

seraient toxiques.
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IV.1.1.23 -

Comparaison

des

moyennes  pour

I’interaction Facteur 1 * Facteur 2 (Facteur Plomb * Facteur

EDTA) :

Concernant I’interaction des deux facteurs, le test de comparaison des moyennes nous

permet de constater que la plus forte concentration de plomb dans la partie aérienne du colza a

lieu avec la dose 3 de métal (P = 1200 ppm de plomb dans le sol) associée a la dose 2

d’EDTA (E2 pour un pH du sol de 6,16). Autrement dit, la plus forte extraction (par les

feuilles de colza) du plomb présent dans le sol se produit sur un sol a pH de 6,16 a la seule

condition que ce sol ne contienne pas une concentration en plomb supérieure a 1200 mg.kg™.

Si I’on dépasse la dose Pz pour passer a la dose P4 et que I’on applique de plus grandes doses

d’EDTA, le taux d’absorption sera si réduit que nous ne constaterons aucune différence

d’absorption entre les doses d’EDTA E: et E4 sur un sol contenant une dose P4 de plomb. En

effet, les interactions P4E1 et P4E4 ne forment qu’un seul groupe homogéne (groupe D).

Tableau 31 : Comparaison des moyennes pour I’interaction des deux facteurs

(interaction Facteur [Pb] * Facteur EDTA) : test de Newman-Keuls, seuil = 5%.

F1*F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
4.0 2.0 |P3 E2 (1200 ppm * pH 6,16) 5,423 A

5.0 2.0 |P4 E2 (1600 ppm * pH 6,16) 4,087

3.0 2.0 | P2 E2 (800 ppm * pH 6,16) 3,3 C

5.0 3.0 | P4 E3(1600 ppm * pH 5) 2,74 C D
4.0 3.0 | P3E3 (1200 ppm * pH 5) 2,52 C D
5.0 4.0 |P4 E4 (1600 ppm * pH 4,63) 1,881 D
5.0 1.0 |P4 E1 (1600 ppm * pH 7,54) 1,712 D
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IVV.1.2 — Analyse de variance pour la biomasse racinaire :

IV.1.2.1 - Tableau d’analyse de variance de la partie

racinaire :

L’ analyse statistique des données issues de I’analyse chimique des échantillons a été
réalisée a I’aide du logiciel StatBox® ver6.0.

Tableau 32 : Résultat de I’analyse de variance de la biomasse racinaire.

S.CE |DDL | C.M. TEST F | PROBA E.T. C.V.
Var.Totale 359,942| 79 4,556
Var.Facteur 1 ([Pb]) |111,307| 4 27,827 | 36,488 0
Var.Facteur 2 (EDTA) | 43,423 3 14,474 | 18,979 0
Var.Inter F1*2 153,097| 12 12,758 | 16,729 0
Var.Blocs 8,645 3 2,882 3,779 | 0,01521
Var.Résiduelle 1 43,47 | 57 0,763 0,873 | 29,91%

L’analyse de variance a deux facteurs de classification (Facteur 1 : taux d’extraction
du plomb ; Facteur 2 : pH entrainé par I’ajout au sol d’EDTA) sur les racines de Brassica
napus révele une différence hautement significative de I’extraction du plomb par la partie

racinaire de la plante, avec une fonction globale observée de 0.

Pour le facteur plomb, la fonction observée est de 0, ce qui traduit que I’augmentation
de la concentration du plomb dans le sol entraine une variabilité croissante tres hautement
significative de I’absorption du plomb par le systeme racinaire de la plante. Cela veut dire que
plus il y a de plomb dans le substrat, plus les racines du colza absorbent ce métal.

De méme pour le second facteur, la fonction observée étant 0, nous observons donc
une différence trés hautement significative dans I’absorption de I’élément métallique par la
racine de la plante en fonction de la variabilit¢ du pH du sol. Ce qui explique que
I’acidification du sol permet une extraction de métal par les racines a des taux plus

importants.
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L’interaction des deux facteurs fait également apparaitre une différence trés hautement
significative quant a I’extraction du plomb par la plante. En d’autres termes, plus le sol est
acide, plus le plomb est biodisponible pour le colza, et plus les racines du colza prélévent ce

métal a des doses trés importantes.
IV.1.2.2 — Tests de comparaison des moyennes :

L’utilisation du test de Newman et Keuls au seuil de 5% pour I’analyse de la plus
petite différence significative nous aide a comprendre & quel niveau se situent les différences
révélées et nous permet aussi de hiérarchiser les niveaux les plus discriminants des deux

facteurs étudiés.

IV.1.2.2.1 — Comparaison de moyennes pour le Facteur 1
(Facteur Plomb) :

Pour le facteur plomb (Tableau 33), le test de Newman-Keuls nous permet
d’individualiser trois (03) groupes homogeénes : A, B et C.

Tableau 33 : Comparaison des moyennes pour le Facteur 1 (Facteur [Pb]) : test de

Newman-Keuls, seuil = 5%.

F1([Pb]) | LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
5.0 P4 (1600 ppm) 4,315 A
4.0 P3 (1200 ppm) 4,171 A
3.0 P2 (800 ppm) 2,858 B
2.0 P1 (400 ppm) 1,842 C
1.0 PO (0 ppm) 1,411 C

Le groupe homogene A renferme les deux plus grandes doses de plomb appliquées au
sol (P3 = 1200 ppm et P4 = 1600 ppm), qui entrainent toutes les deux une absorption moyenne
supérieure a 4 mg.L?. Cela veut dire qu’il n’y a aucune différence significative quant a
I’absorption du plomb par les racines de Brassica napus sur un sol contenant une dose de

plomb supérieure a 1200 ppm (dose P3). Autrement dit, I’efficacité de la dépollution par les
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racines du colza reste sensiblement identique lorsque I’on passe d’un sol pollué par le plomb a
1200 ou a 1600 ppm.

En passant d’un sol témoin ne contenant pas de plomb a un sol en contenant peu
(jusqu’a P2 = 800 ppm), I’absorption se fait graduellement en fonction de la dose de plomb

initialement présente dans le sol.

I\VV.1.2.2.2 — Comparaison de moyennes pour le Facteur 2
(Facteur EDTA) :

Pour le second facteur (pH du sol induit par I’'ajout d’EDTA), la comparaison des
moyennes permet de dégager quatre groupes homogeénes : les groupes A, B, BC et C (Tableau
31).

Tableau 34 : Comparaison des moyennes pour le Facteur 2 (Facteur EDTA) : test de

Newman-Keuls, seul = 5%.

F2 (EDTA) | LIBELLES |MOYENNES GROUPES HOMOGENES
2.0 E2 (pH6,16) | 4,118 A
1.0 E1 (pH 7,54) 2,92
40 E4 (pH4,63)| 2,407 B C
3.0 E3 (pH 5) 2,232 C

Le groupe homogéne A contient la dose d’EDTA permettant le meilleur taux
d’absorption du plomb par le systeme racinaire de Brassica napus : il s’agit de la dose E:
exprimant un pH de 6,16. Cela signifie que I’efficacité de la phytoextraction du plomb induite
par ’EDTA dans le cas du colza, en considérant uniguement le systeme racinaire, a lieu sur

notre sol avec un pH de 6,16.

L’analyse des autres groupes homogeénes (B, BC et C) montre que I’acidification du
sol en-deca de pH 6,16 n’a aucun intérét pour I’objet de cette étude ; I’utilisation du test de
Newman-Keuls prouve que I’absorption du plomb par les racines du colza est meilleure a la
dose E1 (pH = 7,54) qu’aux doses E4 (pH = 4,63) ou Es (pH = 5). Le taux d’absorption du
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plomb par la plante diminue significativement lorsque I’acidification du milieu de culture se

poursuit apres I’adjonction d’une dose E2 d’EDTA au sol.

IVV.1.2.2.3 — Comparaison de moyennes pour I’interaction
Facteur 1 * Facteur 2 (Facteur Plomb * Facteur EDTA) :

En ce qui concerne I’interaction des deux facteurs (Tableau 35), le test de comparaison
des moyennes fait apparaitre que le plus fort taux d’absorption du plomb par les racines du
colza se fait en présence de la dose de plomb P4 associée a la dose d’EDTA Eo.

Tableau 35 : Comparaison des moyennes pour I’interaction Facteur 1 * Facteur 2
(Facteur [Pb] * Facteur EDTA), test de Newman-Keuls, seuil = 5%.

F1*F2 | LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES

5.0 2.0 P4 E2 9,131 A

4.0 1.0 P3 El 6,011

4.0 4.0 P3 E4 5,178 B C

3.0 2.0 P2 E2 5,003 B C

5.0 1.0 P4 E1 3,781 C D
4.0 3.0 P3 E3 2,902 D
3.0 3.0 P2 E3 2,796 D
4.0 2.0 P3 E2 2,592 D
2.0 2.0 P1E2 2,453 D
5.0 3.0 P4 E3 2,399 D
3.0 4.0 P2 E4 2,234 D
2.0 1.0 P1E1 1,998 D
5.0 4.0 P4 E4 1,95 D

Notons que ce tableau met en évidence que I’absorption du plomb par la partie
racinaire du colza est nettement plus importante (prés de 5 fois supérieure) pour I’association
des doses P4E2 que pour I’association P4E4. Cela veut dire qu’au-dela d’un certain seuil situé
autour de pH 6, I'augmentation des doses d’EDTA sur un sol pollué par le plomb crée un

certain antagonisme quant a I’extraction du plomb par les racines du colza.
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En somme, ce tableau des interactions entre les deux facteurs étudiés nous offre une
masse d’informations intéressantes dont la plus importante est que I’efficience de I’opération
de phytoremédiation d’un sol pollué au plomb, si I’on ne considére que le systéme racinaire

de Brassica napus, est atteinte sur un sol a pH 6,16 et renfermant une pollution en plomb de

1600 ppm.

V.2 — Analyse de variance a trois criteres de classification (Facteur

1 Organe de la plante, Facteur 2 Dose de plomb, Facteur 3 Dose

d’EDTA) :

I\VV.2.1 — Tableau d’analyse de variance :

L’analyse statistique des données obtenues aprés I’analyse chimique des échantillons a

été realisée a I’aise du logiciel StatBox® ver6.0.

Tableau 36 : Résultat de I’analyse de variance a trois critéres de classification.

S.C.E DDL C.M. TEST F |PROBA| E.T. C.V.
Var.Totale 621,769 | 159 3,91
Var.Facteur 1 (Organe) | 76,406 1 76,406 | 120,721 0
Var.Facteur 2 ([Pb]) 170,497 4 42,624 67,345 0
Var.Facteur 3 (EDTA) | 74,949 3 24,983 39,473 0
Var.Inter F1*2 4,648 4 1,162 1,836 |0,12522
Var.Inter F1*3 12,255 3 4,085 6,454 |0,00051
Var.Inter F2*3 87,364 12 7,28 11,503 0
Var.Inter F1*2*3 116,347 12 9,696 15,319 0
Var.Blocs 5,249 3 1,75 2,765 |0,04434
Var.Résiduelle 1 74,052 117 0,633 0,796 | 35,70%

L’analyse de variance réalisée a trois facteurs de classification (Tableau 36) concerne :

le Facteur 1 (I’organe de la plante) a deux niveaux (Feuilles, Racines), le Facteur 2 (la
concentration de plomb dans le sol) a cing niveaux (Po, P1, P2, P3 et P4) et le Facteur 3 (la dose
d’EDTA ajoutée au sol pour en faire varier le pH) a quatre niveaux (Ei1, E2, Es et Es
respectivement pour pH =7,54 ; pH = 6,16 ; pH =5 et pH =4,3).
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Pour le Facteur 1, cette analyse de variance nous montre une fonction observée égale a
0. Ceci veut dire que la différence du taux d’absorption du plomb par la plante est trés

hautement significative suivant I’organe végétal considéré.

Pour le Facteur 2, nous avons également une fonction observée de 0, ce qui veut dire
qu’il y a une différence tres hautement significative dans les taux d’absorption du plomb par
la plante, en fonction de la concentration initiale du métal dans le sol. En d’autres termes, plus

le sol contient de plomb, plus I’extraction du métal par la plante est élevée.

De méme pour le troisieme facteur, nous observons une fonction égale a 0. Cela veut
dire que I’acidification du milieu de culture influence grandement I’absorption du métal par la

plante entiere.

L’interaction des deux premiers facteurs (organe de la plante et concentration du
polluant dans le sol) ne fait pas apparaitre de différence significative dans les taux absorbés.
Ceci signifie que I’absorption du plomb par les racines du colza et sa translocation vers la

parte aérienne se fait de la méme maniere en fonction des doses de plomb dans le sol.

Concernant I’interaction entre le premier et le troisieme facteur (organe de la plante et
dose d’EDTA ajoutée au sol), nous pouvons constater une différence trés hautement
significative des taux d’absorption du plomb par la plante. Autrement dit, I’acidification du

sol influence tres fortement I’absorption du plomb par I’un ou I’autre des organes de la plante.

L’interaction entre la concentration du plomb dans le sol et le pH de ce dernier montre
une différence d’absorption trés hautement significative. Ce qui veut dire que plus le sol est

acide, plus le métal qu’il contient est absorbé par la plante.

Quant a I’interaction entre les trois facteurs pris ensemble par cette analyse de
variance, elle nous révéle une fonction observée égale a 0. Ceci implique une différence
d’absorption du plomb par la plante entiere trés hautement significative. En d’autres termes,
plus le sol est acide, plus le plomb est prompt a étre absorbé, et plus les parties aérienne et

racinaire de la plante I’extraient du sol.
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IV.2.2 — Comparaisons de moyennes :

Le test de Newman et Keuls, test post hoc utilisé pour determiner les différences
significatives entre les moyennes des groupes dans une analyse de variance, nous permet de
faire ressortir les différents groupes homogenes afin de mieux cerner les résultats par I’étude

de la plus petite différence significative.

IVV.2.2.1 — Comparaison de moyennes pour le Facteur 1

(Organe de la plante) :

L’application du test de comparaison des moyennes au Facteur 1 (Facteur Organe)

nous permet de séparer les données en différents groupes homogenes.

Tableau 37 : Comparaison des moyennes pour le Facteur 1 (Facteur Organe de la
plante) : test de Newman-Keuls, seuil = 5%.

F1 (Organe) LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
2.0 R 2,919 A
1.0 F 1,537 B

En appliquant le test de Newman et Keuls, au seuil de 5%, aux deux organes de la
plante considérés dans cette étude, nous pouvons observer que deux groupes homogenes se
distinguent ; en effet, racines et feuilles constituent deux groupes différents ayant chacun une

certaine capacité d’absorption du plomb présent dans le sol.

Le groupe A, ayant extrait le plus de plomb, correspond aux racines du colza. Le
groupe B, tres distinct du groupe A par la faible teneur d’extraction du plomb, correspond a la

partie aérienne de la plante.

IV.2.2.2 — Comparaison de moyennes pour le Facteur 2

(Facteur Plomb) :

L’application du test de comparaison des moyennes au Facteur 2 (Facteur plomb)

permet de dégager les différents groupes homogenes.
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Tableau 38 : Comparaison des moyennes pour le Facteur 2 (Facteur [Pb]) : test de
Newman-Keuls, seuil = 5%.

F2 ([Pb]) | LIBELLES [MOYENNES GROUPES HOMOGENES
5.0 Ps 3,46 A
40 Ps 3,238 A
3.0 P, 2,286 B
2.0 Py 1,343 C
1.0 Po 0,813 D

Concernant le facteur plomb, nous avons ici le méme résultat que lors de I’analyse de

variance a deux facteurs, a savoir que les plus fortes doses de polluant ont entrainé les taux

d’extraction les plus élevés.

IVV.2.2.3 — Comparaison de moyennes pour le Facteur 3
(Facteur EDTA) :

L’application du test de comparaison des moyennes au Facteur 3 (Facteur EDTA)
permet de faire ressortir les différents groupes homogenes.

Tableau 39 : Comparaison des moyennes pour le Facteur 3 (Facteur EDTA) : test de
Newman-Keuls, seuil = 5%.

F3 (EDTA) LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
2.0 EDTA2 3,409 A
3.0 EDTA3 1,92
1.0 EDTA1l 1,828
4.0 EDTA4 1,755

L’application du test de Newman et Keuls permet ici de dégager deux groupes

homogenes distincts concernant I’influence de I’ajout de 'EDTA au sol. La encore, la

seconde dose d’EDTA est celle qui permet un meilleur taux d’absorption du plomb par le

colza ; elle est d’ailleurs la seule représentante du groupe homogéne A. Nous pouvons

remarquer que le taux moyen de plomb extrait par la plante entiére est supérieur avec la

premiere dose d’EDTA qu’avec la quatrieme (la plus élevee). En d’autres termes, Brassica
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napus, tout organe confondu, absorbe plus de plomb sur un sol a pH 7,54 que sur un sol a pH
4,63. Cela revient a dire que I’acidification a outrance d’un sol produit un effet contraire.

IVV.2.2.4 — Comparaison de moyennes pour I’interaction
Facteur 1 * Facteur 3 (Facteur Organe * Facteur EDTA) :

L’application du test de comparaison des moyennes a I’interaction des Facteurs 1 et 3
(respectivement Facteur Organe et Facteur EDTA) sert a révéler les différents groupes

homogeénes.

Tableau 40 : Comparaison des moyennes pour I’interaction Facteur 1 * Facteur 3
(Facteur Organe * Facteur EDTA) : test de Newman-Keuls, seuil = 5%.

F1 F3 | LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES

2.0 2.0 R*E2 4,118 A

2.0 1.0 R*Ex 2,92

1.0 2.0 F*E2 2,701 B C

2.0 4.0 R*E4 2,407 B C

2.0 3.0 R™*Es 2,232 C

1.0 3.0 F>*Es 1,609 D

1.0 4.0 F*Es 1,102 E
1.0 1.0 F*Ex 0,737

L’ analyse de la plus petite difference significative par I’utilisation du test de Newman-
Keuls nous permet de comprendre a quel niveau se situent la ou les différences observées.
Appliqué a I’interaction du Facteur 1 (organe de la plante) et du Facteur 3 (EDTA), il permet
de dégager plusieurs groupes homogenes distincts.

Le Tableau 40 nous montre que le groupe homogene ayant réalisé le plus haut taux
d’extraction du plomb (le groupe A) est celui contenant I’interaction « Racines * E; ». En
d’autres termes, le systéme racinaire de Brassica napus ayant poussé sur un sol de pH 6,16 est
I’organe qui a le plus absorbé de plomb. Ce tableau met aussi en évidence que les groupes

homogeénes ayant connu les plus forts taux d’absorption sont principalement composés des
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racines. Cette derniére conclusion rejoint en effet celle tirée de I’analyse de variance a deux

facteurs de classification et de la comparaison de moyennes qui en a découlé.

IVV.2.2.5 — Comparaison des moyennes pour I’interaction
Facteur 2 * Facteur 3 (Facteur [Pb] * Facteur EDTA) :

L’application du test de comparaison des moyennes a I’interaction des Facteurs 2 et 3
(respectivement Facteur [Pb] * Facteur EDTA) permet de mettre en évidence les différents
groupes homogenes.

Tableau 41 : Comparaison des moyennes pour I’interaction Facteur 2 * Facteur 3
(Facteur [Pb] * Facteur EDTA) : test de Newman-Keuls, seuil = 5%.

F2 F3 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES

5.0 2.0 Psa™ E2 6,609 A

3.0 2.0 P2 > E2 4,151

4.0 2.0 Ps* E2 4,007

4.0 1.0 Ps > E1 3,321 C

4.0 4.0 Ps*Es 2,915 C D
5.0 1.0 Psa™ E1 2,747 C D
4.0 3.0 Ps > Es 2,711 C D
5.0 3.0 I = 2,57 C D
3.0 3.0 P2 * Es 2,246 C D
5.0 4.0 Psa™*Es 1,915 D

Appliquer le test de Newman et Keuls a I’interaction des Facteurs 2 et 3 permet de
faire ressortir de nombreux groupes homogeénes réunissant les objets en fonction des doses de
plombs et d’EDTA appliquées.

Le premier groupe (groupe A) est celui qui a le plus extrait de plomb ; il est constitué
du seul objet noté P4E», c’est-a-dire le pot ayant contenu 1600 ppm de plomb dans un sol & pH
6,16. A la sixieme et a la dixiéme position, nous avons respectivement les unités notées P4E;
et P4E4. Le Tableau 36, réunissant a la fois les parties aérienne et racinaire dans les résultats,

confirme que I'acidification du sol au-dela de pH 6,16 permet une extraction de plomb bien
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inférieure que celle obtenue sans acidification du sol. Autrement dit, nous observons une

nouvelle fois que I’optimum d’extraction est réalisé a pH 6,16.

IVV.2.2.6 — Comparaison de moyennes pour I’interaction

des trois facteurs de classification

L’ application du test de comparaison des moyennes a I’interaction des trois facteurs
considérés lors de I’analyse de variance a trois niveaux de classification (interaction Facteur
Organe* Facteur Plomb * Facteur EDTA) permet la mise en évidence de différents groupes
homogeénes regroupés selon les taux de plomb absorbés, la dose d’EDTA associée a cette

absorption ainsi que I’organe végetal ayant réalise ces absorptions.

Tableau 42 : Comparaison des moyennes pour I’interaction des trois facteurs (Facteur
Organe * Facteur [Pb] * Facteur EDTA) : test de Newman-Keuls, seuil 5%.

F1*F2*F3| LIBELLES |MOYENNES GROUPES HOMOGENES
205020 R*Ps*E2 9,131 A

204010 R*Ps*Es 6,011 B

1.0 40 20| F*Ps*E 5,423 B C

2040 40| R*Ps*Es4 5,178 B C D

203020 R*P2*E2 5,003 B C D

1.050 20| F*Ps*E2 4,087 C D E

205010 R*Ps*Es 3,781 D E | F
1.03.020| F*P2*E2 3,3 E | F G
204030 R*Ps*Es 2,902 E | F G
1.05030| F*Ps*Es 2,74 E | F G
2040 20| R*Ps*E2 2,592 E | F G
1.0 4030| F*Ps*Es 2,52 E | F G
202020 R*P1*E2 2,453 E | F G
205030 R*Ps*Es 2,399 E | F G
203040 R*P2*Es4 2,234 F G
202010 R*P1*Es 1,998 F G
205040 R*Ps*Es4 1,95 F G
1.05040| F*Ps*E4 1,881 F G
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L’ application du test de Newman-Keuls & I’interaction des trois facteurs considérés
(Organe, Concentration du sol en plomb, et pH du sol d0 a son acidification par I’ajout de
chélateur) permet de faire ressortir de trés nombreux groupes homogénes dont seule une partie

est représentée ici.

Le Tableau 42 montre que le plus fort taux d’absorption du métal est réalisé par la
racine en contact de la dose P4 de plomb en association avec la dose E». Il montre aussi que
pour la partie aérienne du colza, le plus fort taux d’extraction a eu lieu en présence de
I’association des doses Ps; de plomb et E; d’EDTA. Nous constatons également que pour
I’association P4E4, quel que soit I’organe considéré, les taux d’absorption du plomb sont

nettement inférieurs.

Le Tableau 42 montrant I’interaction des trois facteurs nous fournit une foule
d’informations trés pertinentes. La plus notable est, encore une fois, que le pH optimal pour
I’extraction du plomb par la plante, quel que soit I’organe considéré, est situé autour de 6,16.
Notons également que pour une forte concentration en plomb dans le sol (P4 = 1600 mg.kg™),
I’acidification de ce dernier entraine une absorption plus faible que pour la méme dose de

plomb sur un sol non acidifié (pH = 7,54).
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V — Discussion :

A la lumiére de nos résultats, nous constatons que les racines du colza absorbent de
grandes quantités de plomb en fonction du taux de concentration de cet élément dans le sol. A
partir de la dose Ps (1200 mg.kg?), les racines commencent a restreindre I’absorption du
plomb, ce qui expliqgue que méme si la dose de plomb dépasse 1200 ppm pour atteindre la
dose P4 de 1600 ppm, les quantités absorbées par les racines resteront presque les mémes
qu’avec la dose P3. Ce résultat rejoint ceux de Sharma et Dubey (2005) et de Cecchi (2008)
qui s’accordent a dire que les couches supérieures du cortex racinaire (rhizoderme et
collenchyme) constituent une barriére physique contre la pénétration du plomb dans les
racines et que les mécanismes par lesquels ce métal arrive a pénétrer dans les racines ne sont
pas encore totalement élucidés. lls ajoutent également que le plomb peut se lier aux
groupements carboxyles des acides uroniques composant le mucilage racinaire et que cette

fixation en surface permet de restreindre le passage du plomb a I’intérieur de la racine.

En I’absence de chélateur tel que 'EDTA, le transfert du plomb vers les racines
commence a chuter dés que la dose de 800 ppm est dépassée, ce qui montre que le colza réagit
a I’élévation des quantités de plomb présent dans le sol jusqu’a une certaine concentration.
C’est en fonction de I’augmentation des concentrations du plomb dans le sol que le transfert
commence a reprendre et & augmenter suivant la voie active. Ces résultats confirment ceux

obtenus par Hamroun et Hamitouche (2011).

L’ajout d’EDTA au sol, a diverses doses, fait apparaitre de grandes différences dans
I’absorption du plomb par les racines comparativement a son absorption sans EDTA. Ceci
confirme, encore une fois, les résultats obtenus par Hamroun et Hamitouche (2011) qui
concluent leur travail en disant que « la présence d’EDTA fait augmenter le transfert du
plomb du sol vers les racines plus qu’en son absence ». Les résultats de I’analyse statistique
de nos données font ressortir que I’absorption du plomb par les racines atteint son maximum a
la dose P4 (1600 ppm) de plomb associée a une dose E> d’EDTA incorporée au sol (pH =
6,16). Si I’on augmente I’acidification du sol en lui incorporant des doses supérieures a E> (E3
et E4 pour des pH respectifs de 5 et de 4,63), il se produit alors une absorption minime : la
racine réduit donc son absorption par rapport a cet élément. Nos résultats rejoignent ceux de

Gerriste et Van Driel (1984) qui ont pu démontrer I’existence de relations linéaires entre la
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constante d’absorption du plomb par les racines et le pH du sol. Pour Luo et al. (2006), I’ajout
d’EDTA permet une augmentation de I’accumulation du plomb dans la partie racinaire. Selon
Huang et Cunningham (1996) et Huang et al. (1997), une trés grande majorité du plomb

restera dans la racine.

En outre, notre travail fait ressortir une accumulation du plomb beaucoup plus réduite
dans la partie aérienne du colza que dans sa partie racinaire. L’accumulation maximale du
métal étudié dans la partie aérienne s’opére a la dose de 1200 ppm de plomb dans le sol
associée a la dose E; d’EDTA (pH = 6,16), ce qui signifie que I’ajout du chélateur (EDTA) a
grandement contribué a la translocation du plomb vers la partie aérienne. Ceci rejoint
d’ailleurs les résultats des travaux conduits par Huang et Cunningham (1996) et Salt et al.
(1998) qui expliquent que lors de I’ajout du chélateur (présentement de ’EDTA) dans un site
contaminé par le plomb, ce dernier est absorbé et migre vers la partie aérienne ou il
s’accumule sous forme de complexe « Pb-EDTA ». L’ajout d’EDTA permet surtout une
augmentation de I’accumulation de plomb dans la partie racinaire plutét que dans la partie
aerienne (Luo et al., 2006), ce qui explique bien les différences d’accumulation de plomb
entre les racines et la partie aérienne du colza que nous avons expérimenté. D’aprés Huang et
Cunningham (1996), la présence de teneurs élevées en EDTA dans les tissus de la plante
pourrait augmenter la concentration du plomb soluble par la formation du complexe « Pb-

EDTA » et favoriser ainsi sa migration vers la partie aérienne ou il s’accumule.

Concernant les rapports de transfert du plomb depuis le sol vers la biomasse racinaire
du colza (ou coefficients d’extraction), en considérant la matiere végétale séchée et I’organe
souterrain isolé, nous observons des rapports allant de 0,061 a 0,313. Nos résultats concordent
avec ceux de Zheng et al. (2007) qui, en travaillant sur le haricot rouge ayant poussé sur un
sol renfermant une teneur en plomb moyenne de 320 mg.kg?, ont retrouvé des coefficients
d’extraction moyens de 0,265 dans les racines. Dans notre sol renfermant une dose de plomb
proche de celle de ces chercheurs (P1 = 400 mg.kg™), nous avons trouvé (a pH = 7,54) un
rapport de transfert moyen de 0,25 ; en prenant en compte les moyennes issues des quatre
niveaux de pH (allant de 7,54 & 4,63) pour cette méme dose de plomb (400 ppm), nous
obtenons un coefficient d’extraction moyen de 0,23. Ce qui est tres proche des résultats

obtenus par Zheng et al. en 2007 pour les racines des haricots rouges.
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Yanqun et al. (2001) ont eux trouvé une teneur moyenne en plomb de 133,5 mg.kg?
en étudiant les plantes endémiques croissant dans les zones minieres chinoises sur un sol
renfermant en moyenne 1630 mg Pb.kg™. En faisant leurs calculs sur la plante entiére séchée,
ils ont ainsi obtenu un coefficient d’extraction moyen de 0,08. Le coefficient d’extraction
moyen du colza que nous avons étudié, sur notre sol pollué par le plomb a une concentration
de 1600 mg.kg?, est presque deux fois supérieur : il est en effet de 0,135. Cette différence
pourrait étre due a la biomasse relativement élevée du colza, comparée a la faible biomasse

des plantes sauvages (Al-Shehbaz et al., 2006).

Fytianos et al. (2001) ont fait les mémes calculs, en Grece, aprés avoir étudié le
transfert de métaux lourds du sol vers quelques plantes a large consommation humaine, et
arrivent a des facteurs de transfert des polluants métalliques du sol vers les plantes allant de
0,07 (pour la carotte) a 0,46 (pour les épinards). Pareillement, Cecchi et al. (2008) ont trouvé
des coefficients d’extraction allant de 0,04 a 0,46 en étudiant I’effet du plomb sur les feves et
les tomates. Les résultats de notre étude expérimentale confirment les résultats obtenus par
tous ces différents chercheurs travaillant sur différentes espéces végétales en présence d’une

gamme de niveaux de pollution aussi large que la notre.

Apres I’absorption par les racines, la translocation du métal correspond a son transport
par le xyleme vers la partie aérienne de la plante. Nous trouvons un facteur de translocation
moyen (toutes doses de plomb et d’EDTA confondues) de 0,655, ce qui veut dire que les tiges
et les feuilles du colza que nous avons étudié contiennent 65,5 % du métal contenu dans les
racines. Ce rapport est au minimum de 54,34 % (pour la dose de plomb P; = 400 mg.kg™) et
au maximum de 79,83 % (pour la dose de plomb Ps = 1200 ppm), lorsque nous faisons les
calculs tous pH confondus. Ces facteurs de translocation moyens concordent avec ceux
retrouvés dans la littérature : Del Rio-Celestino et al. (2006) ont trouvé un rapport de
translocation moyen compris entre O et 0,7 dans des plantes sauvages ayant poussé sur un sol
artificiellement contaminé avec 500 mg Pb.kg™, de méme que Yoon et al. (2006) ont trouvé
des facteurs de translocation (selon Cecchi (2008), assez faibles) avec une valeur moyenne de
0,58.

Contrairement aux conclusions des études réalisées par Chaignon et Hinsinger (2003)

sur I’absorption du cuivre par la tomate, a celle réalisées par Dudka et al. (1996), Wang et al.
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(2006) et Zheng et al. (2007) sur plusieurs métaux, ou encore a celles réalisées par Cecchi et
al. (2008) sur I’absorption du plomb par la féve et la tomate, nous ne pouvons dire que le

rapport de translocation diminue avec I’augmentation de la pollution du sol.

En effet, en considérant les facteurs de translocation a pH neutre (pH des études
précédemment citées) et donc en I’absence d’agent chélateur externe, nous notons que nos
résultats concordent avec ceux des auteurs de ces études jusqu’a la dose Ps de plomb ajoutée
au sol (1200 mg.kg?): les facteurs de translocation baissent effectivement avec
I’augmentation de la pollution (entre P1 = 400 ppm et Pz = 1200 ppm). Ce facteur est de 0,403
a la dose P1 (400 ppm), 0,229 a la dose P2 (800 ppm) et 0,105 & la dose Pz (1200 ppm).
Cependant, sur notre sol pollué a la dose P4 (1600 ppm), le facteur de translocation augmente

grandement : il est de 0,453.

En revanche, lorsque nous calculons les facteurs de translocation moyens pour chaque
dose de plomb ajoutée au sol, tous pH confondus, nos résultats s’écartent considérablement de
ceux obtenus par les auteurs sus-cités: les rapports de translocation moyens augmentent
jusqu’a la dose Pz (1200 ppm) puis baisse légérement a la dose P4 (1600 ppm) ; ils sont en
effet de 0,523 (pour P1), 0,546 (pour P), 0,798 (pour P3) et 0,752 (pour Pa).

La baisse des facteurs de translocation liée a la hausse de la concentration en plomb
dans le sol généralement observée a travers les recherches réalisees serait due, selon Cecchi
(2008), a la saturation des sites d’adsorption du métal sur les racines et indiquerait le
développement par les plantes d’un certain degré de tolérance a la toxicité du métal. De plus,
nous savons grace a Patra et al. (2004) que les plantes sont capables de restreindre
I’absorption de métaux par le biais de la séquestration par les phytochélatines qu’elles
synthétisent lors d’un stress métallique, ou par I’accumulation des métaux dans certains
compartiments cellulaires comme les vacuoles. L’évolution de nos rapports de translocation
pourrait alors étre expliquée : par la génétique de la plante étudiée (les Brassicaceae étant
réputées tolérantes ou hyperaccumulatrices selon plusieurs auteurs), par un flux important de
plomb adsorbé aux racines pénétrant dans les cellules de celles-ci, (flux probablement causé
par une saturation en plomb biodisponible dans la rhizosphéere due a la présence d’EDTA), ou
encore par un défaut de synthese de protéines protectrices (telles que les phytohélatines ou les

métallothionéines) comme cela a déja été suggéré par Remon (2006) lors de ses travaux de
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recherche presentés dans le cadre de sa thése de doctorat sur la tolérance et I’accumulation des

métaux lourds par la végétation spontanée des friches métallurgiques.

Selon Kumar et al. (1995), les espéces du genre Brassicca piégent 75 a 80 % du plomb
dans leurs racines. Les résultats de notre étude montrent que dans 87,5 % des cas (14 relevés
sur 16), le plomb est séquestré en majorité dans la biomasse racinaire de Brassica napus.
Yoon et al. (2006), dans leur étude des concentrations en métaux dans des plantes natives
sur un site contaminé, ont montré que dans 95 % des cas, les concentrations en plomb dans les
racines étaient beaucoup plus élevées que dans les feuilles ; ceci, pour les auteurs, souligne
une faible mobilité du plomb et indique que les plantes séquestrent ce métal dans les parties

racinaires et limitent ainsi le transport interne, des racines vers les parties aériennes.

Pour Verkleij (1990), cette restriction du transport du plomb des parties racinaires vers
les parties aériennes représente un facteur important de tolérance des plantes vis-a-vis du
métal. Kim et al. (2003) ajoutent qu’il est important que le moins de plomb possible soit
transloqué car il s’agit d’un élément toxique ayant des effets néfastes notamment sur I’activité
photosynthétique des plantes et la synthese de chlorophylle et d’enzymes anti-oxydantes. Ceci
n’est cependant pas vrai pour les especes hyperaccumulatrices qui ont la capacité de

transloquer une grande quantité de plomb vers les parties aériennes (Seregin et lvanov, 2001).

Pour Baker (1981), si le facteur de translocation est environ égal a 1 (c’est-a-dire que
les parties aériennes contiennent environ la méme quantité de plomb que les parties
racinaires), nous sommes face a une plante qui agit indifferemment vis-avis de I’élément
métallique en présence (plante tolérante) ; si ce facteur est supérieur a 1 (si le facteur de
translocation est supérieur a 100 %), il s’agit d’une plante accumulatrice, et si le facteur de
translocation est nettement supérieur a 1, la plante est hyperaccumulatrice du métal avec

lequel elle est en contact.

Or, a en croire les résultats de notre étude, notre colza agirait indifféremment face au
plomb lorsqu’il pousse sur un sol tres acide (pH = 4,63) contenant 400 ppm ou 1600 ppm de
plomb (facteurs de translocation respectivement de 96,54 % et 96,45 %). Le colza étudié
serait une espéce accumulatrice lorsqu’il pousse sur un sol & pH 5 contenant 1600 mg Pb.kg™

(nous retrouvons un facteur de translocation de 114,2 %), alors que cette méme espéce serait



Chapitre V : Analyse et discussion des resultats

hyperaccumulatrice en poussant sur un sol & pH 6,16 pollué par le plomb & la concentration de
1200 ppm (facteur de translocation de 209,2 %).

Les résultats de notre étude nous permettraient alors de définir une dose efficace de
dépollution par le colza : il s’agirait de I’association PsE2 (1200 mg Pb.kg™? sol, a pH 6,16).
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Cette modeste étude vient renforcer le panel des travaux concernant la réhabilitation
des écosystémes perturbés de maniére générale, et des sols contaminés par les métaux lourds
en particulier, qui se sont succédé au fil des années ces derniéres décennies. Ce travail portait
donc sur I’étude de la capacité du colza a extraire le plomb présent dans le sol et avait aussi
pour but d’évaluer I’effet de I’acidification de ce dernier sur les taux d’absorption du métal
par la plante. Bien que d’application délicate, I’approche expérimentale choisie pour mener a
bien cette étude ainsi que le protocole d’expérimentation congu par nos soins se sont révelés

fort efficaces pour répondre a la problématique a la base de ce sujet.

Notre recherche a prouve la capacité du colza a extraire et accumuler du plomb dans
ses différents organes et a ainsi confirmé les travaux d’autres chercheurs qui ont travaillé sur
diverses espéeces vegetales (la tomate, la feve, I’oignon, I’ail, la laitue pour ne citer que celles-
ci) et divers polluants métalliques. Nous avons également pu prouver que bien que la grande
majorité du plomb restait dans les organes souterrains du colza, une partie de ce métal était
néanmoins transférée vers les organes aériens de la plante. De méme, nous avons montré que
les taux de plomb absorbés étaient, d’une part, dépendants de la concentration de ce métal
dans le sol, et d’autre part liés au pH de ce méme sol. En effet, nous avons démontré que les
taux d’absorption avaient tendance a stagner lorsque la concentration du plomb dans le sol
dépassait les 1200 ppm. En outre, nous avons prouvé que I’extraction de I’élément métallique
étudié était amplifiée lorsque le colza poussait sur un sol acidifié & pH = 6,16. De plus, cette
étude a montré que ce méme pH de 6,16 permettait une forte translocation du métal vers la
partie aérienne du colza, les taux transférés vers la biomasse aérienne allant méme jusqu’a
étre supeérieurs & ceux contenus dans la partie racinaire de la plante et ce, quelle que soit la

concentration initiale de plomb dans le sol.

Cette etude, bien que prometteuse, nous semble cependant incompléte et souléve de
nouvelles interrogations. Concernant les taux de plomb contenus dans les racines du colza,
quelle partie est adsorbée aux parois cellulaire et quelle portion est réellement absorbée par
les cellules ? Ou sont séquestrés les ions métalliques absorbés par la plante entiére ? Quels
mécanismes commandent et régulent la pénétration des ions métalliques dans les cellules ainsi
que leur translocation de la biomasse racinaire vers la biomasse aérienne ? Si le temps de
culture était plus long et que nos plants de colza étaient arrivés au stade fruits, ceux-ci

auraient-ils contenu du plomb ? Si oui, a quelle proportion ? Qu’en est-il d’un essai de
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phytoremédiation  impliquant  plusieurs  espéces  réputées  accumulatrices ou
hyperaccumulatrices dans la littérature ; y a-t-il effet de synergie ou, a contrario, un
antagonisme entre ces différents individus de différentes especes ? Qu’en est-il également de
la dépollution des sites et sols contaminés tels qu’ils le sont réellement sur le terrain ou,
autrement dit, comment les plantes se comportent-elles dans une situation de pollution multi-
métallique ? 1l semble important de réaliser des tests in situ pour répondre a certaines de ces

interrogations.

La phytoremédiation est une technique naissante qui murit au fil des expériences ; son
application grandeur nature pourrait étre salvatrice et est primordiale pour son évolution. En
effet, les techniques biologiques de dépollution laissent un sol plus sain et biologiqguement
actif, contrairement aux techniques physiques et chimiques qui laissent un sol vide de vie. Il
pourrait étre envisagé, dans un futur proche, de tenter des expérimentations en plein champ
pour essayer d’endiguer les pollutions a venir ou de remédier aux pollutions déja présentes sur
le territoire national. Une coopération scientifique entre les universités et les poles de
recherche a travers tous les pays riverains du bassin méditerranéen pourrait permettre une
avanceée fulgurante dans le domaine de la dépollution des sites et sols contaminés et permettre
ainsi la préservation de notre bien commun, la mer Méditerranée et I’ensemble de la vie

gu’elle renferme.
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Revue bibliographique concernant la famille Brassicacea, le genre
Brassica et I’espéce Brassica napus L.

| — La famille Brassicacea

Les Brassicaceae forment une grande famille d'angiospermes dicotylédones
appartenant a l'ordre des Brassicales. Cette famille est divisée en 10 a 19 tribus
(respectivement selon Hayek, 1911, et Schulz, 1936), ou 15 selon Janchen (1942).

Ce tribus réunissent 338 a 360 genres pour un total de 3709 espéces réparties sur tous
les continents, excepté I'Antarctique (Al-Shehbaz, 1973 ; Appel et Al-Shehbaz , 2003 ; Al-
Shehbaz et al., 2006).

Selon le code international de nomenclature botanique (ICBN, pour International
Code of Botanical Nomenclature), article 18.5 du Code de Vienne, les noms « Cruciferae » et
« Brassicaceae » sont tous deux valides et également acceptés pour nommer la famille. Le
terme «cruciferes », qui a premierement été donné aux membres de la famille de

brassicacées, vient de la disposition en forme de croix des pétales de ces plantes.
I.1 — Morphologie générale des brassicacées

La famille des brassicacées regroupe principalement des plantes herbacées annuelles,
bisannuelles ou pérennes, selon les espéces considérées. Seuls cing (05) pour cent des
membres de cette famille sont des lianes ligneuses atteignant un (1) & neuf (9) metres de long
(Al-Shehbaz, 1984 ; Frankze et al., 2011).

1.1.1 — Les feuilles

Les feuilles des brassicacees sont alternes, rarement opposées, et parfois organisées en
rosette basale ; quelques rares cruciféeres de Méditerranée ont des feuilles qui peuvent-étre

coriaces et sempervirentes organisées en rosette terminale.



Annexe |

Les feuilles des membres de cette famille botanique sont presque toujours des feuilles

pennées largement incisées et ne possédant pas de stipule.

De plus, les plantes de cette famille sont facilement reconnaissables de par le goUt acre

de leurs feuilles.

Enfin, la présence de feuilles épaisses ou de feuilles cireuses aux trichomes
caracteristiques est aussi un trait d'intérét commun a certains membres de la famille des

cruciferes.
11.1.2 — Les fleurs

La structure des fleurs est largement uniforme au sein des membres de la famille des
Brassicaceae : on retrouve presque invariablement quatre (4) pétales jaunes diamétralement
opposes formant une croix caractéristique. Mais, bien que globalement identiques en forme et
en couleur, toutes les plantes appartenant a la famille des cruciferes ne possédent pas les

mémes caractéristiques florales.

Ainsi, certaines espéces peuvent présenter de rares exceptions comme une symétrie
axiale plus ou moins prononcée (zygomorphie, cas du genre lberis), ou des pétales blancs,

roses ou encore violacés.
11.1.3 — Autres caracteres morphologiques

Les autres traits morphologiques caractérisant les Brassicaceae sont listés ci-apres :

- le nombre d'étamines : généralement au nombre de six (6), excepté pour les
espéces du genre Lepidium qui en possedent deux (2) a quatre (4), et pour

Megacarpeae polyandra, qui a entre huit (8) et vingt-quatre (24) étamines ;

- le type de nectaire, qui peut étre médian, latéral, ou une combinaison des
deux (selon les travaux de Davis et al., 1998, qui ont permis de déterminer
que pour certaines especes le glucose était prédominant dans le nectaire

alors que pour d'autre, le saccharose dominait) ;
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- l'ovaire en position supére ;

- l'inflorescence : généralement constituée d'une bractée racémique, parfois

d'un pseudo-corymbe apical ;

- la pollinisation strictement entomogame : le nectar étant produit a la base
des étamines, les insectes doivent buter contre les antheres desdits étamines

pour prélever ce nectar ;

- les fruits produits : bien que grandement variés, il s'agit généralement de
capsules déhiscentes bivalvées (siliques ou silicules) ; on retrouve parfois,
en fonction des especes, des fruits indéhiscents comme des pseudo-akenes

ou, plus rarement encore, des schizocarpes, des drupes etc. ;

- les taille des graines : trés variable - les plus petites graines étant celles
d'une espéce mexicaine de Mancoa (0,02 mg) et celles des especes
sahariennes de Diplotaxis, et les plus grandes celles de Megacarpaea
gigantea, mesurant entre 1,5 et 2 cm de diametre et pesant 90 mg (Al-
Shehbaz, 1984, 1986) ;

- le mode de reproduction : genéralement sexué, par le biais des graines qui
tombent prés des plants-meres ; cependant, de rares membres de la famille

des Crufiferae se prétent facilement a la multiplication végétative.

11.2 — Composition chimique des brassicacées

Beaucoup de genres appartenant a la famille des cruciféres ont été étudiés pour leur
composition chimique, particuliérement pour déterminer les variations en constituants des

huiles, des acides gras des graines et de la composition des glucosinolates.

Il a été montré que les glucosinolates (dérivés d'acides aminés, métabolites

secondaires) et les produits issus de I'hydrolyse, qui conférent aux brassicacées leur odeur et
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leur godQt caractéristiques, jouent un role important dans la défense chimique des plantes
contre les agents pathogenes, les herbivores et les adventices (Angelini et al., 1998 ; Clauss et
al., 2006).

Il a aussi été rapporté que les cruciféeres ont plus de quatre-vingt-seize (96)
glucosinolates différents, et que la majorité d'entre eux ne sont rencontrés que dans certains

genres et certaines especes (Fahey et al., 2001).
11 — Le genre Brassica

Le genre Brassica est l'un des cinquante-et-un (51) genres de la tribu des
Brassicaceae, appartenant a la famille des cruciféres. Ce genre contient nombre d'espéces qui
fournissent des racines, des tiges, des feuilles, des fleurs, des graines et des huiles

comestibles.

D'un point de vue agronomique, ce genre est le plus important, passant méme devant
les genres Raphanus (cultivé pour ses racines, comme le radis) Sinapis (utilisé pour extraire
des condiments). Selon Gomez-Campo (1980), il s'agit du genre le plus important du point de

vue économique, avec les trente-sept (37) especes qui en font partie.
I11.1 — Origine de quelques especes appartenant au genre Brassica

Selon Vaughn et al. (1976), les espéces les plus anciennes du genre Brassica sont :

- Brassica nigra (la moutarde noire), avec n = 8 chromosomes,
- Brassica oleracea (les choux), avec n = 9 chromosomes, et

- Brassica rapa (les navets) avec n = 10 chromosomes.

Les autres espéces du genre seraient toutes issues de croisements naturels entre ces
trois especes, donnant de nouvelles especes toutes amphidiploides (c'est-a-dire contenant les

materiels génétiques des deux especes entrant en jeu dans cette hybridation).

Ainsi, a titre d'exemple, la moutarde brune, Brassica juncea (n=18), serait issue du

croisement entre B. nigra et B. rapa.
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De méme, l'espéce Brassica carinata (n = 17) aurait pour origine le croisement entre

B. nigra et B. oleracea.

Enfin, le colza, ou Brassica napus (n=19), serait issu du croisement entre B. oleracea

et B. rapa.

IV — Le colza, ou Brassica napus
V.1 - Origine géographique du colza

Le centre d'origine de l'espece B. napus est incertain, mais on considérait jusqu’au
milieu des années 80 que cette espece était tres probablement d'origine euro-méditerranéenne.
Tsunoda (1981), par exemple, place la zone originelle de I’espéce en région méditerranéenne,
mais il est plus probable que cette espéce soit apparue spontanément en plusieurs endroits a la

suite de croisements spontanés entre les deux especes que sont B. rapa et B. oleracea.

On en croise en effet des formes sauvages sur les plages Suédoises, celles de Grande-
Bretagne ou encore aux Pays-Bas. Des formes naturalisées de B. napus poussent également

sur les falaises de Nouvelle-Zélande, la ou croissent a I’état sauvage B. rapa et B. oleracea.

L'étude postérieure de marqueurs nucléaires et chloroplastiques tend a prouver que le
colza est effectivement une espece amphidiploide issue de diverses hybridations
indépendantes et espacées dans le temps (Song et al., 1988 ; Song et Osborn, 1992 ; Allender
et King, 2010).

Ces mémes études ont montré que la quasi-totalité des cultivars actuels dérivent du
méme croisement entre B. oleracea (n = 9) et B. rapa (n = 10). L'amphiploidie de I'espece B.
napus lui confére donc un double jeu de matériel génétique (n = 19 chromosomes), chacun
étant issu de I’une des deux especes originelles impliquées dans I’hybridation.

On mentionne explicitement le colza oléagineux et la moutarde dans des textes
sanskrits datant de 2000 a 1500 ans avant Jésus-Christ, et dans des écrits grecs, romains et
chinois remontant aux années 500 a 200 avant notre ére (Downey et Robbelen, 1989).
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En Europe, on croit que la culture du colza a commencé au début du Moyen Age et
qu'elle est devenue commerciale aux Pays-Bas dés le XVI®™ siécle de notre ére. A cette
époque, I'huile de colza servait principalement de combustible a lampe ; plus tard, on l'a

utilisée comme lubrifiant des moteurs a vapeur.

L'huile de colza était largement utilisée comme huile comestible en Asie, mais, pour
qu'elle devienne importante en Occident, il a fallu attendre I'amélioration de sa qualité et des

techniques de transformation.
V.2 — Description de I’espéce

Plante herbacée annuelle ou bisannuelle, de 80 a 120 cm de haut en moyenne, le colza

émet une tige principale immédiatement au-dessus de sa racine pivotante.
IV.2.1 - Les feuilles

Le colza possede des feuilles vert bleuatre foncé, toutes glabres et glauques (ou portant

quelques poils épars prés de la marge), partiellement embrassantes.

Les feuilles inferieures sont lyrées-pennatipartites, alternes, pétiolées, glauques,
longues de 5 a 25 cm (allant jusqu'a 35 cm) et larges de 2 & 7 cm (pouvant aller jusqu'a 10 cm
de large). Ces feuilles possedent un large lobe terminal ovoide, entier ou denté, et des lobes

latéraux ovoides beaucoup moins larges, entiers ou dentés.

Les feuilles supérieures et médianes sont sessiles, lancéolées, ovales ou oblongues,
rétrécies au-dessus de la base, embrassantes-auriculées, glauques, & marge entiere et étalée,

longues d'environ 9 cm pour 3,5 cm de large.
IV.2.2 — Latige

Emise juste au-dessus du collet, la tige principale est fine et glabre. Sa ramification est
tres variable selon la variété considérée et les conditions du milieu ou elle pousse. Les
ramifications, toujours trés fines, prennent naissance a l'aisselle des feuilles supérieures de la

tige, et chacune se termine par une inflorescence.
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IVV.2.3 — L’inflorescence

Il s'agit d'une grappe allongée de fleurs jaunes rassemblées aux extrémités, mais ne

dépassant pas les bourgeons terminaux.

Les fleurs, bisexuées, ont une couleur allant du jaune péle au jaune d'or ; elles sont

relativement grandes (leur diamétre allant de 10 a 15 mm) et espacees (méme a la floraison).

Elles possédent quatre (4) sépales oblongs subégaux, un peu étalés, de couleur jaune-

verdatre et glabres. Les quatre (4) pétales sont obovaux, rétrécis a la base.
Les étamines, au nombre de six (6), sont ascendantes et ont des anthéres jaunes.

Les fleurs s'ouvrent successivement a partir de la base de l'inflorescence (Musil,
1950).

Les ovaires sont glabres, verts, longs de 4 a 5 mm et possedent des styles (longs de 1,7
mm) et des stigmates persistants.

1VV.2.4 — Les fruits

Ce sont des siliques glabres, longs de 4,5 a 11 cm pour une largeur de 3 a 4 mm et
posseédant un bec terminal 4 a 5 fois plus court que les valves (soit 1 a 3 cm de long environ) ;

ce sont des fruits déhiscents.
Chagque silique abrite plus d'une trentaine de graines.
IV.2.5 — Les graines

Elles sont globuleuses (1,5 & 2,5 mm de diametre), finement réticulées et brillantes (la

couleur allant du brun foncé au noir).
V.3 — Ecologie de Brassica napus

Le colza et ses ancétres sont des végétaux d'habitats perturbés. Dans les écosystemes

naturels, ces espéces sont considérées comme pionnieres car elles sont les premieres a tirer
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profit des terres perturbées, ou elles concurrencent pour l'espace les végétaux de types
semblables.

A moins qu'il ne s'agisse d'un habitat réguliérement perturbé, comme un bord de
falaise, de riviéere ou de sentier pratiqué par les animaux, les populations de ces types
végétaux finissent par étre supplantées par des espéces intermédiaires puis par les végétaux
formant le climax (comme les graminées vivaces des prairies, les arbres et les arbustes
vivaces des foréts). Cette succession végétale a lieu lorsque les perturbations de I'habitat

considéré cessent.

Dans les écosystémes aménages, notamment les bords de routes, les zones
industrielles et les terrains vagues, de méme que dans les terres cultivées, il est possible qu'en
raison de leur nature pionniére ces especes se maintiennent en populations permanentes. Leur
succes dépend donc de leur capacité a concurrencer pour l'espace les autres plantes
pionniéres, en particulier les herbes qui ont de la facilité a s'établir. Leur établissement dépend
ensuite de la mesure dans laquelle ces especes sont adaptées aux conditions (climatiques,

édaphiques et autres) particulieres a chaque lieu.

L'espéce est devenue, en Europe et en Afriqgue du Nord notamment, une crucifere
commune le long des routes et dans les terrains vagues, les terres cultivées, les ports, les

villes, les dépotoirs, les champs arables et les bords de rivieres.

De plus, comme nombre d'especes de la famille des Brassicaceae en général, et du
genre Brassica en particulier, le colza est connu pour son aptitude a extraire et a accumuler les
métaux toxiques (Marichiol et al., 2004). Les propriétés genétiques de I'espece B. napus lui
conferent en outre un rendement en biomasse élevé (Ben Ghnaya et al., 2006) de l'ordre de 23
quintaux par hectare, donnant ainsi un argument de poids pour son utilisation en tant que

plante dépolluante.



Annexe |

V — Données culturales concernant le colza

V.1 - Les principaux stades phénologiques du colza

Il existe une échelle universelle pour toutes les monocotylédones et les dicotylédones,
appelée BBCH (Biologische Bundesanstalt bunderssortenamt and CHemical industry).

Le colza est une plante possédant un cycle de vie décomposé en sept (07) phases —

chacune subdivisée en un a plusieurs stades — que sont :

- Lalevée, aussi appelée phase cotylédonaire : il s’agit des stades 00 a 09 de
I’échelle BBCH. La radicule sort de la graine, suivie par les cotylédons qui
se dirigent vers la surface du sol; dés que les cotylédons ont perce la
surface du sol, c’est la levée.

- La phase végétative avec le développement des feuilles (stades B1 a B6) : il
s’agit des stades 10 a 19 de I’échelle BBCH. Les cotylédons sont
complétement étalés ; on observe la sortie de la 1%, 2°M, ..., 6°™ feuille
étalée. La phase végétative se termine avec la formation de la rosette.

- Le repos végétatif (stade rosette ou stade C1) : il s’agit des stades 20 a 29
de I’échelle BBCH. Il y a durant cette phase début du développement des
pousses latérales ; il peut y avoir jusqu’a neuf (09) pousses latérales.

- La reprise de végétation et la montaison (stades C2 a E) : il s’agit des
stades 31 a 57 de I’échelle BBCH. Au stade 31 de cette échelle (stade C2),
les entre-nceuds sont visibles. Il y a début de I’élongation de la tige
pricipale ; un (01) entre-nceud visible, puis deux (02), puis trois (03) et
ainsi de suite. Au stade 50 (stade D1), les boutons floraux sont accolés et
restent cachés par les feuilles terminales. Au stade 53 (stade D2),
I’inflorescence principale est dégagée : les boutons floraux dépassent les
plus jeunes feuilles. Au stade 57 (stade E), les boutons sont séparés ; les
boutons floraux des inflorescences secondaires sont individuellement
visibles mais restent fermés. Puis les premiers pétales deviennent visibles

alors que les fleurs sont toujours fermées.
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- La floraison (stades F1 a G1): il s’agit des stades 61 a 69 de I’échelle
BBCH. On observe d’abord le début de floraison avec une premiére fleur
ouverte (F1) avant d’atteindre la pleine floraison. La floraison s’achéve
ensuite, puis les premiers pétales commencent a tomber : c’est la fin de la
floraison (G1)

- Le développement et le remplissage des siliques (stades G2 a G4) : il s’agit
des stades 70 a 79 de I’échelle BBCH. Les fruits du colza, appelés siliques,
commencent a se développer. Au stade 73 (G4), 30% des siliques ont
atteint leur taille finale ; nous observons a ce stade les dix (10) premieres
siliques bosselées.

- La maturité des fruits et des graines (stades 80 a 97). Il y a début de
maturation : les graines sont vertes et remplissent les siliques qui se
bossélent. A maturation compléte, presque toutes les siliques sont a

maturité : les graines sont alors noires et dures. La récolte peut avoir lieu.
V.2 — Sensibilité du colza aux différents stades :

Les plants de colza sont sensibles a différents problemes lors de leurs divers stades de

vie. Les principaux sont les suivants :

- Levée : sensibilité aux limaces.

- Phase végétative jusqu’au stade rosette : sensibilité aux insectes (petite
altise, puceron, piéride et charancon du bourgeon terminal). A partir du
stade 30 et jusqu’au stade 39, il y a sensibilité au phoma.

- Reprise de végétation : sensibilité aux charancons de la tige, aux piérides,
aux méligéthes et aux pucerons cendrés (jusqu’a la formation des siliques).

- Début de floraison: sensibilit¢ aux charangons des siliques et aux
cecidomyies, ainsi qu’au sclérotinia.

- Remplissage des siliques : sensibilité a I’oidium.
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Teneurs naturelles de quelques métaux et métalloides dans les sols

francais, et nature des apports anthropiques (en mg.kg™).

Teneurs naturelles en éléments Nature des apports
traces dans les sols anthropiques
2
5 2 | 2
S 2 8 g .
s B T g 2 &
Valeurs = g & £ 8 =2
Concentration extrémes gl 2| 5 g & E£
2 =i = = o ) g
moyenne dans la relevées 2l o E & g4 3
croiite terrestre dans les % ': § | *qé =
roches 2 & Z ';E g £
El B S « < <
S § < €
<5 o
el = 2
a S
<
Cadmium (Cd) 0,2 46 X X | X
Cobalt (Co) 23 100-200 X | X
Chrome (Cr) 100-200 1500-3000 X | X
Cuivre (Cu) 45-70 80 -150 X | X | X
Nickel (Ni) 80 2000 X
Plomb (Pb) 13-16 30 X | X[ X[ X | XX
Zinc (Zn) 70-132 120 X | X | X | X

Source : Baize, D. (1997). Teneurs totales en ¢léments traces métalliques dans les sols

de France, Inra Editions, 408 p.
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Distribution des éléments dans la croiite terrestre exprimée en ppm

selon Wedepohl et Turkerian, 1962.
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The argon and helium contents of rocks will vary with their age owing to the effect of
radicactive decay.
The estimated

wchm(inncrmal‘mck}:ﬂe.ﬁ: 1075

rare-gas of ig
Ne, 7.7 % 107% A, 2.2 2 1075 Kr, 4.2 x 10-%; Xe, 3.4 ¢ 10~
C: These elements do not occur naturally in the Earth's crust.
D: The data for these elements are missing or unreliable.
dicacti lides in the decay schemes of U and Th.
of neutron capture by uranium.,

E: All these el
F: These el

present as

ocour anly a5 a q
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