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Introduction

Les vers de terre, I'un des groupes dominant des macro-invertébrés du sol
dans plusieurs écosystemes terrestres représentant prés de 80% de la biomasse du
sol, ils sont identifiés comme étant des ingénieures de I'écosystéme pour leurs effets
a long terme sur les propriétés physiques, chimiques et biologiques du sol [Edwards
and Bohlen, 1996; Blouin et al., 2013, Bityutskii, 2016]. Dus a Leur contact
permanent et leur forte interaction avec le sol, les vers de terre peuvent étre
profondément affectés par la pollution des sols et accumulés les contaminants dans
leur corps, ses caractéristiques entre autres, on permet leur utilisation comme des
organismes indicateurs de la contamination du sol. [Lanno et al., 2004; Xiao et al.,
2006].

Les vers de terre peuvent bioconcentrer certains produits chimiques en faisant
intervenir des mécanismes d'absorption sélective et d'excrétion, qui varient suivant
les espéces de vers et les familles de produits chimiques. Les effets toxiques d'un
grand nombre de substances chimiques, ainsi que I'analyse de leur absorption et de
leur métabolisme ont été répertoriés par Edwards & Bohlen [1992], qui soulignent
I'intérét des vers de terre dans la biosurveillance de la qualité des sols [De Vaufleury
et al., 2013].

Les activités anthropiques sont a l'origine de la contamination des sols par
divers composants organiques et inorganiques. Les métaux lourds produits par les
activités industrielles, I'agriculture et le trafic routier ont atteint des niveaux élevés
dans le sol , voir toxiques pour certains, dans de nombreuses ragions [Ha et al,
2011;. Jiang et al., 2012 ; Adriano, 2001 ; Alkorta et al., 2004]. Parmi les métaux
lourds dont les niveaux dans le sol regoivent une grande attention en raison de leurs
effets toxicologiques aigus et chroniques sur les plantes et les animaux : le cuivre
(Cu), le zinc (Zn), le plomb (Pb), et le cadmium (Cd) [Cheng et Wong 2002 ; Li, M. et
al, 2009;. Li, NY et al, 2009].

Le Plomb (Pb) est lI'un des métaux lourds les plus toxiques provoquant la

contamination de I'environnement. Il est généralement plus abondant dans les
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horizons de surface que dans des horizons plus profonds. Cela peut étre une cause
naturelle, mais elle est considérablement augmentée par les contaminations

anthropiques atteignant le sol par la surface [Baize, 1997].

Des taux excessifs de plomb sont toxiques ou nocif, méme a faible
concentration pour de nombreux organismes vivants [Uzu, 2009], dans le sol il inhibe
la croissance normale de la plante, perturbe I'équilibre de I'écosystéme et a un
impact extrémement négatif sur I'environnement écologique et la santé humaine
[Mishra et al., 2006; Zeng et al., 2006].

Plusieurs études ont été mené en utilisant I'association (plante/vers de terre)
pour la décontamination des sols ; les vers de terre augmentent la disponibilité des
meétaux lourds dans certaines situations et aider a maintenir la structure et la qualité
du sol. L'introduction des vers de terre dans les sols contaminés par des métaux a
eté suggéré comme une aide pour les processus de phytoremédiation [A. Lemtiri, et
al., 2016. Jusselme et al., 2012].

L'objectif principal de cette étude est (1) d’étudier la capacité des vers de terre a
accumuler le plomb et (2) I'impact de ces derniers sur la phytoextraction des métaux

lourds par la plante (l'orge) et (3) sur le sol.

Pour atteindre ces objectifs, une expérimentation sous conditions contrélées a été
menée avec la plante hyperaccumulatrice (Hordeum vulgare L.) et les vers de terre
(Lumbricus sp) dans un sol contaminé par I'ajout d’'une solution de Pb a différentes

concentrations.

Les résultats obtenus sont présentés dans cette thése articulés autour de 3 parties :

e Une synthése bibliographique qui retrace les connaissances actuelles sur les
métaux lourds dans le sol, sur les techniques de dépollutions, et sur les
macro-invertébrées (vers de terre).

e Une partie matériel et méthode ou sont décrits le matériel biologique utilisé, le

protocole expérimental et les techniques d’analyse.
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e La troisiéme partie présente les résultats obtenus et la discussion dans les 6

chapitres :

Chapitre 1: Rétention du plomb par le sol

Chapitre 2 : Effet de I'activité des vers de terre sur le sol

Chapitre 3 : Phytoextraction du plomb par Hordeum vulgare en conditions contrélées
Chapitre 4: Bioaccumulation du plomb par les vers de terre

Chapitre 5 :L’association Hordeum vulgare —Lumbricus sp et 'accumulation du plomb
Chapitre 6 : Effet du plomb sur la biomasse des vers de terre

Chapitre 7 : Effet de l'interaction plante / vers de terre sur la bioremédiation du plomb
- Une étude des relations entre les caracteristiques du sol et la bioaccumulation du
plomb par les deux organismes par l'analyse canonique des correspondances fait

I'objet d’une conclusion de la discussion.

Nous concluons ce travail par une conclusion générale.
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. Les Métaux Lourds

.1. Définition des Métaux Lourds

L’expression « métal lourd » désigne des métaux de numéros atomiques
élevés, de densité supérieure ou égale a 5 g.cm-3 et qui forment des sulfures
insolubles. Ces éléments sont aussi de facon plus scientifique souvent appelés
éléments traces métalliques (ETM). Le cadmium (Cd), le plomb (Pb), le cuivre (Cu),
le manganése (Mn), le cobalt (Co), le chrome (Cr), le mercure (Hg), le nickel (Ni) et le
zinc (Zn) sont des ETM tres souvent rencontrés dans I'environnement, et plus
particulierement en milieux urbain [Almasoud et al. 2014; McBride et al. 2014].
D’autres éléments comme l'arsenic (As) ont des propriétés proches des métaux et

sont nommeés meétalloides.

I.2. Les métaux lourds dans I'environnement et le sol

La lithosphére se compose a 99% de 10 éléments (O, Si, Al, Fe, Ca, Na, K,
Mg, Ti et P). Le terme "éléments traces" (ET) désigne tous les autres éléments,
métaux et non métaux (As), présents a I'état de traces (<0,1%) dans la crodte
terrestre. Les métaux sont naturellement présents en proportions diverses dans tous
les compartiments de la biosphére, incluant les étres vivants. Certains de ces
éléments, comme le zinc, le cuivre et l'arsenic, sont méme indispensables aux
végeétaux et animaux a faible dose.

Durant des siécles, les teneurs en métaux dans le milieu naturel ont peu varié,
mais avec l'avenement de I'ére industrielle, les activités humaines sont devenues une
nouvelle source d'émission de métaux, les concentrant dans I'air [Nriagu, 1989], I'eau
[Stumm et Morgan, 1996] et les sols [Alloway, 1995 a ; Baize, 1997], et représentent
un risque de contamination de la faune et la flore. Les sols constituent naturellement
les réceptacles de tous les polluants métalliques (et organiques). Les métaux y sont
plus ou moins fortement fixés sur les constituants secondaires des sols (argiles,
oxydes et hydroxydes (Fe, Mn, Al), matiere organique).

La toxicité des métaux dépend évidemment de leur teneur dans le milieu, mais
surtout de leur spéciation ou leur forme chimique, qui est elle-méme conditionnée par
les caractéristiques physico-chimiques et minéralogiques du milieu. En effet, c’est la

spéciation qui gouverne la mobilité et la biodisponibilité d'un élément, c’est-a-dire son
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aptitude a passer d'un compartiment quelconque du sol a un étre vivant (bactérie,
végétal, animal, homme) [Baize, 1997].

Les éléments en traces métalliques (ETM) peuvent étre des métaux (Pb, Zn,
Cu etc...), des métalloides (As, B, Se) ou des non métaux (N, F, ClI, Br), ils sont
naturellement présents dans les sols en faibles quantités inférieure a 0.1% [Baize,
1997]. Le terme métaux lourds regroupe les 65 éléments traces pouvant avoir un
caractére polluant avec des effets toxiques pour les organismes végétaux et
animaux.

Dans les études environnementales, le terme est souvent associé au
qualificatif de toxique en omettant de signaler qu’en faibles concentrations certains
ETM sont des nutriments indispensables pour les étres vivants. Les ETM sont en
partie libérés lors de laltération de la roche meére et constituent le pool endogéne
appelé fond pédogéochimique : concentration naturelle d’une substance dans un
horizon de sol, résultant de I'évolution géologique et pédologique, a I'exclusion de
tout apport d’origine anthropique [Baize, 1997]. Un second pool, plus ou moins
important selon la situation géographique, issu d’apports exogénes provient
essentiellement de I'activité humaine

» de fagon diffuse, émis par l'activité industrielle, les moyens de transport et
amené par voie atmosphérique, ou

> localement soit de fagon ponctuelle par l'apport de déchets contaminés
(pollution souvent aigué), soit de fagon répétée et cumulative par l'activité
agricole [Godin et al., 1985].
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Figure 1: Sources des éléments traces métalliques dans les sols. [D’aprés
Robert et Juste, 1999].

1.3. Origine de la pollution par les métaux lourds

Les sols contiennent naturellement des métaux, héritage de I'érosion de la
roche meére et des retombées atmosphériques naturelles provenant du volcanisme.
Le terme "fond géochimique" est souvent employé pour désigner la concentration en
métaux d'origine naturelle que I'on mesure dans les sols et les sédiments. Le fond
geéochimique dépend principalement de la composition de la roche mere [Baize,
2000].

L’'industrie métallurgique des métaux a été largement développée dans le
monde [Thiry et Van Oort, 1999]. Les métaux exploités sont principalement présents
dans le minerai sous forme de sulfures, tels que la sphalérite (ZnS) et la galéne
(PbS), qui contiennent en impureté de nombreux autres métaux (Cd, Cu, et Ag entre

autres) et non métaux (principalement As).

Cette exploitation a généré de grandes quantités de scories et de débris de
creusets, souvent encore tres riches en métaux, qui étaient stockés a l'air libre et
sans précautions, conduisant a une contamination directe du site. Ces déchets sont

issus des procédés d’extraction mis en ceuvre, qui ont des rendements souvent
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faibles. Plus de 30 minéraux métalliféres ont été identifiés dans des remblais issus
de l'activité métallurgique, parmi lesquels des sulfures (Zn, Pb, Cd, Fe, Cu), de la
franklinite (ZnFe,O4), de la magnétite-Zn ([Zn,Fe]Fe204) (Juillot, 1998), de la gahnite
(ZnAl20y4), de la zincite (ZnO) et de la willémite (Zn,SiO,4) [Thiry et Van Oort, 1999].
Les cheminées des fonderies ont également dégagé des poussiéres riches en
meétaux dans I'atmosphere. Leurs émissions, ainsi que la dispersion éolienne des
scories, font des retombées atmosphériques la principale source de contamination

des sols et des sédiments environnant les fonderies [Buatier et al., 2001].

Les eaux naturelles ayant ruisselées sur les déchets miniers sont
généralement trés acides et riches en métaux, ce qui peut contribuer a la
contamination des sédiments [Fajtl et al., 2002]. En plus d’'une contamination du
milieu en métaux, certains procédés d’extraction des métaux qui oxydent les sulfures
dégagent de grandes quantités de dioxyde de soufre (SO;) dans I'atmosphére. Ce
gaz peut se répandre sur de vastes étendus et acidifier les sols [Alloway, 1995b], ce

qui peut accroitre la mobilité des métaux en cas de contamination de ces milieux.

De nombreux fertilisants organiques et minéraux employés en agriculture

contiennent des métaux pouvant engendrer divers types de pollutions :

- Les fumiers, et particulierement les déjections de porcs et de volailles, contiennent
principalement du zinc et cuivre. En 1980, au Royaume-Uni, la teneur moyenne de
ces fumures était respectivement de 600 mg.kg-1 et 870 mg.kg-1, pour le zinc et le
cuivre [Alloway, 1995Db].

- Les boues urbaines qui proviennent du traitement des eaux usées contiennent du
zinc, du plomb, du cuivre, du chrome, et du cadmium. Malgré une nette amélioration
de la qualité de ces boues depuis une dizaine d'années, leurs teneurs en métaux

sont estimées trop élevées pour leur valorisation agricole [Baize, 1997].

- Les engrais a base de chaux peuvent s’avérer riches en plomb, et dans une
moindre mesure en zinc, cuivre et cadmium. Les engrais phosphatés contiennent
également ces métaux, avec, dans le cas des engrais naturels phosphatés, des
teneurs en cadmium qui peuvent s’avérer importantes (jusqu’a 170 ppm), selon leur

provenance géographique.
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- Les pesticides sont également riches en métaux (Cu, As, Hg, Pb, Zn), comme
I'arsenate de plomb (PbHAsO4), qui a longtemps été employé. Les sels de cuivre
employés comme traitement fongicide sont a I'origine de la contamination en cuivre

dans de nombreux sols de vignobles [Chaignon, 2001].

Parmi les autres sources anthropiques on peut également citer les activités
industrielles (électronique, peinture, traitement de surfaces...), domestiques et
urbaines (combustion des énergies fossiles, décharges, rejet des eaux usées), et

militaires.

I.4. Contamination et pollution des sols par les métaux lourds

La contamination se produit lors de 'augmentation de la concentration d’'un
élément dans I'’environnement, au-dela des valeurs habituellement rencontrées, sans
préjuger de la modification de qualité qui peut en résulter [Alloway, 1997] et de
pollution en cas d’accumulation en quantité telle que sa présence peut présenter un
danger pour les étres vivants ou compromettre I'usage qui est fait habituellement de
'environnement [Juste et al., 1988]. En termes de réglementations des teneurs
maximales autorisées en métaux potentiellement toxiques dans les sols, les normes
internationales ne tient compte que des valeurs totales en métaux, qui ne sont le plus
souvent pas révélatrices des véritables propriétés de mobilité et de biodisponibilité

des éléments traces dans les sols [Baize, 2002].

Le sol constitue une interface entre la roche, I'atmosphére et 'hydrosphére. I
s’est formé a partir des roches et comprend des constituants secondaires minéraux
ou organiques dotés de propriétés spécifiques. Les éléments traces métalliques
présents dans les roches, se concentrent au cours de la pédogenése dans certains
horizons et constituent des stocks, appelés fonds pédogéochimiques, qui préexistent
dans le profil avant toute intervention humaine. D’aprés [Baize, 1997], le fond
pédogéochimique naturel local résulte de phénoménes naturels géologiques et
pédologiques. Les teneurs en métaux lourds des fonds pédogéochimiques peuvent

étre extrémement variables d’un sol a I'autre (Tableau 1).
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Tableau 1: Fond géochimique naturel des métaux lourds couramment observés

dans les sols en France [Baize. 1997].

Eléments Cd Co Cr Cu Ni Pb Zn Mn Fe

Concentrations moyennes dans 0.4 17.1 75.0 14.9 41.3 64.8 149 1585 3.6
les sols frangais (mg kg™ MS)

Il est indispensable de différencier la part des éléments traces métalliques qui
est naturelle (géogene), constituant le fond pédogéochimique local, de celle qui
résulte de contaminations d’origine humaine (anthropogéne). Les métaux provenant
d’apports anthropiques sont présents sous des formes chimiques assez réactives et
entrainent de ce fait des risques trés supérieurs aux métaux d’origine naturelle qui

sont le plus souvent immobilisés sous des formes relativement inertes.

D’aprés Juste cité dans [Baize, 1997], « contamination » doit étre employée
pour les sols lorsqu’il y a des apports anthropiques importants mais sans effet
apparent pour I'environnement. Par contre, il préconise le terme « pollution » lorsque
des apports liés a des activités humaines ont des effets négatifs visibles sur

I'’environnement.

A la notion de contamination on peut associer deux idées :
- un accroissement des teneurs suite aux activités humaines, locales ou générales
- et un accroissement du risque de nuire aux fonctions des sols naturels.
Pour [Ramade, 1993], le contaminant est un polluant présent a des quantités
décelables dans I'environnement. Pour [Riviere, 1998], le polluant est défini comme
un élément dangereux susceptible de présenter un risque pour les milieux et les
organismes vivants.

Les termes « polluant » et « contaminant » sont la plupart du temps
synonymes, et dans la suite de ce mémoire, on emploiera indifferemment I'un ou
'autre.

Enfin, il faut apprendre a gérer les sols sur le moyen et le long terme, qui
comme l'eau, font partie du patrimoine national. Des normes fixant les teneurs limites
en métaux lourds dans les sols ont été définies dans divers pays: Allemagne, Pays

Bas, Suisse, Canada (Tableau 2).
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Tableau 2: Normes internationales pour la contamination des sols en éléments

traces métalliques en ppm. [cité in Zerrouki, 2014]

Valeurs seuils en ppm
ETM Directive Arrété de 8 Projet de révision d(e2 (l)a(l) g;rectwe européenne
86/278/EEC | Javier 1998 5<pH<6 6<pH<7 7<pH
Pb 502300 100 70 70 100
Zn 150 a 300 300 60 150 200
Cu 10 a 20 50 0,3 0,8 11

I.5. Cycle des métaux dans les sols

Les métaux géogénes sont initialement présents dans les minéraux
constitutifs de la roche meére. lIs se retrouvent dans le sol aprés altération météorique
de la roche mére. Cette altération libére des minéraux primaires qui, en s’altérant,
vont former des minéraux secondaires et alimenter en partie la solution de sol. Les
minéraux secondaires, minéraux de transformation ou de néogénése, et la matiére
organique qui se forme dans les sols par minéralisation et transformation aprés mort
et décomposition d'organismes vivants, peuvent sorber les métaux présents en
solution. Ces surfaces constituent donc des sources mais également des puits de
métaux. Cet équilibre dynamique constitue le cycle géogene des métaux. Si on
considére le sol comme un compartiment unique, les sorties se feront d’'une part vers
les plantes qui vont stocker temporairement des métaux et d’autre part vers les
aquiféres souterrains via les eaux de drainage, ce qui constitue une perte nette de
metaux pour le systeme [Barbante et al., 2004]. A ce cycle vient s’ajouter une entrée
atmosphérique via les pluies et les retombées éoliennes séches. Il a en effet été
démontré que toute surface terrestre recevait une contamination diffuse, y compris
les milieux naturel a priori les mieux préservés (Antarctique, glaciers, foréts, etc.)
[Gabrielli et al., 2005]. En effet, une partie de ces retombées a une origine naturelle :
cendres volcaniques, émissions biogéniques, feux de foréts [Nriagu and Becker,
2004]. On estime que 68% du plomb et 40% du cadmium qui s’accumulent dans les
sols proviendraient des retombées atmosphériques diffuses alors que seulement 1%

du plomb et 2% du cadmium proviendraient de l'utilisation d’engrais [Miquel, 2001].
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1.6. Distribution des métaux lourds dans le sol

La distribution spatiale des ETM dans les sols n’est pas uniforme [Meuli et al.,
1998], elle peut varier a I'échelle microscopique ou macroscopique, méme lorsque
les sources diffuses et les dépdts sont homogénes, les hétérogénéités des
processus du sol sont telles qu’ils induisent des variations dans les concentrations
[Atteia et al., 1994].

La toxicité des métaux ne dépend pas uniquement de la concentration totale
mais aussi de leur réactivité et mobilité avec les autres composants de I'écosystéme.
De nombreux auteurs classent cette réactivité selon 'ordre Ni>Zn>Cu>Pb [Kabala et
Szerszen, 2002].

De maniére générale, la mobilité des métaux augmente avec Il'acidité du
milieu [Kabala and Szerszen, 2002]. Cependant certains composants des sols
peuvent jouer un rble tampon vis a vis de cette mobilité. Ainsi les silicates,
carbonates, phosphates, oxydes, argiles et matiéres organiques peuvent contribuer a
la rétention des métaux. En effet le pH influence la CEC et la nature et la
décomposition des matieres organiques via la faune et la flore du sol. Les
constituants du sol ainsi modifiés vont voir augmenter ou diminuer la capacité de
complexation des éléments et ainsi la mobilité et biodisponibilité des ETM [Sauvé et
McBride, 1998]. Cependant les métaux sont plus ou moins sensibles aux différents

parametres [McBride et al., 1997].

La distribution verticale des métaux dépendante de I'environnement physico-
chimique de I'élément et de son mode de transport. On retrouve cependant certaines
distributions caractéristiques pour les sols soumis aux phénoménes de pollution
atmosphérique, avec de fortes accumulations en surface et une décroissance rapide
de la pollution avec la profondeur [Sterckeman et al., 2000; Sterckeman et al., 2002;
van Oort et al., 2002].

Les processus chimiques les plus importants affectant le devenir et la mobilité
des éléments traces métalliques dans les sols, sont les transferts de la phase solide

vers la phase liquide et inversement.
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Plusieurs mécanismes physico-chimiques interviennent au cours de ces
transferts : 'échange ionique (ou adsorption non spécifique), 'adsorption spécifique
(complexation de surface) sur les phases minérales, la complexation avec la matiére
organique et la précipitation et co-précipitation (Figure 2). La solubilité des métaux

lourds dépend de leur réactivité a l'interface solide-liquide.

Echangeables sur Dans les réseaux

argile et M.O. / cristallins des nunéraux
7 P T . A s it
Echange ionigue \ / Adsorption spécifique

Iétaux dans

solution de sol :

solubles, colloidausx.
particulaires

Adsorbés sur V % Complexés ou mnclus

oxvdes/hvdroxydes de Fe, Al dans les molécules

Ivn organiques
Frécipitation, co-précipitation Complexation M.O.

Figure 2: Différentes formes et mécanismes de fixation des éléments traces

métalliques dans les sols [Mason et al., 1999].

Les principaux constituants des sols susceptibles de fixer les éléments traces
métalliques sont les argiles, les carbonates, la silice, les (hydr)oxydes de métaux
principalement ceux de fer ou de manganése et la matiére organique. Les processus
physico-chimiques de rétention peuvent intervenir simultanément avec une plus ou
moins grande importance sur linteraction totale entre les contaminants et les
constituants du sol. Selon les conditions physico-chimiques du milieu un processus
peut étre prédominant, par rapport aux autres, mais il n’est jamais seul et il est
souvent difficile pour les milieux complexes tels que les sols de déterminer quels

mécanismes sont a l'origine de la fixation sur le sol [Singh et Steinness, 1994].

l.7. Rétention des métaux lourds dans le sol

Les métaux lourds ont une affinité plus ou moins grande vis-a-vis des matiéres
en suspension (MES). De maniére générale, ils sont plus facilement retenus par les
particules de petite taille [Colandini, 1997]. La granulométrie des particules en

12
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suspension, mais aussi celle du sol a donc une réelle importance. De plus, elles
participent au colmatage du sol et donc a la diminution de la porosité, qui a une
influence directe notamment sur la cinétique d’infiltration et sur la filtration
mécanique. Leur transport a travers le sol se fera donc par lessivage ou lixiviation
selon qu’ils se trouvent sous forme particulaire ou dissoute. Les proportions de métal
adsorbé aux matiéres en suspension varient fortement d’'une observation a l'autre.
Ainsi, la quantité de cadmium associée aux particules en suspension varie entre 10
et 100%, cette variation est de 30 a 100% pour le zinc. Seul, le plomb présent un
comportement relativement homogéne d’une étude a l'autre et son taux de fixation
aux particules en suspension semble étre compris entre 80 et 100%. D’aprés
Chebbo [1992], la fraction dissoute des métaux tels que Zn, Pb, Cd, Cu, dans les

eaux de ruissellement pluvial, ne représenterait pas plus de 5% de la quantité totale.

La présence de particules en suspension ne suffit pas a prévoir la fraction
dissoute des métaux lourds. En fait et étant donné le caractére arbitraire de la
différenciation entre la fraction dissoute et particulaire (en deca de 0,45 ym les
composés sont considérés comme dissous), la répartition granulométrique des
particules sur lesquelles peuvent étre fixés les métaux et la comparaison a la
porosité du sol récepteur nous informera sur la capacité de filtration mécanique du
sol plus que ne le ferait la répartition entre les fractions dissoute et particulaire. Ce
qui ne sera pas retenu mécaniquement pourra éventuellement circuler sous forme
particulaire, colloidale ou dissoute, ou étre retenu par des processus physico-

chimiques.

Cependant, la rétention des métaux qu’elle soit mécanique (par filtration des
particules) ou physico-chimique ne peut pas étre considérée comme définitive. En
effet, méme s’ils sont liés aux particules de la matrice solide, les métaux peuvent étre
remobilisés et a nouveau transportés lors de variation des conditions physico-
chimiques du milieu environnementales. La rétention des meétaux lourds par les
particules doit étre corrélée aux conditions physico-chimiques du milieu (pH), qui
déterminent la forme chimique des éléments mais aussi a la composition (minérale

ou organique) et a la granulométrie des particules mises en jeu.
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Les métaux lourds peuvent étre liés aux particules par différents mécanismes.
La plupart des schémas d’extraction distinguent cinq fractions :

- La fraction échangeable regroupe les métaux adsorbés physiquement
(adsorption non spécifique) facilement re-mobilisable par échange d’ions.

- La fraction acido-soluble liée aux carbonates.

- La fraction réductible liée a des oxydes métalliques (Fe, Mn, Al).

- La fraction oxydable (ou organique) regroupe les métaux liés a la matiére
organique.Lorsque cette matiére organique (en milieu oxydant) est dégradée,
les métaux sont alors relargués.

- La fraction résiduelle qui représente les métaux faisant partie intégrante de la

matrice solide, ils sont difficilement remobilisables.

D’aprés Colandini [1997], la proportion de métaux lourds remobilisables lors d’'une
variation des conditions physico-chimiques se situe entre 80 et 90%. Le risque de
relargage du cadmium est plus élevé que celui du zinc. Le plomb et le cuivre
présentent un risque de relargage équivalent, un peu plus faible que celui des deux
autres métaux. Finalement, la contamination des eaux souterraines par les métaux
lourds n’incombe pas uniquement a la fraction dissoute des métaux contenus dans
les eaux de ruissellement pluvial mais aussi, et principalement, au relargage éventuel
lors d’'un changement des conditions environnementales du milieu. Plutét que de
s’intéresser a la rétention des éléments traces dans le sol, il serait plus judicieux,
d’'un point de vue écologique de s’intéresser a leur relargage éventuel. La plupart des
autres s’accordent a dire que des facteurs tels que le pH, la CEC, la teneur et la
qualité de 'humus et la teneur en argile sont des paramétres qui affectent la mobilité
des métaux lourds. C’est en cela que leurs variations peuvent représenter un sérieux

probléme de contamination notamment de la flore [Bielek, 1998].

1.8. Les métaux lourds : oligoéléments ou éléments toxiques

Si certains éléments métalliques ou oligo-éléments (Fe, Mn, Zn, Cu, Mo, Ni),
présents a I'état de traces, sont essentiels pour 'organisme, I'accroissement de leur
concentration peut représenter un danger pour les étres vivants. Les autres éléments
sont neutres ou toxiques [Marschner, 1995]. A cette catégorie appartiennent

différents éléments, dont la présence est fortement aggravée par les activités
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humaines dans I'environnement, tels le plomb, le mercure, le cadmium... [Adriano,
2001 ; Alkorta et al., 2004]. A I'exception du mercure (27,5 %), pour les autres
éléments, I'émission anthropogénique dépasse I'émission naturelle. Le facteur
d’interférence atmosphérique (FIA) qui définit le rapport de ces deux émissions est
par exemple de 34 583 % pour le Pb et de 1 897 % pour Cd.

1.9. Pollution par le Plomb (Pb)

Le plomb est naturellement présent en moyenne a 0,002% dans la crolte
terrestre (36° élément de la crolte terrestre), généralement sous forme peu soluble.
Des dérivés inorganiques sont présents dans les eaux, les sédiments, les sols,
'atmosphére et éventuellement en micro-traces chez les organismes vivants. Les
sols non contaminés contiendraient de 10 a 30 mg.kg-1 [Nriagu, 1978 ; Baize, 2002].

Son origine dans les sols étant liée a sa présence dans la roche mére. Ceci
peut cependant conduire parfois a des teneurs sensiblement plus élevées dans
certains gisements. Mais, ce sont surtout les dépb6ts continus de métaux et
métalloides par les activités humaines qui ont conduit a leur accumulation dans les
différents compartiments de I'environnement. Ceci surtout au voisinage des centres

urbains et industriels, mais également dans des zones plus reculées [Cecchi,. 2008]

Dans le sol, le Pb peut se retrouver sous forme ionique, dissoute, ou liée plus
ou moins fortement aux particules [Raskin et Ensley, 2000]. L’accumulation de Pb,
provenant des retombées atmosphériques, ou de déchets contaminés déposés sur le
sol, se fait principalement dans les horizons de surface [Steckeman et al., 2000 cité
in Huynh T.M.D., 2009] et plus précisément dans les horizons riches en matiere
organique. Les teneurs en Pb diminuent, ensuite, plus en profondeur [Abreu et al.,
1998 cité in Huynh T.M.D., 2009]. Ceci s’explique par le fait que le Pb est peu
mobile. Etant principalement associé aux argiles, aux oxydes, aux hydroxydes de fer
et a la matiére organique, il n’est mobile que lorsqu’il forme des complexes
organiques solubles et/ou que le sol a dépassé sa capacité d’absorption pour le Pb
[Morlot, 1996 ; Raskin et Ensley, 2000]. Les principales sources de contamination en

Pb sont les rejets anthropiques.
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lls proviennent principalement des industriels qui extraient et purifient le Pb naturel et
qui recyclent les composants contenant du Pb comme les batteries et du trafic

routier.
1.9. 1. Propriétés fondamentales du plomb

Le plomb existe sous trois formes essentielles : le plomb dissous, le plomb
colloidal et le plomb particulaire:

e Sous forme dissoute, les espéces dominantes dans I'eau sont PbCO3, PbCl,
ou PbCI*. Cette répartition ne prend pas en compte la matiére organique
dissoute et le fait que le plomb, dans 'eau, se trouverait essentiellement sous
forme de complexes organiques labiles. De méme que pour le mercure, le
plomb peut étre méthyle par les bactéries dans les sédiments, mais ce
phénomeéne revét une moindre importance.

e Aussi, le plomb présente une forte affinité pour la matiére particulaire. A peine
10 % du plomb se trouve sous cette forme dans 'eau. L’adsorption du plomb
sur la matiére particulaire est fonction du pH et augmente avec ce dernier
[Chiffoleau et al, 2001].

1.9.2. Toxicité du plomb

Les doses létales du plomb, sous la forme de sel minéral, sont souvent
supérieures & sa limite de solubilité dans 'eau de mer, c’est & dire 4 mg.L™". Le plomb
inorganique peut donc étre considéré comme toxique (Concentration létale de 1 a
10 mg.L™") ou modérément toxique (concentration Iétale de 10 a8 100 mg.L™).

Des effets sur la croissance de certaines espéces phytoplanctoniques ont été
marqués a partir de 0.5 ug.L™". Les invertébrés marins aux stades embryonnaires
sont plus sensibles que les adultes. L’effet toxique du plomb peut se traduire par une

compétition avec des métaux essentiels.

Chez 'homme le saturnisme désigne I'ensemble des manifestations de
l'intoxication humaine par le plomb. Ses principaux organes cibles sont le systéme
nerveux, les reins et le sang. Cette maladie se caractérise par une anémie et une

perturbation du métabolisme par compétition avec les ions Ca?".
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Le plomb s’accumule dans note organisme, principalement dans les os, les
dents, les cheveux, le foie, le cerveau et la moelle osseuse. Il bloque ainsi la
synthése de 'hémoglobine : suite au blocage de certaines réactions biochimiques.

Il augmente le fer sérique suite au blocage de I'héme-synthétase. Le malade
peut présenter des troubles abdominaux (colique de plomb) et des paralysies

musculaires (Hypotonie) [Marchand et Kantin, 1997].

Le plomb affecte la croissance et la morphogénése des plantes, en perturbant
de trés nombreux mécanismes physiologiques. Il inhibe fortement la germination et la
croissance des plantes, entrainant la formation de plantes de taille réduite. Le plomb
affecte considérablement la morphologie des racines, en diminuant la taille des
racines primaires ainsi qu’en réduisant le nombre de racines secondaires. L’inhibition
de la division et de I'élongation cellulaire sont les phénoménes les plus souvent
reportés pour expliquer ces effets du plomb sur les racines [Seregin et Ivanov, 2001 ;
Malkwoski et al, 2002 ; Patra et al., 2004 ; Kopittke et al., 2007].

Les concentrations en plomb toxiques pour les végétaux varient
considérablement selon les études. Cette toxicité dépend fortement des interactions
du plomb avec les espéces végétales considérées, mais également du mode de
culture et des facteurs environnementaux. Les travaux de Rooney et al. [1999] ont
montré que pour des concentrations extractibles a 'EDTA (Acide Ethylene Diamine
Tétracétique) dans un sol atteignant 800 mg.kg-1, la croissance du Raygrass n’était
pas affectée. Paivoke [2002], quant a lui a montré que la toxicité du plomb vis-a-vis
du pois dépendait fortement de I'dge de la plante en plus de la concentration en
plomb dans le sol. Cependant, il reporte des effets néfastes sur la croissance des
plantes pour des concentrations en plomb inférieures a 500 mg.kg-1. Liu et al. [2003]
ont démontré que la sensibilité ou la tolérance des plantes au plomb était cultivar-
dépendante ; la toxicité du plomb dépend fortement du comportement des plantes

vis-a-vis de ce métal.
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ll. Techniques de dépollution

Les nombreux cas de pollution par les métaux lourds générent autant de site
contaminés qu’il faut réhabiliter. Les méthodes physico-chimiques de dépollution de
ces sites utilisées in situ et ex situ présentent I'inconvénient d’étre colteuses et
lourdes a mettre en oeuvre [Gadd, 2000 ; Raskin et al., 1994 ; Salt et al., 1995]. De
plus, elles perturbent fortement I'activité biologique des sols et altérent leur structure
physique. Le besoin de nouvelles techniques économiquement compétitives et
pouvant préserver les caractéristiques du sol s’est fait sentir et l'utilisation des

biotechnologies s’est avérée étre une alternative intéressante.

II-1. Bioremédiation

11-1.1. Définition de la bioremédiation

La bioremédiation est une option qui offre la possibilité de détruire ou de
rendre moins toxiques les polluants, en utilisant des activités biologiques naturelles.
En tant que tel, elle utilise des techniques relativement peu colteuses et a faible
technologie,qui ont généralement une grande acceptation du public et peuvent

souvent étre effectuées sur le site. [M Vidali .2001].

L’emploi de procédés biologiques pour éliminer les polluants industriels qui
contaminent le cycle biogéochimique des substances naturelles, est une option
avantageuse pour diminuer la pression exercée sur [I'environnement. La
bioremédiation consiste a utiliser des systémes biologiques pour réduire le niveau de
pollution présents dans l'air, 'eau ou le sol. Ce sont des microorganismes ou des
plantes qui sont normalement utilisés comme systémes biologiques. Le plus souvent
on choisit de mener les opérations de bioremédiation en laissant faire les

biodégradations a des microorganismes. [Abdelly C, 2007]

1I-1.2. Principe de la bioremédiation

Le procédé de la bioremédiation consiste a activer la capacité naturelle que
possédent de nombreux organismes .la plupart du temps, microscopiques (bactéries,

micro algues champignons), a dégrader le polluant en composés inertes, tels que
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'eau ou le gaz carbonique. Ces organismes peuvent étre indigénes (déja présents
dans la zone polluée), ou exogénes (ajoutés au milieu), ou encore étre prélevés sur
le site contaminé, cultivés en laboratoire puis réintroduits dans le sol
(Bioaugmentation).La bioremédiation se déroule généralement en conditions
d’aérobies, cependant l'application de systémes de biremédiation en conditions
anaeérobies permet la dégradation d’un certain nombre de molécules récalcitrantes
[M Vidali .2001].

11-1.3. Facteurs de la bioremédiation

Le contrble et l'optimisation des procédés de bioremédiation est trés
complexe et dépend de plusieurs facteurs dont les principaux sont : I'existence d’'une
population microbienne capable de dégrader les polluants, la disponibilité du polluant
pour la population microbienne, les facteurs environnementaux (type de sol,
température, pH, présence d’oxygéne ou autres accepteurs d’électrons et les

éléments nutritifs )..

lI-1.4. Technologies de la bioremédiation

Les principales technologies utilisées dans la bioremédiation sont les suivantes :

e La bioaugmentation
Cette technologie consiste a introduire des cultures de microorganismes a la
surface du milieu contaminé dans l'objectif d’augmenter la biodégradation des
contaminants organiques. Cette technologie est largement utilisée pour
décontaminer les sites contenant des hydrocarbures : Les microorganismes choisis
sont des bactéries dotées d’'une grande capacité de digestion de ces hydrocarbures.
[M Vidali .2001].
e La biofiltration
Consiste a l'utilisation d’'un biolfiltre pour traiter les émissions gazeuses : Le
principe consiste a utiliser des microorganismes pour dégrader les polluants
contenus dans l'air a traiter Cette technologie est par exemple utilisé pour traiter I'air

polluer par le xyleéne ou par des composés azotés [M Vidali .2001].
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e La biostimulation
Cette technologie consiste a stimuler I'activité des populations microbiennes
indigénes (présentes dans le sol ou dans les eaux souterraines) par apport de
nutriments et par ajustement des conditions du milieu (potentiel d’oxydo-réduction,
humidité). [M Vidali .2001].
e Le compostage
Peut étre défini comme un procédé biologique contrdlé qui assure la
transformation et la valorisation des matiéres organiques (sous produits de la
biomasse, déchets organiques d’origine biologique) en un produit stabilisé,
hygiénique, semblable a un terreau riche en composés humiques le compost. C’est
la fermentation des ordures ménagéres organiques (résidus alimentaires) et des
déchets verts (feuillages, résidus de jardinage) afin de produire un compost
réutilisable en agriculture ou dans le jardin pour fertiliser la terre. L’aération et
’humidité sont deux éléments indispensables pour entretenir les conditions d’'une
bonne fermentation. Le compostage peut se faire chez soi ou collectivement par des
procédeés industriels. [M Vidali .2001].
e La biolixiviation.
C’est la lixiviation favorisée par la voie biologique (généralement bactérienne).
Elle correspond a une méthodologie de solubilisation des métaux lourds grace a des
bactéries acidophiles fonctionnant en présence ou en l'absence d’oxygéne. Deux
facteurs sont importants pour la biolixiviation : la température qui doit étre comprise
entre 25 et 35 °C. La taille des particules qui doivent étre trés proches de celle des
bactéries. [M Vidali .2001].

1I-1.5. Les avantages de la bioremédiation

Elle est souvent applicable sur le site (bioremédiation in situ) ou a proximité
immédiate (quand des installations ex situ sont nécessaires), ce qui réduit les colts
de transport et de manutention.

Elle perturbe généralement moins le biotope que les méthodes physico-
chimiques (sauf pour les sols excavés).

Elle élimine le polluant en permanence et, appliquée in situ, rend le biotope
apte a relancer un processus d'autoépuration en cas de nouvelle pollution du méme

genre.
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Elle élimine les effets a long terme possibles avec les méthodes fondées sur
le confinement.

On peut associer, dans une chaine de traitement, plusieurs techniques
biologiques (exemples : un composteur et un biofiltre; deux ou plusieurs réacteurs en
cascade, etc...).

Les techniques biologiques peuvent également étre couplées aux techniques

de dépollution physico-chimiques. [M Vidali .2001].

1I-1.6. Limites techniques

La bioremédiation se heurte a des difficultés techniques multiples liées :

La nature, la concentration et le volume des produits a traiter. Les microflores
sont plus efficaces a des dilutions relativement faibles, situées entre un seuil
minimum nécessaire pour induire l'activité enzymatique (ou un co-métabolisme) et un
seuil maximum inhibiteur de I'activité microbienne.

La non existence ou aux difficultés d'adaptation des souches indigénes et/ou a
I'obtention de souches efficaces in situ.

L'hétérogénéité de la dispersion du polluant dans le biotope, liée elle-méme a
la nature du sous-sol et a la porosité de celui-ci. Dans certains sols trés hétérogénes
sur le plan granulométrique, la circulation (naturelle ou forcée) des fluides (gaz et
eaux) utilisés pour une dépollution in situ se fait uniquement par les zones de grande
perméabilité, excluant de la dépollution une grande masse de sol.

Les modifications physico-chimiques qui surviennent dans ce biotope. Et
modifications des teneurs en oxygéne et variations de température saisonnieres qui
rendent la bioremédiation inefficace en hiver, dilution due aux pluies,...etc

Les effets négatifs possibles sur l'environnement. Par exemple, la
transformation microbienne de polluants peut produire des composés plus toxiques
que le composeé d’origine ; l'utilisation des réacteurs a boue est destructrice de la
structure du sol. [M Vidali .2001].
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lI-2. Phytoremédiation
1I-2.1. Définitions de la phytoremediation

Connue sous le nom de phytoremédiation « phyto » = plante et « remedium »
= rétablissement de I'équilibre, remédiation, la phytoremédiation est définie comme
I'utilisation de plantes pour extraire ou transformer les polluants organiques et aussi
inorganiques (plus particulierement les métaux lourds) [Salt et al., 1998].

Selon la définition énoncée par 'TADEME en 2006, la phytoremédiation est :
« Un procédé basé sur l'utilisation de la capacité de certains végétaux
(herbacées, plantes, arbustes, arbres) a se développer en milieux
contaminés. En effet, ces végétaux peuvent bloquer, extraire,
accumuler, transformer ou détruire un polluant. Ce procédé peut
s‘appliquer au traitement des sols, des boues, des sédiments, des
effluents liquides voire gazeux. Les polluants traités sont les métaux,
les solvants, les hydrocarbures aromatiques polycycliques, les

explosifs, les produits phytosanitaires, ... ».

lI-2.2. Les différentes techniques de phytoremédiation
Les études réalisées a ce jour permettent d'envisager cing types de stratégies
de phytoremédiation (Figure 3) particulierement prometteuses.

Plante hyperaccumulatrice

Phytovolatilisation

Co,
ﬂ dégradation
(
\ —
g
Exsudats™__ > Efiet Rhizosphere sorption

Rhizoatténuation

Les échanges sol - racine

Figure 3: Les différents procédés de phytoremédiation et le rble des plantes
[Morel, 2010].
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* Phytostimulation ou rhizoatténuation
Les plantes sécretent 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,

oxydation/réduction biologique et biométhylation des métaux lourds [McGrath, 1998].

» Phytovolatilisation

Utilisation des plantes qui absorbent des contaminants organiques et autres
produits toxiques, transformant ceux-ci en éléments volatiles peu ou pas toxiques et
les relachant dans I'atmospheére via leurs feuilles [McGrath, 1998].

* Rhyzofiltration

Cette méthode s'applique a la restauration des eaux de surface et
souterraines polluées. Le principe est d'utiliser les capacités élevées du systéeme
racinaire de certaines especes végétales pour extraire par absorption ou adsorption
les polluants d'un milieu liquide.

* Phytoextraction

Elle est basée sur I'utilisation de végétaux hyperaccumulateurs, qui absorbent
les ETM du sol de fagon sélective et les accumulent dans les organes aériens faciles
a récolter [McGrath, 1998]. Ces espéces végétales doivent posséder une biomasse
aeérienne importante, étre compétitives et tolérantes a la contamination et a des
conditions agronomiques défavorables [Pilon-Smits, 2005].

» Phytostabilisation

Elle permet de réduire de maniére chimique ou biologique la fraction
disponible des polluants dans le sol rhizosphérique, en les stockant dans le systeme
racinaire ou en favorisant leurs insolubilisassions dans la rhizosphére. L'implantation
de plantes vivaces sur le sol permet de limiter la dispersion et le transfert des
polluants vers d'autres milieux [Alvarenga et al., 2008 ; Kumpiene et al., 2009].

Le recours aux végétaux supérieurs dans les stratégies de dépollution est
donc considéré aujourd'hui avec un intérét croissant. Sur le continent Nord-
Américain, les techniques de phytoremédiation sont particulierement utilisées,
Certains d'entre eux protégent une méthodologie spécifique et bénéficient d'une

couverture internationale [Raskin et al., 1994].
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Tableau 3: Principaux polluants traités par phytoremédiation d’aprés Susarla et al.

[2002].

Procédé de

Polluants traités

Phytoremediation
. ETM et quelques composés organiques : BTEX (benzene,
leate s cthylbenzeéne, toluene, xylene), pentachlorophénol.
Rhizofiltration ETM et composés organiques.
e e Sélénium, mercure, quelques solvants chlorés (tri- et tétra-
GO B O chloroéthane, tétrachlorométhane).
Phytostabilisation ETM, potentlrahte pour des solvants chlorés (tri- et
tétrachlorométhane).
Organiques : explosifs (HMX, nitrobenzene, nitrométhane,
nitrotoluéne, acide picrique, RDX, TNT), pesticides (atrazine, DDT,
pesticides chlores et/ou phosphorés), PCB, solvants chlorés
Phytodégradation (chloroforme, tétrachlorure de carbone di-, tri-, tétra, hexa-
chloroéthane, chlorure de vinyle, di- et tri-chloroéthanol, acide mono-,
di-, et tri-chloroacétique, tri-, et tétra-chlorométhane), bromure de
méthyle, tétrabromoéthane
Rhizodégradation Organiques : HAP, BTEX, pesticides (atrazine, alachlor), PCB,

solvants chlorés (tri- et tétra-chloroéthane)

1I-2.3. Avantages et inconvénients de la Phytoremediation

a. Avantages

La Phytoremediation est un processus naturel et est donc pergue par le public

comme un acceptable processus de traitement des déchets de matériaux

contaminés, comme les sols.

e La Phytoremediation est théoriquement utile pour la destruction compléte

d'une grande variété de contaminants. De nombreux composés qui sont

légalement considérés comme dangereux peuvent étre transformé en

produits dangers. Cela élimine le risque de futurs associés a la responsabilité

de traitement et d'élimination des matiéres contaminées.

e Au lieu de transférer les contaminants d'un milieu a l'autre, par exemple,

a partir de la terre a I'eau ou l'air, la destruction compléte de l'objectif de

polluants est possible.
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e La Phytoremediation peut souvent étre réalisée sur place, souvent sans
provoquer de perturbation majeure des normales activités. Cela élimine aussi
la nécessité de transporter les quantités de déchets hors site et le potentiel
menaces pour la santé humaine et I'environnement qui peuvent survenir au
cours du transport.

e La Phytoremediation peut s'avérer moins colteux que d'autres technologies
qui sont utilisées pour le nettoyage de déchets dangereux et des

ecosystemes.cité in Zerrouki,. [2014]

b. Inconvénients

La phytoextraction comme d’autres techniques de dépollution comporte des
désavantages. Cette idée a été initialement introduite par Baker et al,
[1989].Malheureusement, la majorité des plantes hyperaccumulatrices présentent
une faible production de biomasse et une vitesse de croissance lente demandant un
investissement en temps assez important, et/ou en argent avec l'adjonction de
chélateurs ou autres substances « starter ». La concentration et le type de métaux
lourds influencent la phytotoxicité, et dans certains cas, la croissance des plantes
peut étre réduite [Shah et al., 2007 ; Salt et al., 1998 ; Singh et al., 2003]. Pour palier
ces inconvénients et développer avec succés une phytoextraction, la plupart des
études ont pour objectif de découvrir des plantes hyperaccumulatrices ayant une
forte production de biomasse. La transformation par génie génétique des plantes
sensibles a forte production de biomasse en plantes hyperaccumulatrices pourrait
également étre envisagée. Pour cela, il est nécessaire de comprendre les
mécanismes biochimiques et moléculaires intervenant dans la réponse de la plante

survenant lors d’un stress aux métaux lourds.
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lll. Les macro-invertébrés terrestres « Vers de terre »

lli-1. Les vers de terre : organismes ingénieurs du sol

Les vers de terre appartiennent a la macrofaune du sol et sont considérés
comme des organismes « ingénieurs de I’écosystéme ». Selon Jones et al. [1994] :
« les ingénieurs des écosystemes sont des organismes qui influencent directement
ou indirectement la disponibilité des ressources pour les autres organismes, a travers
des modifications physiques du milieu (biotiques et abiotiques), on site les vers de
terre, fourmi et termite qui sont considérés comme principaux ingénieurs de

I'écosystéme sol » [Jones et al., 1994 ; Lavelle, 1996].

Les vers de terre, aussi appelés lombriciens (annélides, oligochétes)
représentent une composante majeure de la macrofaune du sol dans la plupart des
écosystemes terrestres [Huynh T.M.D., 2009]. lls peuvent constituer jusqu’a 90% de

la biomasse des invertébrés dans les sols.

lls sont connus pour jouer un réle clé dans la modification physico-chimique et
biologique des sols. Ainsi, ils assurent de nombreuses fonctions dans les sols et sont
a l'origine de nombreux services écosystémiques tels que l'incorporation de la
matiére organique dans les sols, le fonctionnement des cycles biogéochimiques, et le
maintien de conditions physico-chimiques favorables pour les plantes et les autres
organismes du sol, [Brown et al., 1999, 2000; Lavelle et al., 1988, 1998, 2006; Blouin
et al., 2013].

lll-2. Catégories écologique des vers de terre

Selon des criteres morphologiques et comportementaux les vers de terre se
répartissent en trois grandes catégories écologiques : les épigés, les anéciques et
les endogés (Bouché, 1977]

e Les espéces épigées [Bouché, 1977 ; Lee, 1985] sont de petite taille (10 a
30 mm) vivent en surface dans les premiers centimétres du sol et dans les
amas organiques (fumier, compost, litiére de feuilles, écorce). Leur régime est

a base de matiere organique morte (fragments de végétaux, de
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champignons); ils sont saprophages. lls participent activement au
fractionnement de la MO. Ces espéces, localisées en surface, sont
particuliérement sensibles a la prédation, aux variations climatiques et aux
facteurs anthropiques tels que la disparition des horizons organiques par le

labour et 'usage des traitements phytosanitaires.

e Les espéces anéciques [Bouché, 1977] sont des individus de taille moyenne
a géante, dans le cas des espéces mediterranéennes, (10 a 110 cm) forment
des galeries essentiellement verticales et permanentes dans le sol plus ou
moins ramifiées et s’ouvrant en surface. lls se nourrissent de matiere
organique en état de décomposition intermédiaire, a la surface du sol qu’ils
enfouissent dans leur galerie. lls sont géo-saprophages. lls brassent et
mélangent la matiere organique et minérale. Ce sont généralement les vers
les plus gros. Ces espéces, localisées sur toute la hauteur du profil de sol,

sont sensibles aussi aux travaux mécaniques du sol et aux intrants.

e Les espéces endogées [Bouché, 1977] sont de taille variable (1 a 20 cm)
représentent le groupe le plus important ; 20 a 50% de la biomasse des terres
fertiles. Les endogés vivent en permanence dans le sol ou ils creusent des
galeries temporaires horizontales trés ramifiées. lls ne sont en général pas
pigmentés. lls se nourrissent de sol plus ou moins riche en matiére organique
: ce sont des géophages. Cette classification a été précisée en fonction de la
richesse en MO du milieu ou le ver évolue : les oligohumiques vivent dans des
milieux pauvres en MO, les polyhumiques dans des milieux riches en MO, et
les mésohumiques dans des milieux intermédiaires. De plus, les endogés
passent le plus de temps dans le sol et seraient donc susceptibles d’étre le

plus impactés par la contamination des sols.

Cette classification des vers de terre a été mise en place en milieu tempéré, et
pourrait ne pas toujours s’appliquer aux milieux tropicaux. Les espéces épigées et
endogées peuvent étre notamment différenciées par leur pigmentation, cependant ce

critére n’est pas applicable pour les espéces anéciques.
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Les vers de terre sont donc des acteurs importants dans les sols, ou ils
assurent de nombreuses fonctions. Il apparait important de connaitre et d’estimer
leur diversité et leur comportement dans les sols, en particulier dans un contexte ou

les sols sont de plus en plus anthropisés et contaminés.
lll-3. Diversité des vers de terre

Chez les vers de terre, environ 3700 espéces ont été décrites a ce jour, ce qui
représente une proportion significative des 6000 espéces estimées pour la
biodiversité totale de ce groupe [Decaéns et al., 2013]. Cependant, les vers de terre
appartiennent a un groupe dont la taxinomie est incompléte et difficile a compléter, et
ce pour diverses raisons regroupees sous le terme « taxonomic impediment »
[Decaéns et al., 2006, 2008; Rougerie et al., 2009]. Cela tient au fait, entre autres,
que les espéces manquantes, non décrites et non identifiées se trouvent pour la
plupart dans des zones tropicales comme le bassin amazonien. De plus, de récentes
découvertes suggerent que la taxinomie actuelle connue du groupe des vers de terre
n'est pas si précise qu'on le pensait initialement. A ce jour, la taxinomie
morphologique traditionnelle se voit utiliement complétée par des outils moléculaires
dans le but d’évaluer efficacement la diversité taxinomique des vers de terre dans les

sols tempérés et tropicaux en particulier.

ll1-4. Taxinomie « traditionnelle » des vers de terre

La méthode traditionnelle d’identification des espéces de vers de terre est
basée sur la morphologie. Cette méthode requiert des compétences en
systématique. Or il y a peu de taxonomistes de vers de terre [Brown & Fragoso,
2007; Decaéns et al., 2013]. De plus, cette méthode est difficlement applicable due
au manque de caractéres morphologiques stables et facilement identifiables, ainsi
qu’a la variabilité des caracteres induite par I'environnement [Richard et al., 2010].
L’identification des espéces requiert I'observation de différents caractéeres externes
tels que la position et la forme du prostomium et du clitellum (Figure 4), et
I'observation de caracteres internes de vers adultes tels que la position des coeurs

ou d’autres organes sur les différents segments des vers [Bouché, 1972].
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vers de terre [Bouche, 1972].

Le probléme d’identification se pose alors pour les cocons et les juvéniles
d’espéces proches qui sont souvent exclus des études de terrain, ainsi que les
fragments qui peuvent étre collectés di aux méthodes d’échantillonnage manuelles
[Richard et al., 2010]. L'utilisation exclusive de données morphologiques peut
également sous-estimer le nombre d’especes. En effet, certaines espéces différentes
se ressemblent morphologiquement et ne peuvent étre distinguées I'une de l'autre
par ces caractéres : on parle d’espéces cryptiques. Par exemple, I'étude de James et
al., [2010] a montré a l'aide des outils moléculaires que I'espéce Lumbricus terrestris
est en réalité composée de deux espéces distinctes qui n'ont pas été distinguées

dans la littérature : L. terrestris et L. herculeus.

Il apparait évident que de nouvelles méthodes sont requises pour contrer ce

déficit taxinomique et permettre une évaluation correcte de la diversité dans ce
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groupe. C’est pourquoi depuis le début des années 2000, des outils moléculaires ont

été développés [Decaéns et al., 2013].
llI-5. Impact favorable des vers de terre

L’'impact des vers de terre sur le sol varie selon leur catégorie écologique.
Les endogés et les anéciques sont les plus influents [Bouché, 1977]. Les activités
mécaniques principales des vers comprennent (i) I'élaboration de réseaux de
galeries dans lesquelles ils se déplacent et (ii) I'excrétion de déjections dans les
galeries (féces) ou en surface du sol (turricules) (Figure 5). La « drilosphére » est la

zone d’influence des vers de terre sur le fonctionnement des sols.

Elle comprend toutes les structures physiques dépendantes des vers telles
que le contenu du tube digestif, les turricules, et les galeries ainsi que les
communautés d’invertébrés et de micro-organismes qui y sont présentes. La
structure et I'importance relative de la drilosphére sont déterminées par le climat, les

parameétres du sol et la qualité des apports organiques [Lavelle et al., 1998].

(a) (b)
Figure 5: Structures construites par des vers de terre (a)galerie, (b) déjection dans
les galeries (féces) et (c) a la surface (turricules) [HUYNH T.M.D., 2009].

I11-6. Interactions entre les vers de terre et les métaux lourds

Les vers de terre sont plus sensibles aux teneurs en métaux lourds que les
autres invertébrés dans le sol [Bengtsson et al., 1992] et leur capacité a accumuler
des métaux lourds souvent plus élevée que pour d’autres espéces animales [Beyer

et al., 1982]. Cependant, les métaux lourds ont des effets variables en fonction des
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espéces, du stade de développement, du mode de vie (lieu de vie et régime
alimentaire) et de leur capacité d’adaptation face a la pollution. Ces effets varient

également suivant la nature du métal, sa forme chimique et les propriétés du sol.

L’augmentation de la teneur en métaux lourds au dela d’un certain seuil réduit
la densité des vers [Pizl et Josen, 1995] et influe négativement sur leur croissance
pondérale, leur développement sexuel et la production de cocons [Spurgeon et
Hopkin, 1996, 1999]. Spurgeon et al. [2000] ont observé une réduction significative
du taux de survie de 4 especes de vers de terre pour des concentrations en zinc
comprises entre 2000 — 3600 ppm. De plus, ils ont noté des pertes significatives de
poids a partir de 1200 — 2000 ppm de zinc. Par ailleurs, Depta et al. [1999] indiquent
que l'un des mécanismes potentiels d’adaptation des vers a la pollution est
I'évitement. Les vers, placés en sols pollués, seraient ainsi en mesure de différencier

la matiére organique selon son niveau de contamination.

La capacité d’accumulation de métaux lourds des vers (étudiée sur quelques
espéces) a été reconnue dans la littérature dés la fin du 19éme siécle [Hopkin,
1989]. Chez les vers de terre, les métaux lourds s’accumulent notamment dans les
tissus digestifs soit par voie orale aprés leur ingestion, soit par voie cutanée chez les
vers de terre n'ayant pas de cuticule protectrice et vivant en contact permanent avec
le sol. De nombreuses études ont permis d’identifier les paramétres dont dépend ce
processus de bioconcentration (i) I'espéce de ver et sa catégorie écologique, (ii) le
type de métal et sa spéciation, (iii) les propriétés physiques et chimiques du sol, (iv)
la saison et (v) quand il s’agit d’'une pollution diffuse, la distance a la source de
contamination. Ainsi, les métaux lourds complexes sont moins disponibles pour les
vers de terre [Hartenstein et Hartenstein, 1981]. Enfin, 'étude de I'accumulation des
métaux lourds dans les tissus des vers pourrait étre un bon bioindicateur de
disponibilité des métaux lourds dans le sol [Lanno et Mc carty, 1997 ; Conder et
Lanno, 2000 ; Conder et al., 2001 ; Oste et al., 2001].

Par ailleurs, quelques études traitent également de I'impact des vers de terre
eux-mémes et de leurs activités sur la dynamique des métaux lourds dans le sol tels
que la solubilité, I'extractibilité, la biodisponibilité [Wen et al., 2004 ; Devliergher et

Verstraete, 1997]. Ainsi, la présence du vers de terre L. terrestris augmente la
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disponibilit¢ du cuivre de 6% [Devliergher et Verstraete, 1995]. Cependant, on
considére que le réle de ces organismes dans la biodisponibilité des métaux lourds

pour les plantes est tres modeste dans les sites contaminés [Abdul rida, 1996].

11-6.1. Impact des métaux lourds sur les vers de terre

L’'impact des métaux lourds sur les vers de terre est variable en fonction des
espéces, du stade de développement, du mode de vie (lieu de vie et régime
alimentaire) et de leur capacité d’adaptation face a la pollution. Ces effets varient
également suivant la nature de I'’élément trace métallique étudié, sa forme chimique
et les propriétés du sol. Les métaux lourds les plus étudiés sont le cuivre (Cu), le zinc
(Zn), le plomb (Pb) et le cadmium (Cd).

L’'impact de différents éléments traces métalliques sur les vers de terre a été
étudié au laboratoire, en conditions controlées. Les espéces épigées Eisenia fetida
et Eisenia andrei ont été majoritairement étudiées car ce sont les especes de vers
modeles utilisées en écotoxicologie [Nahmani et al., 2007a; OCDE, 2004]. L’'impact
des métaux lourds est généralement évalué sur la mortalité, la biomasse et la
reproduction des vers de terre en utilisant des doses croissantes de polluants. Ces
tests permettent d’en déduire des concentrations pour lesquelles 50% d’effet est
observé (EC50) pour la biomasse et la reproduction en général et la concentration

léthale pour 50% de la population (LC50).

L’'effet des métaux lourds sur les vers de terre a été finement étudié en
laboratoire, au travers d’études en microcosmes, en conditions controlées. Les
études écotoxicologiques donnent une bonne évaluation de la toxicité des métaux
lourds et de leurs effets sur la croissance et la reproduction des vers. Cependant, ces
résultats obtenus en conditions contrélées posent des problémes d’extrapolation car

ils ne représentent pas les situations réelles rencontrées sur le terrain.

Les vers de terre représentent des organismes modeéles pour évaluer l'effet
des métaux lourds sur la macrofaune du sol via des études in situ. Les espéces de
vers different de par leur préférence de niches écologiques, leur cycle de vie, et leur
sensibilité aux polluants. De plus, ils sont présents dans de nombreux habitats et
sont faciles a échantillonner sur le terrain [Spurgeon & Hopkin, 1999].
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L’augmentation de la teneur en métaux lourds au-dela d’un certain seuil réduit
la densité des vers [Pizl & Josens, 1995; Nahmani et al., 2003; Klok et al., 2007] et
influe négativement sur leur croissance, leur développement sexuel et la production
de cocons [Spurgeon & Hopkin, 1996; Spurgeon & Hopkin, 1999]. Spurgeon &
Hopkin [1999] ont observé une réduction significative du taux de survie de quatre
espéces pour des concentrations en zinc comprises entre 2000 et 3600 ug g-1 sol.
Des pertes significatives de poids ont de plus été observées a partir de 1200 pg Zn
g-1 sol. Un ratio important juvéniles/adultes a souvent été observé, suggérant un
retard de maturation des vers de terre dans les sols contaminés [Klok et al., 2007;
Klok & Thissen, 2009]. Cependant, des espéces comme Lumbricus rubellus et
Dendrodrilus rubidus semblent étre peu sensibles au stress métallique [Klok et al.,
2007; Spurgeon & Hopkin, 1999].

Dans les études In situ, il existe de nhombreux facteurs abiotiques et biotiques
qui influencent 'abondance et la biomasse des espéces [Cortet et al., 1999]. Les
approches d’écologie du stress ont été développées dans le but de discriminer les
effets des polluants des autres facteurs de stress (e.g. température, humidité, pH)
[Van Straalen, 2003; van Straalen & van Gestel, 2008]. Cette approche est
particulierement utile dans le cas de pollutions diffuses. En effet, de nombreuses
études se concentrent sur un gradient de pollution a partir d’'une source locale, et les
parameétres écologiques sont alors estimés en fonction de la distance a la source.
Cependant, dans le cas de pollutions diffuses, de nombreuses sources contribuent a
une distribution irréguliere du polluant, qui interagit avec des concentrations
existantes dans I'environnement. Dans ces cas particuliers, les effets des polluants
sont difficiles a isoler car ils sont dissimulés par les paramétres environnementaux
[Van Straalen, 2003]. Dans cette approche, I'étude de Boivin et al. [2006] avait pour
objectif de discriminer I'effet des métaux sur les communautés bactériennes des
variations naturelles des sols. Les effets des métaux ont pu étre filtrés de la variation

totale grace a des analyses multivariées.
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lll-6.2. Effets des vers de terre sur la biodisponibilité et mobilité des

métaux lourds dans les sols

De par leurs activités dans le sol, les vers de terre peuvent modifier la mobilité
des métaux lourds par différents mécanismes. Cependant, ces mécanismes restent
encore peu démontrés, notamment leur importance relative. D’aprés différentes
études, les vers peuvent agir soit directement en modifiant les paramétres physico-
chimiques du sol (notamment le pH et le taux de carbone organique dissous (COD)),
soit indirectement en modifiant les communautés de microorganismes présentes

dans les sols [Sizmur & Hodson, 2009].

Les vers de terre affectent la distribution des métaux en redistribuant les
meétaux dans les sols [Zorn et al., 2005], et en augmentant la disponibilité des métaux
suite a la décomposition de la matiere organique [Wen et al., 2004]. D’autre part, des
études ont montré que les vers de terre avaient la capacité d’augmenter le pH du sol
via leurs urines alcalines, ce qui pourrait limiter la mobilité des éléments métalliques.
Le pH a en effet été décrit comme un des facteurs affectant I'adsorption ou la
désorption des métaux mais aussi leur biodisponibilité [Van Gestel, 2008]. lls
influencent également indirectement les flux de métaux par [Iactivation de
microorganismes produisant des molécules acido-complexantes [Cheng & Wong,
2002; Wen et al., 2004; Ma et al., 2002]. Dans I'étude de Wen et al. [2004] en
particulier, I'action du ver Eisenia fetida a augmenté la mobilité des métaux lourds
dans les sols parallélement a 'augmentation du taux de COD en (1) décomposant la
MO en composants plus petits et solubles et (2) en augmentant I'activité microbienne
accompagnée de la production de métabolites carbonés dans la solution des sols.

111-6.2.1. Roéle de ’espéce et des catégories écologiques des vers de terre

Bien que des études aient été réalisées avec des vers appartenant aux trois
catégories écologiques (épigés, endogés, anéciques), l'intérét d'utiliser des vers
appartenant aux différentes catégories pour des études similaires est discuté. [Da
Silva, 2013]

D’apres les résultats obtenus, tous les vers semblent augmenter la

disponibilité et la mobilité des métaux lourds dans les sols [Sizmur & Hodson, 2009].
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De nombreuses différences de bioaccumulation ont été signalées entre des espéces
de vers de terre écophysiologiquement distinctes [Morgan et al., 1986 ; Beyer et al.,
1987 ; Morgan & Morgan, 1992, 1999 ; Morgan et al., 1993, 1999 ; Van Vliet et al.,
2005 ; Kamitani & Kaneko, 2007].

Cependant, les vers endogés semblent étre les meilleurs candidats pour
déterminer I'effet des vers sur la mobilité et la biodisponibilité des métaux. En effet,
les endogés sont en contact permanent avec les sols, ce qui n'est pas le cas des
vers épigés et des anéciques. L’inconvénient majeur est la difficulté de faire un

élevage des vers endogés en laboratoire [Lowe & Butt, 2007].

Encore peu d’études se sont intéressées a I'impact des vers sur la dynamique
des métaux lourds dans les sols tropicaux contaminés. Cependant, deux études ont
été publiées récemment utilisant I'espéce tropicale Pontoscolex corethrurus [Duarte
et al., 2012; Jusselme et al, 2012]. La premiére a montré que P. corethturus
améliore la phytoextraction du Pb par la plante Lantana camara dans des sols
artificiellement dopés a 500 et 1000 ug Pb g-1 de sol [Duarte et al., 2012]. L’étude de
Duarte et al. [2012] qui a mesuré I'impact de P. corethrurus sur la disponibilité du
plomb et du manganése dans des sols naturellement contaminés, a montré que la
fraction soluble et échangeable du Pb est significativement diminuée en présence de

vers.

L’effet des vers sur la mobilité des métaux lourds dans les sols a bien été
démontré, mais pour différents éléments, avec différentes espéces de vers et ce,
dans différents sols avec des caractéristiques différentes. L’hétérogénéité des
résultats obtenus peut en partie étre liée aux différentes conditions expérimentales
mises en place (la nature des sols, les espéces utilisées, I'élément trace métallique
étudié, ainsi que la notion abordée). On peut cependant noter I'importance de
continuer a développer ces études afin de mettre en évidence les mécanismes mis
en jeu dans les sols contaminés. En particulier, la biodisponiblité des métaux lourds
est un facteur clé dans la prévention des risques associés. Par ailleurs, la capacité
de bioaccumulation des métaux lourds par les vers peut étre utilisée dans le domaine

de la bioindication de la pollution métallique dans les sols.
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111-6.2.2. Voies d’accumulation des métaux lourds dans les vers de terre

La capacité d’accumulation des vers de terre a été reconnue dans la littérature
des la fin du 19éme siécle [Hopkin, 1989]. Chez les vers de terre, les métaux lourds
s’accumulent notamment dans les tissus digestifs soit par voie orale aprés leur
ingestion, soit par voie cutanée chez les vers de terre nayant pas de cuticule
protectrice et vivant en contact permanent avec le sol [Hobbelen et al., 2006]. De
nombreuses études ont permis d’identifier les paramétres dont dépend ce processus
de bioconcentration : (i) I'espéce de ver et sa catégorie écologique, (ii) le type de
métal et sa spéciation, (iii) les propriétés physiques et chimiques du sol, (iv) la saison
et (v) quand il s’agit d’'une pollution diffuse, la distance a la source de contamination
[Dai, 2004; Ernst, 2007, 2008; Nahmani et al., 2009, 2007; Rieder et al., 2011].

En introduisant les vers E. fetida dans du fumier et en observant la
biodisponibilité, des expériences ont montré que la bioaccumulation des métaux
lourds dans les vers de terre dépendait fortement de I'élément étudié (Li et al., 2010).
Le mercure en particulier est accumulé de maniere plus importante dans les tissus
des vers endogés [Burton et al., 2006; Ernst, 2007, 2008; Fu et al., 2011; Rieder et
al., 2011].

Les meétaux lourds se trouvent accumulés dans des cellules appelées
chloragocytes, qui tapissent le tube digestif des vers [Vijver et al., 2004]. Lors de la
digestion, les déchets pouvant inclure les métaux comme le plomb ou le cadmium
sont stockés dans les chloragocytes sous la forme de granules ou chloragosomes.
Un chloragosome isolé posséde des propriétés d’échange cationique et anionique
qui lui permettent d’absorber et d'immobiliser certains éléments tels que le Pb. Le
chloragosome joue donc un rdle primordial dans la concentration de certains
éléments traces. L’élimination du Pb et du Cd peut étre faite par les corps bruns ou

par autotomie [Ablain, 2002].

Afin de prévenir la toxicité des métaux lourds, un second mécanisme de
séquestration cellulaire existe dans le cytoplasme, impliquant une protéine spécifique

se fixant aux métaux lourds : les métallothionéines. Ces molécules ont d’abord été
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étudiées chez les vers de terre en réponse au cadmium (Cd) [Brulle et al., 2007,
2010, 2011], mais peuvent étre induites par différents ions métalliques y compris le
mercure. Le fait que les vers produisent ces métallothionéines pourrait expliquer leur
capacité a accumuler des quantités trés importantes de mercure sans sembler étre
affectés par sa toxicité [Vijver et al., 2004]. L’'induction de métallothionéines joue

donc un réle important dans la tolérance des métaux lourds.

L’étude de 'accumulation des métaux lourds dans les tissus des vers pourrait
étre un bon indicateur de disponibilité des métaux dans le sol [Conder & Lanno,
2000; Conder et al., 2001; Lanno et al., 2004; Oste et al., 2001]. En effet, les vers de
terre semblent étre de bons candidats pour servir d’'indicateurs d’accumulation afin
d’évaluer la biodisponibilité d’éléments traces métalliques dans les sols [Lanno et al.,
2004]. Pour le mercure en particulier, différentes études ont montré 'intérét d’utiliser
les vers comme bioindicateurs sur des sites contaminés par des activités

d’orpaillage, notamment au Brésil [Hinton, 2002; Hinton & Veiga, 2002].
llI-7. Intéréts des vers de terre pour la phytoremédiation

Les vers de terre peuvent augmenter la biomasse des plantes. Etant donné
quiils peuvent dans certains cas survivre a des concentrations trés élevées en
métaux lourds et augmenter la disponibilité de nombreux polluants, leurs activités
d‘ingénieurs du sol doivent nécessairement étre prises en compte dans les stratégies

de phytoremédiation.

Les vers de terre du genre Pheretima, également appelé Metaphire
(appartenant a la classe écologique des épigés) font partis des espéces les plus
employées en Chine pour étudier les effets des lombrics sur I‘absorption des métaux
par les plantes dans le cadre de processus de phytoextraction d‘anciens sites miniers
[Sizmur et Hodson 2009] et pour la dépollution d‘un sol artificiellement contaminé
[Wang et al. 2006]. De cette étude, il ressort que les vers de terre ont augmenté la
biomasse aérienne et racinaire ainsi que les concentrations en zinc dans les parties
aériennes et racinaires, en raison d‘'une augmentation de la biodisponibilité de cet
élément dans le sol. Cette méme équipe a également conduit une seconde
expérience en cultivant du ray-grass sur des sols contaminés artificiellement par du
cuivre. Dans ce dernier cas, en plus de vers de terre Metaphire Gillelmi, les

expérimentateurs ont ajouté de la paille afin d'enrichir le substrat de culture en
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matiére organique, potentiellement assimilable par les vers de terre et par les plantes
apres minéralisation. Comme précédemment, les vers de terre ont permis aux

plantes d‘accumuler plus de cuivre dans leurs organes souterrains et aériens.
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I. Introduction

Afin de répondre aux différents objectifs de cette thése, une approche
multidisciplinaire était nécessaire. Nous avons mis en place une étude expérimentale
répartie en trois systémes, afin d’étudier le comportement phytoaccumulateur de la
plante Hordeum vulgare, le pouvoir bioaccumulateur des vers de terre Lumbricus sp
et leur interaction.

Ce chapitre a pour objectifs de présenter les méthodes expérimentales

utilisées.

- La premiere partie de cette rubrigue méthodologique est consacrée aux
« composants » utilisés dans le dispositif expérimental.

- La seconde partie de ce chapitre est consacrée a la « mise en place » des
trois systemes.

- La troisieme partie est dédiée a la récolte et la conservation des échantillons.

- La quatrieme partie, consacrée aux traitements des échantillons, sont
présentées les méthodes employées pour |'analyse des propriétés physico-
chimiques des sols et les techniques de quantification du plomb dans les sols, la

plantes et les vers de terre ; et enfin les traitements statistiques des données.
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Il. Composants de I’expérimentation
ll-1. Le sol

Le sol utilisé dans I'expérimentation est un sol agricole de texture sableuse,
provenant d’'une parcelle éloignée de toutes sources de pollution métallique
(routes et autoroutes...), les concentrations en plomb du sol sont dans les normes
(<100 ppm).

Le sol est prélevé a une profondeur ne dépassant pas les 30 cm (horizon A),
le sol est ensuite séché a l'air libre, broyé, tamisé (< 5 mm) et bien mélangé. Ce

sol est utilisé dans une expérimentation en pots dans des conditions controlées.

lI-2. Le matériel végétal (Hordeum vulgare L)

L'orge (Hordeum vulgare L.) est une plante annuelle de la famille des
Poaceae, trés semblable au blé dans la morphologie de ses organes végétatifs et

floraux. Elle fait partie des plus anciennes céréales cultivées.

e Taxonomie de I’Orge
Régne : Plantae
Classe: Liliopsida
Ordre : Cyperales
Famille : Poaceae
Genre : Hordeum

Nom scientifique : Hordeum vulgare

1I-3. Les vers de terre (Lumbricus sp.)

Les vers de terre, aussi appelés lombriciens (annélides, oligochétes)
représentent une composante majeure de la macrofaune du sol dans la plupart des
écosystemes terrestres [Huynh T.M.D., 2009]. lls peuvent constituer jusqu’a 90% de
la biomasse des invertébrés dans les sols. Edwards & Bohlen [1992], soulignent

l'intérét des vers de terre dans la biosurveillance de la qualité des sols.
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e Taxonomie
Embranchement : Annélide
Classe : Clitellata
Sous-classe : Oligochaeta
Ordre : Haplotaxida
Sous-ordre : Lumbricina
Famille : Lumbricidae

Genre : Lumbricus

lls sont connus pour jouer un réle clé dans la modification physico-chimique et
biologique des sols. Ainsi, ils assurent de nombreuses fonctions dans les sols et sont
a lorigine de nombreux services écosystémiques tels que lincorporation de la
matiére organique dans les sols, le fonctionnement des cycles biogéochimiques, et le
maintien de conditions physico-chimiques favorables pour les plantes et les autres
organismes du sol, [Brown et al., 1999, 2000; Lavelle et al., 1988, 1998, 2006; Blouin
et al., 2013].

Les vers de terre peuvent bioconcentrer certains produits chimiques en faisant
intervenir des mécanismes d'absorption sélective et d'excrétion, qui varient suivant

les espéces de vers et les familles de produits chimiques. [De Vaufleury et al., 2013].

Figure 6: Etape de la récolte des vers de terre [cliché : BOUKIRAT, 2016]

56



Partie B : Matériel et Meéthodes

Figure 7: Ver de terre récolté [cliché : BOUKIRAT, 2016]

lI-4. Contamination du sol par le plomb

Le sol a été contaminé artificiellement avec quatre concentrations de plomb
(500 ug/g ,1000 ug/g, 1500 ug/g et 2000 ug/g ) en utilisant une poudre de nitrate de
plomb [Pb (NOs3),] qui est mise en solution dans de I'eau distillée, en plus d'un sol
non contaminé (sol témoin) dont la concertation en plomb est dans les normes
internationales décrites par TAFNOR X 31 en 1996 (< 100 ug/g).
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. Mise en place de I’expérimentation

Trois facteurs ont été mis en jeux dans I'expérimentation :(i) Les concentration
en plomb des sols. (ii) présence/absence des vers de terre. Et (iii) présence/absence
de la plante.

L’expérimentation a fait I'objet de trois systémes :

Systéme S1: sol_plante,

Systéme S2: sol_vers de terre,

Systéme S3: sol_ plante_vers de terre.

Chaque systéme comprenant cinq blocs représentant les concentrations de plomb :

B1: 500 ug/qg,

B2: 1000 ug/g ;

B3: 1500 ug/g;

B4: 2000 ug/g et

BT (témoin), avec 4 réplicas chacun.

® & o @0 e @& @@ o & 0
® ® 00 e o o0 ® ¢ &9
A A A A A A A A A A A A
E R RN HE N RN HE N ER
* * h K * ok Kk K * Kk Kk K
System 1 system 2 system 3

@ Non contaminated bloc

@ Bloc 500 ug/g Pb

system 1: soil_plant

system 2: soil_earthworm

B Bloc 1500 ug/g Pb system 3: soil_plant_earthworm

% Bloc 2000 ug/g Pb

A Bloc 1000 ug/g Pb

Figure 8: Dispositif expérimental

Soixante pots, de (diamétre inférieur 20 cm, diameétre supérieur 18 cm,
hauteur 20 cm) ont été préparés avec 3 kg de sol sec, contaminés et homogénéisés.
La plante utilisée dans cette expérimentation est [Ilorge commune

(Hordeum vulgare L.) reconnue comme une plante hyperaccumulatrice, Maatoug et
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al., [2013] ont rapporté que l'orge accumule 36.28 + 14.90 ug.g™ de plomb, ce qui
correspond a 2% du plomb total du sol. Dix graines ont été semées dans les pots du
systeme S1 et S3, l'expérimentation a été menée sous serre (température de
24 £ 2°C et 60 = 5 % humidité relative) et la germination a été déterminée

visuellement [Gong et al., 2001].

Les pots des trois systémes sont arrosés quotidiennement avec la méme
quantité d’eau pour maintenir le sol humide. Aprés 4 mois, des vers de terre
anéciques adultes sont récoltés rincés pour éliminer le sol et gardés au laboratoire
(24 h) pour le nettoyage de leur intestin. 3 £ 0.5 g (3 a 4 vers de terre) sont introduits
dans chaque pot des systémes S2 et S3; pour fournir une densité d'environ
100 g m [Blouin et al. 2006 ; M D Jusselme et al. 2013]. L'expérimentation est

menée dans des conditions contrdlées durant 21 jours.

Figure 9: Disposition des pots dans la serre [cliché : BOUKIRAT, 2016]
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IV. Démontage de I'’expérimentation et récoltes des échantillons
IV-1. La plante

A la fin de I'expérimentation, les échantillons sont récoltés, la partie aérienne
de la plante est coupée au ras du sol, séparée (tiges et feuilles) et conservée dans
des sachets en papier, les pots sont ensuite renversés sur du plastique pour
récupérer les racines, ces derniéres sont lavées avec de 'eau distillée pour retirer le
sol et sont conservées dans des sachets en papier.

Les différentes parties de la plante sont séchées a I'étuve a 105°t 2°C
pendent 72 h.

IV-2. Les vers de terre

Aprés la récolte des parties aériennes des plantes, les pots sont vidés et leur
contenu est étalé sur une bache en plastique un pot a la fois, les vers de terre sont
ensuite récoltés, leur survie est déterminée par observation de leurs activités entre
les mains ; ils sont ensuite rincés, pesés et conservés pendent 48 h dans des boites
de pétrie contenant du papier humidifié avec de I'eau distillée pour le nettoyage de
leur intestin [A. Lemtiri et al., 2016; N. Bityutskii et al., 2016].

IV-3. Le sol
Une fois les vers enlevés, le contenu des pots est séché a I'air libre pendent
48 h, au laboratoire, les échantillons sont tamisés a 2 mm afin de les homogénéiser.

Quelques parameétres physico-chimiques du sol, notamment, le pH, la CEC et la

granulométrie ont été déterminés par les méthodes habituelles.
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Figure 10: Démontage des pots [cliché : BOUKIRAT, 2016]

V. Analyses physico-chimiques du sol utilisé

Pour les analyses physico-chimiques, le sol est tamisé a 2 mm ;

e Analyse granulométrique

La détermination de la distribution des particules suivant leur taille, ou analyse
granulométrique a été realisée par sédimentation en utilisant la pipette de Robinson
qui permet de connaitre la répartition des particules minérales inférieures a (2 mm)
selon 5 classes de grosseur, I'échelle utilisée est celle d’Atterberg :

Argiles : 0 @ 2 um,

Limons fins : 2a 20 um

Limons grossiers : 20 a 50 ym,

Sables fins : 50 a 200 pm,

Sables grossiers : 200 ym a 2mm.

Selon cette méthode, la destruction de la matiére organique est faite par I'eau
oxygénée (H202), la dispersion des particules est réalisée par addition de
pyrophosphate de sodium. Le prélévement des argiles et limons a été effectué par la
pipette de Robinson ; les sables ont été récupérés par tamisage. La composition
granulométrique est exprimée en pour cent (%). Cette analyse sert a déterminer la

texture du sol par I'utilisation du triangle textural.
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e LepH
Le pH (eau) du sol est mesuré en utilisant une suspension de sol dans un
rapport (M/V) de 1/5. Le pH est mesuré aprés 30 minutes de repos de la suspension.
La lecture se fait a l'aide d’'un pH-métre (pH-metre étant préalablement étalonné a

I'aide d'une solution tampon de pH connu).

¢ La conductivité électrique
La conductivité électrique a été mesurée dans une suspension de sol (M/V) de

1/5 suivant la norme NF ISO 11265 avec un conductimeétre.

e La teneur en matiére organique (MO)

La teneur en matiére organique a été déterminée par calcination au four a
500°C suivant la norme NF [ISO10694. Le Sol (100 g) a été calciné a une
température de 500°C dans un four pendant 5h. La teneur en matiére organique
représente la différence entre les deux masses (avant — aprés calcination) (la teneur

ensuite a été rapportée a 100g de I'échantillon initial).

%MO = (M0/M1) *100

e MO: étant la masse initiale d’échantillon séché a 40 £ 5°C, en gramme;

e M1: masse finale, aprés calcination a 500 + 5°C, en gramme. [Cité in Kebir., 2012]

e La capacité d'échange cationique (CEC)

La CEC a été déterminée par percolation suivant la norme NF X31-130 Cité in
[Kebir., 2012]. La capacité d'échange est une mesure de la quantité d’ions
susceptibles d’étre retenus par échange sur un solide, en présence d’'un excés des
ions échangeurs en solution. Cela correspond en fait a la charge nécessaire pour
atteindre I'électroneutralité du solide. Cette capacité peut étre soit cationique (CEC)
soit anionique (CEA), selon que la surface du milieu est chargée négativement ou
positivement. Déterminer la CEC d'un solide consiste a mesurer un parameétre
caractérisant un état d’équilibre entre I'échantillon de sol et un environnement
expeérimental donné. Les valeurs obtenues sont en fonction du milieu (cation
saturant, pH, force ionique, présence d’autres ions, etc.) [Kabata-Pendias et

Mukherjee 2007], ainsi que des conditions de réalisation influengant le rendement
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des réactions d’échange. La CEC est initialement liée a la présence d’argile, de
matiére organique et par méme occasion aux métaux lourds.
Pour évaluer le nombre total de sites disponibles a I'’échange, la méthode par titrage

acido-basique peut étre utilisée.

i. Principe
Dans les conditions déterminées :
e échange (percolation) entre les cations d’'un échantillon de sol et les ions
ammonium d’une solution aqueuse molaire et neutre d’acétate d’ammonium ;
e élimination de I'ammonium en excés (percolation) au moyen d’alcool
éthylique ;
e extraction (agitation) des ions ammonium fixés, par une solution aqueuse et
molaire de chlorure de sodium ;
e détermination de la capacité d’échange cationique par dosage des ions

ammonium échangés.

ii. Protocole

On utilise une colonne de percolation, on ajoute du coton, puis une prise
d’essai pour chaque sol égale a 2,5 £ 0,005 g tamisé a 2 mm, puis on ajoute environ
75 ml d’acétate d’'ammonium (C2H7NO2, pH=7, 1 mol/L), que I'on laisse percoler. Au
total, il faut réaliser cinq percolations.

L’échantillon est ensuite rincé a [lalcool éthylique. Il est généralement
nécessaire d’effectuer six ringages pour obtenir une élimination compléte des ions
ammonium en exces.

A la suite du ringage, I'échantillon est mis a sécher pendant 24h a température
ambiante.

L’échantillon est placé dans un récipient a agitation. L'extraction des ions
ammonium est réalisé grace a (50 £ 0,1) ml de NaCl (1 mol/L). L’agitation dure 1
heure.

La solution ensuite est filtrée (sur des filtres sans cendres). Vingt-cing millilitres
du filtrat sont versés dans le ballon d’un appareil a distiller a 'aide d’'une pipette, ainsi
que 10 ml de soude

NaOH (33% dans I'eau (m/v)), ensuite on compléte a 200 ml par I'eau distillée

et on ajoute des régulateurs d’ébullition (comme par exemple des pierres).
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Ajouter dans le récipient de récupération du distillat, 40 + 0,1 ml de l'acide
borique (40 g/L) et quelques gouttes d’indicateur de Toshiro, plonger I'extrémité du
réfrigérant sur une profondeur d’au moins de ml, dans le liquide de récupération,
ajouter quelques gouttes de phénophtaléine dans le ballon de l'appareil a distiller.
(Vérifier I'étanchéité d’assemblage de I'appareil).

On chauffe progressivement le ballon de fagon a distiller environ 150 ml,
en 30 min. apres ce temps, on vérifie la neutralité du filtrat qui s’écoule a I'extrémité
du réfrigérant au moyen d'un papier pH ou phénophtaléine. Si la réaction est
alcaline, on poursuit la distillation.

Procéder au titrage d’'ammoniaque par la solution sulfurique de 0,025 mol/L. Et
en paralléle on effectue un essai a blanc (sans filtrat du départ), et on calcul comme

suit.

T =(V1-V2)* 2C*50*100
V*m

.V1: volume de I'acide sulfurique utilisé pour I'essai, exprimé en ml
.V2: volume de I'acide sulfurique utilisé pour I'essai a blanc, exprimé en ml;
.C: est la concentration de I'acide sulfurique, en mol/L;
.V: volume de prise d’essai pour la distillation, en ml;
.m: prise d'essai, en g.
La valeur de capacité d’échange cationique T est exprimée en centimoles de charges positives
par kilogramme (cmoles+/ kg).

Remarque : on peut effectuer le dosage par spectrocolorimétrie a une longueur

d’onde de 600 nm au lieu de faire un dosage par une solution sulfurique.

iii. Préparation des reactifs

e D’acétate d’ammonium a pH=7,00 et de concentration 1 mol/l :
Dissoudre 77 £ 0,005 g d’acétate d'ammonium dans une fiole de 1000 + 0,1 ml,
contenant environ 900 + 0,1 ml d’eau. Ajustage du pH a 7,00 £ 0,05 au moyen des
solutions d’'ammoniaque (NH4OH, 1 mol/L) ou d’acide acétique (CH3COOH, 1 mol/L)
ensuite on compléte le volume a 1L.

¢ Indicateur de Toshiro :
Dissoudre 2 g de rouge de méthyle et 1g de bleu méthyléne dans 1000 ml d’éthanol
a 95°.
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e Phénophtaléine :

Dissoudre 1g de phénophtaléine dans 1000 ml d’éthanol a 95°.

VI. Dosage des métaux lourds
La concentration totale du plomb a été déterminée par attaque triacide suivant
la norme N FX 31-147 décrite ci-dessous
VI-1. Sol
Le dosage des métaux étudiés dans le sol consiste a peser 0.5 g du sol et les
mettre dans des creusets en verre ; un passage a l'étuve a 105°C pendant 2
heures est nécessaire pour avoir une matiere séche. Les échantillons sont ensuite
calcinés a 450°C dans le four pendant 3 heures et la mise en solution est obtenue
a partir d'un meélange de 10 ml d’acide fluorhydrique 40% (HF) et 3 ml d’acide
perchlorique 70% (HCIO4); ce mélange s’évapore sur une plaque chauffante a
160°C. La poudre trés fine obtenue a été mise en solution avec 1ml acide nitrique
65% dans des fioles graduées de 100 ml en polypropyléne ; ensuite portées a
ébullition dans un bain-marie et complétés par de I'eau distillée (100 ml) [cité in
Zerrouki et al.,2013]

VI-2. Plantes et Vers de terre
lls ont fait I'objet d‘'une série d‘opérations qui sont :
e Déshydratation des graines : la méthode habituelle est la déshydratation en

étuve a 105°+2 °C pendant 72 heures.

e Broyage : cette étape est éminemment critique car elle peut étre source de
contamination ou de perte. Pour cela, le broyeur utilisé est un mortier en
agate. Les matériaux constituants le broyeur sont le titane et I‘acier garantis
sans « métaux lourds ». 0.5 a 1 g de la poudre obtenue est calcinée dans un
four dont la température est augmentée progressivement jusqu'a 450°C, a
I'aide des capsules en quartz.

e Minéralisation et mise en solution : la poudre fine obtenue, aprés calcination,
est placée dans une solution d’acides (10 ml d’acide fluorhydrique HF 40% et
3 ml d’acide perchlorique CIHO4 70%) puis chauffée dans un bain de sable
sous la haute, jusqu‘a I'évaporation totale de la solution (minéralisation a
chaud).

65



Partie B : Matériel et Meéthodes

En dehors du bain de sable on lui ajoute 1 ml d’acide nitrique HNO3 et 10 ml
d’eau distillée et on la laisse 30 min ; aprés on les places dans le bain de

sable jusqu’a effervescence (minéralisation a froid)

e Filtration et dilution : aprés filtration les extractions obtenues sont diluées avec
100 ml d’eau distillée pour la plante et 50 ml pour les vers de terre.

Le dosage du plomb est réalisé par spectrométrie d'absorption atomique.

VII. Analyse statistique

Le traitement statistique a été effectué a I'aide de deux progiciels STATISTICA
12 et SPSS 20. Les données obtenues ont été soumises a plusieurs analyses :
Statistiques descriptives, ANOVA, ANOVAR et analyse de corrélation et analyse
canonique des corrélations ACC. Les différences ont été considérées comme
significatives a P< 0.05 (*), trés significatives a P< 0.01 (**), hautement significatives
a P<0.001 (***) et non significatives (NS).
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Dans cette partie, les résultats et la discussion sont répartis en sept chapitres :

- Le chapitre 1 concerne la concentration du plomb dans les sols de I'expérimentation
et les facteurs qui influencent sa rétention et son accumulation.

- Le chapitre 2 : les vers de terre ont un impact favorable sur les sols, dans ce
chapitre nous résumons I'impact de I'activité des vers de terre sur quelque parameétre
physico-chimique des sols utilisés en comparant entre les 3 systémes.

- Les chapitres : 3, 4 et 5 concerne une étude approfondie de chaque systéme pour
les interactions :

« Sol- Orge- Plomb »
« Sol- Vers de terre- Plomb »
« Sol- Orge- Vers de terre et Plomb »

-Le chapitre 6 concerne I'impact du plomb sur la croissance pondérale des vers de
terre, avec une comparaison intra et inter systémes afin de déceler I'effet (i) de la
présence/absence de l'orge et (ii) des différentes concentrations de plomb sur la
variation du poids des vers de terre Lumbricus sp.

- Le chapitre 7 concerne l'efficacité de I'association « Orge - Vers de terre » pour la
dépollution des sols contaminés par plomb.

- Une étude des relations entre les caractéristiques du sol et la bioaccumulation du
plomb par les deux organismes par I'analyse canonique des correspondances fait
I'objet d’'une conclusion de la discussion.
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Chapitre 1 : Rétention du plomb par le sol

Chapitre 1 : Rétention du plomb par le sol

Le plomb peut constituer un danger pour I'environnement s’il se déplace dans
le sol et contamine les nappes phréatiques et les eaux de surface, ou, s’il est
transféré aux organismes vivants. Plusieurs facteurs affectent la mobilité et la
biodisponibilité du plomb : le pH, la texture du sol (surtout sa teneur en argile) et la
teneur en matiéres organiques. [Conseil canadien des ministres de I'environnement.
1999].

Le niveau de contamination d’'un sol dépend de I'importance des émissions
des polluants vers le sol et des phénoménes responsables de la rétention des
polluants.

La granulométrie et la texture du sol influencent les propriétés mécaniques de
la phase solide du sol (porosité et perméabilité) et déterminent I'importance de la
surface spécifique. [Pagotto C., 1999]

Le sol étudié est un sol agricole de texture sableuse, ses caractéristiques

physico-chimiques sont représentées dans le Tableau 4 .
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Tableau 4: Caractéristiques physico-chimiques du sol

Paramétres Moyenne £+ SD Minimum Maximum
Argile (%) 24,51+£3,73 15,30 34,35
Limon (%) 9,54+5,90 0,77 25,54
Sable (%) 65,98+5,49 45,95 74,49
MO (%) 2,30+0,37 1,50 3,12
PHeau 7,42+0,57 6,39 8,34
CEC(meq100™'g) 11,93+£3,20 0,13 18,55
CE (ps/cm) 831,27+273 335,00 1485,00
Mn (ug/g) 957,07+£549.05 10,35 2123,58
Fe (ug/g) 261,37+66.95 137,39 480,59
Cu (ug/g) 34,11+39.44 1,54 156,68
Zn (ug/g) 18,21£25.91 0,18 135,77
Cd (ug/g) 0,12+0.09 0,00 0,36
Cr (ug/g) 104,07+£36.58 1,45 206,13

Les constituants de la phase solide du sol tels que les teneurs en minéraux
argileux, matiere organique, oxydes et hydroxydes conditionnent les capacités

d’adsorption du sol. [Pagotto C., 1999]

1. Teneurs du plomb dans le sol
Les concentrations du sol en plomb dans les blocs de chaque systéme avant

et a la fin de I'expérimentation sont représentées dans la figure 11.
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Figure 11: Concentrations du plomb dans le sol de I'expérimentation

Nous constatons que les concentrations finales du sol ont fortement diminué
par rapport aux concentrations initiales, une corrélation positive est observée entre
les niveaux de contamination et les concentrations du sol (r=0.94***) avec un effet
hautement significatif (p<0.001***).

La toxicité des métaux ne dépend pas uniquement de la concentration totale
mais aussi de leur réactivité et mobilité avec les autres composants de I'écosysteme
[Abollino et al., 2002] de nombreux auteurs classent cette réactivité selon I'ordre
Ni>Zn>Cu>Pb [Kabala and Szerszen, 2002], le plomb est généralement trouvé dans
les horizons de surface (0-20 cm) que dans les couches profondes du sol [Contat, et
al.,1991]. Plusieurs facteurs affectent sa mobilité et sa biodisponibilité : le pH, la
texture du sol (surtout la teneur en argile) et la teneur en matiére organique.

Le plomb dissous dans I'eau du sol est sous la forme de Pb?*, 'adsorption sur
les sites d’échange cationique des argiles ou de la matiére organique peut diminuer
la mobilité et la disponibilité du plomb a court terme. L’érosion des sols par le vent ou
'eau est une voie importante par laquelle les sols contaminés au plomb peuvent
migrer et contaminer le milieu environnant [Conseil canadien des ministres de
I'environnement. 1999].

La solubilité et la mobilité initiale du plomb dans le sol dépendront du type de
composeé de plomb qui aura été ajouté au sol, par exemple, les chlorures de plomb,
les acétates de plomb et les nitrates de plomb sont trés solubles et seront facilement

lessivés des sols [Conseil canadien des ministres de I'environnement. 1999].
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La concentration de la solution du plomb (dose de contamination) ajoutée au
sol est aussi un facteur qui influence les concentrations du plomb dans le sol, d’un
autre coté, seule la fraction adsorbée a l'argile et a la matiére organique reste dans le
sol ; la texture sableuse du sol utilisé explique les faibles concentrations retenues par

le sol.

2. Rétention du plomb par le sol et les facteurs qui I'influencent

Le niveau de contamination d’un sol dépend de la quantité du polluant apporté
au sol et des phénoménes responsables de la rétention des polluants (la
granulométrie du sol, la quantité de matiere organique, sa texture, le pH, CEC...).
L’influence de ces parameétres sur la rétention du plomb dans le sol, exprimée par

des corrélations et des analyses de variance est résumée dans le tableau 5

Tableau 5: Corrélation et analyse de variance entre le plomb du sol et les

parametres physico-chimiques du sol.

Pb-sol

Sol-Plante Sol-Ver de terre Sol-Plante-Ver de terre

Corrélation ANOVA a un Corrélation ANOVA a un Corrélation ANOVA a un

seul facteur seul facteur seul facteur
pH r=-0.79** <0.001 r=-0.86"* <0.001 r=-0.75"* <0.001
CEC r=0.30 NS <0.01 r=-0.24 NS <0.001 r=0.43 NS <0.001
CE r=0.09 NS <0.01 r=0.48** <0.001 r=0.61** <0.01
MO% r=-0.12NS <0.05 r=-0.05NS <0.001 r=-0.05NS <0.01
A% r=0.39 NS <0.001 r=0.02 NS <0.001 r=0.32NS <0.01

L’influence des parameétres physico-chimiques du sol sur la rétention du plomb
est significative comme l'indique les analyses de variance rapportées dans le tableau
5.

Les éléments métalliques, une fois introduits dans I'environnement, demeurent
dans le sol et ne sont pas dégradés contrairement aux polluants organiques. Les
seules exceptions sont le mercure et le sélénium qui peuvent étre, au moins
partiellement, volatilisés grace a l'action de microorganismes ou de plantes.
[Moussavou, 2010]
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Le comportement des ETM dans les sols dépend notamment d’interactions
physicochimiques entre les ions métalliques et les particules organiques et minérales
du sol. Le piégeage des ETM par les composés du sol peut se faire de plusieurs

maniéres [Deschamps et al. 2006].

Le pH et les conditions d’oxydoréduction dans le sol jouent un réle important
dans la mobilité des métaux : un sol a pH acide entraine la désorption des cations
meétalliques et donc leur mise en solution sous forme de sels métalliques
[Deschamps et al., 2006]. A 'opposé, un pH neutre a basique aura plutét tendance a
immobiliser les ETM et donc a réduire fortement leur absorption par voie racinaire.
Cependant, tous les ETM ne sont pas solubilisés et donc mobiles aux mémes
valeurs de pH ; par exemple, le plomb et le cuivre ont une mobilité moyenne a pH
acide; et a un pH neutre-alcalin, le zinc, le plomb et le cadmium ont une mobilité

faible dans le sol [Moussavou, 2010].

D’aprés Cecchi [2008], dans la mesure ou la mobilité du plomb est
majoritairement contr6lée par des phénoménes d’adsorption ou de
précipitation/dissolution, la mobilit¢ va étre dépendante de la composition
minéralogique du sol, notamment de la teneur en phase adsorbante (matiere
organique, argile, oxydes...).

Les caractéristiques minéralogiques et chimiques des sols neutres et alcalins
sont plutét favorables a un piégeage du plomb par précipitation ou co-précipitation
minérale (carbonates, oxydes...). A l'inverse, dans les sols acides, le plomb semble
lié a la fraction échangeable et a donc une plus grande mobilité potentielle. [Cecchi.,
2008]

La nature et la concentration des ions et molécules de la solution du sol
affectent les concentrations des polluants dans le sol. En effet la rétention d’un
contaminant dans le sol dépend de sa nature, de sa charge, et de sa taille. Elle est
également fonction de la nature des autres éléments présents en solution : des
phénomeénes de compétition peuvent avoir lieu. Par exemple, Christensen [1984],
cité par [Singh et Steinnes, 1994] rapportent une diminution de 30 % de la rétention
du cadmium lorsque la concentration en calcium est multipliée par 10. Il attribue ce

phénoméne a une compétition du calcium. La quantité des éléments en solution
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gouverne l'apparition de certains mécanismes (précipitation) et lintensité des

phénomeénes : la force ionique affecte les équilibres chimiques (constantes).

Yong et al., [1992] rapportent que le pH joue un réle sur les différents
mécanismes chimiques de rétention. Il conditionne la dissociation des protons des
fonctions carboxyliques, phénoliques et hydroxydes. Et, par conséquent, il gére la
charge des particules et I'échange d’ions. De plus, son augmentation renforce la
stabilité des complexes : métaux - matiére organique ; et favorise la précipitation des
hydroxydes [Sigg et al., 1992]. D’une fagon générale, les cations métalliques sont

plus mobiles sous des conditions acides [Alloway, 1995].

La charge électronégative des argiles les rend aptes a contracter des liaisons
électrostatiques avec toute entité chargée positivement, comme les cations
métalliques. Ces liaisons sont réversibles et les cations fixés sont échangeables : ils
peuvent étre remplacés par d’autres cations présents dans la phase aqueuse du sol.
Cette capacité d’échange de cations (CEC) exprimée en milliéquivalents pour 100 g
est une caractéristique importante de chaque argile qui conditionne grandement la

biodisponibilité d’'un métal dans le sol, cité in Zerrouki, [2014]

3. Conclusion

Une différence importante est observée dans la fixation du plomb par le sol
suivant les doses apportées dans les différents systémes/blocs au début de
'expérimentation, la distribution granulométrique confere au sol des propriétés
particulieres, notamment en ce qui concerne la fixation des polluants. La nature
minéralogique des éléments constituants la terre fine (< 2 mm) varie beaucoup d’'une
classe granulométrique a l'autre et conditionne les processus d’échanges chimiques.
On notera en particulier que les minéraux argileux, du fait de leurs propriétés
colloidales et de leurs grandes surfaces spécifiques, favorisent les phénoménes
d’adsorption. La rétention des polluants sera ainsi plus élevée dans les sols riches en
argiles. [Pagotto, 1999], la nature sableuse du sol utilisé dans notre étude explique

les faibles concentrations du plomb trouvées par rapport aux doses ajoutées.
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La concentration du plomb dans le sol est influencée par ces paramétres
physico-chimiques (pH, CEC et la teneur en matiére organique...). Cependant d'autre
facteurs peuvent modifier (augmenter ou diminuer) la rétention du plomb par le sol

par exemple : la quantité et la forme sous laquelle le contaminant est apporté.
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Chapitre 2 : Effet de I’activité des vers de terre sur le sol

Dans le quatriéme et le sixiétme chapitre, nous avons mis en évidence

l'influence de I'activité des vers de terre sur la phytoextraction du plomb par 'orge.

Dans ce chapitre, nous avons souhaité porter un intérét aux mécanismes par
lesquels les vers de terre peuvent agir sur la plante et sur le sol, pour cela nous
avons focalisé notre étude sur la comparaison entre quelques paramétres physico-
chimiques du sol, afin de déceler 'effet que peut avoir la présence ou non des vers

de terre sur le sol et ses caractéristiques.

Il est avéré que les plantes peuvent modifier leurs milieux (au niveau de la
rhizosphére) dans les processus de préléevement des éléments nutritifs ; I'interaction
entre l'activité des vers de terre et celle de la plante peut modifier les paramétres
physico-chimiques du sol et, donc, influencer la mobilité et la biodisponibilité des

métaux lourds dans le sol.
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Brown et al., [1995 a] soulignent que le processus de phytoextraction des

meétaux dépend de la biodisponibilité du métal dans le sol . La biodisponibilité peut

étre influencée par plusieurs facteurs (abiotiques et biotiques) dans I'environnement.

Par ailleurs, il est bien connu que les vers de terre influencent fortement les

propriétés physiques et chimiques du sol, leur réle est donc a prendre en

considération dans la biodisponibilité des métaux [Huynh T M D., 2009].

1.1. Effet de I'activité des vers de terre sur le pH du sol

Il est bien établi que le pH du sol est un facteur clé qui affecte les

comportements d'adsorption-désorption et donc la biodisponibilité des métaux lourds

dans le sol. Il est donc important de déterminer les changements de pH induits par

I'activité des vers de terre [A Lemtiri et al., 2016 ; Wen B, 2004].
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Figure 12: Effet de 'activité des vers de terre sur le pH des sols de
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I'expérimentation (S: sol pollué, T: sol témoin)

A l'examen de la figure 12, il parait évident qu’il existe une différance

hautement significative du pH du sol entre les systémes (p<0.001). Nous avons

constaté que la présence ou I'absence des organismes (plante et vers de terre) dans

les sols témoins n’affecte pas les valeurs du pH qui est de I'ordre de (8.24 + 0.08).
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Par ailleurs, dans les sols pollués par le plomb le pH a fortement diminué et
une différence remarquable est enregistrée entre les trois systémes. Rémheld
[1986] et Hinsinger [2001] soulignent que le pH peut-étre modifié par I'activité
d’échange des racines : pour maintenir leur neutralité électrique, la plante a un effet
compensatif de leur absorption ionique par une excrétion des charges au niveau
racinaire. Quand elle préléve davantage de cations que d’anions, les racines
compensent en relachant dans la rhizosphére un excés de charges positives sous

forme de protons, ce qui entraine une acidification du milieu.

La présence de Lumbricus sp dans le sol diminue de fagon significative le pH,
des observations similaires ont été effectuées par d’autres auteurs. Huynh T.M.D.
[2009] ; Cheng et Wong, [2002] et Yu et Cheng, [2003] rapportent que dans un sol
contaminé au Zn, l'activité des vers de terre entraine une diminution du pH du sol
(0,2 - 0,5 unités). En théorie, la diminution de pH d'un sol riche en métaux devrait
augmenter leur biodisponibilité. Effectivement, Sanders et al. [1986] ont montré que
si le pH du sol diminue d'une unité, la concentration de métal libre augmente d'un
facteur 2, et par conséquent améliore le processus de phytoextraction [Sanders et
al., 1986].

L’effet des vers de terre sur le pH du sol est plus prononcé que celui de la
plante avec un pH de (7.11+0.13) pour les vers de terre et (7.67 £ 0.35) pour la
plante. L'association de ces deux organismes dans le méme sol induit un pH
nettement plus bas que quand ils sont séparés, le pH diminue alors jusqu’'a (6.87
+0.31).

Hu et al. [1998] ont observé que l'activité des vers de terre augmente le pH du
sol en raison de l'excrétion des composés de calcium dans I'environnement par les

glandes calciféres.

Cependant, il faut souligner que tous les vers de terre, avec ou sans glandes
calcifiées, augmentent le pH du sol [Cheng et Wong, 2002] en raison de leur urine

alcaline [Salmon, 2001].

81



Partie C : Reésultats et Discussion

Chapitre 2 : Effet de I’activité des vers de terre sur le sol

Le changement de pH vers la neutralité peut-étre di a la minéralisation de
I'azote et du phosphore en nitrites ou nitrates et orthophosphates [Kaviraj et Sharma,
2003]. La diminution du pH pourrait également étre due a la production de CO,,
d'ammoniac, de NO™ et d'acide organique pendant le processus de coulée, comme
I'a suggéré Yadav et al. [2010] et Song et al. [2014]. Elvira et al. [1998] ont rapporté
que l'action conjointe des vers de terre et la décomposition microbienne conduisent a

un pH faible dans les vermicomposts.

Les résultats que nous avons obtenus concordent avec ceux de Cheng et
Wong [2002] qui montrent que l'activité du ver de terre (Pheretima sp.) a diminué le
pH d’un sol acide rouge. Cette différence observée entre les différentes études peut-

étre due aux vers de terre utilisés (la famille, la catégorie écologique...)

1.2. Effet de I’activité des vers de terre sur la CEC, la MO et la CE

Les valeurs de la capacité d’échange cationique, la matiere organique et la

conductivité électrique, mesurées dans les sols sont représentées dans la figure 13,
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Figure 13: Variation de la MO (a), la CEC (b) et la CE (c) du sol en

présence/absence des vers de terre et/ou de la plante.
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A I'examen de la figure (13, a), une différence significative des valeurs de la
MO du sol est constatée entre les systémes (p<0.001). Les valeurs les plus basses
sont enregistrées dans les sols du systéme 2 en présence des vers de terre avec ou

sans pollution (S2, T2).

L’association des vers de terre et de I'orge diminue significativement la CEC
dans les sols témoins et pollués (figure 13, b) par rapport aux autre systémes. Une
différence significative (p<0.001) est constatée entre les valeurs de la CEC et de la

CE des trois systémes. (figure 13, b, c)

Un net effet de la pollution par le plomb sur la CE est observé dans le systéme
3 en présence de la plante et des vers de terre, avec la valeur la plus basse
enregistrée dans les sols témoins et la valeur la plus importante dans les sols

pollués.

L’activité du ver de terre Metaphire posthuma diminue le pH, CE, K, Na, Ca,
et les métaux lourds, tandis qu’elle augmente le N, P et CO dans les vermicomposts.
[S. Singh et al. 2016]. Ketterings et al., [1997] et Bossuyt et al., [2004] rapportent que
les vers de terre améliorent l'incorporation des résidus végétaux dans les agrégats
du sol, créant une porosité du sol et un agrégat stable par leurs activités
d'enfouissement, de formation d'humus, et de compostage et affectant également la

localisation de la matiere organique dans le sol.

Singh et al., [2014] rapportent également que la conductivité électrique (CE)
diminue significativement du sol au vermicompost. Cette diminution de la CE peut-
étre due a la perte de matiére organique et a la libération de différents sels minéraux

sous des formes telles que le phosphate, 'ammonium et le potassium.

1.3. Effet des vers de terre sur la concentration des métaux et nutriments
du sol

Les moyennes des concentrations de Cu, Zn, Cd, Cr, Mn et Fe dans les sols
de 'expérimentation (en ug g-') regroupés par systéme (sol témoin et sol pollué) sont

illustrées dans la figure 14.
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Les concentrations totales des métaux enregistrées dans les sols sont
significativement différentes entre les systéemes : Cu (p<0.001) ; Zn (p=0.001); Cr
(p<0.001) ; Cd (p<0.001) ; Mn (p<0.001) ; Fe (p<0.001).

A la fin de I'expérimentation, la teneur en cuivre la plus élevée est enregistrée
dans le sol témoin qui comprend l'association entre la plante et les vers de terre (T3)
mais aussi les teneurs en Zn, Cd, Mn et Fe, tandis que le Cr a une valeur plus

importante dans le sol témoin comportant les vers de terre (T2).

Par ailleurs, dans les sols pollués les valeurs les plus élevées du Cu et Cr sont
enregistrées dans le S3 ; celle du Zn et Mn dans le S2 ; et en fin le Cd et Fe dans le
S1. Il semble y avoir un effet systéme dans les concentrations de ces €léments en

absence de pollution par le plomb et en présence de la plante et des vers de terre.

Tersic et Gosar [2012] ont également rapporté dans leur étude que le compost
des vers de terre a une teneur inférieure en Pb, Ni, Cr, Fe et Zn par rapport au sol.
Le déclin du contenu en métaux lourds dans le vermicompost peut étre di au fait que
les vers de terre accumulent des métaux lourds dans les cellules de leur tissu jaune
et qu'il y a une variation dans la liaison des métaux avec les ligands de ces tissus qui
entraine une bioaccumulation variable de divers métaux dans les tissus [Suthar et
al., 2008].

Bien que relativement peu d'études aient mesuré la concentration de
contaminants dans le matériel ingéré par les vers de terre, les résultats publiés
confirment la consommation sélective parce qu'il y a une différence marquée entre
les concentrations des résidus dans le sol en vrac et les ingesta, a la fois dans le cas
de substances organiques a I'état de traces [Diercxsens et al., 1985] et de métaux

lourds [Morgan et Morgan, 1992].
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Les vers de terre sont I'un des animaux du sol les plus importants qui ont la
capacité de maintenir la fertilité du sol et jouent un réle clé dans la durabilité. lls sont
également connus comme ingénieurs des écosystémes [Jones et al., 1994]. La
fonction la plus importante des vers de terre en tant qu'ingénieur de I'écosysteme est
son réle dans la formation du sol et sa contribution a la composition et au
fonctionnement de I'écosystéme du sol avec une diversité spécifique variée bien

expliquée par Jones et al. [1994], Lavelle et Spain [2001] et Jouquet et al. [2006].

2. Conclusion

L'impacte de lactivité des vers de terre sur le sol se traduit par des
modifications des propriétés physiques et chimiques du sol, la présence ou I'absence
des organismes (plante et vers de terre) dans les sols témoins n’affecte pas les
valeurs du pH qui sont de I'ordre de (8.24 + 0.08). Par ailleurs, dans les sols pollués
par le plomb, le pH a fortement diminué et une différence remarquable est
enregistrée entre les trois systemes, l'effet des vers de terre sur le pH du sol est plus
prononcé que celui de la plante avec un pH de (7.11+0.13) en présence des vers de
terre et (7.67 + 0.35) en présence de la plante. L’association de ces deux organismes
dans le méme sol induit a un pH nettement plus bas que celui observé quand ils sont
séparés, le pH diminue alors jusqu’a (6.87 £0.31), le pH du sol est un facteur clé qui
affecte les comportements d'adsorption-désorption et donc la biodisponibilité des
meétaux lourds dans le sol. Il est donc important de déterminer les changements de
pH induits par l'activité des vers de terre [A Lemtiri et al., 2016 ; Wen B, 2004].

Une variation significative des valeurs de la MO, CEC, CE, Zn, Cu, Fe, Mn, Cd
et Cr est constatée entre les sols des différents systémes et dans un méme systéme
entre le sol pollué et le sol témoin. S. Singh et al. [2016] rapportent que l'activité du
ver de terre Metaphire posthuma diminue le pH, CE, K, Na, Ca et les métaux lourds,

tandis qu’elle augmente le N, P et CO dans les vermicomposts.
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Chapitre 3 : Phytoextraction du plomb par Hordeum vulgare

en conditions controlées

L’accumulation du plomb par l'orge est influencée par plusieurs paramétres
liés au sol mais aussi a la forme sous laquelle se trouve le polluant,

Dans une étude menée par Zerrouki, [2014], sur la bioaccumulation des
métaux lourds (Pb, Cu, Zn) par l'orge in situ, elle souligne que les parameétres : pH,
CEC et le taux d’argile ont un effet non négligeable sur le pouvoir bioaccumulateur
de l'orge. Cependant l'interaction entre les différents métaux et les formes sous
lesquelles ils sont présents dans le sol peuvent modifier leur bioaccumulation. Pour
mieux comprendre le mécanisme de phytoextraction de I'orge dans un sol pollué par
un seul métal nous avons étudié I'interaction entre I'orge, le sol et le plomb dans des

conditions contrbélées

1. Teneurs du Plomb dans le sol et I'orge

Les moyennes des concentrations accumulées dans le sol et I'orge sont
représentées dans le tableau 6
Tableau 6: Statistiques descriptives des concentrations du plomb dans le sol et

I'orge du systeme 1 (sol-plante)

(ug/g) N Moyenne ~ Minimum  Maximum  Ecart-type.
Pb-sol 16 331,88 200.00 430,00 66,95
Pb-plante 16 59,44 38.00 75,00 13,16
Pb-Racines 16 25,94 5.00 41,00 13,38
Pb-Tiges 16 18,75 0.00 31,00 10,34
Pb-Feuilles 16 7,13 1.00 13,00 3,519
Témoins —sol 4 50,00 20.00 70,00 21,60
Témoins —plante 4 11,75 9,00 16,00 3,10
Témoins -Racines 4 23,75 21,00 25,00 1,89
Témoins -Tiges 4 13,25 11,00 15,00 1,71
Témoins -Feuilles 4 5,25 2,00 7,00 2,36

Nous constatons a partir du tableau 6 que la concentration du plomb dans le
sol du premier systéme est de I'ordre de (331.88 + 66.95 ug g'1) cette concentration

est supérieure a celle enregistrée dans les sols témoins (50.00 + 21.60 ug g™).
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Dans les sols pollués les valeurs enregistrées du plomb dans l'orge (59.44
+13.16 ug g'1) dépassent largement celles trouvées dans 'orge cultivé dans les sols
témoins (11.75 +3.10 ug g™'). Ces deux valeurs sont nettement supérieure a la norme
(1,38+1,24 ug g™') cité par Kabata et al. [2001].

2. Influence des facteurs physico-chimiques du sol sur la phytoextraction du

plomb par I’orge en conditions controlées.

Les paramétres physico-chimiques du sol influencent la mobilité et la
biodisponibilité des métaux dans le sol mais aussi leur phytoextraction par les
plantes. Nous avons réalisé différentes analyses statistiques (Corrélation, ANOVA,
ANOVAR...) en vue d’étudier ces effets dans des conditions contrélées et dans le

cas d’une pollution monométallique.

2.1. Influence du pH du sol
La corrélation entre le pH du sol et le plomb est illustrée dans la figure 15, sur
laquelle, une relation négative est remarquable (r = - 0,80***) D’autre part, I'analyse
de variance indique un effet hautement significatif (p<0.001) du pH sur le plomb

accumulé par la plante (Tableau 7).

Tableau 7: Analyse de la variance a un seul facteur : cas de pH

Somme des Carrés Ddl  Moyen Carré F p
pH 47946,28 1 47946,28 77,49246  0,000000
Error 11755.,72 19 618,72

Le pH est un facteur prépondérant de la rétention des métaux car il contréle la
totalité des processus affectant le comportement de ces éléments [Bourg, 1988 in
Martinelli, 1999].

Les cations métalliques sont plus disponibles a étre absorbés par la plante a
un pH faible. Différentes interprétations ont été avancées pour expliquer l'influence
du pH du sol sur 'accumulation du plomb, cuivre et zinc. McBride [1994]; Blaylock et
Huang, [2000] ont trouvé que le Cd, Cu, Hg, Ni, Pb et le Zn sont fortement absorbés
par les racines a pH < 5,5 ; donc il est possible d’augmenter la phytoextraction en

ajoutant un agent acide au sol contaminé.
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Figure 15: Corrélation entre le pH du sol et la phytoextraction du plomb par Hordeum

vulgare en conditions controlées

Le réle du pH est majoritaire dans la mobilité des métaux, la mise en solution
des sels métalliques, la mise en solution des phases de rétention, la désorption des
cations et 'adsorption des anions se font dans un milieu acide [Lamy I., 2000].

L’augmentation du pH favorise la déprotonation des complexes aqueux et des
groupements fonctionnels de surface des phases solides. Du fait de la diminution
des quantités de protons, la compétition entre protons et cations métalliques est plus
faible, accélérant ainsi, la formation de nouvelles phases ; la solubilité des cations

métalliques diminue alors lorsque le pH augmente. [Liliane., 2007].

2.2. Influence de la CEC
La CEC du sol est corrélée positivement avec les concentrations du plomb
dans la plante (r =0,24) comme le montre la figure 16. L’analyse de la variance

(tableau 8) indique un effet hautement significatif (p<0.001)
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Tableau 8: Analyse de la variance a un seul facteur : cas de la CEC

Somme des Carrés Ddl  Moyen Carré F p
CEC meq/100g 49919,14 1 49919,14 96,95162  0,000000
Error 9782,86 19 514,89

La capacité d'échange cationique racinaire (CECr) est définie comme une
fonction du nombre de sites fixateurs de cations (groupements anioniques) localisés
sur les parois cellulaires [Wacquant, 1969 ; Dufey et al., 1985 ; Dufey et Braun,
1986]. Allan et Jarrell [1989] ont montré que la CECr diminue au fur et a mesure que

décroit le pH externe.

Correlation: r =0,24
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Figure 16: Corrélation entre la CEC et la phytoextraction du plomb par Hordeum

vulgare en conditions contrélées.

La capacité d’échange de cations est interdépendante et détermine une
grande part des quantités de polluants retenus, dont I'adsorption des polluants peut
étre représentée par la CEC qui correspond a la quantité de cations maximale que le
sol peut retenir par adsorption physico-chimique.

Les éléments présents en grandes quantités dans la solution du sol, comme le
calcium ou le magnésium, sont transférés a l'interface sol-racine par un flux de

masse qui est souvent supérieur a la demande [Lorenz et al., 1994; McLaughlin et
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al., 1998]. Ces ions peuvent alors s'accumuler dans la rhizosphére et conduire dans
les sols calcaires a des précipités de carbonates de calcium, autour des racines
[Jaillard, 1985]. A l'inverse les éléments présents en faible quantité dans la solution
du sol, comme c'est typiquement le cas des métaux traces (Pb, Zn, Cd, etc....), sont
transférés par ce flux de masse en quantité insuffisante par rapport au prélevement
de la plante [Hinsinger, 1998].

L’augmentation de la force ionique c'est-a-dire l'augmentation de la

concentration des ions dans la solution favorise I'’échange ionique.

2.3. Influence du taux d’argile (A%)
Une corrélation positive entre I'absorption du plomb par l'orge et le taux des
argiles (r= 0,38) est indiqué dans la figure 17. L’analyse de variance montre un effet

hautement significatif concernant cette corrélation (p<0.001) (tableau 9).

Tableau 9: Analyse de la variance a un seul facteur : cas des argiles

Somme des Carrés  Ddl  Moyen Carré F p
Argile % 51199,65 1 51199,65 114,4146  0,000000
Error 8502,35 19 447,49

Les argiles sont considérées comme des adsorbeurs efficaces. lls sont des
silicates (généralement d’aluminium) possédant une structure en feuillets chargés
négativement entre lesquels de I'eau et des cations peuvent s’accumuler [Stengel et
Gelin, 1998]. Plus le taux d’argile dans le sol est élevé, plus la CEC augmente et plus
la plante absorbe le métal ; le transfert du plomb vers la plante, dans ce cas, est
passif [cité in Zerrouki, 2014]

Les éléments traces montrent une grande affinité pour les substances
humiques avec lesquelles ils forment des complexes argileux humiques stables,
éventuellement solubles. Cela explique 'abondance des éléments traces en surface
surtout en présence de la matiére organique ou les éléments traces sont absorbés
de maniére spécifique par les oxydes de fer et les oxydes de manganése [Baize,

1997]. Le plomb sera disponible en surface de cette maniére.
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Correlation: r=0,38
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Figure 17: Corrélation entre le taux des argiles (%) et la phytoextraction du plomb

par Hordeum vulgare en conditions controlées.

Pour un pH bas, les ions H" majoritaires se lient a I'argile plus que les OH". II
en résulte une charge globalement positive et I'argile se caractérise par une capacité
d’échange anionique. Pour un pH élevé, les ions OH" dominants conduisent au
phénomeéne inverse, et I'argile développe une capacité d’échange cationique (CEC).

Il existe une relation positive entre I'absorption du plomb par la plante, et le
taux des argiles ; plus ce taux est important, plus la CEC est importante, et la plante
a un pouvoir accumulateur élevé [cité in Zerrouki, 2014].

Marseille, [2007] a montré que l'argile participe au processus de la rétention
des éléments trace métallique, il a déduit une relation entre la teneur en argile et le
site d’adsorption. Le nombre de site d’adsorption augmente relativement avec la
teneur en argile. Christensen [1984] a signalé la capacité des argiles pour la fixation
des métaux lourds et mentionne la grande affinité entre le zinc, le cuivre et les
argiles.

Sanders, J.R. [1983], montre que les argiles sont des fractions fines qui
interviennent majoritairement lors des phénoménes de rétention et de fixation des

métaux lourds.
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2.4. Influence du taux de la Matiére Organique (MO%)
Une corrélation négative entre I'absorption du plomb par I'orge et le taux de la
MO (r= - 0.04) est indiquée dans la figure 18. L’analyse de variance montre un effet

hautement significatif concernant cette corrélation (p<0.001***) (tableau 10).

Tableau 10: Analyse de la variance a un seul facteur : cas de la MO %

Somme des Carrés Ddl  Moyen Carré F p
MO % 48487,68 1 48487,68 82,15089  0,000000
Error 11214,32 19 590,23

Correlation: r = -0,04
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Figure 18: Corrélation entre le taux de la MO (%) et la phytoextraction du plomb par

Hordeum vulgare en conditions contrélées.

L’assimilation des éléments par les plantes est fortement dépendante de la
biodisponibilité de ces éléments dans le sol. Les constituants du sol, en particulier les
argiles et la matiére organique peuvent interagir avec les métaux a travers différentes
interactions chimiques (interactions électrostatiques...etc.), toutes ces interactions

limitent la biodisponibilité de ces métaux dans le sol. [Tanner et Headley ,2011].
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La matiére argileuse peut retenir le Cu assez fortement. Cette adsorption sur
les surfaces argileuses peut expliquer la forte dépendance au pH de la rétention du
Cu sur les sols. Cependant, lorsqu’il s’agit des argiles brutes, I'adsorption dépasse
légérement la Capacité d’Echange Cationique, ceci est probablement di & la
présence des impuretés, principalement les Carbonates.

En effet Chocat B. Eurydice., [1997] montre que le zinc et le cuivre se
concentrent essentiellement dans les couches superficielles du sol et sont fixés par
les argiles et la matiére organique, les phases les plus importantes au cours de
'absorption des métaux lourds sont la matiére organique, les oxydes de fer, de

manganese et les argiles
3. Corrélation : plomb sol -plomb orge

La corrélation entre le plomb du sol et le plomb accumulé par l'orge est
représentée dans la figure 19. Cette corrélation est positive et hautement significative
(r=0,98***), D’autre part, 'analyse de variance indique un effet hautement significatif

(p < 0,001) du Pb sol sur le plomb accumulé par la plante (Tableau 11).

Tableau 11: Analyse de la variance a un seul facteur : cas Pb sol

Somme des Carrés Ddl  Moyen Carré F p
Pb-sol (ug/g) 59209,64 1 59209,64 2284,870 0,00
Error 492,36 19 25,91
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Correlation: r = 0,98
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Figure 19: Corrélation : Pb sol — Pb plante (Hordeum vulgare) en conditions

controlées.

Certains auteurs ont constaté la relation croissante monotone, entre la
concentration totale en métal dans le sol et la concentration accumulée dans le
végétal, aprés une contamination artificielle d’'un sol sain par des solutions salines de
métaux [Mahler et al. 1978 ; Mitchell et al. 1978]. Cela peut s’expliquer par le fait que
le métal, qui se trouve dans le sol sous la forme ionique, peut s’absorber a partir des
sites de surface du sol.

Doelman et Haanstra [1979] ont montré que I'accumulation du plomb, dans les
sols de surface, posséde une grande importance écologique, car ce métal est connu
pour affecter grandement l'activité biologique des sols qui signifié son absorption par
les plantes et la microfaune.

En régle générale, les concentrations en Pb d’'une plante sont étroitement
corrélées aux concentrations en Pb du sol, mais cette corrélation doit étre nuancée et

tenir compte en particulier de I'organe (racines, tiges, feuilles, etc.).

Des modéles empiriques ont été développés, concernant les relations
linéaires ou non linéaires entre la teneur des tissus végétaux en éléments traces

métalliques (Pb, Cu, Zn...) et la teneur du sol en ces éléments biodisponibles, donc
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le prélevement des éléments traces est en relation avec l'offre du sol
[Nguyen, 2007].

4. Taux d’accumulation de plomb par I’orge
Les valeurs du plomb accumulées par Hordeum vulgare dans le premier systeme

sont représentées dans la figure 20.

Figure 20: Pourcentage d’accumulation du plomb par 'orge

L’accumulation du plomb par I'orge a fait I'objet d’'une étude in situ dans des
sols agricoles a forte charge polymétallique (Pb, Cu, Zn) par Zerrouki et al., [2013],
ils rapportent un taux d’accumulation de I'ordre de 2%. Dans notre étude, comme le
montre la figure 20 nous avons enregistré un taux de 18.11 % fortement supérieure a

celui trouvé par Zerrouki et al., [2013].

Le taux élevé de plomb accumulé par 'orge est di a la forme sous laquelle il
est ajouté le plomb au sol. Diehl et al., [1983] constatent que les particules de plomb
dans les sols sont rapidement converties en des composés solubles dans l'eau,

facilement disponibles pour les plantes.
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5. Conclusion
La concentration du plomb accumulée par l'orge est de 59.44 +13.16 ug.g'1
soit 18.11% dépassent largement la concentration de plomb accumulée dans l'orge

cultivé dans le sol témoin (11.75 +3.10 ug g™).

Les taux d’absorptions et d’accumulations du plomb varient entre les espéces
et a l'intérieur d'une méme espece et semblent étre influencés davantage par le pH
que par toute autre propriété du sol [Seiler et Paganelli., 1987] et les argiles qui sont
des fractions fines qui intervient majoritairement lors des phénoménes de rétention et

de fixation des métaux lourds. [Sanders, J.R. 1983],

La solubilité et la mobilité initiale du plomb dans le sol dépendront du type de
composeé de plomb qui aura été ajouté au sol. Par exemple les nitrates de plomb sont
trés solubles et seront facilement lessivés des sols. [Conseil canadien des ministres

de I'environnement. 1999], et facilement bioaccumulés par la plante.
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Chapitre 4 : Bioaccumulation du plomb par les vers de terre

(Lumbricus sp)

La bioaccumulation des métaux chez les vers de terre dépend beaucoup de
I'espece et des caractéristiques de leur milieu de vie, notamment de la composition
du sol et de son pH [Van Gestel & Ma, 1988 ; Morgan & Morgan, 1991 ; Morgan &
Morgan, 1999]. Le concept général de mesure des concentrations en métaux dans
des espeéces sélectionnées pour obtenir des informations concernant les fractions de
pollutions biodisponibles d'un habitat donné est théoriquement attractif. Cependant, il
est riche en difficultés pratiques du fait que les données de biodisponibilité sont

propres a chaque espece [De Vaufleury et al., 2013].

Des différences de concentrations en métaux dans les tissus d'espéces de
vers de terre écophysiologiquement différentes est décrites par Morgan et al., [1993],
qui soulignent l'importances de facteurs déterminants interactifs, souvent biotiques,

qui interviennent dans 'accumulation des métaux.

Nahmani et al., [2007], rapportent dans leurs revue la difficulté d'établir des
relations statistiques simples entre les concentrations des métaux des organismes et
celles des composants abiotiques de I'environnement. Cependant, il est intéressant
de dégager les principales directions dans lesquelles s'inscrivent les recherches
actuelles afin d'aboutir a une meilleure connaissance des facteurs qui contrdlent la
bioaccumulation des meétaux chez les vers de terre. Il est aussi important de
déterminer les réponses des différentes espéces en termes de bioaccumulation et
d'effets toxiques en fonction de la contamination du milieu (nature des métaux,

influence de leur concentration). [De Vaufleury et al., 2013]
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1. Concentrations du plomb dans le sol et les tissus des vers de terre
Les moyennes des concentrations accumulées dans le sol et les vers de terre

sont représentées dans le tableau 12.

Tableau 12: Statistiques descriptives des concentrations du plomb (ug/g) dans le sol

et les vers de terre.

N Moyenne Minimum Maximum Ecart-type.
Pb (sol) 16 342,50 250,00 440,00 54,59
Pb (VT) 16 24,01 12,55 54,54 10,97
Témoins (sol) 4 70,00 50,00 90,00 16,33
Témoins (VT) 4 8,20 7,50 8,59 0,48

L’examen du tableau 12 indique des concentrations de plomb dans le sol de
'ordre de (342.50 £ 54.59 ug/qg), et les concentrations de Pb enregistrées dans les
tissus des vers de terre (24.01 + 10.97 ug/g) permettent de constater une forte

accumulation par rapport au témoin (8.20 + 0.48 ug/qg).

La capacité d’accumulation des vers de terre a été reconnue dans la littérature

deés la fin du 19éme siécle [Hopkin, 1989].

Les vers de terre ont un contact intime avec le sol que ce soit au niveau de
leur derme ou lors de lingestion du sol. lls sont donc susceptibles d‘accumuler les
polluants présents dans le sol. Selon leur classe écologique (endogée, épigée ou
anécique), les vers de terre sont plus ou moins sensibles aux éléments traces

métalliques [Tomlin, 1992].

Les vers de terre qui vivent dans des sols contaminés par les métaux,
principalement de source anthropogéne, accumulent de fortes concentrations de
métaux lourds dans leurs tissus [Ireland, 1983 ; Morgan & Morgan, 1988 ; Dai et al.,
2004]. La répartition des métaux (Cd, Pb, Zn) n’est pas identique dans tous les tissus
des vers de terre, les proportions les plus fortes des charges métalliques accumulées
dans le corps sont localisées dans les tissus (épithélium intestinal et tissu
chloragogéne) du tube digestif postérieur (Pb : 87,7 % ; Zn : 78,8 % ; Cd : 72,8 % ;
Cu : 57,3 %) [Morgan & Morgan, 1990].
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2. Corrélation plomb sol -plomb vers de terre
La corrélation Pb sol - Pb vers de terre est représentée dans la figure 21 .Un

effet significatif (p<0.001) des concentrations de plomb dans le sol sur le plomb
accumulé dans les tissus des vers de terre Lumbricus sp est indiqué par I'analyse de

variance dans le tableau 13.

Tableau 13: Analyse de la variance a un seul facteur : cas Pb sol

Somme des Carrés Ddl  Moyen Carré F p
Pb-sol (ug/g) 10215,77 1 10215,77 179,5089  0,000000
Error 1081,28 19 56,91

Correlation: r=0,76
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Figure 21: Corrélation entre le plomb du sol et les concentrations du plomb dans les

tissus des vers de terre Lumbricus sp
Les concentrations de plomb enregistrées dans les tissus des vers de terre est
significativement et positivement corrélées(r = 0.76***) avec les concentrations dans
le sol.

Les vers de terre de diverses espéces qui vivent dans des sols pollués par
des métaux en raison de la proximité d’autoroutes [Gish & Christensen, 1973] ou
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d’exploitations minieres [Ireland, 1975 ; Dai et al., 2004] ou d’épandage de déchets
[Helmke et al., 1979] ont des teneurs en métaux lourds beaucoup plus élevées que
ceux qui se développent en zones non polluées, ce qui concorde avec les résultats

rapportés dans le tableau 13

Lorsque la contamination cesse, les indices d’accumulation du Zn et du Pb
diminuent fortement, par rejet du métal dans les feces ou élimination par la paroi du
corps, dont l'ultrastructure des cellules est fortement modifiée par le Pb [Wielgus-
Serafinska, 1979 ; Wielgus-Serafinska & Strzelec, 1983].

3. Impact des facteurs physico-chimiques du sol sur I'accumulation du

plomb par les vers de terre

L’effet des paramétres physico-chimiques du sol tel que le pH, la CEC et le
taux des argiles sur la mobilité des ETM dans le sol et leurs accumulations dans les
horizons de surface et par les plantes (absorption) a été largement étudie. Dans le
but d’étudier l'influence que peut avoir ces parameétres sur 'accumulation du plomb
dans les tissus des vers de terre, nous avons réalisé une analyse de corrélation et
une ANOVA entre les concentrations du plomb dans les vers de terre et les

parametres du sol.

3.1. Impact du pH du sol sur ’'accumulation du plomb par les vers de terre

La corrélation entre le pH et 'accumulation du plomb par les vers de terre est
illustrée dans la figure 22, sur laquelle, une relation négative et non significative est
remarquable (r= - 0,43). D’autre part, 'analyse de variance indique un effet
hautement significatif (p < 0,001) du pH sur 'accumulation du plomb par les vers de
terre (Tableau 14).

Tableau 14: Analyses de variance a un seul facteur cas de pH.

Somme des Carrés Ddl  Moyen Carré F p
pH 8408,348 1 8408,348 55,30453  0,000000
Error 2888,707 19 152,037
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Correlation: r =- 0,43
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Figure 22: Corrélation entre le pH du sol et 'accumulation du plomb par les vers de
terre Lumbricus sp

Le pH est un facteur prépondérant de la rétention des métaux car il contréle la
totalité des processus affectant le comportement de ces éléments. Selon Swaine,
[1986] le pH est le facteur qui influence le plus la mobilité et la biodisponibilité du
plomb. Les risques de mobilité sont plus grands dans les milieux acides, alors que la
solubilité diminue avec I'élévation du pH. A pH 5, le plomb semble majoritairement
adsorbé aux oxydes et aux matieres organiques [Alloway, 1995], et une

augmentation du pH a pour effet de rendre le plomb moins biodisponible.

Les vers de terre accumulent le plomb et sont donc des indicateurs utiles de la
pollution du sol par le plomb. Les concentrations totales de plomb dans les sols
excédent presque toujours les concentrations totales de plomb dans les vers de
terre. Par contre, des conditions exceptionnelles comme des niveaux élevés de
plomb dans les sols combinés a un faible pH et a une teneur en calcium peu élevée,
peuvent induire une plus grande accumulation de plomb provenant du sol, chez les

vers de terre [Ireland, 1979].

Pour le Pb, Beyer et al. [1987] ont observé que la concentration varie du
simple au double (de 5 mg.kg™ a 12 mg.kg™") chez Apporectodea tubulata dans une

gamme de pH comprise entre 7,1 et 4,9.
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L'accumulation du Zn et du Cd dans le corps des vers de terre est variable
selon les espéces, la nature du sol, la durée des expériences, les moyens utilisés
pour faire varier le pH et si le sol est contaminé par un seul ou plusieurs métaux. [De
Vaufleury et al, 2013].

La faible biodisponibilité des métaux (Cu, Pb et Zn) d'un sol contaminé a pH
alcalin, ainsi que l'absence d'effets toxiques ont été confirmées expérimentalement
chez Lumbricus terrestris dans des sols urbains peu riches en éléments nutritifs de
Montréal [Kennette et al., 2002].

Nous avons pu observer dans notre étude que la variation du pH du sol

influence aussi 'accumulation du plomb par les vers de terre.

3.2. Impact du taux d’argile sur I'accumulation du plomb par les vers de

terre

La corrélation entre le taux d’argile dans le sol et 'accumulation du plomb par
les vers de terre est illustrée dans la figure 23, sur laquelle, nous constatons une
relation négative et non significative (r= -0.07). D’autre part, I'analyse de variance
indique un effet hautement significatif (p < 0,001) sur I'accumulation du Pb par des

vers de terre (Tableau 15).

Tableau 15: Analyses de variance a un seul facteur cas de I'A%.

Somme des Carrés  Ddl  Moyen Carré F p

Argile % 8414,495 1 8414,495 55,46299  0,000000
Error 2882,560 19 151,714
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Figure 23: Corrélation entre 'A% du sol et 'accumulation du plomb par les

vers de terre Lumbricus sp.

La nature du sol a une importance primordiale dans la bioaccumulation et la
toxicité des métaux chez les vers de terre [Van Gestel, 1992] et les résultats des
expériences faites en laboratoire sont difficiles a extrapoler a ce qui se passe dans
les sols, dont la composition est trés variable d'un lieu a un autre et pour un méme
lieu, d'une couche a l'autre. [De Vaufleury et al., 2013].

Les argiles, de par leurs propriétés physico-chimiques, jouent un rdle tres
important dans la disponibilité des métaux lourds. Li et Li [2000] ont montré que les
métaux lourds peuvent étre adsorbés et immobilisés par les minéraux argileux ou
également étre complexés par la matiére organique du sol en formant alors un

complexe organométallique [Lamy, 2002].

Lock & Janssen [2001a] ont effectué des expériences avec Enchytraeus
albidus, qui montrent que la toxicité du Cd et du Zn dépend de la nature de l'argile
utilisée (kaolinite, illite et montmorillonite) et de la matiére organique (feuilles

tombées de divers arbres ou tiges mortes d'orties ou de roseaux).
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3.3.Impact de la capacité d’échange cationique (CEC) sur I’accumulation du

plomb par les vers de terre

La corrélation entre la CEC du sol et 'accumulation du plomb par les vers de
terre est illustrée dans la figure 24, une relation négative et non significative est
remarquable avec un coefficient (r= -0.31). D’autre part, I'analyse de variance indique
un effet hautement significatif (p < 0,001) de la CEC sur le plomb des vers de terre

(Tableau 16).

Tableau 16: Analyses de variance a un seul facteur cas de la CEC.

Somme des Carrés  Ddl  Moyen Carré F p
CEC meq/100g 8115,097 1 8115,097 48,45659  0,000001
Error 3181,958 19 167,471
Correlation: r = -0,31

60

| o 95% confidence

50

Pb-VT(ug/g)

CEC meq/100g

Figure 24: Corrélation entre la CEC et 'accumulation du plomb par les vers de

terre Lumbricus sp

Des mesures simultanées de la capacité d'échange de cations suggérent que

ce parameétre du sol est un meilleur indicateur de la biodisponibilité du Cd et du Zn
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car il prend en compte le type d'argile et de matiére organique [Lock & Janssen

2001a]

3.4. Impact de la matiére organique (MO %)
L’analyse de variance (Tableau 17) indique un effet hautement significatif

(p < 0,001) du taux de la matiére organique sur les concentrations du plomb dans les

tissus des vers de terre.

Tableau 17: Analyses de variance a un seul facteur cas de MO%.

Somme des Carrés Ddl Moyen Carré F p
MO % 8123,037 1 8123,037 48,62533 0,000001
Error 3174,019 19 167,054
Correlation: r=-0,21
60 . : : : : : : :
| o 95% confidence

50

Pb-VT(ug/g)

MO %

Figure 25: Corrélation entre la MO% et 'accumulation du plomb par vers de

terre Lumbricus sp
La corrélation entre la MO% et 'accumulation du plomb qui est illustrée dans
la figure 25, indique une corrélation non significative (r = -0.21).

Dans le sol en I'absence de vers de terre, la matiére organique reste bloquée

en surface, freinant ainsi le recyclage des nutriments. Les lombrics permettent donc
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Iincorporation des excréments et des matiéres végétales dans le sol, modifiant ainsi
la capacité d‘échange cationique en surface et dans les couches plus profondes du
sol [Sears 1953, Araujo et al. 2004]. Les propriétés physico-chimiques des structures
biogéniques des vers de terre (galeries et turricules) sont différentes du reste du sol.
En effet, ces structures sont enrichies en nitrate (NO3’), en ammonium (NH,") et en

carbone organique [Bhatnagar 1975, Syers et Springett 1983].

De part leurs activités, les vers de terre entrainent des modifications physico-
chimiques dans les sols ou ils évoluent [Edwards 2004]. Les turricules qu‘ils forment
affectent l‘agrégation et les galeries quiils creusent modifient les propriétés

hydriques.

lls sont trés importants dans les processus de pédogénése, principalement en
raison de leur consommation de matiére organique quils vont fragmenter et
mélanger intimement aux particules minérales pour former des agrégats aqueux
stables [Brown 2000]. D‘une maniére générale, les vers de terre diminuent la taille
des particules organiques et minérales [Joshi et Kelkar 1952]. Les especes
anéciques tels que Lumbricus terrestris, qui vivent dans des galeries permanentes
s’enfoncent profondément dans la terre, ingérent préférentiellement de la matiére
organique mais consomment également d’importantes quantités de particules
minérales. De ce fait, en réinjectant ces composés aux couches les plus profondes
du sol, elles font partie des espéces les plus actives pour les processus de

pedogenese [Edwards 2004].

4. Taux d’accumulation du plomb par les vers de terre Lumbricus sp.

Les valeurs du plomb absorbées par Lumbricus sp sont représentées dans la
figure 26. D’aprés cette figure nous estimons que 7.24 % du plomb du sol a été
accumulé dans les tissus des vers de terre soit (24.01 + 10.97 ug/g poids sec, FBC' :
0.07). Comparée aux résultats trouvés dans d’autres études portant sur
'accumulation des métaux lourds par les vers de terre les valeurs trouvées est
faibles. Cependant une pollution monométallique combinée aux comportements
spécifiques a chaque espéce et entre les différentes catégories écologiques, peut

expliquer le faible facteur de bioconcentration (FBC) trouvé.

" FBC : concentration du plomb dans les vers de terre / concentration du plomb dans le sol.
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Pb-VT
7.24%

Figure 26: Pourcentage d’accumulation du plomb par Lumbricus sp.

Morgan et al., [1999] rapportent que les vers de terre (L. rubellus) qui
survivent dans le sol du site métallifere de Rudry, South Wales (G.B.) sont exposés a
des concentrations exceptionnelles de Pb (2 337 ug.g—1 poids sec), de Zn (5 902
Mg.g—1 poids sec) et de Cd (604 ug.g—1 poids sec). Leurs tissus contiennent des
quantités substantielles des trois métaux (Cd : 1 212 ug.g—1 poids sec, FBC : 2,01 ;
Zn : 2 470 pg.g-1 poids sec, FBC : 0,42 ; Pb : 892 ug.g—1 poids sec, FBC : 0,38). Il
existe donc des différences de bioaccumulation des métaux entre les espéces de la
méme classe (annélides oligochétes par exemple), mais également entre les

espéces d'embranchements différents. [De Vaufleury et al., 2013].

La capacité des lombriciens a accumuler les métaux est reconnue dés la fin
du 19°™ siécle [Hogg 1895 in Hopkin, 1989]. Selon Van Hook [1974], il y a
accumulation lorsque le rapport de concentration du métal dans les tissus sur la
concentration du métal dans le sol est supérieur a 1. Les rapports d’accumulation
chez les lombriciens varient entre 16,0 pour le cadmium, 4,1 pour le zinc, 1,1 pour le
cuivre, 0,5 pour le nickel et 0,4 pour le plomb [Van Hook, 1974 ; Van Rhee, 1977 ;
Czarnowska et Jopkiewicz, 1978 ; Abdul Rida, 1996 ; Kenette et al, 2002]:
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5. Conclusion

Les concentrations de plomb enregistrées dans les tissus des vers de terre sont
positivement corrélées avec les concentrations dans le sol. La concentration du
plomb enregistrée dans les tissus des vers de terre est de 24.01 + 10.97 ug/g soit
7.24%. Elle permet de constater une forte accumulation par rapport au témoin
(8.20 £ 0.48 ug/g).

Les paramétres du sol (pH, CEC et le taux d’argile et de la MO) sont corrélés
négativement avec 'accumulation du plomb par les vers de terre, cependant ils ont
un effet significatif sur la bioaccumulation. De nombreuses études ont permis
d’identifier les paramétres dont dépend le processus de bioconcentration (1) 'espéce
lombricienne et sa catégorie écologique [Ireland, 1979 ; Ash et Lee, 1980 ; Ireland et
Richards, 1981], (2) I'élément trace [Ma, 1982 ; Marinio et al., 1992 ; Abdul Rida,
1996], (3) les propriétés physiques et chimiques du sol [Smith, 1996].

Selon De Vaufleury et al., [2013] il est nécessaire d’étudier les facteurs
contrélant la mobilisation et I'absorption des composés chez d’autres espéces
animales terrestres ayant des modes de vie et des caractéristiques anatomiques et

physiologiques plus variés.
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Chapitre 5 : L’association Hordeum vulgare —Lumbricus sp et
I’accumulation du plomb.

Nous avons étudié dans les chapitres précédents la capacité de bioaccumulation
de l'orge et des vers de terre séparés en conditions contrblées dans le cas d’une
pollution monomeétallique (Pb) et I'impact du milieu sur cette bioaccumulation. Cette
partie a pour but d’étudier l'interaction des vers de terre Lumbricus sp et de la plante

Hordeum vulgare vis-a-vis de I'accumulation du plomb par ces deux organismes.

1. Teneurs du plomb dans le sol, I’orge et les vers de terre :
Les moyennes du plomb accumulées par l'orge et les vers de terre sont

représentées dans le tableau 18

Tableau 18: Statistiques descriptives des concentrations du plomb dans le systéme

3 (sol — plante - vers de terre).

Parametres N Moyenne Minimum Maximum Ecart-type
System 3
Pb_Sol (ug/g) 16 316.25 150,00 430,00 87.24
Pb_Orge (ug/g) 16 38.00 31.00 50.00 5.68
Pb_VT (ug/g) 16 26.01 16.53 39.00 6.66
Control S3
Pb_Sol (ug/g) 4 67.5 60,00 80,00 9.57
Pb_Orge (ug/g) 4 20.25 17.00 23.00 2.25
Pb_VT (ug/g) 4 12.84 11.36 13.93 1.09

L’examen du tableau 18 permet de constater une contamination du sol par le
plomb de I'ordre de (316.25 + 87.24 ug/qg).

Les concentrations de Pb enregistrées dans l'orge et les vers de terre sont
respectivement (38.00 + 5.68 ug/g et 26.01 £ 6.66 ug/g), nous constatons une forte
accumulation par rapport au témoin (20.25 £ 2.25 ug/g et 12.84 £ 1.09 ug/qg).
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2. Corrélation plomb sol- plomb systéme, plomb orge et plomb vers de

terre

La corrélation entre le plomb du sol et le plomb accumulé dans l'orge, les vers

de terre et le systeme (somme des concentrations du plomb accumulé par l'orge et

les vers) est représentée dans la figure 27, sur laquelle nous observons une

corrélation positive et significative. Les valeurs des coefficients de corrélation et de

’ANOVA sont représentées dans le tableau 19.
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Figure 27: Corrélation entre le plomb du sol et 'accumulation du plomb par

I'orge, les vers de terre et le Pb systeme.

Tableau 19: Valeurs des coefficients de corrélation « r » et de « p » ANOVA a un
seul facteur pour le Pb sol.

Pb sol Pb-systeme (ug/g) Pb-vers de Terre (ug/g) Pb-orge (ug/g)
Corrélation r=0,94%** r=0,93%** r=0,82%**
ANOVA p=0,000 p=0,000 p=0,000

L’orge et les vers de terre accumulent le plomb a différentes concentrations

suivant les concentrations présentes dans le sol,
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La forme sous laquelle le plomb est ajouté peut expliquer sa forte
biodisponibilité. Selon Hartenstein et Hartenstein, [1981] les métaux lourds

complexes sont moins disponibles pour les vers de terre.

3. Influence des conditions physico-chimiques du sol sur la bioaccumulation

du plomb par I’association Hordeum vulgare —Lumbricus sp

La bioaccumulation des métaux dépend de leurs biodisponibilités dans le sol
[Brown et al., 1995a ], or cette biodisponibilité peut étre influencée par des facteurs
abiotiques et biotiques dans I'environnement contaminé.

Par ailleurs, il est bien connu que les vers de terre influencent fortement les
propriétés physiques et chimiques du sol; leur réle est donc a prendre en

consideération dans la biodisponibilité des métaux [Huynh T.M.D., 2009].

Les propriétés physicochimiques du sol sont des facteurs essentiels qui
peuvent influencer la biodisponibilité des métaux pour les vers de terre. Les
caractéristiques physiques et chimiques, telles que le pH du sol, la teneur en matiére
organique, le CEC, le type et la teneur en argile, le temps de vieillissement, la
température et la teneur en éléments nutritifs, peuvent jouer un réle important dans
I'absorption des métaux par les vers de terre. Ces caractéristiques du sol peuvent
augmenter ou diminuer la biodisponibilité des métaux en changeant la spéciation des
métaux et / ou en modifiant I'adsorption des particules du sol. [Van Gestel 1992;
Alloway 1995 a, b; Spurgeon et Hopkin 1996].

3.1. Effet du pH du sol sur ’accumulation du plomb

1* Cas de I'orge en présence des vers de terre

La corrélation entre le pH du sol et les concentrations du plomb accumulées par
'orge en présence des vers de terre (Lumbricus sp) est illustrée dans la figure 28,
sur laquelle, une relation négative est remarquable (r = - 0.77***). D’autre part,
'analyse de variance indique un effet hautement significatif (p < 0,001) du pH sur la

bioaccumulation du plomb (Tableau 20).
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Tableau 20: Analyse de la variance a un seul facteur : cas de pH.

Somme des Carrés Ddl Moyen Carré F p
pH 22777,40 1 22777,40 175,2388 0,000000
Error 2469,60 19 129,98

Correlation: r = - 0,77
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Figure 28: Corrélation entre le pH du sol et 'accumulation du plomb par Hordeum

vulgare en présence des vers de terre Lumbricus sp.

2*Cas des vers de terre en présence de la plante :

La corrélation entre le pH du sol et les concentrations du plomb accumulées par
les vers de terre en présence de l'orge est illustrée dans la figure 29, sur laquelle,
une relation négative est remarquable (r = - 0.60**). D’autre part, 'analyse de
variance indique un effet hautement significatif (p < 0,001) du pH sur la

bioaccumulation du plomb (Tableau 21).

Tableau 21: Analyse de la variance a un seul facteur : cas de pH.

Somme des Carrés Ddl Moyen Carré F p
pH 10471,03 1 10471,03 118,5302 0,000000
Error 1678,47 19 88,34
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Correlation: r = - 0,60
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Figure 29: Corrélation entre le pH du sol et 'accumulation du plomb par les

vers de terre.

Le pH est un facteur dont le réle est crucial pour la mobilité des ions
métalliques, car il influence le nombre de charges négatives pouvant étre mises en

solution [McLaughlin et al., 2000].

Différentes interprétations ont été avancées pour expliquer I'influence du pH
du sol sur 'accumulation du plomb [McBride, 1994]. A un pH faible < 5.5 les racines

absorbent fortement le Pb, Zn, Cu, Cd, Hg et le Ni [Blaylock et Huang, 2000].

Spurgeon et al. [2006] constatent que la solubilité des métaux et leur
spéciation sont fortement dépendantes du pH et que leur accumulation dans les vers
de terre est influencée par leur concentration dans le sol et, dans le cas du Cd, par le
pH. Parmi les causes pouvant expliquer les effets limités du changement de pH sur
la concentration des tissus des vers. Oste et al. [2001a] suggérent d’'une part un effet

du pH sur l'absorption par la peau, et d’autre part I'influence des particules de sol

ingérées.
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Kennette et al., [2002] ont confirmé qu’un pH alcalin dans des sols peu riches
en éléments nutritifs diminue la biodisponibilité de métaux (Cu, Pb et Zn) pour les

vers de terre (L terrestris).

3.2. Effet de la CEC sur I’'accumulation du plomb

1* Cas de I'orge en présence des vers de terre

La CEC du sol est corrélée positivement avec les concentrations du plomb dans
'orge (r =0,18 ; NS) comme le montre la figure 30. L’analyse de variance indique un

effet hautement significatif (p < 0,001) de la CEC sur la bioaccumulation du plomb

par I'orge (Tableau 22).

Tableau 22: Analyse de la variance a un seul facteur : cas de la CEC

Somme des Carrés  Ddl  Moyen carré F p
CEC meq/100g 21342,90 1 21342,90 103,8691  0,000000
Error 3904,10 19 205,48

Correlation: r=0,18
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Figure 30: Corrélation entre la CEC et les concentrations du plomb dans Hordeum

vulgare en présence des vers de terre Lumbricus sp
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2* Cas des vers de terre en présence de la plante :

La CEC du sol est corrélée positivement avec les concentrations du plomb des

vers de terre (r = 0,32 ; NS) comme le montre la figure 31. L'analyse de variance

indique un effet hautement significatif (p < 0,001) de la CEC sur la bioaccumulation

du plomb par les vers de terre (Tableau 23).

Tableau 23: Analyse de la variance a un seul facteur : cas de la CEC

Somme des Carrés  Ddl  Moyen Carré F p
CEC meq/100g 10300,25 1 10300,25 105,8294  0,000000
Error 1849,25 19 97,33
Correlation: r = 0,32
45
40 :
35 -
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Figure 31: Corrélation entre la CEC et les concentrations du plomb dans les

vers de terre.

Le pH influence la CEC et la nature et la décomposition des matieres
organiques via la faune et la flore du sol. Allan et Jarrell [1989] ont montré que la
CECr diminue au fur et a mesure que décroit le pH externe. Les constituants du sol
ainsi modifiés vont voir augmenter ou diminuer la capacité de complexation des
éléments et ainsi la mobilité et biodisponibilité des ETM [McBride et al., 1997 ; Sauvé

et al., 1997 ; Sauvé and McBride, 1998 ; Venditti et al., 2000].
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Lock & Janssen [2001a] suggerent que la capacité d’échange cationique du sol
est un meilleur indicateur de la biodisponibilité du Cd et du Zn car il prend en compte

le type d’argile et de matiére organique.

3.3. Effet du taux d’argile dans le sol sur I'accumulation du plomb

1* Cas de I'orge en présence des vers de terre

Le taux d’argile dans le sol est corrélé positivement avec les concentrations du
plomb dans l'orge (r =0,20 ; NS) comme le montre la figure 32. L’ANOVA indique un

effet significatif (p < 0,001) du taux d’argile sur la bioaccumulation du plomb par

'orge (Tableau 24).

Tableau 24: Analyse de la variance a un seul facteur : cas de l'argile (%)

SS Ddl MS F p
Argile % 23643,28 1 23643,28 280,1132 0,000000
Error 1603,72 19 84,41

Correlation: r = 0,20
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Figure 32: Corrélation entre le taux des argiles (%) et 'accumulation du plomb

par Hordeum vulgare en présence des vers de terre Lumbricus sp.
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2*Cas des vers de terre en présence de la plante

Une corrélation positive (figure 33) entre le taux d’argile dans le sol et les
concentrations du plomb dans les vers de terre (r =0,23 ; NS). L'ANOVA (Tableau

25) indique un effet significatif (p < 0,001) du taux d’argile sur la bioaccumulation du

plomb par les vers de terre.

Tableau 25: Analyse de la variance a un seul facteur : cas de I'argile (%)

Somme des Carrés Ddl  Moyen Carré F p
Argile % 10963,97 1 10963,97 175,7151 0,000000
Error 1185,53 19 62,40
Correlation: r = 0,23
45 : : : : : : :
| . 95% confidence
40 | R
c
o
o

Argile %

Figure 33: Corrélation entre le taux des argiles (%) et 'accumulation du plomb

par les vers de terre.

Les argiles et la matiere organique jouent un réle prépondérant dans
I'absorption du plomb par la plante. Les éléments traces montrent une grande affinité
pour les substances humiques avec lesquelles ils forment des complexes argileux
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humiques stables, éventuellement solubles. Cela explique I'abondance des éléments

traces en surface surtout en présence de la matiére organique [Baize, 1997].

Le paramétre le plus important du sol est le pH, I'acidité est ainsi considérée
comme le déterminant majeur de la partition des métaux entre phases liquide et
solide des sols et de leur absorption. Chez les vers de terre cela différe d’'une espéce
a une autre et suivant le métal étudie [De Vaufleury et al., 2013]. Lock & Janssen
[2001a] ont effectué des expériences avec Enchytraeus albidus, qui montrent que la
toxicité du Cd et du Zn dépend de la nature de l'argile utilisée et de la matiére

organique.

3.4. Effet de la MO % sur ’accumulation du plomb

1* Cas de I'orge en présence des vers de terre

Le taux de la MO dans le sol est corrélé négativement avec les concentrations du
plomb dans l'orge (r = -0,26; NS) comme le montre la figure 34. L’ANOVA
représentée dans le tableau 26 indique un effet significatif (p < 0,001) du taux de MO

sur la bioaccumulation du plomb.

Tableau 26: Analyse de la variance a un seul facteur : cas de la MO (%)

Somme des Carrés Ddl Moyen Carré F p
MO % 22708,26 1 22708,26 169,9494 0,000000
Error 2538,74 19 133,62
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Correlation: r = - 0,26
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Figure 34: Corrélation entre le taux de MO (%) et 'accumulation du plomb par

Hordeum vulgare en présence des vers de terre Lumbricus sp.

2*Cas des vers de terre en présence de la plante
Le taux de MO dans le sol est corrélé négativement avec les concentrations du

plomb dans l'orge (figure 35) avec un coefficient (r = -0,01 ; NS) ; TANOVA indique
un effet significatif (p < 0,001) de ce taux sur la bioaccumulation du plomb (Tableau

27).
Tableau 27: Analyse de la variance a un seul facteur : cas de la MO (%)
Somme des Carrés Ddl Moyen Carré F p
MO % 10655,40 1 10655,40 135,5021 0,000000
Error 1494,09 19 78,64
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Figure 35: Corrélation entre le taux de MO (%) et 'accumulation du plomb par

les vers de terre Lumbricus sp.

L’assimilation des éléments par les plantes est fortement dépendante de la
biodisponibilité de ces éléments dans le sol. Les constituants du sol, en particulier les
argiles et la matiére organique peuvent interagir avec les métaux a travers différentes
interactions chimiques (interactions électrostatiques...etc.) Toutes ces interactions
limitent la biodisponibilité de ces métaux dans le sol. [Tanner et Headley ,2011]. Pour
le Pb, Scaps et al., [1997] observent une augmentation de la concentration dans les
vers de terre exposés a la plus forte contamination (2 000 mg.kg™"), I'accumulation
de Pb est proportionnelle au temps d’exposition, mais la concentration dans les vers
de terre reste trés inférieure a celle du milieu. Ces résultats concordent avec ceux de

Grelle & Descamps, [1998] et les résultats que nous avons trouvé dans notre étude.
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4. Taux d’accumulation du plomb par l'association Hordeum vulgare -
Lumbricus sp

Les valeurs du plomb absorbées par Hordeum vulgare et Lumbricus sp sont

représentées dans la figure 36. 12.91 % du plomb du sol a été accumulé par

Hordeum vulgare soit (38.00 £ 5.68 ug/g) et 8.78 % par Lumbricus sp soit (26.01 £
6.66 ug/g, FBC : 0.08)

Pb-Orge
12.91%

Figure 36: Pourcentage d’accumulation du plomb par 'orge et les vers de

terre dans le systeme 3.

La présence des vers de terre a diminuée la phytoextraction du plomb par
l'orge de 5.2 % en comparaison avec les résultats trouves en absence des vers de
terre (Chapitre 3) ; et la concentration du plomb dans les vers de terre a augmentée
de 1.54%.

A Lemtiri et al., [2016] ont trouvé que L'ajout de vers de terre aux sols contaminés
par Cu, Zn et Pb n'affecte pas les concentrations de métaux dans les plantes. Par
contre, Wen et al. [2004] ont observé une augmentation de la concentration en métal

dans les plantes en présence des vers de terre.
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5. Conclusion

La bioaccumulation des métaux dépend de leurs biodisponibilités dans le sol,
les propriétés physico-chimiques du sol sont des facteurs essentiels qui peuvent
influencer la biodisponibilité des métaux, mais aussi l'activité des vers de terre et
celle de la plante. L'interaction entre ces deux organismes fait varier les

concentrations du plomb accumulées par chacun d’eux.

La présence des vers de terre (Lumbricus sp) diminue la bioaccumulation du
plomb par Hordeum vulgare (38.00+5.68 ug/g contre 59.44+13.16 ug/g en absence
des vers de terre), alors que les concentrations enregistrées dans les tissus des vers
de terre suggeérent que la présence de la plante augmente ces concentrations
(23,37+8.02 ug/g en présence de la plante 20.85 £11.71 ug/g en son absence). Ceci
peut étre expliqué par une compétition entre les deux organismes dans I'absorption

des métaux lourds.
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Chapitre 6 : Effet du plomb sur la biomasse des vers de terre

Le réle important des vers de terre dans la bioamplification des métaux lourds
dans les écosystemes terrestres est largement reconnu. Les différences de la
biomasse de vers de terre entre les sites ne sont généralement pas prises en compte
dans l'évaluation des risques écologiques. Ces différences peuvent étre grandes en

fonction des propriétés du sol et de I'état de la pollution. [Vandecasteele et al. 2004].

Cependant, les métaux lourds ont des effets variables en fonction des espéces,
du stade de développement, du mode de vie (lieu de vie et régime alimentaire) et de
leur capacité d’adaptation face a la pollution. Ces effets varient également suivant la

nature du métal, sa forme chimique et les propriétés du sol. [Huynh T.M.D., 2009].

1. Variation de la biomasse des vers de terre inter- systemes

Les moyennes de la biomasse des vers de terre enregistrées dans les deux
systémes sont illustrées dans la figure 37.
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Figure 37: Variation de la biomasse des vers de terre entre les sols pollués et les

0,8

sols témoins.
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La biomasse des vers de terre enregistrée dans les deux systemes (figure 37)
est significativement différente (p< 0.001) elle est plus élevée en absence de la
plante dans le systeme S2 (2.11 £ 0.45 g) qu’en sa présence dans le systeme S3
(1.81 £ 0.47 g). Cependant les biomasses des blocs témoins restent supérieures par

rapport aux blocs pollués.

2. Variation de la biomasse des vers de terre intra-systéeme

A la fin de I'expérimentation, les vers de terre ont été pesés et le taux relatif

de croissance des vers de terre est calculé selon I'équation suivante:
Taux de croissance relatif = (Wt-W;)/(W,) 100%
Ou : Wy est le poids initial des vers de terre (3 £ 0.5 g),

W, est le poids aprés 21 jours [A Lemtiri et al., 2016].

Les moyennes +* SD de chaque bloc sont représentées dans le tableau 28, en

présence (S3) et absence (S2) de l'orge.

Tableau 28: Taux relatif de croissance des vers de terre (Lumbricus sp) en présence

et/ou absence de l'orge.

Taux relatif de croissance des vers de terre

Bloc 52 =

(Absence de I’orge) (Présence de 1’orge)
BT 4.17+3.19 7 -7.5+4.19 A
B1 -13.33+£7.20 A -52.5+10.32 A
B2 -29.17 £15.49 A -27.5+8.33 A
B3 -29.17 £ 6.31 A -37.5+23.15 A
B4 -46.67+5.44 A -40.83+9.57 [/

71" Augmentation du taux de croissance.
/' Diminution du taux de croissance

La régression du taux de croissance de Lumbricus Sp (Tableau 28) est
observée dans la totalité des traitements sauf en absence de pollution et de plante
dans le bloc témoin du systéme (sol-vers de terre) ou nous avons constaté une

croissance de la biomasse de (4.17 £ 3.19 %).
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Figure 38: Analyse de variance de la biomasse des vers de terre (g) dans les

différents blocs de systéeme 2 et 3

L’ANOVA illustrée dans la figure 38 révele une variation significative de la
biomasse intra et inter systéme, I'effet de la concentration du plomb (Effet bloc) dans
le sol sur la biomasse est hautement significatif (p<0.001) ainsi que l'effet de la

présence de la plante (Effet systéme) p<0.001.

3. Corrélation entre les concentrations du plomb dans le sol et la biomasse

des vers de terre

L’influence des concentrations du plomb dans le sol sur la biomasse des vers de
terre est plus prononcée en absence de la plante, cet effet est bien visible dans la
figure 39, ou nous observons une corrélation négative pour les deux systémes qui
est significative dans le S2 (figure 39, a) avec un coefficient (r= - 0.85**) et non
significative dans le S3 (figure 39, b) avec un coefficient (r= - 0.37 ; NS)
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Figure 39: Corrélation entre les concentrations du plomb dans le sol et la

biomasse des vers de terre dans le Systeme 2 (a) et le Systéme 3 (b).

La présence de la plante diminue le taux de plomb disponible dans le sol, dans la
mesure ou elle accumule une partie. Ce qui réduit I'impacte du plomb sur les vers de
terre et donc leur poids. A Lemtiri et al., [2016] rapportent dans leur étude qu’il existe
une compétition entre les vers de terre E. fetida et les plantes Vicia faba et Zea mays

pour I'absorption et I'accumulation des métaux lourds.

4. Influence des parameétres physico-chimiques sur la biomasse des vers

de terre

La perte de poids chez les vers de terre Lumbricus Sp est significativement et
positivement corrélée avec le pH et la CEC du sol (r =0.59***;, r = 0.41*%)
respectivement, mais négativement corrélée avec la CE (r = -0.42**). Et une
corrélation positive, non significative est observée entre la MO (r = 0.01), le sable
(r=0.11), le limon (r=0.03) du sol et la biomasse ; et négative avec l'argile (r= -0.05)
(figure 40).

L’analyse de variance indique un effet significatif du pH, CEC, MO, Argile et
Sable sur la biomasse du ver (p< 0.01) et un effet hautement significatif du Limon et
CE (p<0.001).
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Figure 40: Corrélation entre la biomasse des vers de terre et les paramétres
physico-chimiques du sol : pH (a), MO (b), CE (c), CEC (d), Argile (e), Limon (f) et
sable (g).
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L’augmentation de la teneur en métaux lourds au dela d’'un certain seuil réduit
la densité des vers [Pizl et Josen, 1995] et influe négativement sur leur croissance
pondérale, leur développement sexuel et la production de cocons [Spurgeon et
Hopkin, 1996, 1999]. Spurgeon et al., [2000] ont observé des pertes significatives de
poids a partir de 1200 — 2000 ppm de zinc.

La pollution métallique des sols n’influe pas seulement sur la croissance
pondérale des vers de terre mais aussi sur leurs taux de survie comme l'indiquent
Spurgeon et al. [2000] ou ils observent une réduction significative de 4 espéces de

vers de terre pour des concentrations en zinc comprises entre 2000 — 3600 ppm.

L’influence des parameétres physico-chimiques du sol sur les vers de terre a
été étudiée par W. Luo et al. [2014], dans cette étude ils rapportent que la survie, la
croissance et la reproduction ainsi que I'absorption du plomb chez les vers de terre
sont corrélées avec les concentrations totales ou disponibles de Pb et, aussi, elles
peuvent étre affectées par différentes propriétés du sol telles que pH, CEC et MO et

teneur en sable.

Dans la méme étude W. Luo et al. [2014] indiquent que le pH du sol et la
teneur en matiére organique affectent significativement le nombre de vers juvéniles,
mais n'affectent pas la mortalité, la perte de poids et les concentrations du Pb interne

dans les vers de terre.

Par ailleurs, Depta et al. [1999] indiquent que I'un des mécanismes potentiels
d’adaptation des vers a la pollution est I'évitement. Les vers, placés en sols pollués,
seraient ainsi en mesure de différencier la matiére organique selon son niveau de
contamination. Ce qui expliquerait les différences de concentration entre les vers de

terre de différents sites et aussi la différence entre les espéces des vers de terre.
De nombreuses études ont permis d’identifier les paramétres dont dépend ce

processus de bioconcentration (i) 'espéce de vers et sa catégorie écologique, (ii) le

type de métal et sa spéciation, (iii) les propriétés physiques et chimiques du sol, (iv)
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la saison et (v) quand il s’agit d’'une pollution diffuse, la distance a la source de
contamination. [Huynh T.M.D., 2009].

5. Conclusion

Les différences de la biomasse des vers de terre entre les sites ne sont
généralement pas prises en compte dans I'évaluation des risques écologiques,
cependant, la pollution des sols par le plomb affecte considérablement la biomasse
des vers de terre. Nous avons constaté que la biomasse des vers de terre dans les

blocs témoins est supérieure par rapport a celle enregistrée dans les blocs pollués.

Une régression du taux de croissance de Lumbricus Sp suivant les taux de
plomb dans le sol est enregistrée dans la totalité des traitements sauf en absence de
pollution et de la plante dans le bloc témoin du systéme 2 (sol-vers de terre) ou nous

avons constaté une croissance de la biomasse de (4.17 = 3.19 %).

Les vers de terre sont influencés par les paramétres physico-chimiques du sol,
la biomasse est corrélée avec les concentrations totales de Pb, elle est aussi
affectée par différentes propriétés du sol telles que le pH, la CEC et le taux de

matiére organique et d’argile.
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Chapitre 7 : Effet de I'interaction plante / vers de terre sur la

bioremédiation du plomb

Les vers de terre augmentent la disponibilité des métaux lourds dans
certaines situations et aident a maintenir la structure et la qualité du sol.
L'introduction de vers de terre dans des sols contaminés par des métaux a été
suggérée comme une aide pour les processus de phytoremédiation [A Lemtiri., et al
2016]. En accélérant les processus de minéralisation de la matiére organique dans
les sols pauvres, les vers de terre permettent aux plantes de mieux s‘adapter aux
conditions défavorables [Jana., 2009], et ils améliorent la croissance des plantes et la
phytoextraction du plomb [Huynh T.M.D., 2009].

L’efficacité de l'association des vers de terre et des plantes pour la
bioremédiation des sols contaminés a été rapportée par plusieurs auteurs. Par
exemple : les résultats trouvés par Huynh T.M.D., [2009] démontrent clairement que
I'association du ver de terre (P. corethrurus) et de la plante hyperaccumulatrice
(L. camara) a un potentiel considérable pour la décontamination de sols pollués par

plomb.
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1. Concentrations totales du plomb dans les 3 systémes accumulées par la
plante et les vers de terre.

Les concentrations du plomb accumulés par les organismes (plante et vers de

terre) des 3 systémes sont représentées dans la figure 41, nous constatons que

I'association plante-vers de terre (S3) présente la concentration la plus élevée, une

différence hautement significative est observée entre les trois systémes (p<0.001***).

Box Plot of Pb-System(ug/g) grouped by system

F]Mean T MeantSD

Pb-System(ug/g)

N 1
. 1

S1 S2 S3

Figure 41: Concentrations du plomb extraient du sol dans les trois systémes (S1:

sol_plante ; S2: sol _vers de terre; S3: sol_plante _vers de terre)

Les concentrations du plomb accumulées par la plante et les vers de terre
augmentent significativement avec le taux du plomb du sol (p<0.001). ce qui
concorde pour I'orge avec les résultats de Maatoug et al., [2013] qui soulignent que
I'accumulation du plomb par I'orge varie suivant la concentration du plomb dans le sol

et les parameétres physico-chimiques du sol.

La bioaccumulation des métaux chez les vers de terre dépend beaucoup de
I'espéce et des caractéristiques de leur milieu de vie, notamment de la composition
du sol et de son pH [Van Gestel & Ma, 1988 ; Morgan & Morgan, 1991 ; Morgan &
Morgan, 1999 ; De Vaufleury et al., 2013]. La présence de la plante et des vers de
terre peut créer une compétition entre eux pour l'accumulation du plomb. En
produisant des exsudats, les plantes peuvent modifier la spéciation des métaux et

leur comportement dans le sol, en particulier dans la rhizosphére [Chaignon et
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Hinsinger, 2003;.Uzu et al, 2009] et par conséquent, les plantes peuvent influer sur

I'accumulation des métaux par les vers de terre. [A. Lemtiri et al., 2016].

2. Interaction plante/ vers de terre/ plomb

Notre étude a porté sur l'interaction entre les vers de terre (Lumbricus sp) et la
plante (Hordeum vulgare) pour la bioremédiation d'un sol contaminé artificiellement
par le plomb.

Pour étudier l'effet des cinq concentrations de plomb utilisées pour cette
expérimentation qui sont reparties en blocs sur les concentrations enregistrées, un
test ANOVA a été réalisé (figure 42). Une différence hautement significative est
observée pour l'effet de la dose de plomb apportée sur la concentration du plomb
dans le sol, la plante et les vers de terre (P<0,000***).

Nous notons un pouvoir fixateur important du plomb par le sol suivant les
doses apportées au début de I'expérimentation. Le systeme S3 (sol-plante-vers de

terre) présente la concentration la plus élevée de plomb extraite du sol.

Wilks lambda=,01500, F(24, 125,31)=16,993, p=0,0000
Ty pe |ll decomposition

-=- Pb-soil(ug/g) Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
= Pb-EW(ug/g)
500 = Pb-plant(ug/g) [
450 |  FEPbsystem(ugig) p=,00000***| p=,00000**1 p=,00000***
400
350 |
300
250 t+
200
150
L =,00000%** | s p=,00000***
s : /‘gf /200007
L X =,00002*** A -
50 /”‘;00000,,* QM.P‘/,, ’-{’_._:_;ﬁqoooo
Of ———————s L — Y . . P300002*]
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Figure 42: Effet de I'interaction bloc x Pb concentration dans la plante, vers de

terre, sol et Pb systéme3

? Pb systéme : ¢’est la concentration totale du plomb extrait du sol dans un systéme.
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L'orge accumule les éléments traces a des degrés différents suivant le métal
en question et sa concentration dans le sol, Maatoug et al., [2013] rapportent que
dans un sol agricole contaminé par le plomb (1714.39 + 512.62 pg /g) l'orge
accumule jusqu'a (36.28 + 14.90 pg/g) ce qui représente 2% du plomb accumulé

dans le sol.

Le plomb contrairement aux autres éléments (Zn, Cu...) n'est pas un élément
essentiel car bien que présent dans les plantes, il ne participe a aucune fonction
physiologique ou biochimique connue [Marschner, 1995] il est donc absorbé par la
plante suivant une autre voie d’absorption que celle des éléments essentiels [A
Lemtiri et al., 2016]

2.1. Concentration du plomb dans les vers de terre entre présence/ absence

de la plante

Les moyennes des concentrations du plomb dans les tissus des vers de terre

apres 21 jours d'exposition sont reportées dans la figure 43.

40

0 Mean []Mean+SE T Mean+SD p =0,0009

35

30

25

Pb-VT(ug/g)

20

15

10

T2 S2 T3 S3
systéme

Figure 43 : Concentration du plomb dans les vers de terre en présence (S3-T3) et en

absence (S2-T2) de la plante.
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Nous observons que les concentrations du plomb dans les tissus des vers de
terre dans les sols pollués sont plus élevées en présence de la plante (26.01 + 8.02
ug/g) contre (24.01 +10.97 ug/g) en son absence. Nous avons observé la méme
différence dans les sols témoins entre la présence et 'absence de la plante. La
présence de la plante affecte significativement les concentrations de plomb dans les
vers de terre (P<0.001).

2.2. Concentration de plomb dans la plante en présence/ absence des vers

de terre
Les moyennes des concentrations du plomb dans la plante des deux systemes
sont représentées dans la figure 44. L’ANOVA indique que la présence des vers de

terre affecte significativement les concentrations du plomb dans la plante (P<0.001).
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Figure 44 : Concentration du plomb dans la plante en présence (S3-T3) et en

absence (S1-T1) des vers de terre.

Nous constatons que la plante accumule plus le plomb seule qu’en présence
des vers de terre (59.44 £ 13.16 ug/g; 38.00 + 5.68 ug/g) respectivement.
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Wen et al. [2004] ont observé une augmentation de la concentration en métal
dans les plantes en présence des vers de terre, ce qui est l'inverse de ce que nous
avons observé dans notre étude ; la concentration du plomb dans l'orge diminue
fortement en présence de Lumbricus sp, ces différentes concentrations peuvent
s'expliquer par des capacités d'accumulation et d'affinité suivant la plante et le métal

en question.

Les vers de terre (de diverses espéces) qui vivent dans des sols pollués par
des métaux, principalement de source anthropogéne, ont des teneurs en métaux
lourds, beaucoup plus élevées que ceux qui se développent en zones non polluées
[Ireland, 1983 ; Morgan & Morgan, 1988 ; Dai et al., 2004; De Vaufleury et al., 2013].
D’autre études rapportent que les concentrations dans les vers de terre étaient
faiblement corrélées a celles des sols [Beyer & Cromartie, 1987 ; Abdul Rida &
Bouché, 1995], les résultats trouvés dans notre étude indiquent une corrélation trés

significative entre le plomb du sol et le plomb des vers de terre (Lumbricus sp).

Les vers de terre peuvent bioconcentrer certains produits chimiques en faisant
intervenir des mécanismes d'absorption sélective et d'excrétion, qui varient suivant
les espéces de vers de terre et les familles de produits chimiques [De Vaufleury et
al., 2013].

La capacité de bioaccumulation des métaux lourds par les vers de terre est
largement étudiée et de nombreuses différences dans la bioaccumulation ont été
signalées entre des espéces de vers de terre écophysiologiquement distinctes
[Morgan et al., 1986 ; Beyer et al., 1987 ; Morgan & Morgan, 1992, 1999 ; Morgan et
al., 1993, 1999 ; Van Vliet et al., 2005 ; Kamitani & Kaneko, 2007].

En ce qui concerne I'accumulation du plomb par les vers de terre, la présence
de la plante augment la concentration du plomb dans les tissus des vers de terre ces

résultats concorde aves ceux trouvés par A. Lemtiri et al. [2016].
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3. Conclusion

L'orge accumule les éléments traces a des degrés différents suivant le métal
en question et sa concentration dans le sol. Cette étude met en évidence l'influence

qgu’exerce I'activité des vers de terre sur la bioaccumulation du plomb.

Le taux le plus élevé de remédiation (64.01£12.34 ug g-1) est observé dans le
systeme 3 (sol-plante-vers de terre) en comparaison aux deux autres : S1: sol-vers
de terre (24.01 £ 10.97 ug g-1) et S2 : sol-plante (59.44 + 13.16 ug g-1). Cependant
la présence des vers de terre (Lumbricus sp) diminue la bioaccumulation du plomb
par Hordeum vulgare (12,91% contre 18,11% en I'absence des vers de terre), alors
que les concentrations enregistrées dans les tissus des vers de terre suggéerent que
la présence de la plante augmente ces concentrations (8,78% en présence de la
plante 7,24% en son absence). Ceci peut étre expliqué par une compétition entre les

deux organismes dans 'absorption des métaux lourds.
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1. Etude des Relations entre les caractéristiques du sol et la
bioaccumulation du plomb par les deux organismes par I'analyse

canonique des correspondances

Dans [l'objectif d'étudier la relation existant entre les variables :
caractéristiques du sol: pH, CEC, CE, MO%, A%, S%, L% ; le type d’interaction
représenté par les 3 systémes; les concentrations du plomb dans le sol, plante et
vers de terre et la biomasse des vers de terre, nous avons réalisé une analyse
canonique des correspondances (ACC)

Dans un premier lieu, nous disposant d’'un tableau « X » constitué des
concentrations de plomb mesurées dans la plante, les vers de terre et le sol dans les
différents systémes (SP : systéme sol-plante ; SV : systeme sol-vers de terre ; SPV :
systeme sol-plante- vers de terre) en plus de la biomasse des vers de terre. Et d’'un
tableau « Y » de variables descriptives mesurées dans les sols des systémes (pH,
CEC, CE, MO%, A%, L%, S%). Notre but est de déterminer si les variables peuvent
aider a expliquer les taux de plomb accumulés par les vers de terre, la plante et la
biomasse des vers de terre.

Les résultats de cette ACC sont illustrés dans la figure 45, deux axes sont
susceptibles d’étre interprétés ; ils représentent 72.39 % de la dispersion du nuage

des variables (inertie totale), dont 'axe 1 présent : 48.84% et I'axe 2 : 23.55%.
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*SP : systeme sol-plante ; SV : systeme sol-vers de terre ; SPV : systeme sol-plante- vers de terre
*SP-T, SV-T, SPV-T : expérimentation menée dans des sols témoins (non contaminés).

*SP-1, SV-1, SPV-1 : expérimentation menée dans des sols contaminés artificiellement avec du plomb
a une concentration de 500 ug g

*SP-2, SV-2, SPV-2 : expérimentation menée dans des sols contaminés artificiellement avec du plomb
a une concentration de 1000 ug g™

*SP-3, SV-3, SPV-3: expérimentation menée dans des sols contaminés artificiellement avec du plomb
a une concentration de 1500 ug g’

*SP-4, SV-4, SPV-4 : expérimentation menée dans des sols contaminés artificiellement avec du plomb
a une concentration de 2000 ug g”'.

*Caractéristiques du sol : pH : potentiel hydrogéne ; CEC : capacité d’échange cationique; CE :
conductivité électrique ; MO% : taux de matiere organique ; A% : taux d’argile ; $% : taux de sable ;
L% : taux de limon.

*Pb-sol : concentration totale du plomb dans le sol ; Pb-plante : concentration totale du plomb dans
la plante ; Pb-VT : concentration totale du plomb dans les tissus des vers de terre.

*B-VT : biomasse des vers de terre

Figure 45 : Résultats de I'analyse canonique des correspondances, projection dans
les dimensions 1 et 2 des variables : caractéristiques du sol: pH, CEC, CE, MO%,
A%, S%, L% ; le type d’interaction représenté par les 3 systemes; les concentrations
du plomb dans le sol, plante et vers de terre et la biomasse des vers de terre.
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Les concentrations élevées de plomb dans les tissus des vers de terre et de la
plante sont associées a un taux élevé d’argile et de limon, des valeurs de CEC
importantes et a des concentrations de plomb élevées dans le sol, combinées a des

pH acides.

Ces résultats concordent pour la plante avec ceux trouvés par Zerrouki et al.,
[2013] qui soulignent l'influence du pH de la CEC et du taux d’argile dans les sols sur

la bioaccumulation des métaux lourds par l'orge et le tournesol.

W. Luo et al., [2014] rapportent dans leur étude sur la biodisponibilité et la
toxicité du plomb sur les vers de terre que les concentrations de plomb dans les vers
de terre sont positivement corrélées avec les concentrations totales et disponibles
de Pb dans le sol, la teneur en sable et Fe, mais négativement avec la teneur en
argile et en limon et CEC, et que ces derniers facteurs expliquant moins la variation
des concentrations de Pb dans les vers de terre. lls soulignent aussi que les
concentrations du Pb dans les vers de terre sont bien prédites par les concentrations

totales de Pb et les teneurs en limon des sols.

Plusieurs études ont démontré que les propriétés physicochimiques du sol
ont un impact significatif sur I'absorption du plomb par E. andrei [Spurgeon et Hopkin,
1995, Peijnenburg et al., 1999; Bradham et al., 2006 ; Smith et al., 2012].

Le pH du sol a été suggéré comme le facteur le plus important pour controler la
biodisponibilité du Pb dans le sol, suivie de la teneur en matiere organique [Thomas,
1997, Peijnenburg et al., 1999]. Dans les sols acides, le plomb semble lié a la
fraction échangeable et a donc une plus grande mobilité potentielle. [Cecchi, 2008]
cela explique les concentrations élevées que peut accumuler I'orge et les vers de

terre a des pH bas.
La distribution granulométrique confére a un sol des propriétés particuliéres,

notamment en ce qui concerne la fixation des polluants. Selon Pagotto, [1999], les

phénomeénes d’adsorption sont favorisés par les minéraux argileux, du fait de leurs
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propriétés colloidales et de leurs grandes surfaces spécifiques, la rétention des

polluants sera ainsi plus élevée dans les sols riches en argiles.

Les travaux de W. Luo et al. [2014], rapportent l'influence des parameétres
physico-chimiques du sol sur les vers de terre. Dans cette étude ils rapportent que la
croissance des vers de terre ainsi que I'absorption du plomb chez les vers de terre
sont affectées par différentes propriétés du sol, telles que pH, CEC et MO et teneur
en sable.

Nous avons constaté que la biomasse des vers de terre semble étre
influencée par des valeurs élevées de MO, de limon, d’argile et de CEC, mais aussi
affecté par un taux faible de sable et de pH. Ces résultats ne concordent pas avec
ceux trouveés par W. Luo et al. [2014] qui indique que le pH du sol et les teneurs en
matiére organique affectent significativement le nombre de vers juvéniles, mais
n'affecté pas la mortalité, la perte de poids et les concentrations du Pb interne dans

les vers de terre Eisenia andrei.

A Lemtiri et al., [2016], ont constatés que le poids corporel de E. fetida était
affecté par la nourriture. Dans les traitements sans nourriture, la perte de poids
corporel était trés probablement due au fait que le carbone organique et
I'approvisionnement alimentaire disponible dans ces sols étaient insuffisants pour
maintenir le poids corporel initial des vers de terre. Le poids corporel des vers de
terre n'était pas affecté par la contamination par les métaux. Cela pourrait s'expliquer
par la concentration relativement faible des métaux ou par la concurrence des

métaux avec d'autres éléments essentiels dans les sols.

Il faut noter que les études de A Lemtiri et al., [2016] et W. Luo et al. [2014]
ont été menées sur des vers de terre de type épigé qui sont saprophages, leur
régime est a base de matiére organique morte (fragments de végétaux, de
champignons) donc ils sont plus sensible au manque de nourriture qui affect leur

croissance comme l'indique Bouché, [1977].
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Conclusion générale

La pollution des sols par les métaux lourds provoquée par les activités
anthropiques modifie les concentrations des éléments traces (Cu, Zn, Pb, P...) dans
le sol et par conséquence leurs cycles biogéochimiques. Ces modifications de
concentrations affectent directement la qualité des sols et ont un impact non

négligeable sur les organismes y vivants (plantes, micro et macro organismes).

De nombreuses études ont été menées dans le but de décontaminer ces sols
via l'utilisation de méthodes plus respectueuses de I'environnement (bioremédiation,
phytoremédiation). Cependant, le pouvoir phyto-extracteur des plantes, leur
biomasse. Et les conditions parfois défavorables au développement des

microorganismes, limitent considérablement l'efficacité de ces techniques.

La proposition des vers de terre comme moyen pour améliorer le rendement
de la bioremédiation en augmentant la croissance des plantes (biomasse des parties
aériennes), la biodisponibilitt des métaux et en favorisant la prolifération des
microorganismes (qui ont aussi un rdle directe sur la disponibilité des éléments
traces), a fait 'objet de plusieurs études qui ont fait ressortir des résultats différents
parfois similaires suivant le sol, le type de vers de terre, de la plante et le(s)

polluant(s) étudies.

L‘'objectif de ce travail de thése a été de mettre en place un systéme
expérimental couplant les vers de terre Lumbricus sp et la plante Hordeum vulgare
dans le but d’étudier la valeur de cette combinaison pour dépolluer des sols
contaminés au plomb. Pour cela, une étude expérimentale a été conduite afin de
mieux comprendre I'impact de l‘activité des vers de terre sur la phytoextraction du

plomb par Hordeum vulgare.

Cette expérimentation a permis I'étude du comportement phytoaccumulateur

de la plante Hordeum vulgare dans des conditions contrblées en présence d’une
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pollution monométallique (dans notre cas le plomb), et I'étude de la bioaccumulation

de ce métal par les vers de terre Lumbricus sp.

Une différence importante est observée dans la fixation du plomb par le sol
suivant les quantités apportées dans les différents systémes/blocs au début de
'expérimentation. La distribution granulométrique confére au sol des propriétés
particuliéres, notamment en ce qui concerne la fixation des polluants. La nature
minéralogique des éléments constituants la terre fine (< 2 mm) varie beaucoup d’'une
classe granulométrique a l'autre et conditionne les processus d’échanges chimiques.
On notera en particulier que les minéraux argileux, du fait de leurs propriétés
colloidales et de leurs grandes surfaces spécifiques, favorisent les phénomenes
d’adsorption. La rétention des polluants sera ainsi plus élevée dans les sols riches en
argiles. [Pagotto, 1999], la nature sableuse du sol utilisé dans notre étude explique

les faibles concentrations du plomb trouvées par rapport aux quantités ajoutées.

La concentration du plomb dans le sol sont influencées par les paramétres
physico-chimiques du sol cependant d'autre facteurs peuvent modifier (augmenter ou
diminuer) la rétention du plomb par le sol, par exemple : la quantité et la forme sous

laquelle le contaminant est apporté.

La concentration du plomb accumulée par l'orge est de 59.44 +13.16 ug.g”
soit 18.11% dépasse largement celle accumulée dans l'orge cultivé dans le sol
témoin (11.75 +3.10 ug g'). Les taux d’absorption et d’accumulation du plomb
varient suivant les especes et a lintérieur d'une méme espéce, et, semblent étre
influencés davantage par le pH que par toute autre propriété du sol. [Seiler et
Paganelli., 1987] mais aussi par les argiles qui sont des fractions fines qui
interviennent majoritairement lors des phénoménes de rétention et de fixation des
métaux lourds. [Sanders, J.R. 1983],

Le taux d’accumulation du plomb par l'orge enregistré dans cette étude
(18.11%) dépasse fortement les taux trouvés par Zerrouki et al., [2013] au champ qui
est de 2%, cette variation est due a plusieurs facteurs notamment la disponibilité du

plomb sous sa forme soluble dans I'eau qui est facilement bioaccumulée par la

163



Conclusion générale

plante et 'absence de compétition entre les éléments traces dans le sol qui est le

résultat d’'une contamination monométallique.

La solubilité et la mobilité initiale du plomb dans le sol dépendront du type de
composeé de plomb qui aura été ajouté au sol. Par exemple les nitrates de plomb sont
trés solubles et seront facilement lessivés des sols. [Conseil canadien des ministres

de I'environnement. 1999], et facilement bioaccumulés par la plante.

La concentration du plomb enregistrée dans les tissus des vers de terre est de
'ordre de 24.01 + 10.97 ug/g soit 7.24% cette valeur est trois fois supérieure a celle
enregistrée dans le sol témoin (8.20 £ 0.48 ug/g). Les concentrations de plomb dans

les vers de terre sont positivement corrélées avec celles du sol.

Nous avons constaté que les paramétres du sol (pH, CEC et le taux d’argile et
de la MO) sont corrélés négativement avec I'accumulation du plomb par les vers de
terre. De nombreuses études ont permis d’identifier les paramétres dont dépend le
processus de bioconcentration (1) I'espéce lombricienne et sa catégorie écologique
[Ireland, 1979 ; Ash et Lee, 1980 ; Ireland et Richards, 1981], (2) I'élément trace [Ma,
1982 ; Marinio et al., 1992 ; Abdul Rida, 1996], (3) les propriétés physiques et
chimiques du sol [Smith, 1996].

Selon De Vaufleury et al., [2013] il est nécessaire d’étudier les facteurs qui
contrblent la mobilisation et I'absorption des composés chez d’autres espéces
animales terrestres ayant des modes de vie et des caractéristiques anatomiques et

physiologiques plus variés.

L'utilisation de l'association Hordeum vulgare et Lumbricus sp augmente les
concentrations du plomb extraites du sol pollué. La concentration du plomb dans les
tissus de Lumbricus sp et de Hordeum vulgare augmente avec l'augmentation des

taux de plomb dans le sol sans pour autant les dépasser.
La bioaccumulation des métaux dépend de leurs biodisponibilités dans le sol.

Les propriétés physico-chimiques du sol sont des facteurs essentiels qui peuvent

influencer la biodisponibilité des métaux, mais aussi I'activité des vers de terre et
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celle de la plante. L’interaction entre ces deux organismes fait varier les

concentrations du plomb accumulées par chacun d’eux.

La présence des vers de terre (Lumbricus sp) diminue la bioaccumulation du
plomb par Hordeum vulgare (38.00+5.68 ug/g contre 59.44+13.16 ug/g en absence
des vers de terre), alors que les concentrations enregistrées dans les tissus des vers
de terre suggérent que la présence de la plante augmente ces concentrations
(23,37+8.02 ug/g en présence de la plante 20.85 £11.71 ug/g en son absence). Ceci
peut étre expliqué par une compétition entre les deux organismes dans I'absorption

des métaux lourds.

Les différences de la biomasse des vers de terre entre les sites ne sont
généralement pas prises en compte dans I'évaluation des risques écologiques,
cependant, la pollution des sols par le plomb affecte considérablement la biomasse
des vers de terre. Nous avons constaté que la biomasse des vers de terre dans les

blocs témoins est supérieure par rapport a celle enregistrée dans les blocs pollués.

La pollution des sols par le plomb affecte considérablement la biomasse des
vers de terre, nous avons constaté dans cette étude une régression de la biomasse
des vers de terre suivant les taux de plomb dans le sol, l'influence des ces
concentrations dans le sol sur la biomasse des vers de terre est plus prononcée en
absence de la plante. Cependant la biomasse des vers de terre est plus élevée en
absence de la plante dans le systéeme S2 (2.11 + 0.45 g) que dans le systéme S3 en
présence de la plante (1.81 + 0.47 g) et la biomasse des blocs témoins restent
supérieures par rapport aux blocs pollués.

Une régression du taux de croissance de Lumbricus Sp suivant les taux de
plomb dans le sol est enregistrée dans la totalité des traitements sauf en absence de
pollution et de la plante dans le bloc témoin du systéme 2 (sol-vers de terre) ou nous
avons constaté une croissance de la biomasse de (4.17 + 3.19 %).

Les vers de terre sont influencés par les paramétres physico-chimiques du sol,

la biomasse est corrélée avec les concentrations totales de Pb. Elle est aussi
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affectée par différentes propriétés du sol telles que le pH, la CEC et le taux de

matiére organique et d’argile.

La bioaccumulation du plomb par les vers de terre Lumbricus sp dépend des
concentrations de plomb dans le sol et de la présence/ absence de la plante.

L'orge accumule les éléments traces a des degrés différents suivant le métal
en question et sa concentration dans le sol. Cette étude met en évidence l'influence

qgu’exerce I'activité des vers de terre sur la bioaccumulation du plomb.

Le taux le plus élevé de remédiation (64.01£12.34 ug g-1) est observé dans le
systeme 3 (sol-plante-vers de terre) en comparaison avec les deux autres : S1: sol-
vers de terre (24.01 £ 10.97 ug g-1) et S2 : sol-plante (59.44 + 13.16 ug g-1)

Plusieurs études rapportent que I'accumulation des ETM difféere d’'une espéce a
une autre (plante et vers de terre), cependant l'interaction entre deux organismes tels
que les vers de terre et les plantes peut étre complexe et influencée par plusieurs
facteurs : I'espéce de la plante et des vers de terre, les paramétres physico-

chimiques de sol, le taux de pollution et le polluant.

L'impacte de l'activité¢ des vers de terre sur le sol se traduit par des
modifications des propriétés physiques et chimiques du sol, la présence ou I'absence
des organismes (plante et vers de terre) dans les sols non pollués n’affecte pas les
valeurs du pH qui sont de l'ordre de (8.24 + 0.08). Par ailleurs, dans les sols pollués
par le plomb, le pH a fortement diminué et une différence remarquable est
enregistrée entre les trois systémes, I'effet des vers de terre sur le pH du sol est plus
prononceé que celui de la plante avec un pH de (7.11+0.13) en présence des vers de
terre et (7.67 + 0.35) en présence de la plante. L’association de ces deux organismes
dans le méme sol induit a un pH nettement plus bas que celui observé quand ils sont
séparés, le pH diminue alors jusqu’a (6.87 +0.31), le pH du sol est un facteur clé
affectant les comportements d'adsorption-désorption et donc la biodisponibilité des
métaux lourds dans le sol. Il est donc important de déterminer les changements de
pH induits par I'activité des vers de terre [A Lemtiri et al., 2016 ; Wen B, 2004].
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Nous avons constaté une variation significative des valeurs de la MO, CEC,
CE, Zn, Cu, Fe, Mn, Cd et Cr, entre les sols des différents systéemes et dans un
méme systéme entre le sol pollué et le sol témoin. S. Singh et al. [2016] rapportent
que l'activité du ver de terre Metaphire posthuma diminue le pH, CE, K, Na, Ca et les

métaux lourds, tandis qu’elle augmente le N, P et CO dans les vermicomposts.

Plusieurs études rapportent I'efficacité de I'association vers de terre/ plante
pour la dépollution des sols, d‘une part en augmentant la biodisponibilité et la
phytoextraction des métaux et d’'une autre part 'augmentation de la biomasse des
plantes. L’interaction entre ces deux organismes différe d’'une espéce a une autre
(de plante et des vers de terre), donc si I'activité des vers de terre Lumbricus sp
réduit la bioaccumulation du plomb par Hordeum vulgare, I'utilisation d’'une autre
espéce de vers de terre (par exemple : une espéce écophysiologiquement différente)

peut avoir un impact différent sur le comportement phytoextracteur de l'orge.

La présence des vers de terre diminue la bioaccumulation du plomb par l'orge
de 5.2% (12,91% contre 18,11% en l'absence des vers de terre) alors que la
présence de la plante augmente ces concentrations de 1.54% (8,78% en présence

de la plante 7,24% en son absence).

La diminution des concentrations du plomb accumulées par I'orge peut étre un
avantage, si on le prend d’un point de vue sanitaire. L'utilisation de I'orge comme
plante fourragére et pour la consommation humaine représente un risque de
bioconcentration de ce métal dans la chaine alimentaire et d’'une maniére directe ou

indirecte sur la santé humaine.

Il est possible d'imaginer des inséminations de vers de terre a grande échelle
dans les protocoles de phytoremédiation de sites contaminés [Mombo, 2016] pour
cela il suffit de trouver la bonne association plante/vers de terre qui peut avoir le

meilleur rendement de bioremédiation possible.
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Perspectives

Ce travail de recherche ouvre de nombreuses perspectives dans le domaine
de la phytoremédiation et dans d’autres domaines. Des travaux complémentaires a

cette étude sont a envisageé :

-Un inventaire des vers de terre dans les sols de la région essentiel pour

déterminer la diversité spécifique et la répartition de ces macro-invertébrés.

-Une expérimentation sur terrain est a envisagé pour une meilleure
compréhension du comportement des vers de terre vis-a-vis de la pollution et de

impact des métaux lourds sur les populations lombriciennes.

-Une étude complémentaire de la physiologie et la biochimie de l'orge

permettra de mieux comprendre I'effet de I'activité lombricienne sur cette plante.

-Pour le sol : une étude de I'impact des vers de terre sur (i) la distribution des
métaux liés aux différentes particules du sol (la fraction échangeable et la fraction
liée a la MO...) par extractions séquentielles, et (ii) I'évolution des communautés

bactériennes qui ont aussi un réle dans la disponibilité des métaux lourds.
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ABSTRACT

The aim of this work is to study the possibility of remedying polluted agricultural soils by lead with the
association: earthworms / barley. An experimentation of sixty pots was conducted in controlled conditions
containing artificially contaminated soil by lead. It is divided into three systems: S1: soil-plant; S2: soil-
earthworms; S3: soil-plant-earthworms, and five blocks representing lead concentrations: control; 500 ug g7;
1000 ug g"; 1500 ug g"and 2000 ug g'1 with 4 replicas each.

The results show that the S3 system (soil-plant-earthworm) has the highest remediation rate
compared to the two other: S1 (soil-earthworm), S2 (soil-plant). The presence of earthworms Lumbricus sp
decreases the bioaccumulation of lead by Hordeum vulgare, while concentrations recorded in earthworm
tissues suggests that the presence of the plant considerably increase those concentrations.

The concentrations of lead in soil, earthworms and plants are influenced by the physical and
chemical soil parameters; however, other factors related to the pollutant, the species of both earthworm and
plant and their interactions can increase or decrease retention of lead by the soil and its bioaccumulation.

RESUME

Le but de ce travail est d’étudier la possibilité de remédier les sols agricoles pollués au plomb a l'aide
d'une association vers de terre / orge. Une expérimentation de soixante pots comportant des sols
artificiellement contaminés au plomb a été menée dans des conditions contrélées. Elle est répartis en trois
systémes : S1: sol-plante ; S2: sol-ver de terre; S3: sol-plante-ver de terre et cinq blocs représentant les
concentrations de plomb : 500 ug g’; 1000 ug g'1; 1500 ug g" , 2000 ug g" et témoin avec 4 réplicas chacun.

Les résultats montrent que le systeme S3 (sol-plante-ver de terre) présente le taux de remédiation le
plus élevé comparé aux deux autres : S1 (sol-ver de terre), S2 (sol-plante). La présence des vers de terre
Lumbricus sp diminue la bioaccumulation du plomb par Hordeum vulgare, alors que les concentrations
enregistres dans les tissus des vers de terre suggere que la présence de la plante accrois considérablement
ces concentrations.

Les concentrations du plomb dans le sol, les vers de terre et la plante sont influencées par les
paramétres physico-chimiques du sol cependant d'autre facteurs liées au polluant, a I'espéce du ver de terre
et a celle de la plante et leurs interactions peuvent augmentées ou diminuées la rétention du plomb par le
sol et sa bioaccumulation.

INTRODUCTION

Earthworms are one of the dominant groups of macro invertebrates of ground in several terrestrial
ecosystems representing nearly 80% of the biomass of soil. They are identified as ecosystem engineers for
their long-term effects on soil physical, chemical and biological properties (Edwards and Bohlen, 1996;
Blouin et al, 2013; Bityutskii et al, 2016).
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Due to their constant contact and their strong interaction with soil, earthworms can be profoundly
affected by the soil pollution and accumulated contaminants in their bodies. Those characteristics among
others allowed their use as indicator organisms of soil contamination (Lanno et al, 2004, Xiao et al, 2006).

Earthworms can concentrate some chemical products by involving selective absorption and excretion
mechanisms, which vary according to species and families of chemicals. The toxic effects of a large number
of chemical substances and the analysis of their absorption and metabolism have been identified to
underline the importance of earthworms in biomonitoring of soil quality (De Vaufleury et al, 2013).

Human activity is the source of soil contamination by various organic and inorganic components.
Heavy metals pollution caused by industrial enterprises activity and road traffic has reached high levels in
the soil in some regions (Ha et al, 2011, Jiang, Z.F., 2012; Alkorta et al, 2004).

It is established that such heavy metals as copper (Cu), zinc (Zn), lead (Pb) and cadmium (Cd) show a
different effect of acute and chronic toxicity to animals and plants (Cheng et al, 2002; Li M, et al, 2009; Li N
et al, 2009). Excessive levels of lead in soil inhibit the normal plant growth, disturb the ecosystem equilibrium
and have an extremely negative impact on the environment and human health (Mishra et al, 2006 Zeng et al,
2006).

Studies on the ability of certain plant to accumulate heavy metals propose them as an alternative to
the physical and chemical methods of decontamination.

Several studies were conducted using the plant / earthworms association for soil remediation.
Earthworms increase the availability of heavy metals in some situations and aid in maintaining the structure
and the quality of soil. The introduction of earthworms into metal contaminated soils has been suggested as
an aid for the phytoremediation processes (Lemtiri et al, 2015; Jusselme et al, 2012).

The main objectives of this study are: i) to study the possibility of decontaminating a polluted by lead
arable land using the association earthworm / plant; ii) to assess these two organisms impact on soil physics-
chemical parameters.

MATERIAL AND METHODS

Samples and characterization of experimental soil

The soil samples were taken in uncontaminated arable land to the depth of 0 - 30 cm. All soil samples
were air dried, crushed, sieved at 5 mm and mixed. This sieved soil was used for the pot experiment.

The soil samples were sieved at 2 mm additionally to provide physics-chemical analyses,. The
distribution of particles according to their size, or particle size analysis was determined by sedimentation
using the Robinson pipette. Soil pH was measured using a soil suspension in a ratio (M/V) 1/5. The organic
matter (OM) was determined by calcination in the oven at 500 °C according to NF 1SO10694 .The cation
exchange capacity (CEC) was determined by percolation according to NF X 31-130. The electrical
conductivity was measured in a soil suspension (M/V) 1/5 according to NF ISO 11265. The total lead
concentration was determined by tri-acid attack following standard NF X 31-147, and measured by atomic
absorption spectrometry (Agilent Technology. 55 AA). The characterization of experimental soil and the
averages of lead concentrations in the soil, barley and earthworms (ug g'1 dry weight) are represented in
Table 1.

Lead contamination of soil

The soil was artificially contaminated with four levels of lead (500 ug/g, 1000 pg/g, 1500 pg/g and
2000 pg/g ) using lead nitrate powder [Pb (NO3) 2] dissolved in distilled water, in addition to uncontaminated
soil (control) with a lead concentration (<100 pg/g) in the international norms described by (AFNOR X 31 in
1996).

Experimental procedure

Three factors were involved in the experimental design: (i) lead concentration in soil; (ii) Presence /
Absence of the earthworms and (iii) Presence / Absence of the plant. The experimentation is divided into
three systems: S1: soil-plant; S2: soil-earthworms and S3: soil-plant-earthworms, five blocks representing
lead concentrations: control, 500 ug g, 1000 ug g™, 1500 pg g™ and 2000 pg g with 4 replicas each (see
fig. 1). This disposition will allow to study and compare the effect of each organism alone on the soil and the
effect of their association at different levels of pollution.
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Lead concentrations in the soil, plants and earthworms (ug g”' DW),
and chemical parameters measured in the experimental soils

Parameters Mean*SD Minimum Maximum
Soil (N=60)
Clay (%) 24,513,73 15,30 34,35
Silt (%) 9,5445,90 0,77 25,54
Sand (%) 65,98+5,49 45,95 74,49
OM (%)° 2,3040,37 1,50 3,12
PHuwater * 7,42+0,57 6,39 8,34
CEC(meq1007g)* 11,93%3,20 0,13 18,55
EC (us/cm)*® 831,27+273 335,00 1485,00
System 1(N=16)
Pb soil (ug/g)’ 331.86+66.95 200,00 430,00
Pb plant (ug/g)" 59.44+13.16 38,00 75,00
Remediation (%)° 17.93+1.87 14,85 21,50
Control 1 (N=4)
Pb soil (ug/g) 50.00+21.60 20,00 70,00
Pb plant (ug/g)’ 11.75%3.10 9,00 16,00
Remediation (%) 27.13+12.34 16.67 45.00
System 2 (N=16)
Pb soil (ug/g) " 342.5£54.59 250,00 4‘512@2
Pb EW (ug/g) 24.01+10.97 12.55 290
Biomass (g) 2.11£0.45 1.40 12.99
Remediation (%)° 7.5441.95 5,32 '
ggntrlfl 2 sN f4) 90.00
soil (ug/g) 70.00£16.33 50.00 859
Pb EW (ug/g) 8.20+0.48 7.50 320
Biomass (g) 3.13£0.1 3.00 14.00
Remediation (%) ° 12.29+1.49 10.38 '
System 3 (N=16)
Pb soil (ug/g)’ 316.25+87.25 150,00 430,00
Pb plant (pg/g)f 38.00+5.68 31.00 50.00
Pb EW (ug/g) 26.01+6.66 16.53 39.00
Biomass (g) 1.18+0.47 0,90 2,50
Remediation (%)° 18.79+2.14 15.70 22.69
Control 3 (N=4)
Pb soil (ug/g)" 67.5£9.57 60,00 80,00
Pb plant (pg/g)f 20.25+2.25 17.00 23.00
Pb EW (ug/g) 12.84+1.09 11.36 13.93
Biomass (g) 2.784+0.13 2.60 2,90
Remediation (%) 49.01+10.81 40.29 64.72

@ Size particles by sedimentation using the Robinson pipette method.

® Organic matter was determined by calcination in the oven at 500°C according to NF 1SO10694
© pHuater With distilled water (w:v 1:5 ratio).

4 CEC determined by percolation according to NF X31-130.
¢ Electrical conductivity water suspension with ratio 1:5.
" Digestion with mixture of three acids inspired by the NF X 31-147.

9 calculated according to :(R1/Ro)*100 ; [Ry: accumulated Pb in the system, Ry:

accumulated Pb in soil].

@ Non contaminated bloc
@ Bloc 500 ug/g Pb
A Bloc 1000 ug/g Ph
B BEloc 1500 ug/g Pb
% Bloc 2000 ug/g Pb

system 1: soil_plant
system 2: soil_earthworm

o o 00 [ N J o 0 00
o o 00 [ N ] e o 00
A A A A A A A A A A
E R ER HE EEENR
* * k * * K * K * %
System 1 system 2 system 3

system 3: soil_plant_earthworm

Fig.1 - Experimental design

Table 1
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Sixty pots (18 cm diameter x 20 cm height) were prepared with 3 kg of dry soil, contaminated and
mixed. The plant used in this experiment is a grass, common barley Hordeum vulgare L. Ten seeds were
sown in the pots of the system S1 and S3. The experiment was conduct in greenhouses (temperature of 25 +
2°C and 60 = 5% relative humidity) and germination was determined visually. The pots of the three systems
are watered daily to keep the soil moist. After 4 months, adult anecic earthworms Lumbricus sp were
collected in an uncultivated and unpolluted soil of Tiaret. They were rinsed to remove the soil, kept in plastic
box in the laboratory (24 h) for cleaning their gut. 2 - 3 earthworms (mass: 3 + 0.5 g) were introduced into
each pot of system S2 and S3; to provide a density of about 100 g m? (Blouin et al, 2006, Jusselme et al,
2013). The experiment was conducted under controlled conditions during 21 days.

Harvesting and treatment of samples

At the end of the experiment, the samples were harvested, the aerial part of the plant was cut at
ground level. The stems and leaves separated and preserved in paper bags. Then the pots were overturned
on plastic. An earthworms harvested, their survival determined by observing their activities in the hand;
afterward they are rinsed, weighed and conserved for 48 hours in boxes containing moistened paper with
distilled water to clean their gut (Lemtiri et al, 2015; Bityutskii et al, 2016).

The roots were collected, washed with distilled water to remove the soil and kept in paper bags, the
soil dried in the open air for 48 h. The samples were the subject of a series of operations which are:

- dehydration: the usual method is dehydration in an oven at 105° + 2° C for 72 hours, and the earthworms
for 24 h.

- grinding: This step is highly critical as it can be source of contamination or loss. For this, the grinder used
is an agate mortar. 0.5 to 1 g of the powder obtained is placed in quartz capsules and calcined in an oven
of which temperature is gradually increased to 450 ° C for 3 h.

- mineralization and dissolution: after calcination, the sample are placed in an acid solution (10 ml of
hydrofluoric acid HF 40% and 3 ml of perchloric acid CIHO, 70%) and heated in a sand bath until total
evaporation of the solution. Outside of the sand bath, we added 1 ml of nitric acid HNO3; and 10 ml of
distilled water and allowed 30 min, after that, it placed in the sand bath for 30 min to 1 h.

- filtration and dilution: After filtration, the obtained extracts are diluted with 100 ml of distilled water
(Durand, C., 2003). The lead concentration was determined by atomic absorption spectrometry.

Statistical analysis

The statistical treatment was performed using two software packages STATISTICA 8 and SPSS 20.
The data obtained were subjected to several analyzes: Descriptive statistics, ANOVA, ANOVAR and
correlation analysis. Firstly, the effects of soil lead levels on the concentration of lead in earthworm’s tissues
and plant were evaluated through analysis of variance (ANOVA). Secondly, the effects of physicochemical
parameters of soil on the concentration of lead in earthworm’s tissues and plant were investigated. Finally,
the effects of lead levels (block T, B1, B2, B3 and B4) and the systems (S1, S2 and S3) on Pb concentration
in earthworms tissues and plant were evaluated. Differences were considered significant at P<0.05*, highly
significant at P<0.01** and very highly significant at P<0.001***.

RESULTS
Levels of lead in soil

The concentrations of lead in soil within blocks of each system before and at the end of the
experiment are represented in fig. 2.

2000

[ Pb Intial (ug/g)
@ Pb Final (ug/g)

1500

1000

500

-500
S1T S11 §12 S13 S14 S2T 21 8§22 8§23 S24 S3T S31 8§32 833 S34

Sytem/Block
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Fig.2 - Lead levels in the experimental soil

We see that the final concentrations of the soil have greatly reduced compared to the initial
concentrations, a positive correlation was observed between the levels of contamination and soil
concentrations with a correlation coefficient r=0,94*** and a highly significant effect p<0.001***.

The toxicity of metals does not depend only on the total concentration but also on their mobility and
reactivity with other components of the ecosystem (Abollino.et al, 2002). Many authors classify this
reactivity in the order: Ni>Zn>Cu>Pb (Harter, R. D., 1983; Kabala and Szerszen, 2002). Lead is generally
found in surface horizons 0-20 cm than in deeper soil layers (Contat et al, 1991). Several factors affect its
mobility and bioavailability: pH, soil texture especially clay content and organic matter content.

Concentrations of lead in the three systems

Remediation percentages of the three systems (including the five blocks) are shown in fig. 3. We
observe that the association plant-earthworm (S3) shows the highest rate of remediation (accumulation)
24 .83 £ 13.26 %, a highly significant difference was observed between the three systems p<0.001***. The
concentrations of lead accumulated in the plant and earthworm increased significantly with the levels of
lead in soil p <0.001***,

The accumulation of lead by barley varies depending on the concentration of lead in the soil and the
physic - chemical parameters of the soil (Maatoug et al, 2013). This concord with the results found in our
study. Bioaccumulation of metals in earthworms depends a lot on the species and the characteristics of
their environment, including soil composition and pH (Van Gestel and Ma 1988; Morgan J.E. and Morgan
A.J. 1991; 1999). De Vaufleury A. et al, (2013).The presence of the plant and earthworms can create a
competition between them for the accumulation of lead. By producing exudates, plants can modify metal
speciation and their behaviour in soil, particularly in the rhizosphere (Chaignon and Hinsinger, 2003; Uzu,
G.et al,2009).Therefore, plants can change the metal accumulation by earthworms (Lemtiri et al, 2015).

Current effect: F(3, 57)=96,340, p=0,0000
Type Il decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

30
25

20

% of Remediation
o

S1 S2 S3
system

Fig. 3 - Percentage of remediation in the three systems S1: soil-plant;
S2: soil-earthworm; S3: soil-plant-earthworm

Effects of the interaction plant / earthworms on the contaminated soil

Our study focused on the interaction between earthworm Lumbricus sp and the plant Hordeum
vulgare for bioremediation of artificially contaminated soil with lead. In order to study the effects of the five
lead concentrations used in this experiment which are divided into blocks, on the recorded soil
concentrations, an ANOVA test was performed (fig. 4). A very highly significant difference is observed for
the effect of lead dose added to the ground on the lead concentration in the soil, plants and earthworms
P<0.000™***,

We notice an important fixative power of lead by the ground following the doses added at the
beginning of the experiment.

The system S3 presents the highest concentration of lead extracted from the soil. We also observe
that the plant accumulates more lead on its own 49.9 + 22.83 ug g'1 than in the presence of earthworms
34.45 + 8.92 ug g'1. The correlation matrix shows a positive correlation between Pb soil and Pb plant
r=0.688**.

The concentrations of lead in earthworm tissues after 21 days of exposure are positively correlated
with soil concentrations with a correlation coefficient r=0.919** and a highly significant effect p<0.000**.We
observed that concentrations of lead in earthworm tissues are higher in the presence of the plant 23.37 +

8.02 ug g™ against 20.85 + 11.71 ug g~ in its absence.
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Fig. 4 - Effect of the interaction between bloc and Pb concentrations in plant,
earthworm and soil for the three systems

Barley accumulates the trace elements to different degrees depending on the metal and its
concentration in the soil. (Maatoug et al., 2013) reported that in an agricultural soil close to a highway
contaminated with lead 1714.39 + 512.62 ug g'1, barley accumulates until 36.28 + 14.90 ug g'1. In our
study, we find that for lead concentrations in the soil of the order of 331.86 + 66.95 ug g~ barley
accumulates 59.44 + 13.16 ug g

Lead contrary to the other elements (Zn, Cu) is not an essential element, although present in the
plants, it does not participate to any known physiological or biochemical function (Marschner H.,1995). Pb
is accumulated by the plant according to another uptake pathway than those of the essential elements Zn
and Cu (Lemtiri et al 2015). In this study, lead being added in a highly soluble form may be more available
and easily absorbed by the plant, which explains the high concentrations accumulated by barley.
Earthworms (of various species) that live in polluted soils by metals, mainly of anthropogenic source, have
heavy metal contents much higher than those who develop in unpolluted areas (Morgan J.E. & Morgan
A.J., 1988; Dai et al, 2004, De Vaufleury et al, 2013). Other studies report that concentrations in
earthworms were weakly correlated with those of soils (Beyer and Cromartie, 1987; Abdul Rida and
Bouché, 1995). The results found in this study indicate a very significant correlation between lead levels in
soil and lead concentrations in earthworms Lumbricus sp.

An increase of metal concentration in plants was observed in the presence of earthworms (Wen and
Hu,2004), This results are opposite of what we observed in our study. Lead concentration in barley
decreases greatly in the presence of Lumbricus sp. It can be explained by a different accumulation
capacity and affinity according to the plant and the metal.

Earthworms can concentrate some chemicals involving selective absorption and excretion
mechanisms, which vary according to earthworm species and chemical families (De Vaufleury A, 2013).

The ability of earthworms to accumulate heavy metals is widely studied (Morgan et al, 1986; Beyer
W.N.et al, 1987; Morgan J.E. and Morgan A.J., 1992). Some differences in bioaccumulation were reported
between ecophysiologically distinct earthworm (Morgan et al, 1993; Van Vliet et al, 2005, Kamitani and
Kaneko, 2007). The presence of the plant increases the concentration of lead in earthworm tissues.

Effect of physicochemical soil parameters on Pb soil, Pb plant and Pb earthworms

In order to investigate the effect of physicochemical parameters of the soil on the accumulation of
lead in the soil, plant and earthworms we performed a correlation analysis with a variance analysis
(ANOVA).

Effect of pH

We observe a negative correlation between soil pH and lead soil, plants and earthworms with a
correlation coefficient r=-0.572**, r=-0.396*, r=-0.410**, respectively. ANOVA revealed a significant effect
of soil pH on the Pb soil p=0.037*and Pb plant p=0.002**, but no effect on the Pb earthworms p=0.224.
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The pH is a factor whose role is crucial for the mobility of metal ions, because it influences the
number of negative charges that can be brought into solution (McLaughlin, M.J., 2000). Generally, when
the pH increases, the cations are less soluble and less mobile (Blanchard C., 2000; Santillan-Medrano and
Jurinak, 1975; Kabala and Szerszen, 2002). Different interpretations have been advanced to explain the
influence of soil pH on the accumulation of lead (McBride M.B.,1994). It was found that the Cd, Cu, Hg, Ni,
Pb and Zn are strongly absorbed by the roots at pH<5.5 (Blaylock and Huang, 2000).

The accumulation of metals in earthworms is influenced by their concentration in the soil, and in the
case of Cd, by the pH (Spurgeon et al. 2006). The low bioavailability of metals (Cu, Pb and Zn) in a
contaminated soil with an alkaline pH, and the absence of toxic effects were confirmed experimentally in
Lumbricus terrestris, in urban soils little rich in nutriment of Montreal (Kennette D., 2002). Among the
reasons that may explain the limited effects of pH change on the concentration of earthworm tissue. (Oste
et al. 2001) suggest firstly, an effect of pH on the absorption by the skin, and secondly, the influence of
soil particles ingested.

Effect of CEC

The cation exchange capacity is positively correlated with lead soil r=0.221 and earthworms
r=0.215**and is weakly correlated with the lead of the plant with a correlation coefficient r=0.023**.
ANOVA shows no significant effect of CEC on the Pb soil, Pb earthworms and Pb plant p>0.05.

The pH influences the CEC, the nature of the organic matter and its decomposition via the fauna
and flora of the soil. (Allan and Jarrell, 1989) have shown that CECr decreases gradually as decreases the
external pH. The soil constituents thus modified, will see increase or decrease the complexation capacity
of the elements and therefore the mobility and bioavailability of trace elements (McBride et al1997; Sauvé
and McBride, 1998; Venditti D., 2000). Simultaneous measurements of the cation exchange capacity
suggest that this soil parameter is a better indicator of the bioavailability of Cd and Zn because it takes
into account the type of clay and organic matte (Lock K. & Janssen C.R., 2001).

Effect of clay rate

Concerning the clay content it has a positive correlation with Pb soil r=0.234** and Pb earthworms
r=0.102 and negatively correlated with the Pb plant r=-0,054**, the analysis of variance indicated a highly
significant effect for Pb soil and Pb plant p<0.000***, and highly significant for Pb earthworms p<0.005 **.

Clays and organic matter play a predominant role in the adsorption of lead by the plant. Trace
elements show a high affinity for the humic substances with which they form stable humic-clay complex,
eventually soluble. This explains the abundance of the trace elements on the surface mainly in the
presence of organic matter (Baize D., 1997).

Lock and Janssen (2001) conducted experiments with Enchytraeus albidus, which show that the
toxicity of Cd and Zn depends on the nature of the clay used and the organic matter.

Effect of Organic matter

A weak correlation was observed between the organic matter and the three variables, however it is
negative with Pb soil r=-0,029**, Pb earthworms r=-0,038 and positive with Pb plant r=0.052**. ANOVA
shows no significant effect p>0.05.

The assimilation of trace elements by plants is highly dependent on the bioavailability of these
elements in the soil. The soil constituents, especially clays and organic matter can interact with the metal
across different chemical interactions (electrostatic interactions etc.) All these interactions limit the
bioavailability of the metals in the soil (Tanner and Headley, 2011).

The soil characteristics have a different impact from one earthworm species to another and
depending on the studied metal (Peijjnenburg W.J.G.M., 1999; Posthuma L., 1998). It was observed an
increase of lead concentration in earthworms exposed in soil with high lead contamination (Grelle and
Descamps, 1998; Scaps et al., 1997). Pb accumulation is proportional to the time of exposure. However
the concentration in the earthworms remains much lower than that of soil. These results are similar with
the results that we found in our experiments.

CONCLUSIONS

The present study shows that using the association Hordeum vulgare and Lumbricus sp significantly
increases the concentrations of lead extracted from the soil. The concentrations of lead in Lumbricus sp
tissues and Hordeum vulgare increases with increasing levels of lead in soil.
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The lead concentrations in the soil depend on the physic - chemical parameters. However, other
factors (element content and mobility) may increase or decrease retention of lead by the soil. The system S3
(soil-plant-earthworm) has the highest rate of remediation 24.83 + 13.26 % compared to the two others S1
(soil-earthworm) 8.49 + 2.67 % and S2 (soil-plant) 19.77 + 6.41 %.

The presence of earthworms Lumbricus sp decreases the bioaccumulation of lead by Hordeum
vulgare, while content recorded in tissues of earthworms suggests that the presence of the plant significantly
increases the element concentration. This can be explained by a competition between the two organisms in
the absorption of trace elements.

Several studies report that the accumulation of trace elements differs from one species to another.
However, the interaction between two organisms such as earthworms and plants can be complex and
influenced by many factors: the species of the plant and the earthworm, the physicochemical parameters of
the sail, the levels of pollution and the nature of the pollutant.

The results of this study suggest that it is possible to use the association plant/earthworms for the
bioremediation of agricultural soils polluted by lead.
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RESUME

Le but de ce travail est d’étudier la possibilité de remédier les sols agricoles pollués au
plomb a l'aide de linteraction vers de terre / orge. Une expérimentation de soixante pots
comportant des sols atrtificiellement contaminés au plomb a été menée dans des conditions
contrélées. Elle est répartis en trois systemes : S1: sol-plante ; S2: sol-ver de terre; S3: sol-
plante-ver de terre et cing blocs représentant les concentrations de plomb : 500 ug g'; 1000
ug g'; 1500 ug g ; 2000 ug g™’ et témoin avec 4 réplicas chacun.

Les résultats montrent que le niveau de contamination du sol dépend de l'importance
des émissions des polluants vers le sol dans notre cas : la concentration de la solution du
plomb ajoutée au sol (dose de contamination) et des phénomenes responsables de la
rétention des polluants : les paramétres physico-chimiques du sol ( pH, Argile, MO...).

L'utilisation de ['association Hordeum vulgare et Lumbricus sp augmente
significativement les concentrations du plomb extraites du sol pollué. La concentration du
plomb dans les tissus de Lumbricus sp et de Hordeum vulgare augmente avec
l'augmentation des taux de plomb dans le sol sans pour autant les dépassé.

Le systeme S3: sol-plante-ver de terre, présente le taux le plus élevé de remédiation
(64.01£12.34 ug g-1) comparé aux deux autres : S1: sol-ver de terre (24.01 £ 10.97 ug g-1)
et S2 : sol-plante (569.44 + 13.16 ug g-1).

La présence des vers de terre (Lumbricus sp) diminue la bioaccumulation du plomb par
Hordeum vulgare (12,91% contre 18,11% en absence des vers de terre) alors que les
concentrations enregistrées dans les tissus des vers de terre suggerent que la présence de
la plante augmente ces concentrations (8,78% en présence de la plante ; 7,24% en son
absence). Ceci peut étre expliqué par une compétition entre les deux organismes dans
I'absorption des métaux lourds.

La pollution des sols par le plomb affecte considérablement la biomasse des vers de
terre. Nous avons constaté une régression de la biomasse des vers de terre suivant les taux
de plomb dans le sol, la biomasse des vers de terre est plus élevée en absence de la plante
dans le systeme S2 (2.11 £ 0.45 g) que dans le systeme S3 en présence de la plante
(1.81 £ 0.47 g) et la biomasse des blocs témoins restent supérieures par rapport aux blocs
pollués.

L’impacte de l'activité des vers de terre sur le sol se traduit par des modifications des
propriétés physiques et chimiques du sol, nous avons pu déceler une diminution du pH dans
les sols pollués de l'expérimentation par rapport aux sols témoins, les sols des différents
systémes (pollués et témoins) présentent des différences dans les concentrations des
métaux et nutriments.

Les concentrations du plomb dans le sol, les vers de terre et I'orge sont influencées par
les paramétres physico-chimiques du sol cependant d'autre facteurs liées au polluant, a
I'espece du ver de terre et a celle de la plante et leurs interactions peuvent augmentées la
rétention du plomb par le sol et sa bioaccumulation par ces deux organismes.

Mots clés : vers de terre, orge, bioaccumulation, phytoremediation, pollution du sol, plomb.



ABSTRACT

The aim of this work is to study the possibility of remedying polluted agricultural soils by
lead with the association: earthworms / barley. An experimentation of sixty pots was
conducted in controlled conditions containing artificially contaminated soil by lead. It is
divided into three systems: S1: soil-plant; S2: soil-earthworms; S3: soil-plant-earthworms,
and five blocks representing lead concentrations: control; 500 ug g1; 1000 ug g-1; 15600 ug
g-1and 2000 ug g-1 with 4 replicas each.

The results show that the level of soil contamination depends on the importance of
pollutant emissions to the soil in our case: the concentration of the lead solution added to the
soil (contamination dose) and the phenomena responsible for the retention of pollutants. : the
physicochemical parameters of the soil (pH, clay, OM ...).

The use of the combination Hordeum vulgare and Lumbricus sp significantly increases
the concentrations of lead extracted from polluted soil. The concentration of lead in the
tissues of Lumbricus sp and Hordeum vulgare increases with increasing levels of lead in the
soil without exceeding them.

The S3 system (soil-plant-earthworm) has the highest remediation rate (64.01+12.34
ug g-1) compared to the two other: S1: soil-earthworm (24.01 £ 10.97 ug g-1), 187S2: soil-
plant (69.44 + 13.16 ug g-1).

The presence of earthworms Lumbricus sp decreases the bioaccumulation of lead by
Hordeum vulgare (12,91% against 18,11% in the absence of earthworms) , while
concentrations recorded in earthworms tissues suggests that the presence of the plant
increases these concentrations (8,78% in the presence of the plant 7,24% in its absence).
This can be explained by a competition between the two organisms in the absorption of
heavy metals.

Soil pollution by lead significantly affects the earthworm biomass, we have observed a
decline in the biomass of earthworms following the lead levels in the soil, the earthworm
biomass is higher in the absence of the plant in the S2 system (2.11 £ 0.45 g) than in the S3
system in the presence of the plant (1.81 £ 0.47 g) and the biomass of the control blocks
remain higher compared to the polluted blocks.

The impact of earthworm activity on the soil is reflected by the changes in the physical
and chemical properties of the soil, we have been able to detect a decrease in pH in the
polluted soils of the experiment compared to the control soils, Soils of the different systems
(polluted and controls) show differences in the concentrations of metals and nutrients.

The concentrations of lead in soil, earthworms and plants are influenced by the
physical and chemical soil parameters; however, other factors related to the pollutant, the
species of both earthworm and plant and their interactions can increase or decrease
retention of lead by the soil and its bioaccumulation.

Keywords: earthworms, common barley, bioaccumulation, phytoremediation, soil pollution,
lead.
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