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1. OBJECTIF DU PROJET

Dans le cadre de la gestion des sites pollués, TADEME soutient des programmes de recherche dans
le domaine de I'écotoxicité, visant a mettre en ceuvre la méthode décrite dans le guide du Ministére
concernant les évaluations détaillées des risques pour les écosystemes. L’annexe technique de ce
guide fait référence a des outils multiples parfois difficiles a utiliser. C’est la raison pour laquelle I'outil
expérimental qui est développé dans le cadre de ce projet pourra étre proposé comme un outil de
'annexe technique de ce guide.

L’objectif de ce programme est de développer un dispositif expérimental permettant de démontrer
sans ambiguité I'impact direct des polluants sur les animaux du sol. Le dispositif développé au cours
de ce programme de recherche consiste a travailler sur une communauté d’individus, les Collemboles,
au lieu d’espéces isolées, afin de gagner en représentativité dans le cadre d’'une évaluation des
risques environnementaux. Les Collemboles (Fig. 1), microarthropodes, sont particulierement
abondants dans les sols, diversifiés en espéces, faciles a élever et trés mobiles: ils constituent un
modele qui pourra étre étendu par la suite a d’autres groupes de la faune du sol (vers de terre,
enchytréides, acariens).

Figure 1. Folsomia candida, Collembole utilisé couramment dans les tests écotoxicologiques (norme ISO 11267)

Il s’agit de développer une nouvelle approche destinée a évaluer les risques environnementaux
causés par les hydrocarbures. Les tests normalisés actuels portant sur divers organismes du sol (vers
de terre, collemboles, enchytréides, carabes, escargots) ne prennent en compte que des
modifications de croissance et de reproduction dans des conditions spécifiques: les animaux sont
soumis a des doses croissantes de produit, on mesure au bout d’'un temps t les effectifs des
populations ou la croissance des individus. Les especes sélectionnées pour ces tests sont faciles a
élever, ont des comportements relativement reproductibles d’'une souche a l'autre (Chenon et al.
2000), mais on peut se poser la question de leur représentativité. Eisenia fetida, choisie pour
représenter les vers de terre (norme 1SO 11268), est une espéece inféodée aux tas de composts situés
a proximité des habitations humaines (Bouché 1972), de méme Folsomia candida, représentant les
Collemboles, fréquente surtout les pots de fleurs et les jardins potagers, mais trés peu les milieux
naturels (Ponge 1980).

Parallelement a la diversification des tests écotoxicologiques, [lintroduction d’aspects
comportementaux tels que les mouvements d’'évitement et le recours a des communautés devraient
permetire de mieux s’adapter a la réalité du terrain, ou les polluants agissent sur des ensembles
complexes constitués, pour les milieux terrestres, par les interactions entre végétation, faune et
microflore, et non sur des espéces isolées de leur contexte écologique.

On remarquera par ailleurs I'extréme rareté des études consacrées a l'influence des hydrocarbures
sur les peuplements animaux et les réseaux trophiques du sol, en conditions de terrain. Deux études
sont connues a ce jour, l'une traitant des effets d'une application de fuel et d'essence sur les
nématodes, enchytréides, acariens et collemboles en milieu forestier (Pirhonen & Huhta 1984), 'autre

des effets d'une pollution industrielle par le créosote sur les nématodes, acariens et collemboles d'un



site boisé (Blakely et al. 2002). Toutes deux concluent & une perturbation des réseaux trophiques du
sol, ne s'expliquant pas par des effets directs de toxicité.

Une collaboration avec le Centre National de Recherches sur les Sites et Sols Pollués (CNRSSP,
Douai) a été engagée a I'occasion du présent projet. Elle porte sur les dosages d’hydrocarbures dans
les sols, sur la partie microbiologique du projet (utilisation de la faune pour la dégradation des
hydrocarbures dans les sols), et sur I'utilisation de trois sols de cokeries qui font I'objet d’'une batterie
de tests écotoxicologiques et de la mise en route et du suivi d’'un traitement pilote de dépollution.



2. SITE D'ETUDE

Les investigations nécessitent un échantillonnage de différentes espéces de collemboles sur site
pollué. Un site pollué par des hydrocarbures a été choisi pour les investigations sur le terrain. L’étude
se déroule sur I'emplacement de I'ancienne raffinerie de Merkviller-Pechelbronn, dans le département
du Bas-Rhin, en Alsace (Fig. 2). Cette usine, située a une altitude de 170 métres, a vu se succéder
des activités de raffinage pendant deux siécles, jusqu'a son abandon total vers 1960.
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Figure 2. Plan de situation du site de Merkwiller-Péchelbronn (carte IGN au 1/25 000e)

Deux stations, sous couvert forestier, ont été choisies sur ce site pour mener notre étude, I'une étant
polluée par des hydrocarbures (P) et I'autre choisie comme station témoin non polluée (T). Ces deux
stations, quoique situées a courte distance l'une de l'autre (environ 15 m), correspondent a des
sondages considérés respectivement comme "contaminés" (sondage SS6) et "propres" (sondage
D77) dans le rapport effectué par la Société DAMES & MOORE pour le compte de 'ADEME (Ref.
25673-002-412), en date du 21/12/98. Des prélevements ont été réalisés, conservés en récipents de

verre a —20°C, sur lesquels le CNRSSP (Douai) a dosé les 16 HAP de la liste EPA.

La station polluée (P), située au nord de la raffinerie, se caractérise par la présence d’'une épaisse
plague de goudron noir de consistance pateuse, d'environ 4 x 4 m, située sous une couche de matiere



organique accumulée, mal incorporée (Fig. 3). Sur cette station, la strate arborescente se compose de
Acer campestre, Betula pendula et Quercus robur, la strate arbustive de Fraxinus excelsior, Rubus
fruticosus et Salix capraea, la strate sous-arbustive de Hedera helix, la strate herbacée (discontinue)
de Geranium robertianum, Carex pilosa, Solidago canadensis, Taraxacum officinale et de graminées
et la strate muscinale de Hylocomium splendens (Fig. 4).

Matiére organique accumulée

Figure 3. Station polluée. Décapage de la litiere, sauf sur la surface (5 x 5 cm) destinée a I'étude micromorphologique, faisant
apparaitre la couche de bitume sous-jacente. La litiere représente une couche de 3 a 4 cm qui s'accumule au-dessus de la
couche de bitume

Figure 4. Station polluée. Vue du sous-étage arbustif et de la végétation herbacée

La station témoin (T) est située 15 metres au sud de la zone polluée. La strate arborescente y est
composée de Acer campestre, Prunus avium et Quercus robur, la strate arbustive de Acer
pseudoplatanus, Carpinus betulus, Cornus mas, Cornus sanguinea, Crataegus monogyna, Fraxinus
excelsior, Ligustrum vulgare, Prunus avium, Rosa canina et de Rubus fruticosus, la strate sous-
arbustive de Hedera helix, la strate herbacée de Arum maculatum, Carex pilosa, Fragaria vesca,
Geranium robertianum, Geum urbanum, Melica uniflora, Potentilla reptans, Stachys sylvatica,
Solidago canadensis et de Taraxacum officinale et la strate muscinale de Eurhynchium striatum (Fig.
5). La litiere y repose sur un horizon organo-minéral profond structuré par les vers de terre, surmonté
par une couche de turricules (Fig. 6).



inéral grumeleux

Figure 6. Station témoin. Profil d'humus échantillonné, aprés excavation du sol laissant intact un bloc de 5 x 5 cm en surface
sur 6,5 cm de profondeur



3. MATERIEL ET METHODES

Analyses chimiques du sol

La mesure du pH eau ainsi que du pH KCI a été réalisée au laboratoire sur des échantillons de sol
séchés, récupérés aprés l'extraction des microarthropodes. La différence entre les valeurs de pH
mesurées dans I'eau et dans le chlorure de potassium, qui déplace les ions adsorbés sur les colloides
du sol, permet d'estimer l'acidité d'échange ou acidité potentielle du sol, le pH eau mesurant l'acidité
immédiate du sol. La préparation des suspensions de sol s’est déroulée selon la norme ISO 10390 et
la mesure a été réalisée a I'aide du pH-métre Accumet Research AR 10.

Trois échantillons ont été prélevés sur le site en avril 2003 pour une analyse des 16 HAP de la liste
EPA (Environmental Protection Agency, USA) sur un échantillon de sol témoin, un échantillon de sol
provenant du site pollué et un échantillon du bitume sous-jacent. Chaque échantillon a été déposé
dans une fiole en verre et congelé en attendant I'analyse, effectuée par le CNRSSP. Le dosage utilise
la chromatographie de haute précision en phase liquide (HPLC), dans un systéeme automatique ASE
200 DIONEX a détection UV, aprés passage en solution dans un mélange a parties égales de
dichloro-méthane et d’acétone. Ce mélange a été remplacé par I'acétonitriie pour I'analyse du
goudron.

Analyse des horizons de surface

L’analyse micromorphologique mise au point par Bernier & Ponge (1994) permet de décrire et de
quantifier les composants des horizons holorganiques (uniguement composés de matiére organique)
et hémorganiques (composés de matiére organique et de matiére minérale) du sol, pour en déduire
les principes essentiels de son fonctionnement biologique. En octobre 2002, un profil de sol, de 10 cm
de profondeur et d’une surface de 25 cm?, a été prélevé sur la station polluée et la station témoin. Les
profils ont directement été séparés en micro-couches sur la base d’une variation visible entre des
couches homogeénes. Aprés une fixation dans I'éthanol, au laboratoire chaque micro-couche a été
disposée dans une boite de Pétri, recouverte d’alcool puis observée a la loupe binoculaire afin de
reconnaitre les composants de la matrice du sol (feuilles, agrégats, goudron...) et définir les
catégories morphologiques (feuilles intactes, squelettisées, brunes...). Un film plastique transparent,
préalablement quadrillé de points, a ensuite été disposé sur I'échantillon. A chaque point, a 'aide d’'un
réticule (cible) situé dans I'un des oculaires de la loupe, la catégorie morphologique a été déterminée
puis notée. Cette méthode permet de connaitre le pourcentage relatif en volume des catégories les
unes par rapport aux autres au sein de chaqgue micro-couche, et ainsi de connaitre I'évolution de
chaque catégorie a I'intérieur d’'un méme profil et entre profils. Les catégories ainsi définies peuvent
ensuite étre éventuellement regroupées pour simplifier la présentation des résultats.

Analyse du peuplement de Collemboles

Aprés avoir prélevé 5 carottes de sol par site en octobre 2002, les microarthropodes ont été extraits
par la méthode dite de Berlese-Tullgren, méthode basée sur l'utilisation du comportement de fuite des
animaux vis a vis de la lumiére et de la dessiccation du sol. Une fois collectés dans I'éthanol, les
Collemboles sont montés entre lame et lamelle dans une goutte de chloral-lactophénol, solution
rendant transparents les animaux, puis déterminés a I'espéce a I'aide d’un microscope a contraste de
phase. Les criteres morphologiques utilisés pourlidentification de ces animaux reposent sur
I'anatomie des organes externes (pattes, furca) et sur la disposition des soies (chétotaxie) sur les
différentes parties du corps. Plusieurs ouvrages sont utilisés, en particulier Gisin (1960), Zimdars &
Dunger (1994), Bretfeld (1999) et Potapow (2001), ainsi que de nombreuses publications spécialisées
venant compléter ces monographies.



Expérience de colonisation en milieu naturel

L’'un des objectifs de notre étude était d’utiliser des communautés naturellement mieux adaptées a la
pollution des sols pour réhabiliter les sites et sols pollués. Cet objectif est basé sur 'hypothése selon
laguelle la faune acidophile (inféodée aux sols a pH < 5) serait plus tolérante vis-a-vis des produits
organiques persistants, et des polluants en général, et pourrait étre utilisée pour recoloniser des sols
pollués (Chauvat & Ponge 2002, Ponge et al. 2002a). Cette hypothése a cependant été invalidée par
la suite, en ce qui concerne la pollution par les métaux lourds (Garnier & Ponge 2004, Gillet & Ponge
2004).

Le site acide (A) choisi dans cette expérience est situé 4,5 kilométres au nord de I'ancienne raffinerie
de Merkviller-Pechelbronn, a une altitude de 340 meétres. La station de préléevement est située sur une
pente d’environ 20%, sous une chénaie-hétraie a humus de forme dysmoder (Fig. 7). Sur ce site, en
octobre 2002, la litiere a été collectée puis homogénéisée avant d’étre transportée sur la station
polluée le jour méme. Sur la station polluée, aprés avoir délimité un carré d’'une surface de 1 m?, la
litiere acide a été épandue en couche mince homogeéne a la surface du sol, le desséchement de
l'inoculum contraignant ainsi les animaux acidophiles a le quitter et a coloniser le sol pollué sous-
jacent.

Avant l'inoculation de sol acide, 5 carottes de sol ont été prélevées dans la zone a inoculer et sur le
site acide afin de définir, aprés extraction, quelles sont les espéces de Collemboles vivant sur ces
deux sites. Six mois plus tard, en avril 2003, dans le but d’établir si les Collemboles acidophiles ont
bien colonisé le site pollué, 5 carottes de sol ont été collectées dans la placette inoculée et la station
témoin ainsi que la station acide ont été rééchantillonnés.

Figure 7. Vue de la chénaie-hétraie sur moder de Pfaffenbronn, ayant servi a l'inoculation de faune sur le site pollué

Expérience de colonisation forcée en microcosmes

L’expérience de colonisation forcée consiste a recréer I'expérience de colonisation de faune
acidophile en conditions de température, d'humidité et de lumiére contrélées, dans des microcosmes.
Cette expérience a été mise en place en novembre 2002 et a duré six mois.

Chaque microcosme est une boite en polystyrene de dimensions LxIxh: 115x85x40 mm. Chaque boite
est remplie avec du sol pollué, tamisé a 1 cm, collecté sur la station polluée (P) de la raffinerie de
Merkviller-Pechelbronn, avec sa faune originale.

Le dispositif d’inoculation consiste a recréer le dispositif d’extraction de la faune du sol, pendant 10
jours, en plagant sous un entonnoir de Berlése, a la place d’un tube contenant de I'éthanol, un



microcosme afin d’'y introduire les animaux vivants (Fig. 8). Sur la grille des entonnoirs est placé un
volume de sol, acide (A) ou témoain (T), équivalent au volume des microcosmes.

Trois combinaisons d’inoculation ont été réalisées, avec pour chacune 10 répétitions:

» Faune du sol acide dans les microcosmes
> Faune du sol témoin dans les microcosmes
> Microcosmes sans inoculation de faune

A la fin des inoculations, les microcosmes sont placés dans une chambre a 15 °C, a l'obscurité
pendant six mois. Toutes les deux semaines, 'humidité est maintenue constante par pesée et ajout
d’eau déionisée. Six mois aprés le début de I'expérience (mai 2003), pour déterminer si la faune
inoculée a survécu a la pollution et s’est développée, la faune a été extraite dans 15 microcosmes (5
microcosmes par combinaison), puis les Collemboles ont été déterminés a I'espéce.

LA Lumiére

Sol acide
ou témaoin

Microcosme
Sol pollué

Figure 8. Dispositif d'inoculation de faune dans I'expérience d’inoculation forcée

Etude de [Iattraction/répulsion des Collemboles face a un composé organique toxique: le
phénanthréne

Le phénanthrene est un hydrocarbure polycyclique aromatique a 3 cycles, présent dans le pétrole brut
et la houille, ainsi que leurs dérivés industriels et leurs lessivats (Verschueren 2001). Il est toxique
pour de nombreux invertébrés a des doses inférieures a 1 mg/L, donc en-dessous de sa teneur dans
I'eau a saturation qui est de 1,6 mg/L a 15°C (Verschueren 2001). Il n'est pas classé dans la catégorie
des substances cancérigenes pour I'homme, contrairement a la plupart des HAPs renfermant plus de
3 cycles de carbone, mais provoque des désordres au niveau des systemes de reproduction ainsi que
des attaques des systemes immunitaires chez la plupart des organismes étudiés (Grundy et al. 1996).
Faiblement toxique vis-a-vis des cultures cellulaires de vertébrés a sa concentration de saturation, sa
toxicité se révele a plus forte concentration, dans des solvants non aqueux (Schirmer et al. 1998). Il se
dégrade relativement vite dans les sols, sa demi-vie se situant entre 3 & 9 semaines (Smith et al.
1999, Verschueren 2001, Fang et al. 2001, Miles & Doucette 2001, Carlstrom & Tuovinen 2003). De
nombreux organismes bactériens et fongiques naturellement présents dans le sol sont capables de le
solubiliser (Toren et al. 2003) et de le métaboliser (Lloyd-Jones et al. 1999, Balashova et al. 1999,
Lisowska & Dtugonski 2003). Cependant, les phénoménes de sorption fréquents avec les HAPs a
petit nombre de molécules montrent qu'une part importante se fixe irréversiblement sur les colloides
du sol et échappe ainsi a la biodégradation (Theng et al. 2001, Nam & Kim 2002, Lu et al. 2003) ainsi
gu'a l'extraction par les solvants habituels (Kacker et al. 2001, Kottler et al. 2001, Xing 2001,
Carlstrom & Touvinen 2003). Nous avons choisi ce composé en raison de son fort impact sur
I'environnement, en particulier sur les invertébéras du sol (Crouau et al. 1999), les risques faibles
encourus par sa manipulation par le personnel du laboratoire, sa solubilité dans I'eau suffisante pour
atteindre des effets perceptibles en solution aqueuse, et le risque relativement faible de le voir
persister sous une forme biodisponible dans I'environnement.

La station choisie pour cette expérience est située dans le parc du laboratoire, sous couvert forestier.
Il s’agit d’'une rendzine a humus de forme eumull présentant une fertilité élevée.



Le dispositif expérimental mis en place le 30 avril 2003 est constitué de 10 blocs renfermant chacun 8
pieéges rectangulaires, de dimensions LxlIxh: 75x105x55 mm, et de deux piéges circulaires, de
dimensions dxh: 85x100 mm. Ces piéges directionnels sont fermés a 'une de leurs extrémités par un
tissu en soie laissant passer les solutions du sol mais pas la faune et couverts a I'autre extrémité par
un grillage de 2 mm de maille laissant le libre passage a la faune. Pour étudier les mouvements
horizontaux de fuite ou d’attraction de la faune vis-a-vis du phénanthréne, les piéges rectangulaires
sont placés dans le sol par paires, dans le sens de la hauteur, autour d'un cercle d’'une surface de 1/4
m2 (Fig. 9), la partie supérieure du cube dépassant la surface du sol sur 1 a 2 cm. Pour étudier les
mouvements verticaux de la faune, deux pieéges cylindriques sont placés au centre du cercle dans le
sol et dans le sens de la hauteur, la partie supérieure des cylindres affleurant la surface du sol.
Chaque bloc est distant 'un de I'autre de 2 m perpendiculairement a la pente et de 4 m parallelement
a la pente (3%).

Une semaine apres la mise en place du dispositif, 5 blocs sont arrosés régulierement de 5 L d’'une
solution agueuse saturée de phénanthréne (1,6 mg/L a 15°C), et 5 blocs témoins sont arrosés de 5 L
d’eau déionisée. Une semaine plus tard, 'ensemble des pieges sont retirés du sol afin de réaliser une
extraction de la faune arthropodienne par la méthode de Berlese-Tullgren. Cet intervalle de temps a
été jugé suffisant pour permettre une exposition des animaux au toxique au cours de leurs
déplacements, soit par l'intermédiaire des solutions du sol (absorption par le tube ventral des
collemboles) soit par la consommation de substrat (biomasse microbienne, matiere organique
humifiée, argiles) susceptible de le renfermer.

Piégeage
vertical

Piégeage
horizontal

Figure 9. Vue aérienne du dispositif permettant d’étudier 'attraction et la répulsion des Collemboles face a un composé
organique: le phénanthréne

Cette expérience, qui n’a pas donné les résultats escomptés en raison d’'une concentration trop faible
en phénanthréne dans la solution aqueuse saturée, a été refaite en utilisant le méme sol,
homogénéisé a I'état frais, et placé dans des enceintes en verre (aquariums) de 60 x 30 x 30 cm, en
utilisant les mémes piéges que précédemment. Le phénanthréne, sous sa forme solide, a été appliqué
en couche mince a la surface du sol humide. Cette seconde expérience a été conduite pendant une
semaine en février 2004. Dans chacun des 10 aquariums utilisés, ont été installées une paire de
pieges rectangulaires (mouvements horizontaux) et une paire de piéges circulaires (mouvements
verticaux). La figure 10 montre la répartition de ces deux types de pieges dans les enceintes
expérimentales, avant le remplissage final.
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Figure 10. Mise en place des pieges dans les aquariums

Aprés insertion des pieges, l'installation a été recouverte de sol frais, en laissant toutefois dépasser 1
cm a la partie supérieure des piéges rectangulaires, afin de récupérer les animaux se déplacant en
surface (Fig. 11).

Figure 11. Vue générale des aquariums une fois les pieges recouverts

On procéde ensuite a I'épandage du phénanthréne sur cing aquariums, les cing autres servant de
témoins, I'ensemble des 10 aquariums étant disposé de fagon aléatoire dans un enceinte climatique a
20°C. Dix grammes de phénanthréne a 90% sous forme de cristaux sont répartis a la surface du sol.
Cette surface correspond a la moitié de la surface des aquariums, du cdté contenant les pieéges
cylindriques (30 cm x 30 cm). Le phénanthréne ainsi étalé vient également affleurer les piéges
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rectangulaires. Aucun contact direct n’existe cependant entre les piéges et le polluant, une distance
d’un centimétre environ les séparant, soit horizontalement soit verticalement.

Tests écotoxicologiques basés sur le comportement des Collemboles

Il s'agit de la mise au point de nouveaux tests destinés a enrichir la palette des tests
écotoxicologiques utilisant la faune du sol (Cortet et al. 1999). Le comportement d’évitement ou
d’attraction des Collemboles vis-a-vis d’'un composé donnée a été mis en évidence (Sadaka-Laulan et
al. 1998, Salmon & Ponge 2001) dans des dispositifs permettant aux animaux introduits de choisir
entre deux secteurs d’'une boite de Pétri (Fig. 12).

Zone d'introduction du Collembole

[ Témoin

Figure 12.Dispositif utilisé pour mesurer le degré d’évitement ou d’attraction d’'un composé-test par un Collembole

Le secteur test est constitué par un demi-disque de papier filtre en fibre de verre imprégné d’une
solution du produit a tester, ou bien uniformément recouvert par une mince couche du sol pollué a
tester. Le secteur témoin est constitué par un demi-disque du méme papier filire imprégné d’'une
solution agueuse, ou bien uniformément recouvert d’'une mince couche de sol témoin. Les animaux a
tester sont introduits dans la zdne séparant les deux demi-disques de papier filtre, et leur position est
suivie dans le temps a intervalles réguliers. Afin d’éviter une interférence avec les phénoménes
d’agrégation observés chez les Collemboles, ceux-ci sont introduits individuellement dans chaque
boite de Pétri. On dispose les boites sous un éclairage uniforme aprés avoir testé I'absence de
gradient lumineux susceptible d’interférer avec les résultats (Salmon & Ponge 1998). La position des
animaux dans I'un ou l'autre des deux secteurs est notée a intervalles de temps réguliers et les scores
sont totalisés pour chacun des deux secteurs sur 'ensemble des observations effectuées. Le nombre
de répétitions a été fixé a 20. Un test des signes ou bien un test t pairé, permettant de comparer sur
'ensemble des 20 boites le nombre de préférences obtenues pour chacun des deux secteurs, est
utilisé (Sokal & Rohlf 1995). Le diamétre des boites de Pétri, le temps total et la fréquence des
observations sont modulés en fonction de la taille et des capacités de déplacement des animaux, trés
variables d’une espéce a l'autre.

Les résultats de ces tests a court terme (une demi-journée par test, temps de préparation inclus) sont
comparés a des tests de survie et de reproduction en conditions contrélées, portant sur une durée
d’'un mois. Pour réaliser ces tests, des individus adultes ou sub-adultes (individus de grande taille)
sont introduits sur le sol a tester (au préalable réhumidifié puis tassé) ou sur du sable de
Fontainebleau imbibé d’une solution aqueuse du composé a tester, dans des boites en polystyréne de
5 cm de diamétre et 3 cm de hauteur. Une petite quantité de bouse de vache séchée et broyée
(fournie par I'INERIS) est ajoutée, afin d’offrir aux animaux un complément alimentaire, le tassement
du sol (nécessaire pour la surveillance de I'élevage) ne permettant pas aux animaux d’accéder a la
microflore édaphique. Les boites sont ensuite placées a l'obscurité a 20°C et réhumidifiées
hebdomadairement.
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Etude de I'impact de la faune sur la dégradation microbienne des HAPs dans un sol de cokerie

Le dispositif expérimental mis en place est destiné a tester 'hypothése selon laquelle I'action conjointe
de la faune et de la microflore peut favoriser la dégradation des hydrocarbures, et donc contribuer a la
remédiation des sols soumis a ce type de pollution. L’expérience a été appliquée a un sol de cokerie,
fortement pollué par les hydrocarbures, dont la toxicité et I'effet répulsif ont été mis en évidence
auparavant sur le Collembole Folsomia candida. Ce sol a été utilisé a une dilution telle qu’il n’affecte
pas, pendant la durée de I'expérience (deux mois), la croissance des populations de I'espéce
introduite, mais provoque une répulsion, dont on pourra tester la disparition ou la réduction en fin
d’expérience. Le test comportemental présenté ci-dessus est utilisé dans ce cas en début et en fin
d’expérience comme test de toxicité en paralléle avec les tests de croissance et de reproduction.

L’expérience, menée a Brunoy d’avril @ mai 2004, consiste a laisser évoluer, a température et
humidité constantes et contrélées, un sol pollué par les hydrocarbures (sol de cokerie), en présence
de sa microflore naturelle avec ajout ou non d’'une population de F. candida. Le sol, fourni par le
CNRSSP et au préalable conservé au congélateur, est décongelé, puis réhumidifié et aéré, afin d’offrir
des conditions de vie favorables a l'espéce animale introduite. F. candida est un Collembole
souterrain se nourrissant principalement de micro-organismes et contribuant activement a leur
transport dans les interstices du sol (Fountain & Hopkin 2005). On émet I'hypothése que la mise en
contact avec leur substrat des bactéries dégradant potentiellement les hydrocarbures sera facilitée par
la dissémination de germes et la bio-turbation induites par I'activité locomotrice et alimentaire de F.
candida.

Le sol est placé, sans étre tassé, dans des boites en polystyréne cylindriques de 5 cm de diamétre et
3 cm de hauteur. Un espace d’environ 1 cm est ménagé dans la partie supérieure de chaque boite.
Cing réplicats sont réalisés avec la microflore seule (sol réhumidifi€ mais non stérilisé), cing autres
avec ajout de 10 invidus adultes ou sub-adultes de F. candida. Le dispositif utilisé est identique a celui
des tests de survie et de reproduction, a cette différence prés que le sol est non tassé et qu’aucun
complément alimentaire n’est ajouté. Le comptage des populations de F. candida est réalisé en fin
d’expérience, aprés avoir noyé le sol dans I'’éthanol pour tuer puis faire flotter les animaux. Ce méme
dispositif (5+5 réplicats avec ou sans ajout de faune) est quadruplé afin de suivre en paralléle
I’évolution de la microflore, réaliser les analyses chimiques (dosages des 16 HAPs de la liste EPA), et
récupérer du sol pour effectuer les tests écotoxicologiques en fin d’expérience.
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4. RESULTATS

Les composants des horizons de surface d’un site pollué par des composés organiques

L’analyse micromorphologique de la station témoin et de la station polluée a permis de mettre en
évidence 161 catégories différentes du type «feuille entiére brun foncé», «masse goudronneuse» ou
encore «déjections holorganiques de vers de terre brun clair». La répartition de ces catégories dans
les différentes micro-couches étudiées permet de déterminer le mode de transformation de la matiére
organique, sous linfluence des processus microbiens et de sa consommation par la faune (Ponge
1991), et sa redistribution dans les horizons de surface sous l'influence de l'activité des organismes
fouisseurs (Ponge 1999). Il s'agit donc d'une caractérisation des réseaux trophiques du sol, qui ne
nécessite pas le recours a un échantillonnage lourd et colteux en temps et en personnel. Elle permet
de détecter les atteintes portées a lintégrité des réseaux trophiques du sol sous linfluence du
développement de la végétation (Bernier & Ponge 1994, Peltier et al. 2001, Frak & Ponge 2002,
Loranger et al. 2003, Sadaka & Ponge 2003, Vaculik et al. 2003) ou de pollutions agricoles
(Topoliantz et al. 2000) et industrielles (Gillet & Ponge 2002). Le manque de répétitions est compensé
par la stabilité des réseaux trophiques du sol a I'échelle des facteurs qui les gouvernent, quantité et
qualité de la litiere, micro-climat, topographie (Ponge et al. 2002b, Sadaka & Ponge 2003).

La station témoin se caractérise par un mésomull avec un horizon OL (= feuilles entieres) d’'une
épaisseur de 2,7 cm, recouvrant un horizon A grumeleux et la station polluée se caractérise par un
humus de type hémimoder avec un horizon OL de 0,7 cm d’épaisseur surmontant un horizon OF
(=feuilles fragmentées mélées de boulettes fécales) de 0,9 cm d’épaisseur situé au-dessus d’'un
horizon A compact. L'observation a I'oeil sur le terrain montre donc déja que l'on est en présence
d'une perturbation notable de I'activité des organismes fouisseurs (vers de terre) sous l'influence de la
pollution. Par contre la présence dans la zone polluée d'un humus appartenant a la famille des moder
(plus actif que le mor) montre que l'activité des organismes décomposeurs et détritivores semble a
premiére vue peu perturbée.
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Figure 13. Analyse des correspondances. Projection des catégories regroupées dans le plan des deux premiers axes factoriels

14



Aggrégat organo-

minéral brun clair

Aggrégat organo-
minéral avec goudron

Brindilles <

alcm

Brindilles > a 1

cm

mycornizes (G —-

Mycelium —cnD

Do L

de terre
hémorganiques

Déjections
hémorganique

brun noires

Déjections

d'enchytréid es_—
hémorganiques

Déjections

d'enchytréides P—

holorganiques brun

noires

Feuilles frag. _—:

noires,<alcm

Feuilles frag. noires,
>alcm
Feuilles
squelettisées en
cours de

squlettisation
Feuille frag. brun

foncées,>alcm
Feuilles fragmentées brun
N g

claires,
>alcm
Feuilles
entiéres brun
foncées
Feuilles
entiéres
brun claires
Feuilles
entieres '
blanches § - w © =
o =) 3 =
— — o o
4 - =
(e} w
o =
Goudron 1 O 1
o o
n )
X
2 )
T o = -
S HNm o - =1 = N ™ -
“ Pag s, L < g o G} 3 <
PO°®0,0 | ! | ] ] ] |
I T I I ! ! I I ! 1
gN @O~ o © © N Ye ~ ™~ < * w0
ce e ' o oow ©s b o ' ¥ ©
o ' o

Figure 14. Analyse micromorphologique. Distribution des composants solides des horizons de surface des deux sols étudiés

sur le site de Merkwiller

15



L’'axe 1 de [lanalyse factorielle des correspondances (AFC) menée sur les données
micromorphologiques (Fig. 13) correspond a la stratification verticale des profils. L'axe 2 différencie la
station témoin de la station polluée. Le profil de la station témoin est caractérisé par la présence de
bryophytes, de racines et de matiére minérale alors que la station polluée se caractérise par la
présence de feuilles fragmentées, de tiges, de mycélium et de mycorhizes. Que ce soit sur la station
témoin ou polluée, I'analyse multivariée met en évidence un horizon OL, assez semblable entre les
deux stations, caractérisé par la présence de feuilles entiéres et de pétioles. L’horizon OF se
caractérise par la présence de mycélium et de mycorhizes. Cet horizon, uniquement présent sur la
station polluée, caractérise le fonctionnement de celle-ci: L’horizon A, trés différent entre les deux
stations, se caractérise par la présence de matiére minérale et de racines dans la station témoin, de
goudron dans la station polluée.

La représentation graphique analytique (Fig. 14) met en évidence de facon plus détaillée la différence
de fonctionnement entre les deux stations. Dans la station polluée, la dégradation des feuilles se fait
par une fragmentation de plus en plus fine avec la profondeur et par un assombrissement de la
couleur qui passe du blanc ou brun clair au brun foncé, brun-noir puis noir. Dans la station témoin, les
feuilles entiéres brun-clair sont majoritaires en OL1 et OL2 et se transforment par squelettisation et
fragmentation en OL3. Parallelement, dans cette station les déjections de vers de terre apparaissent
en OL3 pour devenir majoritaires en Al alors que dans la station polluée ce sont les déjections
hémorganiques d’enchytréides qui sont majoritaires dans I'horizon OF2. La station polluée se
caractérise aussi par la présence d’'un important réseau de mycélium alors que celui-ci est quasiment
absent de la station témoin. Notons aussi la présence de mycorhizes (ecto-mycorhizes, présentant un
renflement du cortex racinaire) sur la station polluée alors que la station témoin se caractérise par la
présence de racines sans traces visibles de mycorhization (probablement endo-mycorhizes).

L’analyse micromorphologique du sol nous a également permis de mettre en évidence la présence de
goudron dans les déjections de vers de terre et d’enchytréides sur la station polluée.

Ces résultats, qui ont fait 'objet d’'un article scientifique (Gillet & Ponge, soumis) ne doivent pas étre
considérés uniquement sous l'angle descriptif. Comme de nombreuses publications l'ont déja montré
(Bernier & Ponge 1994, Peltier et al. 2001, Frak & Ponge 2002, Gillet & Ponge 2002; Loranger et al.
2003, Sadaka & Ponge 2003), l'analyse micromorphologique des horizons de surface permet
d'aborder la connaissance des réseaux trophiques du sol sous l'angle du fonctionnement biologique.
La mise en évidence des acteurs principaux et du degré de transformation des composants de la
litiere au cours des horizons successifs (traduisant son évolution dans le temps), permet de définir les
voies principales de transformation de la matiére organique et d'élaboration de la structure du sol.
Dans le cas présent, on constate un contraste marqué entre le fonctionnement de I'humus de la
station témoin, dominé par l'action des vers de terre, et celui de la station polluée, dominé par les
enchytréides. Ces deux groupes d'annélides oligochétes s'opposent fondamentalement, notamment
en qui concerne leurs relations avec le niveau trophique du sol et le mode de nutrition des végétaux
(Ponge 2003). Les formes d'humus caractérisées par chacun de ces deux taxons, respectivement
appelées mull et moder, constituent deux stratégies de I'écosystéeme terrestre, associées a deux
niveaux distincts de fertilité et de diversité biologique. En association avec les vers de terre, on trouve
une végeétation diversifiée, riche en plantes herbacées (en particulier vernales), avec un systeme
racinaire peu dense, non ou peu mycorhizé (mycorhizes a vésicules et arbuscules) mais réparti sur
'ensemble de I'horizon A. L'activité microbienne est essentiellement bactérienne, elle a lieu
principalement au sein des agrégats résultant de l'incorporation de la matiére organique a la matiére
minérale réalisée par les vers anéciques et endogés. En association avec les enchytréides, la
végétation est réduite aux especes tolérant un moindre niveau trophique (manifesté par une acidité
plus élevée), le systéme racinaire, trés superficiel, est trés dense et fortement mycorhizé, en liaison
avec un mycélium abondant. L'activité microbienne est essentiellement le fait des champignons. Cette
seconde stratégie permet a I'écosysteme (en particulier aux écosystemes forestiers) de se maintenir
malgré une faible disponibilité en nutriments. Ces derniers, peu accessibles via l'altération minérale, et
renfermés en moins grande quantité dans la litiere, sont conservés au sein méme de celle-ci, ou ils
sont captés par les champignons mycorhiziens, et transférés vers la plante au fur et a mesure de leur
libération sous l'action de la petite faune détritivore et des champignons décomposeurs. Cette dualité
a été seulement trés récemment reconnue, en grande partie grace au développement de ces
techniques micromorphologiques, associées a un échantillonnage exhaustif de la faune du sol (Ponge
et al. 1997).
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Par rapport au phénomene qui détermine les variations observées dans le fonctionnement biologique,
la pollution par les hydrocarbures, on constate que celle-ci ne provoque pas l'appauvrissement des
réseaux trophgiues observé précédemment dans le cas des métaux lourds (Gillet & Ponge 2002), ou
la forme d'humus passait du mull au mor (absence quasi totale d'activité de la faune). On se trouve ici
a un niveau d'impact intermédiaire, caractérisé par un humus de type hémimoder (Bréthes et al.
1995). L'activité des vers de terre semble réduite, au profit des enchytréides, mais on remarquera la
présence de bitume au sein méme des déjections de ces deux groupes d'animaux. Le bitume est
donc ingéré par certains animaux du sol, et ne constitue donc pas une barriére infranchissable a
I'activité de la faune. Le développement des champignons est associé a la densification en surface du
systéme racinaire des arbres (ici le chéne, dominant). Malgré I'existence d'un sol riche sur le site (se
traduisant par la luxuriance et la diversité de la végétation: forét multi-strates, tapis herbacé continu et
diversifié, flore vernale abondante), la pollution par les hydrocarbures génere trés localement des
conditions environnementales se rapprochant de ce que I'on observe dans les sols forestiers acides.
Ce rapprochement s'explique par un ralentissement de la circulation des nutriments, associé a une
simplification des réseaux trophiques du sol causé par une perte importante de biodiversité locale
(Ponge 2003). Il peut également (ceci reste a démontrer) étre lié aux caractéristiques propres a la
pollution locale par rapport a la pollution diffuse, c'est-a-dire l'existence de larges zones non ou peu
touchées par la pollution, dans lesquelles les organismes moins tolérants sont susceptibles de se
rassembler, au moins saisonniérement (par exemple en été lorsque les polluants sont plus
concentrés).

Caractéristiques chimiques des horizons de surface

L’analyse comparative du pH eau et du pH KCI du sol entre la station témoin et la station polluée n'a
mis en évidence aucune différence significative entre les deux stations, avec un pH eau proche de la
neutralité et un pH KCI légérement supérieur a 6 (Fig. 15). La station ayant servi a l'expérience
d'inoculation de sol acide (située a lintérieur de la tache de pollution) ne présente pas, avant
I'inoculation, de différence significative avec aucune des deux autres stations. Par contre, I'inoculum
acide provenant de la chénaie-hétraie de Pfaffenbronn présente un pH beaucoup plus bas, situé entre
4 et 5 pour le pH eau, entre 3 et 4 pour le pH KCI, en rapport avec son humus de forme moder. On
remarquera la faible variabilité de linoculum, qui résulte d'un processus d'homogénéisation,
contrairement aux prélévements effectués sur les stations de terrain.

L’acidité d'échange liée aux colloides du sol, calculée par différence entre le pH eau et le pH KCI, est
significativement plus forte sur la station témoin que sur la station polluée (Fig. 16). Cette différence
indique la présence sur le site témoin d’un plus grand nombre de micro-sites occupés par des protons.
Deux mécanismes peuvent expliquer ce phénomeéne: une humification moins poussée de la matiere
organique sur le site pollué, ou bien une occultation des sites d'échange en raison de la capacité de
sorption de la matiére organique du sol vis-a-vis des HAPs (Kéacker et al. 2002, Nam & Kim 2002). La
station ayant servi a l'inoculation présente bien les mémes caractéristiques, a ce point de vue, que la
station polluée, toutes deux étant situées a l'intérieur de la tache de pollution. Par contre, I'inoculum
acide présente une acidité d'échange plus élevée que la station témoin, en raison de I'abondance de
la matiére organique humifiée dans les humus de forme moder (Ponge 2003). On remarquera que la
couleur relativement claire des agrégats organo-minéraux présents dans |'horizon A de la station
témoin indique une minéralisation rapide de la matiére organique, favorisée par la mise en contact de
la matiére organique et de la matiére minérale réalisée par les vers de terre, et la stimulation de
I'activité microbienne qui en résulte.

La composition du bitume, restreinte aux 16 HAPs de la liste EPA, a été analysée par
chromatographie liquide de haute précision ou HPLC (Tableau 1). Parmi les quatre composés
extractibles, 'analyse montre la nette dominance du phénanthréne. Il faut remarquer cependant que
'ensemble des HAPs extraits et dosés par cette méthode représente une trés faible part (267 pg/g)
des composés présents dans le bitume. Seulement 7 HAPs ont pu étre dosés sur le sol de la station
polluée, en raison d’'une trop faible quantité de matiére solide obrenue aprés tamisage a 2 mm
(Tableau 1). La mauvaise décomposition de la matiére organique sur la station polluée est
principalement responsable de ce faible rendu du tamisage. On remarque la dominance du pyréne
(1,5 pg/g) et du benzo(ghi)péryléne (1,1 pg/g), la somme des 7 HAPs dosables étant de 6 ug/g. Ces
valeurs, assez faibles contrairement a notre attente, sont cependant nettement plus élevées que dans
la station témoin (0,9 ug/g). Par rapport au témoin, on observe 10 fois plus de pyréne et de
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benzo(ghi)pérylene dans le sol de la station polluée. Les valeurs observées dans le sol témoin de
Merkwiller-Péchelbronn ont été comparées a celles obtenues dans le sol du parc du laboratoire
(chénaie-charmaie a mercuriale, a pH 7), qui présente de nombreuses caractéristiques communes
avec la station témoin, et peut donc servir de référence comme sol non pollué (Tableau 1). On
observe des teneurs tout a fait comparables, ce qui valide notre station témoin, qui s’avére bien
exempte de pollution par les hydrocarbures (la pollution de ce site est trés localisée, par taches).

ETémoin

HPollué
Einoculé

W Acide

pH
=

pH eau pH KCI

Figure 15. Mesure du pH eau et du pH KClI dans les horizons A des stations étudiées (5 répétitions). La barre d'erreur
correspond a l'erreur-type affectée a chague moyenne. Les lettres différentes indiquent des différences significatives entre les
groupes (U-test de Mann-Whittney), pour chacune des deux variables étudiées

pH eau - pH Kcl

Témoin Pollué Inoculé Acide

Figure 16. Mesure de la différence entre le pH eau et le pH KCI dans les horizons A des stations étudiées (5 répétitions). La
barre d'erreur correspond a I'erreur-type affectée a chaque moyenne. Les lettres différentes indiquent des différences
significatives entre les groupes (U-test de Mann-Whittney), pour chacune des deux variables étudiées.

Sol du laboratoire Sol témoin, Soil pollué, Bitume,
Pechelbronn Pechelbronn Pechelbronn

Naphthaléne 0,064+0,005 0,096+0,003 0,493+0,022 52,7+1,0
Acénaphthyléne < 0,03 < 0,04
Acénaphthene 0,023+0,000 0,038+0,002
Fluorene < 0,02 < 0,02
Phénanthréne 0,119+0,019 0,102+0,006 0,776+0,048 151,1+2,8
Anthracéne 0,024+0,008 0,025+0,001
Fluoranthréne 0,230+0,024 0,238+0,020 0,655+0,012
Pyréne 0,152+0,014 0,178+0,020 1,551+0,136
Benzo(a)anthracene 0,080+0,009 0,107+0,011 0,633+0,033
Chryséne 0,105+0,013 0,108+0,005 0,694+0,051 35,7+0,4
Benzo(b)fluoranthréne < 0,02 < 0,02
Benzo(k)fluoranthréene 0,048+0,004 0,057+0,004
Benzo(a)pyréne 0,147+0,011 0,157+0,019
Dibenzo(a,h)anthracéne 0,016+0,001 0,023+0,003
Benzo(ghi)perylene 0,074+0,003 0,103+0,012 1,146+0,031 27,2+¥2,0
Indeno(123cd)pyrene 0,083+0,006 0,130+0,008
Z 16 HAPs 1,165+0,094 1,363+0,102

Tableau 1. Dosage des 16 HAPs de la liste EPA dans les sols du site de Merkwiller et dans le sol (non pollué) du parc du
laboratoire. Les valeurs indiquées sont la moyenne de trois répétitions, suivie par leur erreur-type
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Le peuplement de Collemboles

La perte de biodiversité sous l'influence de la pollution locale par les hydrocarbures, suspectée a
l'issue de l'analyse micromorphologique, peut étre mise en évidence au sein méme des principaux
groupes de la faune du sol, par exemple le groupe des Collemboles. Deux études, I'une portant sur la
pollution par les métaux lourds (Gillet & Ponge 2003), l'autre sur l'intensification de l'usage du sol
(Ponge et al. 2003), ont montré précédemment des phénoménes identiques. L’étude du peuplement
de Collemboles, échantillonné en octobre 2002 sur le site de I'ancienne raffinerie de Merkviller-
Pechelbronn (Gillet & Ponge soumis), nous montre que le nombre d’espéces moyen par échantillon
est significativement plus faible sur la station polluée par rapport a la station témoin, avec en moyenne
3,6 especes en P contre 13,2 espéces en T. Ce résultat est confirmé par I'indice de Shannon, indice
de biodiversité prenant en compte a la fois le nombre d’espéces par échantillon et le nombre
d’individus par espéce, qui présente une valeur significativement plus faible sur le site pollué.
L’équitabilité, elle aussi plus faible sur le site pollué, met aussi en évidence une répartition hétérogéne
du nombre d’individus par espéces sur la station polluée. En effet, sur cette station, deux espéces
prédominent, Proisotoma minuta et Parisotoma notabilis. Cependant, aucune différence significative
d’abondance totale (nombre d’individus par m?) n’a été mise en évidence entre la station polluée
(10186 ind/m?2) et la station témoin (18640 ind/m2). On remarquera la une analogie avec I'étude sur la
pollution métallicole effectuée par Gillet & Ponge (2003): la chute de biodiversité observée profite a
quelques especes plus tolérantes, dont les effectifs s'accroissent.

L’analyse du peuplement au niveau spécifique (Fig. 17) met en évidence quatre espéces communes
aux deux stations: Folsomia candida (FCA), Parisotoma notabilis (PNO), Sminthurides malmgreni
(SMA) et Sminthurinus aureus (SAU). Proisotoma minuta (PMI), uniquement présente sur la station
polluée, semble étre I'espéce la plus tolérante a la pollution par les hydrocarbures, puisqu’elle est
significativement plus abondante dans cette station. Parallélement, Folsomia manolachei (FMA),
Isotomiella minor (IMI), Lepidocyrtus lanuginosus (LLA), Megalothorax minimus (MMI), Mesaphorura
florae (MFL), Mesaphorura hylophila (MHY), Mesaphorura macrochaeta (MMA), Pseudosinella alba
(PAL), Sminthurinus aureus (SAU) et Xenylla tullbergi (XTU) semblent étre les espéces les plus
sensibles a la pollution, car elles sont absentes de la station polluée.
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Figure 17. Distribution des différentes espéces de Collemboles dans le sol pollué et le sol témoin du site de Péchelbronn. Les
astérisques indiquent les espéeces présentant des densités significativement diférentes entre les deux stations (test de Mann-
Whitney, P<0.05)
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L’observation des contenus intestinaux des principales espéces de Collemboles (Fig. 18) permet de
préciser l'influence (directe ou indirecte) de la pollution par les hydrocarbures sur la disponibilité en
ressources alimentaires pour les animaux du sol. Lorsque la méme espéce est présente dans les
deux stations, témoin et polluée, comme chez Parisotoma notabilis, Folsomia candida et Sminthurinus
aureus, on remarque limportance plus grande prise par le matériel fongique, en particulier le
mycélium hyalin ou mélanisé, dans la station polluée. Cette modification du régime alimentaire des
Collemboles s’effectue au détriment des bactéries, sauf chez Folsomia candida, qui en consomme en
quantité similaire dans les deux stations. On remarque également une diversité plus grande du régime
alimentaire de Sminthurinus aureus, qui consomme des micro-algues, du pollen, de 'humus, des
bactéries, des spores et du mycélium de champignons dans la station témoin, alors qu’il ne
consomme que du mycélium de champignon dans la station polluée. Le petit nombre de spécimens
de cette espéce récoltés sur la station polluée rend cependant délicate une conclusion définitive
relativement a une raréfaction des ressources sur la station polluée. Le phénomene majeur observé
est le développement de la microflore fongique, qui se traduit par une consommation accrue de
myceélium, cette ressource étant en plus grande abondance dans le sol. Ce phénomene mériterait
d’étre confirmé par une étude des communautés microbiennes des deux stations comparées. Des
études préalables (Ponge 2000a) ont cependant montré que les contenus intestinaux des
Collemboles reflétaient bien la distribution des ressources alimentaires, et pouvaient étre considérés
comme un bon indicateur de la localisation de la microflore présente dans le sol.
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Inoculation de la faune provenant d’un humus acide

Le tableau 2 montre la composition en Collemboles de 'humus acide inoculé sur la station polluée. II
montre une dominance de l'isotomide Folsomia quadrioculata. Cette espéece est absente du site de
Merkwiller, seule I'espéce voisine Folsomia manolachei ayant été observée (Fig. 17), ce qui a été
confirmé lors de I'échantillonnage de la station témoin effectué en avril 2003. La seconde espéce par
ordre d’importance est lisotomide Isotomiella minor, présente sur le site de Merkwiller (Fig. 17). La
troisieme espece est le tullbergiide Mesaphorura yosii, espéce acidophile (Ponge 2003), absente du
site sur lequel a été réalisée I'inoculation.

Nb total . , ) .
diindividus Station polluée Station polluée

inoculés 30/10/02 24/04/03
Arrhopalites sp. 14+9
Ceratophysella armata 6+6
Ceratophysella denticulata 93+23
Dicyrtomina minuta 102+102
Folsomia candida 15+9 10194772
Folsomia quadrioculata 494+66
Isotomiella minor 368+106
Mesaphorura jarmilae 28+14
Mesaphorura macrochaeta 213143 102+102
Mesaphorura yosii 242+66
Micranurida pygmaea 84152
Neanura muscorum 29+14 102+102
Paratullbergia callipygos 203124
Parisotoma notabilis 15+9 4074+3344 204+204
Pogonognathellus flavescens 102+102
Proisotoma minima 57+49
Proisotoma minuta 4380+1314 16301024
Protaphorura lata 62+19
Protaphorura pseudovanderdrifti 215+79
Pseudachorutes parvulus 14+14
Pseudosinella huetheri 6+6
Sminthurides malmgreni 102+102 2546925
Sminthurides parvulus 102+102 306+306
Sminthurinus aureus 306+204 1120+690
Sphaeridia pumilis 28+21 102+102
Superodontella nana 8+8
Tomocerus minor 102+102
Willemia anophthalma 197+68
Xenylla tullbergi 332+88

Tableau 2. Inoculation d’humus acide sur le terrain. Composition du peuplement de Collemboles inoculé sur la station polluée
le 30 octobre 2002, du peuplement en place a cette date sur la placette polluée avant inoculation et du peuplement présent
aprés six mois d’expérience. Les valeurs indiquées sont les abondances moyennes par m? et les erreurs-types de 5 répétitions

On remarque qu’a I'exception de Mesaphorura macrochaeta et Sphaeridia pumilis, et si 'on ne tient
pas compte des espéces présentes a la fois dans 'inoculum et sur le site (Folsomia candida, Neanura
muscorum, Parisotoma notabilis), aucune des espeéces introduites n’a été retrouvée par carottage au
bout de six mois. On peut donc en déduire, soit que les animaux ont fui la zéne inoculée, soit n‘ont eu
aucune descendance et sont morts. Nous n’avons aucune preuve tangible que les individus
appartenant aux especes Mesaphorura macrochaeta et Sphaeridia pumilis, retrouvés sur la placette
inoculée au bout de six mois, proviennent bien de I'inoculum, car ces deux espéces étaient présentes
sur la station témoin le 30/10/02 et ont été a nouveau retrouvées sur ce site le 24/4/03. On ne peut
donc pas conclure que linoculation d’humus acide permet d’introduire de nouvelles espéces,
tolérantes vis-a-vis de la pollution par les hydrocarbures.
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Sol pollué Soil pollué Sol pollué
Inoculum Inoculum

i , i (sans (inoculation (inoculation
(sol acide) (soltémoin) . i . i
inoculation) sol acide) sol témoin)
Ceratophysella armata 0.2+0.2
Ceratophysella denticulata 1.4+0.7 0.2+0.2
Folsomia candida 0.2+0.2 0.2+0.2
Folsomia manolachei 1.4+x0.4
Folsomia quadrioculata 16.8+2.9
Heteromurus nitidus 1.0+0.3
Isotomiella minor 8.2%1.2 0.4+x0.4 1.0+£1.0
Isotomurus fucicolus 1.6+0.7
Lepidocyrtus lanuginosus 9.6+2.3 0.4+0.4
Megalothorax minimus 6.0+2.2
Mesaphorura florae 3.4%0.9 0.4+0.2
Masaphorura hylophila 1.0+1.0
Mesaphorura macrochaeta 4.4%1.2 1.2+0.7 0.2+0.2 0.2+0.2 0.4+0.4
Mesaphorura yosii 3.2%1.1
Micranurida pygmaea 1.2+0.4
Micranurida sensillata 0.2+0.2
Neanura muscorum 0.2+0.2
Orchesella quinquefasciata 0.4+0.2
Orchesella villosa 0.2+0.2
Paratullbergia callipygos 5.2+1.7
Parisotoma notabilis 2.4%1.1 2.4%0.9 1.6+1.6
Proisotoma minima 2.2x2.0
Proisotoma minuta 413.2£412.5 659.6+256.6 656.8+351.9
Protaphorura lata 3.2+1.0
Protaphorura pseudovanderdrifti 5+0.8
Pseudisotoma sensibilis 0.2+0.2
Pseudosinella alba 1.8+0.5 0.2+0.2
Pseudosinella decipiens 0.2+0.2
Sminthurides malmgreni 3.6+3.6 0.6+0.2
Sminthurides parvulus 4.4+1.4
Sminthurinus aureus 2.2+x1.1 0.6+0.4
Sminthurinus signatus 0.2+0.2
Sphaeridia pumilis 0.6+0.4 3.8+3.8
Willemia anophthalma 5.4+2.3
Xenylla grisea 0.2+0.2
Xenylla tullbergi 7.4x4.4 0.8+0.6
Xenyllodes armatus 0.2+0.2

Tableau 3. Colonisation forcée en microcosmes. Composition du peuplement de Collemboles dans I'inoculum acide, I'inoculum
provenant de la station témoin et le sol pollué aprés inoculation (six mois). Les valeurs indiqués représentent le nombre moyen
de Collemboles par boite et leur erreur-type (5 répétitions)

L’inoculation forcée dans des microcosmes, réalisée en parallele avec I'expérience de terrain
(Tableau 3), montre que, parmi les espéces provenant du sol acide, seule Parisotoma notabilis a
colonisé les microcosmes renfermant du sol pollué, d’ou cette espéce était absente. Cependant, en
raison de la présence de cette espéce dans le site de Merkwiller, y compris dans la station polluée
(Tableau 2, Fig. 15), on ne peut pas conclure sur sa provenance acide. Plusieurs espéces en
provenance du sol témoin, Lepidocyrtus lanuginosus, Pseudosinella alba, Sminthurinus aureus et
Sphaeridia pumilis, ont colonisé le sol pollué. A I'exception de Sminthurinus aureus (Figs. 17 et 18,
Tableau 2), ces especes n'ont jamais été retrouvées dans la station polluée. On peut donc conclure
qu’elles ont effectivement colonisé le sol pollué, dans les conditions de I'expérience. On peut
cependant se poser la question de leur absence dans la station polluée, située a une courte distance
de la station temoin, alors qu'il s’agit d’especes de surface a grande mobilité (Ponge 1980, 1993).

Les expériences de colonisation effectuées, tant sur le terrain qu'au laboratoire, n'ont donc pas
démontré la possibilité d’une inoculation de sol acide pour restaurer la biodiversité des peuplements
animaux du sol et, par la-méme, contribuer a la dépollution. On peut raisonnablement penser que
I'élévation brutale de pH (Fig. 15) auquel les animaux introduits ont été soumis a constitué un stress
auquel ils n'ont pu résister. La méme hypothése a été invoquée pour expliquer I'échec d’expériences
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similaires effectuées sur des sols pollués par des métaux lourds (Garnier & Ponge, 2004; Gillet &
Ponge, 2004).
Mobilité des Collemboles sous l'effet du phénanthréne

L’application de phénanthréne sur le terrain en solution aqueuse saturée (1,6 mg/l) n'a pas eu, au
bout d’'une semaine, d’effet sur le déplacement vertical ou horizontal des Collemboles (Tableau 4).

EAU PHENANTHRENE

Milieu Nord Est Sud Ouest Milieu Nord Est Sud Ouest

A R A R A R A R A R A R A R A R A R A R
Allacma fusca 1 1 1 1 1 1 1
Arrhopalites caecus 2 1 1
Arrhopalites sp 3 1
Ceratophysella denticulata 19 2055( 18 73 21 16 18 40 59 19 6 18 1 5 17 10 11 2 7 3
Deuterosminthurus sp 3 1 1 1
Dicyrtoma fusca 3 3 1 1 5 2 2 2 7 3 3 4 1 1 1 1 1 1 1
Dicyrtomina minuta 1 2 2 1 1 3 5 2 2 1 2 1 3
Entomobrya multifasciata 1
Entomobrya sp 2 1 1 1
Folsomia manolachei 17 13 39 30 26 17 18 25 12 12 68 86 48 71 51 53 34 28 23 22
Friesea truncata 1 1 6 4 6 7 3 2 1 3 6
Heteromurus major 6 3 2 6 1 4 1 3 11 7 6 1 4 3 5 4
Heteromurus nitidus 8 1 6 5 4 3 6 8 8 1 3 7 4 8 3 3 9 3
Isotoma violacea 1
Isotomiella minor 46 49 45 38 64 67 9 43 66 66 31 34 29 36 16 25 11 14 15 12
Kalaphorura burmeisteri 3 4 20 5 4 15 3 5 13 21 12 5 8 47
Lepidocyrtus curvicollis 1 1 1 1
Lepidocyrtus cyaneus 4
Lepidocyrtus lanuginosus 7 4 15 14 4 5 5 7 12 23 18 20 23 16 11 31 15 17 19 15
Lepidocyrtus lignorum 12
Megalothorax incertus 2 2 1 6 5 6 6 1 1
Megalothorax minimus 15 3 3 7 4 13 13 14 7 15 14 2 2 7 4 3 7 12 4
Mesaphorura hylophila 2 1 2 1 2
Mesaphorura italica 2 2 1 2 1 1
Mesaphorura jevanica 1
Mesaphorura macrochaeta 1 1 1
Mesaphorura sp 1 1 1
Micranurida sensillata 1 1 1 3
Monobella grassei 3 1
Neanura muscorum 1
Oncopodura crassicornis 1 1 1 1 1
Onychiurus jubilarius 2 2 1 4 1 2 7 2 3 3 5
Onychiurus pseudogranulosus 20 28 12 19 29 18 13 7 9 10 43 78 32 60 35 24 11 20 31 29
Orchesella sp 3
Orchesella villosa 2 1 3 1 1 2 1 1
Paratullbergia callipygos 1 1 4 1 3 1 3
Parisotoma notabilis 2 1 15 4 3 11 4 3 5 15 29 9 13 13 5 8 15 8 13
Pseudachorutes parvulus 1 1 1 1 1 1
Pseudosinella alba 21 2 6 19 9 9 19 25 17 20 27 2 21 23 22 15 18 18 12 9
Pseudosinella decipiens 13 5 5 1 6 7 4 3 7 11 17 6 18 6
Seira domestica 1 1 2 9 1
Sminthurinus aureus 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 2 2
Sphaeridia pumilis 1
Stenaphorura denisi 8 11 11 9 12 7 6 8 5 4 4 10 5 5 4 10 12 3 4 4
Tomocerus botanicus 1 1
Wankeliella pongei 1 3 1
Willemia buddenbrocki 2 2 1 1 1

Tableau 4. Réaction des peuplements de Collemboles a une application de phénanthréne en solution aqueuse (1,6 mg/l),
comparée a une application équivalente d’eau déionisée. A = attraction. R = répulsion

On n’observe aucune différence significative entre les boites destinées a mesurer I'attraction (ouvertes
dans la direction opposée au phénanthréne) et celles destinées a mesurer la répulsion (ouvertes en
direction du phénanthrene). Un dosage des 16 HAP de la liste EPA effectué en fin d’expérience
(Tableau 5) ne montre aucune différence entre les placettes arrosées avec du phénanthréne et celles
arrosées avec de I'eau. On en conclut que le phénanthréne appliqué, soit a disparu au bout d’'une
semaine (ce qui est peu probable), soit s’est dilué d’'une fagon telle que sa teneur ne dépasse pas le
bruit de fond habituellement rencontré dans les sols.
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Tableau 5. Dosage des 16 HAPs de la liste EPA dans les placettes utilisées pour I'expérience de terrain portant sur le
comportement d’attraction/répulsion des peuplements de Collemboles vis-a-vis du phénanthrene

Cette expérience a été refaite en février 2004, en épandant directement le phénanthrene cristallisé a
la surface du sol, dans des aquariums (Gass 2004). Les résultats, aprés une semaine d’expérience,
ne montrent pas d’effet du phénanthrene, ni en ce qui concerne la densité totale de Collemboles, ni en
ce qui concerne la richesse spécifique des peuplements, que ce soit dans les pieges rectangulaires
(mouvements horizontaux) ou dans les piéges circulaires (mouvements verticaux). Cependant, des
effets de 'épandage de phénanthréne ont pu étre mis en évidence chez certaines especes.

L’espéce dominante du peuplement, Folsomia manolachei, vivant dans le sol proprement dit (pas de
différences d’effectifs entre piéges rectangulaires et circulaires), montre un déficit significatif de
piégeage vers le bas par rapport au piégeage vers le haut (P < 1%), et ce seulement en présence de
phénanthréne (Fig. 19).
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Fig. 19. Abondance de Folsomia manolachei dans les piéges circulaires (Bas = piégeage vers le bas; Haut = piégeage vers le

PHENANTHRENE EAU
Naphthalene 0.071+0.007 0.064+0.005
Acénaphthyléne < 0,04 < 0,03
Acénaphthéne 0.024+0.002 0.023+0.000
Fluoréne < 0,02 < 0,02
Phénanthrene 0.111+0.014 0.119+0.019
Anthracéne 0.022+0.009 0.024+0.008
Fluoranthréne 0.189+0.017 0.230+0.024
Pyréne 0.123+0.007 0.152+0.014
Benzo(a)anthracéene 0.070+0.010 0.080+0.009
Chryséne 0.100+£0.013 0.105+0.013
Benzo(b)fluoranthréne < 0,02 < 0,02
Benzo(k)fluoranthréne 0.043+0.003 0.048+0.004
Benzo(a)pyréne 0.136+0.022 0.147+0.011
Dibenzo(a,h)anthracéne 0.015+0.001 0.016+0.001
Benzo(ghi)péryléne 0.066+0.003 0.074+0.003
Indeno(123cd)pyréne 0.073+0.005 0.083+0.006
z 16 HAPs 1.043+0.073 1.165+0.094
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Les mouvements horizontaux de Lepidocyrtus lanuginosus, espéece trés abondante vivant surtout en
surface, sont affectés négativement par la présence de phénanthréne a la surface du sol. Le contraste
entre les deux types de piege, indiquant bien que cette espéce vit surtout en surface, est significatif
tant en présence quen absence de phénanthrene (Fig. 20). Par contre, ce contraste est
significativement réduit en présence de phénanthréne (P < 5%), les effectifs observés dans les pieges

rectangulaires étant inférieurs a ceux du témoin, alors que ceux des piéges circulaires sont
|égérement supérieurs.
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Fig. 20. Abondance de Lepidocystrus lanuginosus dans les pieéges rectangulaires (mouvements horizontaux) et circulaires
(mouvements verticaux) en présence et en absence de phénanthréne

Ces deux résultats indiquent des déficits de mouvement, soit verticaux (cas de Folsomia manolachei)
soit horizontaux (cas de Lepidocyrtus lanuginosus) lorsque les animaux ont été en contact avec le
phénanthréne. Des effets paralysants du phénanthréne ont pu étre également mis en évidence lors
des tests comportementaux (voir ci-dessous). Cependant, nous n’avons pu mettre en évidence
d’effets attractifs ou répulsifs du phénanthrene sur les peuplements naturels de Collemboles.

Tests écotoxicologiques utilisant le comportement d’évitement des Collemboles

Ces tests concernent le sol pollué et le bitume en provenance du site de Péchelbronn, le
phénanthréne, le naphtaléne et trois sols de cokeries fournis par le CNRSSP. Des essais
préliminaires, destinés a mettre au point la méthode (nombre de répétitions, fréquence des
observations) sur I'espéce Folsomia candida et le phénanthréne en solution (Bourlette 2004), ont
montré que la souche en provenance d’un humus de type mull (parc du laboratoire, pH 7) était
repoussée par le composé a la concentration de 0,16 mg/l, alors que la souche provenant d’'un humus
de type moder (forét de Sénart, pH 4) était indifférente (Fig. 21). La comparaison avec un test de
reproduction effectué sur un mois montre que ce composé, a cette méme concentration, n’exerce
aucun effet toxique sur Folsomia candida.
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Figure 21. Comparaison des tests de reproduction (a) et d’évitement (b) utilisant le phénanthréne en solution aqueuse a 0,16
mg/l et 'espéce Folsomia candida. N.S. = non significatif (test de Mann-Whitney pour la reproduction, test des signes pour
I'évitement). ** = significatif au seuil de 1% (test des signes). Une femelle introduite par boite dans les tests de reproduction et
d’évitement, 20 réplicats

Ces résultats sont cependant a considérer avec précaution. L’intervalle de temps entre la date de
préparation de la solution-mere (4 juillet 2003) et son emploi dans le test ci-dessus (16 juillet 2003)
était de 12 jours. Le manque de cohérence entre les résultats obtenus avec des séries de dilution de
la solution saturée de phénanthréne (Bourlette 2004) nous ont amenés a penser que le phénanthréne
pouvait se transformer au cours de la période de stockage a 15°C et que ses produits de dégradation
pouvaient avoir une toxicité plus élevée que le produit d’origine. Ceci a été vérifié au cours d’un test
de reproduction et de survie utilisant deux solutions saturées de phénanthréne, 'une préparée a partir
d’'une solution-meére fraiche, 'autre a partir de la méme solution-mére conservée 48 jours a 15°C
(Bourlette 2004). On observe une réduction d’effectif par rapport au témoin seulement lorsque la
solution-meére de phénanthréne a été conservée un certain temps avant d’étre utilisée. Par la suite,
tous les tests utilisant des HAPs ont été réalisés avec des solutions fraichement préparées. On a pu
vérifier (Boitaud 2004) que des solutions saturées de phénanthréene fraichement préparées
n’exercaient également aucun effet répulsif sur Folsomia candida, alors qu'un tel effet était observé
apres 30 jours de conservation. Ce résultat, bien que négatif, laisse planer un doute sur le bien fondé
de tests de reproduction et de survie (d’'une durée généralement comprise entre un et trois mois)
portant sur des composés dont les produits de dégradation, non contrélés au cours de I'expérience,
peuvent s’avérer plus nocifs que le produit effectivement testé. Les tests comportementaux ne
présentent pas un tel biais.

Les tests utilisant Folsomia candida ont également porté sur le sol pollué du site de Péchelbronn, le
goudron sous-jacent, le sol témoin du site de Péchelbronn et un sol mixte préparé en mélangeant sol
pollué et sol témoin a parts égales (Bourlette 2004). Trois souches de F. candida ont été comparées,
'une provenant du sol témoin (mull), 'autre du sol pollué (hémimoder), la troisieme du sol acide
(moder) de Pfaffenbronn ayant servi a I'expérience d’inoculation.
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Figure 22. Tests comportementaux. Pourcentage moyen de présence de trois souches de Folsomia candida sur le goudron, le
sol pollué et le sol mixte (mélange témoin/pollué) du site de Péchelbronn. *** = effet hautement significatif au seuil de 1% (testt
pairé, 20 répétitions)

Les tests comportementaux montrent que seul le goudron produit un effet répulsif, quelque soit la
souche de F. candida considérée. Les tests de survie/reproduction montrent des résultats plus
contrastés (Fig. 23). Le goudron s’avére nocif dans tous les cas: aucune reproduction n’a été
observée et les effectifs ont considérablement baissé au cours de I'expérience, quelque soit la souche
considérée. Sur le sol témoin, le sol pollué et le sol mixte, les femelles introduites se sont toujours
multipliées. Une augmentation significative des effectifs par rapport au témoin a pu, de fagon
inattendue, étre mise en évidence sur le sol pollué, avec les souches en provenance du sol témoin et
du sol acide, mais pas avec celle en provenance du sol pollué. Une réduction des effectifs par rapport
au témoin a par contre été observée sur le sol mixte, avec la souche en provenance du sol pollué et
une augmentation avec celle provenant du sol acide.
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Figure 23. Effectifs de trois souches de Folsomia candida au bout de 30 jours (1 femelle introduite en début d’expérience, 20
répétitions) sur le sol témoin, le goudron, le sol pollué et le sol mixte du site de Péchelbronn

Trois sols pollués par les hydrocarbures (nommés sols A, B, C), en provenance de cokeries et fournis
par le CNRSSP, ont été testés de fagon similaire, sur un certain nombre de souches de F. candida.
Les caractéristiques physico-chimiques de ces trois sols figurent dans le Tableau 6.
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16 HAPs C organique

Texture (ppm) Zn (ppm) Pb (ppm) Cu (ppm) Cd (ppm) CN™ (ppm) %)
Sol A sable limoneux 2895 0,8 9
Sol B limon léger sableux 3687 514 345 126 5 44,2 44,2
Sol C limon moyen léger 701 75 35 48 < 4 6,7 9,2

Tableau 6. Caractéristiques physico-chimiques des trois sols de cokerie étudiés

Les sols A et B présentent a la fois une pollution organique, métallique et cyanhydrique, le sols B
étant le plus pollué des deux, alors que seule une pollution organique a pu étre mise en évidence
dans le sol C. Chacun de ces trois sols posséde son témoin, collecté dans le méme site mais dans
une zdne non affectée par la pollution.

Les tests de comportement ainsi que les tests de reproduction et de survie ont été effectués en diluant
chacun de ces sols avec le sol témoin, selon la gamme suivante:

0,35%
1%
5%
10%
50%
100%

Cette gamme de dilution a été choisie car elle avait été utilisée par un autre laboratoire pour des tests
de reproduction portant sur le ver de terre Eisenia fetida.
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Figure 24. Tests comportementaux. Réaction d’évitement de Folsomia candida (souche en provenance du sol neutre de
Brunoy) vis-a-vis de trois sols de cokeries pollués par les hydrocarbures. Les effets significatifs (tests t pairés) sont indiqués par
* (P <5%), ** (P < 1%), *** (P < 1%0)

La comparaison de ces trois sols a été effectuée sur la souche en provenance du sol du laboratoire
(sol neutre a humus de forme mull). La figure 24 montre des différences de réaction de cette souche
vis-a-vis des trois sols comparés. Le sol C, bien que dépourvu de pollution métallique et
cyanhydrique, s’avéere le plus réplulsif. Dés la concentration de 10% (dilution de ce sol dans le sol
témoin), la totalité des animaux a fui le secteur pollué au profit du secteur témoin. Une répulsion
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significative a lieu dés 1%, I'effet augmentant ensuite avec la concentration (Fig. 24). Le sol B montre
un effet répulsif significatif a partir de 5% de dilution, mais cet effet n’est jamais total, méme sur le sol
non dilué. Le sol C montre un effet répulsif significatif seulement a la concentration de 50% et cet
effet, bien que significatif, reste faible méme sur le sol pur. Les trois sols peuvent donc étre classés
dans I'odre suivant C > B > A en ce qui concerne le degré de répulsivité vis-a-vis de la souche de F.
candida étudiée.
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Figure 25. Effectifs de Folsomia candida (10 femelles introduites) au bout de 30 jours de contact avec trois sols de cokeries, a
six degrés de dilution dans leur sol témoin. Les tests (tests t non pairés) ont porté sur la comparaisons avec les sols témoins
respectifs. N.S. = non significatif. * = P < 5%. *** = P < 0.001

La croissance des populations de F. candida sur les sols B et C montre, lorsque la concentration croit,
un plateau, ne présentant aucune différence significative avec le témoin, suivi d’'une chute des
effectifs a partir d’'une valeur seuil. Cette valeur (LOEC = Lowest Effect Concentration)) varie de 5%
pour le sol C a 100% pour le sol B. La mortalité est totale avec le sol C, dés la valeur seuil de 5%,
alors que seule la reproduction est affectée avec le sol B. Le sol A, par contre, ne montre aucun effet
dépressif sur les populations de F. candida, quelle que soit la concentration, et méme un effet
stimulant lorsque’il est utilisé pur. Le classement des sols en fonction de leur toxicité est le méme que
précédemment: C > B > A. On remarquera que les sols témoins ne présentent pas la méme qualité
par rapport a la reproduction de F. candida, celui du sol A, comparé a ceux des sols B et C, autorisant
I'apparition de deux fois plus d’individus au bout de 30 jours d’expérience. On remerquera également
que la réponse de l'animal, en termes de surcie et de reproduction, est du type “tout ou rien”,
contrairement aux tests comportementaux, qui présentent des réponses progressives en fonction des
concentrations testées (Fig. 24).

Des essais similaires ont été effectués, sur le sol C uniquement (Martinez Aldaya et al. soumis), pour
comparer la réponse de 5 souches de F. candida:

sol neutre (pollué) de Péchelbronn (hémimoder)
sol neutre (non pollué) de Péchelbronn (mull)
sol neutre de Brunoy (mull)

sol acide de Brunoy (moder)

sol acide de Pfaffenbronn (moder)

ab~hwNPE
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Figure 26. . Tests comportementaux. Réaction d’évitement de Folsomia candida (5) vis-a-vis d’un sol de cokerie pollué par les
hydrocarbures (sol C). Les effets significatifs (tests t pairés) sont indiqués par *** (P < 1%o)

Toutes les souches montrent une réaction d’évitement significative, a partir d’'un seuil (LOEC) variant
selon les souches. Selon ce test, elles peuvent étre classées dans I'ordre suivant, en fonction de leur
sensibilité: 3-5>1-2>4. Aucune relation n’a pu étre mise en évidence avec I'écologie (acidité du sol et
pollution) des femelles a I'origine des lignées comparées, les animaux en provenance d’un sol acide
ou pollué n’étant pas moins sensibles que ceux en provenance d'un sol neutre et non pollué.
Cependant, la provenance géographiqgue semble avoir une certaine importance, les souches
alsaciennes, en particulier Pfaffenbronn, étant moins sensibles que les couches franciliennes,
quelques soient les caractéristiques du sol de provenance. Cette étude, bien que limitée
geographiquement, semble mettre le doigt sur des différences biogéographiques en ce qui concerne
la tolérance de F. candida vis-a-vis des hydrocarbures.
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Figure 27. Tests de reproduction et de survie. Inhibition des populations de 5 souches de Folsomia candida (% par rapport au
témoin) élevées pendant 30 jours sur un sol de cokerie pollué par les hydrocarbures (sol C). Les effectifs de population ont été
comparés au témoin par des tests t non pairés. ** = P<0,01; *** = P < 0,001

Comme dans les tests portant sur la comparaison entre les trois types de sol, on n’observe pas d’effet
progressif. A partir d’'un certain seuil de concentration (le méme pour les 5 souches), on observe un
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effondrement des populations, correspondant a la mortalité de tout ou partie des 10 femelles
introduites, ainsi qu’a I'absence de reproduction. Des différences entre souches apparaissent au
niveau du degré atteint par ce phénomeéne, a la valeur seuil uniguement. Au-dela de ce seuil, tous les
individus introduits sont morts et n’ont eu aucune descendance. Par rapport au test de reproduction et
de survie, les 5 souches comparées ne présentent pas de différences, alors que des différences trés
nettes apparaissent au niveau des tests comportementaux.

D’une maniére générale, les tests comportementaux portant sur Folsomia candida s’avérent trés
discriminants, tant en ce qui concerne les trois sols étudiés que les 5 souches comparées. Les tests
de reproduction et de survie ne s’averent discriminants qu’en ce qui concerne les sols, pas les
souches. Les tests comportementaux s’aveérent donc particulierement sensibles, mais peu robustes
par rapport a la provenance géographiques des animaux, ce qui peut étre considéré comme un
handicap si une norme est déposée sur I'espéce Folsomia candida, sans spécification de provenance.

Des comparaisons ont été effectuées entre plusieurs espéces de Collemboles, représentant un
éventail assez large de positions taxinomiques au sein de ce groupe, et conjuguant pour la méme
espéce, lorsque cela était possible, une origine “acide” ou “neutre” (Boitaud 2004). On a choisi le
naphtaléne en lieu et place du phénanthréne, en raison de sa solubilité plus grande dans I'eau. Des
essais préliminaires ont montré que les animaux montraient une réaction d’évitement assez forte vis-
a-vis de ce composé, connu pour affecter a faible dose la consommation d’'oxygéne des insectes (Van
Brummelen et al. 1998) et tuer ces derniers a forte dose (Newell et al. 1987). Il constitue le composant
majeur de la naphthaline, couramment utilisée pour éloigner les insectes des meubles destinés au
rangement du linge domestique.

Quatre concentrations ont été comparées: 0,003 mg.L™, 0,03 mg.L™, 0,3 mg.L™, et 30 mg.L". Le
tableau 7 indique les espéces testées ainsi que leur provenance écologique et géographique.

Espéce Famille Acidité Humus Origine
Arrhopalites caecus Arrhopalitidae Neutre Mull Brunoy
Folsomia candida Isotomidae Neutre Mull Brunoy
Folsomia candida Isotomidae Acide Moder Pfaffenbronn
Isotomiella minor Isotomidae Acide Moder Brunoy
Isotomiella minor Isotomidae Acide Moder Pfaffenbronn
M esaphorura florae Onychiuridae Neutre Mull Péchelbronn
Mesaphorura macrochaeta Onychiuridae Acide Moder Pfaffenbronn
M esaphorura yosii Onychiuridae Acide Moder Brunoy
M esaphorura yosii Onychiuridae Acide Moder Pfaffenbronn
Parisotoma notabilis Isotomidae Neutre Mull Péchelbronn
Parisotoma notabilis Isotomidae Acide Moder Pfaffenbronn
Proisotoma minima Isotomidae Acide Moder Brunoy
Proisotoma minima Isotomidae Acide Moder Pfaffenbronn

Tableau 7. Liste des especes comparées dans les tests écotoxicologiques utilisant le naphtaléne

Le tableau 8 rassemble les résultats des tests comportementaux. On constate que toutes les souches,
a l'exception de quatre d’entre elles, montrent une sensibilit¢ au naphthaléne a la plus forte
concentration (30 mg.L™), sous la forme d’un évitement partiel du produit, les pourcentages d’individus
présents sur le disque pollué étant inférieurs ou égaux a 32 %. Les espéces ne montrant pas de
sensibilité pour le naphthaléne sont: F. candida (SN Brunoy et SA Pfaffenbronn), H. nitidus (SN
Pechelbronn) et P. minima (SA Brunoy). Plusieurs espéeces sont également sensibles a la solution
meére de naphthaléne diluée a 1/100. Seuls F. candida (SN Brunoy), M. yosii (SA Brunoy) et P.
notabilis (SN Pechelbronn) montrent un comportement d’évitement du polluant pour la solution diluée
a 1/1000. Aucune espéce n’est sensible a la solution de naphthaléne diluée a 1/10 000.
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Espéce Souche 0,003 mg.L™ 0,030 mg.L™ 0,300 mg.L™ 30mg.L”

H. nitidus SN Pechelbronn - - - 48,00 + 10,60
F. candida SN Brunoy 47,00 = 9,98 33,00 = 7,44 43,00 + 9,43 37,00 + 8,98
F. candida SA Pfaffenbronn 49,00 + 8,64 40,00 + 7,68 44,00 + 8,16 52,00 + 7,73
I. minor SA Pfaffenbronn 42,00 + 8,07 44,00 + 9,47 31,00 + 7,88 32,00 + 7,46
P. notabilis SA Pfaffenbronn 49,00 + 7,88 46,00 + 9,30 40,00 + 7,11 30,00 + 8,27
P. notabilis SN Pechelbronn 37,00 + 9,87 30,00 + 7,33 26,00 + 8,96 28,00 + 8,00
P. minima SA Brunoy 49,00 + 7,47 48,00 + 8,75 32,00 + 8,13 33,00 + 7,15
P. minima SA Pfaffenbronn 58,00 + 7,80 53,00 + 8,86 51,00 + 8,88 37,00 + 8,62
M. florae SN Pechelbronn 50,00 = 7,75 42,00 + 7,66 20,00 £+ 6,96 31,00 + 7,18
M. macrochaeta SA Pfaffenbronn 51,00 + 7,61 51,00 £ 9,78 31,00 +6,72 29,00 £ 5,52
M. yosii SA Brunoy 52,00 + 8,51 18,00 £ 5,96 28,00 + 8,87 24,00 + 8,16
M. yosii SA Pfaffenbronn 36,00 + 8,03 43,00 + 9,21 32,00 + 8,00 13,00 + 5,48
A. caecus SN Brunoy 53,00 + 8,62 41,25 + 8,37 25,56 + 7,64 22,00 + 6,94

Tableau 8. Tests comportementaux portant sur plusieurs espéces de Collemboles mises en présence de naphtaléne a des
concentrations variées. Les valeurs sur fond coloré correspondent a un évitement significatif du naphtaléne (test t pairé, au seuil
de 5%, 20 répétitions). Les valeurs indiquées sont les moyennes des pourcentages de présence des animaux du c6té pollué,
suivies de leur erreur-type

A l'exception des souches non sensibles au naphthaléne et de F. candida en provenance du sol
neutre de Brunoy, on observe un accroissement de I'effet d’évitement en fonction de la concentration
en naphthaléne, qui indique la progressivité de I'effet mesuré. La provenance écologique (acidité du
sol) n’explique pas les différences observées entre espéces. Par exemple Heteromurus nitidus,
espéce intolérante a 'acidité (Ponge 1993, Salmon & Ponge 1999), fait partie des quelques especes
indifférentes au naphthaléne a la plus forte concentration, alors que Measphorura yosii, espéce
inféodée aux sols acides (Ponge 1993), montre une sensibilité trés forte, en particulier la souche de
Brunoy, sensible & 0,03 mg.L™. Cependant, on remarquera que, parmi les deux souches de P.
notabilis utilisées, I'une en provenance d’'un sol acide, l'autre d’un sol neutre, la premiére souche
s’avére beaucoup moins sensible que la seconde (30 mg.L™ et 0,03 mg.L™" pour la LOEC,
respectivement). La comparaison des deux souches de F. candida est plus délicate, car la sensibilité
de la souche en provenance du sol neutre de Brunoy a la concentration de 0,03 mg.L™ (confirmée par
un second essai avec une autre solution et d'autres individus) n’est pas retrouvée a des
concentrations plus élevées.

Les tests de survie et de reproduction montrent des résultats contrastés, sans qu’il apparaisse une
continuité réelle entre le niveau de concentration du polluant testé et I'effet produit (Tableau 9). En
particulier, on notera que la concentration la plus faible utilisée (0,003 mg.L'l) montre des effets
inhibiteurs globalement plus importants que la concentration de 0,03 mg.L'l, et que ces effets
n’apparaissaient pas dans les tests d’évitement. Comme dans les tests comportementaux, H. nitidus
s’avere indifférent au naphthaléne, a la plus forte concentration (les autres concentrations n’ont pas
pu étre testées, par manque d'effectifs suffisants pour cette espéce). Certaines espéces sont
stimulées dans leur capacité de reproduction, par rapport au témoin, y compris a la plus forte
concentration: tel est le cas de Mesaphorura florae (sol neutre Péchelbronn) et de Proisotoma minima
(sol acide, Pfaffenbronn). Il faut souligner que la durée des tests (30 jours pour toutes les espéces) n’a
pas permis a certaines d’entre elles de se reproduire (H. nitidus, I. minor, P. notabilis et A. caecus),
les taux de reproduction les plus élevés étant toujours observés pour F. candida. La durée des tests
de reproduction devrait donc étre augmentée, et éventuellement varier selon les espéces, si lI'on
souhaite étendre ce type de test a d’autres représentants du groupe des Collemboles.
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Espéce Souche 0,003 mg.L™ 0,03mg.L™ 0,3mg.L" 30 mg.L™”

I. nitidus SN Pechelbronn - - - 85,71 + 24,05

. candida SN Brunoy 30,83 + 9,24 * 68,38 £ 9,57 * 49,80 + 8,11 ** 54,55 + 9,99 **
. candida SA Pfaffenbronn 134,68 *+ 8,65 72,83 + 6,69 155,49 + 14,69 ** 117,92 + 7,28
minor SA Pfaffenbronn 90,32 + 14,96 148,39 + 20,02 93,55 + 15,64 51,61 + 9,41

'. notabilis SA Pfaffenbronn 28,57 + 12,11 * 103,57 £ 41,26 64,29 + 14,51 117,86 £ 43,60

'. notabilis SN Pechelbronn 179,17 + 52,95 400,00 + 58,71 79,17 + 20,20 *** 58,33 + 23,20

. minima SA Brunoy 75,67 + 5,05 ** 69,73 + 10,42 * 75,67 + 6,70 ** 87,24 + 2,75 **
. minima SA Pfaffenbronn 99,57 + 5,69 87,01 + 5,45 91,34 + 11,46 130,74 £ 11,38 *
1. florae SN Pechelbronn 170,21 + 24,95 ** 121,28 £ 18,61 110,64 + 14,89 212,77 + 26,49 ***
1. macrochaeta SA Pfaffenbronn 74,47 + 13,87 80,85+ 17,02 146,81 + 19,44 117,02 £ 9,52

1. yosii SA Brunoy 37,50 + 3,95 *** 123,33 + 18,52 70,00 + 13,61 27,50 + 2,12 ***
1. yosii SA Pfaffenbronn 139,71 + 15,94 * 123,53 £12,61 100,00 £ 17.80 89,71 £ 9,70

.. caecus SN Brunoy 95,65 + 16,26 82,61 + 21,08 21,74 + 6,87 ** 82,61 + 8,14

Tableau 9. Tests de reproduction et de survie portant sur plusieurs espéces de Collemboles mises en présence de naphtaléne
a des concentrations variées pendant 30 jours (10 individus dans chaque boite, 5 répétitions). Les valeurs indiquées sont les
moyennes des pourcentages par rapport au témain, suivies de leur erreur-type. Les valeurs sur fond coloré correspondent a

des effectifs différant significativement du témoin (test t non pairé, au seuil de 5%)

Impact de l'activité faunique (Folsomia candida) sur la microflore naturelle et le niveau de pollution
d’un sol pollué par les hydrocarbures

Il s’agit du sol C, dont les principales caractéristiques physico-chimiques figurent dans le Tableau 6.
Les 16 HAPs de la liste EPA ont été dosés en début et en fin d’expérience sur le sol dilué a 1% dans
son sol témoin. Les résultats figurent dans le Tableau 10.

| T+ 2 mois T+ 2 mois
Deépart

(sans faune) (avec faune)

Naphthaléene 0,33+ 0,02b 0,39+ 0,01ab 0,46+ 0,05a

Acénaphthyléne 0,02+ 0,00 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00

Acénaphtheéne 0,02+ 0,00 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00
Fluorene 0,20+ 0,01a 0,10+ 0,01b 0,11+ 0,01b
Phénanthréne 1,07+ 0,03a 0,49+ 0,05b 0,48+ 0,03b
Anthracéne 0,55+ 0,02a 0,13+ 0,01b 0,24+ 0,11ab
Fluoranthéne 3,48+ 0,19a 0,90+ 0,09b 0,94+ 0,07b
Pyrene 1,88+ 0,11a 0,59+ 0,06b 0,61+ 0,05b
Benzo(a)anthracéne 0,74+ 0,05a 0,46+ 0,04b 0,45+ 0,03b
Chryseéne 0,67+ 0,04a 0,43+ 0,04b 0,41+ 0,03b

Benzo(b)fluoranthéne 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00

Benzo(k)fluoranthéne 0,24+ 0,01 0,22+ 0,02 0,21+ 0,01
Benzo(a)pyréne 0,48+ 0,03a 0,39+ 0,04ab 0,37+ 0,02b
Dibenzo(ah)anthracene 0,07+ 0,00b 0,26+ 0,01a 0,25+ 0,01a
Benzo(ghi)péryléne 0,32+ 0,01b 0,40+ 0,03a 0,38+ 0,01a
Indéno(123-cd)pyrene 0,32+ 0,02a 0,28+ 0,03ab 0,27+ 0,01b
»16 HAPs 10,39+ 0,55a 5,07+ 0,43b 5,21+ 0,43b

Tableau 10. Dosage des 16 HAPs de la liste EPA dans le sol de cokerie (sol C) utilisé dans I'expérience portant sur I'action
conjuguée de la faune et de la microflore. Les moyennes (mg.kg™) sont suivies de leur erreur-type (5 répétitions). Les dosages
ont été réalisés dans 5 boites indépendantes, avant et aprés I'expérience (2 mois), ce ne sont donc pas des mesures répétées

sur le méme échantillon. Les groupes homogénes (test de Mann-Whitney) sont indiqués par des lettres

On constate que la quantité d’'HAPs extractibles a diminué de moitié au cours de I'expérience, que I'on
soit ou non en présence de F. candida. La plupart des molécules ont diminué en quantité, en
particulier les trois dominantes, fluoranthéne, pyréne et phénanthréne, cependant on notera que les
quantités de dibenzo(ah)anthracéne et de benzo(ghi)péryléne, ainsi que, dans une moindre mesure,
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de naphthaléne, ont augmenté. Aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence entre les
boites avec et sans faune ajoutée.

Le Tableau 11 montre les résultats relatifs a la microflore bactérienne et fongique et a la microflore
dégradant les principaux HAPs. On constate que le nombre de bactéries et surtout de champignons a
diminué au cours des deux mois de I'expérience, que I'on soit en présence ou en absence de la
faune. Cette baisse a affecté la microflore dégradant le phénanthréne et le fluoréne. Au contraire, les
germes dégradant le pyréne, le deuxiéme HAP extractible en termes de concentration dans le sol C,
ont vu leurs effectifs centupler. Ces résultats peuvent expliquer la baisse de concentration en pyréne
observée au cours de I'expérience (Tableau 10), mais ils n’expliquent pas la baisse observée en ce
qui concerne le fluoréne, fluoranthéne, le phénanthréne et I'anthracene.

Départ T + 2 mois (sans T + 2 mois (avec
faune) faune)

Bactéries 8,32.10"+ 1,4.10’a 4,43.10'+ 0,4.10'b 3,26.10°+ 0,6.10"b
Champignons 2,38.10°+ 0,2.10% 0,68.10° 0,1.10° 0,66.10°+ 0,1.10%
Microflore dégradante
Naphthaléne 3,90.107+ 0,6.10" 3,68.107+ 1,1.10"
Phénanthréne 6,60.10°+ 0,7.10°% 2,89.10°t 0,7.10° 3,35.10°t 1,1.10°%b
Fluoréne 9,80.10%+ 1,9.10%a 0,90.10%t 0,1.10% 0,90.10%+ 0,1.10%
Fluoranthéne 9,86.10%+ 2,8.10* 9,00.10%+ 1,3.10* 8,17.10%* 2,7.10"
Pyréne 9,00.10% 1,3.10°p 1,97.10°t 0,5.10%°a 1,03.10°+ 0,2.10°a
Anthracene 1,41.10°+ 0,5.10° 1,63.10° 0,4.10° 1,02.10°t 0,3.10°

Tableau 11. Numération de la microflore bactérienne, fongique et dégradante. Les moyennes de 5 répétitions (5 boites
indépendantes) sont figurées, accompagnées de leur erreur-type. Les lettres indiquent des groupes homogénes (tests de
Mann-Whitney)

Un test comportemental a été réalisé en fin d’expérience, et comparé aux résultats obtenus en
'absence d’incubation (Figs. 24 et 26). Les résultats de ces tests figurent au Tableau 12. Le test
comportemental en fin d’expérience a été répété une seconde fois, en raison du caractére surprenant
du résultat obtenu.

T+ 2 mois T+ 2 mois

Départ
(sans faune) (avec faune)
Test 1 15 *** 74 **x* 38 N.S.
Test 2 88 *** 58 N.S.

Tableau 12. Test comportemental en fin d’expérience. Pourcentages de présence de Folsomia candida du c6té du sol pollué,
par comparaison avec le sol témoin (20 répétitions, test t pairé). *** = P < 0,001; N.S. = non significatif. Deux tests successifs
ont été effectués en fin d’expérience

On constate que, si I'effet répulsif du sol C a bien disparu aprés deux mois d’incubation en présence
de sa microflore naturelle, que la faune soit présente ou non, un effet attractif est apparu, mais
uniguement en absence de la faune. Ce résultat, bien que confirmé avec un autre lot de sol et
d’autres animaux, est doublement surprenant, car on pouvait s’attendre, d’une part a un effet stimulant
de la faune sur la capacité de la microflore a dégrader les HAPs, d’autre part a un effet attractif du sol
ayant été en contact pendant deux mois avec des animaux, en raison de I'accumulation probable de
phéromones d’attraction déposées par les Collemboles adultes (Verhoef et al. 1977). Des composés
attractifs (probablement des dérivés du pyréne, étant donné le développement important de la
microflore dégradant cet HAP) sont donc apparus a 'occasion de I'atténuation naturelle de la pollution
du sol C, mais pas en présence de F. candida. Un examen approfondi de la littérature portant sur les
dérivés du pyréne et leur possible métabolisation ou fixation par F. candida est nécessaire, pour tenter
de trouver une explication plausible a ce phénoméne.
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Le sol C, en fin d’expérience, a également été testé pour sa capacité a assurer une croissance et une
reproduction normales des populations de F. candida. Que le sol C ait été en présence ou non de la
faune pendant les deux mois de I'expérience, il permet une croissance normale des populations de F.
candida. On observe, au bout d’'un mois d’élevage sur le substrat récupéré en fin d’expérience,
respectivement 9,1+0,4 et 9,3+0,3 individus en moyenne par femelle introduite. Ces deux chiffres ne
différent pas entre eux significativement (10 répétitions, tes t non pairé, P = 0,36).

Si cette expérience a montré un effet atténuateur certain de la microflore (Tableau 10), aucune
réduction de la quantité de HAPs et aucune stimulation de la microflore, totale ou dégradante, n’a été
mise en évidence sous l'action de F. candida.

On peut rapprocher les résultats obtenus, montrant que I'effet réplusif du sol C disparait au bout de
plusieurs mois d’'incubation avec sa microlfore naturelle, des tests comportementaux effectués avec le
sol C au bout de 6 mois d’'une expérience pilote menée par le CNRSSP. Il s’agit d’'une méthode de
dépollution par la microflore naturelle, par mise en andain du sol pollué pendant 6 mois. Le sol C,
aprés 6 mois datténuation naturelle en andain, montre une perte notable de sa nocivité
environnementale de départ, si 'on se base sur le caractére indicateur du comportement de répulsion
de F. candida (Figure 28).
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Figure 28. Test comportemental utilisant F. candida sur le sol C, au départ et aprés 6 mois de mise en andain (expérience pilote
CNRSSP). Le cété renfermant le sol pollué, a six dilutions successives, est comparé au coté renfermant le sol témoin (test t
pairé, 20 répétitions)

Au bout de 6 mois d’atténuation naturelle de la pollution, le sol C a perdu totalement, quelle que soit la
dilution, son pouvoir répulsif vis-a-vis de F. candida.
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5. DISCUSSION

L’étude du fonctionnement d’un écosystéme contaminé par des composés organiques persistants a
mis en évidence un impact de la pollution sur la composition du peuplement de Collemboles et plus
généralement sur le fonctionnement de I'écosysteme.

Sur la station polluée, I'analyse micromorphologique met en évidence une faible dégradation de la
matiére organique (hémimoder), basée essentiellement sur I'activité de la microflore fongique et des
enchytréides. L’activité bactérienne serait réduite voire inhibée sur cette station par la présence du
polluant, ainsi que l'activité des pourritures blanches qui semblent absentes de ce site ou en tout cas
fortement inhibées (absence de blanchiment du matériel foliaire).

L’humification sur cette station est plus ou moins bloquée, I'acidité d’échange y est plus faible que sur
la station témoin, cependant l'activité de la faune a pu étre mise en évidence, notamment au travers
de I'observation d’'un nombre important de boulettes fécales d’enchytréides et d’'une fragmentation de
la matiére organique. L’'observation de bitume dans les déjections de ces animaux indique une
consommation d’hydrocarbures lourds par la faune.

La pollution du sol par les hydrocarbures modifie la composition et la richesse du peuplement de
Collemboles. Sur la station polluée la diminution du nombre d’espéces met en évidence la toxicité du
milieu pour les espéces les plus sensibles. Cependant quelques espéces, en nombre réduit, ont été
favorisées par la présence du polluant, observation renforcée par une équitabilité plus faible sur la
station polluée. Le développement d’'une espéce en particulier, ici Proisotoma minuta, sur un site
pollué, est un phénoméne ayant déja été observé lors d’'une étude menée sur un site pollué par des
micro-polluants métalliques (Gillet & Ponge 2002). Dans cette derniere étude Mesaphorura
macrochaeta était de loin I'espéce la plus abondante sur la station fortement contaminée. En
disparaissant, les espéces les plus sensibles a la pollution libérent une niche écologique par
conséquent disponible pour les espéces tolérantes. De plus, 'augmentation du nombre d’habitats
potentiels et 'augmentation de la quantité de nourriture disponible résultant de I'accumulation de
matiére organique favorisent le développement de Proisotoma minuta, observée en grand nombre
dans les composts a base de boues de stations d'épuration (observations personnelles JF PONGE).

Sur la station témoin, la dégradation trés rapide de la matiére organique serait basée sur I'activité de
la microflore bactérienne, étant donnée I'absence d'un réseau de mycélium développé dans le sol.
Cependant le recyclage rapide de la matiére organique sur ce site ne permet pas de mettre en
évidence la présence ou I'absence de pourritures blanches.

Sur cette station, le recyclage de la matiére organique est rapide. Nous avons ainsi pu mettre en
évidence une importante activité d'incorporation par les vers de terre et la présence d’'un peuplement
de Collemboles plus diversifié que sur la station polluée. L'étude du pH du sol a permis de mettre en
évidence la présence d’'un complexe absorbant plus développé sur ce site, la présence d’'un plus
grand nombre d’accepteurs de protons et donc une humification plus poussée de la matiére
organique.

Les observations des contenus intestinaux des Collemboles récoltés sur ces deux stations confirment
I'existence d’un fonctionnement totalement diférent du compartiment microbien, la microflore
bactérienne étant plus abondante dans la station témoin, la station polluée étant caractérisée par
I'abondance des champignons.

La colonisation d’un site pollué par des organismes acidophiles, censés étre plus tolérants vis-a-
vis de la pollution, s’avére cependant impossible, comme nos expériences d’inoculation sur le terrain
et au laboratoire I'ont montré. Les études menées par ailleurs sur la pollution par les métaux lourds
(Gillet & Ponge 2004, Garnier & Ponge 2004) aboutissent aux mémes conclusions. Une réflexion
s’avere indispensable sur les effets du niveau d’acidité du sol par rapport au processus d’adaptation
aux polluants. Cependant, il faut remarquer que les essais écotoxicologiques menés sur un éventalil
d’espéces de Collemboles ne montrent pas non plus une relation entre le niveau d’acidité du sol
d’origine et la capacité des espéces a tolérer la pollution par les hydrocarbures.

Les résultats les plus marquants de la présente étude concernent [lintérét des tests
comportementaux utilisant des animaux du sol pour quantifier les risques environnementaux causés
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par la présence d’'un polluant dans le sol. L’attraction, la répulsion ou lindifférence vis-a-vis d’un
composé potentiellement toxique peut s’avérer décisive pour la survie des espéces, comme l'on
montré les travaux expérimentaux de Tranvik & Eijsackers (1989). Une espéce capable de détecter a
distance une substance potentiellement toxique va pouvoir (par un simple jeu probabiliste) se mettre
hors de portée (et donc de toxicité) du polluant. Ce faisant, elle va abandonner localement le site,
créant ainsi des taches d’'ou est exclu le fonctionnement normal des réseaux trophiques du sol.
Lorsque ce phénomene frappe des organismes tels que les vers de terre, dont I'évitement des
polluants a pu étre démontré par ailleurs (Hund-Rinke et al. 2003), les réactions d’évitement peuvent
conduire a la disparition locale de fonctions importantes telles que l'incorporation de la matiére
organique a la matiére minérale ou la formation d’agrégats stables, modifiant ainsi durablement le
reste de I'écosysteme (Lavelle 1997, Ponge 2003). Lorsqu’il touche des groupes tels que les
Collemboles, dont le rble régulateur de la microflore est connu (Newell et al. 1987), malgré nos
résultats négatifs a ce sujet, les conséquences portent sur I'équilibre des populations microbiennes,
en particulier le contréle des agents pathogenes (Ponge & Charpentié 1981, Klironomos & Kendrick
1995).

Comme dans toute expérimentation au laboratoire, se pose le probléeme de I’application au terrain,
notamment en matiere de risques environnementaux. Les tests multiples utilisant un éventall
d’espéces de Collemboles ont montré une grande variété de sensibilités au sein du groupe des
Collemboles. Folsomia candida, comme Heteromurus nitidus (deux espéces sur lesquelles un grand
nombre de travaux de laboratoire ont été réalisés), s’avérent peu voire pas du tout sensibles au
naphtaléne, alors que de nombreuses autres especes le sont. Parmi celles-ci, le cas de Paristoma
notabilis, Isotomiella minor et Mesaphorura macrochaeta mérite d’étre signalé car ces trois espéces,
toutes trois fuyant le naphthaléne a la concentration de 0,3 mg.L™, constituent le groupe majeur de
tous les peuplements de Collemboles en climat tempéré, quel que soit le type de sol (Ponge 2003).
Parmi celles-ci, Mesaphorura macrochaeta pourrait étre sélectionnée pour des tests de routine plus
représentatifs des Collemboles, en raison de la facilité particuliere de son élevage conjuguée a sa
forte représentativité, bien meilleure que Folsomia candida, espéce pratiquement absente des sols
naturels.
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6. PERSPECTIVES

Au-dela du présent contrat, les résultats obtenus laissent penser qu'une normalisation des tests
comportementaux utilisant les Collemboles pourrait étre entreprise. Une publication en cours
(Martinez Aldaya et al., soumis) fait le point sur la signification écologique des tests comportementaux
utilisant des animaux du sol, en se basant sur les résultats acquis au cours du présent projet. Une
telle opération nécessite le concours de plusieurs laboratoires travaillant dans des conditions
identiques, sous le controle de 'Agence Frangaise de Normalisation. Yves CROUAU (Université de
Toulouse) pourrait étre contacté a ce sujet, ainsi que Jérobme CORTET (Université d’Aix-Marseille).

Au-dela de I'aspect technique représenté par la mise au point de nouveaux tests, la présente étude a
mis le doigt sur un certain nombre de phénomeénes inattendus, qui pourraient faire l'objet de
développements dans les années a venir. Le probléeme de I'adaptation des espéces, voire des
populations, aux polluants, en particulier aux polluants organiques, est posé. Des variations
géographiques dans le comportement de certaines espéces “banales” (Folsomia candida, Paristoma
notabilis) indiquent une plasticité génétique trés grande au sein des espéces. Cela recoupe les
connaissances acquises sur l'adaptation des Collemboles a la pollution par les métaux lourds,
notamment les travaux de Posthuma (1990). Cette variation est a relier a l'existence de la
parthénogénése, trés commune chez beaucoup de Collemboles, qui maintient un taux élevé de
diversité phénotypique au sein des populations, mais tend a isoler celles-ci face a une forte pression
de sélection, telle qu’'on peut I'observer dans les sites pollués.

Enfin, si l'introduction d’espéces acidophiles pour reconstituer la biodiversité dans les sites pollués
doit étre abandonnée, il n’en reste pas moins que I'on connait trés peu de choses de la capacité des
organismes du sol a s'accommoder (ou s’acclimater) face a des conditions particulieres, telles que la
pollution ou l'acidification des sols. Les tests écotoxicologiques, basés sur des organismes maintenus
en élevage en conditions “optimales”, de méme que les expériences d’introduction brutale dans des
écosystemes entierement nouveaux, ne permettent pas I'expression des capacités naturelles
d’accommodation des organismes. Des expériences comparatives sur des animaux naifs et non naifs,
ainsi que des essais d’habituation & des conditions progressivement changeantes, devraient
permettre d’établir la gamme de conditions environnementales que des populations naturelles peuvent
subir sans avoir nécessairement recours a la sélection ou a la recombinaison génétique. Ces deux
derniéres stratégies sont toutes deux codteuses écologiquement puisque faisant appel a I'effort de
reproduction et a une forte mortalité au sein des populations. On peut suspecter qu'un groupe trés
ancien tel que les Collemboles (Ponge 2000b) a inscrit dans son patrimoine génétique de nombreuses
crises écologiques “majeures” qu’il a pu surmonter jusqu'a aujourd’hui. Des recherche de ce type
s’inscrivent également dans 'avenir de notre équipe CNRS (UMR 5176) qui va s’orienter, lors de son
prochain renouvellement, vers un regroupement autour du probléme de I'adaptation.
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