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CONTEXTE GENERAL
Quelle situation, quels enjeux motivent ce projet ?

La métrologie des polluants atmosphériques et l@atn des risques environnementaux et
sanitaires sont des domaines qui évoluent en pemsanet qui participent étroitement a la
prise de décision dans le domaine de la qualitéatte Les particules et aérosols issus de
sources fixes ou mobiles ont une place privilégiaas la problématique de la pollution de
I'air abordée par la loi n° 96-1236 du 30 décenit886 sur I'air et I'utilisation rationnelle de
I'énergie.En complément des analyses physico-chimiquest pe@ssible d’évaluer I'impact
des polluants atmosphériques en utilisant des mg@s « sentinelles » qui permettent
d’intégrer les effets de la pollution prise dangykdalité. Plus largement, on utilise le terme
biosurveillance pour décrire I'utilisation d’orgames sentinelles.

Les différents concepts de la biosurveillance sfamiction des niveaux d’organisation
biologique et de lisibilité des effets. On distiegles niveaux infra-individuel, individuel et
supra-individuel. Un bioindicateur permet d’obseri@ réponse spécifique d’'une espéce
testée pouvant réagir ou non a des constituangdpihériques. Un biointégrateur est un
indicateur de réaction ou d'effet au niveau desupaipns et/ou des communautés. Les
principaux effets sont la disparition ou I'appamiti d’especes, ainsi que des variations de
densité ou de biomasse.

L'utilisation d’'un bioindicateur est relativemenimple a mettre en ceuvre, cependant cette
méthode ne donne qu’un reflet trés partiel des atgpaels des polluants sur les écosystémes.
En effet, idéalement, il serait essentiel de pauwdaluer l'impact de la pollution
atmosphérique sur un écosysteme pris dans sa iggoladst-a-dire d’évaluer non seulement
'impact direct d’'une pollution (effets toxiques)am aussi les effets indirects (effets
trophiques). Par exemple, la disparition d'une @rpeeut entrainer la disparition d'un
prédateur, méme si ce prédateur est lui-méme pwibde aux polluants. Malheureusement,
la description des impacts a I'échelle de I'écamyst se révele souvent extrémement
complexe, en raison notamment de fortes contraggatales et temporelles.

Pour remédier a cette difficulté, nous avons chdgsitravailler sur des écosystemes tres
simplifiés, mais disposant malgré tout de tousdiEsnents classiques d’'un écosysteme de
plus grande taille : les micro-systemes bryophgtesborganismes associés. Ces micro-
systemes sont de taille réduite mais sont suffissmincomplets pour comporter plusieurs
dizaines d’'especes differentes et leurs interastiobe fait les micro-systemes,
bryophytes/microorganismes associés peuvent coestine alternative intéressante a I'étude
des écosystemes complexes et aider a mieux conmprégsl mécanismes de l'effet de la
pollution atmosphérique.
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L’intérét d'utiliser les microsystémes a bryophyéss multiple :

De nombreuses espéces de Bryophytes se retrouuent dotalité du territoire
francais et dans tous les milieux, y compris letreedes villes.

Elles occupent des surfaces extrémement limitéesldges crf) y compris sur des
supports inertes (pierres, murs, toits ...)

Elles n'ont pas de racines et ont donc des interatavec le sol plus limitées que la
plupart des autres végétaux, en revanche, elldsusoréceptacle pour les particules
atmosphériques et sont utilisées pour établir kxdes de dépdts métalliques en
France.

Elles abritent plusieurs dizaines d'especes de aoiganismes appartenant a des
groupes taxonomiques trés différents et occupast miehes trophiques variées
(producteurs primaires, prédateurs, décomposeurs).

Ces microorganismes ont des temps de multiplicdt&s courts, variant de quelques
heures a quelques semaines, ce qui permet daitliseréur des temps assez courts.

Les enjeux, qui sous-tendent ce programme, sosulgants :

Enjeux fondamentaux :acquérir des connaissances sur les impacts descupes

atmosphériques sur les écosystemes en étudiantédeases d’organismes a différents
niveaux d’organisation biologique a l'aide d'un sgsteme simplifié : le microsysteme
bryophytes micro-organismes.

Enjeux finalisés proposer des outils biologiques performants

- servant de marqueurs précoces d’exposition #etiseexploitables pour la surveillance de la

qualité de I'air,

- permettant de mieux caractériser les risques lgsutcosystemes,
- s'intégrant dans la démarche d’évaluation degigs environnementaux,
- pouvant aider a la réflexion concernant la débeation de seuils réglementaires

OBJECTIFS GENERAUX DU PROJET

L'objectif général de ce projet a été d’évaluempiact des aérosols et des particules
atmosphériques sur un microsysteme Bryophytesues lmicroorganismes associés au cours
d’expositions de quelques semaines a quelques mois.

Plus particulierement, une évaluation des répopkgsiologiques chez les bryophytes et des
réponses écologiques sur la structure des commasauitrobiennes (boucle microbienne :
matiere organigue dissoute et particulatebactéries> protozoaires/micrométazoaires) a
ete réalisée.

Au cours de cette étude, nous avons :

Caractérisé la composition des particules (CEA&AcI

Etudié la réponse physiologique des bryophytesygfsité Lille 2)

Analysé la réponse écologique des communautés Iniecnoes des bryophytes
(Université Franche-Comte)
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QUELQUES ELEMENTS DE METHODOLOGIE (ET EVENTUELLES DIFFICULTES RENCONTREES )

Ce travail s’est déroulé selon deux axes :

* Axe 1 - expérimentationin situ

Trois sites ont été sélectionnés en fonction denddéure des sources potentielles de
contamination : un site rural (Montagney), un sitetaminé par des retombées industrielles
(Dunkerque) etin site exposé au trafic routier (Saclay). Deuxeesp de bryophytes ont été
transplantées pendant 8 mois dans des conditicggabition standardisées (une espece
cultivée de facon standardiséeCeratodon purpureus- et une espéce récoltée en Forét de
Fontainebleau -Scleropodium purum). Des mesures de dioxyde d’azote gNE d’'ozone
(O3) ont été effectuées a I'aide d’échantillonneurssfa. L’échantillonnage des Rpa été
réalisé par pompe Partisol et les mesures des eténparticulaires ont été effectuées en
activation neutronique (INAA) et par ICP-MS (métlesdvalidées sur des matériaux de
référence). L’ensemble des mesures ont été réalisdget tous les 2 mois (4 périodes &

Py).

* Axe 2 - expérimentation en conditions controlées

Des particules PM prélevées en sites « trafic » par les associatiengseaux de mesure de
la qualité de I'air ont été préparées par sonicafpuis leur composition a été analysée. Des
microsystémes bryophytes-microorganismes ont éfgos®s a ces particules dans des
enceintes a nébulisation et les réponses physeplegiet biologiques ont été observées.

RESULTATS OBTENUS

Caractérisation des particules et d'autres contamiants atmosphériques

Mesures de la pollution atmosphérique NDPM, o) dans les trois sites

Les 3 sites sont caractérisés par des concensaganNQ significativement différentes
(respectivement de 9, 62 et 42 udfans les sites de Montagney, Saclay et Dunkerdjae).
composition élémentaire des PMetait elle aussi significativement différente déess trois
sites pour de nombreux éléments (Figure 1).

Figure 1 : compositions élémentaires moyennes ptésalans les particules atmosphériques
PMio (ng/m3) au niveau des 3 sites — Présentation ddé@fents parmi 50 dosés
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L’analyse des teneurs multi-élémentaires en paescBM, des filtres collectés sur chacun
des sites permet de caractériser la provenancpattsules, leur transport a I'échelle locale
ou régionale, ainsi que l'influence potentielle desmditions climatiques sur les dépobts. En
effet, un site éloigné de sources importantes dietpm sera surtout sensible aux transports
de particules a longue distance. De plus, des tiondiclimatiques stables avec des vents
faibles minimiseront les suspensions de poussieragenes locales par érosion €olienne.

De plus, les comparaisons inter-sites permettersgégarer les apports d’éléments provenant
de la crodte terrestre (Ta, Rb, K, Cs, Tl, W, Sz, Al, Dy, Se, Ni, Nd, Sm, Tm, Y, Au et Th)
de ceux liés au trafic routier (Zn, Pb, Sr, Ca, Nim, V, Mo, Fe, Ba, Sb, et Cu) et aux
activités industrielles (Tl, La, V, Mn et Fe).

Les enrichissements (c'est-a-dire la quantité oiéhts apportés en plus des apports naturels
liée a I'érosion des sols) les plus importantsé&igtobservés pour les éléments suivants : Br,
Cd, Sb, Ir, Se, et surtout pour le Pb (avec unefact’enrichissement atteignant jusqu’a
380000). Ces enrichissements résultent en généralimfluence de sources majeures
d’émission, le plus souvent liée a certaines aésvhumaines. Ainsi, la présence de Fe et de
Mn est liée aux activités de la sidérurgie a Dugker tandis que la présence de La, employé
comme catalyseur lors des opérations de crackisigplatot reliée a l'industrie pétroliere.
Cependant, certaines particules peuvent aussi iBjeetés dans l'atmosphére lors des
incendies de foréts ou des modes de pollutionsaliésafic routier et peuvent étre transportés
jusqu’a des sites tres éloignés.

Impact de la pollution particulaire sur les bryophvtes (Biomargueurs)

Exposition de Ceratodon purpureuset Scleropodium purunmaux aérosols et particules
inorganiques (étud@ situ).

Des accumulations significatives en Eléments Tradétalliques (ETM) ont été mises en
evidence chez les deux especes étudiées, en partipour les deux sites les plus
contaminés : le site industriel et le site expasérafic routier. Les concentrations en ETM
retrouvées chez les mousses sont en concordanceceles retrouvées dans lair. De plus
nous avons pu observer que l'espéce cultiv@epurpureu} présente le plus souvent de
meilleures capacités accumulatrices d’ETM @uepurum(par exemple che€. purpureus
pour Fe et Cd).

Effets de la pollution particulaire en ETM g0r purpureustS. purum

Les expositions des bryophytes aux ETM se manifesteit d’abord par la production au
niveau cellulaire d’especes réactives de I'oxyg@ieO), capables d’'induire a court terme un
stress oxydant, d0 aux réactions liées a la présdecmétaux. En effet, les membranes
plasmiques des cellules de bryophytes sont touticphérement exposées aux ERO et
subissent une lipopéroxydation dont le résultateekirmation d’aldéhydes et de cétones dont
le malondialdéhyde (MDA) semble étre le composéonitajre.

Ce biomarqueur d’exposition a significativement megté cheLeratodontout au long de
I'expérimentation sur les sites de Montagney etlé§acEn revanche, aucune variation
significativement différente du témoin n’'a pu étrése en évidence che3cleropodium
probablement a cause d’une plus grande varialmiita-espece, ou d’'une compensation plus
précoce, due aux plus fortes concentrations en ETM.
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Le stress oxydant peut induire des dommages awauimembranaire mais peut également
atteindre le noyau. Des ERO comme les radicauxdxytles (OH) peuvent aller se fixer de
facon durable sur 'ADN et ainsi provoquer une géricité. Nous avons, pour la premiere
fois, mis en évidence chez les bryophytes un bigoeur de génotoxicité reflétant le niveau
d'impact des ETM sur 'ADN : la 8 hydroxy 2'déoxygnosine (80OHdG). Une diminution
significative de la quantité de 80HAG a pu étreeolse chezZleratodon Afin de mieux
comprendre le phénomene, un test a été realiségualwer le niveau de dégradation de la
molécule d’ADN. Il a révélé une forte fragmentatida 'ADN chez les individus exposeés
aux plus fortes concentrations en ETM notammentiesgite de Dunkerque. Pour Saclay et
Montagney, la dégradation du matériel génétiquebtepius lente.

Impact de la pollution particulaire sur les communaités microbiennes (Biointégrateurs)

Structure des communautés microbiennes dans leplies

Les bryophytes terrestres constituent un écosystiemiel’humidité varie de fagon importante
au cours du temps. Pour ces raisons, les groupzebigns les plus abondants sont ceux qui
sont de petite taille et ceux qui sont adaptésdessiccation (en s’enkystant ou en adoptant
un mode de vie ralentie).

Pour la premiére fois, nous avons pu quantifienportance de chacun de ces groupes : les
décomposeurs : bactéries (52,8% de la biomasseoleomne totale) et les champignons
(10,7%), les producteurs primaires : algues miapsgies (2,7%) et cyanobactéries (0,4%)
et les prédateurs microbiens : protozoaires amgbdseque (23,4%) et ciliés (0,9%) et les
métazoaires rotiferes (8,7%) et nématodes (0,3%).

Ainsi, ce sont les Bryophytes qui assurent powsskatiel la photosynthése, les algues et les
cyanobactéries étant peu développés. Les restessdBryophytes (feuilles et tiges mortes)
sont ensuite décomposés par les bactéries et &spifpnons qui sont eux-mémes les proies
des prédateurs (protozoaires ou métazoaires mapapes). Il existe donc bien un couplage
Bryophytes / boucle microbienne au niveau de cesasystemes, comme cela était attendu.

Effet de la pollution particulaire sur les microangsmes

L’effet des polluants particulaires a été évaluéestimant I'abondance et la biomasse des
différents groupes microbiens (bactéries hétérbiesp cyanobactéries, micro-algues, ciliés,
amibes a theque, rotiferes et nématodes). Lestaésobtenus lors des deux expérimentations
montrent que cette perturbation a un effet négsiiificatif sur la biomasse totale
microbienne. De plus, le détail des résultats alganontre que certains groupes microbiens
ont été significativement affectés tandis qu’aucuagation significative n’a pu étre observée
pour d’autres groupes.

Les résultats obtenus en laboratoire recoupenttaegt ceux obtenus situ et confirment ce
qui avait pu étre observé dans d’autres étudesgitmges microbiens les plus affectés par la
pollution particulaire sont les bactéries héténoes et les protistes (microalgues et
protozoaires). Inversement, les cyanobactéries,clhesnpignons et les petits métazoaires
semblent peu sensibles a ce type de perturbateidau 1).

10
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Tableau 1: Corrélations de Spearman entre les \@eis environnementales et la biomasse
des différents groupes de microorganismes apresi8 dexposition in situ dans les trois
sites (HR : Humidité relative).

groupes Cyanobact. Micro-algues Bactéries Champignons Ciliés Thécamoebiens Rotiferes Nématodes
variable envir, I p I p I p I p I p I p I p I p
temperature | 0.255 n.s 0.616 <0.0001} 0.573 0.0003| 0.563 0.0004}-0.053 n.s | 0.100 ns |-0.160 ns | 0140 ns
H -0.370 0.02 | -0.658 <0.0001]-0.455 0.006 |-0.563 0.0008] 0.210 n.s | 0.056 ns 0137 ns |-0.070 ns
[NO2] 0.138 ns |-0064 ns ]-0219 ns |0.050 ns |0161 n.s |-0.618 <0.0001] 0.193 n.s |-0.450 0.006
[Na] 0.549 0.001 |-0.124 ns |-0.239 ns |0.060 ns ]-0.048 ns |-0.356 0.04 |-0.053 n.s |-0.375 0.03
[Al 0.543 0.001]-009 ns |-0148 ns |0050 ns |-0059 ns|]-0262 ns |-0125 ns |-0.282 ns
[C]] 0.349 0.05 |-0.284 ns |-0.397 0.02 |[-0.050 ns |0.080 ns|-0286 ns |0.185 ns |-0.303 n.s
[Cr] 0.132 ns |-0283 ns ]-0316 ns |0138 ns |0106 ns|-0.373 0.03 |0.164 n.s |-0.332 0.06
[Mn] 0.322 ns ]-0255 ns [-0.256 ns | 0.070 ns ]0.060 n.s |-0.272 ns |-0.012 ns |-0.307 ns
[Fe] 0.255 ns ]-0.243 ns [-0.228 ns | 0.117 ns ]0.067 n.s |-0.305 ns |-0.012 ns |-0.313 ns
[Cu] 0.197 ns 1-0.119 ns [-0.046 ns ]| 0.025 ns ]-0.162 ns |-0.393 0.02 |-0.308 n.s |-0.291 ns
[Zn] 0.171 ns |-0.341 0.05 |-0.352 0.04 | 0.064 ns |0.09 ns|-0298 ns |0107 ns |-0.314 ns
[Sr] 0.474 0.006 |-0.171 ns |-0.238 ns [0.015 ns |-0.040 ns |-0.313 ns |-0.056 ns |-0.319 ns
[Br] 0.075 ns |-0.442 0.01 ]-0.494 0.004]|-0.040 n.s 0108 ns|-0309 ns |0.248 ns |-0.304 ns
[Ni] 0193 ns |-0261 ns [|-0241 ns |0030 ns |0.112 ns|-0280 ns |-0.213 ns |-0.325 0.06
[Pb] 0.379 0.03 ]-0.395 0.02 ]-0.362 0.04 |-0042 ns J0.030 ns|-0323 ns ]0.017 ns |-0.321 ns

n.s : non significatif

Effets directs et indirects

Les résultats que nous avons obtenus refletenefiess directs de la pollution sur les
microorganismes, c'est-a-dire I'effet toxique desmtaminants. Il est aussi probable qu'il
existe des effets indirects qui expliquent certmvariations des différentes especes présentes
au cours du temps. Schématiquement, lorsque déssmisparaissent, 'abondance de leurs
prédateurs diminue également. Dans ces condititass,communautés de protozoaires
semblent étre des biointégrateurs particulierermé@tessants. En effet, ces microorganismes
sont affectés directement par la pollution en raide leur état unicellulaire et indirectement
au travers de la prédation qu'ils exercent sublgéries notamment.

| MPLICATIONS PRATIQUES , RECOMMANDATIONS , REALISATIONS PRATIQUES , VALORISATION
* Implications pratiques :

Le premier acquis de ce travaila été de confirmer l'intérét de l'utilisation dBsyophytes
en tant qu’intégrateur de la pollution atmosphégigarticulairan situ.

- Tout d’abord, I'analyse des teneurs multi-éléragat en particules < 10 um sur les filtres
collectées de facon réguliere sur les 3 sites egétésée.

- Parallelement a ce suivi, ces mémes teneurstérdéterminées dans la partie vivante des
Bryophytes.

- Par la suite, des particules fournies par lep@ssons de mesure de la qualité de l'air

(ASQAB, ASPA, ATMOSFAIR) ont été utilisées pouralé&er une contamination par
nébulisation simulant des dépots humithesitu
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Ces 3 expérimentations ont permis de :

caractériser la provenance des particules, lensp@t a I'échelle locale ou régionale,
ainsi que l'influence potentielle des conditionsnatiques sur les dépaots.

Montrer (1) que les Bryophytes sont des biocapt@adormants de la pollution
particulaires pour la plupart des éléments tracésaliiques, c'est-a-dire que les
Bryophytes donnent des indications fiables sur pamiance des dépbts
atmosphériques (2) que les Bryophytes permettessiadiintégrer les variations
saisonnieres des dépots particulaires.

Le second acquis de ce travailest qu’il a démontré que les Bryophytes et leurs
microorganismes associés constituaient des sdesrag choix pour le suivi des pollutions ;

Les expérimentations ont mis en évidence que :

Les bryophytes réagissent de fagon significative erturbations liées aux apports
particulaires et pourraient, a terme, permettrelidposer d’un indicateur performant
de I'impact des dépots particulaires sur la phygj@ des plantes.

Les réactions observeées sont variables selon pexes de Bryophytes.

Les micro-organismes sont des bons indicateursopesgcde la pollution de l'air et

I'utilisation simultanée de plusieurs groupes migens apporte une information trés
intéressante. Elle permet notamment de disposdfetSepour des concentrations
relativement faibles en polluants.

Le suivi des communautés microbiennes (diversitanasse) indique que l'effet des
polluants atmosphériques se produit a I'échellerdiesosystémes, ce qui permet de
supposer gu'il existe bien des effets a I'échefid’écosysteme.

Recommandations et limites éventuelles :

Sous plusieurs aspects, ces travaux comporteninaiéss :

La premiére concerne la variabilité génétique an des especes de Bryophytes. Ce
probleme ne pourra étre diminué qu’en parvenaatakbser des cultures standardisées.
La seconde concerne I'hétérogénéité des communaubtésbiennes des Bryophytes.
Cette question fait I'objet de débat au sein decdanmunauté scientifique. Une
solution serait d’inoculer les Bryophytes avec dasmmunautés microbiennes
connues, mais cette pratique devra étre évaluée \musi elle est techniguement
possible.

La troisieme limite se rapporte a la difficulté g@euvoir réaliser les analyses
microbiennes par les laboratoires de suivi de lupon de I'air. La solution que nous
préconisons est d’utiliser uniquement le groupe amibes a theque qui comporte
'avantage d’intégrer les effets sur les autres momautés microbiennes. De plus ces
protistes disposent d’une enveloppe assez fadistéaguer qui persiste apres la mort
de I'organisme.
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» Reéalisations pratiques et valorisation :
Mise au point d’'un outil standardisé d’évaluatioesdeffets

A la suite du présent travail, la ville de Besangochoisi de financer une these sur le méme
théme en continuité du programme Primequal 2. Edlij de ce doctorat est de mettre au
point des microsystémes standardisés a Bryophggefgible encombrement, d’emploi facile,
utilisable par le réseau de mesure de la qualit€aite Au cours de cette étude, de tels
systémes seront disposés autour de zones affepisesdes émissions de polluants
atmosphériques (Incinérateurs d’ordures ménagiedis, routier important ...).

Ces travaux devront cependant étre poursuivis danfsitur pour pouvoir envisager la
standardisation d’'un protocole d’évaluation de ddiytion de I'air basé sur I'utilisation des
microsystémes a Bryophytes.

Production de particules pour les études en labarat

Notre collaboration avec les associations de mederta qualité de l'air (ASQAB, ASPA,
ATMOSF’AIR) nous a permis de mettre au point unghude d’extraction et de nébulisation
des particules. Les résultats obtenus lors de pe thexpériences devraient permettre des
développements pour des études toxicologiquesitamév
- l'utilisation en conditions contrdlées de particilgrélevées dans d’autres régions du
monde (USA) et qui sont peu représentatives distioms urbaines européennes,
- ou I'emploi de particules produites a I'aide d’'uanic a moteur, dont la composition
est essentiellement carbonée et donc peu représerdas pollutions réelles. De plus,
ce type de production particulaire est associésayde.

PARTENARIATS MIS EN PLACE , PROJETES, ENVISAGES

Les résultats que nous avons obtenus montrentegugéponses des biomarqueurs face a la
pollution particulaire ne sont probablement pasleseant liees aux ETM, mais aussi a
d’autres constituants. L'un des axes majeurs deeldppements futurs consisteia
caractériser ces autres constituants (gaz, particules minérales, organiques,
microbiologiques) présentsn situ et d’étudier leurs effets synergiques sur les
microsystemes bryophytes-microorganismes associéBn effet, les Bryophytes peuvent
apporter une meilleure sensibilité et reprodudtéipour les études d’écotoxicité. Il semble
donc intéressant de poursuivre ces travaux en netd@ un certain nombre de mécanismes
d’action tels que les mécanismes de compensation etparation chez les bryophytes qui
sont de bons modeles biologiques d’évaluation idgsies pour I'environnement.

Ces travaux sont en cours de réalisation dansdee ae financements propres ou apportés
par des collectivités locales. Outre la poursuie ttavaux avec les partenaires du présent
projet, des collaborations sont envisagées dldwmiversité de Haute Alsace (Thierry
Lebeau).

Un autre axe d'étude en cours de développementldéiik CNRS ChronoEnvironnement
(ex laboratoire de Biologie Environnementale) cstesa a mettre en évidence l'influence des
composés émis par les Bryophytes sur les micromgers lorsqu’elles sont affectées par des
polluants particulaires. Ces travaux ont début€alaboration ave€Ecole Polytechnique
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Fédérale de Lausanne (Pr Alexandre Buttler, Pr Edwal Mitchell). Ces mémes
collaborations visent aussi a mieux comprendrellience des changements climatiques
globaux sur le complexe Bryophytes-microorganismes en go@és ou en absence de
polluants.

Enfin, des contacts doivent étre pris prochainerdant le but deréer des nanoparticules
de natures connuepour pouvoir réaliser des expositions en condgticontrolées des micro-
systemes bryophytes microorganismes. Cette stasddoh permettra de réaliser des
expérimentations croisées pour poursuivre |'études déponses physiologiques et
écologiques. Le partenariat en cours de mise areglara realisé avdinstitut de Chimie

et des matériaux Paris-Est, UMR-CNRS 7182 Universdt Paris Xl (Pr Yannick
Champion).

POUR EN SAVOIR PLUS (QUELQUES REFERENCES)

e Fabure J., Garcon G., Denayer F.-O., Shirali PrameA., Cuny D., Gaudry A., Van
Haluwyn C., Bernard N. (2006a) Biomarkers of oxidatstress induced by airborne matter
and associated heavy metals in two bryophyte spedith International Workshop on
Biomonitoring of Atmospheric Pollution (with emphsson trace elements). 17-21
september, Agios Nikalaos, Créte.

e Gaudry A, Moskura M., Mariet C., Ayrault S., Denaye, Bernard N. Inorganic pollution
in PM10 particles collected over three French sitegler various influences: rural
conditions, traffic and industryvater air and soil pollution193: 91-106.

* Nguyen-Viet H., Gilbert D., Bernard N., Mitchell £D., Badot P.-M. (2006a)
Relationship between atmospheric pollution charasd by NQ concentrations and
testate amoebae density and divergigta Protozoologic&3: 233-239.

* Nguyen-Viet H., Bernard N., Mitchell E.A.D., Cortdt, Badot P.-M., Gilbert D. (2006b)
Relationship between testate amoebae (protist) agnims and atmospheric heavy metals
accumulated iBarbula indica(Bryophyta) in ViethamMicrobial ecology 53: 53-65

* Nguyen-Viet H., Gilbert D., Mitchell E.A.D., Bad®.-M., Bernard N. (2007) Effects of
experimental lead pollution on the microbial comities associated witBphagnum fallax
(Bryophyta).Microbial ecology 54: 232-241

* Nguyen-Viet H., Bernard N., Mitchell E.A.D., BadBt-M., Gilbert D. Effect of lead on
Testate Amoeba communities 8phagnum fallax an experimental studicotoxicology
and Environmental Safetg9 : 130-138.
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LISTE DES OPERATIONS DE VALORISATION ISSUES DU CONTRAT (ARTICLES

VALORISATION , PARTICIPATIONS A DES COLLOQUES,

COMMUNICATION , EXPERTISES...)

DE

ENSEIGNEMENT ET FORMATION ,

Publications scientifiques parus GAUDRY A., MOSKURA M., MARIET C., AYRAULT

Publications scientifiques
prévues

PUBLICATIONS SCIENTIFIQUES

S., DENAYER F., BERNARD N. Inorganic pollution

n

PM,y particles collected over three French sites upder

various influences: rural conditions, traffic antdustry.
Water air and soil pollution193: 91-106.

Articles soumis

* FABURE J., MEYER C., DENAYER F.-O., GAUDRY
A., GILBERT D., BERNARD N. Atmospheric metal trag
element deposition at three differently pollutegsi

(industrial, urban and rural): a comparison of acalation
capacity between an acrocarpous and a pleurocarpous
moss.Atmospheric Environmengoumis.

* MEYER C., GILBERT D., GAUDRY A., FRANCHI M.
NGUYEN-VIET H., FABURE J., BERNARD N.
Relationship of Atmospheric Pollution Characteribyd
gas (NQ) and particles (PM10) to Microbial Communitig
Living in Bryophytes at Three Differently Pollut&ites
(Rural, Urban and IndustrialMicrobial Ecology soumis.

Articles en preparation

* DENAYER F.-O., CANIVET L., GARCON G.,
GAUDRY A., BERNARD N. Determination of 8-hydrox
2'-deoxyguanosine i@eratodon purpureysa cultivated
bryophyte, exposed to heavy metals airborne matant
Cell Environ, en préparation.

* MEYER C., GILBERT D.FRANCHI M., DENAYER
F., GAUDRY A., BERNARD N. Effect of urban particles
on microbial communities iBcleropodium puruman
experimental studyecotoxicology and Environmental
Safety en preparation.

* MEYER C., GILBERT D.FRANCHI M., DENAYER
F., GAUDRY A., BERNARD N. Effect of particulate
atmospheric pollution on Testate Amoebae community
living in Bryophytes : in situ and experimentaldigs.
Microbial ecology en preparation.

£S
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COLLOQUES

* MEYER C., GILBERT D., FRANCHI M., GAUDRY A.

DENAYER F., BERNARD N. (2007) Relationship

between atmospheric pollution characterized by, NO

concentration and microbial communities living
Bryophytes at 3 different sites. SETAC Europé Annual
Meeting. Porto, Portugal, 20 - 24 May 2007.

* MEYER C., GILBERT D., FRANCHI M., GAUDRY A.
DENAYER F., FROTSCH C., BERNARD N. (2008)
Interaction between particulate air pollution and
environmental variables on microbial communities
living in bryophytes: in situ and experimental stud
comparison. SETAC Europe 18th Annual Meeting.
Warsaw, Pologne, 25 - 29 May 2008.

« GAUDRY A, MOSKURA M., SENHOU A.
AYRAULT S., DENAYER F., BERNARD N. (2007

Heavy metal concentrations at three French sitedenn

industrial and traffic influences and rural cornalits part |
Atmospheric PM10 particles composition. 6th Int¢iorzal
Conference on Urban Air Quality (Chypre). Comm. l@rg
* GAUDRY A., MOSKURA M., MARIET C., AYRAULT
S., DENAYER F., BERNARD N. (2007) Heavy m
concentrations at three French sites under ineiisn
traffic influences and rural conditions part Il:dBaonitorin
by mosses. 6th International Conference on Urba
Quality (Chypre). Comm. Orale.

* FABURE J., GARCON G., DENAYER FO., SHIRALI
P., DERAM A., CUNY D., GAUDRY A, VAN
HALUWYN C., BERNARD N. (2006) Biomarkers of
oxidative stress induced by airborne matter andcsted
heavy metals in two bryophyte species. 4th Intésnat

n

Workshop on Biomonitoring of Atmospheric Pollutipn

(with emphasis on trace elementsj-21 septembgAgios
Nikalaos, Créte. Comm. Orale.

* MEYER C., GILBERT D., GAUDRY A., FRANCHI M.
NGUYEN-VIET H., DENAYER F., BERNARD N. (2009
Impact de la pollution atmosphérique (particulediexyde
d'azote) sur les communautés microbiennes de byyeph
dans 3 lieux difféeremment pollués. 24éme Congres
Francais sur les Aérosols, Paris, France, 14, Aela
2009.

* BERNARD N., GILBERT D., MEYER C., NGUYEN-
VIET H, FRANCHI M.,TOUSSAINT M-L., MOSKURA
M., MARIET C., DENAYER F., FABURE J., GAUDRY
A. (2007) Développement d’outils biologiques
d’évaluation des impacts des particules atmosphésiq
dans des écosystemes diversement pollués : makires
réponses précoces induites chez les bryophytesiret |
communautés microbienndgsolloque de restitution

« Qualité de l'air et particules : impacts sur erorinemen
et santé. Quelles mesures préconiser pour demain ?
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Participations futures a des
colloques

Théses en cours

Primequal 2-Predit Ministere de I'écologie et du
Développement Durabl€ctobre, RouerComm. Orale.
* BERNARD N., GILBERT D., MEYER C., NNGUYEN-
VIET H, FRANCHI M., TOUSSAINT M-L., MOSKURA
M., MARIET C., DENAYER F., FABURE J., GAUDRY
A. (2007) Ouitils biologiques d’évaluation des imisates
particules atmosphériques dans des écosystemes

diversement pollué€olloque de restitution Primequal p-

Predit Ministére de I'écologie et du Développement
Durable, Octobre, Rouen.

* MEYER C., GILBERT D., FRANCHI M., GAUDRY
A., DENAYER F., BERNARD N., (2007) Relation entre
pollution atmosphérique caractérisée par le RO
communautés microbiennes ct&aderopodium purum
(Bryophytes) dans trois lieux différemment polluét] ©
Forum des Jeunes Chercheurs, Dijon, France, 145 |
6™ Price for Oral Communication.

* FABURE J., DENAYER F.-O., GARCON G., VA
HALUWYN C., GAUDRY A., BERNARD N. (2006
Biomarkers of oxidative stress induced by airbamedter
and associated heavy metals in two bryophytes agieg]
new way for environmental risk assessment. 15thRBA
conference — 17th EFCApeciality conference. « Ajr
pollution and environmental health, from sciencadton:
the challenge of particulate matter ». 5-8 septerikite,
France

* BERNARD N., GILBERT D., NGUYEN-VIET H,
COEURDASSIER M, SCHEIFLER R, BADOT PM.
(2004) Développement d'outils biologiques d’évailomat
des impacts des aérosols et des particules atnmicppds
dans des écosystemes diversement pol&&sinaire

« Particules » Primequal 2 Ministere de I'écologiedu
Développement Durable, ADEME, Par@Somm. Orale.

Z

Non encore définies mais elles seront dans le ciebe
théses en cours

THESES

* MEYER Caroline (Doctorat Environnement, Santé,

Sociéte) - 2006 / 2009.

Sujet: Analyses des particules atmosphériques et mesure
de réponses précoces induites chez les communautés

microbiennes de bryophytes.
Encadrants D. GILBERT., N. BERNARD - Université de
Franche-Comté - LBE.

Financement de these : Ville de Besangon
» FABURE Juliette (Doctorat Sciences Biologiques
Université Lille 2) — 2006/2009.

Sujet : Evaluation écotoxicologique des impacts |des
composés organiques Vvolatils chez les bryophytes :

développement de bioessais d'écotoxicité dfieratodon
purpureus(HEDW.) Brid.
Encadrants : C. VAN HALUWYN, F.-O. DENAYER |-
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Articles de valorisation parus

ENSEIGNEMENT - FORMATION

Enseignements/formations
dispensés

Enseignements/formations
prévus

Université de Lille 2 — Département de Botaniqu&A-
2690 Toxiqgues et Cancérogénes industriels
environnementaux

Financement de these : Allocation recherche Mirestie
'Enseignement Supérieur et de la Recherche (MESR)

» L’Air Normand Observatoire de la qualité de I’ AifN°
spécial colloque « particules et aérosols » N°5thdstriel
nov-déc 2007- janvier 2008

ISSN 1169 9280

et

» Daniel GILBERT et Nadine BERNARD sont intervenus
en Master 2 « Diagnostic Environnemental et gestion

durable des ressources » UFC Franche-Comté sur

théme : utilisation des microorganismes en suveil
environnementale et plus précisément dans le dendén
la qualité de I'air (2005 a 2008).

* Franck DENAYER est intervenu dans le cadre glta
licence Santé — Mention Ingénierie en Bioenvironee
Université de Lille 2 Droit et Santé, sur les themele |3
biosurveillance de la qualité de I'environnemerit, (@au
sol) et de la toxicologie (2005 a 2008).

le

Franck DENAYER est intervenu dans le cadre du Maste

Santé — Mention Santé Publique — Spécialité Qualité

Gestion des Risques Environnementaux et Sanitaires,

Université de Lille 2 Droit et Santé, sur les thémel

I'écotoxicologie de la génotoxicité des substamces

chimiques sur les étres vivants, de I'évaluatios deques

environnementaux et sanitaires, des mécanismesiagifc

toxique des polluants sur les étres vivants...

 Des interventions sur ces themes sont prévuesl@our
prochain quadriennal (2008 a 2012) a I'Universié d
Franche-Comté et a I'Université de Lille 2 en Licer3 et
Master 1 et 2.

« Une intervention sur ce theme est programméé€’au 1
semestre 2008 a I'Ecole Polytechnique Fédérale de
Lausanne
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RESUME

La pollution atmosphérique particulaire est devenue I'un des problémes sociétaux majeurs en raison
de ses effets sanitaires et environnementaux. Depuis quelques années, les bryophytes sont utilisées
pour la surveillance de la qualité de I'air pour les composés gazeux et les composés particulaires. Par
ailleurs, la pollution atmosphérique gazeuse peut avoir un impact rapide sur I'abondance et la diversité
des communautés microbiennes vivant au sein de ces bryophytes.

L'objectif général de cette étude était d'étudier I'impact des particules atmosphériques sur le micro-
systéme bryophytes et leurs micro-organismes associés. Plus précisément, cette recherche avait pour
but de caractériser les effets des aérosols et des particules atmosphériques a différents niveaux
d’'organisation biologique en évaluant des réponses physiologiques induites chez des bryophytes
(biomarqueurs) et des réponses écologiques sur la structure et la composition de leurs communautés
de microorganismes (biointégrateurs).

Les expérimentations ont été réalisées dans trois sites sélectionnés en fonction de la nature des
sources potentielles de contamination : un site rural, un site routier et un site industriel. Deux espéeces
de bryophytes ont été transplantées sur une période de 8 mois dans des conditions d'exposition
standardisées. La pollution atmosphérique gazeuse (NO,, O3) a été mesurée a laide
d’échantillonneurs passifs. L'échantillonnage de la pollution atmosphérique particulaire a été réalisé
en continu. Les dépdts de composés particulaires au sein des bryophytes ont été quantifiés et leurs
communautés microbiennes (richesse spécifique, biomasse) ont été observées. Parallelement, des
expérimentations en conditions controlées ont été effectuées en simulant des expositions proches des
dépbts humides in situ. Pour cela, des microsystemes bryophytes-microorganismes ont été exposés a
des particules apportées par nébulisation, puis les réponses physiologiques (bryophytes) et
écologiques (communautés microbiennes) ont été observées.

Les résultats obtenus indiquent que les pollutions sont significativement différentes dans les 3 sites
pour ce qui concerne la composition €lémentaire en PMy, (site rural < site routier < site industriel) et
les concentrations en NO, (site rural < site industriel < site routier). L'analyse des teneurs multi-
élémentaires en particules PM;q a permis de caractériser, les concentrations en éléments traces
métalliques de I'aérosol, la provenance des particules, leur transport a I'échelle locale ou régionale et
l'influence des conditions climatiques sur les dépdts. De fortes corrélations entre la composition des
particules PM;, de I'air et les éléments inorganiques présents au sein des bryophytes ont été mises
en évidence. La bio-accumulation des bryophytes peut différer d’'un élément a l'autre et varie en
fonction des espéces de bryophytes.

Nos résultats mettent en évidence un effet de la pollution particulaire sur les microsystémes
bryophytes-microorganismes associés. Ainsi, certains biomarqueurs précoces d’exposition (MDA) et
d'effet génotoxique (8OHdG) témoignent des impacts liés a I'exposition aux contaminants
atmosphériques et plus particulierement aux éléments traces métalliques particulaires. La 80OHdAG a
été pour la premiére fois mesurée chez les bryophytes, et elle pourrait constituer un biomarqueur
pertinent pour des applications futures. Par ailleurs, une réaction significative de la communauté
microbienne a été constatée (diminution de la biomasse totale microbienne). De plus, certains
groupes microbiens, bactéries hétérotrophes et protistes, ont été plus affectés que les autres. Ces
résultats ont donc permis de montrer que certains microorganismes peuvent constituer un
biointégrateur précoce (c'est-a-dire présentant une réaction rapide) des particules d'origine
atmosphérique, y compris lorsque leurs concentrations dans le milieu sont faibles. Les protozoaires,
en particulier les amibes a theque semblent constituer le groupe le plus pertinent pour ce type
d’études.

A terme, ces marqueurs précoces d’exposition et d'effets pourraient étre utilisés pour la surveillance
de la qualité de l'air. Ces outils biologiques pourraient s'intégrer dans une démarche d'évaluation des
risques environnementaux et sanitaires, et pourraient aider a la réflexion dans la détermination de
seuils réglementaires. C'est pourquoi a la suite du présent travail, le Ministere de I'Enseignement
Supérieur et de la Recherche et la ville de Besangon ont choisi de financer deux théses en continuité
du programme Primequal 2 Predit. Ces travaux en cours portent sur la recherche de I'écotoxicité de
polluants atmosphériques et sur la mise au point des microsystemes standardisés a Bryophytes.
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MOTS CLES

Particules, éléments traces métalliques, micro-systéemes Bryophytes-microorganismes, milieux
urbains, industriels et ruraux, biomarqueurs, biointégrateurs.

ABSTRACT

Particulate atmospheric pollution is a major problem for modern societies because of its fatal effects
on human health and ecosystems. Air quality monitoring (gases and particulate elements) can be
done by using bryophytes. Gas atmospheric pollution may have an early effect on the abundance and
diversity of microbial communities living in bryophytes.

The general aim of this study was to examine the impact of atmospheric particles on bryophyte /
associated micro-organism microsystems. More precisely, this research characterised the impacts of
atmospheric aerosols and particles at different biological levels with an evaluation of physiological
responses in bryophytes and ecological responses on the structure and composition of their microbial
communities.

Experimentations were carried out at three sites: a rural site, a traffic site and an industrial site.

Two species of bryophytes were used over an 8-month period in standardised conditions of exposure.
Gaseous atmospheric pollution (NO,, O3) was measured by passive samplers. Sampling of particulate
atmospheric pollution was done continuously. Deposits of particulate elements in Bryophytes were
quantified and their microbial communities (specific richness, biomass) were observed. At the same
time, laboratory experiments under controlled conditions were carried out by simulating humid
exposures similar to in situ deposits. Thus bryophyte / micro-organism Microsystems were exposed to
particles brought in by nebulisation and then, physiological responses (bryophytes) and ecological
responses (microbial communities) were observed.

Our results indicate that pollution was significantly different at the 3 sites for PM,, elementary
composition (rural site < traffic site < industrial site) and for NO, concentrations (rural site < industrial
site < traffic site). By analysing multi-element PMy, particles, the heavy metal concentrations of the
aerosols, the origin of particles, their displacement on a local or regional scale and the influence of
climatic conditions on deposits were determined. PM;, particle atmospheric compositions were
significantly correlated with inorganic elements of Bryophytes. Bio-accumulation of metals by
Bryophytes can differ according to considered elements and to the bryophyte species used.

Our results show the effect of the particulate pollution on bryophyte / micro-organism micro-systems.
Thus, some early biomarkers of exposition (MDA) and genotoxic effect (80OHdG) early monitors show
the effect of atmospheric contaminants and more precisely atmospheric heavy metal pollutants.
80HdG was measured in bryophytes for the first time and could be a pertinent biomarker for future
uses.

A significant reaction of the microbial communities was also noted (decrease in the total microbial
biomass). Moreover, some microbial groups, heterotrophic bacteria and protists were more greatly
affected than others. These results demonstrate than some microorganisms can be considered as
early biointegrators of atmospheric particles, even when air concentrations are low.

Protozoa, especially testate amoeba, seem to be the most pertinent group to consider for this type of
study.

Eventually, these early monitors of exposure or effect could be used for air quality monitoring. These
biological tools could be integrated into an approach for the environmental and health risk
assessment. It is the reason why, the Ministry of Higher Education and Research and the City of
Besancon have decided to grant two doctoral theses following up the Primequal 2 Predit results. Their
work aims to clarify ecotoxicity of atmospheric pollutants and to determine standardised bryophytes
microsystems.

KEY WORDS
Particles, metal trace element, Bryophyte/ micro-organism micro-systems, rural, urban and industrial
areas, biomarkers, biointegrators
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Ce programme de recherche avait pour objectif gérévaluer I'impact des particules
atmosphériques sur un micro-systéme bryophytesuet Imicro-organismes associés.

Plus précisément, cette recherche avait pour batidectériser les effets des aérosols et des
particules atmosphériques a différents niveaux gdioisation biologique en évaluant des
réponses physiologiques induites chez des bryoph{iomarqueurs) et des réponses
ecologiques sur la structure et la composition elesl communautés de microorganismes
(biointégrateurs).

[. SITES ET ESPECES RETENUES

1.1. Sites d'étude

Trois sites d’étude ont été sélectionnés en fonatie la nature des sources potentielles de
contamination particulaire: (1) un site rural « tém», Montagney (Haute Sadne), situé a 30
km de Besancon (Doubs), (2) un site soumis auwuenites du trafic routier, Saclay-
(Essonne), a 100 metres de la RN 118, & 25 km aliCsest de Paris, et (3) un site
contaminé par des retombées industrielles en pteir du complexe industriel de Dunkerque
(Nord). La période d’étudia situa duré 8 mois, du 26 octobre 2005 au 7 juin 2006.

1.2. Espéces de bryophytes "sentinelles"

Deux espéeces de bryophytes ont été exposées adts digticulaires Ceratodon purpureus
(Hedw.) Brid. (espéce issue de cultures standasjséa culture standardisée de cette espéce
acrocarpe permet d'assurer une grande homogér&ittique et physiologique (maturité
biologique des individus). Ce point est un atouirpenvisager l'utilisation en routine de cette
espece comme sentinelle de la qualité de I'air anadre de procédures réglementaires. La
seconde espece a €Beleropodium purunm(Hedw.) Limpr. dont des transplants ont été
prélevés dans des sites de référence répertorié®gon de Fontainebleau. Les études
menées par le Muséum National d’Histoire Naturetie montré que cette espéce se trouvait
en quantité abondante sur le site et qu’elle étaimise a une pollution de fond métallique
tres faible. Cette bryophyte de type pleurocarpme morphologie différente déeratodon
purpureus En revanche, ces deux bryophytes sont ectohylijge'est-a-dire qu’elles
absorbent I'eau uniguement par capillarité.

Préalablement aux expérimentatioims situ, ces deux espéces ont été disposées pour
acclimatation, pendant une durée de trois moidesgite « témoin » de Montagney, ou des
échantillons de bryophytes (N=9) ont été prélewédosés. Pour chaque élément, la valeur
moyenne et son écart-type ont été calculés, détammniainsi la concentrationoCCette
donnée est fondamentale pour observer I'évoluti@s doncentrations et de possibles
phénomenes de bio-accumulation.
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. MATERIELS ET METHODES

2.1. Méthodes d’exposition

Deux méthodes complémentaires d’exposition onpewdégiées :

2.1.1. Axe 1 : expérimentation situ

Lors de l'expérimentationn situ, Scleropodium purumet Ceratodon purpureusnt été
exposées aux dépbts particulaires. Ces deux espatedé placées aux trois sites d’étude
selon un protocole standardisé. Les mousses onlisgiesées dans des bacs en polyéthyléene,
a 1 métre du sol dans des abris dépourvus de phatéisales, mais disposant d’'un toit
translucide les protégeant de dépo6ts humides dirdats conditions environnementales
d’exposition (hauteur, orientation) ont égalemet standardisées. L'arrosage a été effectué
par de I'eau de Volvic, tres pauvre en charge éhane et de composition constante au
cours du temps. A chaque site, trois stands d’aétposont été installés permettant
d’effectuer 3 réplicats lors de chaque prélevemeas. mousses échantillonnées ont été soit
fixées a la glutaraldéhyde (concentration final@%), congelées a — 80°C, ou séchées a
I'étuve a 40 °C selon les analyses a effectuertréesport des échantillons de Bryophytes,
collectés sur les différents sites, a été fait epitubes contenant de la glutaraldéhyde, soit en
sachets maintenus a — 80°C dans de la carbogjteree (carbonique). La conservation des
échantillons a été réalisée en tubes maintenusaliid’ de la lumiere a + 4°C ou en
congélateur a — 80°C.
La durée d'exposition des micro-systéemes bryopliytieso-organismes associés était
initialement prévue a 6 mois. Compte tenu des Bmytgs disponibles, cette durée a
finalement été de 8 mois avec un échantillonnags les 2 mois (deo] moment initial de la
mise en place des dispositifs, jusquA3° "¢ prélévement)).
Les 4 périodes de mesure ont été les suivantes :

- P;:du 26/10/05 au 20/12/05,

- P, :du 20/12/05 au 15/02/06,

- P5;:du 15/02/06 au 12/04/06,

- P4 :du 12/04/06 au 07/06/06.

L'importance des dépoéts particulaires (EMa été estimée en utilisant des pompes
« Partisol » disposant d’un débit de ¥/meure et recueillant les particules sur des §ilea
fibre de quartz (Tissue-Quartz, Pallflex). Cegddt ont été renouvelés tous les 2 mois. Les
filtres collectés sur les différents sites onttéd@sportés en boitiers hermétiguement clos.
L’échantillonnage des gaz, dioxyde d'azote ¢N@t ozone (@), a été effectué a l'aide
d’échantillonneurs passifs (Palmes al., 1976 ; Bernarcket al., 1997a, 1997b, 1999). Ces
dispositifs portatifs ont été disposés, de mangamdardisée, aux 3 sites sélectionnés au
cours des 8 mois d’étude. Leurs analyses ont &éteées par spectrophotométrie.

Les principaux facteurs météorologiques (préciitattempérature, sens et vitesse du vent,
durée d’ensoleillement) ont été mesurés sur les sitl a proximité immédiate de ceux-ci a
I'aide de stations météorologiques.
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2.1.2. Axe 2 : expositions en conditions contrélées

Des expositions particulaires représentatives degitionsin situ ont été mises en place en
conditions contrélées afin de préciser les répopdgsiologiques et biologiques de micro-
systémes bryophytes/micro-organismes associés.

L’espéce Scleropodium purumnstallée dans des bacs de polyéthylene a étématéke
pendant quatre semaines en phytotron en condiiii@ates de croissance, avant d’étre placée
dans des enceintes a nébulisation en quatre lois lot témoin et 3 lots recevant
respectivement 1, 2 et 3 expositions successivgmdieules (C1, C2, C3). Ces expositions
ont été effectuées tous les 15 jours, a raison dpport de 10 ml d’'une solution aqueuse de
PMio. Apreés exposition, les parties vertes Sideropodium puruntorrespondant aux trois
premiers centimetres sous I'apex ont été collecééd#aide de ciseaux en céramique afin
d’éviter tout risque de contamination métallique.

La solution de PN} a été constituée a partir de filtres collectéesitn « trafic » grace aux
associations de mesure de la qualité de l'air : ABQASPA, ATMOSFAIR, ceci afin de
disposer de résultats représentatifs des conditiosgu. Apres collecte des filtres d’entrée
d’air des analyseurs physico-chimiques, les pddscont été séparées de leurs supports par
sonication en solution aqueuse. La solution a étédgéenéisée par brassage puis filtrée pour
éliminer les restes de filtres. La composition éataire des particules collectées a été
analysée conjointement par ICP-MS et activationtnoeigue. La taille des particules a été
estimée par microscopie inversée couplée a unsealyl'images (Logiciel Lucia, Nikon).

Les parametres physiologiques (bryophytes) et gaples (communautés) mesurés ont éte
les mémes que ceux suiussitu.

2.2. Méthodes analytigues

Deux technigues d’analyse multi-élémentaires oétrmises en ceuvre pour caractériser la
composition des particules atmosphériques et désetits présents dans les tissus des
bryophytes : l'analyse par activation neutroniquetiguée le plus souvent en mode
instrumental (INAA : instrumental neutron activatianalysis) et I'analyse par spectrométrie
de masse couplée avec un plasma produit par imdu@CP-MS). Cette derniére a nécessité
la mise en solution des échantillons par voie a@defaisant agir successivement les acides
nitrique, perchlorique, fluorhydrique puis le pedhyl. Les réactifs ont été évaporés et le
résidu final repris en acide nitrique dilué a 2%uskeurs dilutions ont dQ étre pratiquées selon
les gammes de concentration des éléments pourctesdes sensibilités et linéarités de
I'appareillage. Les techniques analytiques ontétérdlées au moyen de matériaux standards
de référence fournis par le NIST (US National lmstents Standards and Technology) ou
I'lAEA (International Atomic Energy Agency).

L’'INAA a permis d’analyser les éléments suivaniéa, Mg, Al, Cl, Ca, K, Sc, V, Cr, Mn, Fe,
Co, Ni, Zn, As, Se, Br, Rb, Ag, |, Sb, Cs, La, S, Eu, Hf, Ta, Th, Au et Ir.

L’ICP-MS a permis de déterminer la teneur des éigmsuivants : Li, Ti, Cu, Sr, Zr, Nb, Mo,
Cd, Sn, Ba, Pb, U, ainsi que toutes les terresrare

2.3. Méthodes biochimiques

Les réponses individuelles chez les bryophytesrgmbsé sur la recherche de biomarqueurs
de toxicité. Les mesures ont été effectuées supdeses vivantes des mousses, a partir
desquelles ont été extraits les protéines et/omégabolites a doser.
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Les protéines extraites ont été dosées par I'daiclachoninique (Smittet al., 1985), et les
réactifs du kit BCA protein (Pierce). Ce dosagebest sur la réduction des ions’Cpar les
protéines, les ions Glréagissant avec le BCA pour former un complexagrewui absorbe

a 562 nm.

La lipoperoxydation des membranes a été évaluéeegai dosage du Malondialdéhyde
(MDA). La concentration en MDA est déterminée pae unéthode HPLC développée par
Boutinet al. (1998).

Des biomarqueurs de génotoxicité ont égalementré&téerchés par I'évaluation de la
formation d’adduit au DNA : 8-hydroxy-2’-deoxyguaioe (80HdG) et par I'évaluation de
la fragmentation du DNA : test du DNA Ladder.

Aprés l'extraction du DNA et son isolation avec K DNeasy™ Plant Mini (Qiagen,
Courtaboeuf, France), la concentration en DNA a déterminée par la mesure de
I'absorbance a 260 nm avec un GeneQuantll RNA/DN#dic@lator (Pharmacia Biotech
Europe, Orsay, France). Ensuite, les échantill@enBNA ont été digérés par une nucléase P1
(incubation d'une nuit a 37°C) et une phosphatakaliae. La détermination de la
concentration en 80HAG a été réalisée a I'aideid8B@AHIG ELISA (New 80HAG Check,
Gentaur, Japan Institute for the Control of Agingaruoka, Japan). Cette méthode
immunoenzymatique par compétition est basée sdditian d’anticorps monoclonal 1gG
anti-80HdG, puis d’anticorps polyclonaux anti-80OHd®mbiné a une peroxydase et
tetraethylbenzidine. L'intensité de la coloratiobsarbée a 450 nm, est inversement
proportionnelle a la concentration en 80HAG dassskandards ou échantillons analysés.
Pour le test du DNA Ladder, les échantillons de DigAlés, avec ajout de bleu de
bromophenol, ont subit une électrophorése danselim’ggarose a 1% dans un tampon de
Tris/bortate/EDTA. Le DNA a été visualisé avec Uaniinateur UV apres une imprégnation
au bromure d’éthidium.

Les dosages ont été réalisés au sein du laborateiRecherche en Toxicologie Industrielle

de I'Université du Littoral Cote d’Opale a Dunkeeqdu Pr. Pirouz Shirali en collaboration
avec le Dr. Guillaume Garcon et M. Anthonny Ver@imgénieur de Recherches).

2.4. Dénombrement des microorganismes

Le dénombrement et lidentification des communaut@srobiennes ont été réalisés, en
microscopie inversée pour les protistes et, enastmpie inversée a épifluorescence pour les
bactéries, assistée par un logiciel d’analyse djesa(Lucia, Nikon). Les biovolumes
cellulaires ont été déterminés a partir de la fog@eérale des cellules et ont été convertis en
biomasse exprimée en biomasse-carbone a partiaaleufs de conversion trouvés dans la
bibliographie. L’'association des trois parameétrediversité spécifique et abondance,
biomasse, a permis de déterminer de facon préxiggcttion des communautés microbiennes
a la perturbation (Gilbest al.,1998a, 1998Db).

2.5. Méthodes de traitement des données et d’anadgsstatistigues

Un facteur d’enrichissement (FE) a été calculé pesiréléments inorganiques mesurés dans
les particules et dans les bryophytes. FE corrab@an rapport d’'une concentration d’'un

élément (i) dans un échantillon a la concentratiom élément pris comme référence dans le
méme échantillon. La concentration XMst ainsi normée au moyen d'une autre
concentration. L’élément pris comme référenceestchndium (Sc), car il est issu de sources
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« naturelles » et non anthropiques. Un rapportvedemt SN est calculé dans un matériau de
référence susceptible de représenter au mieux ungemme géologique de concentration
élémentaire dans les poussieres. Ce calcul ess@éatice a la table de Taylor et McLenan
(1985), et plus particulierement, a I'aide de lanposition moyenne de la crolte continentale
supérieure (CCS), sensée étre celle qui peut étike\se par I'érosion éolienne et venir
apporter une influence a I'aérosol.

Ainsi pour I'élément (i) dans I'échantillon son jHear rapport a la CCS peut étre exprimé :
FE = XNi/CN;

Une certaine variabilité naturelle régionale estmia@, c'est pourquoi des valeurs
représentatives de mécanismes naturels ont desryala FE comprises entre 1 et 7. Cette
variabilité est due au fait que les poussieresché®as par les vents peuvent avoir des origines
locales ou lointaines, avec des rapports de meétatgs variables, et des concentrations
régionales de variabilité reflétant cet éventail.

Si 7<FE <10, les enrichissements observés sona ldess processus naturels et a des activités
humaines. Si FE>10, un enrichissement significasif considéré, lié a des processus de
pollution atmosphérique, ou éventuellement a descgasus naturels particuliers qui
enrichissent certains éléments volatils (volcanisme

Les concentrations des éléments présents dansdasses ont été mesurées pour chaque
stand de chaque site aux différentes dates devpraknt (de §a T,). La régression linéaire
de chaque élément a été déterminée, avec un geeffic qui permet d’identifier la
performance statistique de I'ajustement. La vatiuta pente, calculée lorsque r>0,7, indique
une vitesse moyenne d’accumulation pour 1 grammaalesse par mois sur la période des 8
mois d’expérimentation.

Les données ont été comparees statistiguementepanéthodes univariées paramétriques ou
non parameétriques ou par des méthodes multivaciggisies en fonction des objectifs et des
pré-requis propres a chague meéthode. Les analysdsiodnarqueurs de toxicité lors de
I'expérimentation en conditions contrdlées Seleropodiumpurum ont été réalisées avec
cing réplicats (n=5) par échantillon. Des analysks variances (ANOVA) pour les
biomarqueurs chez les deux espéces de bryophyisisgaie pour les teneurs en ETM ont été
réalisées. De plus, des corrélations de Spearmed(®p) entre les teneurs bioaccumulées
chez S. purumet C. purpureusont été calculées. Des corrélations de Spearmarétén
calculées entre les variables environnementalda &iomasse des difféerents groupes de
microorganismes. Des corrélations de Spearman téntadculées entre les éléments traces
métalliques retrouveés sur les filtres et ceux mescohez les Bryophytes. Les logiciels utilisés
ont été Statistica (version 6.0) ou S-plus pournigthodes univariées et Canocco pour les
méthodes multivariées.
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. RESULTATS

3.1. Caractérisation de la pollution atmosphérigugarticulaire

3.1.1. Mesuref situde la pollution gazeuse (N{ODs) et particulaire Py présente aux sites
trafic/industriel/rural

Les 3 sites sont caractérisés par des concensagaonNQ significativement différentes
(respectivement de 9,5, 62,2 et 41,8 |fgtians les sites de Montagney, Saclay et
Dunkerque). Les concentrations ep @ sont pas significativement différentes entee 3e
sites au cours des 8 mois d’étude.

In situ, le gradient des concentrations des €léments anagges mesurés dans les f3Mst
large. Il est de quelques picogrammes®/(l1) jusqu’a quelques centaines de nanogrammes /
m® (Na, K et Ca), a Montagney et Saclay, et jusquiélgues microgrammes FrtNa, Fe) a
Dunkerque. Un  accroissement de teneurs est constaténs ['ordre:
Montagney<Saclay<Dunkerque pour la plupart des étésn

La composition élémentaire des RMtait significativement différente dans les treites
pour de nombreux éléments (Tableau 1).

Tableau 1 : Compositions élémentaires moyennes présentes dass péarticules
atmosphériques Pl (ng/n?) au niveau des 3 sites pour les périodes P1 aGaury et

al., accepté).

elements MONTAGNEY SACLAY DUNKERQUE

(ng/m3) P1 P2 P3 P4 P1 P2 P3 P4 Pl P2 P3 P4
[Na] 19357 268.21 242.86 283.21[ 59656 NA 753.71 504.62 | 1379.31 1239.81 1917.41 1317.00
[Al] 76.40 98.88 47.68 112.99| 10097 NA 10503 117.03 | 206.45 20576  277.31  324.80
[CI] 21528 379.27 40.09 503 |550.67 NA 41238 21.90 |2072.25 184523 243249  614.00
[Cr] 087 156 083 117 | 242 NA 211 193 | 568 5.49 3.40 4.20
[Mn] 288 545 245 286 | 510 NA 574 398 | 10176 9450  80.22  122.30
[Fe] 78.62 12324 7149 127.41| 31434 NA 257.68 308.90 | 1885.59 1730.74 1141.37 2317.14
[Cu] 312 744 225 224 | 1663 NA 1224 1452 | 1153  11.40 7.19 36.32
zn] 1571 3551 1658 13.18 | 30.00 NA 2678 2071 | 142.07 14945  92.08 12157
[Sr] 078 162 085 104 | 145 NA 167 152 | 3.07 2.60 3.46 3.40
[Br] 281 456 235 171 | 455 NA 312 208 | 1045 1219 8.05 5.22
[Ni] 084 190 194 097 | 235 NA 179 134 | 532 8.62 6.98 12.27
[Pb] 743 1607 543 383 | 1231 NA 1034 7.09 ] 3537 3609 2534  40.80

NA : non available

Périodes :- P1:26/10/05 au 20/12/05 -- P2 : Z0b au 15/02/06 -- P3 : 15/02/06 au 12/04/06 -- :P412/04/06 au
07/06/06 -

L’étude des facteurs d’enrichissement (FE) montue gour le site de Montagney, les
éléments Nb, Sc, Th Y, Zr, terres rares, Ti, Mg, F@, Sr, U et Ba ont un comportement
typiguement crustal. Les éléments suivants ontamportement influencé par des activités
humaines, en ordre croissant :
V<Cr<W<TI<Ni<Cu<Sn<Cl<Zn<As<Au<Ag<Mo<Bi<I<Br<Cd<SHr<Se<Pb.

Les 6 derniers éléments ont un FE dépassant 106@me de 10000 pour Pb.
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Un FE élevé est obtenu pour Ir, pour lequel la wd¢hde détection utilisée (INAA) est trés
sensible. Cet élément commence a étre observéleRmid\Vi, car il est associé aux métaux
platinoides des pots catalytiques ou il considén@me faisant partie des impuretés a un
niveau de 1 a quelques %. Ces métaux et Ir sonttem&nt rencontrés dans l'aérosol. Un FE
élevé est également obtenu pour Pb alors queémeét n’est plus ajouté dans les carburants
en Europe et une décroissance de son influenceldangsol était attendue. Cependant des
guantités non négligeables sont mesurées dansMgs €& sont apparemment liées aux
activités humaines étant donné I'enrichissemenémigs Le plomb est émis a I'état de traces
a partir de la combustion de toutes les sourcesddsa: carburants (présence de plomb qui
accompagne la distillation des carburants), bdiartwon, incinération de déchets. Cet élément
introduit en fortes quantités dans I'environnemgest le passé peut trés bien ne pas avoir été
lixivié en totalité, et ainsi étre remis en suspeams

La figure 1 montre une bonne corrélation temporéde FE, a Montagney pour les éléments
Cu, Zn, As, Se, Cd, Sn, Sb, Pb TI et Bi, avec uximam hivernal correspondant au
prélevement P3 (décembre 2005 a février 2006). Hrofe de latitude moyenne, cette
période correspond a un besoin de chauffage apsumré@ combustion d’énergies fossiles et
de bois. Cette fourniture d’énergie est a l'origdeela modulation temporelle de FE, car une
modulation liée a des activités lointaines de potidns industrielles ou du trafic routier est
peu probable.

Figure 1 : Facteurs d’enrichissement au site ruffsllontagney) pour les éléments volatils du
26 octobre 2005 au 7 juin 2006.
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A Saclay, certains éléments ont également un campent terrigéne (figure 2). Ce sont les
terres rares, Y, Ta, Th, Nb, Sc, Ti, Rb, U, Zr,ISrHf, Mg, Fe.

28



Développement d’outils biologiques d’'évaluation desnpacts des particules atmosphériques dans des
écosystemes diversement pollués

Les éléments de FE >10 sont les suivants, en ordigsant de FE :
Co<Na<TI<V<W<Cr<Ni<Zn<As<Sn<Cu<Ag<Cl<Au<Bi<I<Mo<IBr<Cd<Sbh<Pb

Parmi ces éléments, Zn, Mo, Cu, Sb, Br, Pb, Crsbat connus pour étre émis par le trafic
routier. lls peuvent étre associés soit a la cotrusles carburants, soit a 'usure de pieces
meécaniques ou a celle des pneus. A Saclay, d’aékeesents associés au trafic tels que Ba,
Fe, Mg et Mn n’ont pas de FE particulierement éevansi, les particules qui les supportent
ne seraient pas assez fines pour étre transpgusgsau site de prélevement situé a 100
meétres de la route. Par contre, des valeurs élel@&& sont relevées a Saclay pour Br, |, Ir
et Se. Le comportement de Ir est lié a la mémeecqus Montagney (pots catalytiques et
transport a longue distance). Pour Br, | et Seuttes sources potentielles sont possibles :
trafic routier, combustion de déchets urbains cautfage urbain au pétrole de la ville des
Ulis localisée a 7 km du site de mesure.

A Saclay, des valeurs manquantes liées a un prediéohnique (fuite interne dans la pompe)
apparaissent vers les 100 premiers jours de ['étfisigure 2). Pour cette raison les
prélevements ont été poursuivis sur une année &ben@fin d’observer de possibles
variations saisonniéres. Des maximums hivernau¥Besont obtenus pour les éléments
suivants : Cu, Zn, As, Se, Ag, Cd, Sn, Sb, La, Rleget Bi. A Saclay comme a Montagney,
ces éléments ont un accroissement en hiver dimgple de combustibles pour le chauffage.

Figure 2 : Facteurs d’enrichissement au site trafititer (Saclay) pour les éléments volatils
du 26 octobre 2005 au 7 juin 2006.
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Afin de connaitre la part liee au trafic routiers IFE obtenus a Saclay ont été comparés a ceux
du site rural de Montagney lors d’'une période exatles activités de chauffage (période P4 :
de avril a juin 2006). La figure 3 indique les watedu rapport Fla, saciay FE t4, Montagney
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Sn, Sb et Cu présentent un rapport dépassant Gidémoigne d’émissions beaucoup plus
élevées a Saclay. Sb et Cu sont connus pour égeli trafic routier, notamment dans les
PMio. Sn pourrait étre un élément associé a Sb et Cu.

Figure 3 : Rapport des concentrations au printerfgas 12 avril au 7 juin 2006) entre Saclay
et Montagney
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Sur le site de Dunkerque, le concept de FE ne pastétre utilisé car la majorité des
éléments, y compris le scandium, sont influencéslgm activités industrielles, a savoir la
sidérurgie et/ou les fonderies d’aluminium.

Les concentrations obtenues a Dunkerque ont étépa@ms a celles du site rural de
Montagney (site de référence pour des concentsatitenbruit de fond). Les rapports sont
proches de 1 pour Hf, W, K, Ir, Ta et |. Pour tdas autres éléments les rapports sont
supérieurs a 1 témoignant de I'existence de sour@asnkerque. Les rapports sont supérieurs
a 5 pour les éléments suivants, en ordre croissadf Zn, Na, Ni, Cs, Co, CI, Nb, Tl, La, V,
Fe et Mn. Le fer et le manganése, émis par la wigigr, présentent les facteurs de
multiplication les plus éleveés : respectivemenield9 fois plus concentrés dans les;Pie
Dunkerque que celles de Montagney.

Par contre, bien gu'il existe une industrie deufainium importante a Dunkerque, le rapport
mesuré entre Dunkerque et Montagney, est procte @& peut supposer que I'aluminium a
Dunkerque doit exister dans des particules plussg® que les P non collectées par notre
systéme.

3.1.2. Compositions élémentaires de particulesessle sites « trafic » urbain utilisées pour
les expositions en conditions contrblées

Les particules PM collectées par des associations agréées de sameeilde la qualité de
I'air (ASQAB, ASPA, ATMOSF’AIR) ont été mises en lation pour pouvoir réaliser les
expositions en conditions contrélées dans des mieseia nébulisation. Elles ont été
caractérisées en composition (Tableau 2) et de t&iigure 4).

Les concentrations moyennes mesurées dans lesupestiecueillies en sites « trafic » sont
faibles & modérées et 90% des particules ont unétia < 12um.
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Tableau 2 : compositions élémentaires desPMg/ml) mises en solution, issues d’analyses

par activation neutronique ou par ICP-MS (méthodedidées sur des matériaux de

référence)
Eléments Moyenne SD Eléments Moyenne SD
Ti 1,6 0,2|118Sn 0,0202 0,0027
Cr 0,0088 0,0049| 120Sn 0,02 0,0026
Mn 0,0042 0,0008| Sh 0,00283 0,00032
Fe 0,27 0,05| 135Ba 0,068 0,038
Co 0,00021 0,00016| 137Ba 0,068 0,038
Ni 0,0054 0,0032| La 0,00032 0,00004
Cu 0,0061 0,0006| Ce 0,00039 0,00004
66Zn 0,054 0,041| W 0,0004
68Zn 0,055 0,042| Ti 0,0001 0,0001
Rb 0,0023 0,0003| 204Pb 0,0134 0,0019
Sr 0,0019 0,0003| 206Pb 0,0129 0,0019
Y 0,00006 0,00005| 207Pb 0,0137 0,002
Mo 0,00101 0,00012| 208Pb 0,0132 0,0019
Ag 0,00015 0,00017| Bi 0,0002 0
U 0,00022

Les analyses réalisées a partir des particulesdsde filtres provenant de sites « trafic » en

zones urbaines, a permis de déterminer la distoib@n taille des particules atmosphériques.
La part des particules fines apparait comme majceit Cependant, il faut noter qu’il peut
exister un biais lié a la sonication des particul®s procédé est susceptible de les fractionner
en élément de plus petite taille ou, au contraike,les agglomérer en éléments de taille
supérieure a 10 um, alors que les collecteurgoRisptent des particules ayant un diamétre
inférieur ou égale a 10 um. Des tests complémestaeraient nécessaires afin d’étudier le
comportement des particules lors de leur aspirgigoria pompe « Partisol » et surtout lors de
leur préparation pour réaliser la solution paraid. Les potentiels fractionnements ou
agglomérations des particules et leurs éventuelsggments de nature seraient a étudier plus
spécifiguement au cours de la phase de sonication.
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Figure 4 : Diamétres des particules contenues darsolution particulaire aprés sonication
(Meyer et al., en préparation)
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3.2. Caractérisation des dépbts particulaires au Be de bryophytes exposées en sites
trafic/ industriel/ rural

3.2.1. Dépbts particulaires ch€eratodon purpureus

Cette espece de bryophytes est issue de cultuedastisées sur substrat minéral. C’est une
mousse rase, tres proche du substrat. Les analyse®vélé des contaminations en silice

fréquentes et tres importantes venant du subsira pgu étre projeté sur le végétal pendant la
période de culture ou lors des prélévements. Pesirrgisons, aucun résultat d’analyse sur
cette espece ne sera présenté dans ce document.

3.2.2. Dépbts particulaires ch8zleropodium purum

Les dépots particulaires au sein des bryophytesemeétre de plusieurs natures : particules
organiques et minérales (Figure 5).
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Figure 5 : Observations de matiéres organiques,nubignons et agrégats particulaires en
microscopie inversée. Particules issues de Sclehopo purum exposé pendant 8 mois au
site industriel de Dunkerque avec extraction < 18t et lavage, MEYER Caroline
(2006) UFC.
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Une faible variabilité a été observée entre les tréplicats pour un méme site et au méme
temps de prélevement. Elle peut étre due a plusiaateurs :
- variabilité dans la mousse de départ,
- arrivée stochastique non réguliére de poussieréalteimportante,
- modulations liées a des differences d’expositiofie{ed’ombre qui influence la
photosynthese, présence d’'un obstacle qui influeEntebulence),
- caractere biologique intrinséque de I'échantillenlat, pouvant influencer le pouvoir
de bio-accumulation.

Au niveau du site rural, 14 éléments se sont acésrdans les mousses, avec des croissances
non régulieres pour Ca, Sc, Cr, Fe, Co, Cu, Rb,3h,Cs et Th. Ces enrichissements sont
attribués aux apports crustaux. Les éléments LietNal n’ont pas un accroissement linéaire.

Il est probable que ce phénomeéne soit lié a 18ation de I'eau minérale pour couvrir les
besoins en eau des bryophytes. Il est cependasibfosjue certains enrichissements soient
aussi lies a des apports d’éléments volatils giad@cules de petite taille provenant du trafic
lointain diffus, suivis d’un transport a longuetdisce.

Sur le site de Saclay, proche d’'un axe a grandelation, les taux d’accumulation observés
ont été plus élevés qu'au niveau du site rural pmrtains €éléments. En particulier, les
concentrations de différents éléments connus pwearliés au trafic routier, tels que Sb, Fe,
Cr, Cu, V, Ti et Al, ont augmenté dai® purum Cette bryophyte est connue pour sa
propriété a bioaccumuler ces éléments prés d'un raxgier. L'accumulation d'autres
éléments (Sh, Co, Fe, Cr, Sc, Sn, |, Zr, As, Culi\ét Al) peut étre associée au trafic routier,
mais peut également provenir d’une pollution miaé issue d’'un incinérateur d’ordures
meénageres et d’une unité de chauffage fonctiorsapétrole dans une localité voisine.

C’est au niveau du site industriel de Dunkerque lggevitesses d’accumulation ont été les
plus fortes. L’accumulation de certains élémentd aamettre en relation avec les activités de
sidérurgie (Fe, Mn, Cr, V), de l'industrie pétrake(V, La) et de la production d’aluminium
(Al). D’autres éléments tels que Sn, terres rdPéset Zn sont aussi liés & une ou plusieurs de
ces activités en tant qu’éléments accompagnarg, layollution due au trafic routier intense
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dans la ville, qui est un port de marchandiseitrgmrtant. En ce qui concerne le fer, élément
issu de [lindustrie sidérurgique, la vitesse de abeumulation qui est de 2530
microgrammes/g mousse/mois, est la plus élevéeer@amt le coefficient de régression est
faible (r=0,65) en raison d’'une grande variabilitéer-stands et d’'une déplétion importante
trouvée sur le dernier point de prélevement, corainte fer pour cette période, s’était trouvé
plus mobile. L'aluminium qui ne présente pas dd famrichissement dans les RjVest
toutefois bio-accumulé dans les mousses, ce qiioder’idée que Al est plutdt supporté par
des particules de tailles supérieures a 10 miciordjquant éventuellement une cinétique de
grossissement rapide entre la source et le poinbliection.

3.2.3. Comparaison entre vitesse d’'accumulation [Sidans Scleropodium purumet
concentration dans les RM

Pour chaque élément (i), et a chaque site (j)afport V;; a été établi entre la vitesse
d’accumulation (Si,j) et la concentration dansRééi (Cij), soit V;;=S;;/C i;.

Vi= XV : estlamoyenne de ces grandeurs sur les 3 s&eslles sont proches les unes
des autres sur chaque site

V i : dimension du volume d'air virtuel représentamtvblume total d’air dont toutes les
particules PMp auraient pu étre fixées par 1 gramme de bryopbsmelant un mois.

Vi n’a pas de sens physique intrinsequement, mamsgbeine estimation comparative d’'un
élément a l'autre par rapport a la capacité deyaghyte a capter un élément a partir de la
masse d’air qui circule au-dessus. Le processusiaaccumulation nécessite au préalable
une phase de grossissement de I'aérosol en padi@8P (Total Suspended Particles), suivie
d’'un dépot sur la mousse.

Cependant plus Y est petit et moins la mousse recoit I'élémentvelsement plus Y est
grand, plus la bryophyte recoit I'élément qui lavele, car la phase de grossissement de
I'aérosol pour cet élément est effective, ou laabaumulation est efficace pour i, ou encore
les deux phénomenes se conjuguent.

Les vitesses d’accumulation pour 1 gramme de mopasenois sur la période des 8 mois
d’expérimentation sont présentées en Tableau 3.

Pour la plupart des éléments, I'accroissement aeamration dans la mousse suit I'ordre
suivant : MONTAGNEY< SACLAY<DUNKERQUE

De faibles valeurs de V(<500) sont obtenues pour Se, Sh, Pb, V, Cu, Zn,N\ Cr. Ces
éléments font partie des plus volatils et peuvénat #ansportés sur de longues distances. lls
sont vraisemblablement associés a des particulpgtdes tailles qui n’ont pas la propension
a grossir rapidement et a se déposer entre lasal#mission et le point de collection des
mousses.

Les valeurs les plus élevées de Vi (>1500) son¢rals pour Br, Th, Ca, CI, et Rb. Ces
éléments pourraient étre apportés a la mousseeygrasses particules TSP et/ou étre plus
efficacement retenus par la bryophyte. Ce sontpldés éléments terrigenes et la premiéere
hypotheése d’une arrivée de poussieres lourdesdeest tres probable.
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Beaucoup d’autres éléments ont des valeurs datgrmeédiaires (500<Vi<1500) : Co, terres

rares, Hf, Fe, Sr, Nb, Ti, Al, Sc.

d’arrivée et de rétention par la bryophyte.

Tableau 3 :Vitesses de bio-accumulation d’élémeinéz Scleropodium purum

lIs sont aipsiu différenciés quant a leur comportement

MONTAGNEY SACLAY DUNKERQUE
ng.montht.g” dry ng.montht.g*dry ng.montht.g*dry

weight r weight r weight r
Al 118 0.86 300 0.82
Ca 449 0.67 626 0.69 1860 0.83
Ti 9.3 0.79 18 0.66
V 0.31 0.77 1.6 0.82
Sc 0.028 0.90 0.064 0.79
Cr 0.14 0.48 0.67 0.87 2.5 0.77
Mn 83 0.71
Fe 26 0.43 125 0.87 2530 0.65
Co 0.028 0.61 0.077 0.82 0.18 0.82
Cu 2.7 0.81 2.4 0.79
Zn 5.8 0.59 9.7 0.82 18 0.72
As 0.21 0.91 0.23 0.87
Se 0.020 0.58 0.023 0.60 0.12 0.59
Br 3.5 0.56 6.7 0.65 6.0 0.48
Rb 3.0 0.78 3.0 0.73
Sr 1.22 0.78 1.2 0.62 3.5 0.80
Y 0.16 0.75
Zr 0.77 0.68 0.50 0.65 0.96 0.85
Nb 0.039 0.72 0.23 0.64
Ag 0.012 0.50 0.016 0.73
Cd 0.083 0.65
Sn 0.29 0.68 0.14 0.76
Sb 0.093 0.70 0.33 0.78 0.23 0.96
Cs 0.16 0.85 0.084 0.65 0.078 0.51
La 0.11 0.73 1.5 0.80
Ce 0.18 0.52 0.44 0.86
Pr 0.016 0.77 0.064 0.7%
Nd 0.055 0.70 0.19 0.71
Sm 0.012 0.70 0.038 0.75
Hf 0.022 0.51 0.039 0.91 0.031 0.39
Pb 0.43 0.40 1.1 0.77 3.7 0.85
Th 0.036 0.86 0.028 0.90 0.054 0.83

Pour Na, ClI, Hf, Li, Zr, le modéle d’'une croissaric@aire n’était pas adapté. Ces éléments
sont présents dans I'eau de Volvic qui a servi pamrosage. Leurs présences seraient liées a
I'alimentation en eau et non au dép6t atmosphérique
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3.2.4. Corrélations entre éléments atmosphérignesyaniques et éléments au sein des
bryophytes exposées aux sites trafic/industrigdlrur

Les corrélations de Spearman, entre les élémemsstmeétalliques retrouves sur les filtres et
les teneurs mesurées ch&leropodium purunet Ceratodon purpureussont présentées en
Figure 6. Ces résultats indiquent que les condémisades contaminants accumulés par ces
deux especes de bryophytes lors de leur exposs#iimnsite concordent bien avec celles
obtenues sur les filtres des pompes partisol.

Figure 6 : Corrélations dé&Spearmardes principaux éléments traces métalliques reteuy
la fois sur les filtres (F), chez Scleropodium purySp) et Ceratodon purpureus (Ce)
(p<0,05).

Sp/Ce Sp/F CelF
Cr 0,787 0,9373 0,737
Cu 0,791 NS NS
Fe 0,920 0,9779 0,955
Mn 0,937 0,9729 0,983
Mo 0,725 0,8714 0,608
Pb 0,881 0,9717 0,891
Sb NS 0,8703 NS
Sn NS 0,9158 NS
Zn NS NS NS
Cd 0,849 0,8747 0,845
As 0,657 0,6725 0,936
Co 0,903 0,9236 0,862

3.2.5. Comparaison des capacités accumulatricgzadi&ules inorganiques des 2 especes
bryophytigues Scleropodium.pururat Ceratodon purpureus

L’étude de I'accumulation des métaux chez les mesissmis en évidence des différences en
fonction des sites et des durées d’exposition.dleut d'un ratio entre les teneurs en métaux
a lissue des expositions par rapport aux tenenitfalies chez les mousses, a permis de
comparer les capacités d’accumulation des parcoiétalliques chez les deux espeéeces. |l
apparait (Tableau 4) que. purpureusprésente une capacité accumulatrice supérielBe a
purumpour le Mn sur le site industriel, pour le Ti etlla sur le site rural et pour le Mo sur
tous les sites. De plus, cette espéce présentaasuenulation plus importante pour le Ti, La
et Pb sur tous les sites. En revan@@urumsemble avoir accumulé davantage Al, Cu, Zn,
As and Bi queC. purpureusau niveau du site urbain. Enfin, quels que solestsites
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d’exposition, 'accumulation du Cd n’est pas sigrafivement plus élevée chex. purumgue
chezC. purpureus

Tableau 4 : Corrélation entre les éléments tracésafliques contenus dans les R\t ceux
mesurés dans les mousses (correlation de Pearseh;MS: non significatif; *: p<0.05;
**: p<0.01; ***: p<0.001) et taux entre facteurs @nrichissement (EF) de Ceratodon
purpureus (Cp) et de Pseudoscleropodium purum (Pp)

Correlation between the means of metal particlesRintents collected on filters at the three sited metal accumulated in
mosses (T3-T0)

N=9 Al Ti vV Cr Mn Fe Co Cu Zn As Mo Cd Sn Sh Ba La Pb Bi

Correlation 057 082 09 070 09 097 075 030 08 09 067 09 09 08 048 091 098 0,67
Coeﬁlclent Cp NS *% *% * *kk *kk * NS *% *kk * *kk *% *% NS *% KKk *

Correlation 094 09 099 094 097 098 092 08 072 091 054 08 08 070 012 082 097 0,87
coefficient Pp *hk % *k *hk Hkk *hk Hkk *k * *k NS *k % * NS % dkk %

ge | Rural 28 23 15 10 13 11 04 18 05 17 06 344 09
Site
Cp Urban
/ : 23 12 12 10 09 07 07 14 1.0 34 19 238 1.0
EF Site
Industr
PP | ol site 20 13 06 65 05 07 05 1.6 09 19 06 120 08

3.3. Utilisation des bryophytes : intérét et choixes biomarqueurs les plus pertinents

3.3.1. Réponses biochimiques : atteintes membemathez Ceratodon purpureuset
Scleropodium purum

La lipoperoxydation des membranes a été évaluétemhysage du malondialdehyde (MDA)
rapporté a la quantité de protéines extraites drgsaes exposéassitu.

Chez Scleropodium purumles variations des concentrations en MDA ne spas
significatives et aucune tendance ne se dégage. @dratodon purpureydes concentrations
en MDA varient de maniere significative en fonctides sites (sites urbain et rural) et des
durées d’exposition (p<0,001). Pour le site rupdlis cet organisme est exposé longtemps,
plus les membranes lipidigues semblent subir deanthges (Figure 7). Toutefois, les
teneurs en MDA chez les échantillons exposés ssitdendustriel (le site le plus contaming)
augmentent de facon continue jusqu’'a 16 semainegpdsition, mais ces variations sont
moins significatives (p<0,1) que pour les autrésssetudiés. Enfin, il est a noter que les
concentrations de MDA sont les plus faibles susitie industriel contrairement & ce que nous
aurions pu attendre. Ainsi, les organismes expasgee contamination tres importante en
particules métalligues ne présentent pas de lipxyédation accrue par rapport aux deux
autres sites étudiés. Ce biomarqueur ne semblepmimnadapté pour marquer I'exposition aux
ETM.
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Figure 7 : Concentrations en malondialdehyde (vedemoyennes et écarts types) chez
Ceratodon purpureus exposeée sur les 3 sites perfifasémaines (control : mousses non
exposées; 8 weeks, 16 weeks, 24 weeks: mousseeex@ 16 et 24 semaines; n=3).
Différences significatives : a,b p<0,01 ; a,c p<010; b,c p<0,05 ; d,e p<0,001.
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3.3.2. Réponses génotoxiques : atteintes nucléaaglesz Ceratodon purpureus et
Scleropodium purum

3.3.2.1. Adduit au DNA : 80OHAG

Afin d’estimer les effets génotoxiques des pardsumétalliques de type RM l'adduit
hydroxyle a la guanine (80HdG) a été recherchd et été utilisé comme biomarqueur
d’exposition du DNA chez les bryophytes.

Chez S.purum la forte variabilité des concentrations doséesB@MdG ne permet pas de
mettre en évidence de correspondance significabmee les sites ou/et les durées
d’exposition et la formation d’adduits au DNA.

ChezC.purpureusen tenant compte de I'ensemble des sites d’etiposi'analyse statistique
des dosages des concentrations en 80HdG met eenéeidine diminution significative de
ces teneurs en fonction de la durée d'expositioigufE 8). Ainsi, les expositions des
organismes bryophytiques dans des atmosphéresnuogis en particules métalliques ne
semblent pas engendrer de dommages oxydatifs au [@I¥As les conditions de
I'expérimentation.
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Figure 8 : Concentrations en 80HdG (valeurs moysnat écarts types) chez Ceratodon
purpureus exposee sur les 3 sites (control: moussesexposees ; 8 weeks, 16 weeks, 24
weeks : mousses exposées 8, 16 et 24 semaine}, ; différences significatives pour a,b
et c,d p<0,05.
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3.3.2.2. Test du DNA ladder

Pour affiner 'analyse des dosages en adduits dieaax hydroxyles au DNA (80OHdG), une
observation qualitative de 'endommagement glohaDiNA a été réalisée grace au test du
DNA ladder. Celui-ci a été réalisé sur les échkmmsd deC.purpureusexposés sur le site
industriel, urbain et sur le site rural. Ce testeté la formation de « smears » (trainées)
grandissantes en fonction de la durée de I'exposgur le site rural (Figure 9).

Ces “smears” (trainées) correspondent a la fragatientdu DNA ; ainsi, plus les mousses
sont exposées longtemps a une forte aérocontaomnalus leur DNA est endommagé.

Sur le site industriel, le DNA des échantillons esgs ne présentent pas de «smear »
facilement observable mais semblent toutefois agt@rfortement endommagés compte tenu
de la faible révélation du DNA de ces échantilldas les 8 premiéres semaines d’exposition.
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Figure 9 : Test du DNA ladder ; photographie du delgarose révélé par rayons UV
(TO=mousses non exposées ; T1l. 8 semaines d’expogitov-dec); T2 : 16 semaines
d’exposition (jan-fev) ; T3 : 24 semaines d’exgositimar-avr)).

Site Industriel ' Site urbain ' Site rural

TO 71 72 T3 ;70 1 T2 T3 |70 ™ T2 T3
] ]
1 |

3.3.3. Variation des biomarqueurs d’exposition 'effdt chezScleropodium purunexposée
aux particules en conditions contrblées

ChezScleropodium purupraucune variation significative de la concentragm MDA n’a été
observée. Seules des tendances a I'augmentati@ncd@centration en MDA se dégagent en
fin d’expérimentation. Ainsi, les augmentationsibliss de dégradation de la membrane
plasmique ne seraient observables, d’aprés lestmmalde notre expérience, qu’au bout de
trente jours.

Les réponses génotoxiques sont observées au trdeefgévolution des concentrations de
80HdG dans les échantillons ayant recu le méme remé contamination. La figure 10
présente les concentrations en 80OHAG/[DNA] de chamhantillon au cours du temps. Une
comparaison des taux en 80HdG dans les échantihgast recu le méme nombre de
contamination a été réalisée ainsi que I'analysieuleévolution au cours du temps.
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Figure 10 : Evolution de la concentration de la 8@BI[DNA] (ng/ng de DNA), a,b; c,d;
d,e : différences significatives p<0,05 ; témoin2s:C1 n=18, C2 n=14, C3 n=10) (le 26
oct C1, C2 et C3 ont recu un traitement, le 9 n@Qve€ C3 ont recu un traitement, le 23
nov C3 a recu un dernier traitement).
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L’'observation des échantillons témoins ne permeat g& mettre en évidence de différence
significative au cours du temps d’exposition. Pdes échantillons ayant recu une

contamination (C1), l'augmentation de la quantig 80HdJG entre les échantillons C1
préleves le 9/11 et ceux préleves le 23/11 esifmigtive (a,b p<0,05). De méme, parmi les
échantillons ayant recu deux contaminations (C8% augmentation significative entre les
individus C2 prélevés le 23/11 et ceux préleved/IE est observée (c,d p<0,05). Enfin,
parmi les échantillons C2, entre les dates de ygéient du 7/12 et du 21/12, une diminution
significativement différente est observable (d,,p8). Les échantillons ayant subi trois
traitements (C3) présentent au niveau des condemsaen 80OHAG une diminution qui ne

peut étre interprété que comme une tendance. Oh ggmlement noter que sans étre
significative, une diminution entre les échantiiogalyant subi trois traitements (C3) prélevés
le 7/12 et le 21/12, a pu étre observeée.

L’évolution des concentrations en 80OHAG dans lds#éiillons prélevés a la méme date et

ayant recu un nombre différent de traitement estgmté en figure 11, il est ainsi possible de

mieux apprécier certains effets génotoxiques olésertiez les mousses suite a une exposition
aux éléments traces métalliques d’origine particela
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Figurell : Concentration de la 80HdG chez Scleropdpurum exposées aux éléments
traces métalliques particulaires en conditions colgtes (le 26 oct C1, C2 et C3 ont recu
un traitement, le 9 nov C2 et C3 ont regu un émiént, le 23 nov C3 a regu un dernier
traitement) ; (différence significative : a,b p<8)0; Témoin n=25, C1 n=18, C2 n=14,
C3 n=10.
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Une tendance a l'augmentation du nombre d’adduitsD&lA entre les témoins et les
échantillons ayant recu un traitement a été obsanais cette tendance n’est pas significative
a cause de certaines valeurs aberrantes. D’agresielitions expérimentales, 'augmentation
la plus importante de la formation d’adduits OHRNA se fait 30 jours aprés la premiére
contamination. Le second traitement, méme si le®aux de contamination n’ont pas
augmenté, accentue de facon significative le nontbaelduits au DNA détectés par la
méthode. Les autres variations sont a prendre esidiération sans pour autant leur apporter
de significativité statistique. Les différencesdhisse obtenues chez les échantillons exposés
a un, deux ou trois traitements, permettent de @sgp qu'aprés un certain temps
'augmentation de la formation des adduits génajioes se stabilise et s'arréte probablement
en raison de mécanismes de compensation et datiépalu matériel génétique altéré.

3.4. Utilisation des micro-organismes : biointégragurs potentiels de la pollution
particulaire

3.4.1. Structure des communautés microbiennes dates bryophytes

Les bryophytes terrestres constituent un écosystiemiel’humidité varie de fagon importante
au cours du temps. Pour ces raisons, les groupzebigns les plus abondants sont ceux qui
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sont de petite taille et ceux qui sont adaptésdessiccation (enkystement, vie ralentie). Par
ailleurs, les microorganismes dominant ont majwataent un métabolisme hétérotrophe.

En effet, le fonctionnement des micro-systemes finytes/microorganismes associés est
principalement basé sur la production primaire big®phytes dont les tissus sont ensuite
décomposeés par les bactéries (52,8% de la bionmaissebienne totale) et les champignons

(10,7%). Inversement, les micro-organismes photh&yiques tels que les algues

microscopiques (2,7%) et les cyanobactéries (0déoeprésentent qu'une faible part de la
biomasse. Secondairement les prédateurs microbielss,que les protozoaires amibes a
theque (23,4%), ciliés (0,9%), métazoaires rotfg@7%) et nématodes (0,3%) consomment
I'ensemble de ces micro-organismes.

3.4.2. Etudes des réponses des communautés microipies aux polluants d’origine
atmosphérique (PMo, NO,, O3) chez Scleropodium purum en trois sites difféeremment

pollués

L'effet des polluants d'origine atmosphérique a ét@alué en estimant I'abondance et la
biomasse des différents groupes microbiens (basté@térotrophes, cyanobactéries, micro-
algues, ciliés, amibes a theque, rotiferes et néaea) chezScleropodium purumLes
résultats obtenus lors des deux expérimentation#rerd que cette perturbation a un effet
négatif significatif sur la biomasse totale miceafme. Il faut noter que les dénombrements de
microorganismes n’ont pas été possibles cezpurpureuscar la morphologie de cette
espece est peu favorable a leur développement.

Les résultats obtenus confirment ce qui avait pei @servé auparavant dans d’autres études.
Les groupes microbiens les plus affectés par ldufmh particulaire sont les bactéries
hétérotrophes et les protistes (microalgues ebpoatires). Inversement, les cyanobactéries,
les champignons et les petits métazoaires sempintsensibles a ce type de perturbation
(Figure 12). L'analyse de redondance montre quedasentrations de Nxpliquent 9% de

la variance de la communauté microbienne, et phuscolierement, 18% de la variance de la
communauté des amibes a theque.

Figure 12 : Corrélations de Spearman entre les afalés environnementales et la biomasse
des différents groupes de micro-organismes apr@soB d’exposition in situ dans les
trois sites (HR : Humidité relative). (Meyer et,aloumis)

groupes Cyanobact. Micro-algues Bactéries Champignons Ciliés [FThécamoebiens Rotiferes Nématodes
variable envir, I p I p I p I p I p I p I p I p
temperature | 0.255 n.s 0.616 <0.0001] 0.573 0.0003] 0.563 0.0004]1-0.053 n.s | 0.100 ns |-0.160 n.s | 0.140 n.s
H -0.370 0.02 |-0.658 <0.0001}-0.455 0.006 |-0.563 0.0008] 0.210 n.s | 0.056 n.s 0.137 ns |-0.070 ns
[NO2] 0.138 ns |-0.064 ns |-0.219 ns |0.050 ns ]0.161 n.s |-0.618 <0.0001]| 0.193 n.s |-0.450 0.006
[Na 0.549 0.001 ]-0.124 ns |]-0.239 ns 0.060 ns |-0.048 ns |-035 0.04 |-0.053 n.s |-0.375 0.03
[Al] 0.543 0001 ] -0.09 ns ]-0148 ns |0050 ns |-0059 ns|]-0262 ns |-0.125 ns |-0.282 ns
[C]] 0.349 0.05 ]-0.284 ns |-0.397 0.02 ]-0.050 n.s 0.080 n.s | -0.286 n.s 0.185 n.ss |-0.303 ns
[Cr] 0.132 n.s -0.283 ns |-0.316 ns 0.138 n.s 0.106 n.ss |-0.373 0.03 |0.164 n.s |-0.332 0.06
[Mn] 0.322 ns ]-0255 ns [-0.256 ns | 0.070 ns ]0.060 n.s |-0.272 ns |-0.012 ns |-0.307 ns
[Fe] 0.255 n.s -0.243 ns |-0.228 ns 0.117 n.s 0.067 n.s | -0.305 ns |-0.012 ns |-0.313 ns
[Cu] 0.197 ns 1-0.119 ns [-0.046 ns ]| 0.025 ns ]-0.162 ns |-0.393 0.02 |-0.308 n.s |-0.291 ns
[Zn] 0.171 ns [|-0.341 0.05 |-0.352 0.04 | 0.064 ns ]0.090 ns|-0298 ns |]0.107 ns |-0.314 ns
[Sr] 0.474 0.006 |-0.171 ns |]-0.238 ns [0.015 ns |-0.040 ns |-0.313 ns |-0.056 ns |-0.319 ns
[Br] 0.075 ns |-0.442 0.01 |-0.494 0.004|-0.040 ns ]0.108 ns |-0.309 ns ]0.248 ns |-0.304 ns
[Ni] 0193 ns |-0261 ns |-0241 ns |0030 ns |0.112 ns|-0280 ns |-0.213 ns |-0.325 0.06
[Pb] 0.379 0.03 ]-0.395 0.02 |-0.362 0.04 ]-0.042 n.s 0.030 n.s ] -0.323 n.s 0.017 n.s ]-0.321 ns

n.s : non significatif
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Les résultats que nous avons obtenus reflétergflets directs de la pollution sur les micro-
organismes. Il est aussi probable qu’il existe dffsts indirects qui expliquent certaines
variations des différentes espéces présentes as douemps. Schématiquement, lorsque des
proies disparaissent, 'abondance de leurs prédatininue également. Dans ces conditions,
les communautés de protozoaires semblent étre dméntégrateurs particulierement
intéressants. En effet, ces micro-organismes sfiattés directement par la pollution en
raison de leur état unicellulaire et indirectemaumtiravers de la prédation qu'ils exercent sur
les bactéries notamment (Figure 13).

Figure 13: Schéma de synthese des relations tooasi existant entre les différents
compartiments microbiens vivants dans les bryophytes groupes entourés en pointillés
sont ceux qui ont été significativement affectédapollution particulaire.
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3.4.3. Etude des réponses des communautés microlmens aux dépdts humides
particulaires en conditions contrblées

La réalisation d’exposition en conditions contr8léevait pour objectif de compléter les
résultats obtenum situ et d’étudier I'effet d’'une pollution particulaigur les communautés
microbiennes d&cleropodium purum

Les particules, échantillonnées et collectées tensirafic » aux centres villes de Besancon,
Dijon, Strasbourgont été injectées dans des enceintes a nébulistrode simuler un dépot
humide de faible concentration sur les bryophytek@s micro-organismes associés. Les
mousses ont été placées dans des enceintes asaébualien quatre lots : 1 lot témoin, 3 lots
recevant respectivement 1, 2 et 3 expositions ssoees (C1, C2, C3).

Les résultats acquis lors des expérimentations m@aingue cette perturbation a un effet
négatif sur la biomasse totale microbienne. Lesllt#s obtenus en laboratoire recoupent
largement ceux trouvés situ et confirment ce qui avait pu étre observé dasisuldgres études
(Figure 14). Les groupes microbiens les plus affegiar la pollution particulaire sont les
bactéries hétérotrophes et les protistes (micreslgat protozoaires). Inversement, les
cyanobactéries, les champignons et les petits weit@s semblent peu sensibles a ce type de
perturbation.

Figure 14 : Biomasse microbienne totale a TO eeapteux mois de culture pour le témoin et
les micro-systémes soumis a apports croissantsagicgles particules issus de sites trafic
urbain (C1, C2 et C3) (Tests de Kruskall-Wallis 0pE5).

Biomasse
TO T + 2 mois
150 - a
100 - b b b
T T
50 -
B { {
I témoin C1 C2 C3

45



Développement d’outils biologiques d’'évaluation desnpacts des particules atmosphériques dans des
écosystemes diversement pollués

V. DISCUSSION

Particules atmosphérigues aux sites trafic/indelgtural

Les particules Ph collectées dans le site rural de Montagney présémtes concentrations
multi-élémentaires avec des facteurs d’enrichiss¢me étroite corrélations pour Cu, Zn, As,
Se, Cd, Sn, Sb, Pb, Tl et Bi, avec un maximum haerCette période correspond en Europe
de latitude moyenne a du chauffage intense au mdgda combustion d’énergies fossiles et
aussi de bois.

Une périodicité similaire du maximum hivernal estrouvée a Saclay pour les mémes
éléments sauf Tl, ainsi que Ag, La, Ce. En péripdetaniere (avec un effet de chauffage
minimisé), le rapport des concentrations collec&&aclay et a Montagney est proche de 1
pour Se, Br, Ag. Par contre le rapport croit de &,%2 pour As, Tl, Zn et Pb et les
concentrations sont plus fortes a Saclay. Troisélés (Sn, Sb et Cu) présentent également
des rapports notoirement plus forts a Saclay (b Barmi lesquels Sb et Cu sont bien connus
pour étre liés au trafic routier, notamment dasdFbh,. Sn est peut-étre un élément associé a
ces sources.

En comparant les concentrations a Dunkerque et admety, seuls les rapports sont proches
de 1 pour Hf, W, K, Ir, Ta et I. Pour tous les astéléments les rapports sont supérieurs a 1
témoignant de sources a Dunkerque, comme attersdurdpports sont supérieurs a 5 pour les
éléments : Cd, Zn, Na, Ni, Cs, Co, CI, Nb, Tl, Ma,Fe et Mn. Le fer et le manganese, émis
par la sidérurgie présentent les facteurs de nhighijoon les plus élevés : respectivement 13 et
19 fois plus concentrés qu’a Montagney. Par corien qu’il existe une industrie de
I'aluminium importante & Dunkerque, le rapport mésentre Dunkerque et Montagney, est
proche de 1. On peut supposer que I'aluminium akBrgue doit exister dans des particules
plus grosses que les R§yinon collectées par notre systéme.

Exposition de Ceratodon purpureuset Scleropodium purunmaux aérosols et particules
inorganiques

Des accumulations significatives (p< 0,05 ; ANOW) Eléments Traces Métalliques (ETM)
ont été mises en évidence chez les deux espeakéestuen particulier pour les deux sites les
plus contaminés : le site industriel et le sitea@éau trafic routier. Les concentrations en
ETM retrouvées chez les mousses sont en concor@amececelles retrouvées dans lair. Et,
'espéce cultivee . purpureuy présente le plus souvent de meilleures capacités
accumulatrices d’'ETM qu&. purum(par exemple che€. purpureus pour Fe et Cd r=0,82
p<0.05). Le fait d’avoir une espéce indemne de airtation, dont les individus présentent
une variabilité génomique et phénotypique peu irgmbe, voire nulle, permet d’utiliser ces
organismes comme modeéle biologique de choix poaréfedes d’exposition a la pollution
(Coutoet al, 2004). Cependant dans notre étude, le substragratideC. purpureusde part

sa proximité avec cette espéece rase, a perturbédgmrphénoménes de contamination
I'analyse de certains dépots particulaires et duampossible le dénombrement des micro-
organismes.

En ce qui concerne les transplantsSaéeropodium puruimil a été observé un accroissement
de concentrations pour de nombreux éléments a Dgué&epuis de moins en moins a Saclay
et a Montagney, reflétant ainsi I'ordre des congitns observées dans les BMI a été
établi un ajustement linéaire d’accroissement deceotration en fonction du temps
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d’exposition, dont la pente est une mesure deté&sse de bio-accumulation par la bryophyte
pour chaque élément. Ainsi a Dunkerque, les wtesle bioaccumulation pour les métaux
de la sidérurgie (Fe, Mn, Cr, V), de lindustrietmpéére (V, La), de la production
d’aluminium (Al) ont été mesurées. Les éléments temes rares, Pb et Zn sont des
accompagnants d’'une ou plusieurs de ces actiatéguelles il faut ajouter la pollution due
au trafic routier intense dans la ville, un portndarchandise trés important.

A Saclay, les vitesses d’accroissement de Sh, €dCF Sc sont les plus élevées par rapport a
celles obtenus a Montagney. Les éléments Sn, I,A&r, Cu, V, Ti et Al sont aussi
bioaccumulés a Saclay, ce qui n'est pas mesurabWortagney. Ainsi,S. puruma la
propriété de bioaccumuler prés d’'un axe routierdigsnents, Sh, Fe, Cr, Cu, V, Ti et Al
connus pour étre liés au trafic routier.

A, Montagney, une bioaccumulation a pu étre obsepetilement pour les éléments Ca, Sc,
Cr, Fe, Co, Cu, Rb, Nb, Sh, Cs et Th, qui sont wustaux. Les éléments plus volatils ne
sont pas ou peu bio-accumulés apurum

Effets de la pollution particulaire en ETM g0r purpureustS. purum

Les expositions des bryophytes aux ETM se manifesteit d’abord par la production au
niveau cellulaire d’especes réactives de I'oxyg@iO), capables d’'induire a court terme un
stress oxydant, d0 aux réactions de Fenton initggsles métaux (Denayer, 2000). Les
membranes plasmiques des cellules de bryophytdst@ainparticulierement exposées aux
ERO et subissent une lipopéroxydation dont le ca@puoajeur est le MDA. Ce biomarqueur
d’exposition a significativement augmenté cl@zratodontout au long de I'expérimentation
sur les sites de Montagney et Saclay. En revarai@ine variation significative n’a pu étre
mise en évidence che&cleropodium probablement a cause d'une trop grande variébilit
intra-espece et d'un effet « barquette ». En effette espéce pleurocarpe rampante n’est
pratiguement pas accrochée a un substrat et paatfdolement se retrouver imbriquée avec
d’autres brins ce qui pourrait modifier les surface’échanges avec les dépbts
atmosphériques.

Plus les mousses ont été exposées pendant unicyrégante aux ETM plus elles ont pu
accumuler de métaux et plus la lipoperoxydation desnbranes a pu étre observable.
Cependant I'évolution des résultats concernanitéeirsdustriel de Dunkerque ne correspond
pas aux hypothéses initiales. En effet, une trés fxposition aux ETM sur le site industriel
aurait d0 entrainer un impact plus important chez érganismes vivants étudiés. De
nouvelles voies de recherche permettraient derdéter si les pollutions importantes sur un
site industriel, tel que celui étudié, ne pourrajeas induire des mécanismes de compensation
et/ou de réparation des dommages cellulaires peametinsi a ces organisme de continuer de
se développer dans les conditions les plus défbalewall s’agirait donc de vérifier si ces
organismes sont capables de compenser et/ou derées dommages plus particulierement
au niveau de leur membrane plasmique et au niveawygau. En effet, les bryophytes sont
des especes poikilohydriques qui ont la particdladie subir sans dommage apparent un
stress hydrique régulier. Lors de travaux relatigetranciens sur le stress hydrique et les
bryophytes, il a été montré que certaines espeedsrybphytes avaient la particularité de
protéger leurs tissus du stress hydrique et dsssoeydatif (Breuil-Sée, 1993, 1994). Lors
d’expérimentations plus récentes, des informatisoentifiques ont été fournies sur la
modification de la métabolisation des lipides dgophytes lorsqu’elles sont en présence de
Cu ou de Pb (Gushina & Harwood, 2000, Gushina &ndad, 2002). Une autre hypothése
de travail serait donc de rechercher, en conditicm#rélées, les produits résultant de la
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dégradation membranaire (aldéhydes et cétones) chszorganismes ayant subis une
peroxydation lipidique.

Figure 15: Schéma de synthéese des mécanismesod’'ades ETM particulaires sur le
fonctionnement des cellules bryophytiques.
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De plus, sur des sites industriels, tels que adduDunkerque, les polluants métalliques ne
sont pas les seuls contaminants. Ces modeéles lyjokxysont exposés a une multitude de
contaminants atmosphériques et l'intérét de leuiisation repose sur la recherche de
biomarqueurs des expositions globales a la pofidionosphérique.

Enfin, il existe une grande variabilité au niveauld composition lipidique des membranes
plasmiques des bryophytes et en particulier desssesu(Karunen & Aro, 2006). Et il est
possible que lors des lipoperoxydations des menesrafasmiques des mousses, il se forme
d’autres composeés lipidiques que le MDA non détg#etpar la méthodologie employée lors
de nos expérimentations.

Le stress oxydant peut induire également des domsnag niveau nucléaire. Des ERO
comme les radicaux hydroxyles (OHeuvent aller se fixer de fagon durable sur |eADM
ainsi provoquer une génotoxicité. Nous avons, fepremiere fois, mis en évidence chez ces
bryophytes un biomarqueur de génotoxicité reflélanhiveau d’impact des ETM sur le
DNA: la 8 hydroxy 2'déoxyguanosine (80OHdG) (Fabutal., 2006a, 2006b). Une
diminution significative de la quantité de 80OHd@wétre observée ch€eratodon Or, ces
résultats ne corroborent pas I'hypothése de dépare plus d’adduits génotoxiques sont
observables sur les sites les plus contaminésepanétaux.

Afin de mieux comprendre le phénomene, le test Dalider a été réalisé pour la premiéere
fois chez les bryophytes. Ceci afin d’évaluer eau de dégradation de la molécule de DNA.
Le test DNA ladder a réveélé une forte fragmentatarDNA chez les individus exposés aux
plus fortes concentrations en ETM notamment susie de Dunkerque. Pour Saclay et
Montagney, la dégradation du matériel génétique pléis lente et a formé des « smears » au
test DNA Ladder. Cette forte détérioration du miatérucléaire interfere avec la détection de
la 80OHAG car la méthode employée ne permet pagtbetdr des fragments de DNA trop

48



Développement d’outils biologiques d’'évaluation desnpacts des particules atmosphériques dans des
écosystemes diversement pollués

petits. D’autres méthodologies plus lourdesy(par HPLC) pourraient améliorer les seuils de
détection mais demanderaient a étre mises au fOadet etal. 1999). A ce jour, aucune
expérimentation scientifique n’a permis de mettneégidence que les polluants pouvaient
chez les bryophytes interférer avec le génome @$ plrticulierement avoir une action
toxique chez ce dernier.

Les bryophytes les plus fortement exposées aux BhMprésenté des concentrations en
MDA significativement supérieures. De la méme miami@our la 80HAG, les mousses les
plus exposées aux ETM ont présenté les niveauwmeeatration les plus élevés mais dans le
cadre de notre expérimentation observable au beuBQ@ jours d’exposition controlée.
Généralement I'apparition d’ERO lors d'un stresd &®s rapide (de l'ordre de la
milliseconde) mais les processus de compensati@vesituellement de réparation sont eux
également trés rapides. Notre observation se fa@anun intervalle de temps relativement
long pour la biologie de I'organisme (2 mois en @siponin situ et plusieurs semaines pour
I'exposition en conditions contrélées), il est pbksque nous n'ayons pu apprécier lors de
nos analyses qu’une partie globale de la situation.

Des processus de réparation, tels que lI'excisisyatbése, pourraient étre activés au sein des
cellules bryophytiques afin de permettre aux cefiudle retrouver toute leur intégrité mais il
faut désormais en apporter la preuve scientificard’expérimentation.

A l'issue des premiers résultats de ce travaiMieistere de 'Enseignement Supérieur et de
la Recherche, a choisi de financer une thése gyamtobjectifs de rechercher I'écotoxicité et
plus particulierement la génotoxicité des compas@aniques particulaires et volatils chez
les bryophytes cultivées de facon standardisée.

Effets de la pollution particulaire en ETM sur Bsnmunautés microbiennes

Conformément aux résultats obtenus depuis plusianorgges (Nguyen-Vieet al. 2005,
2006a, 2006b, 2007n presy, les travaux realisés dans le cadre de ce progeamnt
confirmé I'impact des contaminants sur les commtgsmmicrobiennes. L'intérét de ce type
d’approche est qu'il permet d’observer simultanémien réaction de plusieurs groupes
microbiens et, pour certains de ces groupes, dellglusieurs dizaines d’especes. Dans le cas
présent, la biomasse de certains groupes a dindau@con tres significative. Il s’agit des
bactéries et des protistes autotrophes (microdlgaeshétérotrophes (ciliés et amibes a
theque) dont la caractéristique commune est d'émieellulaire. En effet, les polluants
pénetrent beaucoup plus facilement et beaucouprppidement au travers de la membrane
de ces organismes qu’a travers les téguments destébrés. De plus, l'unicellularité est
généralement liée a des taux de croissance tregsé{avec des divisions cellulaires variant
de quelques heures a quelques semaines). Dans ooeltians, les communautés de
microorganismes semblent étre les témoins les piéisoces des perturbations. Inversement
d’autres groupes de microorganismes sont peu affext méme peuvent étre favorisés par la
présence de contaminants. Ceci peut étre expliguélgrésistance naturelle de certains
groupes (c’est le cas des cyanobactéries, réptrEesésistantes aux pollutions métalliques)
ou par le fait que le taux de reproduction de aestarganismes est trop lent pour pouvoir
observer une réaction significative durant I'exp®@mntation. Il est aussi possible que certains
groupes microbiens profitent indirectement desteff@gatifs sur les autres microorganismes.
Cela peut par exemple étre le cas lorsque la pail@ntraine la disparition d'un prédateur ou
d’'un compétiteur, ou lorsqu’elle est responsablend’ augmentation des concentrations en
éléments nutritifs dans le milieu (apport d’un palit riche en azote, modification des cycles
biogéochimiques ...).
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En ce qui concerne le cas particulier de la pahufparticulaire, nos résultats montrent que
leur composition en métaux influe significativemesur la biomasse des communautés
microbiennes. D’autres polluants (notamment orgaasg présents dans les particules jouent
probablement un réle important dans leur toxicitéism’ont pas pu étre mesurés dans le
cadre de cette étude. Par ailleurs, la taille endaphologie des particules sont probablement
des caractéristiqgues qui peuvent avoir une inflaewr le fonctionnement des communautés
microbiennes. En particulier il est probable queobeicité des particules soit variable selon

gu’elles agissent en diffusant des polluants damsilieu ou selon qu’elles sont directement

ingérées par les microorganismes prédateurs. Ledai ces prédateurs constituent justement
les groupes les plus sensibles aux contaminaniguadjue ce phénoméne mériterait d'étre
détaillé au cours de recherches futures réaliseesmitions controlées.

Pour finir, les travaux réalisés dans le cadre elgorogramme ouvrent une premiéere porte

pour ['utilisation de microsystemes Bryophytes/conmautés microbiennes standardisés
permettant de mieux évaluer I'impact réel de ldytimn atmosphérique.

V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Analyse des particules : intérét de la caractéosates particulem situ

L’analyse des teneurs multi-élémentaires en paescBM, des filtres collectés sur chacun
des sites a permis de caractériser la provenarscpaticules, leur transport a I'échelle locale
ou régionale, ainsi que l'influence potentielle desmditions climatiques sur les dépobts. En
effet, un site éloigné de sources importantes dietpm sera surtout sensible aux transports
de particules a longue distance. De plus, des tiondiclimatiques stables avec des vents
faibles minimiseront les suspensions de poussieragenes locales par érosion éolienne.

Par ailleurs, les comparaisons inter-sites, onmperde séparer les apports d’éléments
crustaux (Ta, Rb, K, Cs, Tl, W, Sc, Tb, Al, Dy, 8k, Nd, Sm, Tm, Y, Au et Th) de ceux liés
au trafic routier (Zn, Pb, Sr, Ca, Mn, Cr, V, Mog,FBa, Sb, et Cu) et aux activités
industrielles (Tl, La, V, Mn et Fe).

Les enrichissements observés résultent en généralirdluence de sources majeures
d’émission, le plus souvent anthropogéniques. Alasprésence de Fe et de Mn est liée aux
activités de la sidérurgie a Dunkerque, tandis u@résence de La, employée comme
catalyseur lors des opérations de cracking, estotpheliée a I'industrie pétroliere. La
caractérisation fine des RMin situ a permis de mieux prendre en compte les sources
d’émission et d’estimer les distances de transged PM,. Cette approche devrait étre
simplifiée (choix d'indicateurs les plus pertingnters des études de ce type. De plus,
I'analyse détaillée de la composition élémentage particules permet d’établir des relations
plus pertinentes entre la pollution atmosphériquses effets sur les biomarqueurs et les
biointégrateurs utilisés.

La collaboration avec les associations de mesuréa dgualité de I'air (ASQAB, ASPA,
ATMOSF’AIR) lors de la mise au point des expérinatians en conditions contrdlées a
permis de retrouver des conditions de pollutioqsésentatives des dépots humidesitu.

Les résultats obtenus lors de ce type d’expériedeggient permettre des développements
pour des études toxicologiques en évitant (1) lidatiion en conditions contrdlées de
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particules prélevées dans d’autres régions du m@d8éA) et qui sont peu représentatives
des pollutions urbaines européennes, ou (2) I'eng@garticules produites a I'aide de banc a
moteur, dont la composition est essentiellemenbara¥e et donc peu représentative des
pollutions réelles.

Utilisation des bryophytes : intérét des mousseheix des biomargueurs les plus pertinents

Nos résultats mettent en évidence des fortes atio@s entre la composition des particules
PMjo de l'air et les éléments inorganiques présentsean des bryophytes. Cependant,
I'accumulation des ETM particulaires chez les bhyps differe d’'un élément a l'autre et
varie en fonction des especes utilisées. |l edvghsle que la morphologie des mousses et la
maniere dont I'organisme va se développer suruppa@ts servants a I'exposition jouent un
réle dans la rétention des particules. Les padgdle petite taille, pouvant par des processus
de coagulation en générer d’autres de plus graaille, tsont susceptibles d’étre retenues par
les bryophytes, mais pas par la pompe Partissohgahantillonne que des particules de
diamétre inférieur a 10 um. La sensibilité @eratodon purpureugt sa faible variabilité
génétique en font une espéece intéressante pouodarbeillance de la qualité de I'air dans
des conditions standardisées. En revanche, cefp@cesn’abrite pas beaucoup de
microorganismes. L'espe&tleropodium pururast de ce point de vue plus intéressante.

Des biomarqueurs précoces d’exposition (MDA) effdtegénotoxique (80HdG) témoignent
des impacts liés a I'exposition aux contaminamsogphériques et plus particulierement aux
ETM particulaires. La mise au point du dosage d8@dG, ainsi que le test du DNA
Ladder, ont permis de mettre en évidence pourdengre fois, chez les bryophytes, un effet
génotoxique lié a une exposition a la pollution @phérique. Ce biomarqueur d’exposition
pourrait donc constituer un biomarqueur pertinenirpdes applications futures et une aide a
la décision dans le cadre de I'évaluation des @sqour I'environnement.

Enfin, I'exposition en conditions controlées a perrde mieux comprendre et surtout de
mieux appréhender (grace a un temps d’expositias gurt) les variations des deux
biomarqueurs étudiés, notamment les diminutions aegentrations de ces biomarqueurs
pour les temps d’exposition les plus longs. Ceslt#s permettant d’émettre I'lhypothése que
ces organismes réussissent a supporter les imgastpolluants métalliques aux niveaux
biologique et génomique. Les données scientifigeesécotoxicologie du compartiment
aérien et en particulier de I'évaluation de la gérizité des contaminants atmosphériques
sont encore trop peu développées et les résulatsedtravail contribuent a proposer de
nouveaux modeles biologiques adaptés pour menenabs recherches.

Utilisation des communautés microbiennes : intét&hoix des groupes les plus pertinents

Indicateurs environnementaux

Nos résultats mettent en évidence un effet de llatfm particulaire sur les microsystemes
bryophytes-microorganismes associés. Une réactignifisative de la communauté
microbienne a notamment été constatée (diminutenadbiomasse totale microbienne) ;
certains groupes microbiens, bactéries hétérotooph@rotistes, étant les plus affectés. Ces
résultats ont donc permis de montrer que certailgsonorganismes peuvent constituer un
biointégrateur précoce (c'est-a-dire présentantréaetion rapide) des particules d’origine
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atmosphérique, y compris lorsque leurs concentratidans le milieu sont faibles. Les
protozoaires, en particulier les amibes a thequekat constituer le groupe le plus pertinent
pour ce type d’études.

Intervention pour l'aide a la décision au niveawi@nal et national

A la suite du présent travail, la ville de Besangochoisi de financer une thése sur le méme
theme en continuité du programme Primequal 2. Ectiff de ce doctorat est de mettre au
point des microsystemes standardisés a Bryophgtedaible encombrement, d’utilisation
facile, utilisable par le réseau de mesure de #&itgude I'air. Au cours de cette étude, de tels
systemes seront disposés autour de zones affepisdesdes émissions de polluants
atmosphériques (Incinérateurs d’ordures ménaggadis, routier important ...).

Perspectives

Les résultats que nous avons obtenus montrentegugéponses des biomarqueurs face a la
pollution particulaire ne sont probablement pasleseant liees aux ETM, mais aussi a
d’autres constituants. L'un des axes majeurs deeldppements futurs consistera a
caractériser ces autres constituants (gaz, patiauinérales, organiques, microbiologiques)
présentsin situ et d’étudier leurs effets synergiques sur les osigstémes bryophytes-
microorganismes associés. En effet, les bryoppaesent apporter une meilleure sensibilité
et reproductibilité pour les études d’écotoxiclt&semble donc intéressant de poursuivre ces
travaux en recherchant un certain nombre de méuasis'action tels que les mécanismes de
compensation et/ou réparation chez les bryophytéssont de bons modéles biologiques
d’évaluation des risques pour l'environnement. Uatrea axe d'étude en cours de
développement consistera a mettre en évidencdukin€e des composés émis par les
bryophytes sur les microorganismes lorsqu’elleg affectées par des polluants particulaires
de fraction tres fine (type nanoparticules). Enfifautres travaux porteront sur l'influence
des changements climatiques globaux sur le comissaphytes-microorganismes.
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