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1. Objectifs généraux du programme

Les objectifs généraux du programme étaient de fournir aux secteurs économiques et aux acteurs publics de
nouveaux outils de surveillance, de caractérisation et d'évaluation des risques basés sur les propriétés
biologiques du sol (Bispo et al., 2009 ; Feix et al., 2012). Plus précisément, les objectifs étaient :

= Accroitre I'expertise nationale sur la bioindication et mettre en réseau les laboratoires
= Augmenter les connaissances sur la biodiversité et le fonctionnement des sols

= Développer de nouvelles méthodes de mesure de la diversité et des fonctions des organismes du
sol, les valider et les normaliser dans différentes conditions de sol et d'utilisation

= Démontrer la sensibilité et la complémentarité des bioindicateurs pour caractériser différentes
perturbations (ex : contamination, changement d'usage et de pratiques)

= Initier le développement de valeurs de référence (base de référence) pour interpréter les résultats
actuels et a venir

= Définir des batteries de bioindicateurs ou des indices agrégés pertinents (tant en terme de
sensibilité qu’en termes de fonctionnalité, transférabilité) afin de fournir aux acteurs de terrain des
outils permettant de répondre a leurs besoins et attentes spécifiques en sols agricoles, forestiers et
contaminés.

2. Organisation du programme de recherche

Le programme a été séquencé en 2 phases : une premiére phase de développement et une seconde de
validation des indicateurs.

o La premiére phase, initiée suite a I'appel a projets lancé en 2004 en lien avec d’autres programmes
pilotés par le MEEDDM, I'ANR, I'INRA et le GIS-SOL a pris fin en 2008. L’objectif spécifique de cette
phase était d’étudier différents paramétres biologiques afin d’évaluer leur statut de bioindicateur et
de favoriser 'émergence de nouveaux bioindicateurs. Ainsi, cette premiére phase réunissant 37
équipes, impliquées dans 19 projets indépendants a permis d’évaluer plus de 80 paramétres
biologiques (de I'état cellulaire jusqu’aux communautés) sur des végétaux, des animaux et des
microorganismes.

e La seconde phase, démarrée en 2009, avait pour principaux objectifs de tester, de valider et de
calibrer un nombre réduit de bioindicateurs issus de la premiére phase et jugés comme étant les
plus pertinents et les plus opérationnels, ceci afin de proposer aux acteurs publics de nouveaux
outils de surveillance ou d’évaluation des risques basés sur des propriétés biologiques. Pour réaliser
cette phase de validation, les paramétres se devaient d’étre étudiés sur les mémes sites ateliers
(sites choisis selon les thématiques couvertes par TADEME, telles que I'épandage des déchets, sites
contaminés, retombées atmosphériques, gestion de la matiére organique et du stock de carbone,
pollution diffuse des sols par les pratiques agricoles, n= 13) et analysés au méme moment.



3. Animation et gouvernance du programme
3.1. Pilotage et animation du programme

Depuis son lancement, le programme a été piloté par les 3 ingénieurs ADEME issus des différents services
(Service de I'Evaluation de la Qualité de I'air (SEQA), Service Agriculture et Forét (SAF), Service Friches
Urbaines et Sites Pollués (SFUSP)). Pour la seconde phase, compte tenu de I'ensemble des actions et des
équipes a coordonner, un animateur général a été désigné a I'Université de Rennes 1 afin de suivre au
quotidien l'avancement des travaux (programmer, suivre les différentes phases d’échantillonnage et
d’analyse) et assurer le bon déroulement général du programme.

Une a deux fois par an, des réunions générales ont été organisées afin de discuter collectivement des
protocoles, des phases d’échantillonnage et des résultats. Parallélement, des réunions thématiques (ex :
base de données, statistiques, faune du sol, microbiologie, flore) ont également été organisées par des
animateurs plus sectoriels, responsables de groupes biologiques ou de traitements mathématiques.

3.2. Le comité d’orientation

Un comité d’orientation a été constitué afin de suivre les développements du programme et discuter des
résultats. Celui-ci était composé :

- de scientifiques extérieurs au programme bioindicateurs, permettant ainsi un regard critique sur les
résultats obtenus

- dutilisateurs potentiels : ministeres, organisations agricoles, industriels, bureau d’étude, agriculteurs,
laboratoires d’analyse ...

Ce comité d’orientation a été sollicité plusieurs fois pendant les 2 phases du programme mais surtout lors de
la seconde phase afin d’identifier leurs attentes vis-a-vis des bioindicateurs et les formes de restitution qui
correspondaient a leurs besoins. La consultation de ce groupe de travail a été trés bénéfique et a réellement
permis d’affiner la transférabilité des outils biologiques proposés, approche souhaitée par TADEME mais
aussi par les chercheurs. Pour ce faire, le comité d’orientation a été consulté via différents sondages qui ont
permis d’identifier les principales attentes et les différents critéres de choix des bioindicateurs, parfois
divergents entre les acteurs des « Sites et Sols Pollués » et ceux des « Sites agricoles et forestiers ».

4. La premiére phase du programme

La premiére phase a été principalement consacrée au développement et a la calibration de différents
bioindicateurs, dans des conditions souvent trés spécifiques (ex : un seul type de sol, un seul usage). Sans
entrer dans le détail des résultats acquis lors de cette premiére phase et qui a fait I'objet d’'un numéro spécial
de la revue Etude et Gestion des Sols (EGS, 2009 Volume 16, N°3, http://www.afes.fr/egs.php), les
principales conclusions des recherches menées entre 2005 et 2008 sont résumées ci-aprés.

4.1. Les principaux acquis

Les données acquises sur les paramétres microbiologiques des sols (biomasse, activités enzymatiques,
diversité) ont montré que ces descripteurs sont trés sensibles, notamment aux conditions d’usage des sols
et aux pratiques agricoles (Dequiedt et al., 2009 ; El Azahri et al., 2008, 2007). Leurs variabilités
saisonniéres et annuelles, bien que parfois importantes, permettent cependant de toujours différencier des
sols en situations contrastées comme : prairies, parcelles cultivées et rotations « prairies/cultures » (Laval et
al. ; 2009), labour/non labour (Vian et al., 2009, 2008), épandages de composts (Houot et al., 2009 ; Leyval
et al., 2009). Dans d’autres essais, s’intéressant plus particulierement a la contamination métallique ou
organique (pesticides), les activités enzymatiques ont également permis de détecter des gradients de
contamination (Floch et al., 2009a et 2009b).

Les résultats sur les invertébrés du sol (diversité de la macrofaune, des lombriciens, des nématodes et des
collemboles), obtenus essentiellement dans des situations agricoles (ex : prairies, parcelles cultivées,
épandage de déchets), ont permis de mettre en évidence I'effet de 'usage des sols (Cluzeau et al., 2009 ;
Ruiz Camacho et al., 2009) mais également des pratiques agricoles (ex : fertilisation minérale ou organique,
apport de pesticides, labour) sur les communautés d’invertébrés du sol (Capowiez et al., 2009 ; Villenave et
al., 2009). Par ailleurs, des essais réalisés au laboratoire sur I'exposition de vers de terre a des sols pollués
ont démontré I'existence de biomarqueurs spécifiques de certains métaux (ex : Cd) (Brulle et Vandenbulcke,
2009 ; Brulle et al., 2008, 2006).

Les analyses des communautés végétales sur d’anciens sites métallurgiques ou des sites forestiers ont
mis en évidence des associations spécifiques (ex: espéces accumulatrices ou tolérantes, adaptation
d'espéces) liées aux conditions de milieux et aux paramétres abiotiques des sols (ex : contaminants, pH,
carbonates) (Remon et al., 2009, 2005 ; Marage et Gégout, 2009 ; Dupouet et al., 2009, Seynave et al.,
2008 ; Coudun et al., 2006). En complément, la mesure de leur teneur en contaminants métalliques et



linduction de biomarqueurs spécifiques (ex : acides gras membranaires) ont permis d’identifier les zones
présentant le plus de risques de transfert (i.e. forte biodisponibilité) (Le Guédard et al., 2009, 2008 ; Souguir
et al., 2009, Vernay et al., 2009, 2008, 2007).

Les analyses de contaminants dans les chaines trophiques animales (ex: invertébrés, mammiféres,
oiseaux) et la mesure de biomarqueurs ont permis de quantifier les risques de transfert des contaminants
mais également leurs effets sur les organismes terrestres (Fritsch et al, 2010 ; Gimbert et de Vaufleury,
2009 ; de Vaufleury et al., 2009 ; Gimbert et al., 2008 ; Hispard et al., 2008).

4.2. Les enseignements

Lors de cette premiére phase, les différentes équipes impliquées ont développé et testé leurs indicateurs
dans les situations qu’elles maftrisaient le mieux (au terrain ou au laboratoire), sans avoir le temps et la
possibilité de les évaluer dans d’autres conditions. De plus, les indicateurs n’ont que trés rarement été
croisés sur des sites communs. Il était donc impossible de les comparer, de juger de leur domaine
d'utilisation et donc de définir des batteries optimales en fonction de la situation a évaluer (ex : évaluation
des risques, surveillance). Dés lors, la seconde phase du programme a été mise en place en se concentrant
sur un nombre plus limité d’indicateurs et sur des sites ateliers communs.

Ainsi, méme si la plupart des outils présentaient un intérét, une étape de sélection s’est avérée nécessaire
afin de ne conserver que les indicateurs les plus utilisables en routine (Devillers et al., 2009). Les critéres
retenus pour la sélection étaient a la fois scientifiques, dépendant de l'indicateur (ex : capacité a renseigner
rapidement sur une modification du milieu, facilit¢ a différentier les variations naturelles des
perturbations/stress/contraintes induits par I'activité humaine) et techniques, dépendant de la méthode (ex :
protocole déja développé et possibilite de le mettre en ceuvre facilement, normalisation, niveau de
compétences requis, colt actuel, opérationnalité). Cette phase de sélection a permis de diminuer le nombre
d’'indicateurs par 2 en ne conservant que les indicateurs les plus aboutis et prometteurs. Ainsi, les
indicateurs demandant encore des étapes de développement ont été éliminés (ex : puces a ADN, Sanguin et
al., 2006) de méme que ceux basés uniquement sur des mesures de laboratoire (ex: exposition
d’'organismes de laboratoire a des échantillons contaminés).

5. Laseconde phase du programme

Les objectifs de la seconde phase du programme étaient de mettre en ceuvre tous les parameétres
biologiques sélectionnés sur les mémes sites ateliers (sites ayant des usages différents : agricole, forestier,
contaminé) afin de valider leur utilisation en fonction d’une problématique. Il s’agissait d’évaluer leur
pertinence en fonction de leur sensibilité (rendant compte de l'intérét scientifique) mais également de leur
« transférabilité » vers les utilisateurs, estimée notamment par rapport a des critéres de co(t, de facilité de
mise en ceuvre et facilité d'interprétation, de I'existence de structures (exemple : laboratoires) réalisant
'analyse.

5.1. Les parameétres étudiés
5.1.1. Paramétres biologiques

Les paramétres biologiques retenus suite a la premiére phase du programme et testés dans la phase 2, sont
listés dans les tableaux ci-dessous. lls sont détaillés pour la plupart d’entre eux a travers des « fiches
outils » réalisées par les laboratoires responsables de ces paramétres.

Concernant la microflore des sols, ont été retenus : des paramétres de biomasse et d’abondance, des
paramétres de diversité fonctionnelle (activités enzymatiques spécifiques, diversité métabolique, activité
globale) et des paramétres de diversité structurelle (structure génétique bactérienne et/ou fongique basées
sur ’ADN).



Types de
paramétres

Descripteurs

Laboratoires impliqués

Paramétres d’effet, d’impact

Biomasse et | Biomasse totale Biomasse moléculaire (rendement | INRA Dijon, UMR MSE-Genosol,
abondance d’extraction)
Carbone microbien INRA Dijon, UMR MSE
Abondance Bactérie cultivable ESITPA, Labo. Biosol
bactérienne ADNr 16S ESITPA, Labo. Biosol
Pseudomonas Univ. Rouen, UMR M2C
Abondance, biomasse | Ergostérol total ESITPA, Labo. Biosol
fongique Ergostérol libre ESITPA, Labo. Biosol
PLFA (totaux, spécifiques) INRA Versailles -UR PESSAC,
ESITPA, Labo. Biosol
ADNr 18S ESITPA, Labo. Biosol
Diversité Activités enzymatiques | Activité globale: Déshydrogénase,

fonctionnelle

Fluorescéine di acétate, Lipase,

Cycle du carbone :

Galactosidase, Laccase, Glucosidase,
Cellulase, Xylanase,

Arylamidase

Cycle du soufre : Arysulfatase

Cycle de l'azote: Uréase, N-Acétyl
Glucosamidases

Cycle du phosphore :
Phosphatases acides et alcalines

INRA Versailles -UR PESSAC,
ESITPA, Labo. Biosol

Univ. Paul Cézanne, UMR IMEP

DMP

Diversité métabolique
bactérienne potentielle

DMP (Biolog): activitt métabolique
globale (AWCD), Richesse
fonctionnelle (puits positifs)

ESITPA, Labo. Biosol

Activité globale

Minéralisation azote, Minéralisation
carbone, respiration

INRA Dijon, UMR SME
Univ. Paul Cézanne, UMR IMEP

Diversité Diversité génétique | Outil : ARISA INRA Dijon, UMR SME-Genosol,
structurelle bactérienne/fongique
génétique Outil : TTGE CNRS Nancy, UMR LIMOS

Concernant la faune, des indicateurs basés sur la diversité des populations d’invertébrés du sol (macrofaune
totale, lombriciens, nématodes, collemboles) ont été sélectionnés; par ailleurs, des mesures deffet et
d’accumulation ont également été réalisées sur les escargots, les vers et des micromammiféres.

Types de Paramétres |

Descripteurs

| Equipes impliqués

Paramétres d’effet, d’impact

Parametre global

IBQS: indice global basé sur la macrofaune
totale

IRD Bondy, UMR Bioemco

Parameétre de communauté

Communauté nématodes (microfaune)

IRD Montpellier, UMR EcoSol — EliSol

(criteres globaux, diversité
fonctionnelle, diversité spécifique,

Communauté microarthropodes :
Collemboles, Acariens (mésofaune)

INPL-ENSAIA Nancy, UMR LES

indices de maturité et de structure)

Communauté lombricienne (macrofaune)

Univ. Rennes1, UMR EcoBio

Parameétres d’effet Bioindicateur = moléculaire lombricien | Univ. Lille, UMR LGCgE
(métallothionéine a Cd)

Paramétres d’accumulation

Parametres d’accumulation Bioindicateur escargots (Indice de | Univ. Franche-Comté, UMR «Chrono-

Bioaccumulation)

Environnement

Biomarqueurs micromammiféres

Concernant la flore, des mesures

de parameétres d’'impact et d'accumulation

des contaminants ont été réalisées.

Types de paramétres

Descripteurs

Equipes impliqués

Paramétres d’impact

Omega3 (variation de la composition en
lipides des feuilles)

Univ. Bordeaux 2, UMR Biogénese
membranaire LEB Aquitaine
Transfert

Acides Aminés (variations de la teneur en
acides aminés

IUT Clermont-Ferrand, Labo. PBV

Photosynthése

IUT Clermont-Ferrand, Labo. PBV

Parameétres d’accumulation

Bioaccumulation des ETM
métaux des feuilles)

(teneurs en,

Ecole Des Mines St Etienne, centre
SPIN

Dendrochimie (teneur en métaux des cernes
de bois)

INRA Nancy, UMR EEF




Ces indicateurs (a I'exception notamment des indicateurs basés sur les micromammiféres et des mesures
dendrochimiques qui n’ont été réalisés que sur des sites présentant des superficies importantes) ont été
mesurés sur 'ensemble de sites ateliers choisis en commun, en lien avec les thématiques prioritaires de
'ADEME.

5.1.2. Parameétres descriptifs

Afin de pouvoir expliciter au mieux les réponses biologiques et pouvoir ainsi calibrer les valeurs obtenues,
un certain nombre de paramétres descriptifs complémentaires ont été mesurés ou collectés.

Métriques paysageres (IRD Bondy)
Des métriques paysagéres ont été calculées a partir d’orthophotographies des différents sites de

prélevement. Les habitats ont ainsi été cartographiés et les structures paysagéres décrites (ex:
fragmentation, dispersion).
Données physico-chimiques
Les analyses physico-chimiques ont été réalisées par le laboratoire INRA d’Arras, a savoir :
- granulométrie, pH eau, Corg, N total, matiere organique, Calcaire (CaCQO;) total, Phosphore
(P,0s), CEC, Ca, Mg, Na, k, Fe, Mn, Al (échangeable a la cobaltihexamine),
- éléments traces totaux (Co, Cr, Cu, Ni, Zn, Pb, Cd, Tl, Mo), Arsenic et Mercure totaux
- extraction au CaCl, (Co, Cr, Cu, Ni, Zn, Pb, Cd, TI, Mo, As)
- 16 HAP (ex : naphtaléne, acénaphtene, fluoréne, phénanthréne, anthracéne)
- 12 organo-chlorés,
- 10 triazines,
- 8 phényl-urées.

Méta-Données

Les données relatives aux différents sites étudiés (définissant les métadonnées) sont enregistrées, a savoir :
- Caractéristiques climatologiques (pluviométrie, températures, vent)
- Historique parcellaire (usage des sols, pratiques agricoles, rotation culturales ...)
5.2. Les sites ateliers étudiés

Différents sites ateliers ont été proposés par les équipes du programme. L’ADEME a ensuite réalisé une
sélection en fonction de différents critéres : thématique d’étude, accés libre, confidentialité des résultats
obtenus, pas de modification de 'usage pendant 3 ans, existence de données sur le site pour positionner les
zones de prélévement, antériorité de mesures de type bioindicateurs.

In fine, 12 sites ont été retenus en fonction de leur usage, de leur niveau de contamination et de leur intérét
dans le cadre des thématiques prioritaires a TADEME. Par ailleurs, un site proposé par TANDRA a été inclus
dans cette liste de sites étudiés.

Ces 13 sites, répartis sur le territoire national, se distribuent selon : 4 sites forestiers, 4 sites contaminés
(contaminations pluri-métallique, en arsenic, et/ou organique), 5 sites agricoles (différents usages des sols,
gestion prairiale, gestion organique, mode de gestion en vergers, travail du sol). Les sites forestiers
correspondent a des placettes forestiéres du réseau RENECOFOR’ (gestion par I'ONF) ; ils ont été choisis
en fonction de leur proximité avec les autres sites agricoles ou anthropisés étudiés. Les 13 sites étudiés
définissent ainsi 47 contextes (modalités) différents.

Les principales caractéristiques des sites et des différents contextes étudiés (modalités) sont listées dans le
tableau ci-dessous, les sites en eux-mémes étant détaillés dans des « fiches sites » rédigées par les
gestionnaires des sites.

'RENECOFOR (Réseau National de suivi & long terme des ECOsystémes FORestier) :
http://www.onf.fr/gestion_durable/sommaire/action_onf/recherche/observation/20080424-105459-
848844/@@index.html?search:int=1&search_source=L3d3dy9sX29uZg==&search_group:int=237049089&search_metatype=search-
type-article



Nom des sites Gestionnaires Codes des Description
de site modalities
GISFI - Homécourt CNRS Nancy, GHF Contamination en HAP faible, Friches industrielles
UMRLIMOS  GHM Contamination en HAP moyenne, Friches industrielles
Metaleurop ISA Lille, Me98F Contamination métallique (Pb, Zn, Cd) forte, Bois
UMRLGCGE  Me117F Contamination métallique (Pb, Zn, Cd) moyenne, Bois
Me117C Contamination métallique (Pb, Zn, Cd) moyenne, culture
Me103F Contamination métallique (Pb, Zn, Cd) faible, Bois
Me103C Contamination métallique (Pb, Zn, Cd) faible, culture
MeTEF Contréle, Bois
MeTEC Controle, Culture
Me123 Contamination métallique (Pb, Zn, Cd) faible, Bois Bis (pour Dendrochimie)
MeADEME Contamination métallique (Pb, Zn, Cd) moyenne, Bois Bis (pour dendrochimie)
MeUsine Contamination métallique (Pb, Zn, Cd) forte, Bois Bis (pour dendrochimie)
Auzon IUT Clermont  AuBHCo Contamination métallique (As, Hg), Bois sur sol hydromorphe
Ferrand, Labo. AuBCo Contamination métallique (As, Hg), Bois
PBV AuOBCo Contamination métallique (As, Hg), Ourlet-Boisé
Collaboration AuFCo Contamination métallique (As, Hg), Friches
BRGM AuBTe Contréle Bois
AuOBTe Contréle, Ourlet-Boisé
AuPTe Contrble Prairie
AuCCO Contrble utilisé pour escargots (en remplacement du contrble Prairie)
AuComposite Ensemble des sites utilisés pour les micromammiferes
SHSE Ecole des StE-A Contamination pluri-métallique élevée, Niveau important de couvert végétal (approx. 60-70%)
Crassier métallurgique ~ Mines St StE-| Contamination pluri-métallique élevée, Niveau intermédiaire de couvert végétal (approx. 30%)
stéphanois Etienne, SPIN StE-R Contamination pluri-métallique élevée, Niveau faible de couvert végétal (approx. 5-10%)
QualiAgro-Feucherolles  INRA Grignon, FeTé Controble
UMR EGC FeFum Epandage de fumier de bovins
) FeBio Epandage de compost de Biodéchets (co-compostage ordures ménagéres et déchets verts)
Collaboration  pepyp Epandage de compost de déchets verts et boue (co-compostage de déchets verts et boues
VERI épurations urbaines)
FeOMR Epandage de compost d’'ordures ménageéres résiduelles (compostage aprés collecte sélective des

emballages « propres et secs »)




Yvetot ESITPA YvSI Prairie de Restauration (2 ans de Prairie) aprés 5 années de culture
Rouen, YvSili Prairie de restauration (2 ans de Prairie) aprés 6 années de culture
Labo. Biosol yyg Prairie temporaire (en blé lors du prélévement) dans une rotation culturale 2 ans mais-blé et 4-8
ans de prairie
YvSIV Prairie temporaire (5 ans de prairie lors du prélévement) dans un rotation culturale 2 ans mais-blé
et 4-8 ans de prairie
YvPP Prairie permanente (> 25 ans) avec couvert permanent et sans labour
YvGC Grande Culture crop (10 ans) sous gestion intensive (labour,fertilisation)
BioREco- Gotheron INRAAvignon GOBA Systéme en Agriculture Biologique ; variété "Ariane"
UERI GOBS Systéme en Agriculture Biologique ; variété "Smoothee = Golden Délicieuse"
Gotheron GOEA Systéme Econome en intrants (technicité maximale pour réduire la protection chimique), variété
"Ariane"
GOES Systéme Econome en intrants (technicité maximale pour réduire la protection chimique) ; variété
"Smoothee"
GORA Systéme Raisonné (généralement protection chimique, sans prise de risque) ; variété "Ariane"
GORS Systéme Raisonné (généralement protection chimique, sans prise de risque) ; variété " Smoothee"
Thil ISARA Lyon, ThTS Travail du sol tres Superficiel (moins de 5-7 cm de profondeur)
UPSP SCAB ThLA Labour Agronomique (labour hors-raie & 18 cm)
ThLT Labour Traditionnel ( labour avec une charrue classique a 30 cm)
ThTR Travail du sol Réduit (outil & dent type chisel a 15 cm sans retournement)
RENECOFOR * ONF FO08 Forét (Epicéa), département des Ardennes (08)
_ F57 Forét (Sapin Pectiné), département de la Moselle (57)
Sﬁ!i?b%iﬁg F76 Forét (Pin Sylvestre), département de Seine Maritime (76)
1 ' F63 Forét (Epicéa), département du Puy de Dome (63)
OPE-ANDRA ANDRA ANC Culture (Blé lors du prélévement)
ANF Forét (Hétre)
ANP Prairie Permanente




5.3. Protocole et procédures de préléevement

Compte tenu du nombre important de sites, et des contraintes de prélévement liées aux parametres
biologiques qui font que ceux-ci ne peuvent étre mesurés qu’en période d’activité favorable (printemps ou
automne), il a été décidé de réaliser une premiére campagne de prélévements au printemps 2009
(échantillonnage des sites de la moitié Nord de la France) et d’échantillonner au printemps 2010 les sites
situés dans la partie Sud, le site de ’ANDRA ayant été échantillonné au printemps 2011.

Les préléevements de sol et de faune ont été réalisés en méme temps (au printemps) alors que la flore a été
échantillonnée ultérieurement, au moment le plus propice de son stade de développement.

La conduite de cette seconde phase du projet nécessitant une part importante de coordination, celle-ci a été
confiée a I'Université de Rennes 1 (UMR EcoBio) qui avait précédemment réalisé le méme travail dans le
cadre du RMQS BioDiv (Cluzeau et al., 2012).

Pour chaque site, le gestionnaire a été chargé de définir 'emplacement exact des zones de prélévement en
fonction de stratégies propres au site (ex : gradient de contamination, d’'usage, de type de sol).

Un protocole de prélévement discuté collectivement et devant répondre aux objectifs de chaque équipe a été
adopté et il a été appliqué sur chaque site par une méme équipe de préleveurs (assurant la qualité des
prélevements). Le dispositif, se base sur les recommandations du groupe de travail du programme
Européen ENVASSO (Bispo et al., 2007; Kibblewhite et al., 2008) ainsi que sur le dispositif appliqué dans le
programme national RMQS BioDiv (Cluzeau et al., 2009 ; Cluzeau et al., 2012) et répond a la norme I1SO
d’échantillonnage 2311-6 : 2012 (en cours de publication).

Chaque zone de prélévement a fait ainsi I'objet d’une stratégie d’échantillonnage identique afin d’étre en
mesure de comparer les données issues des différents sites. Les prélévements ont été réalisés sur une
zone d’une surface de 100 m2 (10 m X 10m) sur chaque modalité, sub-divisée en 4 répétitions de 25 m?
(Figure ci dessous).
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Afin de pouvoir optimiser la mesure de certains paramétres biologiques, les prélévements de sols ont été
réalisés systématiquement en tout début de semaine sur les sites afin d’expédier les échantillons le plus vite
aux laboratoires (livraison par Chronopost contenant des accufroids pour maintenir une température
optimale). De ce fait, dans le cadre de ce programme, seul un site a pu étre échantillonné par semaine. Les
différentes étapes du prélévement sont détaillées ci-apreés.



» Etape 2 : Préléevement de sol par carottier (7 cm de diamétre) sur 0-15 cm de profondeur (en systéme
forestier, les horizons OL et OF sont enlevés, leur épaisseur respective est notée ; le prélevement de
sol se fait donc en intégrant I'horizon OH et A). Douze carottages sont réalisés par répétition de
maniére aléatoire, puis associés et répartis de maniére homogéne pour aboutir a un échantillon
composite qui sera ensuite subdivisé en parts égales. Afin de répondre aux besoins de différents
parameétres biologiques :

- une partie des sous-échantillons est tamisée a 6 mm, cela correspond aux paramétres :
nématodes (cf fiche outil « nématodes »), biomasse microbienne et extraction d’ADN,

- les autres échantillons de sol, non tamisés, conservent leur structure initiale pour la mesures
d’autres parameétres, a savoir : biomasse moléculaire fongique (cf fiches outil «biomasse
moléculaire fongique estimée par ergosterol»), abondance et biomasse microbienne (PLFA,
Pseudomonas), activités enzymatiques (cf fiche outil : «les activités enzymatiques »),
diversité métabolique potentielle (cf fiche outil « diversité métabolique potentielle »),
physico-chimie et I'archivage.

Ces échantillons sont pesés et expédiés aux différents laboratoires pour analyse. L’extraction d’ADN a été
réalisée par un seul laboratoire (GenoSol) qui a ensuite redistribué les ADN aux différents laboratoires
concerneés, permettant 'étude des paramétres suivants : diversité microbienne (cf fiches outil « Empreinte
moléculaire des communautés microbienne », « Diversité taxonomique microbienne»), biomasse
moléculaire microbienne ou fongique (cf fiches outil « Biomasse microbienne », « Biomasse moléculaire
fongique estimée par ADNr 18S »).

- Sol échantillonné au plante-choux (@ 7cm, 12 points/répétitions)
- Profondeurs -> 0-15 cm
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» Etape 3 : Préléevement des échantillons de sols pour la mésofaune (collemboles, acariens — cf fiche
outil « les microarthropodes »). Il se fait selon la méthode normalisée ISO 23611-2: 2006. Les
prélévements (1 par répétition) sont réalisés a I'aide d’'un plexis (6 cm de diamétre) sur une profondeur
de 5 cm. Les échantillons sont envoyés directement au laboratoire qui réalise I'extraction de la
mésofaune ainsi que sa détermination au niveau groupe fonctionnel.

JFigyre1, 2 et 3; Ftapes du p elevem nt de mésofau

> Etape 4 : Préléevement des lombriciens. IIEs sont pre evés selon la méthode adaptée de la norme ISO
23611-1 : 2006 qui combine une extraction chimique (formol) et un tri manuel (cf fiche outil « les vers de
terre »). Un prélévement est réalisé par répétition. Les lombriciens prélevés sont rapportés au
laboratoire ou ils sont déterminés finement au niveau spécifique et pesés individuellement.

Pour I'étude des biomarqueurs lombriciens, une solution formolée (Bouché, 1972) est appliquée a la
surface du sol, les lombriciens récoltés sont rincés a grande eau. 12 individus (adultes de préférence) d’une
méme espéce sont envoyés vivants dans des boites plastiques contenant leur sol d’origine, pour étre
ensuite analysés au laboratoire (cf fiche outil « Expression génique de la métallothionéine (MT) chez les vers
de terre (biomarqueur de contamination des sols par le Cadmium) »).

» Etape 5 : Prélevement de la macrofaune totale (prélévement réalisé par I'équipe de IRD Bondy ou
par équipe de 'INRA-PESSAC). Ces prélévements sont réalisés suivant la méthode TSBF (Tropical
Soil Biology and Fertility) modifiée pour étre adaptée aux milieux tempérés (Lavelle, 1988 ;
Anderson et Ingram, 1993) (norme : 23611-5, 2011). Cing répétitions sont réalisées par modalité.
Cette méthode combine I'extraction au formol (1,5 L de solution a 0.2% déversé 2 fois a dix minutes
d’intervalle) et un tri manuel d’'un bloc de sol (25 cm X 25 CM sur 15 cm de profondeur). Les
organismes récoltés sont conservés dans une solution a 4%, et rapportés au laboratoire ou ils sont
déterminés au niveau de I'ordre, puis si possible au niveau de la famille ou du genre.

Les étapes suivantes (6 a 8) ont été menées par les équipes porteuses du parametre biologique, et
selon des dates et des protocoles adaptés a ce paramétre.

> [Etape 6 : Etude du bioindicateur « escargot ». La bioaccumulation a été étudiée sur des escargots
de I'espece Cantareus aspersus (syn. Helix aspersa) placés dans des microcosmes (cylindre en inox
25x25cm) sur le terrain (cf fiche outil : « Les escargots »). Les escargots sont laissés sur site pendant
un temps défini (28 jours) puis ramenés au laboratoire pour étre analysés (spectrométrie d’absorption,
SAA ou ICPMS).

.l

» Etape 7: Etude du bioindicateur « Micromammifére». La bioaccumulation chez les
micromammiféres a été étudiée uniquement sur le site d’Auzon sur 3 secteurs présentant un gradient
de contamination sur des surfaces adaptées a l'aire de vie de ces vertébrés. Les micromammiféres sont



échantillonnés par piégeage létal. Les micromammiferes capturés sont congelés et rapportés au
laboratoire pour étre analysés (cf. fiche outils : « les micromammiferes »).

» Etape 8 : Etude des paramétres végétaux.
La liste des sites sur lesquels les paramétres végétaux ont été étudiés est reportée dans le tableau ci-

dessous.
Norp Bioaccumulation Omega3 PholtAozi)&netgese Dendrochimie
du site des ETM aminés
QualiAgro x
Thil x
BioREco-Gotheron x x
Yvetot x x
F76 x
FO08 x
F63 x
F57 x
Metaleurop (Bois) x x x x
GISFI-Homécourt x x x x
SHSE - Crassier x x x
Saint-Etienne
Auzon x x x x
ANDRA x x

Dans un premier temps, la végétation de chaque modalité a été prospectée afin d’identifier les principales
espéces dominantes représentatives des zones étudiées. Les prélevements des végétaux ont ensuite été
réalisés en fonction de la répartition des espéces végétales présentes et en fonction de l'indicateur étudié (cf
fiches outils : Les communautés végétales, Oméga3 et Photosynthése) :

Bioaccumulation des ETM : 2 stratégies de prélévements ont été réalisées : i) la premiéere (sur
Métaleurop, Auzon) a consisté a étudier les concentrations métalliques foliaires dans des
échantillons prélevés individuellement : les parties aériennes de 10 espéces dominantes ont été
prélevées de fagcon indépendante. li) la deuxiéme stratégie (sur tous les sites) a consisté a
étudier les concentrations métalliques foliaires dans des échantillons composites (« pool ») : les
parties aériennes de 5 espéces différentes présentes dans une méme zone ont été prélevées et
cet échantillonnage élémentaire a été répété 5 fois sur chaque modalité, en utilisant si possible
des mélanges d’espéces différentes entre chaque réplica (cf fiche outil : Les communautés
végétales).

Oméga 3: 4 a 6 espéces dans la mesure du possible communes a chaque parcelle ont été
identifiées. Un morceau de feuille de chaque espéce végétale est découpé a I'aide d’un ciseau
et les tissus foliaires prélevés sont placés dans des tubes en verre contenant un mélange de
méthanol et d’acide sulfurique, puis rapportés au laboratoire pour étre analysés (cf fiche outil :
Oméga3).

Photosynthése : 5 especes végétales différentes communes a chaque modalité ont été
identifiées. Les paramétres caractérisant le fonctionnement des systémes photosynthétiques ont
été mesurés directement sur le terrain : Photosynthése nette (Pn) a été mesurée sur chaque
échantillon, les autres paramétres (qP, PSII, Fv/Fm...) ont été mesurés sur des feuilles intactes
(cf fiche outil : Photosynthése).

Teneurs foliaires en Acides Aminés . 6 espéces végétales différentes communes a chaque
modalité ont été identifiées. Des échantillons de feuilles ont ensuite été prélevés, puis congelés
(azote liquide) et mis dans de la carboglace avant d’étre analysés au laboratoire par
Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) (Beckman system Gold).

Dendrochimie : Sur le site de Métaleurop 5 arbres ont été échantillonnés (Quercus robur et
Acer pseudoplatanus) sur différentes modalités et 10 arbres (Quercus robur) ont été
échantillonnés sur I'ensemble du site d’Auzon. Pour chaque arbre, deux carottes de bois
(superposées) a 1,30 m dans le tronc, ont été prélevées complétée par un prélévement d’écorce
(avec un emporte-piece). Les mesures micro-élémentaires ont ensuite été effectuées au
laboratoire par spectrométrie a dispersion d’énergie (EDS) et spectrométrie a sélection de
longueur d’onde (WDS), ces techniques permettant une mesure semi-quantitative d’'une large
gamme d’éléments, couplées avec une interface d’imagerie (microscope électronique a
balayage).



5.4 Gestion et traitement des données

Compte tenu du nombre important de données de mesures physiques, chimiques et biologiques recueillies
dans le programme et du besoin avéré de traiter de maniére hiérarchisée 'ensemble des résultats, il a été
décidé (i) de créer une base de données commune et (ii) d’harmoniser les traitements statistiques en
fonction des paramétres et des objectifs (ex : mise en évidence de doses-réponses, effet des paramétres
abiotiques sur les réponses biologiques, modélisation des données, identification des
complémentarités/redondances entre les outils, élaboration des valeurs de référence). Les différentes
étapes de constitution de la base de données ainsi que la démarche statistique développée par le groupe de
statisticiens « Biomath » et leurs principaux aboutissements sont détaillés dans Taibi et al. 2012.

6. Conclusion

Si la premiére phase du programme avait pour objectif de tester et de développer différents parameétres
biologiques dans plusieurs situations contrastées de sol, elle n'avait pas permis de les comparer et de juger
de leur complémentarité. Cette seconde phase du programme a validé ces différents bioindicateurs en
définissant leur domaine d’application (ex : surveillance de la qualité des sols, diagnostics de sols pollués,
requalification des sols délaissés, évaluation les modifications de pratiques agricoles ou sylvicoles). Cette
mesure de 'ensemble des paramétres biologiques sélectionnés sur tous les sites communs a également
permis de mieux qualifier ces outils biologiques (ex: amplitude des réponses a la présence d’'un
contaminant dans le sol ou a une modification du sol telle que le tassement, le changement d’'usage,
l'acidification, etc...) et d’évaluer leur sensibilité et leur robustesse (peut-on distinguer les réponses liées aux
variations naturelles des réponses liées a un contaminant ?). Bien qu’obtenues sur un nombre limité de
sites, les données de cette seconde phase du programme, complétées par celles acquises lors de la
premiére phase, constituent une premiére base de références facilitant I'interprétation des données
ultérieures et leur utilisation pour la surveillance et la protection des sols. Par ailleurs la consultation du
comité d’orientation a conduit a la sélection de bioindicateurs, ou de batteries de bioindicateurs, ou encore
d’indice agrégés en intégrant non seulement leur sensibilité mais également leur transférabilité (c'est-a-dire
applicabilité) vers les utilisateurs potentiels.

L’aboutissement majeur de ce programme unique a I'échelle européenne par la multitude de paramétres
testés et la variété des contextes étudiés, est la démonstration qu’il est possible de mettre en ceuvre
différents outils biologiques sur un site quel que soit son usage et qu’une partie de ces outils est déja en voie
d’étre transférée vers les utilisateurs. D’autres vont certainement bénéficier d’énormes avancées
technologiques et pourront étre utilisables par les acteurs de terrain dans un futur plus ou moins proche.

Enfin il apparait clairement que ces outils biologiques sont source d’informations complémentaires aux
analyses physico-chimiques classiques, renseignant notamment des risques de transferts des contaminants
vers les chaines trophiques ou informant de l'altération ou de I'amélioration de services écosystémiques
rendus par le sol. Par conséquent ces bioindicateurs peuvent constituer des outils d’aide a la décision dans
la gestion d’'un site pour son usage actuel (agricole, forestier) ou son usage futur (reconversion des friches,
gestion sites pollués a grande échelle).
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1. Contexte et objectifs du travail

La seconde phase du programme Bioindicateurs utilise les résultats acquis par plus de 20 laboratoires sur 47
placettes de prélevement (Pérés et al., 2012). Compte tenu du nombre trés important de données (>200 000), il
s’est trés vite avéré nécessaire d’harmoniser et de centraliser les résultats obtenus a travers la création d’'une
base de données accessible de tous. Celle-ci a ainsi permis la mise a disposition des résultats pour 'ensemble
des équipes en vue de croiser les données obtenues par des laboratoires différents et de faciliter la
manipulation et 'analyse des données. L’objectif des traitements de données exposés ici est de hiérarchiser les
bioindicateurs en fonction de leur sensibilité aux facteurs environnementaux et aux perturbations
(contaminations et usage du sol) d’'une part, et de proposer un indicateur agrégé de la réponse a ces facteurs
d’autre part. Finalement, une démarche de sélection des bioindicateurs intégrant des critéres de faisabilité pour
la mise en pratique et le développement de ces outils est proposée afin de moduler les résultats précédents par
la prise en compte de leur aspect technique et socio-économique. Cet article décrit brievement la méthodologie
statistique proposée par le groupe Biomath pour atteindre ces objectifs.

2. Création et fonctionnalité de la base de Données

Devant la multiplicité et 'hétérogénéité des données générées dans le cadre du programme Bioindicateurs 2 et
du besoin de regrouper et d’homogénéiser I'ensemble des résultats, il a été décidé la création d’'une base de
données permettant la gestion et I'aide au traitement de l'information. Ce développement constitue une étape
essentielle, car cette base est «l'outil-support» du programme, permettant de stocker en un endroit unique, sur
le long terme, de maniére harmonisée et structurée, 'ensemble des données recueillies. L'objectif final est de
pouvoir récupérer et manipuler facilement ces données, afin d’en faciliter le traitement, en particulier multi-
facteurs et inter-groupes de bioindicateurs.

2.1. Conception et développement

Un travail similaire avait été mis en ceuvre dans le cadre du projet RMQS Biodiv Bretagne (premiére phase du
programme ADEME), afin de concevoir la base de données DonECOsol (module d’EcoBioSoil, base de
données de I'Université de Rennes 1). Sa structure a été pensée de maniére a recueillir les données pouvant
étre générées dans le cadre de programmes de surveillance de la biodiversité des sols. Ce modéle de données
(Cluzeau et al. 2008) a donc servi de base de réflexion et a été adapté de maniére a répondre au mieux aux
objectifs et aux spécificitéts du programme Bioindicateurs 2, identifiés au cours d’'une phase essentielle
d’analyse des besoins.

Concernant le développement informatique du modéle créé, le choix s’est porté sur le Systéeme de Gestion de
Bases de Données Relationnelles (SGBDR : logiciel permettant de mettre en ceuvre une BDR) Microsoft Office
Access©, du fait de sa simplicité d’utilisation pour des personnes non averties, leur permettant de réaliser
facilement leurs propres requétes et de personnaliser leur interface de travail (base de données personnelle)
(figure 1).



Le développement de la base a débuté bien en amont des phases de préléevement, selon un processus de co-
construction avec I'ensemble des intervenants, qu’ils soient fournisseurs de données (préleveurs, gestionnaires
de sites, laboratoires), ou utilisateurs potentiels ('ensemble des équipes participantes, 'ADEME, les
coordinateurs de groupe, et Biomath). En ce qui concerne les fournisseurs de données, des questionnaires ont
été envoyés a chaque équipe, puis des entretiens ont été menés individuellement, afin d’identifier de maniere
précise 'ensemble des paramétres étudiés, ainsi que le format des données générées (types, unités...). La
synthése de ces informations a permis la construction du modéle de données spécifique, constitué de 42 tables,
stockant 361 paramétres. Parallélement, les utilisateurs ont été questionnés sur les besoins fonctionnels a
intégrer : droits d’accés aux données, fonctions accessibles via l'interface... Finalement, une formation leur a été
dispensée afin de se familiariser avec le fonctionnement de I'outil.
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Figure 1: Extrait du modéle logique de données de la base de données Biolndicateurs 2

2.2 Saisie et validation des données : une démarche qualité

A l'issue de la phase de modélisation, des fichiers modéles de saisie en format Excel ont été créés afin de
synthétiser 'ensemble des champs nécessaires a renseigner pour chaque fournisseur de données (formatage).
Le transfert des données a été automatisé via la création de formulaires de mise a jour des tables afin d’éviter
les erreurs de saisie. Pour améliorer la qualité de la saisie, des contrOles internes sont intégrés a certains
champs (par exemple, un champ devant stocker une valeur de pH contient un contrdle interne permettant de
détecter et signaler une valeur saisie non comprise entre 0 et 14), et des tests de vérification sont effectués
aprés saisie (calculs de moyennes ou de sommes devant étre comparables sur le fichier Excel et dans la base).

Une codification des données manquantes (échantillon non prélevé, données aberrantes...) a été appliquée.

Au terme de la phase de saisie, une étape importante de validation des données est mise en ceuvre : les
différents fournisseurs sont appelés a extraire et a valider leurs données intégrées dans la base. L’ensemble
des tables, des données disponibles a la consultation dans la base et leur définition sont présentées dans un
document, nommé « dictionnaire des données ».



2.3. Constitution de la base de données
Les variables présentes dans la base décrivent (voir détails dans Pérés et al., 2012) :
e les caractéristiques pédologiques et pédochimiques (variables physico-chimiques),
e les contaminations en éléments métalliques et organiques,

e la bioaccumulation des éléments métalliques dans les escargots (cinétiques et statiques), la
bioaccumulation des métaux dans les plantes, certains biomarqueurs, et les variables de stress des
plantes pour les sites contaminés,

e les communautés des microorganismes, de la mésofaune, de la macrofaune, et les indices de diversité
associés aux communautés de nématodes, de collemboles, et de lombriciens,

e |a diversité microbienne,
e les activités biologiques et enzymatiques des microorganismes du sol
o les métriques paysageéres et de description du paysage,

Parmi les 56 tables qui constituent la base, 42 regroupent les données mesurées in-situ par les 27 équipes
partenaires. La saisie des données physico-chimiques et biologiques a révélé la diversité des variables
représentant différentes formes d’indicateurs et de descripteurs du milieu environnemental. Afin de disposer de
données utilisables dans le cadre d’une analyse globale, et de simplifier les démarches analytiques des
partenaires, des sélections de variables ainsi que des regroupements de variables ont étés décidés sur la base
de I'expertise des porteurs d’indicateurs et de critéres statistiques (redondances, corrélations entre variables),
cela a permis la constitution d’'une base de données simplifiée.

Concernant les données physico-chimiques

Les mesures réalisées décrivent la fertilité (ex : N, P, pH) mais également la contamination de chaque modalité
(ex : concentrations en éléments traces métalliques, en HAPs, en pesticides organochlorés, en herbicides de
famille des triazines et urées substituées). Par convention, lorsque les valeurs étaient inférieures a la limite de
quantification, elles ont été remplacées par la moitié de cette valeur. L’'examen des données a montré de fortes
corrélations entre les HAPs, entre certains herbicides et I'aspect peu informatif de certains organochlorés. Afin
de concentrer I'information, de réduire le nombre de variables et de représenter la toxicité des contaminants
dans le sol, ces contaminants ont été sommés par famille chimique pour ne retenir dans la base de données
simplifiée que des valeurs telles que : la somme de 4 familles d’herbicides et la somme des herbicides (triazines,
urées substituées) ; la somme des HAPs légers, des HAPs lourds (plus de 4 cycles benzéniques) et la somme
des HAPs pondérés par un coefficient de toxicité ; la somme des ETMs pondérés par un coefficient de toxicité.

Concernant les données biologiques

Toutes les variables biologiques présentent un format numérique a I'exception du format matriciel des variables
de la diversité microbienne. Certaines des variables de mesures biologiques telles que les listes d’espéces ou
de taxons ont été jugées peu pertinentes sous forme de données brutes pour I'intégration dans un traitement
statistique global. Dans ce cas, le calcul d’indice ou le regroupement écologique plus intégrateur de I'information
ont été retenus pour construire la base de données simplifiée. Par exemple, les communautés de faune et
microfaune du sol, initialement décrites par les différentes espéces, sont in fine décrites par des abondances de
groupe écologique (groupe fonctionnel) ou des indices construits sur ce principe (voir construction des indices
dans les fiches outils « Les vers de terre », « Les nématodes »).

Toutes ces modifications de l'information initiale ont été réalisées par les porteurs d’indicateurs et le groupe
« Biomath » afin d’éliminer les parameétres redondants ou corrélés et d’aboutir a une base de données
« simplifiée» facilitant le traitement statistique. Ces bases de données sont accessibles a I'ensemble des
partenaires du programme Bioindicateurs 2 via les interfaces spécifiquement créées.

2.4. Interfagage

Une interface a été développée permettant la consultation conviviale, le tri et I'export simplifiés des données
saisies. Les tables de la « master DataBase » ne sont pas physiquement intégrées dans I'interface mais y sont «
liées. Ce principe de fonctionnement évite de surcharger et de « polluer » la « master DataBase » et permet
également a chaque utilisateur de personnaliser sa propre interface, ses propres formulaires et requétes, sans
rien modifier a la « master DataBase ».



Le fichier d’interface contient 42 requétes et 19 formulaires permettant la consultation de la base de données
compléete. La base de données et son interface sont accessibles aux utilisateurs sur un site internet, sécurisées
via un login et un mot de passe.

2.5. Automatisation des extractions des données

La « master Database » contient de nombreux paramétres et son modéle de données est complexe alors qu’il
faut en extraire des tableaux de données directement exploitables par des logiciels de statistiques. Par ailleurs,
la base ayant été alimentée en données tout au long du programme, le processus d’extraction de données a été
automatisé afin de pouvoir extraire rapidement les données a chaque mise a jour de la base (Dantan et al.,,
2012).

Le logiciel d’automatisation développé permet d’extraire les données depuis la « master Database » puis de
réaliser automatiquement des analyses statistiques préliminaires sur les données extraites (figure 2). Dans un
premier temps, le logiciel lit les tables, les paramétres et les modalités dont il faut extraire les valeurs. La liste
des variables a calculer est extraite d'un fichier de paramétrage externe pour éviter de recompiler le code source
du logiciel. La liste des modalités est directement extraite de la table des modalités contenue dans la master
Database. Enfin, pour chaque variable, les minimums, maximums, médianes, moyennes, écart-types (et autres
parametres) sont calculés puis écrits dans un tableau au format CSV.

>
& Logiciel d’automatisation

Fichier de

paramétrage - ——
variables - Liste des
variables

Liste des
modalités

Ecriture des
fichiers de
résultats

Fonction de Exécution
création des des
requétes requétes

Tableaux de
résultats

Données,
prélévements

5/

Figure 2: Architecture du logiciel d'automatisation

3. Homogénéiser le traitement des données

La qualité des données étant une question majeure et une garantie pour des résultats robustes (valeurs
manquantes, aberrantes, inférieure a la limite de détection,...), il a été proposé a I'ensemble des partenaires du
projet les mémes techniques statistiques. Une premiére étape du traitement des données a été de proposer en
2009 un carnet de route d’analyse statistique (Taibi et al. 2009). Celui-ci est constitué de plusieurs étapes, de
'examen des données jusqu’a I'analyse multi-variée. Il a permis de poser des questions relatives a la structure
de I'ensemble des données du programme et il constituait les bases nécessaires a une analyse statistique
élémentaire. Un travail en appui a été aussi réalisé a la demande pour permettre le traitement des différents
indicateurs.

De nombreuses questions relatives aux conditions d’application de différents types de test de comparaisons non
parameétriques, au choix des paramétres de centralités et de dispersion, a l'interprétation de certains tests de
'analyse multi-variée, de I'importance des tests de corrélation ont été discutées tout au long du programme. Ces
concertations ont constitué un préliminaire a la mise en place de la méthodologie appropriée pour I'analyse de
'ensemble des données. Succinctement, quelques méthodes utilisées sont présentées. Elles ont été proposées
aux partenaires du projet pour des analyses propres a chaque porteur de groupe biologique :

- Les valeurs aberrantes ont été identifiées grace a I'élaboration de boites & moustaches ou boftes de
Tukey et au test de Dixon. La médiane a été choisie comme caractéristique de tendance centrale.
En effet celle-ci n'est pas affectée par la présence des valeurs aberrantes.

- L’intervalle interquartile renseigne sur la dispersion. Les comparaisons et tests d’influence d’'un
facteur ont été établis a l'aide de tests non paramétriques tels que le test de Kruskal-Wallis ou
Mann-Whitney suivis de tests de classements tels que le test de Dunn.



- Pour diagnostiquer et évaluer les corrélations entre les différentes variables, on a utilisé les
coefficients de corrélation des rangs de Spearman. En effet les liaisons ne sont pas toujours
linéaires et ce coefficient est moins affecté par la présence de valeurs aberrantes.

- Les analyses factorielles de type ACP, AFC ou ACM ont été mises en ceuvre pour les analyses
multivariées (Thoisy-Dur et al., 2012).

- Pour les méthodes de classification non supervisée, la Classification ascendante hiérarchique en
utilisant l'ultramétrique de Ward a été appliquée. L’analyse discriminante linéaire de Fisher a été
utilisée pour classer des modalités et sélectionner les variables les plus discriminantes.

Cette méthodologie d’analyse statistique élémentaire constitue un préalable pour une analyse globale mettant
en commun I'ensemble des données, afin de mettre en évidence la sensibilité de 'ensemble des variables
biologiques aux facteurs environnementaux et aux perturbations définies dans le cadre de ce programme.

4. Démarche d’analyse globale

Une démarche d’analyse globale est proposée afin de déterminer la part des perturbations anthropiques
(comme la contamination) devant celles des facteurs environnementaux, tel que la variabilité pédologique
naturelle, les usages du sol mais aussi la structure du paysage, sur la réponse des organismes du sol. Une
sélection des diverses méthodologies connues a été effectuée afin de s’adapter a la structure du jeu de données
utilisé et de mettre en valeur la richesse des informations disponibles.

4.1 Définition de la base de référence

Afin de proposer un ordre de grandeur des variables biologiques mesurées en fonction de différents facteurs
environnementaux, les valeurs bornées de ces variables ont été décrites dans une base de référence. Les
premiers et derniers déciles (excluant les 10% des valeurs les plus basses et les 10% des valeurs les plus
hautes) ont été choisis pour la définition de ces bornes afin d’exclure les valeurs extrémes. Les valeurs en sites
contaminés sont différenciées des valeurs en culture, foréts et prairies non contaminées. Une présentation
(figure 3) illustrant ces gammes de valeurs a été préparée pour 'ensemble des partenaires.
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Figure 3. Valeurs de référence, pour les lombriciens dans les cultures, les prairies, les foréts et les sites
influencés par des activités industrielles (actuelles ou passées) définissant des zones contaminées et
regroupées sous le terme « friches industrielles ».

4.2 Intérét des gradients du jeu de données

L‘objectif étant de définir des batteries d’indicateurs sensibles a des facteurs anthropiques, un travail de définition des
facteurs a tester a été mené par le groupe Biomath. Les modalités des sites ont été définies a priori selon des
gradients de contaminations pour les sites pollués d’'une part, et d’autre part selon des gradients de nutriments
(carbone, azote) ou différentes pratiques agricoles (labour/non labour, Raisonné/Biologique/Economique, gestion des
rotations culturales). Ces différents gradients sont parallélement croisés avec des occupations différentes des sols
définies selon Corine Land Cover et distinguant cultures (C), prairies (P), foréts (F), et bois, friches, ourlets boisés (B),



Afin de développer un traitement statistique approprié (ex : analyses discriminantes et multivariées) permettant
de sélectionner des batteries d’indicateurs sensibles, a ces différents facteurs, il a été défini:

a. gradients de nutriments et des pratiques agricoles :
- Teneur en azote (utilisation de tous les sites agricoles),
- Teneur en carbone organique (utilisation de tous les sites agricoles),
- Rotation et logique de conduite sur prairies (utilisation des données du site d’Yvetot, « Yv »),
- Travail et profondeur de labour (utilisation des données du site de Thil, »Th »),
- Logique de conduite sur verger (utilisation des données du site de BioReco-Gotheron, « GO »),

- Type d’apport de matiéres organiques exogénes (Produits Résiduaires Organiques) (utilisation
des données du site de QualiAgro-Feucherolles, « Fe »).

b. gradients de contaminations :
- Concentration en polluants organiques : HAPs pondérés par leurs degrés de toxicité, teneurs en
triazines, (utilisation de tous les sites contaminés,
- Concentration en polluants métalliques : somme des ETMs pondérés ou non par leur toxicité
(utilisation de tous les sites contaminés),
- Somme des exces de transfert des ETMs dans les escargots, pour tester une bioaccumulation
dans les organismes indicatrice de toxicité potentielle, (utilisation de tous les sites contaminés),

- Contaminations croisées HAPs - ETMs (utilisation de tous les sites contaminés),

- Contamination croisée avec I'age du recouvrement végétal (utilisation des données du site de St
Etienne « Ste »),

- Contaminations croisées aux usages foréts et cultures (utilisation des données du site de
Metaleurop « Me »),

- Contaminations a I’Arsenic croisées aux usages des ourlets boisés (utilisation des données du
site d’Auzon « Au »).

Ces différents gradients sont utilisés sous forme de valeurs numériques pour former des classes. Les classes sont
utilisées en 'état ou construites en s’aidant de référentiels extérieurs (définition des bornes de chacune des classes)

- selon la méthode de classification de Ward pour I'ensemble des contaminations organiques, sur
tous les sites,

- en combinant les valeurs des vibrisses internes et externes des différents éléments métallique
d’aprés les données du RMQS (Villaneau et al., 2008) et les données INRA-ASPITET pour I'arsenic
(Baize, 2000) pour la contamination métallique sur tous les sites,

- enfonction de la distribution des valeurs des gradients définis ci-dessus, sur les sites agricoles et/ou
sites pollués concernés par la problématique étudiée (ex : non labour/ labour moyen / fort labour).

Ces classes permettent alors, dans les analyses décrites ci-aprés, de mettre en évidence la réponse des
organismes du sol en fonction de leurs variations.

4.3. Hiérarchisation de la sensibilité de I'indicateur

Dans le but de sélectionner des indicateurs sensibles, nous avons cherché a mettre en évidence les réponses
significatives de 74 variables biologiques a une perturbation liées a la contamination chimique ou une pratique
agricole. Les tests sont réalisés sur le jeu de données propre a la problématique abordée, les sites pollués et les
sites agricoles sont donc étudiés indépendamment. La distribution des valeurs de chaque variable biologique est
testée pour chaque facteur défini ci-dessus, par un test de Kruskall-Wallis ou selon le cas par un test de Mann-
Whitney. Les variables dites de bioaccumulation et d’exposition aux métaux sont testées sur sites pollués
seulement.

Les variables prises indépendamment sont testées pour chaque facteur. Un score est défini selon le résultat de
la p-value pour ordonner les variables biologiques : score=6 pour p<0,001 ; score=5 pour p<0,01 ; score=4 pour
p<0,05 ; score=2 pour p<0,1 et score=0 pour p=0,1. Les résultats de ces scores pour 'ensemble des facteurs
testés sont alors représentés sur des diagrammes en radar pour chaque variable biologique (figure 4). Une vue
d’ensemble de la réponse de chaque indicateur aux différents facteurs est ainsi obtenue et permet de rendre
compte de l'ubiquité de certains parameétres biologiques ou a l'opposé de leur spécificité a une question/
gradient (plus la zone de recouvrement du radar est importante, plus l'indicateur répond a I'ensemble des
gradients étudiés).



Figure 4 : réponse de deux indicateurs (ADNR 18S a gauche et abondance d’une catégorie écologique de lombriciens a
droite) aux facteurs de perturbations sur sites agricoles (a gauche) et sur sites pollués (a droite). Plus la taille de la branche
du radar est grande, plus la réponse au facteur est significative.
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4.4. Réle du contexte pédologique

Les variables sélectionnées par les analyses précédentes sont potentiellement indicatrices d’'une pratique ou
d'une perturbation. Les organismes et la biodiversit¢é du sol étant répartis selon les conditions
environnementales telles que les facteurs pédologiques et les types de sol, ceux-ci doivent étre pris en compte
dans la modélisation de la réponse d’un indicateur. La part de la variabilit¢ naturelle dans la réponse de
lindicateur a la perturbation est ainsi prise en compte. Un tel modéle de réponse de I'indicateur s’écrit donc de
la maniére suivante, la perturbation constituant le facteur a mettre en évidence. :

Indicateur biologique = perturbation + facteurs pédologiques naturels + usage du sol
4.5. Sélection de batteries d’indicateurs

Les analyses factorielles et les analyses discriminantes réalisées dans le cadre du programme ont pour objectif
de considérer 'ensemble des variables biologiques et/ou abiotiques de la base de données. Leur principe est de
déterminer une liste de variables dépendantes qui permettra d’expliquer les variations d’'un facteur donné, et par
extension, la liste des variables les plus impactées par ce facteur. Le grand nombre d’observations
indépendantes définies dans le programme et le trés grand nombre de variables biologiques a tester (une
centaine) nécessite des techniques d’analyse telles que les Random Forests qui acceptent les multi-collinéarités
afin d’aboutir a la sélection de batteries d’indicateurs sensibles aux différents facteurs.

A titre d’exemple, une sélection de variables sensibles aux contaminations métalliques par les ETM en inter-
sites (plusieurs sites contaminés par des niveaux variables de contamination ont été pris en compte), et
déterminées par la méthode des Random Forests (Laroutis et Taibi 2011) ont montré que certaines catégories
écologiques de lombriciens et de nématodes mais aussi certaines activités enzymatiques, discriminent
clairement le niveau de contamination en ETM (Thoisy-Dur et al., 2012). Par ailleurs, on peut également montrer
les variables impactées par les teneurs en Carbone organique sur sites agricoles par une analyse discriminante
(figure 5).



Figure 5 : Analyse discriminante sur les classes de Carbone organique, illustrée le long des axes 1 et 2 : les variables biologiques
permettant d’expliquer ensemble la teneur en carbone organique sont : le rendement d’extraction de 'ADN du sol, la biomasse
microbienne, I'ergostérol libre, la phosphatase alcaline, la phosphatase acide, la lippase, la galactosidase, la respiration spécifique,
la respiration, la fda, le nombre d'unité formant colonies, 'op16S, la biomasse rapportée au carbone total, le ratio plfa
saturés/monoinsaturés, les plfa gram-, I'arylamidase, la laccase, I'azote minéralisable, les plfa totaux et la xylanase.
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4.6 Vers un outil d’aide a la décision

La part de chaque facteur (perturbation anthropique, variabilit¢ pédologique naturelle, usages du sol mais aussi
structure, fragmentation et hétérogénéité du paysage) dans la sélection des indicateurs sensibles sera hiérarchisée
par des analyses multivariées et multifactorielles. La mesure compléte des variables environnementales en
complément des variables biologiques sur toutes les observations rend cette analyse effective.

Finalement, une analyse du role écologique des variables sélectionnées est proposée afin de définir quelles sont les
composantes de l'activité biologique impactée : la biodiversité, l'implication dans un cycle biogéochimique, une
fonction du sol (structure, décomposition, aération, résistance aux pathogénes...). Ce type d’analyse doit mener a
des résultats intégrant non seulement les perturbations directes, mais aussi les facteurs environnementaux, et
permettra d’'améliorer les outils d’aide a la décision pour la gestion de sites agricoles ou pollués.

5. Outils d’opérationnalité de I'indicateur

Dans une optique de développement de I'outil, les résultats précédents de sensibilité des indicateurs biologiques
nécessitent d’étre replacés dans un contexte de faisabilité technique d’'une part, mais aussi de compréhension
par le public des utilisateurs. Il a donc été décidé d’établir des scores permettant d’apprécier 'importance de ces
criteres dans le choix de I'utilisation de I'outil.

Au-dela de la capacité d’'un indicateur a distinguer des différences entre sites contrastées, de se comporter
differemment selon des usages du sol ou encore de donner des informations sur I'état d’'un sol, il est aussi
important que celui-ci soit opérationnel et réponde aux critéres des décideurs (Ritz et al , 2008). Une premiére
enquéte a été menée auprés des responsables d’indicateurs. Le questionnaire est structuré en trois grandes
parties rassemblant des critéres scientifiques, techniques et socio-économiques. Les questions posées sont de
type binaire (oui ; non) suivies d’une question ouverte « texte ». Une seconde enquéte a été lancée auprés de
deux groupes d’utilisateurs issus du comité d’orientation du programme Bioindicateurs 2, ceux des sols agricoles
(Agro) et ceux des sites et sols pollués (SSP). Les répondants devaient indiquer une note sur une échelle de 1 a
5 (1 prioritaire a 5 le moins important) et ce pour chaque critére cité. Les traitements qui en sont issus
permettent de pondérer les critéres en fonction des utilisateurs (Agro ou Sites et Sols Pollués).

Chaque indicateur renseigné peut étre traité de la maniére suivante : on somme le nombre d’occurrences
positives par batterie de critéres. Par exemple pour la question « Facilité d'acquisition des résultats », une
réponse positive indique une note de (+1). Alors qu’une réponse négative donne une note nulle.



Le score final pour chaque indicateur résulte des formules ci-dessous. Soient Ci les criteres étudiés et Wi les
coefficients standardisés associés aux groupes de critéres,

Sscien = Somme des notes (Cqgien) X Wgien
Siech = Somme des notes (Ciecn) X Wieen
Séco-socio = Somme deS nOteS (Céco-socio ) X Wéco-socio

Le dépouillement et le traitement de I'enquéte utilisateurs nous fournissent les rangs moyens notés Ri et ce pour
chaque groupe d’utilisateurs (Agro ou Sites et Sols Pollués)Nous déduisons donc les poids Wi, €t Weco-socio- L€
coefficient W scien découle quant a lui des calculs de sensibilité. Nous pouvons assigner par exemple une
valeur résultant des tests statistiques Il est a préciser qu’il faut attribuer un poids plus élevé a la sensibilité d’'un
indicateur qu‘aux critéres techniques ou socio-économiques.

Finalement, le score est donné par : Score (total) = Sgien final ( Siecn final + Sgco-socio final )

L’'analyse de I'arbre de décision ci-dessous permettra de confirmer les résultats obtenus lors du calcul des
scores de chaque indicateur.
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6 .Conclusion

Par une approche pluridisciplinaire, le groupe Biomath a établi un carnet de route et un canevas de démarches
communes d’analyses destinés a I'ensemble de responsables d’indicateurs, des groupes biologiques ou des
responsables de sites. La mise en ceuvre par les utilisateurs s’est trouvée facilitée du fait de 'accés a une de
base de données commune, ainsi qu’a la matrice (réduite) des paramétres physico-chimiques. De plus tous les
outils biologiques ont été mis en ceuvre sur les mémes sites et au méme moment par les mémes gestionnaires.

Les travaux de recherche « mono indicateur » permettent d’établir les valeurs de références, de mettre en
évidence la sensibilité & un environnement donné (pratiques agricoles et usages/stress chimique) et de classer
les indicateurs tout en prenant en compte la pédologie.

L’approche globale ainsi que la démarche pour la sélection d'une batterie d’indicateurs explicatifs et
discriminants pour un stress donné a l'aide des méthodes non supervisées telle que la méthode des foréts
aléatoires (Laroutis et Taibi, 2011) donnent des résultats probants dans des contextes d’évaluation de I'état du
sol a la fois complexe et dynamique.

Le sondage des utilisateurs versus experts apporte une plus-value pour le choix d’un indicateur dans le sens ou
le critere de sensibilité est certes nécessaire mais non suffisant, et ceci doit étre complété par des études
confirmant son opérationnalité. Finalement la complémentarité entre réponses a dire d’experts, celles des
utilisateurs et les résultats fondés sur les analyses statistiques permettent de calculer un score final pour chaque
indicateur.

Nous projetons de construire un indice fonctionnel d’état d’'un sol a 'aide d’'une démarche établie qui tienne
compte de lintégration des propriétés physicochimiques, microbiologiques, biologiques nécessaire pour établir
cet indice (Taibi et al.,2011 & 2012). Cet indice peut étre défini comme le plus petit ensemble de paramétres,
qui, mis en relation permet de renseigner sur la capacité d'un sol a avoir une fonction donnée.
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