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DESCRIPTION DE LINDICATEUR

Nom de Pindicateur : Fonctionnement de I'appareil photosynthétique des plantes supérieures, bio-indicateur de la conta-

mination des sols.
Chaleur
Fluorescence

Encrgie lumineuse =

Principe du bio-indicateur :

La photosynthése est une voie centrale du métabolisme
cellulaire. C'est le processus biologique qui permet
aux plantes supérieures, en présence de lumiere, de
fixer le CO2 atmosphérique pour produire de la matiére
organique (Fig. 1). Elle se déroule en 2 étapes :

Feulie Réactions

* la premiére consiste a capturer I'énergie lumineuse
photochimaques

et a la convertir en énergie chimique afin de synthé-
tiser du NADPH et de I'ATP, éléments essentiels au

métabolisme cellulaire,

* la seconde consiste en I'utilisation de ces molécules
énergétiques afin de réduire le carbone, fixé sous
forme de CO2, et de le transformer en composés
organiques.
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L'énergie lumineuse absorbée par 'appareil photosyn-
thétique n'est pas totalement transformée en énergie
chimique. Ainsi, si I'activité photosynthétique est pertur-
bée par un environnement défavorable, la dissipation
d'énergie sous forme de chaleur et de fluorescence chlorophyllienne devra compenser cette baisse. La fluorescence
des chlorophylles a est considérée comme un indicateur intrinséque précis des premiéres étapes de la photosynthese,
et son intensité est inversement liée au rendement photosynthétique et donc de la vitalité des végétaux. Les parametres
de caractérisation du fonctionnement de I'appareil photosynthétique, et en particulier des photosystemes Il (PSI), sont
sensibles aux conditions environnementales des plantes ( Buonasera et al, 201 1) et ont été proposés comme moyen
de "biomonitoring" dans des stratégies d’amélioration des productions agricoles (Baker et Rosenqvist, 2004 ; Bourrié,
2007) et en écotoxicolgie (Bi Fai et al, 2007). RéEcemment, la technique de mesure de la fluorescence chlorophyllienne
en lumiére modulée s’est imposée pour caractériser la performance des appareils photosynthétiques par sa rapidité,
sa simplicité, sa fiabilité et surtout par son caractere non invasif et la possibilité de réaliser des mesures in situ en routine.

Figure 1 : Mécanisme simplifié du processus de photosynthese.

DESCRIPTION DE LA METHODE

Les analyses sont réalisées in situ par des personnes spécialisées dans les domaines de la systématique et de 'écophy-
siologie végétale. Elles sont effectuées systématiquement pendant la période du maximum de végétation entre mai et juin.
La démarche a suivre consiste en plusieurs étapes.

Etape 1 : Pour chaque site, des modalités différant dans le niveau de pollution du sol ou dans la nature de 'occupation vé-
gétale ont été caractérisées. Ensuite des modalités témoins avec des pollutions relativement faibles a absentes ont été
identifiées. Une sélection de b especes végétales dominantes, de préférence communes dans les modalités de chaque
site, a été réalisée.

Etape 2 : Etude du fonctionnement du systéme photosynthétique (Fig. 2).



.

= Mesures de la Photosynthése nette (Pn) : les mesures ont été réalisées a 'aide d’un appareil portable Li-Cor modele
6400 (Lincoln, NE, USA) (Fig. 2). L'appareil comporte une console contenant I'électronique et I'ensemble de régulation
du flux d'air. La console est reliée a une pince qui vient enfermer la feuille dans une chambre étanche de 2x3 cm?.
L'hygrométrie de I'air est régulée a 30% d'humidité relative par passage sur de la drierite. La teneur en CO2 est
ajustée a la valeur de 360 pmol CO2.I"" par un injecteur 2 CO2 (LI-Cor 6400-01, Lincoln, NE, USA) qui utilise comme
source des cartouches sous haute pression de CO2 liquéfié. Les concentrations en H20 et en CO2 a I'entrée et a la
sortie de la chambre sont déterminées par deux spectrophotométres & infrarouge placés directement dans la pince.
La température de la chambre est fixée & 23°C, elle est contrélée par deux systeémes de refroidissement thermoé-
lectriques (effet Peltier) et mesurée par un thermocouple placé sous la feuille. La feuille est éclairée par une source
de lumiére constituée du module LI-Cor 6400-02 LED (Lincoln, NE, USA). Elle recoit 1500 pmolm=2s™, l'intensité
lumineuse est mesurée par un capteur a diode de silicium placé directement dans la source. Au cours d’'une mesure,
l'analyseur enregistre régulierement le flux de la pompe et les variations des taux de CO2 et d'H20 dans le circuit.
Une mesure sur les feuilles de chaque plante a été réalisée. 6 mesures par espéce végétale et par modalités ont été
réalisées.
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Figure 2 : Instruments de mesure des parametres caractérisant le fonctionnement des systémes photosynthétiques des plantes.

= Mesure de la fluorescence des chlorophylles a : les parametres mesurés permettent de déterminer le fonctionnement
des PSII et notamment de I'antenne collectrice et de la transmission de I'énergie lumineuse en énergie potentielle
électrochimique. Les paramétres mesurés sont obtenus sur des feuilles intactes a 'aide d'un systeme PAM FMS 1
« Pulse Amplitude Modulation Fluorescence Monitoring System 1 » (Hansatech Instruments, Norfolk, UK). Ce
systeme de mesure repose sur l'utilisation d'une lumiere continue de trés faible intensité, d'une lumiere actinique,
d’'une lumiere modulée, et d’'un flash de lumiére saturante. Différents paramétres sont suivis, nous présenterons
les paramétres que nous proposons comme bioindicateurs potentiels de la qualité des sols. Ce sont :

- Fo : fluorescence a I'état initial. Ce paramétre évalue lintensité de la fluorescence lorsque tous les centres
réactionnels du PSII sont ouverts (quinones oxydées). C'est la fluorescence minimale obtenue lorsque les plantes
sont adaptées a l'obscurité.

- Fv/Fo : production primaire maximale des PSIL. Il caractérise le rendement quantique potentiel des PSII ce
qui permet d’estimer la capacité de photosynthése des feuilles.

- Fv/Fm : efficience photochimique maximale des PSII. Ce paramétre traduit I'efficacité des PSII a utiliser la
lumiére pour la conversion photochimique. Sa valeur de référence est proche de 0.8 chez une plante saine.
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- ([)PSII : efficience photochimique effective des PSII sous un éclairement donné. Ce parametre dépend de
la fraction des PSII ouverts et traduit 'efficacité des PSII a utiliser 'énergie lumineuse.

- NPQ : quenching non photochimique. Il évalue la mise en place des mécanismes de photoprotection se
traduisant par la dissipation de I'énergie en excés sous forme de chaleur.

- qP : quenching photochimique. Ce paramétre permet d'estimer la concentration relative des centres ouverts
et ainsi de déterminer la capacité des PSII a atténuer la fluorescence par leurs capacités a initier le processus
photochimique.

Hormis Fv/Fm, aucun des parametres de caractérisation du fonctionnement des systémes photosynthétiques ne
présente de valeurs de référence, d'ou la nécessité d'une modalité « référence » dans chaque site. 6 mesures par
espece végétale ont été réalisées.

Etape 3 : Normalisation des données : Pn

Les parametres mesurés ont permis de développer un indice de performance IPSP = / /
Fv/Fm+ (NPQ/qP
des systemes photosynthétiques (IPSP) : (NPQ/qP)

Afin de contourner la problématique d'une flore différente dans les modalités d’'un méme site, le protocole de
normalisation des données développé par Le Guédard et Bessoule (201 1) a été appliqué sur les données de I'lPSP
et a permis d'assigner une note relative & chaque modalité de chaque site atelier. LIPSP varie de 0 a 1 ; plus la
valeur est proche de 1, plus les caractéristiques physico-chimiques du sol ont un effet modéré sur l'activité des
systemes photosynthétiques.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Pour montrer la pertinence du suivi du fonctionnement des appareils photosynthétiques chez les végétaux dans
I'évaluation des risques associés a la pollution de sols, des mesures ont été réalisées en mai 2009 sur le site
expérimental de Homécourt (54) et en mai 2010 sur la friches industrielle "Vielle Usine" & Auzon (43) et sur un
crassier industriel proche de Saint-Etienne (42). Ces sites sont caractérisés par des pollutions polymétalliques (Pb,
Sb, Zn, As,...). Différentes modalités ont été définies pour chaque site en fonction du niveau de pollution et/ou de
la nature de la végétation.
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- Figure 4 : Cercles de corrélation montrant la distribution des paramétres
Figure 3 : Gamme de variation de lindice de performance des de l'activité photosynthétique chez des plants de Rubus sp. indigenes au
systemes photosynthétiques des especes végétales dominantes site d’Auzon. Rouge, noir, vert et violet : modalités contaminées. Bleu, mar-
dans les sites ateliers du programme Bioindicateur de la qualité ron et gris : modalités témoins.
des sols 2. BH : Bois hydromorphe, B : Bois, OB : Ourlet boisé, F : Friche, P : Prairie

Les résultats obtenus sur les 7 modalités identifiées sur le site d’Auzon sont représentées dans la figure 4. Les
corrélations entre la photosynthése nette (Pn), les paramétres de fluorescence des chlorophylles a et les niveaux
de pollution et la nature de la végétation montrent que le fonctionnement des systémes photosynthétiques est
différente chez des plantes développées sur des modalités témoins et polluées. Cette étude permet de montrer
que l'efficience des systémes photosynthétiques des plants de ronce est insensible a 'occupation des sols. L'étude
de la performance des systémes photosynthétiques chez des plants d'onagre développés spontanément dans les
modalités des sites de Saint-Etienne et de Homécourt permet d'identifier les différentes modalités de chacun des
sites ateliers étudiés (Fig. 5).
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Figure 5 : Cercles de corrélation montrant la distribution des paramétres  fonction du niveau de contamination. Les lettres indiquent pour un
de l'activité photosynthétique chez des plants de Oenothera biennis L. parametre les différences significatives (p<0,05, Test de Mann et
indigénes aux modalités des sites de Saint-Etienne (StE-A, Ste-R et Ste [)  Whitney).

et de Homécourt (GHM et GHF). Occupation végétale :

Niveau de pollution : P : Prairie,
C2 : sol moyennement contaminé B : Bois,
Les teneurs totales en As et en Pb dans les sols des 7 mo-  ¢3: sol fortement contaminé BH : Bois hydromorphe,
dalités du site d’Auzon montrent des niveaux de pollution ~ TE:modalité témoin, OB : Ourlet boise,
CO : modalité Contaminée F : Friche.

trés élevées dans les zones contaminées. Néanmoins, les
teneurs dans les modalités témoins sont plus élevées que les valeurs de constat d'impact pour I'As (37 mg/Kg).
Les notes relatives des indices IPSP sont plus faibles dans les modalités contaminées que dans les modalités té-
moins. La modalité bois contaminé (AUBCO) présente une note relative faible de I'indice IPSP (0,3), traduisant une
inhibition significative du fonctionnement des appareils photosynthétiques des plantes indigénes a cette modalité.
Néanmoins, la caractérisation physico-chimique des sols montre que cette modalité est la moins contaminée dans
le site. Afin d’expliquer ce résultat, il serait pertinent d’étudier I'impact de certains polluants organiques sur le fonc-
tionnement des systémes photosynthétiques. En effet, de plus grandes concentrations en di ATR, en fénuron et en
isoproturon ont été déterminées dans le sol de cette modalité. Lindice IPSP semble décrire I'état global de I'envi-
ronnement des plantes et de son action sur leur développement et non uniquement de la pollution en éléments
traces métalliques (ETM) des sols.

Les résultats obtenus permettent de confirmer la pertinence d'utiliser cet indice pour définir la qualité d'un sol en
supplément des analyses physico-chimiques classiques du sol.

INTERETS ET LIMITES DE LINDICATEUR

Intérét de I'indice IPSP : Limites de I'indice IPSP :

= Mesures des parameétres effectuées in situ grace & des appareils = Obligation d'une modalité de référence avec des
portables. conditions optimales pour le développement des

= Mesures rapides et non destructrices du matériel végétal. plantes.

= Indice permettant de classer les modalités en fonction = Topographie du terrain et conditions clim?ti,qu?s
de la présence ou non de contamination des sols. doivent étre appropriées au transport et a l'utili-

: . . . - sation des équipements de mesure.
® [ndice complémentaire aux analyses physico-chimiques.

= Nécessité d'un utilisateur spécialisé dans le do-
maine de I'écophysiologie et de la systématique
végétale (Bac+2).

m Test sensible car il permet de caractériser la qualité d'un sol
avant I'apparition de symptdmes de stress au niveau des plantes.
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