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Regsume

La contamination des sols par les ETM est ’'un des problémes environnementaux les plus
importants qui posent un risque majeur & la vie humaine, demandant ainsi des mesures
urgentes de réhabilitation appropriées et durables pour réduire leurs impacts. Dans ce cadre,
I’objectif de ce travail est de proposer des solutions pour décontaminer le sol de la mine de fer
d'Ait Amar (région d’Oued Zem, Maroc). L’étude de la potentialit¢ de 1’espece végétale
Eucalyptus globulus d’étre utilisée comme plante phytoremediatrice et 1’utilisation des
amendements organiques (biochar et fumiers) dans des cultures de 1’orge et du mais pour

renforcer leurs capacités de phytoremediation, ont été teste.

Les résultats montrent que la longueur des tiges, la surface foliaire et la teneur en pigments
d’Eucalyptus globulus ont été légerement affectés dans le sol de la mine comparativement aux
autres sols (sol de référence et sol témoin). Cette espece a montré une grande capacité pour
accumuler des ETM comme le Fe et le Zn (Fe > Zn > Cu > Cr) et les piéger dans son systéeme
racinaire. Ce résultat montre bien que cette espéce végétale peut étre exploitée dans des
programmes de phytoremédiation des métaux dans les sols des mines. De méme, les résultats
obtenus montrent également que I’utilisation des amendements organiques dans le sol
contaminé par les ETM a réduit la phytotoxicité du sol de la mine d’Ait Ammar sur I’orge et
du mais. Les biochar et le fumier ont amélioré les valeurs des traits morphologiques et des
teneurs en chlorophylle des especes étudiées par rapport aux plantes cultivées sur le sol de la
mine sans amendements. Donc les amendements organiques testés peuvent étre utilisés dans

la phytoremediation des sites contaminés par les éléments traces métalliques.

Mots clés: Mine de Fer, bioremediation, phytoremediation, espéces végétales, amendements

organiques.
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Wbstract

The contamination problem left by abandoned mines is huge and demands appropriate and
sustainable mitigation measures. As such, the aim of the present work was to propose
solutions to decontaminate the soil of the iron mine of Ait Amar (region of Oued Zem,
Morocco). For that, two studies were carried out: the first concerns the study of the
potentiality of the plant species Eucalyptus globulus to be used as a phytoremediatrice plant.
The second study interested in strengthening phytoremediation through the use of organic

amendments (biochar and animal manure).

The results showed that stem length, leaf area and pigment content of Eucalyptus globulus
were slightly affected in the mine soil compared to other soils (reference soil and control soil).
This species has shown a great ability to bioaccumulate ETMs such as Fe and Zn (Fe> Zn>
Cu> Cr) and stabilize them in its root system. This result shows that this plant species can be
exploited in metal phytoremediation programs in mine soils. Similarly, the results also
showed that the use of organic amendments in contaminated soil reduced the phytotoxicity of
ETM in the Ait Ammar mine soil on barley and maize. Biochar and manure improved the
morphological traits and chlorophyll content of the studied species compared to plants grown
on the mine soil without amendments. So the tested organic amendments can be used in the

phytoremediation of sites contaminated by metallic trace elements.

Key words: Iron mine, bioremediadition, phytoremediation, plant species, organic

amendments.
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Wbrgviations ¢t synonygmes

BAF . Facteur de bioaccumulation

CEC :  Capacité d’échange cationique

CS : Sol contaminé de la mine

Eh . Potentiel redox

ETM . Eléments traces métalliques

Fv/Fm . Efficacité maximale du photosysteme Il
GP . Pourcentage de germination

ICP-MS :  Plasma a couplage inductif avec détecteur de spectrométrie de masse
MDA :  Teneur en malondialdéhyde

MO : Matiere organique

P.P . Pourcentage de phytotoxicité

PS : Poids sec

REF : Sol de référence de la mine.

ROS . especes réactives d’hydrogene

RWC : Teneur relative en eau

SMMPC :  Société Marocaine des Mines et des Produits Chimiques
T . Indice de tolérance

TBA :Acide thiobarbiturique

TCA :Acide trichloroacétique

TF . Facteur de translocation

®PSII : Rendement quantique du PSII

XI



lsiste degs tablgaux

Tableau 1: Concentrations de certains métaux dans certaines zones de mines ............ccccceeeecvveeenennenn. 14
Tableau 2: Les principales Mines du MAIOC. ..........ccuuueeciueeieeiieeeeecee e e e s cae e e stae e e s eree e e e saaaee e eeareeas 16
Tableau 3: Caractéristiques physico-chimiques du sol contaminé et du sol de référence. ................... 32
Tableau 4: Les espéces végétales sélectionnées pour cette Btude. ...........ccuueeeeeeciiiiveeeeeeeececiiiieeeeeeeenns 34
Tableau 5: Les caractéristiques physico-chimiques du sol de référence naturel, sol de référence du site
AAit AMMQT, PTRST €1 LUFQ 2.2. ..ooooeeeee ettt ttte e st e e st e e s stte e e s sbte e e s sbaeeessbeaeessneeeessanes 52
Tableau 6 : Les concentrations totales des ETM dans le sol de référence naturel. ..............ccceeeennenn. 54
Tableau 7: Effets des métaux (Cd, Fe et Zn) sur le taux de germination des graines. ........................... 60
Tableau 8: le pourcentage de germination des graines germées dans le Lufa 2.2 en présence des
différentes concentrations du Cd, FE €t ZN. ...........ccoucueeiiecieiiieiiieeeccieee ettt e et e e ssrtee e s sraeeesssreeeessanes 68
Tableau 9: : le pourcentage de germination des graines testées dans le Sol de la mine de fer d’Ait
AIMMIQE . oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaeeaasaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaeaeaaaaaaaeeens 73
Tableau 10: Résultats de I'analyse de variance sur les parametres mesures............cccocecveeeeecveeeeecnenn. 83
Tableau 11 : Teneur moyenne en métaux (ug g™*) dans les racines et les feuilles d'Eucalyptus globulus
exposés aux sols témoins (CTL), de référence (REF) et contamings (CS). .......cccoueeevuvevceeeciveesiieeeirneennnes 87
Tableau 12: Facteurs de bioaccumulation d’E. globulus pour les racines (BAF,..ines) €t les feuilles
(BAFreuies) et facteur de translocation (TF), sous le sol contaming (CS)..........cccuvevveninveevcneencnereenn, 88
Tableau 13: L’effet des amendements organiques sur le pH et la conductivité électrique du sol. ....... 96

Xl



lsiste degs figures

Figure 1: Potentiel relatif d'absorption et de bioaccumulation des ETM chez les espéces végétales. .. 11

Figure 2: Les étapes de la remédiation d'un site contaminé avec des déchets miniers. ....................... 19
Figure 3:Techniques de remédiation des ETM dans les sols contamings. ............ccceevveeevcveeeesiveeennanns 20
Figure 4: Localisation du gisement d’Ait Ammar sur un extrait de la carte du Maroc...............cuuueeuue. 29
Figure 5: Photo montrant le gisement de fer d’Ait AMMQT .............cccouveeiecviieeecciiee e ecee e ecaeee s 31

Figure 6: Localisation du point du sol de référence naturel (Sol Naturel) et le point le plus contaminé
o [ I L =R 0011 =T I 3 SR 36
Figure 7: Sélection des plantules d’Eucalyptus globulus et mise en culture dans les différents types de

SUDSEIats ULIlISEES dANS 1€ TESL. .........ueeieeiieieiiee ettt e et e e e s e e e e s abe e e e s sbee e e sabeeeeennseeas 39
Figure 8: Les plantes d’Eucalyptus globulus dans des pots arrangés dans des bassines et placées dans

G CAAMBIE A CUILUIE. ...ttt e ettt e e et e e e et a e e e e bte e e s ebteeeeebteeesebeneeeeseeeesannes 40
Figure 9 : Protocole d’extraction des métaux a partir des racines et des feuilles des plantes. ............. 44

Figure 10: les amendements utilisés dans ce test: le biochar avant (A) et apres (B) broyage et
tamisage et les fumiers d’animaux avant (C) et apreés (D) broyage et tamisage a un tamis de 2 mm. 45
Figure 11: Dispositif de culture de I'orge et du mais dans les différents traitements. ............cccoueeenne. 47
Figure 12: Longueur des racines (barre noire) et des tiges (barre grise) de I'orge (A, B et C) et du blé

(D, Eet F) en présence du Cd, FE €t ZN...............uueeeecueeeeeciieeeeeciee e eectee e eetae e e staee s stae e s entaea s e sabaae e enreeas 62
Figure 13: Longueur des racines (barre noire) et des tiges (barre grise) du mais (A, B et C) et du

fenugrec (D, E et F) en présence du Cd, du FE €t ZN. .........c.ueeeueeecieeeiieeeciee e ecieeecteeesreeseteeesveeesrne e 63
Figure 14: Longueur des racines (barre noire) et des tiges (barre grise) du haricot en présence du Cd,
QU FE 1 AU ZN. ettt ettt ettt ettt st e st e s bt e s abe e s bt e e s abeesabaeesabeesabeesnteesabeeenanes 64
Figure 15: Effet des trois métaux (Cd, Fe et Zn) sur I'indice de tolérance de I'orge (A), du blé (B), du
mais (C), du fenugrec (D) €t du RArICOL (E). .........uueeeeueeeeeeciiiee et eecteee e ettt e e ectte e e e et e e e eerteeeseaaaeaeeanes 66
Figure 16: Longueur des racines (barre noire) et des tiges (barre grise) de I'orge (A, B et C) et du mais
(D, E et F) en présence du Cd, AU FE €t AU ZN..............oceeecueeieeiieee e eeciee e eetaee e e itee e e vae e esrae e e areeas 71
Figure 17: Longueur des racines (barre noire) et des tiges (barre grise) du fenugrec en présence des
trOiS MELAUX (CU, FE @1 ZN). oot eette e et e e et e e etaee e e eataee e e beeeeesbreeeeenteeas 72
Figure 18: Indice de tolérance de I'orge, du mais et du fenugrec en présence des trois métaux (Cd, Fe
1 4 () SRRt 72

Figure 19: Longueur des racines (barre noire) et des tiges (barre grise) de I'orge (A), du mais (B) et du
fenugrec (C) cultivées sur le Sol de la mine de fer d’Ait AMMQTr. .............c.ooeeeciieeeeciiieeeeeiiee e 74
Figure 20: Indice de tolérance de I'orge, du mais et du fenugrec cultivées dans le Sol de la mine de fer
QVATE AMIMQE. .ttt ettt ettt sttt e s be e s abe e s abe e s bee e s abeesabaeesabaesabaeesabaesabaesaaeesabaeenanes 75
Figure 21: Valeurs moyennes des tiges (cm) d'E. globulus exposées aux sols témoins (CTL), de
référence (REF) et contaminés (CS) apres 0 (T0), 15 (T15), 30 (T30), 45 (T45), 60 (T60) et 75 (T75) jours
Q'@SSQUS. weevuveieie ettt ettt sttt ettt e ettt st e bt e s b et e h bt e st e e e be e e e be e e bbe e atee e baeesabeesbeeeaateesbaeenares 83
Figure 22: Valeurs moyennes de la surface foliaire (cm2) d'E. globulus exposées aux sols témoins

(CTL), de référence (REF) et contaminés (CS) aprés 15 (T15), 45 (T45) et 75 (T75) jours d'essais. ........ 84
Figure 23: Teneur relative en eau et teneur en MDA des plantes d'E. globulus cultivées sur les trois sols
(sol témoins (CTL), sol de référence (REF) et sol contamings (CS)). ......cccoueeeecueeeeciieeeeeiieeeeeceee e 85

Xl



Figure 24: Teneur en Chla, Chlb, Chl(a/b) et Caroténoide des plantes d'E. globulus cultivées sur les
trois sols (sol témoins (CTL), sol de référence (REF) et sol contamingés (CS)). .......ccccovueeeevvveeeicveeeennnnn. 86
Figure 25: Valeurs moyennes de la Fv/Fm ratio et le rendement quantique (DPSI) d'E. globulus
cultivées sur les trois sols (sol témoins (CTL), sol de référence (REF) et sol contaminés (CS)). .............. 87
Figure 26: Les plantes de I'orge (A) et du mais (B) aprés 30 jours de culture dans les différents types de
ErQUEEIMENTS. ...eeeieiee ittt ettt e e e e s ettt e e e e e s e b b et e e e e e e s s sabetaeeeeee s nssbaaaeeeeeesaasnneeeeeens 97
Figure 27: Longueur des racines et des tiges, longueur totale de la plante et le diamétre de la tige de
I'orge (A, B et C) et du mais (D, E et F) en présence des différents traitements. .............cccooueeeecvvveeennns 98
Figure 28: Longueur des feuilles, nombres des feuilles et la surface foliaire de I'orge (A, B et C) et du
mais (C, D et E) en présence des différents traitements. ............cceeeeceuveeeeciveeesciiieeeecieeeeecaeeeesaaeee e 100
Figure 29: Teneur relative en eau et la matiére séche des tiges et des racines de I'orge (A et B) et du
mais (C et D) en présence des différents traiteMeENts. ..........cccueccueeceeeecieeeiieeeiieeeceeesreeseessaeesree e 102
Figure 30: Teneur en Chlorophylle a, Chlorophylle b, Chlorophylle (a+b) et Caroténoide des plantes de
I'orge et du mais cultivées en présence des différents traitements. ............cccoeccveeeeiiveeeeeeciveeescineeen. 104

XV



Table des maticres

Fichg presentatiVvg d@ 18 thEZS@. . ettt \Y
RESUME .t Vil
LS T1 8 oY SRR IX
7 O OO OO OO OO OP SO TTSRURSRTIR X
TIDrEviations @t SYUNONUIMES ...evueruieiiirieeieieeieetest ettt ettt st e e bt et e st sbe e besbe et e nbesaeeneeae Xl
loiste AEs tADIZAUR....cviiviiiitcc e Xl
JoTSTEZ A@S FIBUTEZS uveeveetieetieete ettt ettt sh e sttt sttt e bt e bt e sbe e saeeeate et e e beesbeesaeesaeeeane X1
IDIPOAUCHON QEZNETAIE c.eeeeeeeieiisiiieieee ettt sttt sttt ettt b ee 1
Syntheseg Bibliographiqag................... 5
I, Eléments traces MEtalliGUESs (ETIM) ©..c.iiviiuceeeiieieeeceieeeeeeec ettt sttt sttt s st e s senans 6
L.1. Définition et origine de la contamination des sols par les ETM..........cccccccevruiiiiiiininnnnee. 6
1.3. Facteurs modifiant la mobilité des ETM.........cccccviiiniiiniiinininineeeeeeeeeesee e 7
II. Laréponse des plantes aux éléments traces MEtalliqQUES .........ceevcviiieeciiiee e 9
I1T ADSOTPLION ...ttt 9
I1.2 Effets des ETM sSUT 1€8 PIaNteS .......c.ccuvviuiiiiriiiciirieereeec et 9
I11.3.1. Classification des plantes des SiteS CONFAMINEGS ..........cccucuvuiuiuiiiuiiiiiiiiiii e 10
lll. Exploitation des Mines : source de contamination métallique .........ccceecvveeeviiee e, 12
III.1 Les déchets miniers dans le monde ...........ccccceviiniiinieiniiniieeee 12
II1.2 La concentration des ETM dans les sols de mines.........c..cccocecuvevininiiincinecineineennenn 13
III.3 L’exploitation mini€re au MaroC .........cccovvvrreieirinieiiinieeere e 15
IV. Approches de réhabilitation des sites de MINES.........cccccuiiiiiiiiiee i e e 17
IV.1 Techniques Physico-Chimiques ..........cccccuviiiiiiiiiniiiiiiiii s 18
IV.2 Méthodes BiolOGIQUES ..........cccuviiiiiiiiiiiiiiiiiic s 20
TV.2.1 BiO-TEMEBAIALION ...ttt 21
IV.2.2 La phytoremediQtion..........cccoueueuiviviiiiuiiiniiiiiiiciccin s 21
1V.2.3. Le renforcement de la phytoremediation ...............ooeveveveeereieiccccceienenesseess e 24
IV.2.3.1. Les déchets OFGANIGUES ..........cccvueueuiiniiuiiiiniiiciinice i 24
1V.2.3.2. Le charbon VEQEHAL...............ccocuviiuiuiiiniiiiiiiiccii s 24
VRN @ o Vo1 @V = d g ToTe [o] [oT={ o [V IR 25

XV



Malcrigls ct Methodes.........e 28

A. Présentation des composants EEUAIES........ccveerieiieiiieieireeereeeeecree e eere e steeeaeeeaneens 29

[ L@ SOl ELUdIG.. ..o s 29
L.1. Situation géographique du sol étudié ............cccovriiiiiiiiiiiiii 29

1.2. Données sur I'exploitation de ce gisement............cccccvvvviiiiiiiiniiiiiiiccccce 30

I.3. Caractéristiques physico-chimiques du sol du site..........cccoeviviiiiiiiiiiiiiicee, 30

[ Le matériel VEGALAl ULIlISE......c..eei it e e s e s e 32
ILT. L'orge etle blé ... 32

IL2. L@ INATS. ..ot e 33

I1.3. Le fENUGTOC ....ouviiiiiiiiiicc e 33

IT.4. L& RATICOT ... viiiiiccee e 33

IL5. L' Eucalyptus GQLODUIUS............c.ccovvveveiiieieieieitetctctctctccccc e 33

B. Mise en place des eXpérimentations ........ccccveveiririseseseseieeeeee st ese e seens 34

I.  Analyse physico-chimique du sol de référence naturel. ........cccceeecieeeicciee e, 34
L1. Situation géographique ..........cccccvviiiiiiiiiiiiiici s 34

L2, Prélévement dtl SOL.......cccoiiiiiiiiiiciiccee e 34

[.3. Granulométrie par tamiSage..........cccccvuruiiiiiiiiiiiiiiiiii e 35

I.4. Mesure du pourcentage d"humidité...........cccooouriiiiiii 35

I.5. Mesure du pH et de la conductivité électrique..........ccceveirirriininiciiiniccineeceee 35

[.6. Mesure de la matiére Organique ...........ccccccvviiiiiiininiciiniicc e 35

I.7. Caractérisation minéralogique et dosage des métaux ..........ccccccevvvriiiiiiiciniiinicninen 36

II. Effets des métaux surla germination des graiNes......cccccueeieicieeeiiiiiee e e 37
I1.1. Dispositif de germination ...........c.ccccciuiiiiiiiiiiiicic s 37
I1.1.1 Matériel DEGELAL ...........ovueueueveiiiiiicicieiececctcte st 37
I1.1.2. Les SUPPOTES ULIIISES......coucuiuiiriiiiiiiiiiiiiiccii s 37
I11.1.3. Préparation de la solution mEtalliqUe ...............cccoevvviriiiiiniiiiiiiniiiciicc s 37
I1.1.4. Préparation des QUAINES ...........ccovviuiininiiriiiiiiniiiisiesccss s 37
I1.2. Déroulement du teSt........ccccuiiiiiiiiiiiiiiiiii s 38

I1.3. Mesures effectuées..........ccoiiiviniiiiiiiniiiiiiicci e 38
I1.3.1. Taux de QErmMiNAtiON. .......ccccvuiueuiiriniiiiiiiiicinist e 38
11.3.2. Longueur des racines et des tiges..........ovuvvvuriereieieueieieieieieicicictciccceee e 38
I1.3.3. Indice de tOLETANCE ..........covueuiiiiiiiiiiiiiicie s 38

lll. Effets des éléments traces métalliques chez E. globulus. ............cccouveeeiiiiiiecciiee e 39

XVI



ILT. Matériel VEGEtal ..........cccouviviiiiiiiiiiicccc s 39

[I.2. Mise €N CULEUTL.......cccuiviiiiiiiiiiici e 39
II1.3. Mesures des parametres morphologiques et physiologiques des plantes................ 40
111.3.1. La longueut de 1@ plante ...t 40
I11.3.2. Efficacité du photOSYSICINE.........cvvevviviriciiiiieieieete et 40
I11.3.3. La SUTTACE fOLIATTE: .....c.ooveeiiiciiiiicicee ettt 41
I11.3.4. La teneut 1elative €M €U ...........cccvvvviviiiiiiiniiiiiiiniee s 41
111.3.5. La teneur en pigments : chlorophylle a, b et caroténoide..............ccoovvvvvvvvivininnininicienenenns 42
I11.3.6. La teneur en MalondialdéNyde ...............ccccooviviiiiniiiiiniiiiiiiecnseeee s 42
I111.3.7. Dosage des ETM dans les plantes. ............ccccovvvuninininiicicincicsessnnssssisinnes 43
111.3.8. Facteur de translocation et bioacCumulation............oeueueueueuccccininiienisininsnesseenes 43
IV. Effets des éléments traces métalliques sur I'orge et le mais en présence des amendements
o] 4= | a1 To [V [T PP UPPPR PR 45
IV.1. Préparation des SOIS UtIliSES.........cccouvirmiiiiiiiiiiiiriici e 45
IV.2. Traitement du sol et amendement organique ...........cccocovvvvviniiiiiniinceececccce 45
IV.3. Matériel vEGetal ..........cccviviiiiiiiiiiiiiiicc s 46
IV.4. Conduite de a Culture ...........ccouvviiiiiiiiiiiiiiic e 46
IV.5. Mesure des paramétres morphologiques et physiologiques des plantes.................. a7
IV.5.1. Les parametres de CrOISSANCE: .........ccovvvvururirisieisisisieieieieteietescisssssssses s 47
IV.5.2. La SUTfACE fOLIAITE ... 48
IV.5.3. Le POids frais @f SEC........ccuvuiuiuiiiiiiiiiiiiiinicits 48
IV.5.4. La teneur relative en eau (RWWC) ... eie ettt ettt esee s aesveeveesveesteesaaesaneens 48
IV.5.5. La teneur en pigments : chlorophylle a, b et caroténoide ...............coevvvvivivvininiiiininnenns 48
V. ANGIYSES STALISTIQUES........ueeeeeeeeeeeeiiee ettt ecte e e e et e e e e tte e e e st e e e e e abae e sesbaeeeeabaeaeesbaeasasteeesantenas 49
Resultals ¢f PiSCUSSION.......ooooooe. 50
Chapitre 1 : Analyses physico-chimiques des SOIS ELUATLES ......cocoveeeeeeeeceeiieierieeeeceneeeens 51
I.  Caractérisation phySiCOChIMIQUE ......ccoiiiiiiiiiiiiececee e e e e abee e e ebeeas 52
[I.  Caractérisation MINEraloOGIQUE ..........eiiiiiiiiiiiiieeectee ettt e e bee e s abae e e s abee e e e abaeeeeareeas 52
[, DISCUSSION .ttt ettt b e et b e e ae et b et e st e bt e ae s 54
IV, CONCIUSION .ottt bbb bbbt es 55

Chapitre 2 : Effet des éléments traces métalliques sur les espéces végétales étudiées. . 56

Effet des ETM sur les plantes cultivées en papier filtre. ..., 57

I.1. Le pourcentage de germination des graines ............cccocevveiviviiiiiniiiiiiiiiicccs 57

XVl



1.2. Longueur des racines et des tiges des jeunes plantules..............cccccoovririinnccccinnnn. 59

L.3. L/indice de tOIETaNCE. .......ccuieeieiieeieierieeeie ettt ettt e e st e st et enseeneensesneeneas 64
II. Effet des ETM sur la germination des graines dans le sol Luffa 2.2. ......cccccvviieiiniieeivcien e, 67
IL.1. Le taux de germination des graines ............cccceeeuriiiiiiiiiiiii s 67
I1.2. La longueur des racines et des tiges..........ccoeeueurceciiiniiiii 68
L0 BN I 13 e § (/<o L= ] (<3 =V a Lo PSP 69
lll. Effet des ETM sur les plantes cultivées sur le sol d’Ait AMMar......ccccceveciieeiniiiee e, 73
III.1. La germination des graines.............cccoecueuiiciiiciiicinnciic s 73
III.2. Longueur des racines et des tiges ..........cceeeeurcieiiiiniic e 73
II1.3. INAIiCE A€ tOIETANCE ....ueveieieiieieetesie ettt sttt be b e nan 74
LY B T 1Y of Y[ o TP UR PRSP 75
V. CONCIUSION ettt ettt s b ettt e bt e bt e bt e s bt e sae e sate et e e beesbeeebeesateenseebeenbeesneenas 79

Chapitre 3 : Etude des caractéristiques d'accumulation et de tolérance d’Eucalyptus

globulus aux éléments traces MELALLLQUES. .........coceeeveceieececeeeece et 80
(T =T 1 =11 £ 0 g T o o] g Y] fo Y= To [N =TSSR 81
L1. La longueur des plantes ...........c.cocouiuiiiiiiiiiiiiiiiicicicccccc s 81
[.2. La SUIrface fOlIAaiTe .......coveuirieeiiciirieiccc et 81
PO =T o =Y £ o] a1V 2Y o] [o = o [V 1= SRR 81
II.1. La teneur relative en eau des feuilles (RWCQC).........cccoviiiiiiiiniiiiiiicccs 81
I1.2. La teneur des Pigments...........cccovuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciccc s 81
11.2.1. Teneur en chlorOPhYIle A............ccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 82
11.2.2. Teneur en chlorOpRylLe D.............ccoviuiiiiniiiiiiiiiiiiiiini s 82
I1.2.3. Teneur en Caroterofdes ............cocvuviuiuiiiniiiiiiiiniiiccii s 82
I1.3. La teneur en Malondialdéhyde MDA ...........ccccoviiiniiiiiniiis 84
I1.4. L"Efficacité du photosysteme...........cccccuiuiiiiiiiiiiiiiiiii e 84
I1.5. Teneurs des ETM dans la plante..........ccccoveeiniieiiinieiineecseecseeeeeseene e 85
I1.6. Facteur de translocation et bioaccumulation ...........cccoccevecinecineniinniencceeee 88
TR DT 1Y o1 o o IO 88
V. CONCIUSION Lottt bbb e bbb bbb b 92

Chapitre 4 : Etude de leffet des amendements organiques sur la croissance de l'orge et

du mais cultivés sur un sol contaminé par des ETM. ..........eeeeeceeceenieecieeieeireecreesieenes 93
I.  Mesure du pH et de la conductivité électrique du SOl .........ccccveeiiiiiiiiciiiee e 94
Il. Effet des amendements organiques sur les paramétres de CroiSSance. ........cocceeeecueeeeeeveeeeenneen. 95

II.1. Longueur de la racine et de 1a tige ........cccvuiiiiiiiiiiniiiiiiicic s 95

XVII



I1.2. Diametre de a tige........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiccccc s 99

I1.3. Longueur et Nombre de feuilles...........cooiiiiiii 99
I1.4. Surface fOliaire..........ccciviiiiiiiiiiiiiiiii s 101
I1.5. Teneur Relative en Eau (RWQ) ... 101
I1.6. Matiere SEChe........ccccviviiiiiiiiiiic 102
I1.7. La teneur des pigments...........cccovuviiiiiiiiiiiiiiiiicicccc s 103
I1.7.1. Teneur en chlorOPRYILE A..........couveeneiiiiiiiiiieeee e 103
I1.7.2. Teneur en chlorOpRYILLE B...........c.cvveeiiiiiiiiicieee e 103
I11.7.3. Teneur en chlorophylle totale (A+D) ..o 103
I1.7.4. Teneur en CArotenofdes ............ocwwiiviviiiiiiiiiiiiiiiniiis e 104
[, DISCUSSION ettt et ettt e ae s be et et e ebe e s e reeanens 105
IV, CONCIUSION .ottt bbb b er e 106
Conclusion G¢nérale et Perspectives............. 107
Références bibliographiqugs.................. 11

XIX



XX



Introduction Genérale



Le développement de chaque pays est lié a plusieurs secteurs tels que l'industrie, I'agriculture
et I'exploitation de la richesse du sol. Avec I'évolution technologique dans le monde, le besoin
des ressources naturelles devient de plus en plus important. L'exploitation miniere a joué un
réle majeur dans I'existence de I'humanité et a congu I'extraction de tous les minéraux naturels
de la terre (Hartman and Mutmansky 2002; Ezeaku 2012). Si les avantages des exploitations
miniéres étaient nombreux, leurs risques sont également sérieux et souvent mortels. En effet,
ces exploitations peuvent entrainer la destruction immédiate de I'écosystéme et présenter un
impact significatif sur I’environnement et sur la santé publique. De méme, ce danger reste
présent méme aprés l'arrét de l'exploitation des sites (Mileusni¢ et al. 2014) & cause de
I’énorme quantité de déchets qui se trouvent dans les sites de mines abandonnées dans le
monde. Ces déchets sont plus dangereux lorsque ces sites miniers abandonnés ne sont pas
réhabilités (Asensio et al. 2013; Nagaraju et al. 2013; Pan et al. 2014). Ces sites constituent
une importante source d’éléments traces métalliques (Alloway 2013; Pardo et al. 2014; Kwon
et al. 2016). Le risque de ces éléments est plus grave puisqu’ils persistent dans
I'environnement pendant de longues périodes et menacent I'hnumanité toute entiére en polluant
I'air, les eaux souterraines et le sol (Gisbert et al. 2003; Gratdo et al. 2005b; EI Hamiani et al.
2010). Ces éléments traces peuvent se retrouver également dans les organismes végétaux et
animaux et entrer dans la chaine alimentaire par la consommation de ces organismes (Walden
2005; Dinis and Fiuza 2011; Olafisoye et al. 2013; Candeias et al. 2014; Nelson 2016), ce qui
provoque plusieurs maladies telles que les maladies respiratoires, les anomalies
morphologiques, les troubles neuro-physiologiques, l'altération génétique des cellules
(mutation), la tétratogénese, la carcinogenése, le retard mental chez les enfants et les maladies
rénales et I'anémie (Abdul-wahab and Marikar 2012; Okoro et al. 2012; Laney and Weissman
2014). De méme, les ETM peuvent étre responsables de la dépression, des maux de téte,
d’anxiété et d’une irritabilité dans le comportement des gens exposés aux ETM (Gilani et al.
2015). D’autre part, les ETM peuvent affecter les espéces végétales en causant des
changements dans les activités physiologiques, biochimiques et métaboliques des plantes
(Kabata-pendias and Pendias 2001; Nouri and Haddioui 2016a), ce qui entraine un effet
négatif sur le développement de la partie aérienne et racinaire (Solanki and Dhankhar 2011,
Chen et al. 2015; Asati et al. 2016). En effet, I'exposition des plantes aux métaux peut induire
le stress oxydatif par la forte production de radicaux libres (Elleuch et al. 2013). Ces dérives
réactifs de l'oxygéne (DRO) (Reactive Oxygen pecies: ROS) peuvent conduire a la
peroxydation des lipides, a la détérioration biologique des macromolécules, au démantelement

des membranes, aux fuites d'ions et au clivage d'ADN (Zitka et al. 2013). Plusieurs metaux
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comme le Ni, Cu, Zn, Cd, Cr et Pb peuvent induire une chlorose, une nécrose, une inhibition
de la croissance des racines et des pousses, une perturbation de la photosynthése, une
réduction de la production de chlorophylle et une perturbation des activités enzymatiques
(Laghlimi et al. 2015) .

Au Maroc, le secteur minier constitue une composante essentielle de 1’économie nationale,
grace a I’existence d’un contexte géologique favorable. L’exploitation de ces mines durant
plusieurs décennies a entrainé le rejet de milliers de tonnes de résidus riches en ETM
abandonnés a l’air libre. Cependant, la protection de I’environnement n’était pas une
préoccupation prioritaire au cours de 1’activité de ces mines et méme apres l’arrét de
I’exploitation. D’ou la nécessité de la mise en place d’une approche qui vise la réhabilitation
de ces sites pollués a fin de limiter les risques engendrés par les ETM sur 1’environnement et

la santé de I’Homme.

En effet, il existe plusieurs méthodes de réhabilitation des sols contaminés a savoir le lavage,
la vitrification et I’excavation. L’une de ces méthodes est la phytoremediation qui exploite les
propriétés de certaines plantes a accumuler de grandes quantités d’ETM (Salt et al. 1998;
Mench et al. 2010). Cette technique ne s’est réellement développée que depuis une vingtaine
d’années surtout aux Etats-Unis et au Canada et elle présente plusieurs avantages : le faible
co(t par rapport au traitement physico-chimique, son adaptation a des traitements de grandes
surfaces et sa compatibilité avec les politiques de préservation de I’environnement.
Cependant, la contrainte principale de cette technique réside dans le faible nombre d’espéces
tolérantes aux ETM et le manque en connaissance des mécanismes physiologiques et du

déterminisme génétique de la tolérance de I’hyper-accumulation des ETM.

Au cours de ce travail de thése, nous avons choisi d’étudier le sol de la mine de fer d'Ait
Amar. Ce site a fait I'objet de nombreuses études. Ces études ont débuté par la détermination
des caractéristiques physico-chimiques et de la composition métallique du sol (Nouri et al.,
2014), l'analyse de la végétation spontanée (Nouri et al., 2013) et I'effet des ETM sur les
bactéries du sol (Arthrobacter globiformis) (Marques et al., 2014), sur les enchytréides
(Enchytraeus bigeminus) et sur les acariens prédateurs (Hypoaspis aculeifer) (Madani et al.,
2015). D'autres études concernant les risques écologiques, I'évaluation des risques pour la
santé humaine et animale ont été egalement réalisées (Nouri and Haddioui, 2016a, 2016b,
2016c).



Pour continuer ces travaux de recherche menés par 1’équipe de notre Laboratoire en
partenariat avec le Département de Biologie de I’Université Aveiro au Portugal, nous nous
sommes intéressés au cours de ce travail de these a 1’étude de I’effet des ETM présents dans le
sol de la mine de fer d’Ait Ammar sur la germination et la croissance des especes végeétales
suivantes: I’orge, le blé, le mais, le fenugrec et le haricot. De méme et afin de chercher des
solutions et des méthodes pour réhabiliter ce site de mine, nous avons étudié également les
potentialités de I’espéce végétale Eucalyptus globulus d’étre utilisé comme plante
phytoremédiatrice. En fin, une derniere étude a été menée sur 1’orge et le mais en présence du
biochar et les déchets organiques (fumiers des animaux) dans le but de renforcer la
phytoremediation de ces deux espéces.

La rédaction de cette these est organisée en trois principales parties :

v" Une synthése bibliographique.

Cette partie présente un apercu de la contamination des sols par les métaux résultant de

I'exploitation des sites miniers et de leurs effets sur la biodiversité et la santé de I’Homme. De

méme, cette partie comprend également les différentes techniques de dépollution des sols

contaminés.

v Une partie expérimentale:
Cette partie présente une description détaillée du sol étudié et du matériel biologique utilisé et
les différentes méthodes expérimentales et statistiques adoptées.

v Les Résultats obtenus:

Les reésultats obtenus au cours de ce travail sont organisés en quatre chapitres :

e Dans un premier chapitre, nous présenterons les résultats de la caractérisation physico-
chimique des sols étudies.

o Le deuxiéme chapitre concernera les résultats issus des tests de germination.

e Dans le troisieme chapitre, nous exposerons les résultats obtenus pour I’effet des ETM
présents dans le sol de la mine de fer sur la croissance d’Eucalyptus globulus.

e Le quatrieme chapitre sera consacré aux résultats du test de croissance des deux espéces
végétales 1’orge et le mais dans le sol de la mine en présence de différentes concentrations
de biochar et de fumiers d’animaux.

v' Conclusion générale et perspectives de la recherche
Cette derniére partie sera consacrée aux conclusions générales des résultats obtenus et
nous présenterons les recommandations ainsi que les perspectives qui decoulent de

I’ensemble de nos travaux.
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l. Eléments traces métalliques (ETM)

L.1. Définition et origine de la contamination des sols par les ETM.

La notion de métaux lourds ou oligo-éléments est une notion factuelle, industrielle,
principalement empirique, sans définition scientifique ou technique universellement acceptée.
Néanmoins, la définition la plus populaire que ces éléments sont généralement des métaux de
transitions ayant une densité supérieure & 5 g / cm® (Zitka et al. 2013). Actuellement,
I’appellation “métaux lourds” n’est plus utilisée et remplacée par «éléments traces
métalliques» (ETM) du fait que certains éléments traces sont des métaux, tels que Cd, Cr, Zn,
Pb, Cu mais ne sont pas forcement “lourds” tels que le zinc. D’autres éléments dits
métalloides sont toxiques mais ne sont pas metalliques comme 1’arsenic. Ces éléments sont
pour la plupart présents dans 1’environnement en quantités trés faibles. On dit qu’ils sont

présents a I’état de traces.

Les ETM sont soit d’origine naturelle (les roches, le sol et I'eau) soit anthropique liée aux
pratiques industrielles, minieres et agricoles (Purakayastha and Chhonkar, 2010; Laghlimi et
al., 2015; El Rasafi et al., 2017). lls sont regroupés dans des éléments essentiels et non
essentiels selon leur role dans les activités biologiques (Ali et al. 2013). Du fait de ses
capacités de rétention élevées, le sol peut accumuler différentes pollutions. L’apport des ETM
peut étre direct (déchets contaminées mis directement en contact avec le sol) ou indirect
(rejets atmosphériques). Une fois dans le sol, les ETM peuvent soit étre piégés par la phase
solide ou redistribués vers d’autres compartiments environnementaux (eaux superficielles,

nappes, les plantes...).

Les éléments essentiels comme Zn, Fe, Cu, Co, Mn, Ni, Cr, Se, Mo sont nécessaires pour les
organismes par leurs implications dans plusieurs fonctions physiologiques et biochimiques
telles que les fonctions enzymatiques, le transfert des électrons dans la photosynthése et dans
la chaine respiratoire (Toler et al., 2005; Nagajyoti et al., 2010; Agrawal et al., 2011). Ces
éléments sont indispensables en quantités tres faibles et 1’augmentation de leurs
concentrations dans I’environnement peut aboutir a des phénomenes de toxicite. Cependant,
les éléments non essentiels comme le Cd, Hg, le Pb n’ont aucun réle biologique et sont
hautement toxiques pour les étres vivants tels que I’ Homme, les animaux, les plantes et les
microorganismes (Chhotu and Fulekar 2009). Ces éléments présentent des effets toxiques
méme a de faibles teneurs pour I’Homme et pour un grand nombre d’espéces végétales et

animales.



[.2. ETM dans le sol : mobilité et biodisponibilité

Il est admis que la mobilité, la biodisponibilité et la toxicité des ETM dépendent de leurs
formes chimiques plutét que de leurs caractéristiques totales. En plus, la toxicité dépend
également des facteurs environnementaux.

Dans le sol, les ETM peuvent exister en ions libres ou liés aux particules du sol. Cependant,
un métal n'est toxique pour les organismes vivants que s'il est bio-disponible. L'équilibre entre
les formes libres et fixées de I'ion et donc sa biodisponibilité, directement lié a sa toxicite,
dépend de plusieurs facteurs du sol tels que la capacité d'échange cationique (CEC), le pH, le
potentiel redox (Eh), la teneur en phosphate disponible, la matiere organique (MO) et les
activités biologiques du sol.

La biodisponibilité est définie comme la capacité d'un élément de passer d'un compartiment
de sol a un organisme vivant. La meilleure solution pour vérifier la biodisponibilite réelle d'un
oligo-élément est de déterminer la concentration du métal dans l'organisme lui-méme, par
exemple dans le cas des plantes, en étudiant la composition de la végétation qui pousse sur le
sol réellement étudié. En général, la quantit¢é d’ETM dans les plantes varie en fonction de
plusieurs facteurs tels que : l'espéce, la variété, le stade de développement, les interactions

entre les éléments chimiques dans le sol et les organes (tige, racine, feuilles...).

1.3. Facteurs modifiant la mobilité des ETM

La distribution d'un élément dans les différents compartiments du sol ne reste évidemment pas
figée au cours du temps. En effet, avec des vitesses variables, les objets passent d'une forme a
I'autre sous l'influence de plusieurs facteurs externes (changement de pH, degré d'aération,
température, hydratation, environnement chimique, etc.). En général, plusieurs parametres
régissent le comportement des éléments traces dans les sols, tels que: les propriétés du sol, les
propriétés des meétaux et les espéces végétales.

Propriétés du sol: Le sol est considéré comme un liant pour les métaux et leur phyto-
disponibilité. Cette liaison est directement influencée par les propriétés physico-chimiques du
sol qui modifient les activités et les concentrations des métaux (Mclaughlin et al. 2000).
Plusieurs études ont indiqué que ces propriétés comprennent: la composition granulométrique,
la teneur en matiere organique, la valeur du pH, la teneur en macro et micronutriments, le
potentiel redox et l'activité des microorganismes (Fijatkowski et al. 2012; Romero-Freire et al.
2016). Les particules du sol peuvent chélater certains métaux qui, en présence de niveaux
élevés de matiére organique, ont une forte capacité a lier les éléments métalliques
(Fijatkowski et al., 2012 ; Elekes, 2014). La matiere organique du sol est un facteur pertinent
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contrélant la disponibilité des métaux dans le sol (Laghlimi et al. 2015). La présence d’une
teneur élevée en matiére organique diminue la phyototoxicité des ETM, cette diminution est
due par la complexation des MO avec ces éléments ce qui minimise leur absorption par les
plantes (Yobouet et al., 2010; Singh and Kalamdhad, 2013; Elekes, 2014; Laghlimi et al.,
2015 ; Wiszniewska et al., 2016). D’autre part, le pH du sol peut également influencer la
disponibilité des métaux et leur capacité de mouvement par leurs passage des formes stables
aux formes disponibles (Elekes 2014). Certains éléments tels que le Cd et le Zn sont sensibles
aux changements de pH et un faible pH peut les mobiliser (Wu et al. 2000; Yobouet et al.
2010) et leur mobilité décroit dans I'ordre: Cd> Ni> Zn> Mn> Cu > Pb (Laghlimi et al. 2015).
En général, la sorption des métaux dans le sol est faible a des pH inférieur a 5 et augmente
lorsque le pH du sol est élevé (Mclaughlin et al. 2000). Les microorganismes du sol jouent un
réle majeur dans la modification de la spéciation des métaux par leur capacité a affecter et /
ou a médier les processus de mobilisation ou d'immobilisation de ces éléments (Gadd, 2004;
El Aafi et al.,, 2015; Wiszniewska et al., 2016). D’autre part, la présence de certains
micronutriments tels que le Fe et le Mn et leur oxydation et réduction biologiques peuvent
régir la solubilité, et donc la biodisponibilité de ces métaux dans les sols (Kabata-pendias and
Pendias 2001).

Les propriétés des métaux: la forme spécifique des métaux conditionne leur disponibilité et
influence fortement leur mobilité (Wu et al., 2000; Romic, 2012; Laghlimi et al., 2015). Dans
le sol, la liaison des cations métalliques aux minéraux argileux augmentait avec leur valence,
leur poids atomique et leur potentiel ionique et s'organisait en une série de Cu®*> Cd**> Fe*">
Pb%*> Ni**> Co?"> Mn®*> Zn?* (Fijalkowski et al. 2012).

Espéces végétales: la phytodisponibilité des métaux peut étre influencée par les plantes, en
particulier par les racines (Laghlimi et al. 2015). Les exsudats racinaires (enzymes, acides
organiques, acides aminés...) peuvent augmenter la solubilité des minéraux et modifier la
spéciation des métaux dans la solution du sol (Mclaughlin et al., 2000 ; EI Aafi et al., 2015;
Laghlimi et al., 2015). Le systeme racinaire influence l'activité microbienne du sol, ce qui
entraine la modification de la spéciation et de la biodisponibilité des métaux (Angélica et al.
2016). En général, I'accumulation et la disponibilité des métaux pour les plantes sont liées aux

especes et au stade de croissance (Nouri et al., 2009 ; Laghlimi et al., 2015).



Il. La réponse des plantes aux éléments traces métalliques

I1.1 Absorption

Le passage des ETM du sol aux plantes se fait de facon naturel a travers les racines
(Mclaughlin et al. 2000). Les plantes peuvent absorber des éléments essentiels avec des
éléments non essentiels soit sous formes ioniques ou complexées. L’Huillier (1994) a rapporté
que la forme libre est plus absorbée que la forme complexée. Généralement, cette absorption
varie en fonction des espéces végétales, du degré de pollution et de la forme des éléments
traces (Kabata-Pendias, 2004; Peralta-Videa et al., 2009; Zitka et al., 2013 ; Jan and Parray,
2016). D’autres chercheurs ont rapporté que I'absorption du métal varie également en fonction
du métal absorbé et sa concentration dans le sol ainsi que les caractéristiques du sol (pH,
conductivité électrique, salinité, matiére organique, capacité d'échange cationique) et sa forme
ioniques (libre ou complexée) (Kabata-Pendias, 2004; Appenroth, 2010; Olowoyo et al.,
2013; Roy and Mcdonald, 2013; Sherameti and VVarma, 2015; Rehman et al., 2017).

Concernant le Cd et le Zn, ces deux éléments ont des caractéristiques chimiques similaires et
peuvent étre adsorbé par les plantes sous la forme bivalente (Zn**, Cd®*) (Fontes et al. 2014;
Gupta et al. 2016). En effet, le Cd est retenu par le sol de la méme facon que le Fe**, le Mn?*,
le Zn** et le Cu®* (Agbenin and Olojo 2004; Fontes et al. 2014). De méme, le Fe est absorbé
sous la forme cationique (Fe®") tout en dépendant de la capacité de la plante & réduire la forme
trivalente du Fer (Fe**) & la forme bivalente (Fe?*) (Graham and Stangoulis 2003; Kim and
Guerinot 2007).

I1.2 Effets des ETM sur les plantes

Dans les zones minieres, les déchets les plus importants sont le cyanure, le drainage minier
acide et surtout les éléments traces métalliques. Ces éléments sont non biodégradables et
peuvent persister dans I'environnement, générant un danger pour les plantes a cause de leurs
sensibilités aux changements environnementaux (Solanki and Dhankhar, 2011; Bhargava et
al., 2012; Alietal., 2013 ; Yildirim and Sasmaz, 2016). A cause de cette sensibilité, les ETM
ont un effet negatif sur le cycle de vie des plantes et surtout pendant la germination des
graines et les premiers stades de développement (Athar and Masood, 2002; Weigiang et al.,
2005). De méme, les ETM affectent négativement la plante au cours de sa croissance en
changeant leurs activités physiologiques, biochimiques et métaboliques aboutissent
finalement a sa mort (Solanki and Dhankhar, 2011; Chibuike and Obiora, 2014; Chen et al.,
2015; Asati et al., 2016).



Les ETM essentiels ou oligo-éléments comme le Fer (Fe) et le Zinc (Zn) qui sont
indispensables au processus biologiques des organismes, leurs toxicités apparait lorsque leurs
concentrations dans les organismes dépassent les besoins métaboliques de ces derniers. Méme
que le Fe et le Zn sont des éléments essentiels pour la croissance des plantes et sont impliqués
dans plusieurs processus tel que la photosynthése, I'augmentation de leurs concentrations dans
la plante diminue le pourcentage de germination des graines, la longueur des racines et des
tiges, la surface des feuilles ainsi que la teneur en pigments photosynthétiques (Chlorophylle a
et Chlorophylle b) (Vassilev et al.,, 2011; Mirshekali et al., 2012; Al Khateeb and Al-
gwasemeh, 2014; Lalelou and Fateh, 2014 ; Asati et al., 2016). Cependant, les ETM non
essentiels comme le Cd, provoquent la réduction de la germination de plusieurs especes
végétales méme a des concentrations faibles: Arabidopsis thaliana (Li et al. 2005),
Helianthus annuus (Jadia and Fulekar 2008), Trigonella foenum-graecum (Chaabene et al.
2015), Trifolium arvense (Bae et al. 2016), Triticum aestivum et Phaseolus vulgaris (El Rasafi
et al. 2016). De méme, elles inhibent la longueur des racines chez Z. mays a des niveaux
supérieurs & 10*M (Wang et al. 2007), chez Triticum aestivum et Phaseolus vulgaris & des
concentrations supérieures a 500 mg/L (El Rasafi et al. 2016), Thespesia populneoides,

Leucaena leucocephala et Delonex regiaat a 125ppm (Sarwat et al. 2013).

D’autre part, il a été rapporté que les ETM peuvent provoquer le stress oxydatif par la
production d'especes réactives de I'oxygéne (ROS) qui sont nocives pour les plantes (Habiba
et al., 2014; Amna et al., 2015; Giarratano et al., 2016; Ritesh et al., 2016). Ces ROS
produites peuvent conduire a la peroxydation des lipides, a la détérioration des
macromolécules biologiques, au démantelement des membranes, aux fuites d'ions et au
clivage des brins d’ADN (Zitka et al. 2013b). Généralement, les éléments tels que Ni, Cu, Zn
Cd, Cr et Pb peuvent induire une perturbation de la photosynthése (réduction de la production
des chlorophylles et des activités enzymatiques) (Laghlimi et al. 2015) et une inhibition de la

croissance des racines et des tiges.
I1.3 Adaptation et tolérance des plantes aux ETM

I11.3.1. Classification des plantes des sites contaminés

Plusieurs especes végétales ont la capacité de se développer dans différents sites contaminés.
Baker et al. (2010) et Kushwaha et al. (2016) ont définis la tolérance des plantes par leurs
habilités a survivre dans un sol toxique. En géneral, les plantes sont classées en deux grands

groupes. Les plantes dites metallophytes qui se développent dans des sites contaminés ou les
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conditions sont extrémes a savoir une concentration élevée d’ETM, une acidité élevée du sol
ou une déficience de nutriments (Sheoran et al. 2013). Ces espéces sont généeralement
endémiques de ces sites et nommées métallophytes strictes (absolues). Le deuxiéme groupe
contient les plantes pseudo-métallophytes (facultatives) qui peuvent se développées aussi bien
dans des sols métalliféres que dans des sols non pollués (Baker et al. 2010; Baumbach 2012;
Sheoran et al. 2013).

Selon Baker and Brooks (1989); Adriano (2001) et Jan and Parray (2016), les metallophytes
sont classées en trois catégories (figure 1) :

- Plantes exclueuses : regroupent la majorité des espéces végétales qui peuvent limiter I’entrée
et le transport des ETM et préléevent de faibles doses méme quand le sol est fortement
contamineé ;

- Plantes indicatrices : qui ont la capacité d’accumuler les ETM dans leurs parties aériennes en
relation avec la proportion des ETM présents dans le sol ;

- Plantes accumulatrice : qui peuvent accumuler des concentrations élevées des ETM dans

leurs tissus et cela a des concentrations supérieures a celles présentes dans le sol.
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Concentrations des ETM dans le sol

Figure 1: Potentiel relatif d'absorption et de bioaccumulation des ETM chez les espéeces végétales.
(Adriano 2001).

11.3.2. Mécanismes de tolérances aux ETM

Vis-a-vis aux contaminations meétalliques, les plantes peuvent développer des mécanismes
morphologiques, physiologiques et moléculaires pour faire face aux ETM. Ces mécanismes
permettent de minimiser 1’absorption de ces éléments et/ou leurs effets apres pénétration a
I’intérieur de la plante. La racine est la premiere partie de la plante qui entre en contact direct
avec les ETM, et ou se fait la premiére étape de détoxification (Singh et al. 2015). En premier
lieu, les plantes utilisent plusieurs stratégies pour stopper ou bien diminuer 1’absorption des

ETM, par leur immobilisation aux membranes cellulaires ou bien en inhibant leurs transport a
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de longues distances (Hasan et al. 2017). Mais le mécanisme le plus commun chez les plantes
pour lutter contre la toxicité des ETM est I’exclusion par échappement ou évitement (Briat
and Lebrun 1999). Au début du stress métallique et de facon naturelle, les plantes secrétent
des agents de cheélation naturels capables de fixer les métaux et métalloides (Angélica et al.,
2016; Rizwan et al., 2016b ; Hasan et al., 2017). Ces agents de chélation (phytochélatines et
métallothionéines) sont composés de polypeptides synthétisés enzymatiquement a partir du
glutathion, possédant ainsi une forte affinité aux ions métalliques. Le mécanisme de
détoxification des ETM chez les plantes n’est pas limité a la chélation, mais aussi a
I’accumulation et la stabilisation des ETM en formant un complexe avec les phytochélatines
qui va étre transporté du cytosol vers la vacuole ou il va étre emprisonné (Briat and Lebrun,
1999; Yadav, 2010; Lux et al., 2011 ; Kushwaha et al., 2016). Cette séquestration dans la
vacuole va diminuer leurs concentrations et réduit par suite leur phytotoxicité (Schutzendubel
and Polle 2002). Les plantes peuvent aussi transformer les ions métalliques en une forme
volatile, comme elles peuvent assurer le fonctionnement adéquat des voies métaboliques et
faciliter la réparation rapide des structures cellulaires endommagées par 1’activation et la
modification de leur métabolisme toxique (John et al. 2009; Laghlimi et al. 2015; Pajevié et
al. 2016).

lll. Exploitation des Mines : source de contamination métallique

II1.1 Les déchets miniers dans le monde

Les activités minieres dans le monde ont commencé avec le début de la civilisation, par
I'utilisation des pierres et des métaux. L'exploitation miniere a joué un réle majeur dans le
développement de I'humanité (Ezeaku 2012). La technique d’exploitation est faite par deux
méthodes : exploitation miniére de surface et exploitation miniere souterraine. Le choix de la
méthode est lié a la nature du gisement, la sécurité, la technologie et les préoccupations

environnementales et économiques (Hartman and Mutmansky 2002).

L'extraction de surface est la technique d'extraction la plus courante mais aussi la plus
génératrice de déchets (Hartman and Mutmansky 2002). Ces déchets miniers sont considérés
comme l'une des principales causes de problemes environnementaux dans le monde (Nagaraju
et al. 2013; Pan et al. 2014). En effet, des millions de sites sont potentiellement contaminés et
produisent des milliards de tonnes de dechets de mines dans le monde (Mendez et al., 2008;
Lottermoser, 2010; Yabe et al., 2010; Perez, 2012; Ochonogor and Harrison, 2014; Xiao et
al., 2017).
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II1.2 La concentration des ETM dans les sols de mines

La pollution du sol dans les zones des sites miniers est induite par I'extraction de déchets
produits pendant toutes les étapes des opérations miniéres (Gutiérrez et al. 2016). Ces déchets
solides, liquides et les émissions atmospheériques sous forme de poussiére constituent une
source majeure des ETM. Afin de réduire cette contamination et minimiser les risques pour
I’environnement, l'attention s'est portée de plus en plus sur I'étude de ces sites contaminés
pour caractériser la composition et les concentrations des ETM présents dans le sol. De
nombreuses études ont été réalisées sur les mines abandonnées dans différentes zones du
monde. Plusieurs éléments tels que le Cd, Mn, Cu, Pb, Zn, As, Cr, Ni, Th, U, Ag et P ont été
trouvés en concentrations élevées dans des sites d’extraction du Fer, Zinc-Plomb, Cuivre,
Uranium, Argent et Manganese (Asensio et al.,, 2013; Nematian and Kazemeini, 2013,;
Agnieszka et al., 2014; Monterroso et al., 2014; Nouri et al., 2014; Gutiérrez et al., 2016;
Neiva et al., 2016a; Obiora et al., 2016; Wan et al., 2016; Christou et al., 2017; Fernandez et
al., 2017; Xiao et al., 2017) (Tableau 1). Dans une zone semi-aride en Iran, des teneurs
élevées en Fe (46600,1 mg/kg), Cu (1011,175 mg/kg), Zn (423,114 mg/kg) et Pb (272,052
mg/kg) ont été trouvé dans le sol d’une mine de fer (Maleki et al. 2013; Nematian and
Kazemeini 2013). Stefanowicz et al., (2016) ont trouvé que la quantité du Zn (42496 mg / kg),
le Pb (23006 mg / kg) et le Cd (337 mg / kg) dans une exploitation miniére historique de
Zinc-Plomb en Pologne étaient beaucoup plus élevées que celles rencontrées dans les sols non
pollués (476 mg Zn / kg, 67 mg Pb / kg et 5 mg Cd / kg). Des niveaux éleves de ces élements
ont également été trouvés dans la mine Jebel Ressas en Tunisie (42400 mg Zn / kg, 14500 mg
Pb / kg et 184 mg Cd / kg) (Boughattas et al. 2016).

D’autre part, le niveau de contamination des métaux peut varier d'un site a l'autre en fonction
du métal extrait et peut étre lié au climat (pluviométrie, vent..) et a la géologie de la zone du
site. En effet, les conditions topographiques peuvent avoir une influence sur les teneurs en
métaux du sol en modifiant I'accumulation de matiére organique et de contenu en argile en
raison de la redistribution et de l'accumulation d'eau et de I'altération minérale (Li et al. 2005).
Avila et al. (2012) ont conclu que la distribution des métaux dans la zone de la mine pourrait

étre liée aux effets de la météorisation et a la topographie de la zone.
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Tableau 1: Concentrations de certains métaux dans certaines zones de mines

Contamination

Sites miniers Elément  Majeur de Métaux Climat Roches Référence(s)
(mg/Kg)
Fe 435490
] Cd 20,399 ] ) » ) ) )
Ait Ammar, Oued Fe cr 299 162 Meéditerranéen, aride a Fe oolitique, chlorotique (Nouri et al. 2014; Nouri
Zem, Maroc ' semi-aride schiste noir and Haddioui 2016a)
P 9200
Zn 153,3
Fe 46600,1 )
Cu 1011,175 . (Maleki et al. 2013;
Galaly, Hamedan, Fe Semi-aride Roch,es. Volca_nlque, Nematian and Kazemeini
Iran Zn 423114 sédimentaire 2013)
Pb 272,052
Cu 9653
Mine de Limni zn 1081 Roches Volcani
ine de Limni, . - ) oches Volcanique, -
Chypre Cu Ni 118,16 Méditerranéen sédimentaire (Christou et al. 2017)
Pb 20,35
Cd 2,12
Cu 1921
T Gali cr 194 (Asensi 1.2013
ouro, Galice, . . i — sensio et al. ;
Espagne Cu Ni 128 Atlantique (océanique) Roche type Amphibolite Civeira et al. 2016)
Pb 97,1
Zn 538
Zn 42400
Jebel Ressas, Zn-Pb Pb 14500 Méditerranéen. semi-aride MES0Z0ique et Cénozoique (Ghorbel 2012;
Tunisie Cd 184 ' roches sédimentaire Boughattas et al. 2016)
Mn 413
Zn 5400
o ) Pb 3690 ) ]
Rubiais, province Zn-Pb Mn 1330 Atlantic (océanique) Calcalr_e ble_u, ardoise vert_e et (Monterroso et al. 2014)
de Lugo, Espagne quartzite mineure, dolomites
Cu 288
Cd 13,5
As 14662 adi i
Gumuskoy, . . Roches se(_jlmentalres (Yildirim and Sasmaz
. Ag Ag 127 Climat continental et doux volcaniques et
Kutahya, Turquie . - 2016)
Pb 13556 métamorphiques
U 94,6
Senhora das As 374 . . . ) )
Fontes, centre du U 7n 160 Climat medlt_erraneen et Orthognelsse_:s, granit, roches (Neiva et al., 2016b)
atlantique schisteuses
Portugal Th 228
Mn 2080
La mine de Mn 120566
Rongxi, e o2 Roches sédimentaires (Hao and Jiang 2015; Wu
Chongging, au Mn Cu 138,43  Climat subtropical humide dolomiti hi ' | 29 '
d-ouest de Ia olomitiques, schisteuses et al. 2016)
su ch Pb 126,55
ne Zn 39855
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I11.3 L’ exploitation miniére au Maroc

L’activité miniére est 1’un des piliers de 1’économie de plusieurs pays dans le monde y
compris le Maroc ou ce secteur a connu une évolution croissante au cours du dernier siecle
(Michard et al., 2011). Le Maroc est riche en ressources naturelles et contient énormément de
sites miniers tels que : le phosphate (94 % des extractions miniéres), le charbon, I’argent, 1’or,
le zinc, le cuivre, le cobalt, la manganése, ’antimoine, le fer, la barytine, la fluorine, le
gypse, I’argile, la pyrophyllite, le ghassoul, le feldspath, la bentonite, la calcite et le talc
(Michard et al., 2011; Meuzard and Monvoisin, 2014) (Tableau 2). Ces sites sont dispersés
dans tout le territoire marocain, mais concentrés dans la région de Marrakech, Ouarzazate et
au nord de I'Anti-Atlas (EI Hamiani et al. 2010). Actuellement, environ 240 sites de mine sont
présents au Maroc et qui produisent des milliers de tonnes par jour. En plus, on trouve
également a peu prés 200 sites abandonnés apres épuisements de minerais en laissant des
carrieres ouvertes et des quantités énormes de déchets miniers, de rejets de laverie et de
résidus métalliques (EL Founti et al. 2003; Khalil et al. 2014). A titre d’exemple, Boularbah
et al. (2006) ont rapporté qu’entre 0,8 a 1,6 ha des terres situées a 100 m d’une mine
polymétallique au sud du Maroc sont occupés par des déchets. De méme, 1’exploitation de
I’ancienne mine de kettara a produit plus de 4 millions de tonnes de déchets entre 1932 et

1981, et stockés sur une superficie d'environ 30 ha (Khalil et al. 2013).

Vue les problémes environnementaux liés a I’exploitation de ces mines, le Maroc et depuis
1993 a adopté des lois ayant pour objectif la protection de I’environnement a savoir la loi
N°11-03 relative a la protection et a la mise en valeur de 1’environnement, la loi N° 12-03
relative aux études d’impact sur I’environnement, la loi N° 13-03 relative a la lutte contre la
pollution de 1’air, et la loi sur I’eau et création d’Agences de bassins hydrauliques (Benkhadra
and EL Abbaoui 2006).
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Tableau 2: Les principales mines du Maroc.
D'apres Michard et al., 2011.

La zone Sites miniers Eléments
La mine de Touroug-El Hamda (Ougnat septentrional) Fluorine
Le gisement de Bou-Madine (Massif de I’Ougnat) polymétallique
Le fer oolithique d’Imi n’Tourza au sud du J. Saghro Fe
Anti-Atlas oriental La mine d’Imiter Ag
Le gisement de Tiouit (Massif néoprotérozaique du J. Saghro) Au-Cu-Ag
La mine de Bouskour (J. Saghro) Cu-Ag
La mine de Bou Nahas (Ordovicien supérieur du Maider) Cu
La mine d’Imini (dans les couches du Crétacé) manganeése
Le gite de Zgounder (Massif du Siroua) Ag
La mine de Ngob (Massif du Siroua) talc
Anti-Atlas central  Le district de Bou Azzer Co-Ni-As

Les gisements de de Bou Azzer

chromite et platinoides associés
aux ophiolites

Le district de Bleida (boutonniére de Bou Azzer-El Graara) Cu
Le fer oolithique du Jbel Tachilla Fe
. La mine de Tazalarht Cu
Anti-Atlas _ .
occidental La mine d’Agjgal (sud du Kerdous) Cu-Ag
i
Les filons auriféres d’lourirn (Tagragra d’ Akka) Au

Le gite d’ Azougar n’Tilili, (Cambrien du Bas-Draa)

polymétallique

Les marnes bitumineuses de Tarfaya

La mine de Boukra (Province de Laayoune)

La mine Aghracha, (Province de Dakhla)

Le gisment de Glibat Lathouda (Province d’ Awsred)

Les Provinces du
Sud

marnes bitumineuses
P
Fe-U et terres rares
Nb-Ta-Fe-U et terres rares

Le prospect aurifére de Lafwila-Ouday Cfa (Province de Dakhla) U
Les phosphates des Ganntour & Benguerir et Youssoufia P

Le gisement du Jbel Irhoud (Jebilet occidentales) barytine

La Meseta L’ancienne mine de Kettara (Jebilet centrales) pyrrhotite
méridionale et Le gisement de Roc Blanc (Jebilet centrales) Ag

du Haut Atlas Le gisement de Draa Sfar (Jebilet centrales)
occidental Le gisement de Hajjar (province a pyrrhotite sud-mésétienne)
Azegour, gite métasomatique (Haut Atlas occidental)
Le gisement d’Ifri N’Jenjar (Seksaoua, Haut Atlas occidental)

polymétallique VMS
polymétallique
Cu, Mo, W
Cu
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Tableau 2 (suite)

: Les principales mines du Maroc

La zone

Sites miniers

Eléments

Plateau Central

Le district phosphatier de Khouribga
Les gites d’El Hammam et Achmmach (Massif Central)
Les filons d’El Karit (granite d’Oulmes, Massif Central)

P
fluorine et cassitérite
cassitérite-béryl

et du Massif Le district de Tighza-Jbel Aouam (Massif central) polymétallique
Central N . . . i
entra Le gite de Zrahina, (Massif hercynien central) fluorme’et sglfures
polymétalliques
Le fer oolithique métamorphique d’Ait Ammar (Massif Central) Fe
Le Couches Rouges de Tansrift (Atlas d’ Azilal) Cu
La mine d’Ali-ou-Daoud (Imilchil, Haut Atlas central) Zn
Haut Atlas .
central/ Haute La mine d’Aguerd n’Tazoult, (Haut Atlas central) Zn-Pb
u . - ;
Moul / Haut Le district de la Haute Moulouya (Aouli-Mibladen, Zeida) Pb
,Z‘E: ouya‘ talu La mine de Bou-Arfa (Haut Atlas oriental) manganése
rien L .
as orienta Le Jbel Bou Dahar, district MVT du Haut Atlas oriental
Le gisement de Tamlelt-Menhouhou (Haut Atlas oriental) Au
Le district de Touissit-Bou Beker, (Maroc oriental) Pb-Zn
Moyen Atlas et ) - ) )
N Le bassin de Jerada (Chaine des Horsts, Maroc oriental) Houiller (coal)
de la Chaine des . -
Horsts La mine du Tazekka (Moyen Atlas) antimoine
La mine de Timahdite (Moyen Atlas) schistes bitumineux
Le district de Fnideg-Beni Mezala (Rif septentrional) antimoine
Rif Les mines des Beni Bou Ifrour-Ouixane (Rif Oriental) Fe

La mine de la région de Nador (Rif oriental)

Bentonite et perlite

IV. Approches de réhabilitation des sites de mines

Il existe plusieurs méthodes de réhabilitation des sols contaminés (physiques, chimiques,
physico-chimiques, thermiques et biologiques). La figure 2 résume les étapes de remédiation
des sites contaminés par les déchets miniers. Généralement, pour atteindre ce but et assainir
les sols, deux types de méthodes peuvent étre utilisés: ex-situ et in-situ (Barcel6 and
Poschenrieder 2003; Ghori et al. 2015). Les traitements ex-situ nécessitent le transport du sol
pollué vers un autre lieu ou il serait traité. Cependant, les traitements in-situ permettent de

dégrader ou de fixer les polluants dans le site concerné.

Les méthodes les plus utilisées pour I'élimination des ETM des déchets miniers sont
présentées dans la figure 3. Kabata-pendias et Mukherjee (2007) rapportent que l'utilisation de
I'une ou l'autre de ces méthodes repose sur plusieurs parametres tels que la nature des
contaminants, le type de sol et les caractéristiques géologiques et hydrologiques du site
contaminé. La méthode choisie devra étre en mesure de traiter la source de pollution, de

maitriser les impacts et de protéger les cibles exposées (Colombano et al. 2010).
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IV.1 Techniques Physico-chimiques

Les procédés physiques visent a séparer les polluants du sol ou de les concentrer dans le sol

en exploitant les propriétés physiques du milieu et celles des polluants. L'approche chimique

est basée sur I'extraction ou I'immobilisation des polluants dans les sols en utilisant des

produits chimiques tels que la chaux, le phosphate et le carbonate de calcium (Jadia and

Fulekar 2009). D’autres techniques peuvent étre utilisées a savoir la vitrification, le

remplacement ou I’isolement du sol. Cette approche a été rapportée par plusieurs auteurs

(Kabata-pendias and Pendias, 2001; Barcelé and Poschenrieder, 2003; Kabata-pendias and
Mukherjee, 2007; Geets et al., 2008; Agrawal et al., 2011; Su et al., 2014; Parmar and Singh,
2015; Khalid et al., 2016). Elle comprend plusieurs techniques telles que :

v
v

Lixiviation / lavage / ringage des sols: utilisation d'eau ou d'une substance tensioactive
Vitrification: courant électrique utilisé pour immobiliser les polluants

Solidification / stabilisation / immobilisation: I'utilisation de matériaux a forte capacité
de liaison avec les métaux comme amendements du sol.

Electro-cinétique: basée sur l'utilisation de la tension continue pour former le gradient
de champ électrique en utilisant une anode et une cathode des deux c6tés du réservoir
électrolytique qui contient le sol contaminé

Extravagation: couvrir le sol de la mine avec des sols non contaminés provenant de
I'extérieur du site

Excavation: transport de la couche supérieure des sols contaminés vers une zone non

contaminée

Cependant, ces techniques sont tres codteuses et ont des impacts non négligeables sur

I’environnement. C’est pourquoi le développement de technologie alternative dite *’verte’” a

récemment vu le jour pour la réhabilitation des sites contaminés.
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- Position Geographique

- Zone contaminatée

- Activities précédentes sur le site

- Caracteristiques du site (géologie,
hydrologie)

- Caracteristiques du sol - Remédiation physico-chimiqu
- Identification des risques - Remediation biologique
- Combinaison des méthodes

Application de l'approche

de remédiation

| -

Approche Approche biologique Combinaison des approches

physico-chimiqu (phytoremediation) physico-chimique et biologique

I | I | |
Traitement de I'eau Traitement des gaz et d Récolte des Traitement de l'eau Récalte des

déchets solides produi résiduelle, gaz et des
poliuge plantes déchets solides plantes
I i |
Utilisation de I'eau Incinération - Incingration —

dans lirrigation combustion combustion

| I

: Extraction des métaux

Extragt;olr; %gsngr\eétaux de la cendre
(bio-minerai) (bio-minerai)

Figure 2: Les étapes de la remédiation d'un site contaminé avec des déchets miniers.

(El Rasafi et al., 2017).
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Lixiviation / lavage / [ Utiliser de I'eau ou une substance
ringage active de surface

Utilisez le courant électrique pour

Vitrification immobiliser les polluants

Utilisation de matériaux a forte
capacité de liaison avec les métaux
comme amendement du sol
. J

Utilisation d'une anode et d'un fluide )
interstitiel de conditionnement placé
dans le sol a une certaine distance
d'une cathode

Solidification/stabilisation/ | |
immobilisation

Electro-cinétique

Méthodes
Physicochimique

J
N\

Couvrir le sol de la mine avec des sols

Extravagation élimination "
non contaminés provenant de

hors site

I'extérieur
- ) Transporter la couche supérieure des
technologie de : Lo
R disti Excavation sols contaminés dans une zone non

emediation contaminée

) Bactéries; Champignons;

Microbes | Pig !

Algues
Plantes

(Phytoremediation)

Méthodes
Biologique

Figure 3:Techniques de remédiation des ETM dans les sols contaminés.
(El Rasafi et al., 2017).

Micrbes + Plantes

IV.2 Méthodes Biologiques

En raison de plusieurs limites des approches physico-chimiques, les scientifiques a la fin du
19°™ siécle ont proposé des méthodes biologiques pour nettoyer les sites contaminés (Lasat
1997). Cette technologie est économique par rapport aux autres méthodes et elle est
considérée comme une approche adéquate en raison de lI'absence d'impact sur I'environnement
(Chibuike and Obiora 2014; Gomes et al. 2016). Ces techniques peuvent utiliser les bactéries,
les champignons, les levures et les végétaux qui ont la capacité de transformer les polluants en
des substances moins toxiques pour I’environnement. De plus, certaines espéces végétales ont
la capacité d’accumuler les métaux dans leurs tissus. La remédiation biologique des sols est
composée de plusieurs techniques tel que la bioremédiation, la phytoremédiation, la
bioventilation, la biolixiviation, les bioréacteurs, le compostage, la bioaugmentation et la
biostimulation (Boopathy 2000; Ullah et al. 2015). En genéral, la bioremédiation et la
phytoremédiation sont les plus utilisées (Ullah et al. 2015).
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IV.2.1 Bio-remédiation

La bioremédiation repose sur l'utilisation de micro-organismes comme les champignons (e.g.
les levures) et les bactéries pour I'absorption, la précipitation, I'oxydation et la réduction des
métaux du sol en raison de leur capacité a dégrader et a détoxifier certains polluants (Garbisu
and Alkorta, 2003; Lone et al., 2008; Jadia and Fulekar, 2009; Munees, 2012; Su et al., 2014,
Nouri and Haddioui, 2016b). Généralement, les ETM peuvent étre absorbés par les racines
des plantes et étre transformés par la plante elle-méme ou par les microorganismes présents
dans la rhizosphere (Chevrier 2013). Ces micro-organismes doivent avoir certaines
caractéristiques telles que des enzymes pour dégrader les polluants en question et une forte
résistance aux ETM présents dans la zone contaminée (Garbisu and Alkorta 2003). Nouri et
Haddioui (2016c¢) ont indiqué que la bioremédiation est subdivisée en sept catégories:
biodégradation,  bioimmobilisation,  biolixiviation,  biosourcing,  biorestauration,
bioaugmentation et biostimulation. Le succeés de la dégradation des polluants a l'aide de ces
méthodes est lié aux bons microorganismes, aux bons endroits dans les conditions
environnementales favorables ( Boopathy, 2000). Ces méthodes sont généralement exploitées
en aerobie et nécessitent plusieurs paramétres comme la nature des polluants, la structure du
sol, la température, le pH, I'hnumidité, I'nydrogéologie, I'état nutritionnel, le potentiel redox et
la diversité microbienne du site (Boopathy 2000; Kuiper et al. 2004; Munees 2012). En
réalité, ces microorganismes ne sont toujours pas capables de dégrader tous les polluants qui
rendent leurs actions infructueuses (Dua et al. 2002; Gerhardt et al. 2009). Ceci est di a
plusieurs raisons a savoir la concurrence entre la microflore et la microfaune présentes dans le
sol et les microbes introduits; I’insuffisance de nutriments et la faible biodisponibilit¢ des
contaminants. De plus, les actions infructueuses de ces microorganismes sont dues a
I'inhibition de la croissance microbienne en raison de la présence de substances toxiques dans

le site contaminé (Gerhardt et al. 2009).

1V.2.2 La phytoremédiation

La phytoremédiation c’est un traitement biologique qui permet de décontaminer un sol a I'aide
de plantes possédant la capacité d’emmagasiner les contaminants dans leurs tissus (Raskin
and Ensley, 1999; Barcel6 and Poschenrieder, 2003; Kuiper et al., 2004; Lone et al., 2008;
Jadia and Fulekar, 2009). Elle est considérée comme une solution verte et écologique pour
réhabiliter les endroits contaminés par les EMT et elle est surtout adaptée a des traitements de
grandes surfaces (Lasat, 2002; Garbisu and Alkorta, 2003; Ali et al., 2013). Les plantes

utilisées dans cette technique sont connues pour leur capacité a accumuler une grande guantité
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de métaux (Ahmadpour et al. 2012; Su et al. 2014). San Miguel (2011) a rapporté que la
plante peut accumuler les ETM dans les espaces vacuolaires, les tissus de 1’épiderme ou au

moins réduire leur toxicité pour I’environnement.

Le premier site minier utilisant des plantes pour décontaminer le sol était dans les années
1970 (Barcel6 and Poschenrieder 2003) et les premiéres espéces vegétales utilisées comme
plantes accumulatrices de métaux étaient 1’Alpine pennycress (Thlaspi caerulescens) et la
pensée calaminaire (Viola calaminaria) (Lasat 1997). Récemment, plusieurs espeéces
veégétales ont été utilisées pour la phytoremediation des sites pollués telles que la Renouée
poivre d'eau (Polygonum hydropiper), I’Echinops (Echinops spinosus L) et le saule roux
(Salix atrocinerea) pour le Zn (Wang et al., 2003) et la moutarde des champs (Hirschfeldia
incana) pour le Pb (Auguy et al. 2013). De méme, la plantation d'eucalyptus ou de pin a réduit
la quantité du Cu et du Cr dans les sols miniers (Asensio et al. 2013). D'autres especes
végétales telles que les fougere du genre Pteris (Pteris vittata L.) et les herbacée comme
[’Alternanthera bettzickiana ont été jugees comme de bonnes plantes phytorémédiatrices pour
I'As, le Cd et le Pb (Fayiga and Saha 2016; Taugeer et al. 2016).

Différentes phytotechnologies sont associées a la phytoremédiation telles que la
phytoextraction, la phytofiltration, la phytostabilisation, la phytovolatisation et la
phytodégradation (Lone et al., 2008; Ali et al., 2013; Parmar and Singh, 2015). Les
techniques les plus utilisées sont la phytoextraction et la phytostabilisation (Ali et al. 2013;
Ghori et al. 2015; Laghlimi et al. 2015; Mahar et al. 2016).

La phytoextraction consistait a utiliser des plantes qui accumulent des polluants (plantes
supérieures) pour éliminer les contaminants inorganiques, en particulier les métaux du sol
contaminé, en les concentrant dans la partie aérienne comme les tiges et les feuilles (Lasat,
2002; Habiba et al., 2014; Nelson, 2016. Il existe deux types de phytoextraction: la
phytoextraction naturelle basée sur 1’utilisation des espéces végétales hyper-accumulatrices ou
la phytoextraction induite par 1’utilisation des plantes tolérantes aux métaux renforcées par
I’ajout des agents chélateurs dans les sols (par exemple EDTA, acide citrique, sulfate
d'ammonium) (Ghosh and Singh, 2005; Ali et al., 2013; Habiba et al., 2014; Ghori et al.,
2015; Nelson, 2016). Ces agents chélateurs augmentent la biodisponibilité des métaux dans le
sol, ce qui facilite leur absorption par les plantes (Wiszniewska et al. 2016). Au terrain, le
succes de la phytoextraction n'est pas toujours évident. La croissance lente de la plante, la
faible biomasse produite ainsi que la nécessité de récolter et d'incinérer ou de composter les

plantes aprés leur absorption des métaux sont les limites de cette méthode (Gratdo et al.
22



2005b; Laghlimi et al. 2015; Mahar et al. 2016). Pour cette raison, la méthode appropriée a
utiliser est la phytostabilisation, appelée aussi phyto-immobilisation qui permet la réduction
de la mobilité et de la biodisponibilité des métaux dans I'environnement en les fixant ou en les
immobilisant dans les racines des plantes (Barcel6 and Poschenrieder, 2003; Frérot et al.,
2006; Jadia and Fulekar, 2009; EI Aafi et al., 2015). En effet, les racines absorbent les métaux
ou les précipitent dans la rhizosphére (Ghosh and Singh, 2005; Wuana and Okieimen, 2011,
Ali et al., 2013). Cette méthode a été utilisée pour le traitement des sols contaminés par les
déchets miniers dans différentes régions du monde notamment Espagne et les Etats-Unis. En
Espagne, Agrostide de Castille (Agrostis castellana) a été appliquée dans des sites miniers
abandonnés pollués par plusieurs métaux tels que le Cd, le Pb, I'As, le Cu et le Zn (Parmar
and Singh 2015). Aux Etats-Unis au nord de la Floride, Wiregrass Gentian (Gentiana
pennelliana) a été révélée adaptée aux sites contaminés par le Pb, Cu et Zn (Yoon et al.
2006). Généralement, 1’utilisation de la phytostabilisation aprés la phytoextraction diminue la
biodisponibilité des metaux et leurs mobilités et minimise leur transfert dans les eaux

souterraines ou dans la chaine alimentaire méme s'ils restent dans les sols.
La réussite de la phytoremediation requiert 1’intervention de plusieurs facteurs a savoir :

- une bonne connaissance du site contaminé (du point de vue géologique, hydrique et
caractéristique du sol)

- la nature des polluants organiques (hydrocarbures, HAP, BTEX, PCB, solvants
halogénés...) ou inorganiques (cyanures, arsenic, cadmium, chrome, cuivre, nickel,

plomb, zinc...)

la détermination des éléments traces métalliques a extraire du sol

la sélection de la bonne espéce végétale.

La sélection de la plante destinée a I’utilisation dans la phyotremediation est basée sur
plusieurs critéres a savoir la profondeur des racines, la nature des contaminants et du sol et les
conditions climatiques de la zone contaminée (Laghlimi et al. 2015). En effet, le premier
critere a chercher dans ce type de plantes est leur capacité d’accumuler une bonne quantité
d’ETM (Hakeem et al. 2015). Ces plantes dites hyper-accumulatrices d’ETM, sont capables
d’accumuler plus de 100 mg g™ de poids sec (PS) de Cd et d’As, plus de 1000 mg g™ PS de
Co, Cu, Cr, Ni et Pb et plus de 10000 mg g PS de Mn et Zn (Prasad and Freitas 2003;
Sessitsch et al. 2013). Aussi, ces plantes doivent avoir :
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- Une importante tolérance aux ETM et surtout aux eléments ciblés, avec une
production d’une biomasse élevée (Kavamura and Esposito, 2010; Jan and Parray,
2016; Sarwar et al., 2017)

- Une croissance rapide méme dans les zones contaminées (dans ou en dehors de son
environnement d'origine) (Barceld and Poschenrieder, 2003; Ghosh and Singh, 2005;
Bhargava et al., 2012).

- Une bonne adaptation aux conditions climatiques, une meilleur résistance aux

pathogénes et ravageurs et facile a cultiver et a récolter (Ali et al. 2013).

1V.2.3. Le renforcement de la phytoremédiation
1V.2.3.1. Les déchets organiques

Le fumier est une matiére organique issue des déchets d’animaux mélangés avec les
excréments, les urines, la litiere (paille, fougere, etc.), les aliments renversés, I'eau potable
renversée et l'eau utilisée pour le lavage (Christensen and Sommer 2013). Ces déchets
organiques ont éte utilisés dans le passé dans 1’agriculture comme fertilisant a cause de leurs
role dans 1’amélioration des propriétés physiques des sols et aussi leurs importances comme
source de nutriments (Park et al. 2011; Rizwan et al. 2016a; Tang et al. 2016). De nos jours,
ces amendements organiques sont utilisés pour la remédiation des sols contaminés par les
ETM. Plusieurs travaux ont rapporté I’'importance de ce type de déchets dans la réduction de
la biodisponibilité des ETM dans les sols contaminés (Tejada et al., 2008 ; Pardo et al., 2014;
Putwattana et al., 2015; Rizwan et al., 2016a). Putwattana et al. (2015) ont montré que les
déchets des vaches peuvent réduire la concentration du Cd et du Zn dans la partie aérienne du
mais. De méme, Rehman et al. (2016) ont montré que I’utilisation des fumiers d’animaux
provoquent une augmentation de la croissance des trais morphologiques du mais, de la teneur
en chlorophylle et de 1’absorption de quelques éléments a savoir Cu, Fe et Mn et une
diminution de I’absorption du Ni dans un sol traité par 160 mg Ni kg™. Généralement, les
déchets des animaux ont donc un important rble dans la phytoextraction et la
phytostabilisation des ETM dans le sol (Park et al., 2011; Rizwan et al., 2017, 2016a; Rehman
etal., 2017).

1V.2.3.2. Le charbon végétal

Le charbon végetal (biochar) est le résultat de la dégradation thermique (pyrolyse) de la
matiére organique en absence ou en atmosphére appauvrie en oxygene (Bopp et al., 2016; Xu
et al., 2016; Rizwan et al., 2017). Ce biochar peut étre produit a 1’aide de différents types de

matiéres organiques a savoir les résidus végetaux, les fumiers, les pailles, les copeaux de bois,
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les boues et autres résidus de biomasse provenant de la production agricole (Zhang et al.,
2013 ; Rizwan et al., 2015; Xu et al., 2016; Yang et al., 2016). Le biochar est généralement
composé de carbone d’ou son utilisation dans le passé comme amendement des sols dont le
but d’améliorer la productivité du sol (Park et al., 2011 ; Kim et al., 2015). Actuellement, le
biochar est tres utilisé comme amendement du sol afin d’améliorer la phytoremediation (Xu et
al. 2016). L'attention accordée au biochar est due a sa capacité & complexer les polluants
organiques et inorganiques (Tang et al. 2016) ainsi qua réduire la mobilité et la
biodisponibilité des ETM et a minimiser leur absorption par les plantes (Kim et al. 2015;
Yang et al. 2016; Younis et al. 2016). Cependant, le biochar peut augmenter la disponibilité et
I’absorption des nutriments (N, P, K et S), la rétention en eau du sol, I’émission de quelques
composés organiques dans le sol (ex : éthyléne) ce qui améliore le développement de la plante
(Graber et al., 2010; Spokas et al., 2010; Lehmann et al., 2011; Puga et al., 2015; Rizwan et
al., 2015). L’absorption des ETM en présence du biochar dépend de plusieurs facteurs tels
que le type de plante, le type du sol, le type de biochar utilisé et la méthode d’application du
biochar (Rizwan et al. 2015).

Puga et al. (2015) ont rapporté que le biochar diminue la concentration de Zn, Cd et Pb chez
le haricot sabre (Canavalia ensiformis) et Le haricot de velours (Mucuna aterrima) cultivé
dans un mélange de concentrations croissantes de biochar de la canne a sucre et de sol
provenant d'une ancienne mine de zinc. Ces auteurs ont également rapporté d'autres effets du
biochar sur le sol tels que l'augmentation des nutriments (concentration de P dans le sol) et la
concentration de K (dans la partie aérienne) ainsi que l'augmentation de la matiere séche des
racines et / ou des tiges des especes testées. Dans une autre étude, le mais et I'ivraie (Lolium)
cultivés sur un sol artificiel mélangé & 600 mg kg™ Pb et 2 mg kg™ de Cd et traité avec du
biochar de bambou, de paille de riz et de blé ont montré une réduction de I’accumulation de
Cd dans les tiges (Xu et al. 2016). Aussi, le biochar produit a partir des copeaux de bois des
arbres de coniferes a réduit la disponibilité et I'absorption de Cu et Zn par les plantes et
augmente I'extractibilité du calcium et la disponibilité du phosphate dans trois sites pollués
avec le Zn, Pb et Cu (Bopp et al. 2016).

V. Choix Méthodologique

Ce travail présente ’originalit¢ d’étudier I’utilisation des substances naturelle (substances
organiques) tels que ’humus et le biochar pour augmenter I’efficacité de la phytoremediation

et la dépollution d’un sol contaminé issu d’un ancien site de mine de fer d’Ait Ammar. En
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effet, si les études concernant I’utilisation de I’humus dans la phytoremediation des sols
contaminés par les ETM sont nombreuses, il existe peu de travaux concernant 1’utilisation du
biochar dans la phytoremediation surtout au Maroc. A notre connaissance, c’est le premier
travail au Maroc qui utilise le biochar et les fumiers dans le but de renforcer la
phytoremediation. Aussi, nombreux les travaux qui €tudies la résistance de 1’Eucalyptus
globulus au différents types de stress abiotiques a savoir le stress hydrique, le stress salin ou
le stress thermique mais peu de recherche sur 1’utilisation de cette plante dans la dépollution
des sols contamineés par les ETM.

Dans le présente étude, on a utilisé le test de germination car les plantes sont trés sensible aux
changements environnementaux (Solanki and Dhankhar, 2011) en particulier pour la pollution
des ETM (Chaabene et al., 2015; Nagajyoti et al., 2010). A cause de cette sensibilité le test de
germination peut étre utilisé comme un bon indicateur du stress des ETM (Elleuch et al.,
2013; Munzuroglu and Geckil, 2002). 1l a été rapporté que le test de germination est une
procédure de base pour déterminer les effets de la toxicité des métaux sur différentes especes
végétales (Adrees et al., 2015; Bankaji et al., 2017). Dans ce travail, le test de germination est
effectué avec cing espéces végétales : le blé, ’orge, le mais, le fenugrec et haricot. Ce nombre
élevé de gaines est justifié premiérement pae le teste de différentes especes végétales
appartenant aux différentes familles (Poacées et Fabacées) avec différentes caractéristiques
morphologiques (présence ou absence du tégument) ou anatomiques (monocotylédones et
dicotylédones). Aussi, le choix du blé, de ’orge et du mais dans la germination vient de
I’importance économique, agricole et alimentaire des céréales dans le monde et aussi au
Maroc, et parce que les villageois d’Ait Ammar cultive ces especes végétales pour
I’alimentation de leurs bétailles. Alors, le fenugrec est utilis¢é vue le role médicinale qu’il
posséde et dans le but de vérifier dans le future I’effet des ETM sur la capacité
phytothérapeutiques de cette plante. En effet, 1’utilisation du haricot est argumentée par la
présence de 1’écorce chez ce type de graine qui pourra les protégées contre la contamination

métallique.

Pour nettoyer les sols des mines les méthodes physico-chimiques a savoir la Lixiviation /
lavage / ringage des sols, 1‘¢électro-cinétique, 1‘élimination hors site et la Solidification /
stabilisation / immobilisation sont trop colteuses en termes de temps et d'argent et ont des
limites importantes et des effets secondaires sur I’environnement et I’écosysteme. Dans ce
contexte, on a pensé a utiliser une methode simple, moins chére et considéré comme une
solution verte et écologique, il s’agit de la phytoremediation. On a choisis 1’Eucalyptus

globulus on se basant sur sa croissance rapide, ces mécanismes d’adaptation, son systéme
26



racinaire important et sa capacité de vivre dans de nombreux environnement. Cependant,
I’utilisation de I’humus vient de son role dans la fertilité du sol et sa capacité de complexer les
ETM. De méme pour le biochar, cette substance maintient la fertilité du sol tout en évitant

I’épuisement de ces sols.

Ces études physico-chimiques du sol de la mine d’Ait Ammar ont montrées que le sol de
référence du site contient des teneurs importantes d’ETM a I’instar du Fe, Zn, Cr et Cd et un
pH neutre (Tableau 3). Dans ce contexte, vient le choix d’utiliser un sol de référence naturel
(cf. matériels et méthodes 8 1.1.1 et 1V.1). Ce sol est prélevé de la forét du khénifra, connu
comme non contaminé et loin de toute sorte d’activité agricole ou industrielle, a été I’objectif
de plusieurs analyses pour déterminer ces caractéristiques physico-chimiques a savoir le pH,
la granulométrie (teneur en argile), la conductivité électrique (CE), la matiére organique ainsi

que la composition en métaux.
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A. Présentation des composants étudiés

|. Le sol étudié

I.1. Situation géographique du sol étudié

Le gisement de fer oolithique d’Ait Ammar est situé a 25km au NW d’Oued Zem dans le

massif hercynien central sur la feuille topographique d'Ezzhiliga (X : 382,5; Y : 274,9). Il est

au point triple entre les territoires de trois grandes tribus, les Smaala, Beni Smir et Beni
Khayrane (Figure 4) (Boushaba and Michard 2011).

Ce gisement fait partie de ’anticlinorium de Khouribga-Oulmeés ou il est encaissé dans une

série schisto-gréseuse d’age ordovicien moyen, puissance de 0 a 17m, s’étend sur 1000m a

1500m en surface et a été reconnu en profondeur par 93 forages. La couche minéralisée

débute par un niveau de schistes noirs chloriteux et son passage au toit gréseux et micacé

s’établit par I’intermédiaire de niveaux schisteux. Le minerai avait une teneur de 43% a 48%
de Fe, 11 a 17% de SIO,, et 8% d’Al,0s.

Khouribga
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Figure 4: Localisation du gisement d’Ait Ammar sur un extrait de la carte du Maroc.
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(Modifiée du Google Earth, 2018)
[.2. Données sur l'exploitation de ce gisement

Ce gisement qui a été exploité entre 1937 et 1962 par la Société Marocaine des Mines
et des Produits Chimiques (SMMPC) a produit environ 6 millions de tonnes de minerai
(Figure 5). Cette exploitation, faite essentiellement en carriére, a cessé a cause des teneurs
faibles en Fe (entre 43 et 47%). Cependant, les réserves souterraines sont relativement
importantes. Les compagnes géophysiques effectuées ont permis d’avancer le chiffre de 20
millions de tonnes. D’autres anomalies magnétiques n’ont pas été interprétées et laissent

supposer des réserves supplémentaires de 65 millions de tonnes.

1.3. Caractéristiques physico-chimiques du sol du site

Des travaux antérieurs menés par notre laboratoire et le laboratoire portugais sur 20 points de
quatre transepts (T1, T2, T3 et T4) ont montré que le sol de ce site est caractérisé par un pH
acide (3,64-6,75), une faible conductivité, une teneur en matiére organique comprise entre
1,06 et 5,01% et un pourcentage d’argile / limon qui varie de 20,3 a 38,0%. Cependant, le sol
de référence du site minier étudié présente un pH et un pourcentage argile/limon plus élevés
(pH = 7,10, argile / limon = 77,2%). Concernant les teneurs en métaux, la concentration est
différente d'un transept a l'autre sans aucun gradient avec les valeurs les plus élevées sont
trouvées dans les transepts T, T3 et T4 (Madani et al. 2015; Marques et al. 2014) et les
teneurs les plus élevées en métaux ont été obtenues pour le Fe, le Cr et le Zn (Marques et al.
2014, Nouri et Haddioui, 2016). De méme, la quantité de métaux trouvés dans le sol de
référence a été également élevée.

Le sol étudié dans ce travail est considéré par Marques et al (2014) et Nouri et al (2014)
comme le sol le plus contaminé du site d’Ait Ammar contenant des concentrations élevees de
Cd, Cr et Fe, et un pH légerement acide (5.97). Pour ces raisons, nous avons choisi d’étudier
I’effet de ce sol sur la croissance des espéces végétales. Les caractéristiques physico-
chimiques de ce sol et celles du sol de référence du site de mine sont présentées dans le
tableau 3.
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Figure 5: Photo montrant le gisement de fer d’Ait Ammar
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Tableau 3: Caractéristiques physico-chimiques du sol contaminé et du sol de référence.
D'aprés Marques et al. (2014) et Nouri et al. (2014).

Sol de Référence

Sol Contaminé

PHea 7,97 £ 0,013 6,54 £ 0,04

Cond. E. (S cm™) 161,17 7,1 367,00 + 8,02

oM (%) 452 +0,73 3,33+0,83

Argile (%) 77,2 52,2

C/N ratio - 7,85 25,85
Concentrations Totale des métaux

Cd 5,14 20,40

Cr 166,02 167,95

Cu 44,76 21,93

Zn mg Kg™ 155,377 92,99

Pb 0,92 1,70

Fe 228030,0 59780,0

P 11020,0 2840,0

Il. Le matériel végétal utilisé

6 especes végétales ont été choisies pour réaliser les différents tests dans ce travail. Ces
espéces sont (tableau 4):
v Deux especes dicotylédones: le Fenugrec (Trigonella foenum-graecum) et le Haricot
(Phaseolus vulgaris),
v Trois espéces monocotylédones: 1’0Orge (Hordeum vulgare), le BIlé (Triticum
aestivum) et le Mais (Zea Mays).

v Une espéce angiosperme: L’Eucalyptus commun (Eucalyptus globulus).

IL.1. L'orge et le blé
L'orge (Hordeum vulgare), le blé (Triticum aestivum) sont des monocotylédones annuelles a

tiges dressées et robustes, de la famille des Poacées, qui posseédent des caractéristiques
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morphologiques et des organes vegétatifs et floraux presque semblables. Ces plantes
possedent un systeme radiculaire fasciculé formé de racines adventives. Leurs tiges ou
chaumes sont composés de nceuds et entre nceuds avec des feuilles alternées possédant un
limbe long. A chaque nceud s’insere une feuille avec nervures paralléles embrassant la tige par
une longue gaine ligule.

I1.2. Le mais

Le mais (Zea mays L.) est une plante tropicale herbacée annuelle et qui appartient a la
classe des monocotylédones (famille des Poacées). Le systéme racinaire est composé d’un
grand nombre de racines adventives situées sur les nceuds a la base de la tige. 11 est caractérisé
par des racines tracantes (dites racines de surface) qui prélévent 1’eau et les nutriments

nécessaires a la plante dans les couches superficielles du sol.

I1.3. Le fenugrec
Le fenugrec (Trigonella foenum graecum. L) est une plante herbacée annuelle de la

famille des Fabacées. Cette plante se distingue par sa tige haute pouvant atteindre 50 cm, ses
feuilles ovales et dentées et ses fleurs qui oscillent entre le jaune et le violet et groupées en
petites boules (comme le tréfle). Le fruit est une gousse recourbée qui peut mesurer jusqu’a
20 cm de long et qui renferme de nombreuses graines jaunes (10-12 graines de 3mm).

I1.4. Le haricot
Le haricot (Phaseolus vulgaris) est une plante herbacée annuelle de la famille des Fabacées. Il
est caractérisé par un systéme racinaire pivotant et des feuilles composées (trifoliolées) et des

fruits sous forme de gousse.

I1.5. L Eucalyptus globulus
Eucalyptus globulus (ou appelé aussi gommier bleu) originaire d'Australie (Luo et al. 2015) et
considéré avec les autres espéces du genre d’Eucalyptus comme la plus cultivée dans le
monde (Cipriani et al. 2012; De Alcéantara et al. 2015). Merchant et al. (2007) ont rapporté
qu’il y a plus de 900 espéces dans le genre Eucalyptus. Eucalyptus globulus appartient a la
famille des Myrtacées et caractérisé par des feuilles persistantes, tronc droit avec une écorce

lisse et des fleurs blanchatres (Coppen 2002).
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Tableau 4: Les espéces végétales sélectionnées pour cette étude.

Nom scientifique Nom commun Famille Botanique
1 Hordeum vulgare Orge Poacées herbacee annuelle
2 Triticum aestivum Blé Poacées herbacée annuelle
3 Zea mays Mais Poacées herbacée annuelle
4 Trigonella foenum graecum Fenugrec Fabacées herbacée annuelle
5 Phaseolus vulgaris Haricot Fabacées herbacée annuelle
6 Eucalyptus globulus Gommier bleu Myrtacees vivace ligneuse

B. Mise en place des expérimentations

l.  Analyse physico-chimique du sol de référence naturel.

I.1. Situation géographique
Nous avons également utilisé un sol naturel (comme deuxieme sol de référence) connu
comme un sol non contaminé et loin de toute sorte d’activité agricole ou industrielle). Ce sol
est prélevé de la forét de khénifra (32°57'10.0"N 5°28'43.8"W) le long de la route du parc
national d’Aguelmame Aziza (Figure 6). La zone d’Aguelmame Aziza est une zone forestiére
couverte par le chéne vert et le cédre et située a une altitude de 1470 m avec une précipitation

moyenne de 1150 mm/an (Chillasse et al. 2001).

1.2. Prélevement du sol
Pour prélever le sol nous avons écarté la partie superficielle contenant les débris des végétaux
et les grosses pierres. Pour obtenir un échantillon représentatif de la zone de prélevement,
I’opération est répétée 5 fois en étoile autour d’un point central. Aprés la collection, les
échantillons sont transportés au laboratoire dans des sacs en plastiques propres et fermés
hermétiquement. Les échantillons sont homogénéisés, séchés a I’air libre, puis tamisés avec
un tamis de 2 mm de mailles pour éliminer les pierres, la partie métallique et les fragments de
plantes. Par la suite, plusieurs analyses ont été réalisées sur ces échantillons pour déterminer
leurs paramétres physico-chimiques (la granulométrie, le pH, la conductivité électrique, la

matiére organique) et leurs teneurs en ETM.
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I.3. Granulométrie par tamisage
La détermination de la dimension des particules contenues dans le sol et leur répartition a été
réalisée par la méthode de tamisage (Norme AFNOR NF X31-101). L’échantillon de sol (500g
de sol séché a 105°C pendant 24h) a été placé dans le tamis supérieur d’une colonne de tamis
fixée sur un vibrateur (fréquence maximal de vibrateur). Apres 15 min les quantités de
granulats retenues dans chaque tamis (2 mm, 1 mm, 500 pm, 250 pm, 100 um et 63 um) ont

été pesées.

[.4. Mesure du pourcentage d’humidité
Pour déterminer la teneur en eau du sol, nous avons utilisé la méthode basée sur la perte de
masse apres passage a I'étuve a 105°C. Selon cette méthode (Norme AFNOR NF X 31-102,
1992), nous avons effectué une double pesée avant et aprés un passage d'une durée de 24
heures a 1'étuve. Le pourcentage d’humidité est calculé selon la formule suivante :
ml — m2

H (%) = TX 100

Ou : my : masse de sol avant séchage (g). ; m, : masse de sol apres séchage (g).

I.5. Mesure du pH et de la conductivité électrique
10 g de sol séché a I’air libre, broy¢ et tamisé sont mis en suspension dans 50 ml d’eau
distillée (1 : 5). Le mélange est agité pendant 30 min a ’aide d’un agitateur magnétique et est
ensuite décanté pendant une heure. Le pH est déterminé a 1’aide d’un pH-metre (Norme
AFNOR NF X31-103, 1992).
L’acidité potentielle a été mesurée dans une suspension Sol — KCI & 1M de méme rapport
(1/5), aprés un repos de 30 min qui suit une agitation de 15 min.
La conductivité électrique du sol a été déterminée a 1’aide d’un conductimetre. Elle a été
mesurée a I’aide d’une suspension de 10g de sol dissous dans 50 ml d’eau distillée et agité

pendant 30 min. Les valeurs ont été lues aprés 5 min de repos exprimée en (uS/cm) a 22+1°C.

I.6. Mesure de la matiere organique
La teneur en matiére organique a été déterminée par incinération de I'échantillon du sol séché
a 550 °C pendant 4 heures (Martinez et al. 2018). Les resultats sont calculés a partir de

I’équation suivante :

MO (%) = Poids sol sec (g) — Poids sol incinéré (g) 100
(%) = Poids sol sec (g) X
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1.7. Caractérisation minéralogique et dosage des métaux
L'identification minéralogique a été réalisée par analyse par diffraction des rayons X (XRD)
en utilisant un diffractométre panalytigue Empyrean (Pays-Bas) qui fonctionne avec un
rayonnement de cuivre (Ka (Cu) = 1,5418 A) (40,0 kV; 40,0 mA).

Figure 6: Localisation du point du sol de référence naturel (Sol Naturel) et le point le plus contaminé
du site minier (T4.5).
Les points sont marqués en rouge.
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ll. Effets des métaux sur la germination des graines

I1.1. Dispositif de germination
Deux essais ont été utilisés pour I’étude de I’effet des métaux sur la germination des graines,
le premier sur un papier filtre et le deuxieme sur le sol.

11.1.1 Matériel végétal
Cing especes végétales, 1’orge, le blé, le mais, le fenugrec et le haricot, ont fait 1’objet de
I’é¢tude de la germination sur le papier filtre. Concernant 1’é¢tude de la germination sur le sol,

nous avons utilisé trois espéces végétales : 1’orge, le mais et le fenugrec.

11.1.2. Les supports utilisés
Le test de germination a été réalisé dans des boites de Pétri stériles de 9cm de diamétre. Ce
test est effectué en utilisant deux types de supports : le papier filtre et le sol.

v' Papier filtre: chaque boite de Pétri tapissée d’une seule couche de papier filtre est
imbibée de 5 ml de la solution métallique ou d’eau distillée dans le cas du contrdle.

v Le sol: deux types de sols sont utilisés. Le premier est un sol prélevé de deux points
de la mine de fer d’Ait Ammar : un sol jugé comme le plus contaminé de la mine et 1’autre
situé a 15 km au nord du site considéré comme sol de référence du site. Le deuxiéme, est un
sol standard européen non contaminé nommeé Lufa 2.2, utilisé également comme référence.
Au début du test, les différents types de sols sont humidifiés par le volume nécessaire d’eau
distillée pour atteindre 80% du WHC.x du sol. Dans le cas du Luffa 2.2, ce volume est utilisé
pour dissoudre des quantités progressives des ETM testés (cadmium (Cd), fer (Fe) et zinc
(Zn)) pour avoir les concentrations demandées. Apres humidification, le sol est ensuite séparé

dans les boites de Pétri.

11.1.3. Préparation de la solution métallique
Les différentes solutions des trois métaux étudiés (Cd, Fe et Zn) sont préparéees
respectivement a partir de 3CdS0,4.8H,0, FeCl3.6H,0 et ZnSO,4.7H,0. Sept doses en plus du
contrble ont été testées pour chaque élément trace : 0, 10, 50, 100, 250, 500, 750 et 1000
mg/kg de sol (ou mg/L dans le cas du papier filtre).

I1.1.4. Préparation des graines
Dans le but d’éviter la contamination fongique et bactérienne, les graines des especes étudiées
sont désinfectées par 1’hypochlorite de sodium (NaClO 1%) pendant 10 min, suivi d’un

rincage a I’eau distillé stérile et d’'un trempage pendant 1 min a I’éthanol 70% (v/v). Apres la
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désinfection, on a éliminé le reste de la solution désinfectante par un ringage répéeté 5 fois

successives avec ’eau distillée stérile.

I1.2. Déroulement du test
Les graines qui ne présentant aucune anomalie morphologique et de méme taille ont été mises
en germination dans des boites de pétri contenant du papier filtre ou les différents types de
sol. Les graines sont espacées entre elles a I’intérieur de la boite de Pétri d’environ lcm. La
germination a duré 6 jours et a lieu a 23+1°C et a I’obscurité. Chaque traitement comporte 10

graines par boite. Quatre répétitions par traitement sont réalisees.

I1.3. Mesures effectuées

11.3.1. Taux de germination
Aprés 6 jours, le nombre de graines germées dans chaque boites de Pétri est déterminé dans le
but de calculer le pourcentage de germination (GP). Les graines dans les deux supports sont
considérées a 1’état de germination quand la radicule émerge de 5 mm (Wang et al. 2001). Ce

pourcentage est calculé en utilisant 1’équation de Tanveer et al. (2010) :

Nombre de graines germées
= 100

Nombre de graines totales

11.3.2. Longueur des racines et des tiges
La longueur des racines et des tiges de chaque plantule issue de la germination sont mesurées

a I’aide d’une regle graduée.

I1.3.3. Indice de tolérance
Les longueurs des racines mesurées dans chaque traitement sont utilisées pour estimer un
indice dit indice de tolérance (I.T). Cet indice permet d’avoir une idée sur la capacité des
plantes a pousser dans des milieux contaminés en comparaison avec un milieu non contaminé.
L’indice de tolérance est calculé selon 1’équation proposée par Igbal et Rahmati (1992) et
Tam et Tiquia (1994) :

T Moyenne de la longueur des racines dans le traitement 100
A= X
Moyenne de la longueur des racines dans le controéle
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lll. Effets des éléments traces métalliques chez E. globulus.

III.1. Matériel végétal
Les plantules d’Eucalyptus globulus nous ont été fournies par une pépiniere au Portugal
(Figure 7). Soixante plantules de méme taille ont été sélectionnées pour étudier leur aptitude a
tolérer et accumuler les ETM.
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Figure 7: Sélection des plantules d’Eucalyptus globulus et mise en culture dans les différents types de
substrats utilisées dans le test.

II1.2. Mise en culture

La culture des plantes a été réalisée dans une chambre de culture sous une photopériode de
16" & 8° avec un flux lumineux de 160 umol m™ s et une température de 23 + 1 °C pendant 3
mois.
Les sols utilisés pour la culture de ces plantes sont :

v' Le sol du point le plus contaminé du site de la mine de fer d’Ait Ammar (CS).

v Le sol du point situé a 15 km au nord du site est utilisé comme sol de référence (REF).

v Le substrat artificiel utilisé comme contrdle et qui consiste en un mélange hydraté de

vermiculite non acide et de substrat humique/tourbe a une proportion de 3:2.

La culture de ces plantules a été réalisée dans des pots en plastique d’un volume d'environ 760
cm® placés dans des bassines ou 1’eau d’irrigation est versée en cas de besoin (Figure 8). Les 3
groupes de plantules sont placés dans une chambre de culture jusqu'a la fin du test. Afin de
minimiser le stress potentiel causé par une carence nutritive, une solution nutritive (environ

10 mL L™ d'eau distillée) a été ajoutée aux plantes tous les 15 jours. Environ 10 ml de la
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solution nutritive par 500 g de sol est ajoutée dans chaque pot. La composition de la solution
nutritive utilisée (Nutriquisa 5-8-10® - Agroquisa®) est la suivante: 6,0% (m / m) d'azote,

9,7% (m / m) de phosphore (sous forme de P,Os) et 12% (m / m) de potassium.

II1.3. Mesures des parametres morphologiques et physiologiques des plantes
Au cours de cette expérience, nous avons mesuré les parametres suivants :
v La longueur de la plante, I’efficacité maximale (F./Fy) du photosysteme Il (PSII) et le
rendement quantique du PSII (®PSI) ont été déterminées tous les 15 jours.
v’ La surface foliaire, la teneur relative en eau des feuilles, les chlorophylles (a et b), les
caroténoides et les teneurs en MDA ont été mesurés tous les mois & partir du 15°™ jour.
Les feuilles prélevées pour assurer les analyses physiologiques sont conservées a une

température de -80 °C.
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Figure 8: Les plantes d’Eucalyptus globulus dans des pots arrangés dans des bassines et placées dans
la chambre de culture.

111.3.1. La longueur de la plante
La longueur de la plante a été mesurée avec une regle a partir du point le plus bas de la tige

visible au-dessus du niveau du sol jusqu'a son point le plus élevé.

I11.3.2. Efficacité du photosysteme
L’efficacité du PSII a été déterminée par la quantification de I'efficacité maximale qui est le
rapport entre la fluorescence variable et maximale (F,/Fp) et le rendement quantique (®PSII)
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de PSII. Ce parametre est mesuré avec un fluorimétre portable (Walz® MINI-PAM,
Analyseur de Rendement de la Photosynthése) qui fournit directement une indication sur la
photosynthése globale par le calcul de la capacité photosynthétique de la plante sans avoir
besoin d'enlever les feuilles de la plante. Les mesures ont été réalisées sur des feuilles de dix
plantules sélectionnées au hasard pour chacun des trois traitements. La fluorescence a été
mesurée au départ dans des feuilles déja exposées a la lumiére pour calculer Fi, F'r, et F.
Ensuite, la mesure est effectuée sur une feuille adaptée a I'obscurité pendant 30 minutes a
I’aide des pinces spéciales adaptées au noir permettant a une petite zone de la feuille d'étre
complétement dépourvue de lumiére mettant les photosystémes des feuilles dans un état

stable. Les valeurs de fluorescence minimal (Fo) et maximal (Fy,) sont lues.

Les parametres de fluorescence sont calculés comme décrit par Maxwell and Johnson (2000):

Fv/Fm = (Fm — FO)
v/Fm = Fm
Fm — Ft
¢PSI=(,—)
Fm

Avec :

Fu/Fn : Efficacité photochimique maximale du photosysteme I,

Fm: Fluorescence maximale dans les plantes adaptées a l'obscurité,
Fo:  Fluorescence minimale dans les plantes adaptées a I'obscurité,
®PSI : Rendement quantique du photosysteme 1,

F'n:  Fluorescence maximale a I'état adapté a la lumiere

F: Valeur de fluorescence a I'état d'équilibre.

I11.3.3. La surface foliaire:
A partir de dix plantes choisies au hasard de chaque groupe de traitement, dix feuilles sont
soigneusement retirées et photographiés avec une échelle métrique. Cette image est traitée

avec le logiciel ImageTool pour déterminer la surface foliaire.

II1.3.4. La teneur relative en eau
La teneur relative en eau (RWC) a été calculée en se basant sur la méthode de Weatherly
(1950). Tout d’abord, on détermine le poids frais (FW) directement apres I'enlevement de la

feuille. Puis, le poids de turgescence (TW) mesuré apres immersion des feuilles dans de I'eau
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distillée pendant 24h. Enfin, le poids sec (DW) obtenu aprés séchage des feuilles turgescentes
pendant 72h a 60 ° C. Les valeurs de RWC ont été calculées selon la formule suivante:

(FW x DW)

RWC (™) = Gwxpw) *

100
111.3.5. La teneur en pigments : chlorophylle a, b et caroténoide

La teneur des chlorophylles a et b et des caroténoides est quantifiée en utilisant la méthode de
Sims and Gamon (2002). 150 mg de feuille est homogénéisé dans un mortier en présence de 2
ml de tampon acétone / Tris [50mM] (80:20) (v/v). Le broyat obtenu est versé dans un tube de
15ml et mixé par un vortex pendant 30s puis centrifugé pendant 10 min a 5000 g. Le
surnageant ainsi obtenu est transféré dans un autre tube recouvert d'une feuille d'aluminium
pour empécher le contact avec le rayonnement UV. Par la suite, 3 ml de la solution tampon
acétone / Tris est ajouté au culot et mixé par un vortex puis centrifugé une autre fois a 5000 g
pendant 10 min. Le surnageant ainsi obtenu est ajouté a I'extraction précédente puis compléter
avec la solution tampon acétone/Tris jusqu'a ce qu'un volume final soit 6 ml. L'absorbance des
échantillons est enregistrée a 470 nm, 537 nm, 647 nm et 663 nm en utilisant un
spectrophotometre UV-visible. La quantité en umol / gFW de Chlorophylle a, Chlorophylle b

et de caroténoides est calculée en utilisant les équations suivantes:

Chla (umol / gFW) = ((0,01373 X Aggs) - (0,000897 X Ass;) - (0,003046 X Agsr)) X DFf x W

Chlb (umol / gFW) = ((0,02405 X Ags7 - 0,004305 X Asg7 - 0,005507 X Aggs)) X DF x W

Caroténoides (umol/gFW) = ((As70 - (17,1 x (Chla + Chlb) - 9,479 x antocianines)) /119,26)) x Df x W
Avec: Antocianines = 0,08173 x Asz7 - 0,00697 X Aga7 - 0,002228 X Ages;

A est I'absorbance a une longueur d'onde x (hm);

Df signifie facteur de dilution (mL);

W représente le poids de la feuille (g).

I111.3.6. La teneur en Malondialdéhyde
La peroxydation lipidique est un facteur important qui indique les dommages causés aux
plantes par les différents types de stress. La teneur en malondialdéhyde (MDA) est déterminée
par la réaction de I'acide thiobarbiturique (TBA) (Dhindsa and Matowe 1981). Pour cela, des
feuilles (environ 0,039 a 0,14 g) ont été homogénéisées avec 5 ml d'acide trichloroacétique
(TCA) (0,1% poids / volume), puis centrifugées a 10000 g pendant 5 minutes. Un mélange de
1 ml du surnageant et de 4 ml de TCA a 20% (p / v) contenant 0,5% (p / v) de TBA a été
chauffé pendant 30 minutes a 95 ° C puis rapidement refroidi dans un bain de glace pour
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arréter la réaction. Apres centrifugation (10000 g pendant 10 min & 4 ° C), l'absorbance est
mesurée a 532 et 600 nm (longueur d'onde utilisée pour soustraire I'absorption de lumiere non
spécifique). Le mélange de TCA/TBA et de H,O (4: 1) est utilisé comme blanc. La teneur en
MDA est calculée en utilisant les formules suivantes et en fonction du coefficient d'extinction
molaire de 155 mM™ cm™.

Abs (MDA) = Asz> — Asoo

__ Abs (MDA) CWx Df

MDA 100
€ X w X

Avec :

¢ : coefficient d'extinction molaire de 155 mM™ cm™
CW : largeur de la cuvette

Df : facteur de dilution

Abs (MDA) : valeur corrigée du MDA

111.3.7. Dosage des ETM dans les plantes.
A la fin du test, les plantes d’Eucalyptus sont séparées en feuilles et racines et sechées
broyées dans un broyeur a mortier. Les échantillons ont par la suite été minéralisés afin de
mettre en solution les éléments traces métalliques. L'extraction du métal a été effectuée par
digestion de 100 mg du tissu végétal (feuilles et racines) avec du HNOj3 concentré et chauffé
dans un bain de sable pendant 3h a 100-150°C, jusqu'a ce que le matériel végétal soit digéré.
La solution obtenue apres digestion du matériel végétal est filtrée avec un filtre de 0,45um.
Dans le cas ou le matériel végétal n’est pas digéré, on ajoute 1ml de HCI concentré et on
chauffe une autre fois jusqu'a digestion. Des échantillons blancs sont également préparés en
suivant la méme procédure de digestion (Figure 9). Les mesures des métaux ont été réalisées

par ICP-MS (plasma a couplage inductif avec détecteur de spectrométrie de masse).

I11.3.8. Facteur de translocation et bioaccumulation
Les teneurs en métaux sont utilisées pour calculer les facteur de translocation (TF) et de
bioaccumulation (BAF) (Wu et al. 2011; Ritesh et al. 2016). Ces deux facteurs sont exploites
dans I’évaluation de 1’habilité de la phytoéxtraction de la plante testée. En effet, le facteur de
translocation est le rapport entre la concentration du métal dans les feuilles et sa concentration
dans la racine de la plante. Cependant, le facteur de bioaccumulation (BAF) est calculé chez

les feuilles et les racines, il s’agit du rapport entre la concentration du meétal dans les tissus
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vegetaux (feuilles ou racines) et la concentration initiale du métal (Zayed et al. 1998). Ils sont
calculés selon les équations suivantes :
TF = [Métal feui"e] / ([Métal racine]

BAF teuitie = [Métal feuitie] / ([Métal cs]

BAF racine = [Métal racine] / ([Mét&' CS]

100 mg de tissu végétal (racines et feuilles)
v
Ajouter 3ml de HNO: concentré

v
Chauffer dans un bain de sable (150-100 °C/3h)

Matériel digéré Matériel non digéré
v v
Filtration (0,45pm) Ajouter 1mlde HCl concentré
v

Chauffer dans un bain de sable
(150-100 °C/3h)

v
Filtration (0,45pm)

ICP-MS

Figure 9 : Protocole d’extraction des métaux a partir des racines et des feuilles des plantes.
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IV.Effets des éléments traces métalliques sur I'orge et le mais en
présence des amendements organiques

IV.1. Préparation des sols utilisés

Au cours de cette partie, le sol le plus contaminé de la mine de fer d’Ait Ammar et le sol de
référence de ce site sont utilisés pour étudier la croissance de deux espéces végétales. De
méme, deux autres types sont utilisés comme des sols de référence pour ce test. Il s’agit du sol
naturel prélevé de la forét de khénifra (NS) et un substrat artificiel (Art) composé de la tourbe
et le sable avec une proportion de 3:2. Le sable utilisé est lavé plusieurs fois par 1’eau de
robinet et par la suite par 1’eau distillée. Ce sable est séché a 1’air libre pendant quelques jours

puis stérilisé trois fois (1 fois par jours) a 121 °C pendant 45 min.

Figure 10: les amendements utilisés dans ce test: le biochar avant (A) et apres (B) broyage et
tamisage et les fumiers d’animaux avant (C) et aprés (D) broyage et tamisage a un tamis de 2 mm.

IV.2. Traitement du sol et amendement organique
Dans cette expérience, deux types d’amendements organiques ont été utilisés : le charbon
végétal (biochar) et les déchets organiques ou humus naturel (fumiers des animaux). Le
biochar (B) a éte préparé selon la méthode traditionnelle & partir de bois de coniféres. Le
biochar a été broyé finement puis passé a travers un tamis de 2 mm. Ce biochar a un pH égal a
8,47 et une conductivité électrique égale & 706 pS.cm™. De méme, le fumier des animaux (H)

qui provient des déchets de mouton, a été séché a l'air et tamisé au tamis de 2 mm (Figure 10).
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Le sol de la mine de fer d’Ait Ammar a été soigneusement mélangé avec deux taux de biochar
(2,5% et 5%) et deux taux d'humus naturel (10% et 20%). Aussi, quatre autres traitements ont
été utilisés : le sol naturel (NS), le sol artificiel (Art), le sol de référence du site (REF) et le sol
contaminé (CS) qu'aucun amendement n'a été ajouté. Les sols des 8 traitements ont été placés
dans des pots en plastique de 9,5 et 6 cm de diametre de haut et de bas respectivement et 10,5
cm de hauteur. Chaque pot est percé de trois petits trous dans le fond permettant 1’irrigation
des plantes. Ces pots sont ensuite placés dans des bassines sous formes de sacs en plastiques
tapissés de papier aluminium pour mettre I’eau distillée utilisée pour 1’irrigation. Chaque
traitement a été répété trois fois et incubé a température ambiante pendant dix jours. Au cours

de cette période, les pots ont été irrigues trois fois par semaine avec de I'eau distillée.

IV.3. Matériel végétal
Au cours de cette partie, nous avons utilisé les graines de deux especes végétales (orge et
mais). Elles ont été trempées dans une solution de 1% d'hypochlorite de sodium, rincées avec
de I'eau distillée puis immergées dans I'éthanol pendant 1 min. Par la suite, elles sont lavées

avec de I'eau distillée et laissées imbibées pendant 2 heures dans de I'eau distillée.

IV 4. Conduite de la culture
Les graines préalablement désinfectées (8 graines d'orge et 5 graines de mais) sont mises dans
chacun des pots contenant les différents traitements (sol naturel, sol artificiel, sol de référence
du site, sol le plus contaminé avec 0 amendements et quatre traitements (CS-B, 5, CS-Bs, CS-
Hio et CS-Byg). Aprés cing jours de germination, 5 plantules d'orge et 3 plantules de mais ont
été conservés dans chaque pot avec 48 pots au total. Aucune solution nutritive n’a été ajoutée
au cours de ce test. Tous les traitements ont été réalisés en trois répétitions et les pots sont
disposés selon le plan d’expérimentation présenté dans la figure 11. Cette expérimentation a

duré 30 jours dans les conditions environnementales normales.
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Figure 11: Dispositif de culture de I'orge et du mais dans les différents traitements.
Art : substrat artificiel, NS : sol naturel, REF : sol de référence du site et CS : sol le plus contaminé, humus :
fumier d’animaux.B, s et Bs concentrations de biochar utilisées a 2,5 et 5% respectivement. Hjg et Hyo
concentrations de fumiers d’animaux utilisées a 10 et 20% respectivement.

IV.5. Mesure des parametres morphologiques et physiologiques des plantes
La croissance des plantes a été mesurée aprés 30 jours a 1’aide de plusieurs parameétres
morphologiques : la longueur des tiges, la longueur des racines, le diamétre des tiges, la

longueur totale des feuilles et la surface foliaire.

IV.5.1. Les parametres de croissance:
La longueur de la plante est mesurée avec une regle a partir du point le plus bas de la tige
visible au-dessus du niveau du sol jusqu'a son point le plus elevé. De méme, la longueur des
racines et des feuilles a été mesuree avec une regle. Concernant le diameétre de la tige, il est

mesuré a 1’aide d’un pied a coulisse.
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IV.5.2. La surface foliaire
Les feuilles sont soigneusement prélevées et photographiées avec une échelle métrique. Par la

suite, cette image est traitée avec un logiciel pour déterminer la surface foliaire (ImageTool).

1V.5.3. Le poids frais et sec
Les biomasses des feuilles, de la tige et des racines ont été pesées avant et apres passage a
I’étuve a 105 °C pendant 48 h.

IV.5.4. La teneur relative en eau (RWC)
La teneur en eau des feuilles a été déterminée selon la méthode de Weatherly (1950). Apres
prélevement de la feuille, le poids frais (FW) est enregistré directement. Par la suite, la feuille
est immergée dans I’eau distillée pendant 24h puis le poids de turgescence (TW) est recordé.
Finalement, le poids sec (DW) des feuilles turgescentes a été mesuré apres passage a 60 °C
durant 72 h,

Les valeurs de RWC ont été calculées selon la formule suivante:

(FW x DW)

RWC () = rwxpw) *

100
IV.5.5. La teneur en pigments : chlorophylle a, b et caroténoide

Les teneurs en chlorophylles a et b et en caroténoides ont été quantifiées selon le protocole
d’Arnon (1949). Un échantillon des feuilles fraiches (entre 0,25 et 0,59) est coupé en petits
morceau et laissé pendant 24h a 4°C en présence de 80% d’acétone. Apres, I’extrais est
centrifugé a 4000 g pendant 10 min. L'absorbance des échantillons est enregistrée a 470 nm,
537 nm, 647 nm et 663 nm en utilisant un spectrophotometre UV-visible. La quantité en pumol
| gFW de Chlorophylle a, Chlorophylle b et de caroténoides est calculée en utilisant les

équations décrites par Sims and Gamon (2002):

Chlorophylle a (umol / gFW)= ((0,01373 X Agss) - (0,000897 X Ass;) - (0,003046 X Ags7)) X Df x W
Chlorophylle b (umol / gFW)= ((0,02405 X Ag47 - 0,004305 X Ass7 - 0,005507 X Aggz)) X Df x W
Caroténoides (umol/gFW)= ((As7 - (17,1 x (Chla + Chlb) - 9,479 x antocianines)) / 119,26)) x Df x W
Avec:

Antocianines = 0,08173 X Ass7 - 0,00697 X Aga7 - 0,002228 X Agss;

A est I'absorbance a une longueur d'onde x (hm);

Df signifie le facteur de dilution (mL);

W représente le poids de la feuille (g).
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V. Analyses statistiques

L’analyses de toutes les données ont été effectuées a I'aide du logiciel SPSS © Statistics pour
Windows (IBM © Ver 20).

Germination : Les données relatives aux différents caractéres biométriques ont été soumises a
une analyse de variance a un seul facteur (concentration de 1’élément métallique) et a une
comparaison multiple des moyennes par le test de Tukey pour distinguer les groupes de
traitements pour chaque variable (caractére).

Eucalyptus : Une analyse de variance a deux facteurs (ANOVA) a été réalisée pour
déterminer les effets du «temps» et du «sol» sur les paramétres mesurés (surface foliaire, Fv /
Fm, teneur en MDA, RWC et teneur des pigments). D’autre part, I’effet du sol et du temps sur
la hauteur de la plante a été mesurée a l'aide d'une analyse de mesures répétées (RM) ANOVA

et la comparaison des moyennes est faite par le test post-hoc de Tukey.

Amendements : les données obtenues ont été soumises a une analyse de variance a un facteur.

Le teste de Tukey a été appliqué pour déterminer les différences entre les moyennes.
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Chapitre 1 : Analyses physico-chimiques des sols
étudiés
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|. Caractérisation physicochimique

Les résultats de la caractérisation physico-chimique du sol de référence naturel qui provient
de la région de Khénifra sont présentés dans le tableau 5. Ces résultats sont comparés avec
trois sols naturels : le sol standard Européen (Lufa 2.2), le sol naturel du Portugal (PTRS1) et
le sol de référence issu du site de mine de fer d’Ait Ammar. On constate que le sol de
référence naturel étudié présente un pH neutre en comparaison avec les deux autres sols (Lufa
2.2 et PTRS1) qui ont un pH Iégerement acide et le sol de référence d’Ait Ammar qui a un pH
Iégerement alcalin. Concernant la conductivité électrique, le sol de référence naturel présente
une valeur comparable a celle du sol de référence d’Ait Ammar et plus faible que les valeurs
des deux sols: Lufa 2.2 et PTRS1. D’autre part, le sol de référence étudié possede un
pourcentage d’humidité de 4,8% et une teneur en matiére organique de 4,94%. En fin,
I’analyse granulométrique a révélé que le sol naturel testé est composé d’une fraction élevée
de limon/ argile (75,4%) similaire a celle trouvée dans le sol de référence du site d’Ait
Ammar. Selon le diagramme de texture (NF EN ISO 14688-2, 2005), notre sol est classé :

Limon-Argileux-Sableux.

Tableau 5: Les caractéristiques physico-chimiques du sol de référence naturel, sol de référence du site
d’Ait Ammar, PTRS1 et Lufa 2.2.

s ..., Limon/
. ] Conductivité MO Humidité . Sable
Echantillon PHeau PHkc Argile
mS cm* %
5,93

Sol naturel  6,61+0,01 10,01 0,229 + 0,003 4,94+ 0,75 4,79 75,4 24,6

REF* 7.97+0.0 7.14+0.02 0,161+0,007 4,52 - 77,2 -
PTRS1** 5.91+0.01 4.31+0.02 4.86+0.23 6.5+ 0.004 - 26,19 46,99
Lufa2.2** 4.95+0.06 5.65+0.05 56.7+0.05 2.35+0.01 - 25,2 74,8

* (Marques et al. 2014; Nouri et al. 2014) ; (REF : sol de référence du site d’Ait Ammar)
** (Caetano et al. 2012) ; (PTRSL1 : Sol naturel du Portugal)

Il. Caractérisation minéralogique
Les teneurs en éléments chimiques du sol naturel ont été déterminées par spectroscopie par

diffraction des rayons X. Les résultats obtenus montrent des concentrations variables d’un
élément a un autre (Tableau 6). En comparaison avec le sol de référence du site d’Ait Ammar,
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on note que les teneurs du Cd (<2 mg.kg™), du cuivre (15 mg.kg™) et du chrome (83,7 mg.kg"
1) sont inférieure a celles trouvées dans le sol de référence d’Ait d’Ammar (5,13 mg.kg™,
44,76 mg.kg™ et 166,017 mg.kg™, respectivement). Par contre, les teneurs du zinc (323,3
mg.kg™) et du plomb (47,7 mg.kg™) sont plus élevées que les valeurs de ces éléments dans le
sol de référence du site de mine (Zinc : 155,37 mg.kg™ ; Plomb : 0,917 mg.kg™).
Généralement, les teneurs moyennes de ces cinq éléments sont dans 1’ordre croissant : sol
naturel : Cd < Cu <Pb < Cr < Zn; sol de référence du site : Pb < Cd < Cu< Zn < Cr.

D’autre part, 1’é¢tude minéralogique du sol naturel a montré la présence de plusieurs autres
éléments & savoir I’As (11,3 mg.kg™), le Co (33 mg.kg™), le Mo (43,7 mg.kg™), le Nb (48,7
mg.kg™), Sr (61,7 mg.kg™) et le Ni (66,7 mg.kg™). D’autre part, le sol naturel contient de
faibles pourcentages d’Oxyde d’¢léments comme 1I’Oxyde de fer (9,65%), 1’Oxyde de
magnésium (1,41%) et I’Oxyde de calcium (1,41). De méme, on note que d’autres éléments
sont présents avec des concentrations trop faibles (<1%) comme le Dioxyde de titane,

I’Oxyde de manganese et le Pentoxyde de phosphore.
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Tableau 6 : Les concentrations totales des ETM dans le sol de référence naturel.

Sol Naturel

Elément Chimique Unités - CV%
Min Max Moyenne

Oxyde de fer Fe,0; 8,02 11,31 9,65+1,6 17,10
Oxyde de calcium Ca0 1,25 1,64 1,410,2 14,64
Oxyde de magnésium MgO 1,4 1,56 1,470,1 5,49
Oxyde de potassium K,0 % 0,83 1,03 0,94+0,1 10,80
Dioxyde de titane TiO, 0,67 0,85 0,760,1 11,92
Oxyde de manganése MnO 0,16 0,19 0,18+0,02 9,62
pentoxyde de phosphore P,Os 0,44 0,48 0,460,02 4,49
Soufre S <0.0001 <0.0001 <0.0001 -
Arsenic As 10 13 11,3+15 13,48
Cuivre Cu 12 18 15+4,2 28,28
Plomb Pb 41 57 47,7+8,3 17,47
Cobalt Co 31 35 33£2,8 8,57
Chrome Cr 69 95 83,7+13,3 15,92
Zinc Zn 297 337 323,3+22,8 7,05
Nickel Ni mg.kg™ 64 71 66,7+3,8 5,68
Lithium Li 17 18 17,3%0,6 3,33
Germanium Ge 24 31 27,3+3,5 12,85
Molybdéne Mo 31 51 43,7+11 25,23
Niobium Nb 42 54 48,746,1 12,56
Etain Sn 29 33 312 6,45
Strontium Sr 59 65 61,743 4,95
Cadmium Cd <2 <2 <2 -
Antimoine Sh <32 <32 <32 -
Béryllium Be <0,2 <0,2 <0,2 -
Bismuth Bi <20 <20 <20 -
Sélénium Se <40 <40 <40 -
Tungsténe w <23 <23 <23 -
Yttrium Y <2 <2 <2 -

Le coefficient de variation est calculé en utilisant I’équation CV= (Ecart type/moyenne) x 100%.
[1l. Discussion

Les résultats obtenus du pH au cours de notre étude montrent bien que le sol étudié est neutre.
Généralement, le pH entre 6 et 8 est bénéfique pour la croissance des plantes sachant que la
majorité des espéces végétales se développent bien dans cette marge de pH (Day and Ludeke
1993) et peu d’entre elles qui peuvent vivre dans des sols acides (Chen et al. 2015). La valeur
de pH trouvée pour le sol de référence naturel étudié est presque similaire a celle trouvée par
d’autres chercheurs pour des sols méditerranéens, arides et semi-arides (Anjos et al. 2012;
Chen et al. 2015; Mamokete et al. 2017). Pour apprécier la réactivité du complexe argilo-
humique, nous avons calculé la différence de pH dans I’eau et dans le chlorure de potassium
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selon 1’équation ApH= pHkci-pHeaw (Huang et al. 2012). La valeur de ApH obtenu est
négatives (-0,68), ce qui indique une bonne rétention des cations d’intérét agronomique dans

le complexe adsorbant (capacité d'échange cationique) (Djondo 1995).

Concernant, la conductivité électrique qui mesure les sels dissouts dans une solution aqueuse
et permet de déterminer la salinité des sols, on constate que le sol de référence étudié présente
une valeur assez faible. Selon Shrivastava and Kumar (2015), un sol est considéré salin
lorsque la conductivité électrique de ce sol dans les zones proches des racines est de 4 dS m™
(4 mS cm™). Dans notre cas, la valeur de la conductivité obtenue est de 0,229 mS cm™, ce qui
indigue que notre sol de référence naturel n’est pas salin. Pour la matiere organique, le sol de
référence est considére fertile avec une teneur proche de 5%. Cette teneur élevée de matiére
organique peut augmenter la disponibilité des nutriments pour la plante, favoriser I’activité
microbienne dans le sol, améliorer la structure du sol et ses propriétés physiques et réduire la
mobilité des ETM (Park et al., 2011; Rizwan et al., 2016a; Tang et al., 2016; Tan et al., 2017).

Les éléments traces dans le sol constituent un polluant majeur et qui peuvent menacer non
seulement les plantes, les animaux, 1’écosystéme mais aussi toute I’humanité (Ali et al. 2013;
Mahar et al. 2016). Cette menace est accentuée par leurs non biodégradabilité et leurs
passages vers la chaine alimentaire (Ali et al. 2013) d’ou la nécessité d’une intervention
urgente pour faire face a ce probleme. Le site de mine de fer d’Ait Ammar est caractérisé par
des teneurs élevées en métaux surtout le Cd, le Fe, le Cr et le Zn (Marques et al. 2014; Nouri
and Haddioui 2016a). L’étude minéralogique menée sur le sol de référence naturel a montré
que ce sol contient des éléments métalliques mais avec des teneurs inférieures a celles
trouvées pour le sol contaminé. Caetano et al. (2012) ont conclu qu’un sol naturel ne présente
pas d'influence sur les especes testées concernant la mobilité et la biodisponibilité des

polluants ce qui permet son utilisation dans les tests écotoxicologiques.

IV.Conclusion

Les résultats physico-chiques et minéralogiques du sol naturel qui provient de la région de
Khénifra montrent un pH neutre, proche de celle du sol contaminé (sol naturel : pH = 6,61 ;
sol contaminé : pH = 6,51). La teneur en matiére organique du sol naturel est assez élevée
(4,94%) en comparaison avec le sol contaminé qui possede une teneur de 3,33. D’autre part,
les concentrations des métaux de ce sol sont trés hétérogenes mais en majorité inférieures a
celles du sol de référence du mine de fer et du sol contaminé. Donc ce sol peut étre utilisé
dans les tests ecotoxicologiques comme sol de référence pour le site de mine étudié.
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Chapitre 2 : Effet des éléments traces métalliques
sur la germination des especes végétales étudiées.

56



|. Effet des ETM sur les plantes cultivées en papier filtre.

Les données concernant cette partie nous ont permis d’entreprendre une analyse comparative
entre les effets des trois éléments (Cd, Fe et Zn) sur la germination et les premiers stades de
croissance de cing espéces végétales : 1’Orge (Hordeum vulgare), le Blé (Triticum aestivum),
le Mais (Zea mays), le Fenugrec (Trigonella foenum-graecum) et le Haricot (Phaseolus

vulgaris).
I.1. Le pourcentage de germination des graines

v Hordeum vulgare (Orge)

Les pourcentages de germination des graines de I’orge en présence du Cd, Fe et Zn sont
présentés dans le tableau 7. Ces résultats montrent que 1’augmentation des concentrations du
Cd et du Fe a diminué significativement le pourcentage de germination de cette espece (p =
0,000). En effet, les concentrations élevées du Cd (1000mg Cd/L) et du Fe (750 et 1000 mg
Fe/L) ont réduit significativement ce pourcentage de germination par rapport au témoin
(Omg/L). Les deux concentrations 750 mg Fe/L et 1000mg Cd/L ont réduit ce pourcentage de
germination jusqu’a 45% et la concentrationl000 mg/L de Fe a inhibée totalement la
germination chez cette espece (0,0%). Par contre, le Zn n’a pas d’effet sur la germination de
cette espece (p = 0,088). Les résultats obtenus, indiquent que les différentes concentrations

du Zn n’ont pas affecté le pourcentage de germination de 1’orge.

v Triticum aestivum (BIé)

L’analyse de variance montre une différence significative entre les concentrations utilisées
pour les deux métaux Cd (F = 28,171, p = 0,000) et Fe (F = 15,480 ; p = 0,000) (tableau 7).
Pour le Cd, on note que les concentrations entre 10 et 250 mg / L ne présentent aucun effet
significatif sur la germination du blé (test de Tukey, p > 0,05). Cependant, ce pourcentage a
été reduit significativement lorsque les concentrations appliquées sont supérieures a 250 mg
Cd/L (p = 0,000) et atteint 42,5%, 32,5% et 2,5% en présence de 500, 750 et 1000mg Cd/L,
respectivement. Pour le Fe, on constate que le stress induit par cet elément est observé lorsque
les concentrations atteignent 750 et 1000 mg/L. Ces deux concentrations affectent
significativement la germination du blé puisque le pourcentage de germination a diminué
jusqu'a 55% et 37,5% pour 750 et 1000 mg / L, respectivement. Cependant, pour le Zn on
observe qu’il n’y a pas de différence significative entre les concentrations. Le pourcentage de

germination du blé n’est pas affecté méme dans le cas des concentrations élevées.

57



v’ Zea mays (Mais)

L’augmentation de la concentration des deux ¢léments Cd et Fe a diminué significativement
le pourcentage de germination de cette espéce (p = 0,000). Pour le Cd, le pourcentage de
germination diminue jusqu’a 50% pour la concentration 500 mg/L et 25% pour la
concentration 1000mg Cd/L. Concernant le Fe, I’effet négatif est observé surtout pour la
concentration la plus élevée (1000mg Fe/L). Cependant, le pourcentage de germination de

cette espece est peu altéré en présence du Zn.

v Trigonella foenum-graecum (Fenugrec)

L’analyse de variance ont révélé que les variations du pourcentage de germination produites
par les concentrations du Cd et du Fe sont significatives (Tableau 7). Pour les deux éléments,
on constate que la germination est peu altérée en présence de faibles concentrations, mais a
partir de 250 mg/L on note un effet inhibiteur de ce parameétre. Contrairement a ces deux
métaux, les résultats obtenus pour le Zn révelent qu’il n’y a pas de différence significative

entre les différentes concentrations.

v Phaseolus vulgaris (Haricot)

Concernant le haricot, nous constatons que seule le cadmium qui a induit un effet significatif
sur le pourcentage de germination (F = 8,845, p = 0,000). La présence de forte concentration
(1000mg Cd/L) entraine une baisse trés importante. Cependant, on note que pour les deux
autres éléments (Fe et Zn) le pourcentage de germination est peu altéré méme dans le cas des
concentrations les plus élevées.

En résumé, les résultats obtenus pour Dl'effet des trois métaux (Cd, Fe et Zn) sur la
germination des graines des cing espéces étudiées ont montré une réponse variable vis-a-vis
du métal utilisé et la concentration appliquée. D’une fagon générale, le cadmium a montré
I’effet le plus toxique sur le taux de germination des graines. L’augmentation de la
concentration de ce métal produit une forte diminution de la germination chez les cing
especes avec une légeére résistance des deux especes : orge et haricot. Concernant le Fe, on
note que la germination de I’orge a été altérée a partir de 750 mg Fe/L, alors que seulement la
concentration maximale (1000 mg Fe/L) a diminué la germination du blé, du mais et du
fenugrec. Cependant, on note que ce métal n’a pas d’effet sur la germination du haricot.
Contrairement aux deux autres ¢léments, les résultats obtenus pour le Zn n’ont pas révélé un

effet significatif de ce dernier sur la germination de I’ensemble des especes étudiées.
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I.2. Longueur des racines et des tiges des jeunes plantules

v" Hordeum vulgare (Orge)

Les résultats de I’effet des ETM sur la longueur des racines et des tiges de I’orge sont
présentés dans la figure 12 (A, B et C). On constate que 1’augmentation de la concentration
des trois métaux entraine une baisse de la longueur des racines et des tiges. D’autre part, la
comparaison de I’effet des trois métaux montre que ces deux parameétres sont surtout altérés
en présence du Cd et cette inhibition est accentuée dans le cas des racines. Cependant, on
note que pour le Fe, I’inhibition n’est observé qu’a partir de la concentration 500 mg/L pour
les racines et 750 mg/L pour les tiges. Concernant le Zn, I’inhibition de la longueur des

racines et des tiges n’est observée qu’en présence de la forte concentration (1000 mg/ L).

v Triticum aestivum (BIé)

Selon la figure 12 (D, E et F), nous constatons que les métaux utilisés agissent selon leurs
natures et leurs concentrations sur la longueur des racines et des tiges du blé. On note qu’en
présence du Cd les valeurs de ces deux paramétres sont inférieures a ceux des plantes
stressées par le Fe ou le Zn. La longueur des racines et des tiges se trouve inhibée a partir de
faibles concentrations de Cd (50 mg/L). Par contre, pour le Fe et le Zn I’inhibition n’est
observée qu’a partir des fortes doses (>500 mg/L). D’autre part, on note que la longueur des
tiges se trouve stimuler en présence de faibles concentrations (10 mg /L pour le Cd) et les
racines en présence de 10, 50 et 100 mg /L de Zn.

v’ Zea mays (Mais)

La figure 13 (A, B et C) réveéle que la longueur des racines et des tiges varie en fonction de la
nature des éléments métalliques. L’effet le plus prononcé est observé pour le Cd ou les deux
parametres sont affectés a partir de 50mg Cd/L. Par contre, les effets inhibiteurs du Fe et du
Zn ne deviennent significatifs qu’avec les concentrations élevées (750 et 1000 mg /L). En
plus, la longueur des racines et des tiges se trouve stimulée en présence de faibles

concentrations de ces deux éléments.
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Tableau 7: Effets des métaux (Cd, Fe et Zn) sur le taux de germination des graines.
Les résultats sont exprimés en moyenne de quatre répétitions * I'écart type. Différentes lettres minuscules montrent des différences significatives des concentrations appliquées sur

le pourcentage de germination (p<0,05).

Plantes monocotylédones Plantes dicotylédones
Traitement Concentration Hordeum vulgare Triticum aestivum Zea mays Trigonella foenum-graecum Phaseolus vulgaris
(mg/L) Germination (%) Germination (%) Germination (%) Germination (%) Germination (%)
Contrdle 0 97,5+5,0ab 100 £+ 0,0a 100 + 0,0a 100 +0,0a 80,0 £0,0a
10 95,0 + 0,0ab 90,0 £0,0a 87,5+9,6ab 100 +0,0a 85,0+5,7a
50 97,5+5,0ab 82,5+5,0a 77,5+9,6bc 100 +0,0a 92,5 £9,5a
100 100 +0,0a 92,5 +9,5a 77,545,0bc 100 +0,0a 80,0 £0,0a
Cd 250 100 +0,0a 90,0 +14,1a 62,5+9,6¢d 75,0£19,1b 77,5+12,5a
500 87,5+9,5ab 42,5 £ 23,6b 45+10,0de 30,0+16,3c 75,0 +£10,0a
750 75,0 +20,8b 32,5+ 17,0bc 30+8,2ef 22,5+12,5cd 72,5+95a
1000 45,0 +10,0c 2,5+5,0c 25+5,8f 0,0 £0,0d 40,0 £18,2b
10 90,0 £11,5a 100 +0,0a 92,5+9,6a 95,0+10,0ab 92,5 £9,5a
50 82,5+ 12,5ab 100 +0,0a 92,5+9,6a 97,0 +5,0ab 85,0+ 12,9a
100 90,0 +14,1a 100 +0,0a 97,5+5,0a 97,0 +5,0ab 97,0+5,0a
Fe 250 90,0 £11,5a 100 +0,0a 87,5+5,0ab 92,5+15,0ab 92,5 +15,0a
500 65,0 + 34,1ab 100 +0,0a 82,5+9,6ab 77,50+15,0bc 97,0+5,0a
750 45,0 £ 23,8b 55,0 +0,0b 72,5+9,6b 57,5+22,2cd 100 +0,0a
1000 0,0 +0,0c 375+222b 45+10,0c 22,50+12,6d 82,5+17,0a
10 92,5 £9,5a 100 +0,0a 100+0,0a 97,0+5,0a 72,5+95a
50 90,0 +8,1a 100 +0,0a 92,5+9,6a 100 +0,0a 90,0 + 20,0a
100 100 +0,0a 100 +0,0a 9545,8a 100 +0,0a 77,5+18,9a
Zn 250 100 +0,0a 100 +0,0a 90+14,9a 100 +0,0a 85,0+ 12,9a
500 100 +0,0a 100 +0,0a 8515,6a 100 +0,0a 90,0 +14,1a
750 92,5 £9,5a 100 +0,0a 87,5+9,6a 100 +0,0a 80,0 + 27,0a
1000 100 +0,0a 95,0 +10,0a 82,5+5a 100 +0,0a 92,5+5,0a
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v’ Trigonella foenum-graecum (Fenugrec)

Les valeurs des longueurs des racines et des tiges chez le fenugrec montrent que les métaux
Cd, Fe et Zn ont exercé des effets différents sur ces deux parameétres (Figure 13 -D, E et F).
Contrairement au Cd qui induit des inhibitions significatives a partir de faibles concentrations
(50mg/L), les deux autres métaux (Fe et Zn) n’affectent ces deux paramétres qu’en présence

de fortes concentrations (500, 750 et 1000 mg /L).

v Phaseolus vulgaris (Haricot)

L’impact des différentes concentrations des trois métaux étudiés (Cd, Fe et Zn) sur la
longueur des racines et des tiges du haricot est présenté dans la figure 14. Ainsi, une
diminution de ces deux parametres est notée en rapport avec I’augmentation des
concentrations du Cd. Cependant, on note que I’augmentation des concentrations du Fe et du

Zn n’a pas d’effet sur la longueur des racines et des tiges de cette espece.

Donc on note que les cing espéces étudiées ont réagi differemment a I’effet des ETM. Les
résultats montrent que la longueur des racines et des tiges des espéces étudiées sont réduits en
présence du Cd des la concentration 50 mg/L (a I’exception du haricot). Cependant, 1’effet du
Fe et du Zn sur la croissance des racines et les tiges est observé a partir de 500 mg/L pour la
majorité des espéces étudiées. Ces résultats ont permis de classer la toxicité de ces éléments

sur les racines et les tiges des cing espéces étudiées selon I’ordre Cd> Fe> Zn.
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Figure 12: Longueur des racines (barre noire) et des tiges (barre grise) de l'orge (A, B et C) et du blé

(D, E et F) en présence du Cd, Fe et Zn.

Les résultats sont exprimés en moyenne + I’écart type. Différentes lettres minuscules au-dessus des barres
montrent des différences significatives des concentrations appliquées sur la longueur des racines et des tiges
(p<0,05).
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Figure 13: Longueur des racines (barre noire) et des tiges (barre grise) du mais (A, B et C) et du

fenugrec (D, E et F) en présence du Cd, du Fe et Zn.

Les résultats sont exprimés en moyenne * I’écart type. Différentes lettres minuscules au-dessus des barres

montrent des différences significatives des concentrations appliquées sur la longueur des racines et des tiges

(p<0,05).
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Figure 14: Longueur des racines (barre noire) et des tiges (barre grise) du haricot en présence du Cd,
du Fe et du Zn.
Les résultats sont exprimés en moyenne + I’écart type. Différentes lettres minuscules au-dessus des barres

montrent des différences significatives des concentrations appliquées sur la longueur des racines et des tiges
(p<0,05).

[.3. L'indice de tolérance

v Hordeum vulgare (Orge)

On constate que chez I’orge, le Cd a provoqué une diminution de I’indice de tolérance a partir
de la concentration 50mg/L (Figure 15A). Cependant, pour le Fe et le Zn la diminution de cet
indice n’est significative que pour les doses les plus elevées (500, 750 et 1000 mg/L). Tandis
que les faibles concentrations du fer et du zinc (10, 50, 100 et 250 mg/L) ont provoqué une

augmentation de cet indice par rapport au témoin.
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v Triticum aestivum (BIé)

Les résultats obtenus chez le blé sont presque similaires a ceux observés chez 1’orge (Figure
15 B). On constate une nette diminution de I’indice de tolérance en présence du Cd a partir 50
mg/L. Cet indice diminue de 96,4% pour la dose de 10 mg/L a 35,15% pour la dose 50 mg/L.
Cependant, I’exposition des plantes aux Fe et Zn n’a montré une diminution de cet indice qu’a
partir des fortes concentrations (250-1000 mg /L). D’autre part, on note que les faibles
concentrations du Zn (10, 50 et 100 mg/L) ont provoqué une augmentation de cet indice, alors
qu’en présence des mémes concentrations du Fe les valeurs de I’indice de tolérance restent

proches de celle du témoin.

v’ Zea mays (Malis)

Parmi les trois éléments testés, c’est le Cadmium qui a induit une nette diminution de 1’indice
de tolérance chez le mais suivi par le Fer puis le Zinc (Figure 15 C). Cette diminution est plus
importante en présence des concentrations les plus élevées de Cd (500, 750 et 1000 mg /L).
Concernant le Fe, la faible valeur de cet indice est observée en présence de 1000 mg/L (34%).
Cependant, I’analyse statistique n’a pas montré d’effet significatif de 1’indice de tolérance du

mais en présence du Zn.

v Trigonella foenum-graecum (Fenugrec)

Comme dans le cas des espéces précédentes, 1’indice de tolérance du fenugrec a diminué
significativement en présence du Cd méme pour les concentrations les plus faibles (Figure 15
D). D’autre part, les deux autres éléments Fe et Zn n’ont provoqué une diminution de ce

parametre que lorsque les concentrations sont supérieures a 250 mg/L.

v Phaseolus vulgaris (Haricot)

La figure 15 E montre que la diminution de I’indice de tolérance du haricot est surtout
observée dans le cas du Cd. L’augmentation des concentrations de ce métal a réduit les
valeurs de cet indice de 57,14% (10 mg/L) a 23,72% (1000 mg/L). Alors que, dans le cas du
Fe et du Zn, la valeur de l’indice de tolérance du haricot reste supérieure a 50% en

comparaison avec le ttmoin méme en présence de fortes concentrations.
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Figure 15: Effet des trois métaux (Cd, Fe et Zn) sur l'indice de tolérance de I'orge (A), du blé (B), du
mais (C), du fenugrec (D) et du haricot (E).
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Il. Effet des ETM sur la germination des graines dans le sol Luffa
2.2.

I1.1. Le taux de germination des graines
Le tableau 8 présente les résultats du pourcentage de germination des graines de trois especes

végetales H. vulgare, Z. mays et T. foenum-graecum germés dans le sol Luffa 2.2 en présence
du Cd, Fe et Zn.

v Hordeum vulgare (Orge)

Selon les résultats mentionnés dans le tableau 8, il en résulte que la présence des trois
¢léments Cd, Fe et Zn dans le milieu de culture n’a pas induit une diminution du pourcentage
de germination de cette espéce. Nous remarquons que méme dans le cas des fortes

concentrations, le pourcentage de germination reste élevé.

v Zea mays (Mais)

Concernant le mais, le Cd est le seul élément qui a affecté significativement le pourcentage de
germination (p=0,026). La concentration maximale (1000 mg/kg) a diminué la germination du
Mais de 50% en comparaison avec le témoin. Cependant, les deux autres éléments (Fe et Zn)
n’ont pas d’effet sur ce pourcentage méme quand des doses élevéees sont appliquées (75 a
100% pour le Fer et 72,5 a 97,5% pour le Zn).

v’ Trigonella foenum-graecum (Fenugrec)

Les résultats obtenus pour cette espece sont similaires a ceux observés pour le mais. Le Cd a
diminué significativement le pourcentage de germination du fenugrec surtout en présence de
la concentration 1000mg/kg (seulement 37,5% des graines qui ont germées). Alors que, le Fe
et le Zn n’ont pas d’effet significatif sur la germination de cette espéce méme en présence des
fortes concentrations 750 et 1000 mg/kg ou le nombre de graines germées reste élevé (Fe :
92,5 - 97,5%, et Zn : 87,5 - 85%).

Genéralement, nos résultats indiquent que le pourcentage de germination des trois especes
cultivées sur sol Lufa 2.2 varie selon 1’espece, le métal utilisé et les doses appliquees. Le Cd a
montré une forte toxicité par rapport aux autres ¢léments. Tandis que, le Fe et le Zn n’ont pas
d’effet sur ce paramétre. D’autre part, les espéces étudiées ont réagi différemment vis-a-vis
aux éléments testés. Dans notre expérience, 1’orge a montré une importante résistance au Cd

suivi par le mais et le fenugrec.
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Tableau 8: le pourcentage de germination des graines germées dans le Lufa 2.2 en présence des

différentes concentrations du Cd, Fe et Zn.
Les résultats sont exprimés en moyenne de quatre répétitions * I'écart type. Différentes lettres minuscules

montrent des différences significatives des concentrations appliquées sur le pourcentage de germination
(p<0,05).

Traitement | Concentration Orge Mais Fenugrec
(mg/kg) Germination (%) Germination (%) Germination (%)
Témoin 0 100 £0,0a 87,5+ 25,0a 97,045,0a
10 100 £0,0a 62,5 + 20,6ab 97,045,0a
50 100 £0,0a 75+ 17,3ab 97,045,0a
100 100 +0,0a 67,5+ 17,1ab 97,0£5,0a
Cd 250 95 + 10,0a 72,5+ 17,6ab 97,0£5,0a
500 100 +0,0a 67,5+ 17,2ab 80 £ 14,1ab
750 95 +5,8a 60 + 14,1ab 72,5+5,0bc
1000 97,5+5,0a 40 +14,1b 37,5+27,5¢
10 100 +0,0a 100 +£0,0a 92,5+9,6a
50 95+ 10,0a 75+ 25,2a 95,0+10,0a
100 100 +0,0a 100 +0,0a 85,0+19,1a
Fe 250 95+ 10,0a 92,5+9,6a 97,545,0a
500 85+ 12,9a 92,5+9,6a 97,545,0a
750 100 + 0,02 80+82a 92,5+15,0a
1000 100 +0,0a 82,5 + 20,6 97,5+5,0a
10 100 +0,0a 72,5+ 20,6a 97,50£5,0a
50 95 +5,8a 97,5+ 5,0a 92,50£5,0a
100 95+ 10,0a 97,5+5,0a 92,5045,0a
Zn 250 95 + 10,0a 90 + 14,1a 97,50£5,0a
500 97,5+5,0a 70+ 16,3a 95,0045,7a
750 100 +0,0a 97,5+ 5,0a 87,50+9,6a
1000 97,5+5,0a 95 + 10,0a 85,00£12,9a

I1.2. La longueur des racines et des tiges
Les résultats obtenus relatifs a la longueur des racines et des tiges de 1’orge, du mais, et du

fenugrec sont présentés dans la figure 16 et la figure 17.

v Hordeum vulgare (Orge)

La figure 16 (A, B et C) montre que chez 1’orge, l1a longueur des racines et des tiges sont
réduites significativement sous 1’effet du Cd a partir du 500mg/kg pour les racines (4,17cm)
et les tiges (4,92cm). On note également que les faibles concentrations (10 et 50 mg/kg) du
Cd ont provoqué une augmentation de la longueur des racines (7,35 cm et 7,50 cm,
respectivement). De méme, le Fe a provoqué une diminution significative de ces deux

paramétres. Pour le Zn, on constate que 1’augmentation de la concentration réduit surtout la
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longueur des racines. Par contre, les faibles concentrations 50, 100, 250 et 500 mg/kg ont

provoqué une augmentation de la longueur des racines de 1’orge.

v Zea mays (Mais)

Selon les résultats mentionnés dans la figure 16 (D, E et F), il en résulte que la présence du
Cd dans le milieu de culture induit une diminution significative des racines. Les
concentrations supérieures de 500 mg/kg ont provoqué une inhibition importante des racines
jusqu'a 3cm (3,77 cm et 3,13cm pour 750 mg/kg et 1000 mg/kg, respectivement), mais cette
diminution n’est pas significative pour les tiges. Le méme résultat a été observé avec
I’application du Fe. On constate une nette inhibition des racines dans le cas de fortes
concentrations. De méme, on observe qu’il y a une augmentation de la longueur des racines
avec les faibles concentrations 10 et 100 mg/kg (12,68cm et 13,72 cm respectivement) par

rapport au témoin. Cependant, aucune différence significative n’apparait dans le cas du Zn.

v" Trigonella foenum-graecum (Fenugrec)

De méme que pour les autres especes, les deux parametres (racine et tige) du fenugrec sont
affectés significativement en présence du Cd dans le milieu de culture (Figure 17). On note
une nette réduction des racines pour la concentration 1000mg/kg (0,16 cm) en comparaison
avec le témoin (2,09cm). De méme, on observe une inhibition de la croissance des tiges (0,97
cm pour la concentration 1000 mg/kg) par rapport au témoin (3,22 c¢cm). Pour le Zn, la
présence de ce métal provoque également une diminution de la croissance des plantes. D’une
maniere générale, les racines sont plus affectées que les tiges. Cependant, on constate qu’il

n’y pas d’effet du Fe sur la croissance des racines et des tiges.

D’une fagon générale et pour les trois especes vegétales étudiées, on note que les parametres
de croissance sont plus affectés par le Cd que par les deux autres métaux (Fe et Zn). D’autre
part, on constate également des différences entre les espéces étudiées vis-a-vis de la tolérance
aux ETM. C’est le mais qui a montré un niveau de tolérance suivi par 1’orge et enfin le

fenugrec.

I1.3. L'indice de tolérance
L’indice de tolérance des trois especes végétales cultivées en présence des ETM est présenté

dans la figure 18.

v Hordeum vulgare (Orge)
Les résultats obtenus montrent que le cadmium a inhibé fortement I’indice de tolérance chez

I’orge. Les concentrations les plus élevées (500, 750 et 1000 mg/kg) ont provoqué une
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inhibition hautement significative en comparaison avec le témoin. Le méme résultat a été
observé pour les deux autres éléments (Fe et Zn), on constate une nette diminution de ce

parametre en présence de fortes concentrations (a 1I’exception du fenugrec pour le cas du Fe).

v Zea mays (Mais)

On constate que le Cd a provoqué une diminution de I’indice de tolérance chez le mais d’une
fagon significative a partir de faibles doses. Concernant le Fe, nous n’avons observé une
diminution significative qu’a partir de la concentration la plus élevée (1000 mg/kg).

Cependant, 1’indice de tolérance semble étre peu affecté en présence du Zn.

v Trigonella foenum-graecum (Fenugrec)

Les résultats obtenus ont montré que le Cd a diminué significativement 1’indice de tolérance
du fenugrec. Concernant le Zn, on note une diminution de cet indice en présence de fortes
doses. Cependant, le fer n’a pas d’effet significatif sur ce parametre méme lorsque les

concentrations sont tres élevées.
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Figure 16: Longueur des racines (barre noire) et des tiges (barre grise) de I'orge (A, B et C) et du mais
(D, E et F) en présence du Cd, du Fe et du Zn.

Les résultats sont exprimés en moyenne * I’écart type. Différentes lettres minuscules au-dessus des barres
montrent des différences significatives des concentrations appliquées sur la longueur des racines et des tiges
(p<0,05).
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lll. Effet des ETM sur les plantes cultivées sur le sol d’Ait Ammar.

En ce qui concerne cette partie de travail, nous avons étudié la germination et les premiers
stades de développement des trois especes végétales (1’orge, le mais et le fenugrec) sur le sol

du point le plus contaming du site de la mine de fer d’Ait Ammar.

III.1. La germination des graines
Le pourcentage de germination des trois espéces germées sur le sol contaminé en comparaison

avec les deux autres sols est présenté dans le tableau 9. Ces espéces ont montré une
importante capacité de germination sur le sol contaminé comme pour les deux autres sols (>
83,3%).

Tableau 9: : le pourcentage de germination des graines testées dans le Sol de la mine de fer d’Ait
Ammar.
Les résultats sont exprimés en moyenne de quatre répétitions + I'écart type. Différentes lettres minuscules

montrent des différences significatives des concentrations appliquées sur le pourcentage de germination
(p<0,05). REF : Sol de référence du site contaminé, CS sol contaminé.

. Orge Mais Fenugrec
Traitement
Germination (%) Germination (%) Germination (%)
Témoin 100 £ 0,0a 100 £ 0,0a 93,3+ 11,5a
REF 100 £ 0,0a 100 £ 0,0a 96,7 +9,5a
Cs 100 £ 0,0a 96,7 +5,7a 83,3+20,8a

III.2. Longueur des racines et des tiges
La figure 19 présente les résultats de la longueur des racines et des tiges des trois especes

étudiées sur les trois types du sol. Ces résultats montrent qu’il n’y a pas de différences
significatives entre les paramétres étudiés pour les trois types de sols. Pour le mais on constate
presque les mémes valeurs aussi bien pour la longueur des racines que pour les tiges sont
retrouvées pour les trois types de sols. Nos résultats montrent aussi qu’une faible diminution
de la longueur des racines du fenugrec a été observée dans le cas des plantes cultivées sur le

sol contaminé.
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Figure 19: Longueur des racines (barre noire) et des tiges (barre grise) de I'orge (A), du mais (B) et du
fenugrec (C) cultivées sur le Sol de la mine de fer d’Ait Ammar.

Les résultats sont exprimés en moyenne * I’écart type. Différentes lettres minuscules au-dessus des barres
montrent des différences significatives des concentrations appliquées sur la longueur des racines et des tiges
(p<0,05). REF : Sol de référence du site contaminé, CS : sol contaminé.

II1.3. Indice de tolérance
La figure 20 montre les indices de tolérance des racines des plantes cultivées sur les trois

types de sol. On remarque que les valeurs de ce parametre varient en fonction des especes
végétales et le type de sol utilisé. Il apparait que 1’orge est 1’espéce qui tolére le plus les ETM,
puisque I’indice de tolérance augmente dans le cas du sol contaminé. Par contre, ’indice de

tolérance du fenugrec a diminué dans le cas du sol contaminé.
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Figure 20: Indice de tolérance de I'orge, du mais et du fenugrec cultivées dans le Sol de la mine de fer
d’Ait Ammar.
REF : Sol de référence du site contaminé, CS : sol contaminé.

IV.Discussion

Les résultats obtenus montrent clairement que 1’effet des éléments traces métalliques (ETM)
sur la germination de graines varie en fonction du métal, des espéces vegetales et du substrat
utilisé. On constate que les paramétres mesurés sont plus affectés par le Cd que par le Fe et le
Zn. Plusieurs travaux de recherche ont montré 1’effet toxique du Cd sur la germination des
graines de plusieurs espéeces végétales (Guo et al., 2007; Cao et al., 2008; Kranner and
Colville, 2011). Cette toxicité peut étre expliquée par I'effet de cet élément sur la diminution
de I'absorption et du transport de I'eau au cours de la germination (Bewley and Black, 1982 ;
Becerril et al., 1989). Si le cadmium est connu par sa toxicité a faible dose, le fer et le Zinc
sont essentiels pour la croissance des plantes a de faibles concentrations et ils ne sont toxiques
qu’a des doses plus élevées (Wintz et al. 2002).

Le zinc est un élément important entrant dans la structure de diverses enzymes utilisées pour
des fonctions régulatrices et structurelles (Broadley et al. 2007). D’autre part, le processus de
respiration et la production d'énergie (photosynthese) nécessitent la présence du fer (Connolly
and Guerinot 2002; Kim and Guerinot 2007), mais son absorption est trés contr6lée par les
plantes (Kim and Guerinot 2007) car il est tres toxique lorsqu'il est accumulé a des niveaux
éleves (Connolly and Guerinot 2002; Morrissey and Guerinot 2009).
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Le cadmium a inhibé clairement les racines et les tiges de différentes especes testées par
rapport au contrdle. L’inhibition observée de ces deux variables commence a apparaitre a
partir 50mg Cd/L et les racines semblent plus affectées que les tiges. Plusieurs études ont
montré que les ETM provoquent une production élevée des dérivés réactifs de I'oxygene
(ROS) (Gratéo et al. 2005a) qui sont responsables de I'altération des fonctions physiologiques
de la plante (Azooz et al. 2012). L’effet du Cd sur les plantes est décrit chez plusieurs espéces
végetales (Zea mays, Triticum aestivum, Hordeum vulgare, Sorghum sp., Phaseolus vulgaris,
Prunus dulcis, Ambrosia artemisiifolia,) par plusieurs auteurs (Drazkiewicz and Baszynski,
2005; Elloumi et al., 2007; Guo et al., 2007; Gonzalez et al., 2012; Hussain et al., 2012;
Soudek et al., 2014 ; Bae et al., 2016; El Rasafi et al., 2016). Fernandes and Henriques,
(1991) ont signalé que le Cd a induit une diminution de la croissance et du développement de
la plante en induisant des dommages oxydatifs.

Des recherches antérieures ont montré que la germination des graines est 1’étape la plus
affectée par la présence de métaux (Moosavi et al. 2012; Rizwan et al. 2016b). Lorsque les
graines sont exposées aux ETM, il y a un retard de la croissance embryonnaire (Talebi et al.
2014) suite a une perturbation du processus métabolique (Emamverdian et al. 2015) et une
réduction de la division cellulaire (Subhashini and Swamy 2013). Le test de germination est
utilisé comme un bon indicateur du stress des meétaux (Munzuroglu and Geckil, 2002 ;
Elleuch et al., 2013) a cause de la sensibilité des graines a la pollution par les ETM et aux
changements des conditions environnementales (Solanki and Dhankhar, 2011 ; Chaabene et
al., 2015;). La racine est la premiére partie de la plante qui entre en contact avec la
contamination dans le sol et par suite elle est plus sensible a la toxicité que les tiges (Araujo
and Monteiro 2005; Yang et al. 2010; Yusuf et al. 2011). Généralement, la germination des
graines et la prolongation des racines sont des tests rapides et largement utilisés pour évaluer
I'effet de la toxicité (Lin and Xing 2007; Talebi et al. 2014). Le Cd est facilement absorbé par
les plantes et transporté vers les tiges (Yourtchi and Bayat 2013) ce qui peut influencer la
croissance de la partie aérienne et le développement des racines (Ahmad et al. 2012;
Guilherme et al. 2015). Cet effet sur la partie aérienne est clair dans notre étude surtout pour
le blé, le mais et le fenugrec ou les deux derniéres concentrations (750 et 1000mg Cd/L) ont
conduit a une réduction importante des tiges de ces plantes. Ces résultats sont en concordance
avec ceux trouves par (Chadbene et al. 2015) qui ont montré que les plantes du fenugrec
exposees a une concentration de 0.5 mM de Cd présentent des racines courtes.
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D’autre part, la comparaison de la germination des graines des cinq especes végétales étudiées
en présence des ETM, révele des différences entre les especes étudiées vis-a-vis de la
tolérance aux métaux. Ce sont les deux espéces : 1’orge et le haricot qui présentent le niveau
de tolérance le plus élevé par rapport aux autres espéces. Ceci peut étre expliqué par la
présence du tégument chez ces deux espéces. Kranner and Colville (2011) ont rapporté que le
tégument des graines constitue une importante barriére de défense contre le stress abiotique y
compris les ETM. Dans le cas du Cd I’élément le plus toxique, on note une réduction de la
longueur des tiges chez 1’orge et le haricot en comparaison avec le témoin. Cette inhibition
reste faible par rapport a celle observée pour les autres espéces (Orge — CTL: 8,1 cm,
1000mgCd/L: 2,1cm ; Haricot - CTL: 4,5 cm, 1000 mg Cd/L: 1,5cm).

Concernant le Fe, I’application des concentrations supérieures ou égales a 500 mg/L a induit
une diminution importante des racines et des tiges de 1’orge, du blé et du fenugrec. La
concentration maximale 1000 mg Fe/L a affecté totalement la longueur des racines et des
tiges du blé (1,07 cm et 1,64 cm respectivement) et du fenugrec (0,76 cm et 0,63 cm
respectivement). Alors que, les racines et les tiges du haricot semblent ne pas étre influencées
par I’augmentation des concentrations du Fe. Des résultats similaires ont été obtenu par ce
métal chez Pisum sativum (Nenova 2006) et Oryza sativa (Mehraban et al. 2008). Nagajyoti
et al. (2010) ont signalé que la toxicité du Fe pouvait étre liée & une absorption élevée de Fe?*
par les racines et a son transport vers les tiges. Ces ions peuvent endommager les membranes,
I'ADN et les protéines en raison de la production des radicaux libres (Arora et al. 2002; De
Dorlodot et al. 2005). D’autre part, Sinha et al., (1997) ont signalé que la toxicité du Fe
s'accompagnait d'une augmentation du stress oxydatif chez plusieurs plantes.

Les résultats obtenus pour le cas du Zn sont presque similaires a ceux trouvés en présence du
Fe. La seule différence observée c’est que le Zn n’a pas inhibé totalement ni les racines ni les
tiges des plantes testées. L’augmentation de 1a concentration du Zn a diminué clairement ces
deux parametres chez 1’orge, le blé et le fenugrec. L’effet du Zn sur la croissance du blé et le
fenugrec a été obtenu surtout avec les fortes concentrations. Pour le mais, on note une
résistance importante vis-a-vis au Zn. D’autre part, les résultats obtenus ont montré qu’en
général, les racines des especes étudiées sont plus affectées par I'augmentation des doses du
Zn que les tiges. Cette constatation est en accord avec le résultat obtenu par Lingua et al.,
(2008). Ils ont constaté que les racines sont inhibées a 70%, et les tiges a 50% en préesence de
Zn.
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Concernant I’indice de tolérance, un des parameétres les plus utilises pour évaluer la tolérance
des especes végétales aux métaux, on constate que I’augmentation de la concentration des
éléments testés provoque une diminution des valeurs observées pour la plupart des espéces
étudiées. Le cadmium est 1’élément qui a un effet plus prononcé sur cet indice, suivis par le
fer et enfin le Zinc.

Ces résultats encourageants, nous ont permis de suivre notre étude de 1’effet des ETM sur la
germination et la croissance de trois espéces vegeétales sur le sol.

Les résultats obtenus pour 1’orge montrent que dans le cas du sol Lufa 2.2, I’augmentation de
la concentration des trois métaux ne provoque pas d’effet sur le pourcentage de germination
qui reste supérieur a 85%. Pour les deux autres especes le mais et le fenugrec, nous avons
observé que seul le Cd qui inhibe la germination des graines. Donc I’inhibition de la
germination est liée a I’élément métallique utilisé et l'espéce végétale. La présence ou
I’absence du tégument chez graines peut aussi inhiber 1’effet toxique des ETM et empécher
leurs passage a I’intérieur des cellules (Seregin and Kozhevnikova 2005). De méme, on note
que c’est le Cd qui affecte la croissance des racines des trois espéces testées. Pour le fer, il
induit une diminution importante de la croissance des racines surtout du mais et de 1’orge. De
méme pour le Zn qui a affecté significativement les racines du fenugrec et de 1’orge. Les
racines sont la partie sensible de la plante et qui est en contact direct avec toute sorte de
contamination. De ce fait, elles sont plus faciles a étre affectées par le Fe (Hatamzadeh et al.
2012) et le Zn (Choi et al. 1996; Ebbs and Kochian 1997; Fontes and Cox 1998).

D’autre part, on note également que le Cd réduit l'indice de tolérance des trois especes
étudiées méme a des concentrations tres faibles. Cependant, les deux autres éléments (Fe et
Zn), ils ne provoquent une diminution de ce paramétre que dans le cas des concentrations les
plus élevées.

Pour les résultats obtenus pour la germination de graines sur le sol du site minier, on note des
résultats plus ou moins proches de ceux obtenus pour le sol standard luffa 2.2. Le pourcentage
de germination des trois especes €tudiées n’est pas affecté par la présence des ETM dans ce
sol. D’autre part, la longueur des racines et tiges sont inférieures a celles obtenues pour le cas
du sol de référence. De nombreux auteurs ont rapporté que les conditions du sol jouent un réle
majeur dans le comportement des éléments métalliques. Le pH, la matiére organique, le
potentiel redox et la texture du sol sont les principaux facteurs qui contrdlent la disponibilité
des ETM (Antoniadis and Alloway, 2002; Reichman, 2002; Kabata-Pendias, 2004; Violante
et al., 2010; Gonzalez et al., 2011). La matiere organique applique un important contrdle sur

la biodisponibilité des ETM aux plantes.
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V. Conclusion

Les résultats de cette étude indiquent que les trois métaux Cd, Fe et Zn ont eu des effets
différents sur la germination des graines et la longueur des racines et des tiges. Le cadmium
est le métal le plus toxique par rapport aux deux autres métaux : le fer et le zinc (Cd> Fe>
Zn).

De méme, cette toxicité est liée aux au substrat ou les graines ont germé. Les résultats
obtenus au cours de cette étude indiquent que les espéces testées sont capables de germer et
de développer des racines et des tiges en présence de faible concentration des métaux.
Cependant, cette tolérance aux ETM est réduite lorsque les niveaux de métaux sont trop
élevés. D’autre part, on constate que les deux espéces: I’orge et le mais ont montré une

capacité importante de se développer dans le sol contaminé.

D’autre part, les résultats obtenus ont montré ¢galement que les valeurs obtenues pour les
parameétres étudies varient en fonction du substrat utilisé. En général, les graines germées sur

le papier filtre sont plus sensibles aux ETM que celles cultivées sur le sol.
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Chapitre 3 : Etude des caractéristiques
d'accumulation et de tolérance d’Eucalyptus globulus
aux élements traces métalliques.
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l. Les traits morphologiques

I.1. La longueur des plantes
Les longueurs des tiges des plantes d’E. globulus cultivées sur les trois sols (substrat artificiel

(ttmoin), sol de référence du site et sol contaminé) sont présentées dans la figure 21. Ces
résultats obtenus montrent une augmentation de la longueur des tiges d’E.globulus au cours
du temps pour les 3 traitements. Les analyses de variance ont révélé un effet hautement
significatif des deux facteurs : temps et sol et leur interaction (temps : F = 316,033, p <0,000,
sol: F = 9,122, p <0,001, interaction: F = 12,623, p <0,000) (tableau 10). Selon la figure 1,
nous constatons que la longueur de la partie aérienne des plantes cultivées dans le sol de
référence est supérieure a celle des plantes cultivées dans le sol contaminé et le sol controle.
La longueur des tiges dans ces deux derniers sols était presque similaire pendant les temps TO,
T15 et T30, mais a partir de T45, on note une légére augmentation de la longueur des tiges

des plantules cultivées sur le sol controle.

1.2. La surface foliaire
A partir de la figure 22, on observe que la surface foliaire moyenne des plantes au jour T15

est presque similaire pour les trois traitements. Cependant, a partir de T45, on note qu’il y a
une diminution de la surface foliaire des plantes cultivées dans le sol contaminé. Cette

diminution devient importante au temps T75 en comparaison avec le contréle.

ll. Les traits physiologiques

I1.1. La teneur relative en eau des feuilles (RWC)
L’analyse de variance de la teneur relative en eau a révélé qu’il n’y a pas de différences

significatives entre les trois sols. Selon la figures 23, nous constatons que les valeurs de la
teneur relative en eau des feuilles sont presque les mémes dans le cas du sol contaminé que
dans les deux autres sols. Ceci montre bien que les métaux présents dans le sol contaminé

d’Ait Ammar n'avaient aucun effet sur la RWC (%) des feuilles de cette espéce.

I1.2. La teneur des pigments
Les résultats obtenus des teneurs en pigments (chlorophylle a, chlorophylle b, chlorophylle

a/b ratio et caroténoides) aprés trois mois de croissance dans le sol d’Ait Ammar sont

présentés dans la figure 24.
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11.2.1. Teneur en chlorophylle a
L’analyse de variance montre des différences significatives pour les deux facteurs : sol et

temps. Les résultats soulignés dans la figure 26 ont révélé une régression de la teneur en
chlorophylle a au jour 45 (T45) puis une légere augmentation au jour 75 (T75). La
comparaison des trois sols montre que cette teneur varie de la méme maniére au niveau des
trois temps : T15, T45 et T75, avec une diminution chez les plantes cultivées sur le sol
contaminé, représenté par les valeurs de 0,7003 ; 0,4107 et 0,4224 pmol g FW pour les
temps T15, T45 et T75, respectivement.

11.2.2. Teneur en chlorophylle b
Les resultats obtenus ont montré que les teneurs en chlorophylle b diminuent pour les trois

sols utilisés au jour 45 (T45) et continue a diminuer pour le jour 75 (T75) seulement pour le
sol contaminé. Cependant, elles augmentent a nouveau pour le sol artificiel et le sol de
référence au jour 75 (T75).

De plus, aucune différence significative n’a été enregistrée pour le rapport chlorophylle a/b

pour les deux facteurs (sol et temps), ainsi que leur interaction.

I1.2.3. Teneur en caroténoides
L’analyse de variance a montré que les teneurs des caroténoides sont significativement

différentes au cours du temps, alors qu’il n’y a pas de différence significative entre les sols.
En comparaison avec le controle, la quantité des caroténoides a diminué au jour 45 (T45),
suivie d'une légére augmentation au jour 75 (Figure 24). Pour le cas du sol contaminé, on

constate que les teneurs de ces pigments diminuent avaient progressivement au fil du temps.
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Tableau 10: Résultats de I'analyse de variance sur les paramétres mesurés.

Source de variation df F P signification
Longueur des Sol 2 9,122 0,001 Fkx
plantes Temps 5 316,033 0,000 falele
Sol * Temps 10 12,623 0,000 Fhx
Sol 2 41,684 0,000 Fkx
Surface foliaire ~ Temps 2 107,791 0,000 il
Sol * Temps 4 11,904 0,000 Fhx
Sol 2 0,114 0,892 n.s.
Fv/Fm Temps 4 21,190 0,000 Fhx
Sol * Temps 8 4,384 0,000 Fhx
Sol 2 1,190 0,308 n.s.
@PSII Temps 4 48,192 0,000 Fxk
Sol * Temps 8 1,770 0,090 n.s.
Sol 2 4,071 0,021 *
Chla Temps 2 22,891 0,000 Fkx
Sol * Temps 4 0,265 0,900 n.s.
Sol 2 1,742 0,182 n.s.
Chlb Temps 2 10,935 0,000 Fkx
Sol * Temps 4 1,335 0,264 n.s.
Sol 2 1,775 0,176 n.s.
Caroténoides Temps 2 48,662 0,000 falaid
Sol * Temps 4 5,325 0,001 Fkx
Sol 2 0,526 0,593 n.s.
RWC Temps 2 2,749 0,070 n.s.
Sol * Temps 4 1,122 0,352 n.s.
Sol 2 7,536 0,001 kel
MDA Temps 2 18,238 0,000 falaed
Sol * Temps 4 3,071 0,021 *

* ** ¥XE représente les différences statistiques a p<0,05, p<0,01 et p<0,001, respectivement; n.s. = non significatif (p>0.05).
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Figure 21: Valeurs moyennes des tiges (cm) d'E. globulus exposées aux sols témoins (CTL), de
référence (REF) et contaminés (CS) aprés 0 (T0), 15 (T15), 30 (T30), 45 (T45), 60 (T60) et 75 (T75) jours
d'essais.

Les barres d'erreur représentent I'écart type. Différentes lettres minuscules au-dessus des barres montrent des
différences significatives entre les sols au sein de chaque temps de mesure respectif (T) (p<0,05). Différentes
lettres majuscules représentent des différences significatives entre les temps de mesure, au sein de chaque type
de sol.

83



. CTL
40 A A A B B A C C B —=3 REF
Bl CS
a a a a bec a b c
(\T\
E 30 -
L
8 I
e 9
[¢D)
&8
5
(7p]
10 -
N e
T15 T45 T75

Périodes de mesure (Jours)

Figure 22: Valeurs moyennes de la surface foliaire (cm2) d'E. globulus exposées aux sols témoins
(CTL), de référence (REF) et contaminés (CS) aprés 15 (T15), 45 (T45) et 75 (T75) jours d'essais.

Les barres d'erreur représentent I'écart type. Différentes lettres minuscules au-dessus des barres montrent des
différences significatives entre les sols au sein de chaque temps de mesure respectif (T) (p<0,05). Différentes
lettres majuscules représentent des différences significatives entre les temps de mesure, au sein de chaque type
de sol.

I1.3. La teneur en Malondialdéhyde MDA
L’analyse de variance a mis en évidence des différences significatives entre les sols (F =

7,536 ; p = 0,001), entre les temps d'exposition (F = 18,238 ; p = 0,000) et ainsi que leur
interaction (F = 3,071; p = 0,021). La figure 25 montre que les plantes cultivées sur le sol

contaminé, présentent une diminution de la teneur en MDA au temps T75.

I1.4. L’Efficacité du photosysteme
L’analyse de variance du rapport Fv / Fm a révélé qu’il n’y a pas de différence significative

entre les différents sols (p = 0,892). Cependant, on note une différence significative entre les
temps de mesure (F = 21,190 ; p = 0,000) et leur interaction avec les sols. Le sol de référence
est significativement différent des deux autres sols (p <0,05) pour T15 et T75. Généralement,
les valeurs de Fv / Fm sont comprises entre 0,8053 et 0,8921 pour le contrble, 0,7689 et
0,8959 pour le sol de référence et entre 0,8053 et 0,8894 pour le sol contaminé (Figure 25).
Concernant I'efficacité du Photosystéme II (®PSII), I’analyse de variance a révélé également
qu’il n’y a pas de différence significative entre les sols. Le comportement des plantes Vis-a-vis

de ce parametre est similaire pour les trois sols a partir du TO jusqu'au T60.

84



Teneur relative en eau (%)

I1.5. Teneurs des ETM dans la plante.
Une mesure des éléments traces métalliques a été réalisée dans les parties aériennes et

racinaires d'Eucalyptus globulus aprés trois mois de culture dans les trois types de sols
(Tableau 10). Quel que soit I’organe a 1’origine des ETM, on note qu’il n'y a pas de différence
significative entre la majorité des éléments analysés obtenus pour les trois types de sols. De
méme, I’analyse comparative de distribution des ETM dans les parties d’E. globulus, montre
une forte accumulation de ces éléments par les racines par rapport aux feuilles.

D’autre part, il semble que cette espece concentre préférentiellement le Fe et le Zn aussi bien
dans les racines (Fe : 15,98 - 213,99 pg g™ : Zn (1,64 - 1,99 ug g™*) que dans les feuilles (Fe :
597-1598 pg g :Zn: 0,67 - 1,19 ug g™).
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Figure 23: Teneur relative en eau et teneur en MDA des plantes d'E. globulus cultivées sur les trois sols
(sol témoins (CTL), sol de référence (REF) et sol contaminés (CS)).

Les barres d'erreur représentent I'écart type. Différentes lettres minuscules au-dessus des barres montrent des
différences significatives entre les sols au sein de chaque temps de mesure respectif (T) (p<0,05). Différentes
lettres majuscules représentent des différences significatives entre les temps de mesure, au sein de chaque type
de sol
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Figure 24: Teneur en Chla, Chlb, Chl(a/b) et Caroténoide des plantes d'E. globulus cultivées sur les
trois sols (sol témoins (CTL), sol de référence (REF) et sol contaminés (CS)).
Les barres d'erreur représentent I'écart type. Différentes lettres minuscules au-dessus des barres montrent des
différences significatives entre les sols au sein de chaque temps de mesure respectif (T) (p<0,05). Différentes
lettres majuscules représentent des différences significatives entre les temps de mesure, au sein de chaque type
de sol.
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Figure 25: Valeurs moyennes de la Fv/Fm ratio et le rendement quantique (®PSI) d'E. globulus
cultivées sur les trois sols (sol témoins (CTL), sol de référence (REF) et sol contaminés (CS)).
Les barres d'erreur représentent I'écart type. Différentes lettres minuscules au-dessus des barres montrent des
différences significatives entre les sols au sein de chaque temps de mesure respectif (T) (p<0,05). Différentes
lettres majuscules représentent des différences significatives entre les temps de mesure, au sein de chaque type
de sol.

Tableau 11 : Teneur moyenne en métaux (ug g™) dans les racines et les feuilles d'Eucalyptus globulus
exposés aux sols témoins (CTL), de référence (REF) et contaminés (CS).

Racines Feuilles
Métal

CTL REF CS CTL REF CS
Cd 0,03+0,018 0,030,034 0,02 + 0,007 nd 0,12 + 0,143 n.d.
Cr 0,24+0,115  0,41+0,435 0,32 +0,122 0,14 0,26 + 0,188 0,08
Cu 1,06+0218  0,32+0,314 0,40 + 0,098 n.d. 0,26 + 0,038 0,25
Zn 1,99+0,364  1,64+1,621 1,79+0,632 | 0,67+0,140 1,19+0626 0,90 + 0,344
Pb 022+0,122  0,15+0,169 0,29+0,074 | 0,02+0,008 0,040,018 0,02
Fe 15,98 + 74,865 56,08 + 58,573 213,39 100,951 | 597 + 0,877 15,98+18,739 7,30 + 4,372

Les résultats sont exprimés en moyenne + Standard déviation; n.d. - non-détecte.
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I1.6. Facteur de translocation et bioaccumulation
La capacité de la plante de transférer les ETM des racines vers la partie aérienne a été évaluée

par le facteur de translocation (Tableau 11). Ce tableau montre que les valeurs les plus élevées
de ce parameétre sont observées pour le Cu, le Zn et le Cr (0,622 ; 0,506 et 0,250,
respectivement).

D’autre part, on constate que les valeurs de BAF sont généralement faibles (Tableau 12). Les
valeurs les plus élevées ont été obtenues pour le Pb (0,1706 ; 0,0062), suivi du Zn (0,0192 ;
0,0097) et du Cu (0,0183 ; 0,0057), montrant ainsi que ce sont les métaux les plus accumulés

dans les racines et les feuilles de cette espéce.

Tableau 12: Facteurs de bioaccumulation d’E. globulus pour les racines (BAF,..es) et les feuilles
(BAFreuines) et facteur de translocation (TF), sous le sol contaminé (CS).

Les concentrations de métaux dans le sol ([Métalc]), les racines ([Metal . .]) et les feuilles
([Métalz,ies]) utilisées dans les calculs BAF et TF sont également représentées.

[MetaI]CS [Metal]racines [Metal] feuilles . H
Metal BAF racines BAF feuilles T_F' I’atl(_.')
pg gt feuille / racine
cd 20,4 0,019 <dl 0,0006 nd. nd.
Cr 167,95 0,325 0,081 0,0019 0,0005 0,250
Cu 21,93 0,401 0,250 0,0183 0,0057 0,622
Zn 92,99 1,787 0,904 0,0192 0,0097 0,506
Pb 1,700 0,290 0,021 0,1706 0,0062 0,072
Fe 59780 213,392 7,304 0,0036 0,0001 0,034

dl - limite de détection ; n.d. - non déterminé.

[1l. Discussion

Les résultats obtenus pour la croissance des plantes d’E. globulus sur les trois types de sol,
montrent que les paramétres mesurés (la longueur des plantes et la surface foliaire) sont plus
affectés chez les plantes cultivées sur les sols contaminés. En effet, on constate que les
feuilles des plantes cultivées sur le sol contaminé sont plus petites et les branches sont moins
robustes. En plus, les feuilles agées présentent des symptdmes de développement anormaux,
tels que les taches chlorotiques et la nécrose. Ces effets, pourrait étre di a la présence des
métaux (Bojarczuk, 2004; Bissonnette et al., 2010; Maisto et al., 2013). Des recherches
antérieures ont montré que la présence des ETM dans le sol peut entrainer des maladies des
feuilles de plantes. Arriagada et al. (2010) ont rapporté que les plantes d’E. globulus cultivées
sur des sols contaminés par le Cd et le Zn ont présenté des dommages importants au niveau de

la croissance des plantes et la production de biomasse avec la présence des chloroses au
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niveau des feuilles. Les mémes résultats ont été observeés chez E. camaldulensis cultivees en
présence de Cd et Cr (Shah et al. 2011). Les dommages observés pourraient étre dus a la
réduction de la taille des cellules et de I'espace intercellulaire (Barceld et al. 1988; Rucinska-
Sobkowiak 2016) ou a I'inhibition de I'élongation cellulaire en présence des teneurs élevées en
métaux dans les sols ( Maisto et al., 2013). D’autre part, le pH acide et la faible teneur en
matiere organique du sol contaminé peut affecter le développement de cette espece puisqu’ils
favorisent la solubilisation des métaux en les rendant plus biodisponibles (Marques et al.
2014). En effet, les métaux dans les sols sont facilement absorbés par les plantes (Pajevic¢ et
al. 2016), ce qui peut provoquer plusieurs changements physiologiques et biochimiques (Shah
et al. 2011). La deuxiéme partie a été consacrée a 1’étude des paramétres physiologiques tel
que le rapport Fv/Fm considéré comme un parameétre rapide et non destructif pour surveiller
le stress photosynthétique chez les plantes (Baker 2008; Li et al. 2010; Murchie and Lawson
2013). L’analyse statistique des résultats du Fv / Fm et ®PSII montre que le comportement
des plantes est similaire pour les trois sols. En plus que I’effet des métaux, ces dommages
observés chez ces plantes peuvent étre également dus a d'autres stress que les métaux, comme
un manque de nutriments ou une intensité lumineuse non optimale (Adelusi and Aileme
2006). Les valeurs du Fv / Fm est principalement supérieures a 0,8. Selon Bjérkman and
Demmig, (1987), lorsque le rapport Fv / Fm est au tour de 0,80 les feuilles ne sont pas
stressées et ces valeurs sont inférieures a 0,8, il y a une indication de stress environnemental
(Krause and Weis 1991; Ogren and Evans 1992). A la lumiére des résultats obtenus au cours
de cette partie, on peut dire que I'efficacité photosynthétique d'E. globulus n'est pas fortement
altérée par le sol de la mine.

Concernant 1’analyse des pigments, les résultats obtenus montrent des différences
significatives de la teneur en Chlorophylle a entre les trois types de sol. Cependant, on note
qu’il n y a pas de différence significative de la teneur en Chlorophylle b et des caroténoides.
D’une fagon générale, on note une diminution de la teneur des trois pigments au fil du temps.
Plusieurs études ont montré l'influence néfaste des métaux sur les pigments comme les
chlorophylles et les caroténoides, renforgcant leur potentiel de détection des impacts des
conditions stressantes (Habiba et al. 2014; Adrees et al. 2015). Hussain et al., (2012) et
Doganlar et al., (2012) ont rapporté une réduction de la teneur totale en chlorophylles et en
caroténoides en présence de fortes concentrations de métaux (Cu, Pb, Zn, Cd et Fe) dans le
sol des zones urbaines et industrielles. Doganlar et al., (2012) ont signalé une relation

négative entre la concentration de Fe et la teneur en chlorophylle chez E. camaldulensis. Les
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effets observés peuvent étre dus a la dégradation des chlorophylles associée au blocage du
transport d'électrons photosynthétiques induits par les métaux (Péatsikka et al. 2002), a la
photoinhibition chez les feuilles matures (Vinit-dunand et al. 2002) ou a la dégradation des

chloroplastes dus au stress oxydatif (Sandalio et al. 2001).

Les résultats obtenus pour la RWC foliaire sont presque similaires entre le sol contaminé et
les deux autres sols tout au long de la période d'exposition. Les valeurs obtenues pour les trois
types de sol sont supérieures a 80%. Selon Roger, (2003), les valeurs de RWC comprises
entre 90 et 100 % correspondent au fonctionnement normal des pores stomatiques des
feuilles, tandis que 80 a 90% peuvent étre le signe de certaines altérations du métabolisme des

plantes associées a la photosynthese et a la respiration.

Concernant la teneur en MDA, les résultats obtenus ont montré que ce parametre est affecté
par le type de sol. Au début de notre expérience de T15 a T45, on constate qu’il y a une
réduction de la teneur de ce parametre. Cependant a T75, la peroxydation lipidique a de
nouveau augmenté dans les deux sols : contr6le et sol de référence et reste réduite pour le sol
contaminé. De ce fait, il semble que E. globulus a pu s’adapter au contrainte initiale causee
par les conditions expérimentales et / ou les propriétés du sol contaminé. Une telle adaptation
au sol de la mine riche en ETM montre bien I’efficacité de cette espéce en phytoremediation.
Nos résultats sont en accord avec d’autres travaux de recherches sur cette espéce qui ont
rapporté une réduction de la peroxydation lipidique sous le stress métallique ; mais apres une
période d'adaptation, les plantes peuvent surmonter le stress oxydatif et réduire les niveaux de
MDA (Patra and Panda, 1998; Prasad et al., 1999; Dhir et al., 2004; Girotto et al., 2013; De
Alcéantara et al., 2015).

Apres 30 jours de culture sur le sol contaminé de la mine de fer d’Ait Ammar, les résultats
obtenus relatifs a I’accumulation des ETM par I’E. globulus montrent que le Fe est accumulé
a des teneurs relativement élevées dans les plantes exposées au sol de référence et au sol
contaminé. Ce métal est essentiel dans le métabolisme des plantes. Cependant, sous des
concentrations sur-optimales, il peut induire des effets négatifs sur I'efficacité
photosynthétique des plantes et les réponses au stress oxydatif (Sharma et al., 2004). D’autre
part, on note que les racines ont accumulé des valeurs élevées d’ETM (spécialement le Fe et
le Zn) que les feuilles. Eucalyptus spp. est connu par sa capacité de vivre dans des sols
contamine par différents types de metaux (Cr, Pb, Cd, Cu, As, Zn ) et de les accumuler dans
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les racines (Cipriani et al., 2012; Meeinkuirt et al., 2012; Fine et al., 2013; Mughini et al.,
2013; Luo et al., 2015; Nirola et al., 2016).

Pour analyser le potentiel d'accumulation, nous avons entamé par la suite une analyse de
facteurs de bioaccumulation (BAF). Les valeurs de ces paramétres sont genéralement faibles
sauf pour le Pb, Zn et Cu qui montrent des valeurs relativement élevées ce qui montre que ce
sont les métaux les plus accumulés dans les racines et les feuilles d’E. globulus. Ces valeurs
sont similaires a celles obtenues par Meeinkuirt et al., (2012) pour Eucalyptus sp. (BAF au
niveau des racines 0 et 0,19 pour Pb). De méme, Nirola et al. (2016) ont obtenus des valeurs
similaires en ce qui concerne le Cu (BAF = 2,17), Pb (BAF = 1,30) et Zn (BAF = 1,89) dans
les feuilles de E. camaldulensis qui proviennent d’une mine de Cu. Sharma et al. (2004) ont
montré que les concentrations elevées de Fe avaient un effet antagoniste sur I'accumulation de
Cd, dans la mesure ou elle supprimait I'absorption et la translocation du Cd dans la plante.
Cela pourrait expliquer les valeurs faibles de BAF déterminées pour le Cd dans notre étude.
Nirola et al. (2016) ont conclu que cette espéce est un phyoextracteur potentiel de ces métaux,
une fois que les valeurs de BAFseiles SONt supérieures a 1. Mok et al. (2013) ont soutenu la
méme conclusion pour E. cladocalyx et E. polybractea, puisqu’ils ont obtenu des valeurs de
bioconcentration (BCFreyilles €t BCFiges) 0btenus notamment pour Cd (0,32-0,94 et 0,29-0,9),
Cr (0-0,1 et 0-0,14), Cu (0,02- 0,39 et 0,03-0,81) et Zn (0,37-6,14 et 0,5-7,61).

D'autres auteurs suggérent de maniére cohérente I'utilisation d'Eucalyptus spp. comme
phytorémédiatrices seulement pour la stabilisation / I'immobilisation des métaux au niveau
des racines (Cipriani et al., 2012, Fine et al., 2012, Meeinkurt et al., 2012), mais pas pour leur
extraction. En effet, leur capacité a transférer des métaux capturés au niveau de la racine
jusqu'aux parties aériennes de la plante est généralement tres faible. Dans notre étude, les
ratios feuille / racine les plus élevés ont été obtenus pour le Cu (0,622), le Zn (0,506) et le Cr
(0,250), bien qu'ils soient tous <1. Cela signifie que les métaux analysés atteignent a peine les
parties supérieures de la plante, renforcant ainsi le potentiel de phytostabilisation de cette
espéce. En outre, le risque d'entrer dans la chaine alimentaire (qui est déja faible en raison de
sa faible comestibilité) et de disséminer la contamination par dispersion aérienne ou dépot de

feuilles dans le sol est peu probable (Meeinkuirt et al., 2012).
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IV.Conclusion

Les résultats présentés dans cette expérience montrent que la longueur des tiges, la surface
foliaire et la teneur en pigments ont été légérement affectés dans le sol minier
comparativement aux autres sols. Cependant, I'efficacité photosynthétique et la RWC n'ont
pas été significativement réduits. En outre, E. globulus accumule certains métaux dans les
racines, demontrant ainsi sa capacité a stabiliser les métaux, tout en sécurisant leur non-
translocation aux parties aériennes, prévenant ainsi les risques de dissémination.

En conclusion, E. globulus présente certaines caractéristiques intéressantes a exploiter en vue
de la phytoremédiation des métaux dans les sols miniers qui ont besoin de mesures de

nettoyage ou d'atténuation.
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Chapitre 4 : Etude de Uleffet des amendements
organiques sur la croissance de lorge et du mais
cultivés sur un sol contaminé par des ETM.
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Au cours de cette partie, nous avons étudié 1’effet du sol contaminé de la mine de fer d’Ait
Ammar sur la croissance de deux especes végétales : 1’orge et le mais pendant 30 jours de
culture en présence des différents types d’amendements organiques. Cette étude vise a évaluer
et a tester le potentiel de quelques types d’amendements organiques : le biochar et le fumier

d’animaux (humus naturel).

|. Mesure du pH et de la conductivité électrique du sol

Le pH des sols en présence des amendements utilisés a augmenté dans les deux cultures de
plantes par rapport a la valeur initiale du pH du sol contaminé (6,54) et par rapport a celle
trouvée dans ce sol aprés la fin du test (7,35 dans I’orge et 7,46 dans le mais) (Tableau 12).
Pour la culture de I’orge, le pH est presque le méme dans les différents amendements variant
de 7,62 a 7,93, excepté dans le sol amendé de 5% de biochar ou le pH est de 8,14. Pour la
culture du mais, le pH a augmenté dans les sols ou les amendements organiques sont ajoutés
d’une valeur comprise entre 0, 53 et 0,93 unité de pH avec I’augmentation la plus élevée est

observée en présence du biochar.

Aprés 30 jours de culture des deux especes, la conductivité électrique diminue dans le sol
contaminé (Orge : 72, 4 pS cm™; Mais : 91,8 uS cm™) en comparaison avec celle trouvée
dans ce sol avant le début du test (367 pS cm™). Cependant, 1’ajout des fumiers d’animaux
dans le sol contaminé a augmenté la conductivité électrique de ce sol pour les deux cultures
par rapport a la valeur trouvée avant le début du test avec des valeurs variant entre 432,2 uS
cm-1 et 614, 9 uS cm-1. Par ailleurs, les valeurs de la conductivité électrique enregistrées
dans le sol contaminé amendé avec 2,5 et 5% de biochar sont supérieures a celle du sol non
amendé pour la culture de I’orge seulement. Ces valeurs (101,2 pS cm™ et 104,6 pS cm™ pour
2,5 et 5%) restent inférieures a celle enregistrée dans le sol contaminé au départ du test (367

uS cm™).

En général, les résultats obtenus montrent que la valeur la plus élevée du pH du sol contaminé
non amendé est observée pour la culture du mais et celle de la conductivité électrique est
trouvée pour la culture de 1’orge. Ces résultats montrent aussi que 1’ajout des amendements
organiques (le biochar) provoque une augmentation du pH du sol pour les deux cultures par
rapport au fumier d’animaux. Alors que pour la conductivité électrique, c’est le fumier

d’animaux qui a un effet positif pour les deux cultures.
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ll. Effet des amendements organiques sur les parametres de
croissance.

I1.1. Longueur de la racine et de la tige
La figure 26 montre une vue générale des deux especes végeétales cultivées en présence des

différents traitements utilisés.

v' Orge:
L’analyse de variance a révélé des différences significatives entre les différents traitements

aussi bien pour les racines (F=5,328 ; p=0,003) que pour les tiges (F=4,992; p=0,004).
Cependant, la longueur de tiges des plantes cultivées sur le sol contaminé est la méme que
pour les plantes cultivées sur le sol naturel et le traitement Bs (figure 27A). D’autre part, on
note que les valeurs de la longueur des racines des plantes cultivées sur le sol contaminé sont
les mémes que celles obtenues pour le sol de référence et les traitements de biochar. En effet,
il n’y a pas de différence significative de la longueur totale des plantes en présence des
différents traitements utilisés. Selon la figure 27B, nous constatons que la longueur des
plantes cultivées sur le sol artificiel, le sol naturel et le traitement Bs présente presque la
méme valeur (48,2 a 51,9 cm) qui est supérieure a celles trouvées pour le sol contaminé et les
traitements de Hyo, Hop et B2 s (39,8 4 41,9 cm).
v Mais :

L’analyse de variance montre des différences significatives entre les différent traitements pour
la longueur des tiges (p=0,027). Cependant, on note qu’il n’y a pas de différence significative
pour la longueur des racines et la longueur totale des plantes. Généralement, les plantes du
mais ont développé des racines de méme longueur pour les différents traitements et des
longueurs de tiges faibles pour le sol contaminé et les traitements du biochar (B;s et Bs)
(Figure 27D). Selon la figure 27E, on note que les plantes cultivées sur le sol contaminé, le
sol de référence et le traitement B, s ont presque la méme longueur totale des plantes qui est

inférieure a celle trouvée pour le sol artificiel, le sol naturel et les traitements Bs et Hyj.
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Tableau 13: L’effet des amendements organiques sur le pH et la conductivité électrique du sol.

Les résultats sont exprimés en moyenne de trois répétitions avec I'écart type

Avant le Test

Apres le Test

Sol Sol Sol Sol Sol Sol Sol H H B B
Naturel Référence Contaminé Artificiel Naturel Référence Contaminé 10 20 #5 °

Orge 7,01+0,1 7,67 0,0 7,76 £0,0 7,35+0,0 7,62+0,1 7,92+00 7,93+0,1 8,14+0,1
pHeau 6,61+0,0 7,97 £0,0 6,54 +0,0

Mais 6,44+0,1 7,62+0,0 8,41+0,1 7,4620,0 8,14+ 0,1 8,07+0,1 8,39+0,1 7,99+0,1

CE Orge 560,4+0,0 81,6 +0,9 111,5+0,7 72,4+0,6 482,6+05 614,9+0,6 101,2+0,5 104,6+1,1
229 161,2 +7,1 367+ 8,2

S em?t)  Mais 480,3+1,0 104,2+0,0 96,2 +0,1 91,8+1,4 432,2+12 5349+11 76,47+0,7 79,7+0,7
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Figure 26: Les plantes de I'orge (A) et du mais (B) apres 30 jours de culture dans les différents types de
traitements.
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Figure 27: Longueur des racines et des tiges, longueur totale de la plante et le diamétre de la tige de
I'orge (A, B et C) et du mais (D, E et F) en présence des différents traitements.

Les barres d'erreur représentent |'écart type. Différentes lettres minuscules au-dessus des barres
montrent des différences significatives entre les traitements (p<0,05).
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I1.2. Diameétre de la tige
v Orge:

Les résultats obtenus pour le diameétre de la tige montrent des différences significatives entre
les traitements. La figure 27C montre que les deux traitements du fumier d’animaux ont un
effet positif sur le diametre de 1’orge qui présente une valeur presque égale a celle obtenue
pour le sol artificiel et le sol naturel. Cependant, I’amendement du biochar ne présente pas
d’effet sur le diamétre et les valeurs obtenues sont comparables a celles trouvées pour le sol

contaminé et le sol de référence et sont inférieures a celles des deux sols artificiel et naturel.
v Mais :
De méme, I’analyse de variance a révélé des différences significatives du diametre des tiges

du mais entre les traitements utilisés. Les résultats obtenus montrent que la valeur la plus

élevée est obtenue dans le cas du fumier d’animaux (figure 27F).

I1.3. Longueur et Nombre de feuilles
v' Orge:

L’analyse de variance a mis en évidence des différences significatives aussi bien pour la
longueur que pour le nombre de feuilles de 1’orge entre les traitements utilisés (Figures 28 A
et B). On note que la présence du fumier d’animaux augmente la longueur des feuilles et leurs
nombres jusqu’a des valeurs similaires a celles trouvées pour le sol artificiel et le sol naturel.
Par contre, I’amendement du biochar (B,s et Bs) ne présente pas d’effet sur ces deux
parametres.
v' Mais :

Les figures 28 D et E montrent que les plantes du mais cultivées sur le sol contaminé en
présence du fumier d’animaux présentent les valeurs les plus élevées pour les deux

parametres : nombre et longueur de feuilles.
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Figure 28: Longueur des feuilles, nombres des feuilles et la surface foliaire de I'orge (A, B et C) et du
mais (C, D et E) en présence des différents traitements.

Les barres d'erreur représentent l'écart type. Différentes lettres minuscules au-dessus des barres
montrent des différences significatives entre les traitements (p<0,05).
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I1.4. Surface foliaire
v Orge:

Les résultats obtenus pour la surface foliaire de I’orge en présence des différents traitements
utilisés sont présentés dans la figure 28 C. Selon cette figure, la valeur la plus faible de la
surface foliaire est trouvée chez les plantes cultivées sur le sol contaminé. Par contre, I’ajout
du biochar (B,s et Bs) et de fumier d’animaux (10% et 20% ) a influencé positivement ce
parametre et les plantes cultivées en présence du biochar ont développées des surfaces
foliaires proches de celles trouvées sur le sol artificiel et le sol naturel.
v Mais :

Les résultats de la surface foliaire du mais sont presque similaires a ceux trouvés chez 1’orge
(Figure 28 F). La surface foliaire la plus faible a été obtenue pour le sol contaminé (15 cm?).
Cependant, les valeurs les plus élevées sont obtenues chez les plantes cultivées en présence
des traitements Bs, B, s Hoo et Hig (26,2 ; 24,9 ; 23,2 et 19,22 cm?, respectivement). Donc on
note que la surface foliaire semble étre stimulée en présence des différents traitements du

biochar et de fumiers d’animaux.

I1.5. Teneur Relative en Eau (RWC)

v Orge:
Les résultats obtenus de la teneur relative en eau pour 1’orge montre qu’il n’y a pas de
différence significative entre les différents traitements. Selon la figure 29 A, on note que les
valeurs de la teneur relative en eau pour 1’0rge sont presque les méme pour le sol contaminé
que pour les autres traitements.

v Mais :
La figure 29 C montre que les résultats obtenus de la teneur relative en eau du mais cultivé en
présence des différents traitements. L’analyse de variance a révélé qu’il n’y a pas de
différence significative entre les différents traitements. Nous constatons que pour tous les

traitements utilisés, la teneur relative en eau présente la méme valeur
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Figure 29: Teneur relative en eau et la matiére séche des tiges et des racines de I'orge (A et B) et du
mais (C et D) en présence des différents traitements.

Les barres d'erreur représentent |'écart type. Différentes lettres minuscules au-dessus des barres
montrent des différences significatives entre les traitements (p<0,05).

I1.6. Matiére séche

v' Orge:

L’analyse de variance a montré que les traitements utilisés ont un effet significatif sur la
matiére seche des racines et des tiges de 1’orge. Les valeurs de ces deux parametres les plus
faibles sont trouvées pour le sol de référence et le traitement B, 5 suivies par le sol contaminé

et le traitement Bs (figure 29 B).
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v Mais :
La matiére seche des racines et des tiges du mais est significativement différente pour les
différents traitements utilisés (Figure 29 D). L’utilisation des différents traitements a entrainé
une augmentation importante de la matiere séche des tiges du mais alors que celle des racines
et presque la méme dans la majorité des traitements. La valeur la plus élevée de la matiére

séche est observée sur le traitement B s.

I1.7. La teneur des pigments
La figure 30 représente la teneur de différents pigments (chlorophylle a, chlorophylle b et

caroténoides) des feuilles de ’orge et du mais aprés 30 jours de culture en présence des

différents traitements utilisés.

11.7.1. Teneur en chlorophylle a
L’analyse de variance montre des différences significatives entre les traitements pour les deux

espéces végétales (Figure 30 A). Les valeurs les plus faibles de la chlorophylle a des feuilles
de I’orge sont observées dans le cas du sol de référence et le sol contaminé. Les différents
types d’amendements organiques utilisés ont amélioré la teneur de la chlorophylle a par
rapport aux deux sols: artificiel et naturel avec la valeur la plus élevée est observée en
présence du 10% de ’humus naturel (0,948 pmol g FW). Les deux traitements de biochar
(2,5 et 5%) ont également augmenté significativement la teneur de la chlorophylle a (0,687 et

0,707 pumol g* FW, respectivement).

I1.7.2. Teneur en chlorophylle b
Les résultats obtenus montrent que 1’évolution des teneurs en chlorophylle b est comparable a

celle de la chlorophylle a (Figure 30 B). En effet, les amendements appliqués (a I’exception
de Hyo) ont augmenté significativement la teneur de ce pigment en comparaison avec le sol

contaminé.

11.7.3. Teneur en chlorophylle totale (a+b)
La figure 30 C montre que la présence du biochar et des fumiers d’animaux provoque une

augmentation de la teneur en chlorophylle totale des plantes en comparaison avec les plantes
cultivées sur le sol contaminé. Les valeurs les plus élevées sont observées en présence du
fumier d’animaux (Hjo pour la culture de 1’orge et Hyo pour la culture du mais). On note aussi
que les doses de biochar (2,5 et 5%) ont presque la méme valeur pour les deux cultures
(orge : 0,9067 et 0,9033 umol g™ FW ; mais : 1,1333 et 1,1900 umol g FW, respectivement).
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I1.7.4. Teneur en caroténoides
L’effet des amendements organiques s’est traduit également par une augmentation

significative des teneurs en caroténoides chez la culture de I’orge, alors que I’augmentation
observée chez la culture du mais n’est pas significative (Figure 32 D). Le traitement Hyo a
montré ’effet le plus élevé sur les caroténoides chez la culture de I’orge suivis par les deux
traitements du biochar qui ont presque le méme effet. Chez la culture du mais, le traitement

Hoo suivis du traitement Hip ont augmenté la teneur en caroténoides par rapport aux deux

traitements du biochar.

Figure 30: Teneur en Chlorophylle a, Chlorophylle b, Chlorophylle (a+b) et Caroténoide des plantes de

I'orge et du mais cultivées en présence des différents traitements.

(Sol artificiel (Ar), sol naturel (Nat), sol de référence de la mine (REF), sol contaminés (CS)). Les barres
d'erreur représentent |'écart type. Différentes lettres minuscules au-dessus des barres montrent des

différences significatives entre les différents traitements dans chaque plante.
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I1l. Discussion

La réponse des deux espéces (orge et mais) au stress induit par les ETM en présence ou en
absence des différents types d’amendements organiques a été estimée par 1’analyse de
plusieurs parametres morphologiques et physiologiques. Les résultats obtenus montrent que la
présence des amendements organiques induit des effets aussi bien sur les caractéristiques du
sol que sur les parametres étudiés chez les plantes testées. En général, le biochar (2,5% et 5%)
et les fumiers d’animaux (10% et 20%) ont augmenté le pH et la conductivité électrique du
sol. Plusieurs travaux ont rapporté que le pH du sol augmente avec la présence des fumiers
(Zhang, 1998 ; Ano and Ubochi, 2007; Elouear et al., 2016 ; Rizwan et al., 2017). Cette
augmentation peut étre due a la présence des composes similaires a la chaux tels que le
calcium et le magnésium. Généralement, cette augmentation du pH en présence du biochar est
due a leur alcalinité élevée qui est le résultat de la présence de plusieurs fonctions chimiques a
savoir -COOH et —OH générées dans le biochar lors de la pyrolyse a des températures élevées
(Yuan et al., 2011 ; Kim et al., 2015). D’autre travaux ont rapporté que 1’augmentation du pH
du sol a cause des amendements organiques peut réduire la disponibilité des ETM dans le sol
(Kim et al., 2015; Rizwan et al., 2015, 2017; Shen et al., 2016; Xu et al., 2016).

D’autre part, les résultats obtenus au cours de ce travail montrent que la présence des ETM
dans le sol contaminé entraine une diminution de la majorité des parametres morphologiques
(la longueur des tiges et des racines, le diamétre de la tige et la matiere seche des racines et
des tiges) en comparaison avec les plantes cultivées sur le sol artificiel et le sol naturel. En
général, le stress causé par les éléments traces métalliques peut réduire la croissance et la

masse des plantes exposées a ces éléments (Elloumi et al. 2007; Rehman et al. 2017).

Concernant, ’application des amendements organiques (fumier d’animaux et biochar), on
constate que I’effet varie en fonction de plusieurs facteurs a savoir le type d’amendement, sa
concentration et la plante étudiée. Les deux types d’amendements utilisés ont
considérablement augmenteé la longueur totale des plantes, les racines et les tiges et la surface
foliaire des deux especes étudiées. En effet, les teneurs de fumiers d’animaux ont montré
I’effet le plus prononcé surtout pour le diameétre des tiges, la longueur et le nombre de feuilles
des deux espéces végétales. Alors que, le biochar entraine une augmentation de la surface
foliaire. Plusieurs recherches ont rapporté que les amendements organiques jouent un role
important dans le renforcement de la phytoremediation (Abbas et al. 2017; Rehman et al.
2017; Zhang et al. 2017). Ces amendements sont testés dans le cas de plusieurs espéces
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veégetales a savoir le blé (Triticum aestivum), le mais (Zea mays), I’ivraie (Lolium perenne)
(Ahmad et al. 2015; Bopp et al. 2016; Rehman et al. 2016). Rehman et al. (2016) et Al-
Wabel et al. (2015) ont rapporté que le role positif des fumiers et du biochar sur la croissance
du mais. L’effet positif du biochar sur les traits morphologiques a été également observe chez

d’autres types d’espéces végétales comme la tomate et le poivron (Graber et al. 2010).

De méme, les amendements organiques utilisés ont augmenté les teneurs des chlorophylles a,
b, totale (a+b) et les caroténoides. Plusieurs travaux ont rapporté que la présence du biochar
induit une augmentation de la teneur en chlorophylle a et b des feuilles du blé (Abbas et al. ,
2017). De méme, ’utilisation du fumier et du biochar a des teneurs élevées dans des cultures
de mais a augmenté la chlorophylle totale et autres parametres physiologiques comme le taux
de photosynthese, le taux de transpiration et la conductance stomatique (Rehman et al. 2016).
L’utilisation des amendements organiques dans la phytoremediation et ses effets positifs sur
la croissance des plantes a été rapportée par plusieurs auteurs (Abbas et al. 2017; Rehman et
al. 2017; Rizwan et al. 2017).

IV.Conclusion

En conclusion, I’utilisation des amendements organiques dans un sol contaminé par les ETM
montre un effet positif sur la croissance des deux espéces végétales : I’orge et le mais. Le
fumier d’animaux provoque une augmentation du diamétre des tiges, de la longueur et du
nombre de feuilles, alors que le biochar entraine une augmentation de la surface foliaire.
Apres 30 jours de culture, la dose de 10% de fumier d’animaux et 5% de biochar ont montré
des effets positifs sur la majorité des parameétres mesurés de 1’orge et du mais en comparaison
avec les autres concentrations. Ceci montre bien I’importance de 1’utilisation de ces
amendements organiques dans la phytoremediation des sites contaminés par les éléments

traces métalliques.
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Conclusion G¢ngérale
el Perspeclives



L’ensemble des résultats obtenus dans ce travail ont permis de mieux comprendre I’effet des

ETM sur les plantes.

La premicre partie a été consacrée a I’é¢tude de 1’effet des ETM sur le pouvoir germinatif et la
croissance des jeunes plantules de quelques especes végétales (I’orge, le blé, le mais, le
fenugrec et le haricot). La germination est effectuée directement dans le sol de la mine de fer
d’Ait Ammar (le sol de référence du site et le sol le plus contaminé). Aussi, ce test est
effectué sur le papier filtre et le sol standard Européen (Lufa 2.2) en présence des
concentrations croissantes de trois élements métalliques: un élément non essentiels (le
cadmium) et deux éléments indispensables au fonctionnement des plantes (le Fer et Zinc). Les
résultats obtenus ont montré que la toxicité des éléments testés sur la germination des graines
et la croissance de jeunes plantules est liée au métal utilisé, a la concentration appliquée, au
substrat ou les graines ont germé et a 1’espece végétale. D’autre part, nous avons remarqué
que le stade de germination est généralement moins sensible a la toxicité aux éléments traces
métalliques testés que le stade de développement de jeunes plantules. En plus, les racines ont
montré une sensibilité importante aux €léments testés par rapport a la partie aérienne des
plantules. Ceci est d0 a cause de leur contact direct avec les substances toxiques et leur role
majeur dans 1’absorption. Pour la comparaison des trois éléments métalliques, on constate que
c’est le Cd qui présente I’effet le plus toxique sur les parametres mesurés suivi par le Fe. En
plus, les résultats obtenus ont montré que 1’effet des ETM augmente avec I’augmentation de
la concentration appliquée. On note également une importante sensibilité des graines germées
sur le papier filtre que sur le sol. Ceci est lié aux caractéristiques physico-chimiques du sol

qui peuvent influencer la disponibilité des ETM aux plantes.

D’autre part, on note que d’une facon générale le sol de la mine de fer d’Ait Ammar
contaminé par plusieurs éléments traces (Cd, Cr, Zn et Fe) ne présente pas d’effet significatif
sur la germination des graines des especes végétales étudiées (1I’orge, le mais et le fenugrec).
En plus, les deux parties aérienne et souterraine sont mieux développées sur le sol contaminé
que sur le sol Lufa 2.2 utilisé comme témoin. Ceci pourrait étre expliqué du fait que le sol
Lufa 2.2 contient une teneur faible en matiere organique et une faible portion d’argile par
rapport au sol de la mine d’Ait Ammar. Ces deux parametres peuvent complexer les ETM du
sol contaminé en diminuant leur disponibilité ce qui réduit leur passage vers les plantes.
Concernant les espéces végétales testées, nous avons remarqué que ce sont les deux especes :

I’orge et le mais qui présentent une certaine tolérance aux ETM.
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Dans la deuxiéeme partie de notre travail, nous avons étudié les potentialités
phytoremediatrices d’Eucalyptus globulus. Les résultats obtenus de cette étude montrent que
cette espece se développe d’une fagon normale sur un sol contaminé par les éléments traces
métalliques puisque la majorité des parametres de croissance ne sont pas affectés ou peu
affectés. De méme, on note que cette espéce présente une capacité d’accumuler quelques
éléments métalliques comme le Fe et le Zn et les garder dans leurs systemes racinaires en
évitant leur transport vers les parties aériennes. L’ensemble de ces résultats montre bien qu’E.
globulus présente certaines caractéristiques intéressantes qui peuvent étre exploiter dans les

programmes de phytoremediation.

Dans la troisiéme partie de cette étude, nous avons étudié I’effet des amendements organiques
(biochar et fumier d’animaux) ajoutés au sol contaminé sur la croissance des espéces
végétales. Les résultats obtenus montrent bien que la présence du biochar et du fumier
d’animaux dans le milieu de culture réduit I’effet des ETM sur tout pour I’orge et le mais
puisque les plantes présentent des valeurs des traits morphologiques et des teneurs en
chlorophylle trés éleveées par rapport aux plantes cultivées sur le sol contaminé sans
amendements. Ce résultat montre bien que les amendements organiques testés peuvent étre
utilisés pour renforcer la phytoremediation des sites contaminés par les éléments traces

métalliques.

En général, I’utilisation des plantes dans la phytoremediation des sites contaminés par les
ETM est devenue plus en plus un choix crucial pour limiter les effets secondaires et les
inconvénients de I’utilisation des méthodes physico-chimiques. Le présent travail a bien
montré que 1I’Eucalyptus globulus a montré une importante capacité d’accumuler les ETM
dans les parties racinaires. Cette plante est un bon candidat d’étre utilis¢é dans la
phytostabilisation des éléments traces métalliques. Aussi, les résultats ont montré que 1’ajout
des amendements organiques (le biochar et les fumiers d’animaux) a un role majeur dans la
réduction de la toxicité des ETM aux plantes car ces amendements ont augmenté la résistance

de I’orge et du mais aux ETM.
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Perspectives

Ce travail nous a permis de mieux comprendre la réponse de quelques especes vegeétales vis-
a-vis a la contamination métallique des sols miniers et I’effet des amendements organiques
sur la croissance de ces especes. Il a aussi mis en évidence des points a éclaircir et des travaux

a compléter.

Nous suggérons que les tests de germination devraient étre complété avec une étude de la
croissance des plantes pour une longue période d'essai afin de mieux comprendre la réaction
de ces plantes et ses capacités a résister a la contamination des sols par les ETM. En outre, des
études plus detaillées sur la réponse des plantes en présence des ETM et des amendements
organiques sont nécessaires en particulier la mesure des parameétres biochimiques et
I'accumulation des métaux. De méme, ce travail doit étre compléter par une étude moléculaire
par la recherche des marqueurs liés a la tolérance des especes végétales étudiées aux ETM,
pour mieux comprendre la réaction de ces plantes vis-a-vis des ETM et comprendre 1’effet des
amendements organiques. Concernant les résultats obtenus pour 1’espéce E. globulus doivent

étre poursuivies par une étude sur le terrain a grande échelle et durant une longue période.
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