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Retour d’expérience sur l'applicabilité

et 'opérationnalité de la norme TRIADE

Le projet TRIPODE

Benjamin Pauget’, Nicolas Manier?, Valérie Bert?, Nicolas Pucheux (Coord.)?

TTESORA, 41 Rue Périer, 92120 Montrouge ;
2 INERIS, Rue Jacques Taffanel, 60550 Verneuil-en-Halatte

Contact : benjamin.pauget@tesora.fr

Résumé

Il existe un besoin de caractérisation des risques environnementaux pour les sites et sols pollués. L'utilisation
des concentrations totales seules peut conduire a une surestimation du risque pour les écosystémes. Ainsi
I'utilisation d’une batterie d'indicateurs (indicateurs de mobilité, de biodisponibilité, de toxicité des polluants
dans le sol, de biodiversité...) suivant une stratégie définie, permet de calculer une note intégrative plus
robuste et réaliste du risque environnemental. Cette note peut étre calculée selon la méthodologie TRIADE
(norme ISO 19204 en révision). Cependant, il existe un besoin de clarifier et d’optimiser I'opérationnalité de
cette méthodologie pour dynamiser sa mise en application par les différents acteurs de la gestion des sites a
passifs environnementaux. L'étude conduite dans le projet Tripode a permis de mettre en évidence que méme
si un site présente une contamination en éléments métalliques dans ses sols, le risque environnemental de
cette contamination peut étre acceptable pour un usage environnemental (zone naturelle...).

Introduction

De nombreuses friches présentent une situation de blocage de reconversion d’usage lorsque la valeur du
foncier est dégradée (site orphelin, milieu rural ou de faible activité socio-économique). Il existe pourtant
plusieurs voies de valorisation en dehors de la réalisation d’habitations ou de zones d’activités. Ainsi, certaines
friches peuvent trouver une seconde vie a travers des projets de revégétalisation favorisant la biodiversité et
leur intégration dans le paysage. Le blocage vient alors de la difficulté a se prononcer vis-a-vis du risque que les
contaminants présents dans les sols représentent pour les écosystémes.

Le projet TRIPODE a pour objectif de fournir aux acteurs des sites et sols pollués un outil opérationnel
d'évaluation du risque pour les écosystemes (ERE). Pour cela, il prévoit d’améliorer la méthode décrite dans la
norme ISO 19204 (approche TRIADE de la qualité du sol — en révision) et d’assurer son opérationnalité. Un
second objectif porte sur la formulation des recommandations d'aspect pratique ayant trait a la mise en
application de la norme et a destination des bureaux d’études. Le but est d’assurer la transférabilité de la
norme aux acteurs de I'évaluation des risques sanitaires et environnementaux pour garantir son opérabilité et
son acceptabilité par les mafitres d’ouvrages et I'administration.

Résumés Atelier 3A - 5° Rencontres Nationales de la Recherche sur les sites et sols pollués 131 &



Matériel et méthodes

La méthodologie TRIADE est une méthodologie d’évaluation des risques pour les écosystémes décrite dans la
norme ISO 19204-2017. C’est une approche holistique et structurée qui permet de mettre en évidence un
risque environnemental lié a la présence d'un ou plusieurs contaminant(s) dans les sols. Cette procédure
permet d'identifier et d'évaluer les impacts potentiels sur les écosystemes terrestres, en prenant en compte les
caractéristiques propres au site et les substances chimiques présentes. Cette évaluation repose sur trois piliers
(approches) fondamentaux
e - Ll'approche chimique consiste a caractériser et quantifier les contaminants présents dans les sols et le
compartiment biologique du site d'étude.
e - L'approche écotoxicologique consiste a évaluer les effets toxiques sur les populations d’organismes par
la mise en ceuvre d’une stratégie d’essais en laboratoire.
e - l'approche écologique consiste a évaluer la qualité écologique (biodiversité et fonctionnement) du
milieu d’étude. Cette approche va intégrer I'ensemble des voies d’exposition des organismes aux
contaminants présents dans les sols.

Une fois ces trois approches réalisées, les données recueillies sont confrontées entre elles aprés avoir été
normalisées pour évaluer le niveau de risque pour les écosystemes (ERE) associé a la contamination des sols. La
démarche suivie pour cette confrontation est de travailler dans une optique de faisceau de preuve (Line of
Evidence, LoE). Si les différentes approches apportent des conclusions similaires, I'évaluation du risque
environnemental est alors conclusive (absence ou présence de risques). Si des divergences entre les
conclusions des différentes approches sont notables il conviendra alors de poursuivre la démarche en
effectuant une itération avec des indicateurs plus complexes au sein des trois approches (démarche itérative
jusque trois niveaux ou TIERs). Cette démarche itérative permet une gestion optimisée des ressources en
fonction des sites étudiés.

| Outil de screening + Ajout d'outils spécifiques + Ajout d’outils complexes et détaillés >
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Figure 1: les trois approches du risque pour les écosystémes utilisés dans la norme ISO 719204 TRIADE.
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Résultats et discussion

Le site d'étude du projet est situé a proximité d'une voie de chemin de fer. Aucune ancienne activité n'est
identifiée sur le site dans les bases de données BASOL/BASIAS/SIS. La zone d’étude se trouve dans un
périmétre naturel protégé (ZNIEFF2 et Natura2000). Les usages actuels sont fixes et aucune modification n’est
prévue, le site étant actuellement en zone naturelle. La zone témoin a été sélectionnée dans une optique de
rester sur le site d’étude. Pour évaluer les risques pour les écosystemes, un ensemble d’indicateurs a été utilisé :

e LoE Chimie : concentration totale (T1), Indice de Préoccupation (T1), Test de lixiviation (eau, T2), Indice

SET (escargots, T2);
LoE Ecotoxicologie : Activité de la déshydrogénase (T1), Mortalité (£. fetida, T1), Croissance/ reproduction

de C. elegans (T2), croissance des végétaux supérieurs (2 sp., T2), Indice Oméga3 (T2) ;
LoE Ecologie: Couvert végétal (T1), Dégradation de la MO (T1), Indice nématofaune (T2), qualité

microbiologique (T2).
L'utilisation de I'ensemble de ces indicateurs a permis de réaliser les deux premiers TIER de la méthodologie
TRIADE. A I'issue du premier TIER, bien que les LoE Ecotoxicologie et écologie présentent des notes faibles et
de niveaux comparables (I’écart type faible traduit une conclusion cohérente pour les deux approches), il est
mis en évidence une note forte de la LoE chimie (0,48) liée a une teneur en plomb importante qui conduit a
une incertitude inacceptable a ce stade de |’étude lors du calcul de la LoE chimie (Fig. 2). Le calcul de la note
de la TRIADE du TIER 1, ne permet donc pas de statuer clairement sur une absence de risque pour les
écosystemes. Les indicateurs du TIER 2 sont donc ajoutés au calcul. lls apportent des réponses
complémentaires aux outils du TIER 1. Dans la LoE chimie, il apparait que les indicateurs de potentiel toxique
(IdP), mobilité (lixiviation) et de biodisponibilité (SET escargot) démontrent une exposition négligeable des
organismes et donc une absence de risque. Il est alors estimé que la concentration totale n’est plus pertinente
au regard de ces nouveaux éléments. Concernant la LoE Ecologie, une amélioration de la note en T2 est
identifiée grace a la prise en compte de la diversité des nématodes et de la qualité microbiologique. La
confrontation des 3 LoE, intégrant les réponses des indicateurs du TIER2, permet de calculer une note globale
de TRIADE de 0:18+0.12. Cette fois, le faible score couplé a un écart type faible, permet de conclure sur une
absence de risque environnemental sur la parcelle d’étude pour 'usage naturel en cours.
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&
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Figure 2 : calcul des notes des LoE et de la TRIADE pour chaque TIER.

151 @

Résumés Atelier 3A - 5° Rencontres Nationales de la Recherche sur les sites et sols pollués



Cependant, bien que la note de TRIADE indique un risque négligeable, une étude approfondie de la LoE
Ecologie nous informe qu’un léger dépassement de I'objectif de note de 0,25 (usage naturel), est observé pour
3 indicateurs. Il apparait alors pertinent de recommander un suivi environnemental (de type bilan quadriennal)
et la réalisation de nouvelles mesures d’indicateurs écologiques pour sécuriser I'absence de risques pour les
écosystémes pour un usage naturel.

Conclusions et perspectives

L'utilisation de la TRIADE et d’outils complémentaires (chimie, écotoxicologie, écologie) a permis de démontrer
une absence de risques pour les écosystemes sur un site présentant pourtant une contamination des sols en Pb
(120 mg/kg™). Ainsi la TRIADE permet d'apporter des éléments de réponse permettant non seulement
d’optimiser les opérations de gestion des sites a passifs environnementaux mais également de valider et de
sécuriser la compatibilité des risques environnementaux avec les usages actuels et/ou futur des sites.
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Résumé

A ce jour, les diagnostics environnementaux dans le domaine des sites et sols pollués (SSP) évaluent
principalement la qualité d'un sol par le biais d'analyses physico-chimiques. Sur cette base, des volumes et
surfaces conséquents de sol sont déclarés « pollués » et traités comme tel sans que I'on connaisse réellement
leur écotoxicité associée, ni leur potentiel écologique. Or la santé d’un sol ne peut pas étre correctement
évaluée a la seule aune d’analyses physico-chimiques. Ce diagnostic requiert une approche plus holistique.
C’est ce que propose I'approche TRIADE (NF ISO 19204), basée sur trois « éléments de preuve » (LoE) : la
physico-chimie, I'écotoxicologie et I'écologie. Le projet DIVA (ADEME GESIPOL - 2022/2025) propose un calcul
alternatif a I'approche TRIADE classique pour produire un rendu mutltiparamétrique illustrant I’état de santé
du sol a I'instant T. L'approche TRIADE biva permet ainsi a la fois d’estimer un risque pour les écosystémes mais
également de suivre |'évolution de la santé du sol au cours du temps (ex. dans le cadre d’une opération de
réhabilitation écologique).. Le projet apporte également de nouveaux éléments concernant la place des
indicateurs relatifs a I'écologie (a plusieurs niveaux : populationnel, individuel, cellulaire et moléculaire) et a
I'agro-pédologie dans les notation TRIADE. Ces travaux permettent d’avoir une vision exhaustive de la

« qualité » d’'un sol et de sa « santé » lors d’une évaluation des risques environnementaux (ERE).

Introduction

Dans un contexte de transition écologique, la feuille de route écologie circulaire (FREC) émise par le ministére
de I’Ecologie en 2019 vise entre autres a réduire de 50 % les quantités de déchets non dangereux mis en
décharge en 2025 par rapport a 2010 (FREC, 2019). Les sols urbains excavés lors de chantiers peuvent faire
partie de ce type de déchets s’ils ne sont pas revalorisés. Cependant, les diagnostics environnementaux
actuels sur sols urbains évaluent majoritairement leur qualité a partir d’analyses chimiques réalisées soit sur la
matrice sol, soit sur la matrice liquide aprés extraction a I'eau (lixiviat). Sur cette base, lorsque des terres sont
excavées, une partie d'entre elles est éliminée en centre de stockage sans que I'on ne connaisse réellement leur
niveau d’écotoxicité associée, ni leur potentiel écologique (i.e. capacité de ces sols a exprimer des fonctions et
a subvenir aux besoins des usages envisagés : fertilité, stockage du carbone, support de biodiversité etc.). De
maniére similaire, certaines friches peuvent parfois, malgré leur contamination, accueillir des écosystémes de
transition pouvant avoir une réelle valeur écologique. Dans ce contexte, les méthodologies d'évaluation des
risques pour les écosystemes ne sont généralement pas utilisées. Des incertitudes peuvent alors subsister
quant a la meilleure approche de gestion : réhabilitation /n situ, revalorisation ex-situ, etc.. Une amélioration /n
situ de la qualité des sols issus de I'espace urbain via des techniques issues du génie pédologique ou génie
écologique peut par exemple étre envisagée comme alternative au recouvrement par de la « terre végétale »
prélevées dans les ceintures vertes, tout en privilégiant le réemploi de matériaux urbains et favorisant une
économie circulaire.

Pour pouvoir mieux appréhender la qualité et la santé d’un sol urbain, ainsi qu’un potentiel risque
environnemental pouvant étre associé a sa contamination, il est nécessaire de le soumettre a une démarche
d’évaluation du risque environnemental (ERE). A ce jour, I'approche TRIADE (NF ISO 19024, 2018) est |'un des
outils les plus avancés pour réaliser des ERE sur sols contaminés. Cependant, cette approche est complexe a
mettre en ceuvre. De plus, si le rble des analyses chimiques et des tests écotoxicologiques dans la démarche
TRIADE pour caractériser la contamination du sol et ses effets sur le vivant est claire, celle des tests relatifs a
I'écologie des sols, plus intégratifs, nécessite d'étre clarifiée. Quels signaux écologiques recherche-t-on ? Que
traduisent ils ? A quels paramétres du sol sont-ils liés ? etc. Enfin, I'approche TRIADE produit une notation qui
peut parfois étre mal interprétée, notamment dans le cas d’évaluation de I'efficacité de mesures de
réhabilitation écologique d’'un site contaminé.
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Dans la continuité de projets portés par I'INERIS (TRIPODE, TRIPLE, Pucheux et al. 2017) et VALHORIZ/BRGM
(BIOTUBES), le projet DIVA a pour vocation a proposer un calcul alternatif a I'approche TRIADE classique pour
produire un rendu mutltiparamétrique illustrant I'état de santé du sol a lI'instant T. L'approche TRIADE piva
permet ainsi a la fois d’estimer un risque pour les écosystémes mais également de suivre |'évolution de la santé
du sol au cours du temps . L'objectif du projet est triple :
e Mieux intégrer les parametres relatifs a I'écologie (et a I'agro-pédologie) du sol dans une démarche TRIADE
e Proposer une méthodologie de calcul permettant d’illustrer la santé d’'un sol sur la base d’un approche
multiparamétrique (approche basée sur la méthodologie TRIADE)

Matériel et méthodes

Trois sites d'études ont été retenus pour le projet DIVA : les sites de Saint Chamond (42), Pierre-Bénite (69) et
Bordeaux (33). lls ont été investigués lors de trois campagnes d’échantillonnage en 2022, 2023 et 2024.

Le site de Saint-Chamond est un ancien complexe métallurgique de grande envergure en phase de
réaménagement depuis 2018. Les parcelles étudiées y ont été créées sous forme d'un mix entre sols issus de
I'espace urbain, modérément contaminés aux éléments traces (ET), amendés avec des mélanges de compost
vert et d’argile en 2018 dans le cadre d'un précédent projet de R&D : le projet AGREGE. Le site de Pierre-Bénite
est une 16ne localisée dans le complexe industriel de la « vallée de la chimie ». Cet espace est également
soumis a une phase de réhabilitation écologique depuis 2018. Les sols de la parcelle DIVA ont été reconstruits a
partir de sols urbains faiblement pollués, en mélange avec un compost MIATE réalisé a partir de refus fibreux
de papeterie (projet AGREGE, 2018). Le site de Bordeaux se situe lui sur une ancienne mosaique de sites
industriels. Le lieu a abrité pendant plusieurs décennies une entreprise spécialisée dans la peinture et le
traitement des métaux. Il en résulte principalement une contamination importante des sols aux éléments
traces. En partenariat avec Bordeaux métropole, 4 parcelles y ont été créées en mars 2022 pour le projet DIVA
(témoin non amendé et trois parcelles respectivement amendées en biochar, compost et biodigestat).

Sur chacun des sites, le pool d'analyses a été mené comme suit :

e Un sol de référence (REF), correspondant au fond pédogéochimique local, n'étant a priori pas soumis a
une contamination connue, et présentant un couvert végétal non dégradé. La modalité REF est considérée
comme l'objectif ultime a atteindre dans le cadre d'une opération de réhabilitation écologique.

e Un sol t¢moin contaminé (T) n'ayant subi aucun remaniement avant notre intervention (a I'exception du
site de Pierre Bénite ou nous n‘avons pas de modalité T, ceci d0 au fait que I'ensemble des sols contaminés
de la zone avaient tous été réhabilités dans le cadre d’activités de R&D antérieures)

e Un ou plusieurs sols réhabilités par ajout d’amendements (trois modalités a Saint Chamond, trois
modalités a Bordeaux, une modalité a Pierre Bénite).

Détail des analyses menées dans le cadre du projet :

LoE chimie :
e Concentrations totales en ET
e Biodisponibilité environnementale : concentrations extractibles au CaCl,, ionomes foliaires ex situ (avoine
et haricots nains), indice « Phytoac » /in situ, transferts vis-a-vis de |'escargot (indice SET) ex situ.

LoE Ecotoxicologie
e Ecotoxicité sur végétal : germination, croissance racinaire et croissance des parties aériennes supérieures
pour une espéce monocotylédone (avoine) et une espéce dicotylédone (haricot nain)
e Ecotoxicité sur animal : indice GERITOXE ex situ (escargots, Cantareus aspersus), croissance, fertilité et
reproduction du nématode Caenorhabditis elegans

LoE Ecologie
e Dégradation de la matiére organique : dégradation de bandes de cellulose, litter bags de thé vert et de
rooibos,
e Microrespiration induite et basale
¢ Indices nématode de fonctionnalité

Résumés Atelier 3A - 5° Rencontres Nationales de la Recherche sur les sites et sols pollués 191 &



e Biomasse microbienne (par fumigation et qPCR)

e Activités enzymatiques : Mesure de l'activité de cing enzymes et de I'abondance relative de génes
fonctionnels c’est-a-dire codant pour certaines enzymes

e Richesse du sol par ADNe (métabarcoding): bactéries, eucaryotes totaux, champignons, acariens,
collemboles, nématodes

Complément Agro-pédologie
e Pack agro-pédologique (C/N, texture, pH, teneur en carbone et azote total, teneur en matiere organique
(MO), P05 Olsen, CEC, CaCOs), analyse Rockeval pour évaluer la stabilité du carbone, fractionnement de
la matiére organique, densité apparente

Résultats et discussion

Le projet DIVA a permis d’élargir l'utilisation de I'approche TRIADE au-dela du seul diagnostic de I'état d'un sol
contaminé, en I'adaptant de maniére a pouvoir également monitorer le devenir d'un sol avant/aprés une
opération de réhabilitation. Dans ce cadre, TRIADE piva propose un calcul alternatif basé sur la méthodologie
TRIADE existante, mais plus simple a mettre en ceuvre. Ce calcul ne repose en effet que sur une seule équation
alors que la méthode initiale en comporte plusieurs. Par ailleurs, les résultats ne sont plus bornés entre 0 et 1
comme dans I'approche TRIADE mais sont dans la gamme [-1; 1]. Plus la valeur produite pour un parametre est
proche de O, plus ce dernier va renseigner sur une absence d’altération par comparaison a la référence choisie.
A l'inverse, plus la note tendra vers -1, et plus le sol sera considéré comme en meilleur état que la référence. A
I'autre extrémité du gradient, plus la note tendra vers +1, et plus sol sera considéré comme dégradé (comme
dans I'aproche TRIADE classique).

Le rendu TRIADE bwa fournit deux types de visuels :

e Le premier fournit une vision synthétique de I'état de santé du sol par comparaison a un état dit « de
référence » (local ou issue de la littérature) ou a un état « dégradé » (ex. état initial dans le cadre d’une
opération de réhabilitation). La comparaison a I'état de référence traduit le travail qu'il reste encore a
faire pour atteindre le niveau de référence, tandis que la comparaison a |'état dégradé traduit ce qui a
déja été obtenu dans le cadre d’une réhabilitation.

e Le second - plus détaillé — prend la forme d’'une « diagramme de |'état de santé du sol » qui permet
d’illustrer a l'instant T I’état de différentes fonctions et niveaux de biodiversité dans le sol par comparaison
a un état de référence ou a un état dégradé, au choix de l'utilisateur (Fig. 1).

Le projet DIVA a également permis d’avancer sur I'’écologie des sols. La santé d'un écosystéme peut étre jugée
selon trois propriétés : la structure de la communauté d’organismes vivants (i.e. la richesse en espéces et leurs
interactions), les fonctions écosystémiques (comme par exemple le recyclage de la matiére organique), et enfin
sa stabilité face a une perturbation (associée a des notions de redondance fonctionnelle et de complexité des
réseaux trophiques). Les résultats du projet ont montré que ces trois propriétés de I'écosysteme étaient tres
fortement dépendantes des conditions physico-chimiques des sols, du niveau de contamination mais
également du temps écoulé depuis la réhabilitation écologique sur nos sites.

Ainsi, les sites de Saint Chamond et Pierre-Bénite, peu pollués et par ailleurs tres fertiles (e.g. fortes teneurs en
azote, phosphore, capacité d’échange cationique élevée) présentent des résultats satisfaisants au regard de la
diversité de la faune du sol et des fonctions exprimées (e.g. microrespiration et activités enzymatiques
associées aux cycles du carbone, de |'azote, du phosphore et du souffre fortes). A I'inverse, le site de Bordeaux,
trés pollué et peu fertile (e.g. faibles teneurs en azote, phosphore, capacité d'échange cationique tres faible),
présente une plus faible diversité spécifique ainsi qu’une fonctionalité plus limitée. Malgré des divergences
fortes entre ces différents sites, ils présentent tous un niveau de stabilité globalement beaucoup plus faible
que les trois sites de référence non perturbés au cours de ces 10 derniéres années (selon l'indicateur
nématodes).

Ces résultats soulignent la nécessité de prendre en compte les conditions physico-chimiques des sols
(diagnostic agro-pédologique en complément du diagnostic de pollution) ainsi que la temporalité de la
réhabilitation écologique lors de la mise en application de I'outil TRIADE, pour isoler les effets liés
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spécifiquement a la contamination de ceux liés a la nature initiale du sol. lls orientent également sur les
critéres prioritaires de recherche du site de référence (i.e. absence de perturbation récente, conditions
édapho-climatiques similaires, usage visé analogue).

Concernant les indicateurs en tant que tels, le travail réalisé a permis de mettre en lumiéere des corrélations
fortes entre certains indicateurs associés a une fonction donnée (par ex. recyclage de la matiére organique)
laissant ainsi une marge de manceuvre aux futurs utilisateurs de I'outil dans le choix des techniques employées.
Les mesures basées sur ’ADNe semblent par ailleurs prometteuses dans leur capacité a suivre la dynamique de
la biomasse microbienne, I'évaluation de la diversité fonctionnelle ou spécifique. Néanmoins, cette approche
requiert I'élaboration de référentiels nationaux partagés pour une pleine opérationnalité.

Diagramme de I'état de santé du sol

Indice de santé du sol - HE———
FryLodce N e |
lonomes foliaires ex situ monocots ———— |
lonomes foliaires ex situ monocots I
Indice SET I —
chimie sur extractible I —— |
chimie sur brut N —
1SS - | — ]
Featny nématades =
ISS - Chimie _
Emergence racinaire e ——— |
Taux de germination —
effet cocktail sur brut (TP) N |
ISS - e
ADNe - Communautés bactéries - |
ADNe - Commaunutés fungi T
/ ISS - Ecotox S — A
ADNe Commaunutés acariens [ R |
ADNe Communautés collemboles —
ADNe Communautés mésofaune |
Activité enzymatique sols |
Biomasse microbienne I |
Dégradation MO | e |
Fonctionnalité nématodes e |
Indice de similarité 11
Recouvrement végétal —=
Microrespiration I |

ISS - Ecologie e, —

-1,00 -0,75 -0,50 -0,25 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Figure 1 - Exemples d’un « diagramme de I’état de santé du sol » fourni par I'approche TRIADE DIVA. La fléche rouge indique
lintensité de la dégradation d’une fonction ou d’un niveau de biodiversité, la fleche verte indique l'intensité de leur
amélioration (Ind. = Indice)
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Conclusions et perspectives

La méthodologie TRIADE a pour objectif de fournir une information synthétique sur I'impact ecotoxicologique
de la chimie d’un sol (ex. pollution dans des sols urbains), ainsi que sur sa capacité a accueillir le vivant. Le
projet DIVA propose une simplification des calculs de la TRIADE pour évaluer la santé et la qualité d’un sol.
Ces calculs produisent aussi un « diagramme de |'état de santé d’un sol » qui retranscrit I'état des différentes
fonctions et niveaux de biodiversité du sol a I'instant T. Le projet a également permis d’apporter des
enseignements sur l'influence croisée de la chimie et de I'agro-pédologie du sol sur la réponse des parametres
écologiques dans le cadre d'une ERE. Cette alternative a I'approche TRIADE permet désormais non seulement
de diagnostiquer I'état d'un sol contaminé, son risque associé, mais également de monitorer les bénéfices
apportés au cours d’'une opération de réhabilitation. Dans la continuité de ce projet, il apparait aujourd’hui
nécessaire de définir des gammes de valeurs attendues sur les parametres ecotoxicologiques et écologiques
des sols urbains, notamment en fonction des conditions édapho-climatiques. Ces gammes devront étre
construites en croisant des gradients de contamination, de fertilité et le temps écoulé depuis la réhabilitation
écologique. Une fois établies, elles permettront de mieux cadrer la notion d’état de référence (couple
habitat/usage), notion primordiale pour réaliser de maniére correcte une ERE TRIADE. A I'heure actuelle, le
choix de ces états dits de référence est encore parfois arbitraire, et peut par conséquent générer des
conclusions biaisées.
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Résumé

La contamination métallique des sols peut entrainer des modifications de la structure taxonomique, mais
également du fonctionnement des communautés biologiques. Si des outils évaluant I'état des sols existent
déja, ils sont (i) surtout basés sur des indicateurs physico-chimiques (donc peu aptes a décrire les effets
biologiques de la contamination), (ii) souvent focalisés sur I'évaluation de I'effet de pratiques agricoles (donc
difficilement transposables au diagnostic écologique de sols contaminés par des activités industrielles) ou (iii)
uniquement adaptés a I'évaluation du niveau de toxicité d’'un contaminant unique (donc peu aptes a
déconvoluer les effets de contaminations plus complexes, dans des sols hétérogénes ou de nombreuses
communautés interagissent). Evaluer efficacement les conséquences de la contamination métallique du sol,
nécessite donc le développement d’outils de diagnostic nouveaux, capables de témoigner efficacement du
niveau d'impact écologique des contaminants sur les sols, en basant leur diagnostic sur I'examen simultané de
critéres taxonomiques (basés sur I'identité et I'abondance des taxons) et fonctionnels (basés sur les traits
biologiques des taxons), observés sur plusieurs compartiments biologiques. Dans ce projet, nous proposons le
développement d’un outil diagnostique, basé sur une méthode d’apprentissage automatique, utilisant un large
panel de métriques calculées sur les communautés d’invertébrés et de bactéries du sol, pour évaluer la
probabilité d'un impact significatif sur I'une ou 'autre de ces communautés (i) de la contamination métallique
dans son ensemble et/ou (ii) de certains métaux ou sein du cocktail de contaminants.

Introduction

La contamination métallique du milieu entraine de profondes modifications dans la structure taxonomique
des assemblages d'organismes terrestres (Lucisine et al. 2015). Malgré ces modifications de structure
taxonomique au sein des communautés, les fonctions qu’elles assurent dans les systémes ne sont pas
obligatoirement altérées (Lecerf et al. 2021, Alric et al. 2021). Une des hypothéses envisageables est celle d'une
redondance fonctionnelle (plusieurs espéces peuvent assurer la méme fonction) qui permettrait de compenser
« fonctionnellement » la régression - voire la disparition — de certaines des espéces assurant une fonction
déterminée au sein de la communauté d’origine avant contamination.

Les approches basées sur les traits fonctionnels permettent de faire le lien entre diversité taxonomique,
diversité fonctionnelle et fonctionnement de I'écosystéme. Les traits sont des caractéristiques bien définies et
mesurables, généralement, a I'échelle individuelle et utilisées de maniére comparative entre espéces (McGill et
al. 2006). Ils sont qualifiés de « fonctionnels » lorsqu’ils concernent des caractéristiques morphologiques,
physiologiques, phénologiques et comportementales qui ont un effet indirect sur la « fitness » des organismes
(Pey et al., 2014). La prise en compte des traits fonctionnels contribue a une meilleure compréhension des
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réponses d’'un compartiment biologique (e.g. les invertébrés) aux changements environnementaux naturels ou
anthropiques et de I'impact de ces changements sur I'écosystéme. Elles ont déja permis de montrer
I'homogénéisation fonctionnelle des communautés d’organismes terrestres entrainée par I'urbanisation
(McKinney 2006, Aronson et al. 2016) ou celle de communautés d’invertébrés de cours d’eau entrainée par
I'acidification ou une contamination organique (Mondy & Usseglio-Polatera 2014).

De nombreux auteurs ont souligné le besoin de développer des outils de diagnostic capables de déméler plus
efficacement les impacts respectifs de multiples pressions sur les communautés (Feld et al. 2016 ; Pistocchi et
al. 2017 ; Baattrup-Pedersen et al. 2019; Alric et al. 2021). Or, de tels outils sont encore peu développés pour
I'évaluation et la surveillance de I'état écologique des sols. De plus, les indicateurs suivis en routine témoignent
essentiellement des conditions physico-chimiques des sols et intégrent peu, pour I'instant, des métriques
fonctionnelles ou I'identité des taxons biologiques impliqués. Quant aux outils permettant de caractériser
I'impact de contaminants dans les sols, ils sont majoritairement déployés pour quelques especes modeéles, le
plus souvent en conditions de laboratoire, éloignées des réalités du terrain. Dans les milieux aquatiques,
certains outils reposant sur |'utilisation de combinaisons variées de traits fonctionnels d’'un compartiment
biologique donné [e.g. les diatomées (Larras et al. 2017), les macroinvertébrés benthiques (Mondy & Usseglio-
Polatera 2013) ou les poissons (Dézerald et al. 2020)] ou de plusieurs compartiments biologiques considérés
simultanément (Alric et al. 2021), ont déja prouvé leur efficacité dans |’évaluation du risque d’altération
d’origine anthropique. Ces approches ont cependant tres rarement été appliquées a I'écosystéme sol et n‘ont
jamais été réalisées en prenant en compte simultanément les communautés d’invertébrés et de bactéries. En
effet, ces deux communautés sont fortement impliquées dans la plupart des fonctions biologiques essentielles
d’un sol et dans les cycles biogéochimiques : décomposition des matiéres organiques, structuration et
bioturbation des sols, régulation des biocénoses, nutrition des plantes, altération des minéraux ou équilibres
gazeux (e.g. Coughlan 1985 ; Zimmer and Topp 1998).

Avec l'invention de I'amplification par gPCR de I'ADN et le développement d'amorces, le séquengage est
devenu fondamental pour l'identification des espéces. L'approche, appelée « DNA barcoding » (Hebert et al.
2003) permet I'identification simultanée de plusieurs taxons (Taberlet et al. 2012) a partir de I'analyse des
traces ADN laissées par ces taxons dans leur environnement (= ADN environnemental ou ADNe). L'utilisation
de ’ADNe permet une analyse non destructive, rapide et standardisée de la distribution des espéces et se
montre particulierement importante dans la détection des espéces rares etf/ou de petite taille. Méme si cet
outil est prometteur dans I'évaluation de la biodiversité, il présente néanmoins de nombreuses limites a son
utilisation en routine pour la biosurveillance, notamment concernant les macro-organismes : la représentativité
des traces d’ADN dans le sol varie d’un taxon a l'autre, la qualité de '’'ADN obtenu n’est pas toujours optimale,
les bases de données de références taxonomiques sont souvent incomplétes et leur niveau d’information est
trés différent selon les taxons.

Dans le projet DiagnoTraits (2021-2025), financé par ’ADEME, en combinant une approche taxonomique et
fonctionnelle des communautés de bactéries et d’invertébrés, nous souhaitions répondre a trois objectifs
principaux :

1) Identifier les réponses des communautés bactérienne et d’invertébrés du sol aux contaminations
métalliques : nous proposons d’utiliser une approche multi-traits afin de comparer les réponses taxonomiques
et fonctionnelles de ces deux compartiments biologiques a la contamination métallique du sol. Nous faisons
I'hypothése que la contamination sélectionne des taxons adaptés a cette contrainte et que ces taxons
présentent des caractéristiques fonctionnelles leurs permettant de tolérer cette contrainte.

2) Proposer un outil diagnostique : nous proposons le développement d’un outil de diagnostic écologique
permettant d'évaluer la probabilité d'impact significatif d’'une contamination métallique sur les communautés
d’invertébrés et bactériennes des sols. Les modéles constitutifs de I'outil, basés sur une technique de machine
learning (foréts d'arbres conditionnels) évalueront la probabilité d’'impact significatif de la communauté
étudiée par une contamination métallique (ou certains groupes de métaux au sein de cette contamination).
Cet outil a pour vocation a étre transféré largement a destination des acteurs des sites et sols pollués, a l'issue
du projet.

3) Evaluer le potentiel d’identification des invertébrés par I'analyse de ’'ADNe du sol : Dans ce contexte de
contamination métallique des sols, nous prévoyons de comparer l'efficacité respective de I'identification
taxonomique des invertébrés sur des critéres morphologiques versus le séquencage de 'ADN
environnemental, dans leur capacité a fournir un diagnostic pertinent de la contamination.
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Matériel et méthodes

Sélection des sites et caractérisation de la contamination métallique :

Dans la région Grand Est, la contamination métallique des sols est le plus souvent liée a I'importante activité
sidérurgique passée. Il s'agit d'une contamination "agée", c'est-a-dire datant de plusieurs dizaines d’années qui
concerne de nombreux sites. On estime a 350 le nombre de friches industrielles en Lorraine, réparties sur une
surface de 6 a 8000 ha (“BASOL"” 2016 ; DREAL 2018). Du fait de processus variés utilisés dans l'industrie
sidérurgique, il existe une grande diversité de situations correspondant a des niveaux de contamination
métallique du sol plus ou moins élevés, qui a été prise en compte dans la sélection de 40 sites (incluant des
sites non contaminés) caractérisés et échantillonnés au cours du projet.

Afin de caractériser le gradient de pression métallique, plusieurs indices ont été calculés a partir des teneurs
totales en métaux, en prenant en compte leur nature, leur gamme de concentrations dans le pool de sites, leur
écotoxicité et le fond géochimique. Ces différents indices, ainsi que les variables environnementales
permettant de rendre compte du couvert végétal (couvert arboré ou herbacé, biomasse végétale) et des
caractéristiques pédologiques des sols (pH, granulométrie, C :N, éléments majeurs...), ont été utilisés pour
définir une typologie des 40 sites de |'étude.

Collecte des organismes (bactéries & invertébrés) :

Au sein de chaque site, 3 sous-sites de 16 m? (4m x 4m), présentant des caractéristiques similaires (couvert,
niveau de contamination...), ont été identifiés. Sur chaque sous-site, 4 pieéges Barber ont été placés pendant 1
semaine afin d’échantillonner la faune épigée et 2 monolithes de sol (25 x 25 x 20 cm) ont été extraits et triés
manuellement pour échantillonner la faune endogée. Un échantillon composite de sol a été réalisé afin d'en
extraire les traces ADN laissées par les invertébrés dans le sol (ADNe). Un deuxieme échantillon composite a
été prélevé et tamisé a 2 mm en vue de |'extraction de 'ADN bactérien. Le plan d’échantillonnage a permis la
récolte de 480 pieges Barber, 240 monolithes, 120 échantillons de sol pour ’'ADNe et 120 échantillons de sol
pour I’ADN bactérien.

Identification des organismes :

Pour caractériser les communautés bactériennes, la méthode utilisée, décrite en détail dans Lemmel et al.
(2019), consiste en une extraction de I'’ADN total a partir des prélévements de sol congelés, une amplification
par PCR de la région V3-V4 du gene codant pour ’ARNTr 16S bactérien et un séquengage MiSeq (lllumina), suivi
du traitement des séquences et d’une affiliation taxonomique des OTUs grace a la base de séquences SILVA.

Pour caractériser les communautés d’invertébrés a partir de sol, ’'ADN environnemental a été extrait a partir
de chaque préléevement de sol en utilisant le protocole décrit dans Zinger et al. (2016). Cet ADN a été amplifié
puis séquencé. Apres traitement, I'affiliation des séquences obtenues a été réalisé a partir de bases de
références (e.g., Genbank).

Pour caractériser les communautés d’invertébrés récoltées a I'issue du tri des monolithes de sol, et a partir de
piéges Barber, les organismes récoltés ont été identifiés sur la base de critéres morphologiques classiques, au
moyen de clés de détermination taxonomiques.

Etude des traits fonctionnels des communautés identifiées :

Des bases de données, agrégeant I'information disponible sur les traits fonctionnels des invertébrés d'une part
et des bactéries d'autres part, ont été élaborées en compilant de I'information déja disponible dans les bases
de données existantes (e.g. BETSI, Bactotraits) et de I'information obtenue par une analyse complémentaire de
la littérature. Pour les deux communautés, les traits d’intérét ont été sélectionnés en fonction de leur réle
potentiel dans la tolérance des organismes a la contamination métallique. Chaque trait est décrit par un
ensemble de modalités. Pour chaque taxon, un score est alors alloué a chacune de ces modalités traduisant le
degré d'utilisation de cette modalité par ce taxon. Les scores alloués a un taxon sur I'ensemble des modalités
d’un trait sont ensuite exprimés en fréquences relatives d’utilisation.
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Pour une communauté donnée de bactéries ou d’invertébrés, sur chaque sous-site, un profil moyen pondéré
(par une expression de leurs effectifs) est calculé pour chaque trait. L'ensemble de ces profils moyens décrit la
structure fonctionnelle de la communauté.

Analyse des données taxonomiques et fonctionnelles et construction des modéles de
probabilité d'impact, constituant I'outil diagnostique :

Pour construire l'outil, des modeéles seront construits pour chaque communauté (bactéries & invertébrés), pour
un diagnostic global de la contamination. Pour un diagnostic plus précis de la contamination métallique, nous
explorerons la possibilité de construire des modéles évaluant spécifiquement I'impact sur les communautés
invertébrées et bactériennes de certains groupes de métaux (e.g. métaux présentant un mode d’action
commun). Chaque modeéle sera basé sur une — ou un ensemble de — forét(s) aléatoire(s) (Breiman 2001 ; Prasad
et al. 2006) d'arbres conditionnels (CTF, Conditional Tree Forest), capables d'étudier des relations complexes et
potentiellement non linéaires. Nota bene : cette partie n‘est pas encore mise en ceuvre au moment de l'appel
a communications, mais est l'objectif principal des 6 prochains mois.

Résultats et discussion
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Figure 1: Analyse canonique des correspondances (CCA) permettant d’étudier les liens entre variables environnementales et
structure fonctionnelle des assemblages d’araignées dans 40 sites (= 120 sous-sites) échantillonnés : (A) Positions des
communautés des 120 sous-sites dans le premier plan factoriel de la CCA (la gradient de couleur représente le gradient de
contamination métallique depuis le moins contaminé en bleu au plus contaminé en rouge), (B) poids canoniques des
variables environnementales contribuant a la définition des deux premiers axes factoriels (Perc = pourcentage;
Temp_sol_moy = température du sol, Biomasse_vg = biomasse végétale), (C) Positions dans le premier plan factoriel des
modalités décrivant les traits « Régime trophique (DIET) » et (D) « Mode de chasse ».

Résumés Atelier 3A - 5° Rencontres Nationales de la Recherche sur les sites et sols pollués 1161 &



Les premiers résultats obtenus pour les bactéries et les deux groupes taxonomiques (Araignées, Coléopteres)
les plus abondants et diversifiés au sein de nos assemblages faunistiques, ont permis la mise en évidence, dans
les deux communautés, de taxons surabondants ou, au contraire, absents dans les milieux contaminés, et
d’espéces indicatrices de chaque type de milieu.

Certaines combinaisons de traits paraissent effectivement sélectionnées par la contamination métallique des
sols. Par exemple, la figure 1 montre que les araignées des sites contaminés sont plutdt sténophage (i.e. elles
consomment une faible diversité de proies) et qu’elles ne construisent pas de toile, mais qu’elles préférent se
réfugier dans la végétation ou sous |'écorce.

La présentation sera l'occasion de (i) décrire et d'interpréter ces résultats plus en profondeur, en comparant
notamment les réponses obtenues pour les deux communautés étudiées, (ii) de détailler la démarche
envisagée pour utiliser les données taxonomiques et fonctionnelles dans la construction des modéles
constitutifs de I'outil diagnostique. L'utilisation pratique de I'outil nécessitera simplement de l'opérateur la
réalisation d’'un échantillon de la communauté d’invertébrés et d'un échantillon de la communauté
bactérienne selon les protocoles décrits dans le M&M. |l est a noter que, une fois construits et calibrés, les
modeles ne nécessiteront aucune mesure physico-chimique sur les sols testés pour étre utilisés ; et (iii) de
discuter de la pertinence de I'utilisation de 'ADNe comme alternative au prélévement d’organismes vivants
(invertébrés du sol notamment, dont certaines espéces rares sont a haute valeur patrimoniale) dans le cadre
de ce type de diagnostic environnemental.

Conclusions et perspectives

Le caractére innovant de ce projet est principalement lié aux points suivants: (i) I'é¢tude simultanée des
communavutés d’invertébrés et de bactéries du sol, (ii) I'utilisation simultanée, encore rarement appliquée aux
sols, d’'une approche taxonomique et d'une approche fonctionnelle basée sur les combinaisons de traits
sélectionnés au sein des communautés, (iii) le développement d’un outil permettant un diagnostic « multi-
critéres » de la contamination métallique du sol via deux compartiments biologiques différents, ce qui n‘a
encore jamais été réalisé sur la base des informations apportées par les bactéries et les invertébrés du sol, en
France, comme a I'étranger et (iv) la-comparaison de I'efficacité relative de deux méthodes d’identification
taxonomique des invertébrés du sol (méthode « morphologique » versus séquencage des traces ADN laissées
dans le sol), dans leur capacité a contribuer a un diagnostic efficace d'une contamination métallique.

Les principales perspectives de ce projet seront de développer I'outil de diagnostic sur une plus large échelle
spatiale (passer de I'échelle régionale a |’échelle nationale, par exemple) et d'y intégrer d'autres pressions
anthropiques (autres contaminants, tassement des sols ou niveaux de connectivités, par exemple).
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