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Programme RISMEAU

Sol de référence Mafors Modeéle biologique



graie

POLE
EAU & TERRITOIRES

Comment évaluer I'écotoxicité des Mafors dans un contexie
d’epandage agricole ?

» Utilisation d'organismes modéles

/\

Aigués Chroniques
Ex : survie, croissance, comportement Ex : reproduction

> Suivis de marqueurs d’effets

4 4

Effets d'une dose d'épandage Effets d'une dose d'épandage
concentration élevée agronomique / réaliste
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Comment évaluer I'écotoxicité des Mafors dans un contexte
d’epandage agricole ?
» Utilisation d'organismes modeéles

» Suivis de marqueurs d’effets aigUes (survie, croissance, comportemental) ou
chronigues (reproduction)

» Essai en laboratoire et/ou sur le terrain

Laboratoire Terrain
Bioessais in vitro Bioessais in sifu
Microcosme Prélevement d'organismes

Mésocosme autochtones



Modeéle biologique

Compartiment terrestre
«ingénieur »

Biomasse importante

Stabilité des écosystemes

Les vers de terre
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Biodisponibilité des polluants

MO et le cycle des éléments

Bioconcentrateur

Bioindicateur
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Modeéle biologique

Un modéle biologique idéal

Eisenia fetida

Surnom : Vers de compost, de fumier
Masse adulte : 03 - 06 g (8

semaines)

! N4

okl = g Durée de vie : 2 ans
E. fetida (Savigny, 1826)

Localisation : Epigée (20" cm du sol)

- Biologie et physiologie connue
- Sensibilité a divers polluants

- Entrée des polluants par voies passives (contact tégumentaire) et actives (par ingestion)
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Modeéle biologique

Le ver de fumier Eisenia fetida Avantages :

=) Cycle de vie rapide, facilement élevé en
‘| Groupe fonctionnel : Epigée laboratoire

Milieu de vie : Matiere organique, litiere i . .
Reproduction : Hermaphrodite =) Utilisé dans les normes internationales 1ISO

|:> Adapté au contexte de I'étude

Incubation Maturation Inconvénients :
(18-26 jours) (21 & 30 jours)

Moins sensible que les autres especes <:|

de vers
Moins représentative o |
Réle fonctionnel moins important <:|

Reproduction Autre espéce : Aporrectodea caliginosa (INRAE Versailles)



- Site d’expérimentation du programme
RISMEAU

- Sol agricole avec une activité humaine (&

réduite

- Représentatif de la zone d'étude

= Sol de référence
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Choix des matrices

- Mafors représentative de la zone d’étude / a I'échelle nationale
- Epandues sans traitement
- Présences de résidus pharmaceutiques

Boue d'épuration Fumier de vache Lisier de vache

- pH élevé pour les effluents agricoles
- Teneur en matiéres organiques similaires
- Teneur en azote ammoniacale élevé dans le lisier



EAU & TERRITOIRES

Approche expérimentale
Programme RISMEAU

|

Mafors | Zone d'étude | Modéles
étudiées bioclogiques
Tests
écotoxiques
% Tests de Tests de
toxicité aigué toxicité
ECOTOXIQUES = chromiaues
. )
RESULTATS ; :
TRANSFERT DES R'Sgue de””";‘ffe”
POLLUANTS ©s poluants 12
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Approche expérimentale. 1. Tests de toxicité aigiues

Test de toxicité aigie J

emps court, d des doses élevées

- Test de germination des plantes

- Test de |étalité des vers de terre

- Test d’'évitement des vers de terre
Test d'activités enzymatiques

RESULTATS 1 Tests
écotoxiques

Test de toxicité chronique ]
Temps long, & des doses faibles

Roques O. et al. (2023 a)

13
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Approche expérimentale. 1. Tests de toxicité aigies
Test de létalité des vers de terre — NF ISO 11268-1
6 70 % CRE

Mafor <

: Mélange e I »
Sol de référence T \EXPOSIUOH

10 vers de terre

| Létalité 14 jours
| Croissance 14 jours




1001
901
801
701
601
50
401
301
201
101

% de vers de terre morts

Mafors

= Boue
- Fumier
- |isier

0 50 100 150 200
Concentration (g. kgf1 MS)

Test de létalité des vers de terre — NF ISO 11268-1
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Effet de Iétalité observée pour les trois
MAFORS

mais d des doses d'amendements
différentes

Boue la moins Iétale (>100 g/kg MS)

16
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 50 100 120 140 160 180 200
Concentration (g. kg_1 MS) Concentration (g. kg_1 MS) Concentration (g. kg_1 MS)
Mafors * Mortalité significative « Témoin négatif normal car sol « pauvre »
I Bove « Effet surla croissance des trois MAFORS
-Fumler . .
—r * Meilleure croissance avec Boue

« Doses les plus fortes avec Boue pour avoir léfalité

17

Test de létalité des vers de terre — NF ISO 11268-1



Tests de toxicité aigUes: Conclusions

Effet

dose agronomique1a2 %
( g q )

Boue Fumier Lisier

Test de germination des Germination
plantes

Croissance racinaire +
Test de |étalité des vers de Survie
terre

Croissance + + +
Test d’évitement des vers de Evitement/attraction + +
terre
Microorganismes Activité enzymatique + + +
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RESULTATS 2

Roques O. et al. (2023 b)

[ Tests écotoxiques

Test de toxicité aigUe }

Temps court, & des doses élevées

Test de germination des plantes
Test de |étalité des vers de terre
Test d'évitement des vers de terre
Test d’activités enzymatiques

Test de toxicité chronique ]

Temps long, a des doses faibles

- Testd'émergence et de croissance des

plantes

- Test de reproduction des vers de terre

20
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Approche expérimentale. 2. Tests de toxicité chroniques

Test de reproduction des vers de terre — NF ISO 11268-1
é 70 % CRE

Mafor <

Meélange

Sol de référence T

\Ex;:osition

10 vers de terre

Exposition

v

s

Croissance a 28 jours

Comptage des juvéniles -
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Approche expérimentale. 2. Tests de toxicité chroniques

Test de reproduction des vers de terre — NF ISO 11268-1
& 70 % CRE

Mafor <

Meélange

B Exposition
Sol de référence T G } AR \

Exposition

NG

!‘“ . ’ Q Croissance a 28 jours

Comptage des cocons
22




Taux de croissance (%)

150
1401
1301
1201
1101
1001

901

801

i
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Tests de toxicité Chroniques: Résultats

Test de reproduction des vers de terre

Concentration
(gkg ' MS)

Boue
* Mortalité significative

» Augmentation du taux de
croissance dans les sols
amendés en boue

23



Approche expérimentale.

* Mortalité
significative

Taux de croissance (%)

Nombre de juvéniles moyens

150
140
130
120
110
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

220
200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

c

Concentration
(gkg™ ' MS)

Fumier Lisier

b

Fumier Lisier

EAU & TERRITOIRES

2. Tests de toxicité chroniques

» Augmentation du taux de
croissance dans les sols
amendés en boue

» Inhibition de la reproduction
dans les sols amendés en
boue d'épuration et en lisier

Test de reproduction des vers de terre 24



graie

POLE
EAU & TERRITOIRES

Tests de toxicité chroniques : Conclusions

Effets
(doses agronomiques)

Boue Fumier Lisier

Test d’émergence et de Germination ++ + +
croissance des plantes )

Hauteur des tiges + +

Masse fraiche des PA + + +

Masse fraiche des PR ++

Masse seche des PA ++ +

Masse seche des PR +
Test de reproduction des Croissance +
vers de terre ;

Reproduction - -

26



graie

POLE
EAU & TERRITOIRES

Approche expérimentale. 3. Transfert/Bioaccumulation ?

Résidus pharmaceutiques J

- Sol
; - Vers de terre
RESULTATS 3
Transfert des
polluants

Eléments traces métalliques }

- Sol
- Vers de terre

Thése Olivier Roques (2023) - Plantes .
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Résultats. 3. Transfert/Bioaccumulation ?

Test de reproduction des vers de terre — Vers de terre

Concenftration en ETM
(mg.kg! de vers de terre sec)

120 -+

a

R
100
80 -
60 -~
40 -

b b
20 — a 9
LN e
Zinc Cuivre

120 -

100 4 1 ¢

80 -

60 -

40 -

20 aaadg
0 (e

Zinc Cuivre

Augmentation du cuivre dans les tissus des vers de terre

(Boue)

120

100

80

60

40

20

Ga Lisier

|_.
Fo

aaad

8 MmOl

Zinc Cuivre

OSol non amendé

mSol amendé a 5 g.kg-1

O5ol amendé a 10 g.kg-1

OSol amendé 4 20 gkg-1

@ Sol amendé 3 50 g.kg-1 28
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Résultats. 3. Transfert/Bioaccumulation ?

Test de reproduction des vers de terre — Mesures dans les matrices du test « Sols » et « Sols amendés »

Ofloxacin Boue
M Sol amendé a 50 g.kg-1
O Sol amendé a 20 g.kg-1
OSol amendé a 10 g.kg-1
O Sol non amendé

Flubendazole -

Desmethyl-ofloxacin

Dimethyl-didecyl
ammonium

Ciprofloxacin 5

Albendazole-2-
aminosulfone

0 10 20 30 40
Valeurs moyennes (ug.kg™?)

- Résidus pharmaceutiques uniqguement détectés et quantifié dans les sols amendés en boue d’'épuration
- Seulement 6/33 résidus pharmaceutiques
- Chlorhexidine et dyméthyl-dydécyl-ammonium non quantifié/détecté



Résultats. 3. Transfert/Bioaccumulation ?

Test de reproduction des vers de terre — Vers de terre

EAU & TERRITOIRES

Triclosan b

Boue

Tetracycline -
Pyrimethamine -

Erythromycine -

Dimethyl-didecy| —

ammonium ——

Anhydroerythromycine

0 500 1000 1500 2000 2500

-1
- Témoin contaminé Valeurs moyennes (ug.kg™)

- Molécule différente par rapport a celles quantifiés dans les sols
- Analyses compromises/répétabilité/seuil...
- Gamme de concenfration faible

B Sol amendé a 50 g.kg-1
@ Sol amendé a 20 g.kg-1
OSol amendé a 10 g.kg-1

OSol non amendé



Conclusions

« Tests écotoxicologiques

v Effet sur la reproduction
(N 70 % pour boue et lisier de vache a 20
g.kg! d'amendement unique)

v’ Perturbation des réserves
énergétiques des vers de terre lors
du test de reproduction

v Valeurs élevées des activités
endocriniennes chez les trois Mafors
(test YES/YAS et anti YES et anti-YAS)

.p

graie
POLE —
&

EEEEEEEEE OIRES

» Transfert/bioaccumulation

v Transfert potentiel possible résidus
medicamenteux

v MAIS globalement peu ou pas de
bioaccumulation

v Bioaccumulation du cuivre dans les
vers de terre exposés a la boue
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Prospectives/en cours

- Etat physiologique/réserves des VDT
« BAF ramené a teneur en lipides (VDT) et en C pour Sol et MAFORs
« Lien MO et sa qualité/typologie (bioaccessible versus bioassimilable)

« |[dentification (voir quantification) des hormones responsables des activités
endocriniennes

« Essai test reproduction et bioaccumulation sur les sols des lysimétres



Et donc...

« Doses limites d'épandage proposées G ne pas
dépasser: 50 g.kg' pour le fumier et 10 gkg'!
d’'amendement pour la boue et le lisier de vache

 Principaux enseignements:
- Tests aigues (%)
- mais tests chroniques VDT & OUI

« Mesure de la bioaccumulation (technique) encore
problématique
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