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NOTATIONS

Abréviations : termes francais

3-PGA : 3-phosphoglycérate

ADN : Acide DesoxyriboNucléique

ADP : Adénosine DiPhosphate

ARN : Acide RiboNucléique

ATP : Adénosine TriPhosphate

DPUI : Dose efficace engagée par unité d’'incorporation

EBR : Efficacité Biologique Relative

G3P: Glycéraldéhyde-3-Phosphate

HEPES : acide N-(hydroxyéthyl)pipérazine-N’-(2-éthanesulfonique)
NADPH : Nicotinamide Adénine Ninucléotide Phosphate réduit
PSI: photosysteme I

PSII : photosystéme I1

RuBisCO : Ribulose-1,5-Bisphosphate Carboxylase-Oxygénase
RuBP : Ribulose-1,5- Biphosphate

TOL : Tritium Organiquement Lié

Abréviations : termes anglais

BSA : Bovin Serum Albumine (albumine de sérum bovin)

BWR : Boiling Water Reactor (réacteur a eau bouillante)

CANDU : filiere canadienne de réacteur a uranium naturel, modérée par de I'eau lourde
EPR: European Pressurized Reactor

IRGA : Infra-Red Gas Analyzer

ITER : International Thermonuclear Experimental Reactor

LHC : Light Harvesting Complex

OBT : Organically-Bound Tritium (Tritium Organiquement Lié)

PAR : Photosynthetically Active Radiation (Rayonnement Phtosynthétiquement Actif)
PWR : Pressurized Water Reactor (réacteur a eau pressurisée)

SAR : Specific Activity Ratio (Ratio d’Activité Spécifique)

TFWT : Tissue Free Water Tritium (Tritium de I'’eau tissulaire)
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Etablissements, organismes

AIEA : Agence Internationale de 'Energie Atomique

ANDRA : Agence Nationale pour la gestion des Déchets Radioactifs

BRGM : Bureau de Recherches Géologiques et Miniéres

CEA : Commissariat a I'Energie Atomique

CIPR (ICRP): Commission Internationale de Protection Radiologique

CNRS : Centre National de la Recherche Scientifique

EDF : Electricité de France

EMRAS : Environmental Modeling for Radiation Safety

ENSAIA : Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie et des Industries Alimentaires
ICRU : International Commission on Radiation Units and Measurements

INRA : Institut National de 1a Recherche Agronomique

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

UNSCEAR : United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation

Unités

°C : degré Celsius

°C.j : degré.jour

a:an

Bq: Becquerel

Ci: Curie (1 Ci=3,7.1010 Bq)
cpm : coups par minute
g:gramme

Gy:Gray (1Gy=1] kg
j:rjour

J: Joule

keV : kilo electron-Volt

L : litre

Ix : lux

m : metre

min : minute

mol : moles

M (mol L-1) : moles par litre
MWe : mégawatts

Pa: pascal
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ppmv : parties par million en volume (umol par mol)
rpm : tours par minute

s : seconde

Sv : Sievert

TU : Unité Tritium

Notations

Dans tout le document, les incertitudes seront notées U.

Les végétaux sont nommeés par leur nom usuel (ex. laitue) et par leur nom latin selon la
classification de Linné (ex. Lactuca sativa L.).
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AVANT-PROPOS

Avant de rentrer dans le vif du sujet, nous souhaiterions vous donner quelques indications
quant aux choix adoptés pour la rédaction de ce mémaoire.

En raison du caractére tres pluridisciplinaire du sujet traité dans ce mémoire, nous avons
choisi de développer de facon détaillée a la fois les aspects radiologiques et biologiques, afin
d’apporter le plus d’éléments possibles a la compréhension de chacun. Dans cette optique, un
glossaire est disponible en fin du document. Chacun des mots y figurant est écrit en caractéres
gras dans le texte du mémoire.

D’autre part, afin de ne pas surcharger les différents chapitres traitant de la démarche
expérimentale mise en place et des résultats obtenus, un grand nombre de données
expérimentales figurent en annexes. Il nous a paru intéressant de les mentionner afin que le
lecteur intéressé puisse s’y reporter, voire les utiliser.



Introduction : problématique et objectifs de I'étude 24

INTRODUCTION :
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INTRODUCTION :
PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS DE L’ETUDE

Elément naturel et produit de I'industrie nucléaire, le tritium est le seul isotope radioactif
de I'hydrogéne. Il présente des activités tres faibles a ’échelle mondiale mais qui peuvent étre
relativement importantes au niveau local. En raison de ses propriétés physico-chimiques
similaires a celle de '’hydrogéne, élément majeur de la biosphére notamment comme constituant
de la molécule d’eau, le risque radiologique associé au tritium ne peut étre écarté malgré sa
faible radiotoxicité (Rohwer and Wilcox, 1976; Straume, 1993). L’évaluation de l'impact sur
I'environnement et les populations vivant a proximité des installations rejetant du tritium est de
ce fait nécessaire (Okada and Momoshima, 1993; Gulden and Raskob, 2005). Dans ce but, il est
indispensable de connaitre le comportement de ce radionucléide dans les écosystémes. La
connaissance des voies de transfert et des mécanismes d’insertion du tritium dans les végétaux
chlorophylliens, a la base de la production carbonée dans toutes les chalnes trophiques, y
compris humaine, revét une importance particuliere (Elwood, 1971).

Depuis quelques décennies, de nombreuses études ont porté sur les transferts du tritium
aux végétaux (McFarlane, 1978; Belot, 1986; Diabaté and Strack, 1997; Atarashi-Andoh et al,,
2002; Choi et al.,, 2002). Ces études ont notamment montré 'importance d’'un point de vue
radiologique du tritium incorporé a la fraction organique des plantes via les mécanismes
photosynthétiques. Elles ont de plus permis d’estimer I'intégration globale du tritium organique
en réponse a une exposition, et de construire des modeles dosimétriques. Cependant, de par la
difficulté a maintenir une ambiance tritiée sur le long terme, tres peu d’expérimentations ont été
menées a ce jour sur des végétaux cultivés en conditions naturelles et exposés a des rejets de
tritium continus. De ce fait, les données concernant I'impact d’'une exposition chronique au
tritium sur les végétaux, tout au long de leur croissance, sont tres peu nombreuses. Cette
information parait pourtant primordiale si I'on cherche a déterminer I'impact dosimétrique de
produits agroalimentaires. En particulier, les bilans de matiére associés aux mécanismes
biologiques et les coefficients de transfert du tritium, qui servent de base aux modeles prédictifs
de dose, demeurent difficiles a quantifier.

Dans ce contexte, notre étude vise a développer, a partir d'un végétal de consommation
courante : la laitue (Lactuca sativa L.), un outil fiable de mesure du tritium en réponse a une
exposition de courte ou longue durée, avec pour objectifs :

» d’acquérir une maitrise optimale des mécanismes de transfert du tritium des
différents compartiments environnementaux (atmosphere, sol) vers la plante, en
particulier par:

- I’'étude des voies de transfert, en particulier de la prépondérance de I'absorption par voie
foliaire ou racinaire,

- I’étude biocinétique des transferts en fonction de parametres d’influence tels que les
variations climatiques et le stade de développement du végétal.

» de comprendre et de quantifier les mécanismes biologiques impliqués dans
I'intégration sous forme organique du tritium, a travers notamment :
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- linfluence de paramétres physiologiques ou environnementaux tels que les variations
climatiques, le niveau d’exposition, le stade de développement et I'activité biologique du
végétal,

- la détermination des coefficients de transfert du tritium de l'eau tissulaire vers la
fraction organique.

» de modéliser les résultats obtenus dans le but de caractériser un matériel
biologique de référence pour les modéles dosimétriques prédictifs.

Afin de présenter I'étude menée en ce sens, ce mémoire s’articule en deux parties: la
premiére est une synthése bibliographique, la seconde expose la démarche expérimentale mise
en ceuvre.

Dans la partie bibliographique, un « état de I'art » concernant le tritium et les mécanismes
de son transfert dans les compartiments environnementaux est dressé. Les origines, les
propriétés physico-chimiques et radiologiques, les différentes formes et les voies de transfert
dans l'environnement du tritium sont ainsi successivement abordées avant de traiter plus
spécifiquement des processus d’absorption et d’'intégration du radionucléide dans les végétaux,
et des modeles associés.

La partie expérimentale débute au Chapitre I avec la présentation de la démarche
entreprise. Le centre de Valduc, disposant d’installations dédiées au travail sur des matériaux
tritiés et d’'une autorisation de rejet de tritium gazeux, nous a permis d’exposer des végétaux a
différents niveaux d’activité atmosphérique afin de mener a bien cette étude. Néanmoins, les
transferts du tritium entre les différents compartiments environnementaux, notamment les
végétaux, sont le résultat d’'un grand nombre de mécanismes physiques, chimiques ou
biologiques qu'il est difficile d’appréhender dans des conditions climatiques réelles, par nature
trés variables. La démarche expérimentale a donc consisté dans un premier temps, a étudier les
transferts du tritium vers le végétal cible dans des conditions climatiques stables et controlées,
afin de limiter les facteurs d’'influence et d’obtenir des résultats simples et transposables par la
suite a d’autres situations plus réalistes. Pour cela, un systeme d’étude, associant un matériel
biologique fixé, un milieu de culture caractérisé et des conditions climatiques régulées grace a
une chambre de culture a été congu et mis en place. La description de ce systéme d’étude et des
protocoles expérimentaux, associés a ce systéme ou a des conditions réelles fait 'objet du
Chapitre I. La description et la qualification des techniques analytiques utilisées sont détaillées
dans le Chapitre IL

L’exposition chronique au tritium peut étre modélisée comme une succession d’échanges
entre la concentration en tritium dans le végétal et les teneurs présentes dans I'environnement a
chaque instant. Comprendre les phénomenes de transfert du tritium dans les végétaux au cours
des premieres heures d’exposition et la mise en place de I'équilibre au sein du compartiment
aqueux constitue un pré-requis indispensable a 'étude des mécanismes d’intégration du tritium
sous forme organique sur le long terme. De facon a étudier I'absorption et l'intégration du
tritium dans le végétal-cible en cas d’exposition a court et long terme, deux protocoles mettant
en jeu des échelles de temps différentes ont donc été considérés. Ceci a permis la double
approche dynamique et statique des transferts du tritium de I'air vers l'eau tissulaire du végétal
présentée dans le Chapitre III. Le premier objectif de ce chapitre a été d’établir les cinétiques
d’absorption du tritium sous forme d’eau tissulaire au sein des plantes, en réponse a une
exposition atmosphérique de courte durée, en conditions contrdlées, pour différentes modalités
des conditions d’éclairement et du stade de développement du végétal. Le deuxiéme objectif a
été de caractériser I'état d’équilibre atteint lors d’'une exposition assez longue, en conditions
climatiques controlées ou réelles.
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L’incorporation du tritium a la matiére organique des plants correspond a une intégration
progressive dans le temps d’une faible fraction du tritium de I'eau tissulaire. En cas d’exposition
a long terme, la croissance et le développement du végétal entrainent des modifications de la
physiologie et du métabolisme qui peuvent influer sur les mécanismes biologiques associés a la
formation de matiere organique, et de ce fait a I'intégration du tritium dans cette fraction. Dans
le Chapitre IV, 'objectif a précisément été de caractériser l'intégration biologique du tritium
sous forme organique a I’échelle de la plante et de la feuille, et d’étudier 1'évolution de cette
intégration a différents stades de développement des plants, en réponse a une exposition
continue, en conditions climatiques contrélées ou réelles.

Alissue de ces chapitres de résultats (III et IV), un bilan des travaux est dressé au travers
d’'une conclusion générale, avant d’aborder les perspectives qui pourraient étre envisagées a la
suite de cette étude.
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INTRODUCTION

L’hydrogéne a trois isotopes naturels : 'hydrogéne léger (ou protium) qui est le plus
abondant (99,98% en conditions naturelles), le deutérium (0,015%) et le tritium, présent en
quantité infime (un atome de tritium pour 10!8 atomes d’hydrogene). Globalement, les trois
isotopes possédent les mémes propriétés chimiques et physiques. De ce fait, le tritium participe
aux cycles biogéochimiques de '’hydrogéne, notamment celui de I'eau, et peut prendre sa place
dans toutes les molécules, y compris les molécules hydrogénées de la matiére vivante.
L’hydrogéne étant un élément essentiel de la vie, et I'un des plus abondants dans le milieu
naturel, le tritium est présent dans tous les compartiments environnementaux des écosystemes
(atmosphére, sol, eaux, microflore, végétation, faune...).

Ce chapitre de synthése bibliographique a pour objectif d’aborder de maniére large les
différents aspects relatifs aux transferts du tritium vers les végétaux. Tout d’abord, les
caractéristiques physico-chimiques et radiologiques, les sources et la dosimétrie du tritium sont
rappelées. Les différentes formes du tritium dans I’environnement, notamment dans la matiére
organique, et les mécanismes de son transfert au sein des écosystémes sont également exposés.
Quelques données de base de physiologie végétale permettent ensuite de détailler les
mécanismes de transfert du tritium vers les plantes, jusqu’a son incorporation dans la matiere
organique. Une attention particuliere est portée sur les végétaux consommés par I'Homme. Les
principaux modeéles prédictifs développés sur la base de données expérimentales sont décrits.
Enfin les lacunes majeures dans les connaissances relatives au tritium chez les végétaux sont
listées.
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1 CARACTERISTIQUES DU TRITIUM

1.1 PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES ET CARACTERISTIQUES RADIOLOGIQUES DU
TRITIUM

1.1.1 PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DU TRITIUM

Le tritium, découvert par Rutherford en 1934 puis identifié par Alvarez en 1939 (Alvarez
and Cornog, 1939), est un isotope radioactif naturel de I'hydrogene. Son numéro atomique est
1 et sa masse atomique 3. Représenté indifféremment par 3H ou T, son noyau est constitué d'un
proton et de deux neutrons.

La forme la plus abondante du tritium dans le milieu naturel et les espéces vivantes est
I'eau tritiée (HTO), qui est 1égerement plus lourde que I'eau légere H,0. La différence de masse
entre les deux composés entraine une faible discrimination isotopique. Celle-ci se manifeste par
de légeres différences de comportement physico-chimique entre les isotopes, notamment dans
les processus naturels de changement de phase (Belot et al., 1996). En théorie, les réactions
chimiques sont plus lentes avec les isotopes les plus lourds. Cependant, la concentration
naturelle du tritium étant tres faible (a titre d’exemple : 0,6 Bq L1 dans les eaux de pluie), son
influence sur les propriétés physiques et chimiques des eaux naturelles est négligeable a
I’échelle macroscopique (Eisenbud, 1978; McFarlane et al., 1979a). La discrimination isotopique
induit en outre un léger appauvrissement en tritium des molécules organiques formées par les
réactions enzymatiques par rapport a I’eau environnante.

En conditions naturelles, la discrimination isotopique ne semble pas entrainer
d’accumulation significative de tritium dans les compartiments biologiques (Elwood, 1971;
Eisenbud, 1978; Murphy, 1993; Belot et al, 1996). Le comportement du tritium dans
I'environnement peut donc étre globalement assimilé a celui de I’hydrogene (Eisenbud, 1978) et
par voie de conséquence, il est essentiellement gouverné par le cycle de I'eau (Elwood, 1971;
McFarlane et al., 1979a; Momoshima et al,, 1991; Murphy, 1993; Okada and Momoshima, 1993).

1.1.2 CARACTERISTIQUES RADIOLOGIQUES DU TRITIUM

Période radioactive 12,35 ans
Activité massique 3,6.1014Bq g1
Energie moyenne du rayonnement 3- émis 5,685 keV
Energie maximale 18,6 keV
Parcours maximal dans I'eau 6 um
Parcours maximal dans l'air 5 mm
Dose pour 1 PBq HTO kgt eau 3,28 Gy ht

Tableau 1 : Caractéristiques radiologiques du tritium (ICRP, 1983; Browne and Firestone,
1986).
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Le tritium est un émetteur (3- pur. Sa période radioactive est de 12,35 ans, ce qui
correspond a une constante de décroissance de 5,6.10-2 a'l. Sa désintégration conduit a la
formation d’hélium 3 et a 'émission d'un électron dont I'énergie moyenne est de 5,685 keV et
I'énergie maximale de 18,6 keV. La pénétration de ce rayonnement n’est que de 5 mm dans l'air
et de 6 pum dans 'eau ou les tissus biologiques (Belot et al., 1996).

L’activité d’'un gramme de tritium (Tz) s’éleve a 360 TBq (9,7 kCi). Les principales
caractéristiques radiologiques du tritium sont récapitulées dans le Tableau 1 (ICRP, 1983;
Browne and Firestone, 1986; Belot et al., 1996).

1.2 ORIGINES DU TRITIUM

En préambule, il convient de rappeler que les quantités de tritium sont exprimées soit en
quantité de matiere (en grammes) soit en activité (en Becquerel). Un gramme de tritium (T3) a
une activité de 3,6.1014 Bq (soit 0,36 PBq ou 360 TBq).

1.2.1 SOURCES NATURELLES DE TRITIUM

Le tritium est naturellement produit par action des rayonnements cosmiques sur certains
composés de la haute atmospheére, principalement par réaction de neutrons sur des noyaux
d’azote. Une tres faible fraction du tritium naturel est produite dans la crofite terrestre suite a la
capture des neutrons par le lithium (6Li) contenu dans les roches (Kaufman, 1954; Okada and
Momoshima, 1993). L'inventaire global du tritium naturel a été estimé par 1'United Nations
Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation (UNSCEAR) a environ 3,5 kg (1300 PBq),
ce qui correspond, compte tenu des niveaux de décroissance, a une production naturelle de 150
a200gan(50a70PBq) (Belotetal., 1996; UNSCEAR, 2000).

1.2.2 LE TRITIUM LIBERE LORS DES ESSAIS NUCLEAIRES ATMOSPHERIQUES

Le tritium libéré dans I'environnement du fait des activités humaines a plusieurs origines.
Les essais nucléaires atmosphériques réalisés a partir de 1945, particulierement entre 1952 et
1963, sont a l'origine de la part la plus importante de ce tritium anthropique. La quantité totale
de tritium injectée dans I'atmosphére durant cette période a été estimée a environ 560 kg (soit
2,4.1020 Bq), dont 80% dans I'hémisphere Nord. Compte tenu de la décroissance radioactive, il
n’en resterait a présent (2009) qu’environ 30 kg, répartis entre les océans (90%) et les eaux
continentales (10%) (Belot et al., 1996; Guétat et al., 2008b).

1.2.3 LE TRITIUM RELACHE PAR LES INSTALLATIONS NUCLEAIRES

Les sources principales de production du tritium anthropogénique sont par ordre
d'importance les usines de retraitement du combustible, les installations de production de
tritium et les centrales nucléaires (Okada and Momoshima, 1993; Tort et al., 1997; Guétat et al.,
2008b), auxquelles s’ajoutent quelques petits producteurs. Quelques valeurs de rejets pour
différents types d’installations en France sont données dans le Tableau 2.
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Source de tritium Liquide Gazeux

Centrales nucléaires

Réacteur PWR de 900 MWe 10.1012 0,2.1012
Réacteur PWR de 1300 MWe 30.1012 1,3.1012
Usine de retraitement 10.1015 70.1012
Autres installations
Atelier de préparation de 3H 330.1012
Centre de recherche 0,2.1012 90.1012
Activités militaires 1,2.1015

Tableau 2: Valeurs de rejets de tritium dans l'environnement en France selon le type
d’installation (en Bq a-1) (CARMIN, 2008a; Le Guen, 2008).

1.2.3.1 Réacteurs de puissance et retraitement du combustible

Dans les réacteurs nucléaires, le tritium est un produit de fission ternaire de certains
isotopes de I'uranium et du plutonium. Dans les réacteurs a eau légere, le tritium de fission
reste en grande partie dans le combustible ou dans les gaines des crayons d’éléments
combustibles. De ce fait, le dégagement du tritium dans le liquide de refroidissement du circuit
primaire est minime (Belot et al.,, 1996). La majeure partie du tritium de fission est libérée lors
du retraitement du combustible. Les rejets tritium des usines de retraitement se font
principalement sous forme liquide. A titre d’exemple, I'usine de la Hague rejette 10 PBq a1 de
tritium sous forme liquide en milieu marin et 0,07 PBq a! sous forme gazeuse (Guétat et al,,
2008b).

Par ailleurs, du tritium est formé par activation neutronique d’éléments légers présents
dans certains réacteurs, notamment le deutérium ou le Bore-10 utilisés comme modérateurs ou
le Lithium-6 utilisé pour controler le pH (Le Guen, 2008). Ce tritium constitue la majeure partie
des rejets en provenance directe des réacteurs. Dans les réacteurs a eau lourde (essentiellement
ceux de la filiére canadienne CANDU), la production de tritium par activation neutronique du
deutérium de I'’eau lourde dépasse de tres loin la production du tritium dans le combustible lui-
méme (Belot et al,, 1996). Malgré les mesures de confinement prises pour limiter les rejets, les
taux de relachement de ce type de réacteurs sont supérieurs de plusieurs ordres de grandeur a
ceux des réacteurs a eau légére.

Au total, les centrales nucléaires a eau 1égere présentent des rejets relativement faibles, de
I'ordre de 2 TBq a! pour un réacteur a eau bouillante (type BWR) et d’environ 30 TBq a'! pour
un réacteur a eau pressurisée PWR (essentiellement sous forme liquide), tandis que les rejets de
tritium d’un réacteur a eau lourde s’élévent a environ 100 a 1000 TBq a! (Guétat et al., 2008b;
Le Guen, 2008).

1.2.3.2 Réacteurs dédiés a la production de tritium

La production en quantités significatives de tritium s’effectue dans des réacteurs
nucléaires spécifiques par irradiation neutronique d’éléments fertiles tels que le Lithium-6. Les
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installations dédiées a la production de tritium conduisent au rejet d’environ 5 g de tritium par
an en France (environ 2 PBq), 2 g au Canada et 30 g aux Etats-Unis (Belot et al., 1996).

1.2.3.3 Autres installations

D’autres installations tels que les centres de recherche, les hdpitaux ou certaines
industries utilisent du tritium et générent des déchets tritiés a une moindre échelle. Ainsi, la
production de composés organiques tritiés destinés a la recherche médicale conduit a des rejets
de molécules organiques marquées, comme a Amersham en Grande Bretagne (0,1 PBq de
composés tritiés rejetés par an). La production industrielle de dispositifs lumineux utilisant du
tritium pour ses propriétés de fluorescence entralne également des rejets annuels non
négligeables de tritium sous forme gazeuse, de 'ordre de quelques PBq par installation (Guétat
et al, 2008b). En France, les stocks de déchets provenant de ces « petits utilisateurs » sont
évalués 0,5 PBq, dont la majeure partie peut étre incinérée ou éliminée en centre de stockage de
surface (Guétat et al., 2008b).

1.2.4 UTILISATIONS ET EMISSIONS FUTURES DU TRITIUM

Dans les centrales nucléaires frangaises, la production de tritium est essentiellement liée a
'énergie produite par le réacteur et au mode de gestion du combustible. En effet, plus le taux
d’enrichissement en Uranium-235 est élevé, plus la concentration en Bore-10 utilisée pour
compenser 'exces de réactivité du combustible est importante, et plus la quantité de tritium
formé par activation du bore est importante. De ce fait, les gestions futures dites a haut taux de
combustion (HTC), utilisant un combustible a fort taux d'enrichissement (supérieur a 4,5 %)
entraineront, a énergie produite égale, la formation de quantités de tritium plus importantes (Le
Guen, 2008).

Dans le futur, les technologies de fusion rejetteront également du tritium dans
I'atmospheére. En effet, une couverture tritigene est utilisée dans les réacteurs de fusion; elle
absorbe ou ralentit les neutrons émis par le plasma et de ce fait, remplit les fonctions de source
de chaleur, de protecteur neutronique et de générateur du tritium brilé par le réacteur (Weisse,
2000). En fonctionnement nominal, le réacteur expérimental ITER (International
Thermonuclear Experimental Reactor) devrait utiliser 1,0 a 1,2 kg de tritium par an (Glugla et
al., 2007). Les rejets associés a ce type d’installations sont encore difficiles a évaluer (Guétat et
al,, 2008b).

A titre d’exhaustivité, les lasers de puissance, comme le laser MegaJoule en France,
devraient utiliser et rejeter dans les années a venir quelques mg a'! de tritium.

1.2.5 IMPORTANCE RELATIVE DES SOURCES NATURELLES ET ANTHROPIQUES

A I'échelle mondiale, la production industrielle de tritium est estimée a environ quelques
dizaines de PBq par an. De ce fait le tritium est I'un des radionucléides rejetés par 'homme
dans l'environnement dont l'activité est la plus importante. L’activité rejetée est en
augmentation, mais demeure inférieure a la production naturelle de tritium d’environ 0,15 a
0,20 kg par an, soit environ 50 a 70 TBq (Belot et al,, 1996).
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Les activités en tritium des eaux « naturelles » sont assimilées aux activités mesurées dans
les eaux de surface dans la période pré-nucléaire (avant 1950) et sont de l'ordre de 0,1 a 0,8
Bq L1 (Grosse et al., 1951; Momoshima et al., 1991). L’activité du tritium dans les eaux de pluie
de I’'hémisphére Nord a atteint 150 Bq L1 en 1963 suite aux essais nucléaires atmosphériques.
Aujourd’hui, I'activité tritium enregistrée a la surface du globe est proche de la concentration
d’équilibre du tritium naturel, de I'ordre de 1 a 10 Bq L selon le compartiment considéré
(Guétat et al., 2008b) (Tableau 3). L’activité moyenne des eaux d’alimentation souterraines en
France et en Grande-Bretagne ne dépasse pas 10 Bq L-1. L’eau des fleuves francgais présente une
activité moyenne inférieure a 20 Bq L1, a I'exception du Doubs, du fait des quelques industries
horlogéres encore basées sur son cours. Ainsi, dans les années 1990, des activités supérieures a
100 Bq L1 ont été mesurées dans ce cours d’eau (Belot et al,, 1996; Tort et al., 1997).

Période Période Période actuelle
pré-nucléaire d’essais nucléaires (2009)
(1950) (années 1960)
. 150 (hémisphere Nord) _
Eaux de pluie 0.6 10 (hémisphére Sud) 1-2
Fleuves et rivieres 0,3-0,8 <10
Eaux souterraines 1-10
Mers et océans <0,1 <0,3
Glaces et poles 0,5-6 9-500 2-4

Tableau 3: Concentrations en tritium dans les eaux naturelles (Bq L-1), avant les essais
nucléaires atmosphériques et actuellement (Grosse et al., 1951; Momoshima et al.,, 1991;
Belot et al., 1996; Tort et al., 1997; Guétat et al., 2008b).

Les quantités de tritium actuellement présentes dans l'environnement du fait des
productions naturelles ou anthropiques sont largement insuffisantes pour présenter un risque
radiologique majeur a I’échelle mondiale. Néanmoins, les rejets de tritium augmentent et
devraient continuer a augmenter, notamment compte tenu des modes de gestion du combustible
dans les réacteurs (Le Guen, 2008). L’évaluation de l'impact radiologique lié au tritium a
proximité des sites nucléaires fait I'objet d’'une attention croissante, dans le cadre du
fonctionnement de routine mais aussi en prévention de potentiels relargages accidentels des
installations (Okada and Momoshima, 1993; Gulden and Raskob, 2005).

1.3 RADIOTOXICITE ET DOSIMETRIE DU TRITIUM

1.3.1 CONTAMINATION PAR LE TRITIUM

Le parcours maximal du rayonnement émis par le tritium est de 6 um dans l'eau et les
tissus biologiques, tandis que les épaisseurs du derme et de I'épiderme des tissus humains sont
de 20 a 100 pm et de 1 a 3 mm respectivement. A moins d’'une exposition cutanée a de tres fortes
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doses, le tritium ne présente un risque radiologique que s’il est absorbé par 'organisme (Okada
and Momoshima, 1993; Belot et al., 1996).

1.3.1.1 Incorporation du tritium

La contamination par le tritium peut résulter d'une exposition interne (inhalation ou
ingestion) ou externe (absorption cutanée). La pénétration dans les tissus, les organes ou les
fluides biologiques est plus ou moins rapide selon la forme chimique initiale. Tout comme son
isotope stable ('hydrogéne), le tritium suit les voies d’accés normales de I’eau et des substances
organiques non radioactives (Belot et al., 1996).

1.3.1.1.1 Incorporation du tritium par inhalation

Le transfert du tritium dans le sang dépend de la forme chimique inhalée (ICRP, 1989,
1993, 1995; Belot et al.,, 1996).

- La vapeur d’eau tritiée est presque completement (a plus de 99%) transférée sous forme
d’eau tritiée vers le sang a travers les épithéliums respiratoires.

- Le tritium gazeux étant peu soluble, seul 0,01% de I'activité inhalée est transféré dans le
sang sous forme d’HTO.

- Delaméme fagon, le méthane tritié inhalé n’est guére transférable au sang (environ 1%).

- L’absorption du tritium organique (sous forme gazeuse ou d’aérosols) dépend des
propriétés chimiques de la molécule dans laquelle il est inséré. Si la molécule est soluble
dans I'eau, 'absorption de vapeurs organiques tritiées est rapide et compleéte.

- D’autres composés peuvent également étre inhalés: tritiures métalliques, peintures
radioluminescentes... Leur comportement est mal connu; il semble néanmoins que la
libération du tritium dans I'organisme suite a ce type de contamination soit relativement
lente (plusieurs dizaines de jours) (Belot et al., 1996).

1.3.1.1.2 Incorporation du tritium par ingestion

L’absorption digestive du tritium est compléete et rapide, quelle que soit sa forme (eau
tritiée ou tritium organique). Le tritium est ainsi rapidement transféré au sang, puis il suit le
devenir biologique de '’hydrogéne. La majeure partie des molécules tritiées absorbée sous forme
organique est dégradée par la digestion en eau tritiée. Une faible fraction peut toutefois étre
transférée au sang sous sa forme initiale (Belot et al., 1996).

1.3.1.1.3 Incorporation du tritium par absorption cutanée

L’eau tritiée qui pénetre 'organisme a travers la peau est tres facilement transférée vers le
sang. Dans une atmosphére contenant de la vapeur d’eau tritiée, on estime qu'un tiers de la
contamination se fait par voie percutanée, et deux tiers par inhalation (ICRP, 1989, 1993, 1995;
Belot et al., 1996; ICRP, 1996).

L’hydrogéne tritié pénetre en revanche difficilement la peau.



Etude bibliographique 39

Les composés organiques (huiles), les tritiures métalliques ou encore les peintures
radioluminescentes peuvent également étre absorbés a travers la peau (Belot et al., 1996).

1.3.1.2 Cinétique des composés tritiés dans I’'organisme

Apreés leur incorporation dans l'organisme, les molécules tritiées se répartissent dans
I’ensemble du corps en fonction de leur métabolisme. Les mécanismes de transfert du tritium au
sein de I'organisme peuvent étre caractérisés par des constantes de transfert entre les différents
compartiments que constituent les organes et tissus biologiques. On considére en général une
cinétique du premier ordre pour calculer a chaque instant la rétention du tritium dans les
différents organes et 'impact dosimétrique qui en découle (Belot et al., 1996).

Les biocinétiques d’élimination du tritium dépendent de la forme chimique considérée.
L’eau tritiée suit les voies de transfert normales de 'eau dans l'organisme : elle est éliminée
normalement par les urines, la transpiration et 'air expiré. Le renouvellement de I'eau libre
corporelle et I'élimination consécutive du tritium suite a une exposition s’effectuent avec une
période biologique d'une dizaine de jours chez I'adulte (Belot et al., 1996; Trivedi et al., 1997). Le
tritium absorbé est transféré au sang sous forme d’eau tritiée. De 13, 3% sont intégrés dans des
molécules organiques et 97% restent sous forme d’HTO (ICRP, 1989).

La plupart des composés organiques absorbés sont utilisés et dégradés pour produire de
I'énergie et de I'eau tritiée qui retourne au pool de I'eau cellulaire. Une fraction mineure des
composés organiques ingérés est cependant directement incorporée aux tissus sous forme
organique. En moyenne, le tritium organique se maintient au sein du corps environ 30 a 40 jours
(Belot et al, 1996), mais certaines molécules organiques tritiées (notamment les matiéres
adipeuses ou le collagéne) peuvent demeurer dans l'organisme jusqu’a 450 jours (Okada and
Momoshima, 1993).

1.3.2 EFFETS BIOLOGIQUES DU TRITIUM

Les facteurs de risques liés au tritium sur le plan biologique tiennent notamment a sa tres
grande mobilité et a ses capacités d’échange avec les hydrogénes labiles des molécules
organiques telles que les acides nucléiques (ADN, ARN) ou les protéines. D'une maniere
générale, les dommages potentiels a ’ADN sont considérés comme un point critique vis-a-vis des
effets des rayonnements ionisants, qu’il s’agisse de la mort cellulaire ou de l'induction de
mutations, potentiellement transmissibles aux descendants de la cellule touchée aprés division
cellulaire de cellules lésées.

Les effets biologiques et les risques radiologiques associés au tritium ont fait I'objet de
nombreuses études épidémiologiques sur différents types de population: travailleurs du
nucléaire, populations vivant a proximité d’'installations nucléaires, adultes ou jeunes enfants
(Little and Wakeford, 2008). Les seuls effets sanitaires significatifs dus au tritium ont été
observés chez des utilisateurs professionnels de peintures luminescentes, dont le nombre de
cellules sanguines a chuté (CARMIN, 2008a). En dehors de ces quelques cas d’exposition
chronique et massive (plusieurs TBq), aucun effet n’a été observé chez 'Homme. En particulier,
les études épidémiologiques ne mettent pas en évidence d’excés de cancers attribuables au
tritium. Cependant, la plupart de ces études se basent sur des données statistiques collectées
aupres de travailleurs du nucléaire exposés a différentes sources de radiations, et il est souvent
impossible de tirer des conclusions quant a I'impact spécifique d’'une exposition au tritium
(Little and Wakeford, 2008). D’autre part, les données expérimentales actuelles concernant les



Etude bibliographique 40

expositions chroniques a faible dose et a faible débit de dose ne sont pas suffisamment étayées
pour le tritium.

De fait, les connaissances actuelles sur les effets radiologiques du tritium se basent
essentiellement sur des observations faites en laboratoire sur des cultures cellulaires ou sur des
animaux. Ces expériences ont démontré que des exces de tumeurs, leucémies, malformations
feetales, et mutations génétiques peuvent étre induits chez des rongeurs suite a une exposition
au tritium a fortes doses, au-dela de 0,1-0,2 Gy (correspondant a 100-200 mSv) (Okada and
Momoshima, 1993; Straume, 1993; Belot et al, 1996). Bien que les concentrations pour
lesquelles des effets biologiques ou cancérogénes apparaissent expérimentalement soient tres
supérieures aux concentrations mesurées dans l'environnement, le risque de développement
d’'un cancer chez 'Homme suite a une exposition plus ou moins chronique au tritium ne peut
étre exclu. La probabilité théorique de mort par cancer du a une incorporation de tritium a été
estimée a 65.10-6 par mSv (Straume, 1993).

De facon a pouvoir transposer les résultats obtenus sur les animaux au cas humain,
I'Efficacité Biologique Relative (EBR) a été définie comme le rapport de la dose absorbée d’'un
rayonnement de référence (X ou gamma) a la dose absorbée du rayonnement étudié produisant
le méme effet biologique. En outre, la probabilité des effets stochastiques ne dépend pas
seulement de la dose absorbée mais également du type et de I'énergie du rayonnement. Pour
appréhender cet aspect, un facteur de pondération wg a été défini, qui vise a convertir la dose
absorbée en dose équivalente. Sur la base de considérations biophysiques, la Commission
Internationale de Protection Radiologique (CIPR) considere des valeurs de 'EBR et du facteur
wr de 1 pour le tritium (ICRP, 2007). Néanmoins, la valeur de ces parameétres est actuellement
discutée. Certains biologistes utilisent ou demandent un réajustement de I'EBR a une valeur de 2
ou 3 (Straume, 1993; Melintescu et al., 2007; Galeriu et al., 2008; Little and Wakeford, 2008).

1.3.3 DOSIMETRIE DU TRITIUM

1.3.3.1 Dose efficace engagée par unité d’'incorporation (DPUI)

La dose efficace engagée par unité d’incorporation (DPUI) pour une personne adulte a
été évaluée a 1,8.10-15 Sv Bq! pour le tritium gaz HT (inhalation), 1,8.10-11 Sv Bq! pour 'eau
tritiée HTO (ingestion ou inhalation) et 4,2.10-11 Sv Bq! pour le tritium organique (ingestion)
(ICRP, 1989, 1993, 1995; Belot et al., 1996; ICRP, 1996). Pour les enfants, ces coefficients ont des
valeurs plus élevées d’un facteur 1,3 (enfant agé de 10 ans) a 3,5 (nourrisson de 3 mois) (ICRP,
1993, 1995; Belot et al., 1996). Le coefficient de dose plus élevé du tritium organique, et son
temps de séjour biologique 3 a 6 fois plus long que celui de I'eau tritiée (Galeriu, 1994) font de
I'ingestion de cette forme une importante voie d’incorporation du tritium par '’homme (Garland
and Ameen, 1979; Diabaté and Strack, 1993).

Cependant, les voies d’exposition sont souvent multiples. Par exemple, en cas d’exposition
aiglie au tritium par inhalation d’eau tritiée, le tritium intégre trés rapidement et
majoritairement l'eau tissulaire de l'organisme mais une petite fraction est incorporée a la
matiere organique. La dose recue provient alors a la fois de I’eau tritiée (en grande quantité mais
éliminée rapidement) et du tritium organique formé (en faible quantité mais au temps de séjour
biologique plus long). On estime que le tritium organique ainsi produit dans le corps humain est
responsable d’environ 10% de la dose totale regue (Trivedi et al., 1997).
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1.3.3.2 Impact du tritium autour des centrales nucléaires francaises

Les conséquences sanitaires des rejets radioactifs liquides autour de la centrale de
Flamanville (Manche, France) ont été évaluées au moyen de codes de calcul par la société
exploitante, Electricité de France (EDF) (Le Guen, 2008). La dose annuelle recue par les
personnes du public vivant au voisinage du site a été déterminée en tenant compte des activités
rejetées annuellement et des différentes voies d’exposition (en particulier l'ingestion et
I'exposition externe). Ces personnes forment le « groupe de référence », pour lequel les calculs
de dose ont été réalisés pour un adulte consommant des produits marins péchés dans un rayon
de 500 m autour de la centrale. Le modele utilisé pour cette étude d’impact inclut des
expositions externes due a 100 h d’exposition sur la plage et 20 h de baignade (avec ingestion
potentielle d’eau de mer) par an. Il considere I'ingestion de tritium sous forme d’eau tritiée et
sous forme organique. En outre, pour un site marin, les quantités de produits de la mer ingérées
peuvent étre plus élevées pour certains groupes socioprofessionnels comme les pécheurs. Un
deuxiéme groupe considérant une exposition par ingestion plus importante a donc été considéré
(« groupe pécheur »). A partir de ces hypotheses, 'étude d’impact réalisée pour le site de
Flamanville estime que les doses maximales dues au tritium liquide pourraient atteindre
environ 0,014 mSv an'! pour le «groupe de référence » et 0,037 mSv an'! pour le «groupe
pécheur » avec la mise en service de 'EPR (European Pressurized Reactor) (Le Guen, 2008).

1.3.4 MODELES ET RECOMMANDATIONS

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) considére une dose effective annuelle
inférieure a 0,1 mSv pour le public pour la définition de la potabilité des eaux. Cette dose
correspondrait environ a la consommation quotidienne par un adulte de 2 L d’eau tritiée a la
concentration de 10000 Bq L pendant une année compléte. D’autre part, une directive du
Conseil de I'Union Européenne adoptée en 1998 (98/83) fixe un seuil d’investigation de 100 Bq
L1 pour les eaux de boisson (1998).

Cependant, de plus en plus de chercheurs considerent que les effets du tritium sur la santé
humaine sont insuffisamment connus et que les normes et recommandations en matiere de
radioprotection devraient étre réévaluées (Melintescu et al., 2007; Galeriu et al, 2008, HPA,
2007, Radiation protection no 152, 2007).
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2 LE TRITIUM DANS L’ENVIRONNEMENT

2.1 LES DIFFERENTES FORMES DU TRITIUM DANS L’ENVIRONNEMENT

2.1.1 LES FORMES CHIMIQUES NON-ORGANIQUES DU TRITIUM

La forme la plus abondante du tritium dans le milieu naturel (ainsi que dans les espéces
vivantes) est I'eau tritiée HTO (Belot et al., 1996). D’autres espéces chimiques du tritium sont
néanmoins naturellement présentes, principalement le tritium gazeux (HT) et le méthane tritié
(CHsT). Le transfert de ces différentes molécules tritiées dans I'environnement est lié a des
processus physiques (transport en masse, diffusion), chimiques (réactions, changements d’état)
et biologiques (Murphy, 1993).

2.1.2 LE TRITIUM DANS LES ORGANISMES BIOLOGIQUES

Deux fractions distinctes du tritium sont considérées dans les organismes biologiques,
animaux ou végétaux: le tritium présent dans l'eau tissulaire et le tritium incorporé a la matiére
organique. On distingue en outre deux formes de tritium organique selon la nature des liaisons
chimiques dans lesquelles le tritium est impliqué. On parle habituellement de tritium incorporé
a la matiére organique de facon échangeable ou non-échangeable.

2.1.2.1 Le tritium dans I’eau tissulaire des organismes

Le tritium de 'eau tissulaire (souvent noté TFWT dans la littérature pour « Tissue Free
Water Tritium ») correspond a la fraction de tritium sous forme d’eau tritiée (HTO) dans tous les
compartiments aqueux des organismes biologiques. Cette fraction aussi appelée « tritium libre »
est la plus facile a éliminer de I'organisme du fait du renouvellement de I'eau trés rapide chez la
plupart des étres vivants (Belot et al., 1996).

2.1.2.2 Le tritium dans la matiére organique

Le tritium organique correspond a la fraction du tritium intégré dans la matiere organique
des étres vivants soit par échange isotopique avec des molécules (organiques) existantes, soit
lors de la fabrication de nouvelles molécules via les processus métaboliques.

2.1.2.2.1 Le Tritium Organiquement Lié échangeable

Certains atomes de tritium sont liés a des atomes d’oxygéne, d’azote, de soufre,
d’halogenes... Dans ce type de liaisons covalentes faibles (alcool, acide, amine...), le tritium
présente un caractére labile important. De ce fait il est facilement échangé avec les atomes
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d’hydrogene (1H) de l'eau ou des alcools non tritiés (Thompson and Nelson, 1971): c’est
pourquoi on parle de tritium organiquement lié échangeable (Belot, 1986; Diabaté and
Strack, 1993; Baglan et al,, 2005).

Les travaux de Guénot (Guenot, 1984) sur des vignes et des plants de pommes de terre
soumis a une exposition atmosphérique d’eau tritiée durant quelques heures ont montré que le
compartiment hydrogéne/tritium échangeable est a tout moment en équilibre avec l'eau
tissulaire des plantes. Ces deux compartiments ont donc la méme dynamique ; les molécules
contenant de ’hydrogene échangeable sont accessibles au marquage par le tritium avec la méme
rapidité que I’eau libre et se décontaminent de méme.

2.1.2.2.2 Le Tritium Organiquement Lié non échangeable

Certains atomes de tritium sont intégrés a la matiére organique par des liaisons covalentes
a des atomes de carbone (C-H). Ces liaisons sont stables sauf en présence d’acides forts, de bases
fortes ou de catalyseurs. Cette fraction du tritium n’est pas susceptible d’échange isotopique
avec le sol et I'atmosphere, on parle pour cette raison de tritium organiquement lié non
échangeable (Diabaté and Strack, 1993; Ware and Allott, 1999; Pointurier et al., 2004). Du fait
de son temps de résidence plus long, la fraction non échangeable représente l'intégration du
tritium environnemental pendant la croissance des organismes et plus généralement tout au
long de leur vie. De ce fait, c’est un bon indicateur de la contamination au tritium en cas de rejet
accidentel ou chronique (Guenot, 1984).

En pratique, si le terme de «tritium organiquement lié » ou « organically-bound
tritium » (généralement noté TOL ou OBT) correspond en théorie a toute molécule organique a
laquelle le tritium est li¢, de maniere échangeable ou non, on considere souvent dans la
littérature que I'OBT renvoie seulement a la fraction non échangeable.

2.1.2.2.3 Discussion

Depuis quelques années, la définition du tritium organique non-échangeable comme
tritium lié aux atomes de carbone de maniere covalente au contraire du tritium organique
échangeable (Belot, 1986; Diabaté and Strack, 1993; Baglan et al., 2005) est remise en question.
En effet, les atomes de tritium prisonniers de macromolécules ou de spheres d’hydratation du
fait de liaisons Hydrogéne s’échangent tres lentement en raison de leur inaccessibilité a I'eau
cellulaire, et non de la nature de leur liaison chimique (Diabaté and Strack, 1993; Baumgartner
and Donhaerl, 2004). Par conséquent, cette fraction du tritium dite « piégée » (« buried tritium »)
peut se comporter, lors de la préparation analytique d’échantillons, de la méme maniére que le
tritium organique non-échangeable sans impliquer de liaisons carbone-tritium (Baumgartner
and Donhaerl, 2004).

Le groupe de travail du programme EMRAS (Environmental Modeling for Radiation
Safety) de I’Agence Internationale de I'Energie Atomique (AIEA) en charge des questions
relatives au Tritium et au 14C a proposé en 2007 la définition suivante (IAEA, 2007b) : « OBT is
carbon-bound and buried tritium that was originally formed in living systems through natural
environmental or biological processes from HTO (or HT via HTO). It is the activity in dry biomatter
that has been washed repeatedly with tritium free water. Other types of organic tritium (e.g.
tritiated methane, tritiated pump oil or radiochemicals) should be called tritiated organics, which
can be in any chemical or physical form. » (« Le terme OBT recouvre le tritium lié aux atomes de
carbone et le tritium dit “caché” au sein des molécules qui a été formé dans des systémes vivants
via des processus naturels ou biologiques a partir de HTO (ou HT via HTO). Il est responsable de
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I'activité de la matiere biologique seéche qui a été lavée plusieurs fois a 'eau non tritiée. Les
autres formes du tritium organique (méthane tritié, huiles ou produits radiochimiques tritiés)
doivent étre appelés produits organiques tritiés, sous quelque forme chimique ou physique
qu'’ils soient. »). Face a ce probleme de définition, il convient donc d’étre précis sur le protocole
opératoire utilisé en pratique pour la mesure du tritium organique, notamment en ce qui
concerne la méthode et le temps mis pour I'échange visant a éliminer la fraction échangeable
(Belot et al,, 1996; Ware and Allott, 1999). L’approche la plus pragmatique consiste en effet a
considérer simplement comme OBT non échangeable la fraction qui n’a pas pu étre échangée
selon le mode opératoire utilisé.

De plus, il faut garder a I'esprit que ces définitions du tritium organique échangeable ou
non-échangeable n’ont pas de sens d’'un point de vue biologique (Konig, 1990). En effet, le
tritium sous forme d’eau tritiée est intégré a la fraction organique au cours des réactions
métaboliques, en position échangeable ou non selon la réaction considérée. Au cours des
processus biologiques, des transformations de molécules surviennent et conduisent au transfert
d’atomes de tritium échangeables en position non échangeable. Par conséquent, les molécules
organiques, qui jouent un réle clé dans les processus biologiques, peuvent présenter des atomes
de tritium a la fois en position échangeable et en position non échangeable.

2.2 TRANSPORT ET TRANSFERTS DU TRITIUM DANS L’ENVIRONNEMENT

Le tritium est un isotope de '’hydrogene et se comporte globalement de la méme fagon
que cet élément dans I'environnement naturel. Il integre les cycles biogéochimiques, notamment
celui de I’eau et est associé a toutes les molécules hydrogénées de la matiere vivante.

2.2.1 LE CYCLE GEOCHIMIQUE DE L’EAU

La majeure partie du tritium dans I'environnement est présente sous forme d’eau tritiée et
de ce fait liée au cycle géochimique de I'eau (Momoshima et al.,, 1991). Le schéma global de ce
cycle en milieu tempéré océanique est présenté Figure 1 (Keller, 1980). Environ la moitié (51%)
des précipitations et des condensations conduisant au dép6t du tritium a la surface du globe est
réémise dans 'atmosphére par évapotranspiration (Belot et al., 1996). Plus d’un tiers (37%)
des précipitations est incorporé a l'eau du sol avant d’étre absorbé puis transpiré par la
végétation, qui joue un role crucial dans le cycle de I'eau au sein des écosystémes terrestres. De
ce fait, les plantes représentent un facteur clé pour I'’échange du tritium sous forme d’eau tritiée
dans ces écosystemes.

Une part importante des précipitations (environ 40%) vient alimenter les cours d’eau.
D’autre part, environ 10% des pluies pénétrent le sol en profondeur et infiltrent les nappes
phréatiques sous l'influence des phénomeénes de gravité, de diffusion ou de capillarité (Murphy,
1993). Le tritium suit dans ce cas le mouvement des eaux souterraines ; son temps de résidence
est plus ou moins long selon les caractéristiques géologiques du sol. Les résurgences des eaux
souterraines et des eaux de surface alimentent les cours d’eau qui grossissent ainsi jusqu’a leur
embouchure dans une étendue marine. L'eau des océans s’évapore en permanence, renouvelant
le cycle de l'eau. Les océans sont le principal réservoir d’hydrogene de la planéte; ils
représentent une capacité de dilution énorme pour le tritium (Murphy, 1993; Belot et al., 1996).
Le tritium se mélange rapidement dans la couche d’eau supérieure des étendues marines
(environ 100 m), puis plus lentement dans les eaux profondes (Belot et al., 1996).
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Figure 1: Schéma global du cycle de l'eau en milieu tempéré océanique (d’apreés Keller,
(Keller, 1980)). Ce schéma correspond a une zone modérément boisée, mais fortement
cultivée et urbanisée.

2.2.2 CIRCULATION ET RETENTION DU TRITIUM DANS L’ENVIRONNEMENT

2.2.2.1 Le tritium dans 'atmosphére

Les principales formes chimiques du tritium dans l'atmosphére sont par ordre
d’importance la vapeur d’eau tritiée (HTO), le tritium gaz (HT) et le méthane tritié (CHsT). La
concentration des espeéces tritiées dans 'atmosphere n’est pas assez importante pour que des
effets de densité puissent apparaitre. De ce fait, le tritium atmosphérique suit les écoulements de
l'air; il est dilué du fait de la dispersion de la méme facon que n'importe quel élément trace
(Pasquill and Smith, 1988; Belot et al., 1996). Les principaux mécanismes de dispersion du
tritium rejeté dans I'atmosphere par les installations nucléaires sont le transport, la diffusion
puis le dépot au sol.

Le transport du tritium est fonction de la vitesse et de la direction des vents, ainsi que du
gradient vertical de température observé dans I'atmospheére. Ce dernier joue sur la stabilité des
couches atmosphériques et influence ainsi le comportement des panaches.

Les turbulences constituent le mode principal de diffusion. En champ proche, les seules
turbulences a agir de facon efficace sur la diffusion sont celles dont la dimension est comparable
a celle du nuage.

Les processus atmosphériques de dépot du tritium au sol sont appelés dépot humide ou
dép6bt sec selon que les précipitations (pluie, neige ou brouillard) sont a I'origine des retombées
ou non (Belot et al,, 1996). Le dépdt sec se produit au contact de l'air contaminé via des
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processus de captation a travers les épidermes foliaires ou le sol. Le dép6t humide résulte du
lessivage du panache par la pluie. Le type d’entrainement du tritium différe selon I'espéce
chimique considérée : du fait de leur faible solubilité, I'hydrogéne tritié (HT) et le méthane tritié
(CHsT) sont essentiellement entrainés par dépot sec. La vapeur d’eau tritiée (HTO) est au
contraire facilement échangée avec les gouttes de pluie. De ce fait, la vapeur d’eau tritiée
atmosphérique est entrainée au sol a la fois par dép6t humide et par dép6t sec.

Localement, a proximité d’installations rejetant du tritium sous forme gazeuse, des
concentrations d’eau tritiée atmosphérique supérieures a celles de I'état naturel peuvent étre
rencontrées. Les concentrations en tritium dans l'air a proximité d’'une source de rejet sont
fonction notamment de la direction du vent, de sa vitesse, de la température, de 'hygrométrie, et
du facteur de dilution associé (Kotzer and Workman, 1999).

2.2.2.2 Le tritium dans les sols

2.2.2.2.1 Absorption de I'hydrogene tritié par le sol

» Vitesse de dép6t de ’hydrogéne tritié

La vitesse de dépot au sol est définie comme le flux de tritium délivré au sol, divisé par la
concentration volumique de I'’hydrogene tritié dans I'atmosphére au-dessus de ce sol (Belot et
al, 1996). Les vitesses de dépdt de I'hydrogene tritié sur la plupart des types de sol sont
indépendantes du temps de contact entre le gaz tritié et la surface du sol tant que les conditions
météorologiques et les caractéristiques du sol restent constantes pendant la période
d’exposition. En revanche, elles sont liées au type de sol et a ses propriétés (structure, contenu
en micro-organismes, en eau, en air...) (Belot et al.,, 1996; Galeriu et al., 2008). Les vitesses de
dépdt de I'hydrogene tritié citées dans la littérature pour la plupart des sols sont comprises
entre 105 et 10-3 m s'! (Foerstel, 1986, 1988; Paillard et al., 1988; Taschner et al., 1988; Murphy,
1993; Belot et al,, 1996; Koarashi et al., 2001).

» Oxydation biochimique de I’hydrogéne tritié

L’oxydation des molécules d’hydrogéne (tritiées ou non) se produit trés rapidement a la
surface et dans les premiers centimétres du sol du fait de la présence de microorganismes
(bactéries, protozoaires, champignons...) produisant une enzyme oxydante appelée hydrogénase
(McFarlane et al,, 1978, 1979b; Garland and Cox, 1980; Sweet and Murphy, 1981; Belot et al,,
1996; Atarashi-Andoh et al, 2002). L’hydrogene tritié (HT) qui pénetre dans les premiers
centimeétres du sol est ainsi oxydé rapidement en eau tritiée qui se mélange a I'’eau du sol.

Des expériences ont montré la formation d’un profil vertical stationnaire dans les sols
exposés de facon continue a une atmosphere tritiée (HT) constante (Belot et al., 1996). Bien que
la profondeur de pénétration de '’hydrogeéne tritié varie avec le coefficient de diffusion dans le
sol considéré et avec la rapidité de sa conversion en eau tritiée, certains auteurs ont pu
déterminer expérimentalement une profondeur de pénétration caractéristique sur plusieurs
types de sols différents (Dunstall and Ogram, 1990). En moyenne, cette profondeur est de
quelques centimetres seulement en raison de I'oxydation rapide de HT en HTO.
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2.2.2.2.2 Absorption de la vapeur d’eau tritiée par le sol

> Echange superficiel de vapeur d’eau tritiée a la surface du sol

Le dépot de la vapeur d’eau atmosphérique au sol, qu’elle soit tritiée ou non, se produit
par diffusion entre I'air et la surface du sol (dépot sec) (Garland, 1980). Le transport de la
vapeur jusqu’a la surface peut étre décrit par la loi de Fick; le flux net de tritium est
proportionnel a la différence des concentrations volumiques de vapeur d’eau tritiée dans I'air et
au niveau du sol (Belot et al., 1996).

» Vitesse apparente de dépot de la vapeur d’eau tritiée

Selon Belot (Belot et al., 1996), la vitesse apparente de dépot de HTO est égale au rapport
du flux a la concentration volumique dans I'air selon les relations (1) et (2). Les vitesses de dép6t
sur la plupart des types de sols sont comprises entre 103 et 101 m s! pour la vapeur d’eau
tritiée (Eisenbud et al., 1978; Garland, 1980; Belot et al.,, 1996; Galeriu et al., 2008) selon les
conditions météorologiques et les propriétés de la surface considérée.

Vg = L (1)
P.Ciiro

J=v, (IoaCIii'Ir'O - ﬁpvcfﬁlo (2)
Avec:
Vy vitesse apparente de dép6t de HTO (m s1)
J flux net de tritium (Bq m2 s1)
Pa masse de vapeur d’eau par unité de volume d’air (kg m-3)
Cﬁi{o concentration de tritium dans I'’eau atmosphérique (Bq kg1)
Ve vitesse d’échange de la vapeur d’eau tritiée entre l'air et la surface du sol (m s1)
B inverse du facteur de séparation isotopique, 3 = 0,91
0, masse de vapeur saturante par unité de volume d’air a la température du sol

(kg m)

Cff}'o concentration HTO dans I'eau de la couche superficielle du sol (Bq kg1)

2.2.2.2.3 Dépdbt humide de l'eau tritiée au sol

En cas de pluie, le dép6t au sol est calculé a partir de I'activité massique d’'une goutte de
pluie selon la relation (3) :

— lui
Dpluie - CI—T‘IEJ(};3 X loeau x| pluie xt (3)
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Avec:

D Juie dép6t du tritium au sol (Bq m2)

C§$§ activité massique moyenne d’'une goutte de pluie (Bq kg1)
Peau masse volumique de I'eau (kg d’eau m-3)

| piuie intensité de la pluie (m h1)

t durée de la pluie (h)

2.2.2.2.4 Evaporation et migration de l'eau tritiée du sol

Quelle que soit la forme initiale de son dépot au sol (HT ou HTO, liquide ou vapeur), le
tritium est intégré a plus ou moins long terme a la solution du sol. L’eau tritiée du sol suit alors le
méme comportement que l'eau non tritiée, et participe notamment aux phénomenes
d’évaporation, de transport vers les nappes profondes, d’absorption et de transpiration par les
plantes (Eisenbud et al., 1978; Papke and Foerstel, 1991; Murphy, 1993).

La majeure partie du tritium présent dans le sol est ainsi réémise dans 'atmospheére par
évapotranspiration. Au cours des premiéres heures suivant le dépot de tritium gaz (HT), le
taux de réémission sous forme de HTO est élevé. Taschner and Bunnenberg (Tdschner and
Bunnenberg, 1997) ont évalué ce taux a 28% h-! pour la premiére heure. Suite a une exposition
unique, 'activité du tritium dans le sol décroit exponentiellement avec une période de quelques
jours. Kirchmann et al. ont évalué la demi-vie du tritium dans le sol a environ 1 a 2 jours en été
et 5 jours en hiver (Kirchmann et al, 1971; Belot, 1986); Koranda et Martin ont mesuré une
moyenne de 4 jours (Koranda and Martin, 1971).

La fraction d’eau tritiée liquide restante dans le sol peut étre entrainée, comme l'’eau
légere, par flux en masse (« bulk flow ») du fait des forces de gravité et de capillarité. Cependant,
dans la zone non saturée du sol, la diffusion de I'eau tritiée en phase liquide et en phase gazeuse
est le phénoméne prépondérant conduisant a la migration de I'eau tritiée dans le sol. Elle répond
aux gradients de concentrations de I'eau tritiée au sein des porosités du sol, de sorte qu'un
mouvement de HTO peut survenir méme en l'absence de mouvement apparent de l'eau
ordinaire du sol (Murphy, 1993). Lorsque les mouvements convectifs sont relativement faibles
et que I'eau tritiée n’atteint pas une couche imperméable, la vitesse apparente d’enfoncement du
tritium V, imputable a la diffusion peut s’exprimer par la relation (4) (Belot et al.,, 1996). En

I'absence de forte pluie, la vitesse de diffusion est supérieure a la vitesse d’infiltration.
Cependant, cette vitesse de diffusion diminue rapidement en fonction du temps. En considérant
un coefficient de diffusion de 'ordre de 10-° m2 s-1, la relation (4) est appropriée pour décrire le
mouvement du tritium dans le sol pendant une dizaine de jours, a condition de ne pas
rencontrer de vitesse d'infiltration importantes dues a de fortes précipitations.

L’infiltration de I'eau tritiée dans le sol dépend de nombreux facteurs tels que le type de
sol (argileux, limoneux, sableux), son occupation (cultivé ou non), sa teneur en eau et en matiere
organique. La majeure partie de I’eau tritiée pénétrant dans les couches les plus profondes du
sol (en deca de la partie arable contenant les racines des végétaux) est transportée sous forme
liquide du fait des phénomeénes convectifs et diffusifs liés a la porosité du sol, a une vitesse allant
de 1 m at!a 2 mj!selon le sol (Eisenbud et al,, 1978; Murphy, 1993; Belot et al,, 1996). L’eau
tritiée suit ensuite le mouvement des eaux souterraines, qui peut varier considérablement en
fonction des caractéristiques de chaque systéme aquifere.
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1/2
D
Vp = 2x (_j (4)

t
Avec:
\ vitesse apparente d’enfoncement du tritium du a la diffusion (m s1)
D coefficient de diffusion du tritium dans le sol (m?s-1)
t temps (s)

2.2.2.2.5 Le tritium organique dans le sol

Dans la fraction humique du sol, une partie de I'eau est utilisée pour la synthese de
biomasse par les microorganismes. Ceci conduit a I'intégration partielle de I’eau tritiée présente
au sein de matiére organique. Papke and Forstel (Papke and Foerstel, 1991) ont mené une
expérience sur cinq sols différents afin de déterminer le taux de formation de matiére organique
tritiée (OBT) au regard de l'activité HTO de I'eau du sol. Les propriétés de ces différents sols sont
récapitulées dans le Tableau 4.

Sol brun Sol brun Sol forestier . Sol
lessivé (1) lessivé (2) (hétraie) Rendzine brun

pH 6,9 7,1 3,9 7,6 7,3

Humus (%) 2,0 3,7 5,0 4,1 41

Azote total (%) 0,09 0,13 0,13 0,11 0,22
Argiles (%) 11,5 10,8 12,7 14,5 14,6
Limons (%) 81,9 67,7 67,9 56,4 55,0
Sables fins (%) 6,6 21,5 19,4 29,1 30,4
Capacité au champ (%) 53,8 56,7 - 59,1 84,4
Matiére organique (mg / 41,2 54,1 92,1 90,1 79,6

100 g de sol sec)

Tableau 4 : Propriétés des différents sols utilisés par Papke et Forstel pour leurs
expériences de détermination du taux de formation de matiére organique tritiée dans les
sols (Papke and Foerstel, 1991).

Selon le type de sol, les auteurs ont mesuré un taux moyen de 0,03% (sols bruns lessivés
et sol forestier) a 0,05% (rendzine et sol brun) par semaine. A I'exception du sol forestier, le
taux de formation du tritium organique dans le sol mesuré est proportionnel a la quantité de
matiere organique carbonée présente. Une augmentation forte du taux de formation de 'OBT
dans le sol a été observée en cas d’addition d’'un substrat organique. Ainsi, des taux moyen de
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formation d’OBT de 0,35% par semaine ont été enregistrés par ajout de glucose dans les sols
bruns et bruns lessivés.

Le tritium organique formé dans le sol par les microorganismes n’est pas absorbable sous
cette forme par les végétaux. L’OBT du sol présente un temps de résidence de 5 ans en moyenne
avant d’étre métabolisé en HTO, forme sous laquelle il peut étre absorbé au niveau des racines
(Diabaté and Strack, 1993). De ce fait, il ne joue pas un réle majeur dans le transfert du tritium
aux plantes.

2.2.2.3 Transfert du tritium aux étres vivants

2.2.2.3.1 Transfert du tritium aux animaux

Le transfert du tritium aux animaux dépend largement de la forme chimique sous laquelle
il se trouve. L’hydrogéne tritié (HT), peu soluble dans I'eau et les fluides corporels, est trés peu
absorbé et assimilé. En revanche, I'absorption d’eau tritiée (par inhalation, ingestion ou transfert
cutané) est trés efficace (> 99%). Dans les organismes, l'eau tritiée diffuse librement et
rapidement a travers les membranes cellulaires. Un équilibre s’établit rapidement (quelques
minutes) avec les fluides corporels, notamment le sang. La majeure partie de I'eau tritiée est
éliminée avec le renouvellement de I'’eau corporelle (transpiration, diurese), néanmoins, une
faible fraction du tritium initialement absorbée est incorporée dans les molécules organiques
(Belot et al., 1996).

2.2.2.3.2 Réle des végétaux dans l'intégration du tritium au sein des écosystemes

L’absorption et 'intégration du tritium sous forme organique par les végétaux jouent un
role primordial dans le transfert du tritium au sein des écosystémes pour deux raisons
principales. D’'une part, plus du tiers de l'eau ayant intégré la solution du sol par suite des
précipitations ou des phénomenes de condensation est réémis dans l'atmosphére via la
transpiration des plantes (cf. 2.2.1). De ce fait, la végétation joue un role primordial dans le cycle
biogéochimique de I'eau, et par conséquent, dans le transport du tritium au sein des différents
compartiments environnementaux. En outre, les plantes chlorophylliennes sont a la base de
toutes les chaines alimentaires terrestres. Suite a une contamination des végétaux, le tritium
peut ainsi étre transféré, sous forme organique, aux espéces animales et a 'homme.

La plupart des études semblent indiquer qu’'en tant qu’élément majeur sur terre,
I'hydrogene, et de ce fait le tritium, ne s’accumulent pas de facon significative au sein des étres
vivants (Elwood, 1971; Eisenbud, 1978; Murphy, 1993; Belot et al., 1996). Néanmoins, certains
compartiments biologiques peuvent garder I'empreinte du tritium ambiant durant une période
relativement longue, allant de quelques jours a plusieurs années. C’est notamment le cas de la
matiere organique des végétaux, qui reste marquée par le tritium présent dans I'air ou le sol au
moment de sa synthese (Belot et al., 1996). Ainsi, 'analyse de chacune des fractions du tritium
au sein des végétaux apporte des informations complémentaires : le tritium libre de l'eau
tissulaire donne une estimation de sa teneur dans 'atmosphére et dans le sol au moment du
préléevement, tandis que I'étude du tritium organiquement lié dans les plantes pérennes
permet de suivre son intégration dans I'écosysteme a plus long terme. En particulier, la mesure
du tritium organique dans les cernes d’arbres donne une information rétrospective des teneurs
environnementales en tritium sur plusieurs dizaines d’années (Kigoshi and Tomikura, 1961;
Yamada et al.,, 1989a; Yamada et al., 1989b; Kozak et al., 1993; Fuma and Inoue, 1995; Kalin et
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al, 1995; Yamada et al,, 2004a; Yamada et al.,, 2004b; Stark et al., 2005). Les mécanismes de
transfert et d’'intégration du tritium dans les végétaux seront détaillés dans le paragraphe 3.

2.2.2.4 Le tritium dans les eaux de surface

La concentration en tritium dans les eaux d’'un lac ou d’'un étang dépend des taux d’entrée
et de sortie du tritium dans ce milieu confiné. Ces taux sont tres variables car ils sont liés au
renouvellement naturel de l'eau et a la vitesse des échanges de tritium a linterface
eau/atmospheére. En outre, des phénoménes biologiques peuvent intervenir ; la sédimentation
de débris organiques peut ainsi conduire a une concentration de I'activité du tritium plus élevée

dans les sédiments que dans I’eau (Belot et al., 1996).

2.2.2.5 Le tritium dans les océans

La majeure partie du tritium relaché dans I'’environnement du fait des activités humaines
réside finalement dans les eaux marines. Les océans ont collecté une grande partie du tritium
relaché dans 'atmospheére suite aux essais nucléaires. Cependant, la concentration en tritium
dans les eaux océaniques est restée trés faible (< 0,3 Bq L1) comparée celle des eaux
continentales du fait du volume du réservoir marin et de I'effet de dilution énorme qui en résulte
(Murphy, 1993; Belot et al., 1996).

2.2.3 LE TRITIUM DANS L’ALIMENTATION HUMAINE

Les atomes d’hydrogéne représentent 10% de la masse totale du corps humain, et plus de
60% du nombre total d’atomes présents dans l'organisme. Chaque jour, 5% de la quantité totale
des atomes d’hydrogéne présents dans le corps sont utilisés par le métabolisme. Chez un homme
adulte, ceci représente 2,1.1026 atomes d’hydrogeéne, soit environ 350 g (Konig, 1990).
L’utilisation de I'hydrogeéne est compensée par un apport alimentaire quotidien équivalent,
essentiellement par l'eau. Cet apport varie en fonction du sexe et de l'dge; dans les pays
développés, il est de 230 g j1, 245 g j! et 350 g j! chez 'enfant, la femme adulte et 'homme
adulte.

En raison de l'importance biologique de I'hydrogene, la possibilité de substitution des
atomes d’hydrogene par des atomes de tritium est d’'un intérét majeur du point de vue de la
radioprotection. L’insertion du tritium au sein de la chalne alimentaire humaine est de ce fait
particulierement importante. On considére en général que le comportement du tritium au sein
de la chaine alimentaire est similaire a celui de son isotope stable, 'hydrogéne.

Données expérimentales et modeéles permettent d’estimer les quantités de tritium
absorbées et I'impact dosimétrique associé lors de I'ingestion de produits alimentaires tritiés.
Pour cela, la composition chimique des aliments, les mécanismes digestifs et les différentes
formes du tritium (eau tissulaire et tritium organique) sont pris en compte. Cependant, compte
tenu de la multitude des échanges et des réactions mis en jeu, les estimations présentent encore
de grandes incertitudes.
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3 LE TRITIUM DANS LA VEGETATION

Dans le but de déterminer un impact dosimétrique, les études des transferts du tritium
aux végétaux ont porté essentiellement sur les plantes jouant un réle dans la chaine alimentaire
humaine, c'est-a-dire les végétaux vasculaires. Pour comprendre les processus associés a
I'absorption et a l'incorporation sous forme organique du tritium par les végétaux, il est
nécessaire de connaitre les mécanismes physiologiques qui régissent le métabolisme des
plantes, notamment les relations hydriques et la photosyntheése.

3.1 RAPPELS CONCERNANT LE FONCTIONNEMENT DES PLANTES VASCULAIRES

Les plantes sont des organismes autotrophes. Elles vivent et créent leur matiére organique
a partir d'un environnement essentiellement inorganique, en prélevant de l'oxygene et du
dioxyde de carbone dans 'atmosphere, et de I’eau et des sels minéraux dans le sol.

3.1.1 L’ORGANISATION DES PLANTES ET DES CELLULES VEGETALES

3.1.1.1 La cellule végétale

Comme chez tous les étres vivants, I'unité fonctionnelle de base des plantes est la cellule.
Le schéma des différents organites constitutifs d’'une cellule végétale est représenté en Figure
2.

Une cellule végétale comprend un noyau cellulaire entouré d'un protoplasme, divers
organites ou plastes, le tout étant protégé par une membrane plasmique et une paroi
cellulaire. De part sa perméabilité sélective, cette membrane contrdle les échanges de
matériaux entre la cellule et son environnement. Le noyau mis a part, la partie de protoplasme
contenant les organites est nommée cytoplasme. La partie liquide du cytoplasme, qui a la
différence des organites n’est pas entourée d’'une membrane est appelé cytosol (Hopkins,
1995).

Le cytosquelette est un réseau tridimensionnel de protéines fibrillaires qui confére a la
cellule l'essentiel de ses propriétés mécaniques. Il joue en outre un roéle vital dans le
déterminisme de I'organisation et de la morphologie cellulaire, ainsi que dans sa division, sa
croissance ou encore sa différenciation (Hopkins, 1995).

Les organites cellulaires ont pour rdle de compartimenter les principales activités
métaboliques (Hopkins, 1995):

- Une grande vacuole centrale renferme une grande quantité d’ions inorganiques, d’acides
organiques, de glucides, d’enzymes et des métabolites secondaires tels que les pigments.
La forte teneur en solutés de la vacuole permet l'absorption d’eau nécessaire a
I'accroissement cellulaire. Les cellules jeunes qui présentent une activité de division
intense possédent de nombreuses petites vacuoles. Lors de la maturation des cellules, ces
petites vacuoles fusionnent pour former une vacuole unique.

- Les plantes sont des organismes eucaryotes, caractérisés par la présence d’'un noyau
limité par une enveloppe. Le noyau contient I'information génétique sous forme d’acide
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désoxyribonucléique (ADN). L’ADN contient les génes qui codent pour I'information
nécessaire a la synthése d’acide ribonucléique (ARN). L’ARN est exporté vers le
cytoplasme ou il dirige la synthese de protéines spécifiques.

- Le réticulum endoplasmique et 'appareil de Golgi forment un systeme membranaire
complexe impliqué dans la biosynthése des lipides et des protéines. La plus grande partie
du réticulum endoplasmique est associée a des ribosomes chargés de décoder
I'information contenue dans ’ARN pour la synthése des protéines. L’appareil de Golgi a
pour fonction d’assembler et de transformer les chaines glucidiques des glycoprotéines
formées dans le réticulum endoplasmique.

- Les mitochondries sont le siége de la respiration cellulaire, processus par lequel
I'oxydation des glucides permet d’obtenir de I’énergie utilisable sous forme d’adénosine
triphosphate (ATP).

- Les chloroplastes sont le siege de la photosynthése. Leur structure et leur fonction seront
présentées en détails dans le paragraphe 3.1.3.1.

Appareil
de Golgi

Vacuole

Mitochondrie

Ribosomes

Reticulum endoplasmique

Chloroplaste

Noyau (contenant’ADN)

Protoplasme

Membrane plasmique

Paroicellulaire

Figure 2 : Schéma d'une cellule végétale (d'apres Hopkins (Hopkins, 1995) et Gallien
(Gallien, 2005)).

3.1.1.2 Les organes de la plante

Les cellules sont organisées en groupes dont la structure et/ou la fonction différent. Les
cellules de méme type sont réunies en tissus, eux-mémes réunis en organes. Les principaux
organes végétatifs (assurant le développement de la plante) sont les racines, les tiges et les
feuilles, par opposition aux fleurs et aux fruits qui sont des organes reproducteurs.
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3.1.1.2.1 Les organes végétatifs

Les fonctions principales d'une racine sont 'ancrage dans le sol, la mise en réserve et
I’absorption d’eau et de sels minéraux.

Les tiges de jeunes dicotylédones ont une structure réguliére, présentant des tissus
conducteurs (xyléme et phloéme) disposés en cercles concentriques autour d’une moelle
centrale de nature parenchymateuse.

Les feuilles possedent une structure typique en lame, formant le limbe, qui est rattaché a
la tige par le pétiole. Les surfaces du limbe foliaire sont recouvertes d'un épiderme supérieur
et inférieur qui entoure un tissu parenchymateux photosynthétique appelé mésophylle. Les
feuilles de dicotylédones possedent en général deux types de mésophylle : le mésophylle
palissadique et le mésophylle spongieux. Le mésophylle palissadique forme dans la partie
supérieure de la feuille une couche de cellules allongées fortement jointives tandis que dans le
mésophylle spongieux, des cellules irréguliéres sont disposées de fagon plus lache, délimitant
tout un réseau de lacunes remplies d’air (Figure 3). Les feuilles contiennent également un réseau
de faisceaux conducteurs reliés aux tissus conducteurs de la tige par l'intermédiaire du pétiole
(Hopkins, 1995).

3.1.1.2.2 Les organes reproducteurs

En période de floraison puis de fructification, certaines cellules se différencient pour
créer les organes reproducteurs : fleurs et fruits. La plus grande partie des molécules organiques
synthétisées sont alors exportées vers les fruits, constituant les organes de réserve pour les
graines.

Cuticule
Epiderme supérieur

Faisceaux conducteurs

- Mésophylle palissadique

- Mésophylle spongieux

Epiderme inférieur

Cuticule

Stomate

Figure 3 : Schéma en coupe d'une feuille de dicotylédone (d'apres Hopkins (Hopkins,
1995) et Gallien (Gallien, 2005)).
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3.1.2 LES RELATIONS HYDRIQUES CHEZ LES PLANTES VASCULAIRES

L’eau est le constituant le plus abondant au sein des organismes vivants. Bien que le
contenu en eau des plantes soit variable selon l'espéce végétale, 1'organe, les conditions
physiologiques et environnementales considérées, il représente en moyenne plus de 70% de la
masse des parties non lignifiées des plantes (Hopkins, 1995). De part ses propriétés physico-
chimiques exceptionnelles, 'eau joue un réle prépondérant dans la physiologie des plantes.

3.1.2.1 Les tissus conducteurs

Les tissus conducteurs sont impliqués dans la distribution de I'eau, des nutriments et des
produits issus de la photosynthese. Il existe deux types de tissus conducteurs : le xyléme et le
phloéme.

Le xyléme intervient dans la conduction de I'eau, la mise en réserve et le soutien. Les
cellules caractéristiques du xyléme sont les éléments de conduction de I’eau: trachéides et
vaisseaux.

Le phloéme est essentiellement dévolu a la distribution des molécules organiques entre
les tissus photosynthétiques ou de réserve (« sources ») et les régions de forte croissance et de
métabolisme actif (« puits »). Les éléments conducteurs principaux du phloéme sont les tubes
criblés (file allongée présentant des cribles dans les parois de deux cellules adjacentes).

3.1.2.2 Le mouvement de I’eau dans les cellules et les tissus

Au niveau cellulaire, 'eau se déplace essentiellement par osmose en réponse a un gradient
de potentiel chimique établi de part et d’autre de membranes dont la perméabilité est sélective.

ATéchelle de la plante entiere, les relations hydriques sont gouvernées par la différence de
pression de vapeur d’eau qui existe entre les espaces foliaires internes et l'air ambiant.
L’équilibre hydrique de la plante implique une perte d’eau tres importante : c’est le phénomene
de transpiration. Plus de 90% de I’eau absorbée par les plantes s’échappent ainsi par les feuilles
au niveau des stomates.

Les stomates sont des pores microscopiques présents sur I'épiderme des feuilles des
végétaux. Ils sont constitués de deux cellules réniformes, dites cellules de garde, qui laissent
entre elles une ouverture (l'ostiole) et qui possedent des parois plus épaisses que celles des
cellules épidermiques (surtout sur les faces délimitant l'ostiole). Sous l'ostiole se trouve
généralement dans le parenchyme sous-jacent un espace vide appelé chambre sous-stomatique.
Les stomates régulent les échanges gazeux entre cette chambre et 'atmosphére, notamment
I'entrée de dioxyde de carbone (CO2) nécessaire a la photosynthése dans la plante, et la diffusion
de la vapeur d’eau. La régulation du mécanisme d’ouverture/fermeture des stomates est un
phénomeéne osmotique provoqué par des échanges d’ions potassium entre les cellules de garde
et les cellules de I'épiderme voisines. L’absorption d’ions potassium entraine une absorption
d’eau par osmose, ce qui provoque le gonflement des cellules de garde et l'ouverture de
'ostiole. Ce mécanisme d’ouverture/fermeture est contrélé par un certain nombre de facteurs
tels que la lumiére, la concentration en dioxyde de carbone dans la feuille, I'’état hydrique de la
feuille et la température (Hopkins, 1995).

De nombreux facteurs climatiques (température et hygrométrie de l'air, vent) ou
physiologiques (structure de la feuille) affectent le taux de transpiration. La transpiration et la
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tension qu’elle induit dans la colonne d’eau sont a l'origine de I'ascension de I'eau dans le
xyléme. L'eau perdue par la transpiration au niveau des feuilles est ainsi remplacée par I'eau
puisée dans le sol par les racines (Hopkins, 1995).

3.1.3 LA PHOTOSYNTHESE

3.1.3.1 Les mécanismes photosynthétiques

Le flux d’énergie du monde vivant trouve son origine dans les plantes chlorophylliennes,
qui transforment I'énergie solaire en composés chimiques assimilables. Ce processus est appelé
photosynthése et se déroule dans des organites subcellulaires au niveau des feuilles: les
chloroplastes.

3.1.3.1.1 Les structures photosynthétiques

Les feuilles des végétaux vasculaires lient étroitement structure et fonction. Afin
d’accomplir sa fonction principale, la photosyntheése, une feuille a besoin d’'un apport adéquat en
lumiére, dioxyde de carbone et eau. Le développement d'une surface foliaire importante et la
présence de chlorophylle et de pigments accessoires permettent notamment d’optimiser la
capture de la lumiere solaire. Un systéme conducteur tres développé permet d’apporter eau et
nutriments aux cellules photosynthétiques et d’exporter les molécules photosynthétisées aux
tissus et organes non photosynthétiques de la plante (Hopkins, 1995).

Toute la photosynthese se déroule dans un organite spécifique : le chloroplaste, présent
dans le cytoplasme des cellules végétales chlorophylliennes. Les chloroplastes comportent
quatre compartiments structurels: une enveloppe externe, une matrice fondamentale non
structurée (le stroma), un systéme de membranes internes tres structurées (les thylacoides), et
un espace compris a l'intérieur de ces membranes (le lumen). Les membranes constituant les
thylacoides sont le siege des réactions de conversion de I'énergie alors que les réactions de
réduction du carbone se déroulent dans le stroma (Hopkins, 1995).

3.1.3.1.2 Les réactions photosynthétiques

» Bilan global de la photosynthése

La photosynthese correspond globalement a une réaction d’oxydoréduction, dont
I'équation-bilan peut s’écrire selon les équations (5) ou (6). Dans ces réactions, le dioxyde de
carbone est réduit en glucides ; 'eau tient le role du réducteur et le dioxyde de carbone celui de

'oxydant. Dans I'équation (6), le terme (CH,O) représente une structure de base d'un glucide.

6 CO, +12H,0=C,H,,0, +6 O, +6H,0 (5)

CO, +2H,0=(CH,0)+0, + H,0 (6)
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Le processus de photosynthése se déroule en réalité en deux phases bien distinctes
(Figure 4). Les réactions qui accomplissent les transformations énergétiques constituent les
réactions photochimiques (réactions qui dépendent de la lumiére), communément appelées
« phase claire ». Ces réactions photochimiques correspondent globalement a une photolyse de
I'eau. L’énergie qu’elles produisent est ensuite utilisée pour réduire le dioxyde de carbone en
carbone organique sous la forme de glucides. Cette phase de fixation du carbone, également
appelée cycle de Calvin, met en jeu des réactions non-photochimiques (réactions
indépendantes de la lumiere), qui ont conduit a la nommer improprement « phase sombre ».

i CO;
2[NADPH + H*] |
0, ATP |
A
< :
-c:?Or::— i - ;
£7A CHLOROPHYLLE i Réduction
: . ! du carbone
Energie |
lumineuse §
2 H,0 ADP +Pi |
Photolyse de 2NADP*
l'eau v
(oxydation) [CH,0]+H,0
% e N J
o Y
Réactions photochimiques Réactions non-
photochimiques

Légende: CH,O : carbohydrate,
Pi: phosphate inorganique,
NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit,
ATP : adénosinetriphosphate,
ADP : adénosine diphosphate.

Figure 4 : Schéma des réactions photochimiques et non-photochimiques de la
photosynthese (d’aprés Mazliak (Mazliak, 1974)).

» Réactions photochimiques (phase « claire »)

La principale fonction des réactions photochimiques est de produire de I'énergie sous la
forme d’ATP (Adénosine TriPhosphate) et du potentiel réducteur sous la forme de NADPH
(nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit), tous deux nécessaires a la réduction du
carbone (Hopkins, 1995) (cf. Figure 4).

Une série de réactions appelées chaine photosynthétique de transport des électrons
assure cette fonction. Cette chaine est constituée d’'une série de molécules de chlorophylle et de
transporteurs d’électrons disposés en agrégats plurimoléculaires dans les membranes des
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thylacoides des chloroplastes. Globalement, I'effet de cette chaine est d’extraire les électrons
de faible énergie de l'eau, et grice a l’énergie lumineuse capturée par la chlorophylle,
d’augmenter le niveau énergétique de ces électrons afin de produire un réducteur fort: le
NADPH (Hopkins, 1995).

La chaine photosynthétique de transport des électrons repose sur la présence de deux
photosystéemes (PSI et PSII) et d'un complexe de cytochromes. Chaque photosystéme
comprend un centre réactionnel auquel sont associés une antenne et un complexe collecteur de
lumiére (Light Harvesting Complex ou LHC). L’énergie lumineuse collectée par les antennes et les
complexes LHC est dirigée vers le centre réactionnel ou le flux d’électrons est initié par une
séparation de charges (photooxydation). Les électrons libérés par 'oxydation de I'eau passent
alors dans le PSII, le complexe cytochrome, et le PSI pour aboutir sur les molécules de NADP+.
Les protons qui sont pompés a travers la membrane au niveau des PSI et PSII au cours du
processus de transfert d’électrons sont les moteurs de la photophosphorylation conduisant a la
synthese d’ATP (Hopkins, 1995).
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Phase 1: Fixation du
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3-Phosphoglycerate (3-PGA) 30 |
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autres
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organigues

Figure 5 : Principales étapes du cycle de réduction du carbone (cycle de Calvin, d’apreés
Mazliak (Mazliak, 1974)).

» Le cycle de Calvin (phase « sombre »

La réduction photosynthétique du dioxyde de carbone en carbone organique se déroule
dans le stroma des chloroplastes. L’enzyme clé est la ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase-
oxygénase (ou RuBisCO) qui catalyse l'addition d'une molécule de dioxyde de carbone a une
molécule d'un accepteur, le ribulose-1,5- biphosphate (RuBP), conduisant a la production de
deux molécules de 3-phosphoglycérate (3-PGA). L’énergie produite par les réactions
photochimiques sert a la réduction de 3-PGA en un triose phosphate (le glycéraldéhyde-3-
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phosphate ou G3P) et a la régénération de l'accepteur, le RuBP. L’'ensemble du cycle implique
une série de réarrangements des glucides qui permettent en outre 'accumulation d’un exces de
carbone sous la forme de glucides a 3 atomes de carbone. Cet excés de carbone peut étre
temporairement stocké dans le chloroplaste sous forme d’amidon ou exporté vers le cytosol
ou ils sont convertis en saccharose (Moses and Calvin, 1959; Hopkins, 1995) (Figure 5).

3.1.3.1.3 Le devenir des photoassimilats

Les mécanismes de répartition des photoassimilats entre les différentes voies et les
différents organes sont nommés allocation et distribution du carbone. L’allocation carbonée
représente le devenir métabolique immédiat des produits de la photosynthése. Ainsi, les
assimilats peuvent étre utilisés pour les besoins liés au métabolisme de base et au maintien de la
biomasse de la feuille ou ils ont été produits. Ils peuvent également étre mis en réserve soit sous
forme d’'amidon dans le chloroplaste, soit exportés vers le cytosol ou ils sont convertis en
saccharose. Une fois exportés, les assimilats sont distribués entre les différents organes de la
plante selon les besoins (Hopkins, 1995).

Le transport des photoassimilats se fait dans les tissus du phloéme, constitués de tubes
criblés ; ce flux peut étre ascendant ou descendant (Delrot). La direction du transport sur de
longues distances est déterminée par les relations sources-puits. Un organe ou un tissu qui
produit plus d’assimilats que nécessaires a son propre métabolisme est une source, tandis qu'un
importateur d’assimilats est un puits. Les glucides sont ainsi transportés dans le phloéme par
un transfert de masse selon un gradient de pression hydrostatique de la source au puits. Les
méristemes, les feuilles apicales en développement, les tissus caulinaires non
photosynthétiques, les racines et les organes de mise en réserve sont les principaux puits. Le
comportement de certains organes comme source ou puits évolue avec le stade de
développement du végétal. Par exemple, les feuilles jeunes se comportent comme des organes
puits en retenant une partie importante du carbone nouvellement fixé pour subvenir a leur
croissance, mais elles deviennent des sources a maturité (Hopkins, 1995).

3.1.3.2 Les types métaboliques du point de vue photosynthétique

On dénombre trois types métaboliques chez les végétaux vasculaires : la photosynthese
en C3, en C4 et le métabolisme crassulacéen (CAM). Ils sont définis par la premiére réaction
de fixation du dioxyde de carbone qu'’ils mettent en jeu.

3.1.3.2.1 Bilan photosynthétique en C3

Les plantes en C3 sont les plantes qui incorporent le carbone uniquement par
I'intermédiaire du cycle de Calvin. Le premier produit dans lequel le dioxyde de carbone est
incorporé est dans ce cas le 3-phosphoglycérate (3-PGA), acide a 3 atomes de carbone, d’ou la
dénomination « C3 ». Les végétaux des régions tempérées ou froides, notamment la plupart des
plantes de culture occidentales et de leurs ancétres appartiennent a ce groupe.

Les plantes qui utilisent le cycle de Calvin pour fixer le carbone sont également soumises
a un processus inverse qui libere du dioxyde de carbone : la photorespiration. La source du CO-
est le cycle photosynthétique d’oxydation du carbone (PCO), dont la premiére étape, également
catalysée par la RuBisCO, conduit a l'oxydation et a la carboxylation du RuBP en présence
d’oxygene. In fine, ce cycle provoque la libération de CO; et le retour du carbone restant dans le
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cycle de Calvin (Hopkins, 1995). Chez les plantes en C3, la photorespiration des feuilles est
toujours beaucoup plus importante que leur respiration a I'obscurité (environ 5 fois plus)
(Jolivet and Moyse, 1982). Le minimum de concentration en dioxyde de carbone a partir duquel
la photosynthése 'emporte (point de compensation du COz) est d’environ 50 pL L1 d’air.

De nombreux végétaux de type C3 sont adaptés aux éclairements faibles; méme les
plantes héliophiles de ce groupe ont un plateau de saturation lumineuse généralement peu
élevée, inférieur a 150 ou 200 W m-2.

3.1.3.2.2 Bilan photosynthétique en C4

Chez les plantes en C4, le premier produit carboné est un acide a 4 atomes de carbone
(I'oxaloacétate). Excepté dans les régions tropicales et subtropicales, les plantes en C4 tels que le
mais (Zea mays L.), la canne a sucre (Saccharum officinarum L.) ou le sorgho (Sorgum bicolor),
sont beaucoup moins abondantes que les plantes de type C3, et leurs caractéristiques sont
différentes. En effet, ces plantes ont mis en place un mécanisme de concentration du dioxyde de
carbone dans des cellules spécialisées pour sa fixation et évitent ainsi la perte de CO; par
photorespiration. De ce fait, les plantes en C4 ont un point de compensation pour le CO; et un
taux de photorespiration tres bas. Elles sont capables de maintenir une photosynthese élevée
alors que la concentration en dioxyde de carbone est trés faible, ou en cas de stress hydrique
(Hopkins, 1995). D’autre part, le rendement énergétique aux faibles éclairements des plantes en
C4 est inférieur a celui des plantes de type C3, mais elles utilisent beaucoup mieux les forts
éclairements. Ainsi, leur plateau de saturation lumineuse n’est pas atteint a 500 W m2 (Jolivet
and Moyse, 1982).

3.1.3.2.3 Le métabolisme crassulacéen

Le métabolisme crassulacéen (CAM) est un autre moyen de maintenir une activité
métabolique forte pour les plantes qui vivent dans des habitats ou la disponibilité en eau est tres
faible (climats chauds et arides). Celles-ci ont un cycle d’ouverture/fermeture des stomates
inversé : ils sont ouverts la nuit (période de faible stress hydrique) et fermés le jour (fort stress
hydrique), d’ou une fixation nocturne du CO; (Hopkins, 1995).

3.1.3.3 Les facteurs limitants de la photosynthese

La photosynthese et la productivité des plantes sont sous l'influence de nombreux facteurs
génétiques et environnementaux, comme la lumiere, la disponibilité en dioxyde de carbone, la
température, 'hygrométrie de l'air et du sol, les nutriments et la structure de la canopée.
L’intensité de la photosynthese augmente dans une zone comprise entre le point de
compensation lumineux et le plateau de saturation. Dans la mesure ou l'irradiance change
continuellement au cours de la journée et des saisons, le gain de carbone a long terme dépend de
I'énergie lumineuse recue en cumulé pendant les périodes de croissance (Hopkins, 1995).
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3.2 TRANSFERTS DU TRITIUM A LA VEGETATION

Le transfert du tritium a la végétation dépend avant tout de la forme chimique considérée.
Tandis que I'eau tritiée (liquide ou vapeur) pénétre facilement et rapidement dans les plantes, le
tritium gazeux (HT) est trés peu absorbé par la végétation du fait de sa tres faible solubilité dans
I'eau (Belot et al., 1996).

En outre, deux voies de transfert principales du tritium aux végétaux sont a considérer : il
s’agit de I'absorption par voie foliaire du tritium atmosphérique et de I'absorption par voie
radiculaire du tritium contenu dans la solution du sol (Elwood, 1971; McFarlane et al., 19793;
IAEA, 2007a).

Le schéma général des transferts du tritium de l'environnement a la végétation est
présenté Figure 6. Quelque soit le mode de transfert du tritium a la plante, il rejoint le pool d’eau
tissulaire du végétal.
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Figure 6 : Schéma général des transferts du tritium de I'environnement a la végétation.
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3.2.1 ABSORPTION DES DIFFERENTES ESPECES CHIMIQUES PAR LA VEGETATION

3.2.1.1 HTO

Le tritium est facilement incorporé sous forme d’eau tissulaire dans les organismes
biologiques. Cette fraction est particulierement importante dans les plantes, dont le contenu en
eau représente 80 a 95% de la masse fraiche, selon I'espece et le stade de développement
considéré (McFarlane et al,, 1979a). A titre d’exemple, la fraction massique en eau représente en
moyenne 85% de la masse fraiche dans les fruits, 75% dans les tubercules mais elle peut étre
inférieure a 10% dans certains organes de réserve comme les graines (IAEA, 2007a).

3.2.1.2 HT

Le tritium sous forme d’hydrogene tritié n’est pas absorbé par la végétation en raison de
sa trés faible solubilité dans I'eau (Belot et al., 1996). Dans la plupart des cas, la contamination
des plantes par le tritium gazeux (HT) implique I'oxydation préalable de cette forme chimique en
eau tritiée (HTO) au niveau des parties aériennes des végétaux (Belot, 1986; Spencer and
Dunstall, 1986; Ichimasa et al., 1999) ou du sol (Stewart, 1971; McFarlane et al., 1978, 1979b;
Belot, 1986; Bunnenberg et al,, 1986; Spencer and Dunstall, 1986; Diabaté and Honig, 1988;
Foerstel, 1988; Amano et al., 1995; Ichimasa et al, 1999). Dans les conditions climatiques
usuelles des régions tempérées, le taux de conversion de I'hydrogene tritié en eau tritiée dans
les sols ou sur les surfaces foliaires est tres élevé. Des valeurs de ce taux de conversion
comprises entre 0,104 et 1,64 Bq par min et par gramme de matiere fraiche ont été mesurées
pour des plants de laitues (McFarlane, 1978). En raison de cette oxydation rapide de HT, le
mécanisme du transfert du tritium de I'environnement aux plantes peut étre globalement
assimilé a celui de I'absorption de I'eau tritiée.

3.2.1.3 Autres especes chimiques transférées

Pour étre exhaustif, on peut mentionner I'absorption possible de méthane tritié (CHsT) ou
de formaldéhyde tritié (Diabaté and Strack, 1993; Amano, 1995). Toutefois, les concentrations
(naturelles et artificielles) de ces deux espéces chimiques sont tres faibles ; par conséquent le
transfert de ces composés aux végétaux peut étre négligé (Mason et al., 1971; McFarlane et al,,
1979b; Diabaté and Strack, 1993).

3.2.2 VOIES ET MECANISMES D’ABSORPTION DU TRITIUM PAR LA VEGETATION

Le transfert du tritium aux plantes chlorophylliennes s’effectue selon deux modes
principaux : par voie radiculaire (via les racines) et par voie foliaire (via les stomates). Tous les
auteurs ne sont pas d’accord sur I'importance de ces deux phénomenes.
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3.2.2.1 Voie radiculaire : transfert du tritium par flux en masse

L’absorption d’eau par les racines entraine le transfert aux végétaux du tritium contenu
dans le sol. L’eau tritiée emprunte globalement les mémes voies biologiques que 'eau au sein
des plantes. L’eau tritiée du sol est ainsi absorbée et transportée dans le xyléme par un
mouvement de «flux en masse» du fait d'un gradient d’énergie (Murphy, 1993) lié a
I'évaporation de I’eau au niveau des feuilles (Murphy, 1984). Cette voie d’exposition au tritium
dépend fortement de la concentration et de la distribution de I'eau tritiée dans le sol ainsi que
des caractéristiques du sol (structure, texture, teneur en eau...). L’'espéce végétale considérée,
son stade de développement et I'état de son systéme radiculaire sont également des parametres
susceptibles de moduler les transferts (McFarlane et al., 1979a).

3.2.2.2 Voie foliaire : transfert du tritium par diffusion

L’absorption de l'eau atmosphérique (tritiée ou non) par les parties aériennes des
végétaux (principalement les feuilles) repose sur la diffusion de vapeur a travers les stomates.
Ce phénomene diffusif est contr6lé par les conditions climatiques (température, hygrométrie,
lumiére) et les caractéristiques physiologiques de la plante (taille et densité des stomates,
facteurs hormonaux) (Eisenbud et al., 1978; McFarlane et al., 1979a). La vitesse de dépot sur le
couvert végétal dépend en outre des caractéristiques de la plante telles que la surface de ses
feuilles. Une faible fraction de 1'eau échangée, en général moins de 10%, diffuse a travers la
cuticule (couche extérieure protectrice) des feuilles (Hopkins, 1995; Bargel et al., 2004) (cf.
3.2.2.4).

Lorsque les conditions climatiques sont adéquates, les stomates des plantes en C3 sont
ouverts en journée (ala lumiere) et partiellement fermés la nuit (a 'obscurité). De ce fait, malgré
un taux de transpiration élevé, I'absorption de vapeur d’eau tritiée atmosphérique est plus
rapide le jour que la nuit (Kline and Stewart, 1974; McFarlane et al., 1979a; Garland, 1982;
Couchat et al,, 1983; Spencer, 1984; Belot, 1986; Murphy, 1993; Diabaté and Strack, 1997). A
I'intérieur de la chambre sous-stomatique, la vapeur d’eau tritiée rejoint la couche de solvant
aqueux qui tapisse la cavité (McFarlane et al,, 1979a). Le tritium suit alors le devenir de I'eau
dans le végétal ; il peut étre transpiré hors de la plante ou transporté vers les différents organes
par diffusion (McFarlane et al., 1979a; Murphy, 1993; IAEA, 2007a). En fonction du taux de
transpiration, le temps de séjour du tritium dans les feuilles du végétal est plus ou moins long
(Cline, 1953; Aronoff and Choi, 1963; Raney and Vaadia, 1965; Koranda and Martin, 1971; Kline
and Stewart, 1974; Eisenbud et al,, 1978; McFarlane et al., 1979b; Amano and Garten, 1991;
Raskob, 1995). En effet, lorsque le déficit de pression de vapeur entre I'atmospheére et les feuilles
est faible (forte humidité de I'air), la demande évaporative est faible. Dans ces conditions de
faible transpiration, un mouvement basipete de I'’eau (du haut vers le bas) peut s’établir dans la
plante. L’absorption d’eau (et par conséquent d’eau tritiée) au niveau des racines est alors tres
limitée et la diffusion a travers les stomates est la voie prépondérante de transfert du tritium
(McFarlane et al,, 1979a; Diabaté and Strack, 1997; IAEA, 2007a). Lorsque 'humidité relative de
I'air décrotit, le déficit de pression de vapeur et la demande évaporative augmentent jusqu’a un
certain point, ce qui a pour effet de diluer I'absorption de vapeur d’eau atmosphérique au niveau
des feuilles. Dans le cas limite ou l'air serait totalement sec (physiquement impossible), il n’y
aurait pas de vapeur d’eau atmosphérique et donc pas de transfert aux feuilles. La concentration
en eau tritiée dans les parties foliaires tendrait alors vers la concentration en tritium dans le flux
d’eau transpirée, c'est-a-dire celle de I’eau du sol (IAEA, 2007a).

La résistance stomatique (généralement exprimée s cm!) détermine le flux gazeux qui
traverse la surface des feuilles. Elle joue un role d’autant plus important que la plante est
soumise a des conditions d’obscurité ou de sécheresse, qui entrainent une fermeture de
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'ostiole. De ce fait, le transfert a travers les stomates constitue le plus souvent I'étape limitante
pour la capture de HTO (Kurzeja et al, 1988; Belot et al., 1996). La détermination de la
résistance stomatique est donc primordiale dans toute étude portant sur l'incorporation par
voie foliaire du tritium atmosphérique.

3.2.2.3 Importance relative des phénomenes évaporatifs et diffusifs

Dans des conditions climatiques et environnementales normales, le mouvement de I'eau
(et donc de HTO) s’établit a travers le xyleme depuis les racines jusqu’a sa transpiration au
niveau des feuilles (cf. 3.1.2). Du fait de la transpiration, le transfert du tritium aux plantes par
voie radiculaire devrait donc étre prépondérant par rapport au transfert par voie foliaire
(McFarlane et al.,, 1979a). Cependant, tous les auteurs ne sont pas d’accord sur l'importance
relative des phénomenes de diffusion et de transpiration de l'eau tritiée au sein de la plante.
Pour Mc Farlane et al. (1979), I'absorption d’eau tritiée au niveau des racines représente une
voie de contamination plus importante que la diffusion du tritium par voie foliaire dans des
conditions de culture agricole normales (McFarlane et al., 1979a). D’autres auteurs soutiennent
au contraire I'hypothése que la concentration en tritium de I'eau circulant dans la plante est
principalement due a la contribution atmosphérique (Diabaté and Strack, 1997; IAEA, 2007a).
Ainsi, Raskob (1995) mentionne une absorption par voie atmosphérique environ quatre fois
plus importante que par voie radiculaire (Raskob, 1995).

Plusieurs éléments peuvent expliquer ces différences de positions relevées dans la
littérature concernant I'importance relative des voies de transfert du tritium a la végétation.
Tout d’abord, les flux d’eau au sein des plantes sont trés dépendants des conditions
environnementales. Selon la température, 'hygrométrie et méme 'éclairement, la voie de
transfert de 'eau (et donc du tritium) prépondérante peut varier (cf. 3.2.2.2).

En outre, les phénomenes de transfert du tritium par voie foliaire et radiculaire sont
indirectement liés. En effet, dans la réalité, une part du tritium atmosphérique se dépose au sol
et le contamine. De ce fait, méme lorsque la source originelle du tritium est purement
atmosphérique, le sol devient rapidement une source secondaire de contamination des végétaux
(Dinner et al, 1980; Amano and Garten, 1991). Inversement, la majeure partie du tritium
présent dans le sol est réémis dans 'atmospheére. Par conséquent, la captation par les feuilles de
vapeur d’eau tritiée due a l’évaporation d'un sol contaminé est une voie indirecte mais
importante de transfert du tritium a la végétation (Foerstel et al.,, 1987; Belot et al., 1988; Okada
and Momoshima, 1993; Amano et al., 1995; Taschner and Bunnenberg, 1997; Yokoyama et al,,
2004).

Enfin, 'absorption du tritium dépend de I'espéce végétale, de 'organe considéré, et du
stade de développement au moment de I'exposition. Ainsi, Choi et al. (2002) ont observé des
concentrations en tritium dans 'eau tissulaire des feuilles de plants de riz (Oryza sativa L.) plus
importantes que dans les épis et plus faibles que dans les tiges, variant d’'un facteur 10 selon
I'organe considéré (Choi et al, 2002). Amano et al. (1995) ont également reporté des
concentrations plus élevées dans l’eau circulant dans les pétioles et les feuilles de plants de
tomates que dans les fruits (Amano et al., 1995).

3.2.2.4 Transfert cuticulaire du tritium

La transpiration d’eau par les feuilles est un phénomene permettant I'équilibre hydrique
de la plante (cf. 3.1.2). La diffusion de la vapeur d’eau a travers les stomates (transpiration
stomatique) représente 90 a 95% de la perte d’eau par les feuilles. Les 5 a 10% restants sont
évacués par transpiration cuticulaire. Bien que la cuticule soit constituée de cires et de
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composés hydrophobes, de faibles quantités de vapeur d’eau sont capables de la traverser
(Hopkins, 1995; Bargel et al., 2004). De ce fait, la diffusion de vapeur d’eau tritiée a travers la
cuticule des feuilles est possible, mais en tres faibles quantités. Mathématiquement, le transfert
d’eau tritiée a travers la cuticule est inclus dans le parameétre de résistance stomatale de
modeles tels que UFOTRI ou FDMH dans RODOS (Raskob, 1993; Melintescu and Galeriu, 2005).
UFOTRI considére par exemple une valeur égale a 10 fois la résistance stomatale minimum des
feuilles. Néanmoins, les données expérimentales montrent une variabilité importante de ce
parameétre.

3.2.2.5 Cas particuliers

3.2.2.5.1 Plantesen C4

Le métabolisme des plantes en C4 leur assure un haut rendement photosynthétique méme
en cas de stress hydrique important (cf. 3.1.3.2.2). Leur taux de transpiration plus faible diminue
I'apport d’eau par voie radiculaire et la fermeture des stomates ralentit le phénomene de
transpiration au niveau des feuilles. Par conséquent, pour des conditions d’exposition identiques
au tritium, la concentration dans I'eau tissulaire des plantes est légerement plus faible dans les
plantes de type C4 que dans les plantes de type C3 (Kim and Baumgartner, 1994).

3.2.2.5.2 Plantes non vasculaires et champignons

Les champignons et les plantes non vasculaires telles que les mousses ou les lichens ne
possedent ni de cuticule ni de stomates capables de controler les échanges de vapeur d’eau. De
ce fait, I'absorption d’eau, tritiée ou non, par ces organismes est trés rapide (Eisenbud et al,,
1978; Golubev et al,, 2003). Par exemple, le thalle des lichens est ouvert de facon permanente,
ce qui conduit a I'absorption de quantités d’eau importantes (Golubev et al., 2003). De plus, le
métabolisme trés spécifique de ces organismes entraine I'absorption rapide d’éléments déposés
a leur surface, tels que des radionucléides ou d’autres composés chimiques. Des études
réalisées sur des échantillons prélevés a proximité d'une source de rejet ont confirmé que la
concentration du tritium sous forme organique est plus importante dans les lichens que dans les
végétaux vasculaires annuels (Ichimasa et al., 1989; Golubev et al., 2002a; Daillant et al., 2004a;
Daillant et al,, 2004b). Cependant, la détermination de I'dge des lichens est délicate et leur
métabolisme biologique demeure mal compris, ce qui rend difficile toute conclusion générale
concernant 'absorption et I'incorporation du tritium au sein de ce type d’organismes (Vichot et
al,, 2008a).

3.2.2.5.3 Autres cas

Certaines espéces aux morphologies et aux besoins écologiques particuliers (héliophytes,
roseaux...) présentent des taux de transpiration élevés, de 'ordre de 3 a 10 mmol H,0 m2 s1
(Larcher, 2003). De ce fait, ces plantes sont capables d’échanger de grandes quantités d’eau avec
leur environnement sur des périodes de temps trés courtes. Bien qu’aucune donnée
expérimentale concernant 'absorption d’eau tritiée dans ce type de végétaux ne soit disponible,
il est probable que le comportement de ces especes soit particulier concernant les échanges de
tritium.
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3.2.3 ELIMINATION DE L’EAU TRITIEE PAR TRANSPIRATION DES VEGETAUX

3.2.3.1 Cas d’une contamination par voie atmosphérique

La persistance du tritium dans les végétaux suite a une exposition atmosphérique est tres
largement liée au taux de transpiration des plantes. La majeure partie de I'eau tritiée présente
dans les feuilles est en effet emportée en quelques heures par l'eau de transpiration. Une
fraction beaucoup plus faible de la quantité initiale de tritium absorbée est évacuée avec une
demi-vie beaucoup plus longue (quelques dizaines d’heures) suite a la décontamination des
compartiments les moins accessibles. Une fraction infime, correspondant a I'élimination des
atomes de tritium ayant été incorporés a la fraction organique échangeable, est éliminée en
plusieurs centaines d’heures (Belot et al., 1996).

3.2.3.2 Cas d’'une contamination par voie radiculaire

La concentration du tritium dans l'eau des racines est sensiblement égale a sa
concentration moyenne dans I'eau de la zone du sol ou se développent les racines (Belot et al,,
1996). La concentration dans les feuilles de la plante reste inférieure mais suit assez fidelement
la concentration dans la solution du sol, et décroit au méme rythme. Par conséquent, le temps de
résidence du tritium dans les plantes se développant sur un sol contaminé dépend directement
du temps de résidence du tritium dans ce sol (Belot, 1986; Belot et al., 1996). Ce temps de
résidence est plus long que lorsque la contamination se fait exclusivement par voie foliaire car
c’est le sol qui impose la période biologique du tritium observé dans I'eau tissulaire des plantes.
Il est typiquement de I'ordre de quelques jours.

3.2.4 CINETIQUES D’ABSORPTION ET D’ELIMINATION DU TRITIUM DANS LES VEGETAUX

De part la difficulté de réaliser des expériences sur le long-terme, les études portant sur
I'exposition chronique au tritium ont majoritairement été réalisées en conditions réelles sur la
végétation se développant a proximité d’installations nucléaires (Murphy et al., 1982; Amano
and Kasai, 1988; Amano and Garten, 1991; Murphy et al., 1992; Amano et al., 1995; Evenden et
al., 1998; Hisamatsu et al., 1998; Davis et al., 2002; Davis et al., 2005b). Ces études ont montré
que l'activité en tritium dans l'eau tissulaire des organismes tend vers un équilibre avec les
activités présentes dans l'environnement, a condition que I'exposition soit assez longue et de
niveau stable. Dans les végétaux, les concentrations en tritium résultent de la mise a I’équilibre
entre I'eau tissulaire de la plante (systéme racinaire et parties aériennes) et les compartiments
environnementaux (atmosphere et sol). Il est important de noter que le terme d’« équilibre » ne
correspond pas a une égalité de concentration entre les compartiments mais a un état de
stabilité.

3.2.4.1 Cinétiques d’absorption

De nombreuses études ont porté sur les cinétiques d’absorption du tritium par les plantes,
principalement suite a une exposition atmosphérique a l'eau tritiée. Plusieurs facons d’exprimer
les cinétiques d’absorption, ainsi que I’'état d’équilibre, ont été proposées.
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3.2.4.1.1 Cinétiques d’absorption du tritium par voie atmosphérique

Différents modeles et relations ont été proposés afin d’exprimer les cinétiques
d’absorption de 'eau tritiée par les plantes. Des expériences portant sur différents végétaux tels
que des plants de tomates (Solanum lycopersicum L.), de tournesol (Helianthus annuus L.), ou de
I'herbe ont montré que la concentration en tritium dans l'eau tissulaire suit une loi
exponentielle, fonction du temps d’exposition au tritium (Kline and Stewart, 1974; Couchat et al.,
1983; Spencer, 1984), selon la relation (7).

plante C plante
TFWT = TFWT X (1 — e—k.t )
C air C air [7)
HTO /, HTO g
Avec:
laitl
Crawr ratio de l'activité dans 'eau tissulaire de la plante et de 'activité dans la vapeur
Ciro J, d’eau de I'air a I'instant ¢ (sans unité)
C plante
TRWT ratio de l'activité dans I'eau tissulaire de la plante et de 'activité dans la vapeur
Ciro /. d’eau de I'air a I'équilibre (sans unité)
éq
k constante d’absorption de I'eau tritiée (h-1)
t temps écoulé depuis le début de I'exposition (h)

Le temps requis pour atteindre I'équilibre (t.;) entre les concentrations de I'eau libre du
végétal et celle de la vapeur d’eau atmosphérique selon la relation (7) est souvent utilisé pour
quantifier 'absorption du tritium. Lorsque l'origine de I’exposition au tritium est uniquement
atmosphérique, cet équilibre est atteint en quelques heures pour des conditions diurnes
normales et stables. Le temps nécessaire pour atteindre la moitié de la concentration a
I'équilibre dans I'eau tissulaire (t.q1,2) est également utilisé.

La constante d’absorption du tritium au sein de 'eau tissulaire des plantes (k) est liée au
temps de demi-équilibre par la relation (8) :

In(2
teq1/2 = % (8)

Cette constante d’absorption est généralement inférieure a 1 h-1, cependant elle dépend du
moment de la journée auquel l'exposition au tritium survient (cf. Tableau 5). En effet,
I'absorption du tritium par voie atmosphérique via les stomates est plus rapide en conditions
diurnes qu’en conditions nocturnes (Couchat et al., 1983) (cf. 3.2.2.2).

Une autre fagon de quantifier I’absorption atmosphérique du tritium par les plantes est de
calculer le rapport de la concentration dans I'eau tissulaire de la plante (TFWT) a celle de la
concentration de I'eau tritiée de I'air (HTO) en conditions d’équilibre. Ce ratio (TFWT/HTO
atmosphérique) est toujours inférieur a l'unité. En effet, les mécanismes de renouvellement
permanent de I'eau au sein de la plante, notamment la transpiration et I'absorption d’eau du sol,
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conduisent a une dilution du tritium au sein de l'eau tissulaire. Ceci explique que la
concentration en tritium de l'eau libre de végétaux exposés a de la vapeur d’eau tritiée reste
toujours inférieure a la concentration en tritium de I'’eau atmosphérique, méme apres un temps
d’exposition suffisamment long pour atteindre l'équilibre entre les deux compartiments
(Eisenbud et al., 1978; Spencer, 1984; Belot, 1986; Amano et al.,, 1995). De plus, la valeur du
ratio TFWT/HTO atmosphérique évolue fortement au cours de la journée, en fonction des
variations de I’hygrométrie de I'air (Davis et al., 2002).

Un certain nombre de données expérimentales concernant l'estimation des temps
caractéristiques (teq et teqi/2), de la constante d’absorption (k) et du ratio TFWT /HTOatmosphérique
pour des conditions diurnes d’équilibre sont rassemblées dans le Tableau 5 (Kline and Stewart,
1974; Dinner et al., 1980; Guenot and Belot, 1984; Spencer, 1984; Murphy, 1993; Choi et al,,
2002; Davis et al., 2002).

3.2.4.1.2 Cinétiques d’absorption du tritium par voie racinaire

Des expériences d’absorption du tritium par voie racinaire ont été effectuées sur des
plants de haricots (Phaseolus vulgaris) (Cline, 1953; Biddulph and Cory, 1957) de tournesols
(Helianthus annuus L.) et de tabac (Nicotiana rustica L.) (Raney and Vaadia, 1965). Lors de ces
expériences, des plants cultivés sur substrat non radioactif ont été transférés sur une solution
nutritive tritiée. Il a ainsi été observé que la concentration en tritium de I’eau circulant dans les
tiges et les pétioles de feuilles matures approchait progressivement de celle de la solution
nutritive en quelques heures, tandis que I'équilibre était plus long a atteindre dans les
ramifications terminales des feuilles. En revanche, la concentration en tritium dans le limbe des
feuilles a I'équilibre est demeurée plus faible, n’atteignant au maximum que 70% celle de la
solution nutritive. Ceci s’explique probablement par I’échange de vapeur d’eau avec
I'atmospheére au niveau des parties foliaires (Raney and Vaadia, 1965).
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Lo \ - Conditions teq1/2 teq k TFWT
Référence Espece végétale expérimentales (h) (h) (h1) JHTO
(Murphy, 1993) végétation en général Non disponibles - 0_’225 0(;7872-
9 expériences a différents
. moments de la journée:
Choi et al,, riz
( Z%IOeZ)a (Oryza sativa L.) T=251-3438°C ) 1 ) )
v ' HR = 61,4 - 94,2%
L~234-678Wm?
feuilles de plants de
pomme de terre
(Guenot and (Solanum tuberosum L.) Exposition de 4h
Belot, 1984) agés de 2-3 mois T=29-30°C - 0,75 - -
’ et plants de vigne HR=26-28%
(Vitis vinifera L.) au stade
de floraison
feuilles d’herbe Eclairement 11 - 063 066"
(Kline and (lumiére du jour)
Stewart, 1974 dclai
) tiges d’herbe Alternance eclgl{‘ement/ 33 - 0,02 0,07*
obscurité
feuilles jeunes de plants de Cycle alterné :
A 1o 29 - 0,019 -
tomate (Solanum 16h d’éclairement: 0,43
; 37 0,024
lycopersicum L.) T=23°C+1°C
feuilles agées de plants de HR=70£2%
(Spencer, 1984) tomate L ~ 500 umol m2 s-1 7 - 0,104 0,46
8h d’obscurité :
tomates T=18°C+1°C 17 - 0,010 - 019
(fruits verts) HR = 62 + 2 % 69 0,042 ’
feui :
euilles de lfntue ) ) ) 0.50
(Lactuca sativa L.)
(Davis et al,, fruits de tomate Cycle circadien ] ] ) 0.68
2002) (Solanum lycopersicum L.) naturel (éte) ’
0,32 -
herbe - - 0,84
Cycle alterné :
16h d’éclairement: 0,45 -
i 5 - 0,14 ’
feu1llei(;irre1§>g:nts de T=23°C+1°C 0,80
(Dinner et al., (Solanum lycopersicum L.) HR=70+2%
1980) ) L ~ 360 umol m2 s-1
Concombre (fruit) ) o
] ) 8h d’obscurité : 020 -
(Cucumis sativus L.) T=18°C+1°C 200 - 0,003 (') 50
HR =70 +2 % '

Rem. (*) : valeurs établies a partir de graphes donnés par les auteurs.

Tableau 5 : Valeurs expérimentales des temps d’équilibre (teq et teq1,2), des constantes
d’absorption (k) et des ratios TFWT/HTOammosphérique Obtenues pour différentes espéces
végétales et conditions expérimentales (T: température, HR: humidité relative, L:
éclairement).
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3.2.4.2 Cinétique d’élimination

Quelle que soit la voie d’exposition (foliaire ou racinaire), la majeure partie du tritium
absorbée intégre rapidement I'eau tissulaire du végétal. Le temps de résidence du tritium dans la
plante est de ce fait intimement lié au renouvellement de 'eau, qui s’effectue en général en
quelques heures (Elwood, 1971). Plusieurs auteurs ont montré sur la base de données
expérimentales que le temps de résidence du tritium dans les végétaux est lié a sa libération
successive sous forme d’eau tritiée par trois compartiments (cf. 3.2.3.1). Pour chacun de ces
compartiments, une constante d’élimination et un temps de demi-vie peuvent étre déterminés.
Ces données caractéristiques interviennent dans la modélisation de la courbe d’élimination du
tritium comme la somme de trois fonctions exponentielles décroissantes (Belot, 1986; Diabaté
and Strack, 1990; Brudenell et al., 1997), selon une relation du type (9):

(cpme), = (Cane),., [1- exp(-k,t) - exp(-k,t) ~exp(-kt)]  (9)

Avec:
((;Tp'ame)f concentration dans I’eau tissulaire de la plante en fin d’exposition (Bq L)
n
( plante | concentration dans I’eau tissulaire de la plante a 'instant ¢ (Bq L)
kl ,kz ,k3 constantes d’élimination du tritium correspondant a chaque fonction
exponentielle (h1)
t temps écoulé depuis la fin de 'exposition (h)

Le premier compartiment correspond au tritium présent dans I'eau tissulaire de la plante
et représente a lui seul pres de 99% du tritium initialement absorbé. Cette fraction est éliminée
trés rapidement via la transpiration de la plante, avec une demi-vie (T1) généralement inférieure
a 1h (Koranda and Martin, 1971; Anspaugh et al.,, 1973; McFarlane et al., 1979b; Guenot and
Belot, 1984; Belot, 1986; Brudenell et al., 1997). Le second compartiment relargue 1% du
tritium incorporé, provenant de pools d’eau tritiée moins accessibles (Belot, 1986).
correspond a la dilution lente de I'eau liée colloidalement (Cline, 1953; Choi et al.,, 2005). Le
temps de résidence moyen dans ce compartiment est de 'ordre de quelques dizaines d’heures
(Koranda and Martin, 1971; Anspaugh et al,, 1973; Guenot and Belot, 1984; Brudenell et al,,
1997). Un dernier compartiment est parfois identifié, correspondant a la décontamination des
tissus marqués de fagcon échangeable du fait de la circulation d’eau tritiée dans les vaisseaux du
phloeme, ou de la dégradation de molécules organiques (Koranda and Martin, 1971; Garland
and Ameen, 1979; Guenot and Belot, 1984; Brudenell et al., 1997). Cette fraction infime du
tritium initialement absorbée est éliminée avec un temps de demi-vie de plusieurs centaines
d’heures.

Les périodes et les constantes d’élimination ont été déterminés expérimentalement pour
un certain nombre de végétaux (Koranda and Martin, 1971; Anspaugh et al., 1973; Kline and
Stewart, 1974; lyengar et al,, 1981; Guenot and Belot, 1984; Brudenell et al., 1997; Keum et al,,
2006). Quelques exemples sont donnés dans les Tableau 6 et Tableau 7. L’eau tissulaire ayant un
role trés largement prépondérant, la constante d’élimination globale du tritium de la plante est
souvent assimilée a celle de ce compartiment (k1). Les résultats expérimentaux mentionnés dans
les Tableau 6 et Tableau 7 font apparaitre une élimination du tritium nettement plus lente en
conditions nocturnes qu’en conditions diurnes, ce qui est cohérent avec la réduction du taux de
transpiration des plantes la nuit (Kline and Stewart, 1974; Brudenell et al, 1997).
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7 N ;. ipn ;. T1 k1 T, Ts
Référence Espece végétale Conditions expérimentales (min) (min1) (h) (h)
pomme de terre B ition de 4h
xposition de
Sol tub L.
sy o) w0 o w0 a0
’ o vien HR =26 - 28 %
(Vitis vinifera L.)
Conditions artificielles
d’éclairement durant
I'exposition:
T=25°C
HR=50%
(Brudenell et chou L ~ 200 pmol m? s°1 53 0013 152 48
al,, 1997) (Brassica oleracea L.) e .
puis élimination en conditions
naturelles :
T=9,7-30,4°C
HR=35-99%
L~0-861Wm=
(Anspaugh et luzerne . .
Non d bl 45 0,015 25 -
al,, 1973) (Medicago hispida L.) on cisponibies
1
e dl_ca‘;e;?;i daL) Exposition de 1 h 09 0770 17 270
avoine Exposition atmosphérique de i i
(Avena sativa L.) 0,5h >5 0,012
(Koranda and tourneas:rluglc;lilz)anthus Exposition a(t)néo}fpherlque de 20 0,035 i i
Martin, 1971) : !
mais Exposition atmosphérique de 35 0020 i i
(Zea mays L.) 0,5h ’
. NP Exposition atmosphérique de
pi nor (PI.nLIS 1 h en sac polyéthyléne, dans 74 0,009 Z
thunbergii) - 170
le milieu naturel
(Kline and herbe (tiges) Expositionde 2 h 25 0,028 - -
Stewart, 1974) herbe (feuilles) Expositionde 2 h 35 0,020 - -
(Keum et al., riz (épi) .
E tionde 1 h 30 0,023 - -
2006) (Oryza sativa L.) xposttion €e
laitue Exposition de 85 a 175 min 32 0.022
(Lactuca sativa L.) HR =100 % ’
chou Exposition de 85 a 175 min 45 0.0154
(Iyengar et al., (Brassica oleracea L.) HR =100 % ’
1981) piment (pousse) Exposition de 165 a 195 min 46 0.0152
Capsicum fruitescens L. HR =100 % ’
p
piment (racines) Exposition de 165 a 195 min 65 0.0107
(Capsicum fruitescens L.) HR =100 % ’

Tableau 6 : Périodes biologiques d’élimination (T;, T2 T3) du tritium obtenues en
considérant un modeéle exponentiel a compartiments, et constante d’élimination
correspondant au premier compartiment (ki), pour différents végétaux en conditions

diurnes.
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. Espeéce Conditions T: k1 (min-
Référence végétale expérimentales (min) 1) Tz (h) Ts(h)
] herbe (tiges) Exposition de 2 h 400 0,0017 - -
(Kline and
Stewart, 1974
) herbe Exposition de 2 h 2180 0,0003 - -
(feuilles)
exposition:
chou T=25°C
(Brudenell et al., . HR =50% i i
1997) (Brassica L ~ 200 pumol m2 s-1 780 0,0009

oleracea L.) A s
puis méme conditions

T et HR a I'obscurité

Tableau 7 : Périodes biologiques d’élimination (Ti, T, T3) du tritium obtenues en
considérant un modeéle exponentiel a compartiments, et constante d’élimination
correspondant au premier compartiment (k;), pour différents végétaux en conditions

nocturnes.

I est toutefois difficile de comparer les résultats des auteurs du fait des différences de
choix dans les végétaux étudiés (différence physiologique et morphologique, notamment de
conductance stomatique ou de capacité d'absorption racinaire), les temps d’exposition ou les
conditions météorologiques (hygrométrie, température, intensité lumineuse, vent,
précipitation...).

3.3 INTEGRATION DU TRITIUM ORGANIQUE DANS LES VEGETAUX

Les différentes formes chimiques du tritium ne sont pas intégrées de la méme facon au
sein de la fraction organique. L’eau tritiée (HTO) joue de loin le réle le plus important dans
I'incorporation du tritium sous forme organique via la photosynthese (Belot, 1986; Diabaté and
Strack, 1993). Comme il I'a été expliqué précédemment, la majeure partie de I'’eau absorbée par
les végétaux, qu’elle soit tritiée ou non, est rejetée a 'atmosphere par transpiration (cf. 3.1.2).
Moins de 5% de 'eau absorbée est finalement utilisée pour la croissance et le développement
des végétaux, et une fraction encore moindre intervient directement dans les réactions
biochimiques, notamment photosynthétiques (Hopkins, 1995). Finalement, la fraction
d’hydrogene converti en matiére organique est de 0,06% a 0,3% en moyenne pour les plants en
croissance (Kramer, 1969; Murphy, 1990). La fraction de tritium intégrée a la matiere organique
est encore plus faible du fait de la discrimination isotopique. La quantité de tritium incorporé a
la matiére organique est donc tres faible comparativement a la quantité de tritium circulant dans
I'eau de la plante.
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3.3.1 MECANISMES DE PRODUCTION DU TRITIUM ORGANIQUE CHEZ LES VEGETAUX

3.3.1.1 Production d’OBT a partir d’eau tritiée (HTO)

3.3.1.1.1 Mécanismes photosynthétiques

Les premiéres études concernant I'incorporation du tritium dans la matiere organique par
photosynthése ont été réalisées par Moses et Calvin en 1959 (Moses and Calvin, 1959). Leurs
travaux ont porté sur les mécanismes photosynthétiques chez une algue monocellulaire,
Chlorella Pyrenoidosa. Aprés des expositions de courte durée a I'eau tritiée (HTO) et au dioxyde
de carbone marqué (14CO), le tritium a été identifié dans les molécules correspondantes aux
premiers produits de la photosynthese (cf. 3.1.3.1.2): hexoses, sucres monophosphates (et
diphosphates), acides organiques, puis acides aminés. Moses et Calvin ont en outre montré que
le tritium pouvait étre incorporé a l'obscurité dans les molécules mises en jeu par le cycle
tricarboxylique et dans les acides aminés qui en dérivent, mais a une vitesse nettement plus
lente. IIs ont également observé que les composés marqués par le tritium étaient les mémes que
ceux marqués par le 14C lors d’'une exposition conjointe de ces deux radionucléides, démontrant
ainsi l'assimilation du tritium dans des molécules carbonées. Depuis leurs travaux, de
nombreuses études utilisant 'eau tritiée et le dioxyde de carbone marqué comme traceurs
radioactifs ont été menées afin de comprendre les mécanismes photosynthétiques (Biddulph
and Cory, 1957; Gage and Aronoff, 1960; Aronoff and Choi, 1963; Choi and Aronoff, 1966; Trip
and Gorham, 1968a, b; Thompson and Nelson, 1971; Peterson, 1982; Guenot and Belot, 1984).
Ces études ont confirmé que la photosyntheése est le processus le plus important d’assimilation
du carbone et de I'hydrogene (i.e. du tritium) organique non échangeable.

Diabaté et Strack (Diabaté and Strack, 1993) ont détaillé les processus biologiques
conduisant a la formation d’OBT. Suite a la photolyse de I'eau, de nombreuses réactions
surviennent au cours de la photosynthese, mettant en jeu des protons H+ ou des cations T+ (cf.
3.1.3.1.2). L’ensemble du cycle photosynthétique implique une série de réarrangements des
glucides conduisant a la production d'une grande variété de molécules organiques. Ainsi, les
atomes d’hydrogéne et de tritium sont incorporés aux molécules organiques via diverses liaisons
chimiques telles que : -C-H ou -C-T, -S-H ou -S-T, -N-H ou -N-T, -P-H ou -P-T.

3.3.1.1.2 Mécanismes non photosynthétiques

D’autres voies métaboliques telles que la respiration cellulaire ou le cycle des acides
tricarboxyliques peuvent conduire a lincorporation de tritium sous forme organique,
indépendamment du niveau d’éclairement (Moses and Calvin, 1959; Guenot and Belot, 1984;
Belot, 1986; IAEA, 2007a). Ces processus utilisent en partie les substances produites lors de
réactions photochimiques ; ils correspondent a I'utilisation et au réarrangement des molécules
organiques pour les besoins du végétal (demande d’énergie, croissance, renouvellement
cellulaire...) et non a une synthése autotrophe (Diabaté and Strack, 1997). D’autre part, une
multitude de réactions d’hydrogénation et de déshydrogénation ont lieu aux différents stades de
développement des plantes. Ces différents types de réactions entrainent le transfert d’atomes
d’hydrogene et de tritium d’'une molécule a une autre. L'incorporation du tritium organique via
ces diverses réactions est nettement moins importante que par photosynthése, mais néanmoins
significative. Il a ainsi été montré que le taux de formation de 'OBT est 3 a 5 fois plus faible en
conditions nocturnes (pas de photosynthése) qu’en conditions diurnes (Thompson and Nelson,
1971; Diabaté and Strack, 1993, 1997; Galeriu et al., 2008). Toutefois, les processus de formation
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du tritium organique la nuit ne sont pas trés bien compris et sont susceptibles d’étre influencés
par de nombreux facteurs tels qu'une humidité de I'air plus importante, une température plus
faible, et de ce fait des activités en tritium atmosphérique plus importantes qu’en journée. Ces
points, ainsi que des éléments propres au végétal (résistance stomatique notamment) doivent
encore faire I'objet de recherches approfondies.

3.3.1.2 Production d’OBT a partir d’hydrogéne tritié (HT)

Des expérimentations ont prouvé que I'hydrogeéne tritié (HT) peut étre impliqué dans
certains processus métaboliques autres que la photosynthése conduisant a la production de
matiere organique (Elwood, 1971; McFarlane, 1978; Sweet and Murphy, 1984; Belot, 1986).
Cependant, la vitesse de transfert (« deposition velocity ») de HT en OBT est trés faible. Elle a été
estimé entre 0,1 10-11 et 4,6 10-11 m s pour diverses especes végétales : laitue, tomate, choux, de
mais, et dans des graminées (Strack et al,, 1991). Ces valeurs tres faibles ont conduit a ignorer
cette voie de production de 'OBT dans la plupart des modeéles dosimétriques prédictifs (Diabaté
and Strack, 1993).

En outre, la voie principale de contamination des plantes par I'hydrogéne tritié implique
I'oxydation préalable de HT en HTO par les feuilles des végétaux ou par les microorganismes du
sol (Stewart, 1971; McFarlane et al., 1978, 1979b; Belot, 1986; Bunnenberg et al., 1986; Spencer
and Dunstall, 1986; Diabaté and Honig, 1988; Foerstel, 1988; Amano et al.,, 1995; Ichimasa et al,,
1999). Cependant, la fraction du tritium organique produit par cette voie est quantitativement
peu importante et généralement négligée dans les modeles.

3.3.1.3 Production d’OBT a partir d’autres composés tritiés

Dans une moindre mesure, il a été prouvé que le méthane tritié (CHsT) peut étre incorporé
directement a la matiere organique des végétaux (Amano, 1995). Toutefois, la production
(naturelle et humaine) de méthane tritié est extrémement faible a I’échelle des écosystémes; de
ce fait, I'exposition au méthane tritié est tres limitée (Mason et al.,, 1971; McFarlane et al., 19793;
Diabaté and Strack, 1993). Certains auteurs ont également reporté l'incorporation rapide du
formaldéhyde tritié au sein de la fraction organique du fait de ses fortes affinités chimiques avec
la matiére organique des plantes (Diabaté and Strack, 1993). En effet, le formaldéhyde se fixe
aux protéines des membranes cellulaires et aux acides aminés libres. Cependant, la fraction de
tritium organique formé de cette facon est négligeable en raison des concentrations infimes de
formaldéhyde naturellement présentes ou rejetées par les activités humaines.

3.3.2 FACTEURS D’INFLUENCE SUR LA PRODUCTION DU TRITIUM ORGANIQUE

De la méme fagon que la plupart des phénomenes biologiques, I'incorporation de tritium
sous forme organique, dépend de l'espece végétale, de l'organe considéré et du stade de
développement de la plante au moment de I'exposition au tritium. La quantité de tritium
incorporée dans les molécules organiques est également étroitement liée aux mécanismes
photosynthétiques. De ce fait, les facteurs limitants de la photosynthese, d’ordre climatique ou
physiologique, ont une influence directe sur la production de tritium organique (Indeka, 1981;
Arai et al., 1985; Diabaté and Strack, 1993; Amano et al., 1995).



Etude bibliographique 75

3.3.2.1 Espeéce végétale et organe concernés

La physiologie et les mécanismes biologiques propres a chaque espece végétale expliquent
une certaine variabilité dans 'incorporation du tritium sous forme d’OBT. En effet, les processus
métaboliques différent et ne se déroulent pas a la méme vitesse selon l'espéce considérée,
conduisant a la production plus ou moins rapide de molécules organiques différentes. En outre,
le phénomene de translocation qui sera détaillé dans le paragraphe 3.3.4 conduit a la
redistribution des molécules organiques photosynthétisées dans les différents organes de la
plante en fonction des besoins spécifiques de I'espece.

3.3.2.2 Molécule concernée

Le taux de formation de I'OBT dépend de I'activité métabolique et du renouvellement des
biomolécules contenant du tritium (Diabaté and Strack, 1993). Comme toute la matieére
organique constitutive des plantes vasculaires est produite via les mécanismes
photosynthétiques, le tritium organique est incorporé dans des molécules complexes telles que
les polysaccharides, les protéines, les lipides ou les acides nucléiques (Diabaté and Strack,
1993). Cependant, la variabilit¢é de composition biochimique entre les différents types de
molécules induit d'importantes différences dans la formation de liaisons, labiles ou non,
impliquant '’hydrogene et le tritium. En effet, le pourcentage d’atomes d’hydrogéne en position
non échangeable dépend principalement de la quantité de lipides dans la plante. Dans ces
derniers, constitués presque exclusivement d’atomes de carbone et d’hydrogene (liaisons C-H),
la fraction d’atomes d’hydrogene est d’environ 12%, dont 95 a 100% d’hydrogene en position
non-échangeable. Au contraire, la fraction d’atomes d’hydrogéne ne représente que 6,8% dans
les protéines, dont 75% en position échangeable (Diabaté and Strack, 1993).

3.3.2.3 Stade de développement de la plante

Plusieurs auteurs ont montré que l'incorporation du tritium sous forme d’OBT est
dépendante du stade de croissance et de développement de la plante (Choi et al., 2000; Atarashi-
Andoh et al, 2002; Choi et al,, 2002; Choi et al, 2005). Les caractéristiques biologiques du
végétal au moment de l'exposition au tritium (état physiologique, facteurs hormonaux...)
influent également sur la formation du tritium organique. Ainsi, Amano et al. ont observé, apres
12h d’exposition a 'hydrogéne tritié, des taux d’incorporation du tritium sous forme organique
plus élevés dans les jeunes feuilles de plants de komatsuna (Brassica rapa var. pervidis ou var.
komatsuna, communément appelé moutarde chinoise) que dans les feuilles les plus agées
(Amano et al., 1995). La teneur plus faible en eau ainsi que I'activité photosynthétique plus forte
dans les jeunes feuilles explique la production plus importante d’OBT. D’autres expériences
portant sur des plants de komatsuna, de radis (Raphanus sativus L.), et de tomates cerises
(Solanum lycopersicum L.) ont également montré que le taux d'incorporation de I'eau tissulaire
en tritium organique dépend fortement du stade de développement du végétal (Atarashi-Andoh
et al.,, 2002). Néanmoins, I'étude de I'incorporation du tritium sous forme organique a différents
stades de développement d’'un végétal cible exposé de fagon chronique au radionucléide durant
sa croissance n’a encore jamais été réalisée.
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3.3.2.4 Parameétres environnementaux

De nombreux facteurs environnementaux ont une influence sur les mécanismes
photosynthétiques, et par conséquent sur la production de tritium organique, tels que l'intensité
lumineuse, la concentration en oxygéne et en dioxyde de carbone, la température ou
I'hygrométrie. Les variations diurnes et saisonniéres de tous ces facteurs jouent également un
role important car les taux d’incorporation du tritium dépendent du stade de développement de
la plante et du temps d’exposition a la source de tritium. Les pratiques culturales peuvent
également étre a l'origine de modifications de ces parametres. Il est nécessaire de prendre en
compte ces facteurs d’influence pour I'estimation de la quantité de tritium organique produite.
Diabaté et Strack (Diabaté and Strack, 1993) ont proposé une approche basée sur la mesure de
la concentration du tritium dans l'air et 'estimation du rendement photosynthétique via la
mesure des échanges de CO; entre 'atmosphere et la plante. La prise en compte des radiations
photosynthétiques actives (Photosynthetically Active Radiation ou PAR, correspondant aux
longueurs d’onde efficaces pour linitiation des réactions photochimiques), exprimées
généralement comme un débit de fluence photonique (umol m2 s-1), peut également permettre
d’estimer l'activité photosynthétique de la plante, et par suite, la production d’'OBT (Diabaté and
Strack, 1997; Atarashi-Andoh et al., 2002).

3.3.3 CINETIQUE DE PRODUCTION DU TRITIUM ORGANIQUE CHEZ LES VEGETAUX

Tandis que l'eau tissulaire des végétaux se charge rapidement lors d'une exposition au
tritium, la quantité de tritium incorporé a la matiére organique ne croit que tres lentement (Arai
et al,, 1985). Au cours d’une exposition au tritium de longue durée, la quantité d’'OBT formé dans
les plantes augmente progressivement, mais n’atteint jamais I'équilibre avec le compartiment
aqueux (Diabaté and Strack, 1993). Amano et al. (Amano et al, 1995) ont montré qu’'une
exposition a I'hydrogéne tritié pendant 12 jours de différents végétaux (tomates cerises, radis,
komatsuna) n’est pas assez longue pour atteindre un équilibre pour le tritium organique. Les
auteurs mentionnent une vitesse de production du tritium organique quasiment linéaire apres
75 h d’exposition, bien qu’elle dépende de I'espéce végétale et de 'organe considéré (Amano et
al.,, 1995).

Le taux de renouvellement du tritium organiquement lié est tres faible, particulierement
dans les organes de stockage définitifs (Diabaté and Strack, 1993, 1997). Dans le cas d’'une
exposition unique et de courte durée, la quantité totale de tritium incorporé a la matiere
organique décroit lentement jusqu’a la mort du végétal. En revanche, I'activité massique du
tritium organique diminue trés rapidement du fait de la production continue de matiére par la
plante et de la « dilution » de 'OBT qui en résulte.

3.3.4 TRANSLOCATION DU TRITIUM ORGANIQUE CHEZ LES VEGETAUX

Les mécanismes de redistribution des molécules organiques photosynthétisées dans
I'ensemble de la plante en fonction des besoins ont été décrits précédemment (cf. 3.1.3.1.3). Du
point de vue radioécologique, ce phénomene, nommé translocation, correspond au processus
biochimique de transport et de transfert du radionucléide déposé sur les parties aériennes vers
des organes non initialement contaminés (Thompson and Nelson, 1971; Foulquier and Pally,
1982; Belot, 1986).

Comme isotope de I'hydrogene, le tritium est intégré dans les molécules organiques
stockées ou exportées vers les différents organes. Le phénomeéne de translocation conduit a la
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dispersion de molécules organiques tritiées dans la plante entiere et a leur distribution inégale
selon l'organe considéré (Spencer, 1984; Diabaté and Strack, 1997) (cf. 3.1.3.1.3). En effet, le
taux de translocation du tritium organique vers chaque organe dépend du stade de
développement au moment de I’exposition de la plante au tritium (Diabaté and Strack, 1992,
1993). Les produits de la photosynthése sont d’abord utilisés pour la croissance et le
développement des feuilles, des racines et des tiges (période végétative). En période générative,
les molécules organiques photosynthétisées servent également a constituer les fruits, les
tubercules et les graines ou elles sont progressivement accumulées (Arai et al., 1985; Diabaté
and Strack, 1993).

Afin de quantifier le processus de translocation dans le blé, Diabaté et Strack (1997) ont
défini un « indice de translocation » (TransLocation Index, noté TLI) (Diabaté and Strack, 1997).
Cet indice représente le pourcentage du tritium organique, exprimé en concentration d’eau de
combustion des grains récoltés, par rapport a la concentration en tritium dans I'eau libre des
feuilles a la fin de I'exposition atmosphérique au tritium. L’expérience a confirmé que l'indice de
translocation varie en fonction du stade de développement de la plante au moment de
I'exposition et de la récolte, allant de 0,06 a 0,2% pour I'exposition de jeunes plants et de 0,4 a
0,9% pour l'exposition de plants pourvus de grains en phase de croissance linéaire. L'indice de
translocation diminue ensuite pour atteindre des valeurs comprises entre 0,04 et 0,2% a
maturité de la plante (Diabaté and Strack, 1997).

3.3.5 FRACTIONNEMENT ISOTOPIQUE DU TRITIUM ORGANIQUE CHEZ LES VEGETAUX

Bien que la discrimination isotopique du tritium par rapport au proton soit négligeable a
I'échelle des écosystemes (Elwood, 1971; Rohwer and Wilcox, 1976), la tres forte différence de
masse entre les deux isotopes de I'hydrogéne entraine des effets significatifs quant a leur
incorporation et leur élimination de la matiere organique (Belot, 1986; Diabaté and Strack,
1993). En effet, les réactions chimiques (et de fait, biochimiques) impliquant le tritium se
déroulent a une vitesse légerement plus faible que les réactions impliquant '’hydrogéne. Par
conséquent, une quantité moindre de tritium est incorporée au sein des molécules organiques.
En revanche, une fois formée, les molécules organiques tritiées ont une durée de vie légérement
plus longue que les molécules hydrogénées car les liaisons entre le tritium et le carbone (C-T)
sont plus difficiles a rompre que les liaisons entre ’hydrogene et le carbone (C-H) (Diabaté and
Strack, 1993). Ces mécanismes contraires expliquent que les teneurs en tritium dans les
molécules organiques ne correspondent pas aux bilans steechiométriques des réactions
photosynthétiques: on parle pour cette raison de fractionnement isotopique de I'OBT
(McFarlane, 1976; Kim and Baumgartner, 1991, 1994). Au cours d’expériences sur des plants de
pomme de terre (Solanum tuberosum L.) et de vigne (Vitis vinifera L.), Guenot et Belot (Guenot
and Belot, 1984) ont ainsi observé des taux d’'incorporation de I'OBT environ 30% inférieurs aux
valeurs attendues d’aprés le rendement de photosynthése. Davis et al. (Davis et al,, 2002) ont
mesuré le facteur de discrimination isotopique en jeu lors de la syntheése d’OBT a partir de I'eau
tissulaire sur différentes especes végétales et obtenu des valeurs de: 0,52 pour I'herbe, 0,68
pour la laitue, 0,46 pour les racines de radis et 0,72 pour la tomate.

Le ratio d’activité massique (Specific Activity Ratio ou SAR) est un moyen de quantifier les
phénomeénes de fractionnement isotopique. Il correspond au ratio des activités massiques
(3H/H) du tritium organique (OBT) et de I'eau tritiée (HTO) dans un compartiment biologique
ou écologique donné. Ce ratio est généralement exprimé en termes de concentrations du tritium
dans l'eau selon la relation (10) (Kim and Baumgartner, 1994; Diabaté and Strack, 1993); la
concentration en tritium organique correspond a l'activité dans I’eau produite par la combustion
complete de la matiére organique séche (« équivalent eau »). Dans la mesure ou la formation de
la matiére organique des plantes nécessite un apport d’eau, les concentrations du tritium dans
I'eau tissulaire des végétaux et dans la matiere organique devraient théoriquement étre égales.
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Le ratio de ces concentrations est donc un indicateur de la capacité des systémes biologiques a
concentrer le tritium sous forme organique (Okada and Momoshima, 1993).

_ AOBT — (T/ H )OBT
" Avo (T/H)uo

(10)

Avec:

R ratio des activités massiques du tritium dans la fraction organique et dans I'eau
tissulaire du végétal (sans unité)

Acgr activité massique du tritium par rapport au proton dans la fraction organique du
végétal (Bq L1)

Ao activité massique du tritium par rapport au proton dans l'environnement du
végétal (Bq L 1)

Le ratio d’activité massique du tritium organique par rapport a l'activité de I'eau tissulaire
(OBT/TFWT) est également utilisé. A partir de ces définitions, certains auteurs ont recensé les
valeurs du ratio OBT/HTO (de la vapeur d’eau de l'air ou de la solution du sol) et du ratio
OBT/TFWT pour différentes especes végétales soumises a une exposition de longue durée au
tritium (McFarlane, 1976; Garland and Ameen, 1979; Spencer, 1984; Hisamatsu et al.,, 1987;
Hisamatsu et al., 1989; Takashima et al., 1989; Inoue and Iwakura, 1990; Davis et al., 2002; Davis
et al., 2005b). Une liste non exhaustive de ces valeurs est donnée dans le Tableau 8. La grande
variabilité des valeurs obtenues pour ces ratios s’explique par des conditions expérimentales
trés différentes. En conditions d’équilibre, les valeurs inférieures a l'unité obtenues dans la
plupart des cas sont probablement liées a la discrimination isotopique envers le tritium durant
la synthése de matiere organique (Spencer, 1984). Cependant, il est trés difficile de maintenir
une ambiance tritiée constante sur le long terme, méme lors d’expérimentations en conditions
controlées. De ce fait, les conditions d’équilibre sont rarement atteintes durant toute la période
de vie des plantes et notamment au moment de leur prélevement. Dans de tels cas, le ratio
d’activité massique peut étre supérieur a I'unité du fait du temps de résidence biologique plus
long du tritium organique comparativement au tritium présent dans I'eau tissulaire (Kirchmann
et al, 1971; Koranda and Martin, 1971; Inoue and Iwakura, 1989). Les mécanismes biologiques
propres a chaque espéce ou organe peuvent également expliquer la variabilité de ces ratios. En
effet, les fruits et les tubercules stockent les assimilats organiques, et par conséquent de I'OBT,
alors que ce n’est pas la fonction principale les feuilles ou des racines (Diabaté and Strack, 1993).
De ce fait, les valeurs des ratios supérieures a 1 dans certains organes tels que les fruits
(Spencer, 1984; Hisamatsu et al, 1987; Hisamatsu et al., 1989) ne sont pas dues a un
enrichissement isotopique en faveur du tritium mais au phénomene de translocation des
molécules organiques vers certains organes. De plus, les exigences écologiques peuvent étre a
I'origine des ratios trés faibles observés pour certaines especes telles que le riz. Dans ce cas
particulier, I'importante irrigation des plants conduit rapidement a I'équilibre entre les activités
de l'eau d’irrigation et de l'eau tissulaire du végétal. Les fluctuations de la concentration
atmosphérique en tritium sont alors négligeables (Inoue and Iwakura, 1990; Diabaté and Strack,
1993), ce qui explique un trés faible ratio des fractions OBT /HTO atmosphérique.

Il convient également de noter que le ratio des fractions OBT/TFWT est en général plus
élevé que le ratio des fractions OBT/HTO atmosphérique car I'activité tritium de I’eau tissulaire
des végétaux (TFWT) n’atteint jamais celle de la vapeur d’eau tritiée de I'air (HTO).
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Lo \ - s . OBT/ OBT/
Référence Espece végétale Conditions expérimentales HTO TFWT
Exposition au tritium via une
solution de culture
l hydroponique
(Mclg";réa‘ne' odi T = 25°C + 0,5 °C (jour) 0,78 i
(Medicago sativa L.) T =20°C +0,5 °C (nuit)
HR=70+4%
L ~ 325 umol m2s-1
Cycle alterné :
orge (Hordeum vulgare L.) 16h d’éclairement / 0,73 -
(Garland and 8h d’obscurité
Ameen, 1979) ) croissance durant 30 jours,
mais (Zea mays L.) équilibre des activités tritium 0,64 )
dans I'eau du sol et de l'air
herbe 0,19-0,31 0,52
laitue (Lactuca sativa L.) 0,41 0,68
racines de rfa\dis 0.25 0.46
(Raphanus sativus L.)
tomates (fruits
(Davis et al Sol l ( i ) L 0,43 0,72
tal, (Solanum lycopersicum L.) Cycle circadien
2002; Davis et al., f turel (6té 033 -056
2005b) ourrage naturel (été) ,33-0, -
mais (Zea mays L.) 0,14-0,39 -
orge (Hordeum vulgare L.) 0,52-0,57 -
blé de print
e de printetips 0,18 - 0,25 .
(Triticum aestivum L.)
fruits 0,32-0,37 -
aiguilles de pin
(Takashima et al., ( Pi;gzus thun b:r i Prélévements effectués a ] [09-21]
1989) o g I'automne (Japon) 1,5%
et Picea jezoensis)
fruits (oranges, pommes, [13-2,4]
bananes, melons, kiwis, -
. 1,5*
fraises)
céréales excepté riz i 16
(blé, mais) ’

] pomme de terre i 11
(Hisamatsu etal, (Solanum tuberosum L.) ’
1987; Hisamatsu - — Produits commerciaux

etal, 1989; légumes verts (épinards, achetés a Akita (Japon) [1,0-1,5]
Hisamatsu et al., carottes, choux chinois, en 1985 - 1 2%

1991) piments doux, poivrons) ’
autres légumes (radis,
oignons, tomates, i 43
concombres, choux, haricots, ’
choux-fleurs, champignons)
soja et « azuki beans » i 19

(Phaseolus angularis)
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e . . L OBT/ OBT/
Référence Espece végétale Conditions expérimentales HTO TFWT
. 0,37 -
(Hisamatsu et al,, Riz brut ) [ 066
1987; Hisamatsu . (récolte en riziere) .
riz 0,57%]
etal, 1989; (Oryza sativa L.) 057
Hisamatsu et al,, ' Riz blanc commercial L 1’ 6] -
1991 iné ) ’
) (raffiné) 0,03*
0,33 -
(Inoue and riz Riz blanc i [1 49]
Iwakura, 1990) (Oryza sativa L.) commercial (raffiné) 0' g3+
tomate : feuilles jeunes Cycle alterné :
) VA ) 0,30 0,70
(Solanum Iycopersicum L.) 16h d’éclairement:
 forillac Acé T=23°C+1°C
tomate : feuilles agées
S 1984 (Solanum lycopersicum L.) HR=70+2% 0,29 0,63
(Spencer, ) yeop ' L ~ 500 pmol m2 s-1
tomate : fruits verts 8h d'obscurité : 0,72 -
. T=18°C+1°C 0,27
(Solanum lycopersicum L.) 1,92
HR=62+2%

[ ]: gamme des résultats obtenus

*: moyenne des résultats obtenus

Tableau 8 : Ratios d'activité massique du tritium organique et de la vapeur d'eau
atmosphérique ou de I'’eau du sol (OBT/HTO) et du tritium organique et de I’eau tissulaire
(OBT/TFWT), pour différentes espéces végétales.

3.3.6 FACTEURS DE TRANSFERT DU TRITIUM VERS LA FRACTION ORGANIQUE DES VEGETAUX

3.3.6.1 Définitions des facteurs de transfert

Différentes relations ont été proposées pour quantifier le transfert du tritium vers la
fraction organique des végétaux.

Le facteur de transfert est I'un des parameétres les plus utilisés en radioécologie pour
décrire le transport d'un radionucléide a travers différentes matrices environnementales. Il est
le plus souvent défini comme le ratio d’activité massique du compartiment d’arrivée a celle du
compartiment de départ (ICRU, 1998).

La principale différence entre le taux d’incorporation (« conversion rate ») et un simple
ratio d’activité massique réside dans la prise en compte du temps d’exposition des végétaux au
tritium (Sabbarese et al., 2002). Ainsi, Atarashi-Andoh et al. (Atarashi-Andoh et al., 2002) ont
étudié la formation d’OBT dans des plants de komatsuna, de radis et de tomate cerise, pour le
cas d'un rejet de tritium gaz (HT) continu. Dans ce cas, le sol constitue la source principale d’eau
tritiée pour la plante. Quelques jours apres le début de I'expérience, un état d’équilibre est
atteint entre l'activité HTO du sol et de l'eau tissulaire des plants. Dans ces conditions, les
auteurs ont défini le taux d’incorporation du tritium libre en tritium organique comme le
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coefficient de proportionnalité entre I'intégration du tritium organique au cours du temps et la
concentration en tritium dans I'eau tissulaire du végétal, selon la relation (11) :

% =V Ciaur (11)
Avec:
Crrnr activité dans I'eau tissulaire de la plante (Bq L-1)
Cogr activité dans I'’eau équivalente du tritium organique de la plante (Bq L)
v taux d’incorporation du tritium de I’eau tissulaire vers la fraction organique

(% h1)

3.3.6.2 Mesures des facteurs de transfert du tritium vers la fraction organique

Atarashi-Andoh et al. ont mesuré expérimentalement les taux d’incorporation du tritium
libre en OBT pour différents organes de plants de komatsuna, de radis (Raphanus sativus L.), et
de tomates cerises (Solanum lycopersicum L.) exposés a de la vapeur d’eau tritiée (Atarashi-
Andoh et al,, 2002). Les valeurs obtenues, regroupées dans le Tableau 9 sont plus faibles pour les
fruits et les racines que pour les feuilles, ce qui est en accord avec le circuit des molécules
organiques produites dans les parties aériennes puis exportées vers les organes « puits » des
végétaux.

Référence Espece végétale Taux d’incorporation (% h-1)
feuilles de komatsuna 0.20 - 032
(Brassica rapa var. komatsuna) ’ ’
feuilles de radis 021
(Raphanus sativus L.) ’
(Atarashi-Andoh et al., racines de radis 0.07
2002) (Raphanus sativus L.) ’
feuilles de tomat i
euilles de toma e.cerlse 0.13-0.19
(Solanum lycopersicum L)
fruit de t t i
ruit de tomate cerise 0.05

(Solanum lycopersicum L)

Tableau 9 : Taux d’incorporation du tritium de I'eau tissulaire en tritium organique pour
différentes espéces végétales exposées de facon continue a de la vapeur d’eau tritiée par
voie atmosphérique.
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Les taux d’incorporation donnés dans le Tableau 9 ont été calculés a partir de l'intégration
de 'OBT depuis le début de l'exposition jusqu'a la récolte, sans considérer les parametres
biologiques de la plante. Cependant, les auteurs ont montré que ce taux d’incorporation varie
fortement en fonction du stade de développement du végétal et des conditions
environnementales durant la croissance (influence de la température, de 'irradiation solaire, de
I'indice foliaire, de 'hygrométrie du sol et de l'air) (Atarashi-Andoh et al., 2002; Vichot et al,,
2008b; Boyer et al., 2009). D’autres données expérimentales, reportées par H. Lee pour un
groupe de travail du programme EMRAS de I'AIEA («soybean scenario» (IAEA, 2008)),
confirment cette variation du taux d'incorporation en fonction de I'dge du végétal. Ces données
portant sur I’exposition de plants de soja (Glycine max) a des niveaux atmosphériques élevés de
tritium en conditions de culture artificielles. Les expositions de courte durée (1 h) ont été
réalisées sur des plants a divers stades de développement. Les plants ont ensuite été replacés en
extérieur et cultivés de facon normale. Aprés la récolte, I'activité du tritium organique a été
mesurée dans différents organes des plants. Il apparait que le taux d’incorporation de 'OBT a
partir du tritium de l'eau tissulaire varie d'un facteur 3 selon l'organe et le stade de
développement (Guétat et al., 2008b) (Figure 7).

Tauxd'ir;rc‘:_?)rporation ‘ - tige =@—feuille =<=—cosse =e=graine =—c—total ‘

1.0E-02

floraison =
490 joursavantla A
récolte, le 7 juillet 7 7 % —
1.0E-03 _ A~

Py
= —+ F— ~
gt .r%\ —
=N
1.0E-04 o
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y
1.0E-05 {22mai ,,?/! réct:oge le5
o= octobre =
[ semis 136
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récolte
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-140 -130 -120 -110 100 90 80 -70 -60 -50 40 -30 -20 10 O
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Figure 7 : Variation de l'incorporation du tritium organique dans des plants de soja en
fonction de I'organe et du stade de développement (Guétat et al., 2008b).

3.3.6.3 Limites

Les taux d’incorporation du tritium proposés dans la littérature sont généralement
considérés comme constants. Cependant, des travaux récents montrent que ces facteurs sont
tres variables avec I'espéce végétale et le stade de maturité des plantes (Atarashi-Andoh et al,,
2002). 1l s’agit donc a présent de considérer des modéles de facteurs de transfert dynamiques,
représentatifs de la capacité d’incorporation instantanée de la plante a tous les stades de sa
croissance. Ce type d’approche a donné de bons résultats pour I'étude d’autres radionucléides
tels que le césium, le cobalt ou le potassium (Sabbarese et al., 2002).
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3.4 IMPACT DOSIMETRIQUE DU TRITIUM DU A LA CONSOMMATION HUMAINE DE
VEGETAUX

L’'impact dosimétrique du tritium organique intégré dans les plantes pour la
consommation humaine est pris en compte en raison de son temps de résidence biologique plus
long que I'eau tritiée (Amano et al., 1995). En effet, les coefficients de dose efficaces pour un
adulte en vigueur actuellement sont de 4,2.10-11 Sv Bq'! en cas d’ingestion de tritium organique
etde 1,8.10-11 Sv Bq! pour I'absorption d’eau tritiée (ICRP, 1993).

Toutefois, les doses impliquées par l'ingestion d’OBT sont actuellement discutées
(Melintescu et al., 2007; Galeriu et al.,, 2008). En effet, les coefficients de dose efficaces pour
I'ingestion d’OBT ont été calculés en considérant une demi-vie biologique moyenne pour
I'ensemble des molécules organiques, alors que celle-ci est tres variable. Par ailleurs les
mécanismes de la digestion humaine et animale peuvent modifier trés sensiblement les
molécules lors du transit vers des formes assimilables ou non, aux demi-vie biologiques trés
différentes (Belot et al, 1996). Bien que le tritium incorporé a la fraction organique ne
représente qu’'une tres petite fraction de la masse fraiche des végétaux (Diabaté and Strack,
1993; Murphy, 1993), des travaux récents estiment que la contribution de I'OBT a la dose serait
de l'ordre de 20 a 30% en cas d’exposition chronique et d’environ 60% en cas d’exposition
accidentelle (Guétat et al,, 2008a, b).



Etude bibliographique 84

4 MODELES DU TRANSFERT ET DE L'INTEGRATION DU TRITIUM
DANS LES VEGETAUX

4.1 INTRODUCTION

Compte tenu de I'importance de 'hydrogene dans toutes les molécules organiques d’'une
part, et de la transformation de ces molécules de maniére incessante dans les étres vivants
d’autre part, il n’'existe pas de modele permettant de rendre compte de I'ensemble des
mécanismes en jeu. Les modéles répondent en général a une préoccupation donnée, et les
simplifications nécessaires ne portent pas obligatoirement sur les mémes phénomenes selon les
objectifs du modele. 11 est notamment d’'usage de distinguer l'impact radiologique lié aux
expositions chroniques mais de faible niveau (rejets continus) de I'impact des expositions de
courte durée mais de forte intensité (situations accidentelles).

4.1.1 OBJECTIFS DES MODELES

Afin d’évaluer la sureté des installations nucléaires, I'estimation de I'impact potentiel des
rejets radioactifs dans 'environnement est nécessaire. La modélisation du transfert du tritium
dans les différents compartiments environnementaux et de son assimilation dans les organismes
biologiques constitue le moyen d’apprécier les impacts des installations, que ce soit pour
conduire une politique de gestion et traitement d’effluents, ou pour définir les plans de
surveillance, voire les interventions nécessaires pour limiter les conséquences d’'un rejet de type
accidentel.

La méthodologie générale du calcul d'impact valable pour les radionucléides, gaz rares
ou aérosols, n’est pas applicable au tritium en raison de sa mobilité importante, de sa spécificité
biologique et de ses changements de formes chimiques. Depuis les années 1960, de nombreux
modeles ont été proposés afin d’évaluer les transferts du tritium au sein des écosystemes. La
multitude et la complexité des phénomenes mis en jeu a conduit a I'établissement de modeles
spécifiques pour chaque étape particuliere du cycle du tritium dans I’environnement. Les
paragraphes suivants vont s’attacher a la description des hypothéses, des parametres et des
équations pris en compte pour la modélisation de I'absorption et de I'incorporation du tritium
dans les végétaux.

4.1.2 HYPOTHESES ET PARAMETRES USUELS

Tous les modéles considérent au minimum trois compartiments environnementaux de
base : I'air, le sol et la végétation (« Soil Vegetation Atmosphere Transport (SVAT) compartment
model ») (Golubev et al., 2002b; Keum et al., 2006). Dans certains modeles, ces compartiments
sont subdivisés en sous-unités. Les plantes peuvent par exemple étre classées en différentes
catégories telles que les «légumes feuilles », les graines, les tubercules, les fruits... (Raskob,
1993; Keum et al,, 2006). Le sol peut étre considéré comme un ensemble d'horizons plus ou
moins épais.

En regle générale, la photosynthese, la respiration et la transpiration des végétaux sont les
principaux mécanismes biologiques d’échange de I'hydrogéne et du tritium entre I'atmosphére
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et les parties aériennes des plantes qui sont considérés dans les modeles. L’hypothese que le
tritium organiquement lié échangeable est en équilibre avec le pool d’eau tissulaire des
plantes est généralement admise (Keum et al, 2006). De ce fait, la plupart des modeles ne
distinguent pas ces deux fractions.

Certains modeéles prennent en compte une possible élimination du tritium
organiquement lié non-échangeable, considérant une période biologique de I'OBT de
quelques jours, tandis que d’autres modeles font 'hypothese qu’il n'y a aucune dégradation de
I'OBT apres sa formation. La confrontation de ces deux types de modeéles avec des données
expérimentales semble confirmer que le tritium reste stable une fois incorporé a la matiere
organique des végétaux (Keum et al., 2006).

Il existe des modeéles qui considerent la concentration et des modeles qui considérent
'activité. L’activité incorporée en tritium organique non échangeable est stable mais du fait de la
croissance continue des plantes, la concentration en OBT-NE diminue par augmentation de la
quantité de matiere. De plus, I'organe d’une plante potentiellement consommé par ’'homme n’est
pas forcément celui qui est contaminé initialement. Il convient donc de considérer les transferts
de matiére organique au sein des plantes. Dans tous les cas, les contributions respectives a la
dose de I'eau tissulaire et du tritium organique suite a la consommation humaine de végétaux
sont toujours traitées séparément dans les modeles prédictifs.

4.2 MODELES DYNAMIQUES (EXPOSITION DE COURTE DUREE)

Dans le cas d’'un rejet de courte durée, un modéle dynamique doit étre considéré. Ce type
de modéles complexes tels que UFOTRI (Raskob, 1990, 1993; Galeriu et al., 1995; Taschner and
Bunnenberg, 1997) ou ETMOD (Russell and Ogram, 1992) permet d’évaluer les transferts du
tritium dans tous les compartiments environnementaux (atmosphere, sol, plantes) des lors que
les conditions météorologiques sont connues. Toutefois, ces modeles requiérent un grand
nombre de données en entrée (Keum et al.,, 2006), ce qui entraine des incertitudes importantes
sur les estimations. Afin de simplifier les modeles dynamiques, des modules de calcul spécifiques
ont été développés, en se basant en partie sur des données expérimentales. Le tritium étant un
isotope de I'hydrogéne, élément majeur, un nombre important de ces données peuvent étre
estimées par le biais d’expériences de biologie dépassant le cadre de la radioécologie.

4.2.1 MODELISATION DE L’ABSORPTION ET DE LA DESORPTION DU TRITIUM

Il a été montré expérimentalement en conditions constantes d’environnement et
d’exposition que 'absorption du tritium dans I’eau tissulaire des végétaux suit une loi cinétique
de type sigmoide croissante, tendant vers une asymptote, comme celle de la relation (7)
rappelée ci-dessous de fagon simplifiée (cf. 3.2.4.1.1):

dlCrw) _

- (come)-lcrm)) = (ome) = lcrmw). xa-em-ky) o
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Avec:

(qme)t activité tritium dans I’eau tissulaire de la plante a I'instant t (Bq L-1)
(CTPF'?,{,‘;e)eq activité dans I'eau tissulaire de la plante a I'’équilibre (Bq L)

t temps écoulé depuis le début de I'exposition (h)

Une autre approche basée sur les bilans de matiére a également été utilisée pour décrire
les dynamiques de transfert du tritium entre 'atmosphere et les parties aériennes des végétaux.
La relation (12), utilisée notamment dans le modéle RODOS (Melintescu and Galeriu, 2005), a
ainsi été établie a partir du bilan des entrées et des sorties de matiere dans les feuilles des
végétaux (Belot et al.,, 1984; Murphy, 1984). Cette relation tient compte du flux de transpiration
de l'eau tritiée. Le premier terme exprime le flux de la vapeur HTO qui s’établit entre
I'atmosphére et l'eau libre des feuilles a travers les stomates. 11 décrit un gradient de
concentration en tritium du compartiment présentant la teneur la plus forte vers le
compartiment présentant la teneur la plus faible. Le deuxiéme terme représente l'apport

éventuel de HTO en provenance de I'eau du sol, selon le besoin en eau des feuilles.

plante

dCiar _ W ar _ PCrrwr Ve sol

“at M_W(pairCHTO B )+ M. (P, = Pair ) *Crino (12)
Avec:
CTpF'anTe activité tritium dans I’eau tissulaire de la plante a I'instant t (Bq kg1)
Cfﬂo activité de 'eau tritiée (HTO) dans I'atmosphere autour de la plante (Bq m-3)
C,i(}'o activité de l'eau tritiée (HTO) dans la couche racinaire du sol (Bq kg 1)
V. vitesse d’échange de I’eau entre I'air et les feuilles dans la canopée (m s1)
W, vitesse d’échange de I'eau tritiée (m s1), avec y = 0,95
Py hygrométrie de l'air saturé a la température de la végétation (kg m-3)
Pair hygrométrie de 'air au niveau de référence (kg m-3)
M, masse d’eau libre dans les feuilles par unité de surface de sol (kgeau msor2)
B facteur de séparation isotopique (3H/1H); 8=1,1

Le méme type de relation basée sur le bilan des entrées et des sorties de matiére au sein
de la plante est implantée dans le logiciel GAZAXI (Guétat and Armand, 2003). Ce code de calcul,
utilisé par le CEA et par EDF pour la modélisation de situations accidentelles, prend en compte
une phase d’incorporation (« charge ») et de désincorporation (« décharge ») du tritium dans
'eau tissulaire des végétaux. Ce modele considére que les équations différentielles qui régissent
I'échange de 'eau tritiée entre I'atmospheére et les végétaux sont analogues par temps pluvieux
et par temps sec. Les seules différences entre les deux cas se situent dans I'activité volumique de
l'air considérée.
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Dans GAZAXI, le calcul de l'activité en eau tritiée par temps sec lors de la phase
d’'incorporation considere la différence des activités volumiques de la vapeur d’eau tritiée entre
I'atmospheére et la surface méme des feuilles. L’échange entre I'air et les feuilles des végétaux
s’exprime alors par la relation suivante (13):

d CTpll?/\r;‘tl'e _ Ve car Coal T )C plante (13)
dt M, HTO —ﬁ TFWT
Avec:
y rapport entre les vitesses d’échange HTO/H:0 (sans dimension, y=0,95)
V. vitesse d’échange de I’eau entre I'air et les feuilles dans la canopée (m s-1),
M, masse d'eau dans les feuilles par unité de surface du sol (kgeau msoi2)
car activité volumique du tritium dans la vapeur d'eau proche de la feuille
HTO (Bqm=)
Cgu concentration en vapeur d’eau saturante pres des feuilles (kgeau m-3)
B facteur de séparation isotopique (sans dimension, = 1,1)
Cfme activité massique du tritium dans I'eau des feuilles (Bq kgeau'?)

La masse d’eau contenue dans les feuilles par unité de surface au sol vérifie
I'équation (14):

—_ _ _Vvég
M, =rdtx(1-7.; (14)
Avec:
M, masse d’eau contenue dans les feuilles par unité de surface au sol (kgeau m2.1)
rdt rendement de la partie foliaire du végétal a sa récolte (Kgfrais m2s01)
7% taux de matiére séche dans le végétal (Kgsec Kgfrais 1)

La relation simplifiée suivante fournit la vitesse d’échange de 'eau entre I'air et les feuilles
en fonction de la résistance stomatique de la surface foliaire et de I'indice foliaire (15):

_IF

¢ (15)
r
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Avec:

V. vitesse d’échange de I'’eau entre I'air et les feuilles dans la canopée (m s-1),
IF indice foliaire du végétal a son stade végétatif (m?2 feuitle M2 501)

r résistance stomatique de la surface foliaire (s m-1)

La résistance stomatique de la surface foliaire est considérée comme égale a 300 s m'! en
moyenne pendant le jour lorsque les stomates sont pleinement ouverts et a 3000 s m'! pendant
la nuit lorsqu’ils se ferment. Connaissant l'indice foliaire pour différentes catégories végétales,
on peut en déduire une estimation de la vitesse d’échange de 'eau entre l'air et les feuilles. En
pratique dans Gazaxi, la résistance stomatique de la surface foliaire est fixée par défaut a 300 s
m-1. Cette valeur permet de se placer dans le cas le plus pénalisant ou I'accident a lieu en pleine
journée.

Afin de simplifier l'intégration de 1’équation différentielle qui précéde, le champ
instationnaire d’activité volumique de 'air est remplacé par le champ moyenné temporellement
sur le passage de la bouffée, calculé comme suit (16):

Ciro= C ftl [ ciameat (16)
Avec
Cﬁi{O concentration moyenne de l'air pendant le passage de la bouffée (Bq m-3)
Cfﬂo concentration moyenne de 1'air (Bq m-3)
t, instant initial de passage de la bouffée (s)
t, instant final de passage de la bouffée (s)

L’activité de I'eau tritiée dans les feuilles du végétal est finalement obtenue par intégration
selon la relation (17):

ante, Cair y VC Cesaal.tj(T )
Crpplwtr(t):ﬂﬁ l-exp _m—ﬁf (t-t,) (17)
eau\ ' f

L’activité intégrée de l'eau tritiée dans le végétal se calcule pendant la période de
« charge », entre I'instant initial t; et 'instant final t, de la contamination d’aprés (18):

Clipwr =5 t, -t m

Cho |y ro M |1 o _rVeCa(T)
CSSJ(Tf ) yVe CSSJ(Tf )

(tz _tl)] (18)
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Avec:

Cl et activité intégrée de 1'eau tritiée dans le végétal (Bq s kgeau'l)

Apreés passage de la bouffée, les végétaux se décontaminent peu a peu en éliminant leur
eau tritiée. L’équation différentielle valable en phase de charge demeure valable pour le calcul de
'activité en eau tritiée par temps sec lors de la phase de décorporation, a condition d’annuler le
terme source selon (19):

d C-|P,iawn-t|-e —-_ Y Vc CeS:ltﬁTf ) plante
dt m ﬁ FWT

(19)

L’activité intégrée de l'eau tritiée dans le végétal est calculée au cours de la période de
« décharge », entre 'instant final t, de passage de la bouffée et l'instant t (postérieur a t;) selon
(20):

m ﬁ y Vc CeS:LtJ(Tf )
CITFVV'I' = C'IPIlE\il\rl]'tl'e(tZ)— 1_exp T (t _tz) (20)
¥ Ve CES:Ltj(Tf ) mf
Avec:
Cl et activité intégrée de l'eau tritiée dans le végétal (Bq s kgeau

C2e(t,)  activité de l'eau tritiée dans les feuilles (Bq Kgeau

L’activité massique intégrée totale de l'eau tritiée du végétal est finalement la somme des
activités massiques intégrées durant les phases de contamination et de décontamination de la
plante.

4.2.2 MODELISATION DE LA FORMATION DU TRITIUM ORGANIQUE

La majeure partie du tritium organique est formée a partir de I'eau tissulaire présente
dans la plante, via les processus photosynthétiques. Le taux d’'incorporation de I'eau tritiée sous
forme d’OBT peut donc étre obtenu en considérant ’équation stcechiométrique globale de la
photosynthése, donnée précédemment par les équations (5) et (6). Le flux de tritium
organiquement lié non échangeable formé par photosynthése peut ainsi étre estimé comme le
produit du taux d’assimilation de 'eau et de la concentration HTO dans 'eau tissulaire de la
plante, corrigée de deux facteurs selon la relation (21) (Galeriu et al., 1998). Le premier facteur
correctif est le facteur steechiométrique d’assimilation de 'eau, il correspond au rapport des
masses molaires de 'eau et du dioxyde de carbone (18/44 = 0,41). Le second facteur correctif
est lié a la discrimination isotopique puisque les modéles considérent généralement que le
tritium est défavorisé devant ’hydrogéne stable dans les réactions d’incorporation. Le rapport
TRS-364 présente quelques valeurs expérimentales sur différents types de plantes pour ce
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facteur (McFarlane, 1976; Garland and Ameen, 1979; Kim and Baumgartner, 1994; IAEA, 2007a),
comprise entre 0,5 et 0,6 pour la plupart. Le modeéle Gazaxi considere un facteur de pondération
du taux de matiére seéche du végétal de 0,53 pour évaluer la part du tritium non échangeable. Il
s’agit du produit du facteur de fractionnement du tritium par rapport a ’hydrogéne standard
pris égal a 0,95 par le ratio 90/162 qui correspond au rapport de la masse molaire moléculaire
de (H20)s sur la masse molaire moléculaire d'une molécule de cellulose ou d’amidon (C¢H1005s) n.

Fogr = D-C-F)co2 -CTpFlii/\r/];e (21)

Avec

= flux de tritium organiquement lié non échangeable formé par

OBT photosynthése (Bq s m2)

PC02 taux d’assimilation nette du CO2 (kgco2 m2 s1)

D facteur de discrimination isotopique

C facteur stoechiométrique (kguzo kKgcoz1)

CTpIante concentration HTO dans I'eau tissulaire des feuilles ou la photosynthese est

FWT active (Bq L)

Le flux de tritium organiquement lié non échangeable formé doit étre intégré sur la
surface totale de feuille présentant une activité photosynthétique et sur la durée d’exposition au
tritium. En conditions nocturnes, le taux de formation maximal est considéré comme de 'ordre
de 670 pgco2 m2 s-1. En journée, ce taux peut atteindre 800 pgco2 m2 s-1 pour les plantes en C3 et
1600 pgco2 m2 st pour les plantes en C4.

Le taux d’'incorporation moyen du tritium dans la matiere organique est évalué a partir du
rendement en matiere séche rapporté a la durée de croissance du végétal. Il peut se calculer
suivant la relation (22):

789 x rdt
fine =D 2251 (22)

croissance

Avec:

Tinc taux d’incorporation du tritium dans la matiére organique (Kgeau m2s01 5°1)
r,\;ig taux de matiere séche dans le végétal (kgsec Kgrais'!)

rdt rendement de la partie foliaire du végétal a sa récolte (Kkgfrais m-2s01)

At icsance durée de croissance du végétal (s)

L’activité totale en OBT fixée dans le végétal est obtenue en multipliant I'activité massique
intégrée totale de I'eau par le taux d'incorporation selon la relation (23):
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j— Tinc X CITFWT (23)

08T = G x 70
Avec:
Cosr activité de la matiére organique a la récolte (Bq kgsec?)
Clirnr activité intégrée de 'eau tritiée dans le végétal (Bq s kgeau?)

L’activité de la matiére organique a la récolte peut encore s’exprimer selon I'équation (24), en
conservant les notations de la relation (21) :

X Atcroissancex ”: (2 4)

rdt x 7

C — FOBT
OBT —

L’activité massique de la matiére organique a la récolte est estimée en divisant I'activité
totale en OBT déposée dans le végétal par le rendement en matiére seche. Cette approche est
simplificatrice et un peu majorante car elle suppose que les végétaux ont intégré tout le tritium
disponible jusqu’a totale disparition de ce dernier. Ceci n’est sirement pas exact pour les
végétaux a production continue, ramassés dans les deux premiers jours apres I'accident, ni pour
ceux qui ne sont pas encore dans la phase linéaire de leur croissance.

4.3 MODELES STATIQUES (CONDITIONS DE PSEUDO-EQUILIBRE)

Les modéles d’activité massique (« specific activity models» ou «SA models ») sont
couramment utilisés pour les situations d’expositions chroniques. Ce type de modeéle fait
I'hypothese qu’'un équilibre s’établit entre les différents compartiments environnementaux
(atmospheére, précipitations, sol, plantes, animaux...) et que le ratio 3H/1H demeure constant
d’'un compartiment a un autre (IAEA, 2007a; Guétat et al., 2008b). Appliqués au tritium, ces
modeles sont formulés en termes d’activités dans I'eau. La concentration en tritium organique
est de ce fait calculée a partir de l'activité dans «l'équivalent-eau » de la matiére organique
(c'est-a-dire dans I'eau obtenue par combustion compléte de la matiére séche) (IAEA, 2007a).
Les modeles d’activité massique sont pertinents pour prédire la dose engagée durant une
exposition chronique (Anspaugh et al.,, 1973; Murphy, 1986; Diabaté and Strack, 1990; Hamby
and Bauer, 1994; Peterson, 2002), a condition que les conditions météorologiques et le régime
alimentaire des populations durant I'exposition soient connus.
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4.3.1 MODELISATION DE L’ACTIVITE DANS L’EAU TISSULAIRE A L'ETAT D’EQUILIBRE

Les modeles statiques proposés pour décrire les activités dans I’eau tissulaire des plantes
en cas d’exposition chronique sont cohérents avec les équations dynamiques utilisées pour les
expositions de courte durée. Ces équations sont cependant moyennées sur des temps
d’exposition longs (plusieurs mois) (Belot et al., 1979; Garland, 1982). Cette approche requiert
I'introduction d'un certain nombre d’hypotheses. On admet notamment que (Belot et al., 1979):

- 'air des cavités sous-stomatiques est saturé en eau,
- la majeure partie de I'eau tissulaire de la plante est renouvelée rapidement,

- la diffusion de 'eau tritiée est plus rapide dans l'eau tissulaire de la plante qu’a travers
les stomates,

- une faible quantité d’eau est transférée depuis les feuilles vers le reste de la plante,

- les conditions d’équilibre sont atteintes.

FWT

et la constante d’absorption du tritium (k) dans la plante décrites précédemment dans la
relation (7) peuvent étre exprimées grace aux relations (25) et (26). Les concentrations sont
exprimées en Bq kg1

\ . 7 - . lant
En se basant sur ces hypotheéses, la concentration résultante dans I'eau tissulaire ( e e)eq

(CTPIL?N_mre)eq - /Yﬁ (25) k = losat (26)
sat ﬂ”

Avec:
X concentration de la vapeur d’eau tritiée de I'air (Bq L1 d’eau de I'air)
Psat densité de la vapeur d’eau de 'air saturé a température ambiante (kg L-1)
B facteur de séparation isotopique (3H/1H) ; S=1,1
H masse d’eau contenue par unité de surface de feuille (g cm2)
r résistance a I’échange pour HTO (H:0) entre l'air et la feuille (s cm-1)

Cette relation a été validée expérimentalement sur des feuilles de vigne (Belot et al., 1979)
et de haricot (Garland, 1982). Ces études expérimentales ont confirmé que la résistance des
feuilles a I'échange de vapeur est sensiblement la méme pour HTO et H:0. Cependant, ces
relations ont des limites dans la mesure ou elles ne considérent pas I’eau en provenance du sol.

L’application de la relation (12) permet également de prédire la concentration en tritium
dans I'eau tissulaire de la plante pour des conditions approchant I'équilibre (temps d’exposition
tres long), en fonction de la concentration en tritium dans I'atmospheére et dans le sol. Ce type de
modele est basé sur les hypotheses suivantes (IAEA, 2007a):

- les températures de I'air, de la surface du sol et des feuilles sont égales,

- lamasse d’eau de la plante est constante,
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- I'activité tritium de l'eau circulant dans les racines est égale a celle de I'eau de la couche
racinaire du sol.

En se basant sur ces hypotheses, Belot (Belot, 1986) a proposé la relation suivante (27):

Ciar = (1=H)xCi +Cig (27)
Avec:
H humidité relative de 'air (%)
CTpF'aWn}e activité de 'eau tissulaire de la plante (Bq L1)
C activité de 'eau du sol (Bq L1)
C,‘ﬂo activité de la vapeur d’eau de I'air (Bq L-1)

La relation (28) est une variante utilisant les mémes parameétres, basée sur des
considérations a la fois théoriques et expérimentales. Cette relation tient compte du rapport
isotopique entre 3H et H a I'équilibre dans l'eau et dans la vapeur, a travers le facteur de
séparation isotopique [ (Belot et al., 1979; Garland, 1982; Couchat et al., 1983; Murphy, 1984;
Amano and Kasai, 1988; Amano and Garten, 1991; IAEA, 2007a).

air

C
Crar = Bx(Hx =1+ (L-H)xCpo (28)
a
Avec:
B facteur de séparation isotopique (3H/1H); 8=1,1
H humidité relative de I'air (%)
H, humidité absolue de I'air (L m-3)
CTPF'?,Cf activité de 'eau tissulaire de la plante (Bq L1)
C activité de I'eau du sol (Bq L)
Cﬁi;o activité de la vapeur d’eau de I'air (Bq m-3)

L’application de cette relation a cependant des limites. Dans le rapport TRS 364 et dans le
document technique associé (IAEA, 2007a), le groupe en charge des questions relatives au
tritium et au carbone 14 du programme EMRAS de I'AIEA attire I'attention sur le fait que les
contributions relatives de la vapeur d’eau atmosphérique et de I'’eau du sol a la concentration du
tritium dans I’eau de la plante dépendent des conditions environnementales et de 'organe de la
plante considéré.
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4.3.2 MODELISATION DE LA FORMATION DU TRITIUM ORGANIQUE

Du fait de la discrimination isotopique du tritium par rapport a I'’hydrogeéne,
I'incorporation du tritium de l'eau tissulaire en OBT est théoriquement limitée et I'activité
massique du tritium organique, exprimé en termes de concentration dans I'eau de combustion,
doit demeurer plus faible que celle de I'eau libre. Le facteur de discrimination a considérer pour
prédire I'activité en tritium de la fraction organique en fonction de l'activité HTO connue dans
I'eau tissulaire du végétal (Peterson and Davis, 2000; IAEA, 2007a) a été évalué
expérimentalement pour différentes espéces végétales (McFarlane, 1976; Garland and Ameen,
1979; Kim and Baumgartner, 1994; IAEA, 2007a). En moyenne ce facteur de discrimination est
compris entre 0,5 et 0,6.

Le facteur « équivalent eau » doit également étre pris en compte pour I'établissement de
I'activité du tritium organique dans la plante. Ce parametre peut étre mesuré
expérimentalement ou estimé a partir de la teneur en hydrogéne dans les protéines, les lipides
et les glucides (6,8%, 12% et 6,2% en masse, respectivement) et de la fraction de chaque type
de molécules organiques au sein de la matiére séche constituant la plante. Pour la plupart des
plantes, ce facteur de conversion entre la masse seche briilée et I'’eau produite par combustion
est del'ordre de 0,5 a 0,6 (IAEA, 2007a; Guétat et al., 2008b).

Le calcul de la concentration en OBT dans la matiére fraiche de la plante peut ainsi étre
formulé suivant la relation (29), qui prend en compte le facteur de discrimination isotopique et
le facteur « équivalent eau ».

lante _ lant
Coer = (1= %) xW,, x D x CI5i (29)
Avec:
C plante concentration en tritium organique dans la matiere fraiche de la plante
OBT [Bq kgfrais'l)
X proportion massique d’eau dans la plante (kgeau kgrais)
W facteur « équivalent eau » de la matiére seche, c’est-a-dire la quantité d’eau
ea produite par quantité de matiére séche brilée (Kgeay Kgsec'!)
D facteur de discrimination isotopique entre 3H et 1H (sans unité)
CTpF'?,\r}tre concentration en tritium dans I'eau tissulaire (Bq kgeau!)

La concentration en tritium dans l'eau tissulaire des plantes varie tres rapidement en
fonction du niveau d’exposition et des conditions environnementales. Il est par conséquent
difficile d’utiliser la relation (29) en pratique. La quantité de tritium organique formé en cas
d’exposition de courte durée demeure difficile a prédire du fait de la complexité et de la
multitude des processus impliqués (Diabaté and Strack, 1993; Atarashi-Andoh et al., 2002). En
général, la concentration en tritium organique au moment de la récolte des plants est considérée
comme proportionnelle a la concentration moyenne dans I'eau tissulaire des feuilles durant la
phase de croissance du végétal. Cette modélisation est basée sur les hypotheses que la
croissance de la plante est quasiment linéaire et que I'OBT non échangeable, une fois formé,
demeure stable jusqu’a la récolte (IAEA, 2007a).

D’autre part, la quantité d’hydrogéne et de tritium dans la plante varie au cours de la
croissance du végétal. C'est pourquoi des modeles de croissance des plantes sont parfois
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intégrés aux modeles dosimétriques. Ces modeles de croissance permettent d’estimer 'efficacité
photosynthétique et la formation de tritium organique qui en découle, en fonction du stade de
développement du végétal (Melintescu and Galeriu, 2005; Keum et al., 2006). Ces modeéles sont
basés sur des fonctions sigmoides de croissance et considérent en général comme données
d’entrée : la masse de la plante a pleine maturité, la masse initiale de la plante et le taux de
croissance (Baumgartner and Kim, 1995; Keum et al., 2006). D’autres modéles tels que UFOTRI
(Raskob, 1993) ou le module FDMH dans RODOS (Galeriu et al.,, 1998) utilisent des approches
plus complexes prenant en compte l'influence des facteurs environnementaux. Cependant, ce
type de modeéle reste limité par le fait qu’il ne considere pas tous les parametres influant sur le
développement des plantes, notamment certains facteurs environnementaux (climat, type de sol,
pratiques agricoles).

4.3.3 MODELISATION DE L’ACTIVITE TRITIUM GLOBALE DANS LES PLANTES

Sur la base des relations (28) et (29), il est possible d’établir une expression rendant
compte de l'activité globale du tritum sous ses différentes formes dans la plante (eau tissulaire
et tritium organique). Ainsi, Guétat et al. (Guétat et al., 2008b) ont proposé la relation (30), en
considérant que le rapport des concentrations dans I'eau du sol et dans la vapeur d’eau de l'air
estde l'ordre de 0,3.

Co - =[H +0,3% (1= H)]X[(1—X) XW,, x D +x] x Cir,,, (30)
Avec:
cphame activité tritium globale dans toute la plante (Bq Kgfrais)
H humidité relative de I'air (%)
X proportion massique d’eau dans la plante (Kgeau kgrais)
W facteur « équivalent eau » de la matiére seche, c’est-a-dire la quantité d’eau
ea produite par quantité de matiére séche brilée (Kgeay Kgsec')
D facteur de discrimination isotopique entre 3H et 'H (sans unité)
Cf,i{ovw concentration en tritium dans la vapeur d’eau de I'air (Bq kgeau?)

4.4 BILAN SUR LES MODELES

Les modeles doivent étre validés par la confrontation de leurs prévisions a des données
expérimentales. Néanmoins, les expériences mettant en jeu le tritium sont difficiles a réaliser,
notamment en ce qui concerne les expositions a long terme. De ce fait, les données
expérimentales sont limitées. Des groupes de réflexion internationaux ont été constitués afin de
pallier a ce manque et de comparer les différents modeles utilisés. Les programmes BIOMOVS
(BIOsphere MOdel Validation Study) (Barry et al., 1999), VAMP (Validation of Model Predictions),
BIOMASS (BIOsphere Modeling and ASSessment) (Golubev et al., 2002b; IAEA, 2003) et EMRAS
(Environmental Modeling for Radiation Safety) (Davis et al.,, 2005a; IAEA, 2007a; Galeriu et al.,
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2008) en sont des exemples, qui ont permis d’aboutir a un certain nombre de conclusions sur les
points forts et les limites des modeéles existants.

D’'une maniere globale, il apparait que les modeéles traduisent assez fidelement les
transferts du tritium au sein des végétaux. Cependant, les incertitudes associées aux modeles
demeurent importantes (Galeriu et al, 2008). En effet, du fait de la grande complexité des
phénomeénes impliqués dans le transfert, 'absorption et I'incorporation organique du tritium au
sein des plantes, les modéles ne peuvent étre basés uniquement sur des hypothéses théoriques
et doivent au contraire recourir autant que possible a des relations empiriques. Le manque de
données expérimentales pose de ce fait probleme. En outre, les rares données expérimentales
disponibles sont tres spécifiques des especes végétales et des conditions environnementales
étudiées. La généralisation des résultats obtenus pour une expérience particuliére a d’autres cas
demeure hasardeuse.

D’autre part, les modeles sont meilleurs pour des situations d’équilibre que pour des
conditions dynamiques. Le rapport final du groupe « Tritium et Carbone 14 » du programme
EMRAS mentionne ainsi une incertitude d’un facteur 2 au mieux pour les modeéles appliqués a
des conditions d’équilibre et d’'un facteur 5 pour des conditions dynamiques. L’explication de ces
chiffres réside dans le fait que les variations instantanées des facteurs environnementaux et des
activités du tritium dans les différents compartiments considérés sont lissées sur une longue
période dans le cas d’'une exposition chronique. Au contraire, ces variations ont un impact plus
important lorsque le pas de temps considéré est plus petit (cas d’'une exposition de courte
durée).

La comparaison de I'efficacité des modeles pour différents types de scénario dans le cadre
de groupes de travail a mis en évidence de grandes disparités (Barry et al., 1999; Galeriu et al,
2008). Les causes de ces différences sont difficiles a identifier car les modeles sont basés sur des
approches et des parameétres tres divers. Dans ce contexte, le développement d’'un modéle de
référence dédié aux situations dynamiques (cas des situations d’urgence) devrait étre I'un des
principaux objectifs des programmes internationaux a venir (Galeriu et al., 2008).
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5 INVESTIGATIONS FUTURES

5.1 INTEGRATION DU TRITIUM ORGANIQUE

5.1.1 CAS DES EXPOSITIONS CHRONIQUES

Si un certain nombre d’études ont été menées concernant I'impact d’exposition au tritium
de courte durée sur les végétaux, peu de données expérimentales sont disponibles en ce qui
concerne les expositions chroniques. Ce manque de données limite la validation des modéles, en
particulier pour les plantes se développant en milieu naturel ou un tres grand nombre de
parameétres sont a prendre en compte. En outre, du fait de la difficulté de maintenir une
exposition au tritium de niveau constant sur le long terme, la plupart des études portant sur les
expositions chroniques ont été réalisées sur des périodes relativement courtes allant de
quelques jours a quelques semaines (Garland and Ameen, 1979; Amano and Garten, 1991;
Amano et al,, 1995). Les exceptions concernent le suivi environnemental autour des installations
nucléaires, pour lesquelles I'historique des mesures du tritium dans certains végétaux est
disponible sur plusieurs années. Cependant, toutes les données requises pour les modeéles ne
sont pas systématiquement relevées dans le cadre de ces controles. Par exemple, de nombreuses
études ont porté sur la mesure du tritium organique dans les cernes d’arbres a proximité
d’installations rejetant du tritium (Yamada et al.,, 1989a; Kozak et al., 1993; Fuma and Inoue,
1995; Kalin et al,, 1995; Yamada et al., 2004a; Vichot et al., 2008b). Les résultats de ces mesures
sont en cohérence avec les niveaux de rejets annoncés par les exploitants. Néanmoins, ce type
d’étude ne permet pas de comprendre réellement les mécanismes d’incorporation du tritium
sous forme organique dans les végétaux en cas d’exposition de longue durée, ni de déduire un
impact dosimétrique.

5.1.2 MECANISMES BIOLOGIQUES LIES A L'INTEGRATION DU TRITIUM ORGANIQUE

Les aspects biologiques de I'absorption et de 'incorporation du tritium dans les plantes ne
sont pas a I'heure actuelle parfaitement compris. Si les aspects qualitatifs et quantitatifs sont
bien connus au niveau des réactions enzymatiques, ce n’est pas le cas en revanche a I'échelle du
métabolisme de la plante entiére. En effet, les voies métaboliques sont bien décrites mais les
bilans de matiere associés ne le sont pas, notamment en raison des effets difficilement
prédictibles de la discrimination isotopique. L'importance relative des différents phénomenes
n’est pas bien chiffrée et les données physiologiques nécessaires pour quantifier précisément
chaque processus biologique sont manquantes.

Ces données seraient particulierement intéressantes pour I'amélioration des modeles
prédictifs de l'activité tritium dans les végétaux suite a une exposition au tritium. En effet, la
pertinence de ces modeles est liée a I'estimation de parametres dépendant directement ou
indirectement de facteurs biologiques, tel que le taux d’incorporation du tritium dans la fraction
organique a partir du tritium libre de l'eau tissulaire. Ce taux est en général considéré comme
constant tout au long de la vie des plantes. Cependant, des études récentes ont prouvé de
grandes différences dans les quantités d’'OBT formé en fonction du stade de développement du
végétal (Atarashi-Andoh et al, 2002; Choi et al, 2005; Keum et al, 2006). L’évolution
quantitative du taux d’incorporation du tritium libre en tritium organique tout au long de la
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croissance des végétaux doit a présent étre étudiée afin d’améliorer les modéles, notamment
ceux dédiés a I'impact dosimétrique de produits agroalimentaires.

D’'une maniére générale, les données expérimentales concernant l'absorption et
I'incorporation organique du tritium font défaut, notamment pour les conditions nocturnes ou
pour des conditions météorologiques pluvieuses. La translocation des molécules organiques
marquées au tritium et le taux d’élimination de I'OBT apres la fin de I'exposition sont également
encore mal comprises (Galeriu et al., 2008).

5.2 IMPACT RADIOLOGIQUE DES FAIBLES DOSES

Les faibles doses de rayonnements ionisants correspondent a des irradiations pour
lesquelles aucun effet néfaste sur la santé n’est observé. On parle de « faibles doses » pour des
expositions inférieures ou égales a des doses de l'ordre de 100 a 200 mSv. Ces niveaux
correspondent a la plupart des expositions: en dehors de la radiothérapie ou d’applications
médicales spécifiques, les irradiations (naturelles ou artificielles) délivrent des faibles doses.
Pour le public (personnes n’étant pas exposées a une irradiation professionnelle), I'irradiation
naturelle est la principale source d’exposition, de I'ordre de 2 a 2,5 mSv par an en France.
L’exposition du public vivant a proximité des installations nucléaires se situe au niveau du
micro-Sievert en ordre de grandeur. A ces faibles niveaux de dose, aucun effet sur la santé n’est
décelé par I'épidémiologie, cependant, I'absence d’effets décelables ne peut exclure I'existence
d’un risque. Le risque est lié a la probabilité d’apparition de mutations radio-induites pouvant
conduire, apres de nombreuses altérations supplémentaires, a des effets stochastiques, en
particulier des cancers. La difficulté d’identifier I'existence ou non d'un risque pour les
expositions aux faibles doses tient notamment (CARMIN, 2008b):

- au délai de plusieurs années ou méme dizaines d’années entre l'irradiation et la maladie
cancéreuse, délai pendant lequel de nombreux facteurs de I'environnement sont
susceptibles également d'introduire des altérations dans le fonctionnement et 'ADN
cellulaire,

- al’absence de spécificité des cancers radio-induits,

- alagrande fréquence des cancers survenant spontanément.

Le tritium est 'un des radionucléides rejetés par 'homme dans I'environnement dont
'activité est la plus importante ; la question des faibles doses engendrées par le tritium est donc
incontournable. A T'heure actuelle, les données expérimentales actuelles concernant les
expositions chroniques au tritium a faible dose cumulée et a faible débit de dose ne sont pas
suffisamment étayées. En effet, la plupart des études épidémiologiques portant sur les effets du
tritium ont été réalisées sur des animaux de laboratoire a des doses et débits de dose beaucoup
plus élevés que les expositions professionnelles, et plus encore que les expositions recues par le
public (Belot et al., 1996). Les résultats obtenus pour des doses élevées chez I'animal ne sont pas
toujours extrapolables aux faibles doses chez 'Homme.

5.3 STANDARDS EN MATIERE DE MESURE ET MATERIEL BIOLOGIQUE DE REFERENCE

5.3.1 NECESSITE D’'UNIFORMISER LES TECHNIQUES

Différentes méthodes et techniques analytiques ont été développées pour mesurer le
tritium dans les échantillons environnementaux. Des normes ont été établies concernant les
mesures dans l'air ou les eaux (AFNOR, 1999a, 2000; ISO, 1989). En revanche, il n'y a pas a
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I'heure actuelle de méthodologie normalisée pour la mesure des différentes fractions du tritium
au sein des organismes biologiques. La mesure du tritium organique, sous forme échangeable ou
non, reste le point le plus problématique. En effet, les spécialistes de la radioécologie du tritium
sont divisés sur les définitions méme de ces deux fractions, et par voie de conséquence, sur la
méthodologie a suivre pour les mesurer (Baumgartner and Donhaerl, 2004; IAEA, 2007b). Ceci
explique en grande partie la disparité des résultats obtenus par différents laboratoires dans le
cadre d’exercices d'intercomparaison (Workman et al., 2005).

5.3.2 ABSENCE DE MATERIEL BIOLOGIQUE DE REFERENCE

Outre l'absence de méthodologie validée de mesure, il n’existe pas actuellement de
matériel biologique de référence pour la mesure du tritium organique, échangeable ou non-
échangeable. Jusqu'a présent, seule la thymidine tritiée a été proposée comme molécule
« standard » (Harms and Jerome, 2004). Cette molécule permet en effet la calibration des
systemes de mesure du tritium organique. Cependant, elle n’est pas représentative, seule, de la
complexité des phénomeénes biologiques mis en jeu dans un organisme biologique. De ce fait, elle
ne peut pas constituer une référence biologique pour les modéles dosimétriques. La
caractérisation d’'un organisme entier comme matériel biologique de référence semble donc
nécessaire, en particulier pour I'évaluation des niveaux de tritium environnementaux. Le choix
d’'un végétal de consommation humaine semblerait d’autre part judicieux en termes d’'impact
dosimétrique.
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INTRODUCTION

Les transferts du tritium entre les différents compartiments environnementaux,
notamment les végétaux, sont le résultat d'un grand nombre de mécanismes physiques,
chimiques ou biologiques qu'il est difficile d’appréhender dans des conditions climatiques
réelles, par nature trés variables. En outre, 'importance relative de ces processus varie d'une
espece végétale a l'autre, et méme d'un individu a l'autre, en fonction des conditions
environnementales auxquelles ils sont soumis. Face a cette réalité tres complexe, il était
impératif de définir dans un premier temps un systeme d’étude aux caractéristiques stables et
controlées, permettant d’obtenir des résultats simples et transposables par la suite a d’autres
situations plus réalistes.

Ce chapitre a pour premier objectif de définir et de caractériser le systeme d’étude ayant
servi de base aux expérimentations dans le cadre de notre travail. Le systéme d’étude
correspond a I'ensemble des choix et des parameétres qui ont permis I'étude des transferts et de
I'assimilation du tritium dans des conditions controlées. Il associe un matériel biologique fixé, un

milieu de culture caractérisé et des conditions climatiques régulées grace a une chambre de
culture.

Le deuxiéme objectif de ce chapitre est de définir les protocoles expérimentaux qui ont été
appliqués au systeme d’étude ou a des conditions réelles. De facon a étudier I'absorption et
I'intégration du tritium dans le végétal-cible en cas d’exposition a court ou long terme, deux
protocoles mettant en jeu des échelles de temps différentes ont été considérés.
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1 CHOIX DU MATERIEL BIOLOGIQUE ET DE SON MILIEU DE
CULTURE

1.1 MATERIEL BIOLOGIQUE

1.1.1 CHOIX DE L’ESPECE ETUDIEE

Dans le but de comprendre les transferts de tritium jusqu'a des végétaux participant a
l'alimentation humaine, le choix du matériel biologique utilisé pour cette étude s’est porté sur un
végétal de consommation courante dans les régions tempérées. La laitue (Lactuca sativa L.),
deuxieme légume le plus consommé en France apres la tomate (Thicoipé, 1997), a été retenue
comme végétal cible en raison :

- de saprésence dans presque tous les milieux tempérés de la planéte,
- de sa croissance rapide,

- de sa physiologie relativement simple de « légume-feuille », facilitant I'étude du transfert
du tritium par voie foliaire et par voie racinaire.

En outre, la laitue est un végétal couramment utilisé pour les études expérimentales des
transferts du tritium aux plantes (McFarlane, 1978; Strack et al.,, 1991; Brudenell et al,, 1997;
Davis et al., 2002; Keum et al., 2006; Vichot et al., 2008b) et comme référent en écotoxicologie
(AFNOR, 2005, 2006). La laitue présente donc un intérét particulier dans la perspective d’établir
un matériel biologique de référence pour la mesure du tritium dans les végétaux.

1.1.2 CARACTERISTIQUES BIOLOGIQUES DE L’ESPECE ETUDIEE

Les laitues cultivées sont des plantes diploides, herbacées, annuelles, en C3,
appartenant a la famille des Astéracées. Bien que leur composition (cf. Tableau 10) varie

légérement d'une variété a I'autre, 'eau demeure toujours leur constituant essentiel (Thicoipé,
1997).

Le cycle de développement complet de la laitue, du semis de la graine a la récolte des
nouvelles graines, comprend différents stades physiologiques. Les étapes principales du
développement sont la germination, la levée (déploiement des cotylédons), la croissance de la
plante, la pommaison, la montaison et la floraison. Dans la nature les plantes montent au
printemps, fleurissent au début de I'été et se ressement. La durée de ce cycle est extrémement
variable, allant de 45 jours I'été a 6 mois I'hiver (Thicoipé, 1997). Dans la présente étude, le cycle
a été arrété a la pommaison conformément aux pratiques culturales et alimentaires.
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Dosage de la matiere fraiche (pourcentage massique)

Constituants  Quantités moyennes Variations Observations
Eau 95,00 93,00-96,00 -
Protéines 1,25 0,80-1,63 -
Lipides 0,22 0,17-0,25 -

Glucose : 0,36
Sucres 0,92 - Fructose: 0,47
Sucrose : 0,09

Celluloses et Hémi-celluloses
Fibres 1,52 - (Solubles : 0,15 / Insolubles : 1,37)

Minéraux 0,72 0,34-1,04 -

Tableau 10 : Constituants alimentaires de la laitue (en g, pour 100g).

1.1.3 CHOIX DE LA VARIETE ETUDIEE

La laitue est une plante autogame (les graines proviennent d’autofécondation); par
conséquent les variétés sont génétiquement homogenes. Néanmoins, les graines vendues au
grand public sont généralement des mélanges de lots aux patrimoines génétiques différents. Afin
de s’affranchir de telles variations, il a été choisi de travailler avec des semences
« professionnelles », utilisées par les cultivateurs, et de disposer ainsi de véritables clones en
quantités suffisantes pour toute la durée de I'étude. En outre, ce type de graines présente une
résistance plus importante aux pathogenes que les graines de jardinerie.

Une variété fixée de laitue « feuille de chéne blonde » assez rustique (variété « kitare »,
année 2006) a été spécifiquement retenue comme représentative des cultures présentes dans le
nord de la Cote-d’Or. Les graines ont été fournies par la société Rijk Zwaan, avec I'assurance d’un
patrimoine génétique identique pour chacune.

La proportion en masse d’atomes de carbone, hydrogéne, oxygéne et azote (C, H, O, N) a
été déterminée sur des échantillons secs représentatifs des différents stades de développement
du végétal d’étude. Les résultats de ces analyses élémentaires effectuées par le Service Central
d’Analyses du CNRS (Solaize, France) sont donnés dans le Tableau 11.
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Dosage élémentaire de la masse seche (pourcentage massique)

.P lant Plant Plant en prémontaison
jeune mature
Elément Moyenne Moyenne Feuille Feuille Feuille Feuille Movenne Ecart-
(8 feuilles) (15 feuilles) 1 6 11 16 y type
C 35,8 37,5 40,0 39,3 37,5 38,4 38,1 1,5
H 5,0 5,3 6,1 5,9 5,4 5,3 55 0,4
N 2,8 1,8 4,6 31 2,3 2,4 2,8 1,0
0 34,5 38,3 39,2 449 35,8 36,5 38,2 3,7

Tableau 11 : Proportion en masse d’atomes de carbone, hydrogene, oxygene et azote (C,
H, O, N) dans la masse séche de laitues des différents lots (jeunes, matures, en
prémontaison) utilisés dans I'étude cinétique des transferts de tritium en fonction du
temps. Les feuilles sont numérotées a partir de la derniere formée (feuille 1).

1.2 CHOIX DU SUBSTRAT DE CULTURE

Afin d’accéder a une variation minimale des parameétres autres que ceux dont on cherche a
déterminer linfluence, un sol limoneux issu de la ferme expérimentale de la Bouzule
(Champenoux, Meurthe-et-Moselle, France) a été retenu pour la culture des laitues sur la base de
trois critéres principaux: ses propriétés stables et caractérisées, sa capacité a répondre aux
besoins biologiques de la plante et sa disponibilité en quantité tout au long de I'étude.

Le sol a été prélevé dans la couche supérieure (50 premiers centimetres) d'une parcelle de
la ferme expérimentale de la Bouzule. Les caractéristiques granulométriques et agronomiques
de ce sol brun lessivé a pseudogley, de texture limoneuse, sont regroupées dans les Tableau 12
et Tableau 13. Les mesures présentées dans ces tableaux ont été effectuées par I’Ecole Nationale
Supérieure d’Agronomie et des Industries Alimentaires (ENSAIA, Nancy), le Laboratoire
d’Analyses des Sols de I'Institut National de la Recherche Agronomique (INRA, Arras) et le
Service Central d’Analyses du Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS, Solaize). La
comparaison de ces différentes caractérisations aux analyses effectuées dans le cadre d’études
agronomiques citées dans la littérature (Jacquin and Florentin, 1988; Novak et al., 2001; Boivin
et al., 2005) montre que les qualités physiques et chimiques de la terre restent globalement
constantes au cours du temps. Une caractérisation élémentaire a également été réalisée par le
Bureau de Recherches Géologiques et Miniéres (BRGM) afin de s’assurer de l'absence de
polluants minéraux ou organiques majeurs. Par ailleurs, des expériences préliminaires réalisées
au laboratoire ont permis d’évaluer la capacité au champ de la terre de culture a environ 250 g
d’eau pour 1 kg de terre (soit 25%).
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Granulométrie %

Prof.a pH Argiles Limonsfins Limons grossiers Sables fins Sables grossiers
(cm) (<2pm)  (2-20 um) (20 - 50 pm) (50-200 pm) (200 - 2000 um)
Données ENSAIA (école d'agronomie, propriétaire du site)
0-25 6,6 26,0 35,2 16,8 5,7 16,2
25-40 6,5 31,2 33,4 18,7 4,8 11,8
40-60 6,6 37,2 37,4 11,4 4,4 9,6
Données INRA (Laboratoire d’Analyses des Sols, Arras)

0-50 6,7 31,3 32,6 20,5 5,4 10,2
Données de la littérature (Boivin et al., 2005)

0-15 59 31,0 50,0 - 19,0 -

a Profondeur du prélevement (cm)

Tableau 12 : Caractéristiques granulométriques de la terre utilisée pour les cultures de
laitues (sol brun lessivé a pseudogley).

Analyses agronomiques

Profa m.ob Ctotalc C total soluble C orga.dsoluble N totale NOsz NHs+  C/Nf

(cm) % % (mg kg?) (mg kg1) %  (mgkg?!) (mgkg?)
Données ENSAIA (école d'agronomie, propriétaire du site)

0-25 026 1,50 - - 0,18 - - 8

25-40 0,16 0,95 - - - - - -

Données INRA (Laboratoire d’Analyses des Sols, Arras)

0-50 - 1,67 221 205 0,16 6,46 <05 10

Données CNRS (Service Central d'Analyses, Solaize)
1,47 -

0-50 - 155 - - <0,10 - - -
Données de la littérature (Boivin et al., 2005)

0-15 0,25 - - - - - - 9
aprofondeur du prélevement (cm) d carbone organique (mg kg1)
b matiére organique (%) e azote total (%)
¢ carbone total (%) fratio carbone / azote

Tableau 13 : Caractéristiques agronomiques de la terre utilisée pour les cultures de
laitues (sol brun lessivé a pseudogley).
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D’un point de vue physico-chimique, le substrat de culture devait idéalement répondre aux
criteres détaillés dans le Tableau 14 pour un développement optimal de la laitue (Thicoipé,
1997). Les différentes caractérisations réalisées ont montré que le substrat choisi répond
globalement a ces critéres, a I'exception de teneurs relativement faibles en azote. Néanmoins,
dans la mesure ou I'impact d’'un apport d’éléments nutritifs azotés sur I'incorporation du tritium
dans les végétaux n’est pas connu, il a été décidé de réaliser les cultures expérimentales en
conservant les caractéristiques naturelles du sol de la Bouzule.

D’autre part, en raison de 'ambiance faiblement tritiée sur le site de Valduc, le stockage du
sol nécessaire aux cultures sur de longues périodes peut conduire a la contamination du
substrat. C’est pourquoi la possibilité d’'un approvisionnement régulier au fil de I'étude, en
quantités nécessaires et suffisantes pour les besoins expérimentaux a court terme, a confirmé le
choix du sol de la Bouzule.

Parameétre Valeur optimale Sol de la Bouzule
pH Idéal : 6,8. Ne doit pas étre inférieur a 5,5. moyenne : 6,6
Azote NO3;/NH4 > 4 NO;/NHs> 12,9
Phosphore 50 < P,05< 100 mg L't P205 ~ 130 mg Lt
Magnésie 5<K,0/Mg0 <6 K,0/MgO ~ 3
Potasse 1 < NO3/MgO 1 < NO3/MgO
Chlorures Cl- <100 mg L1 Cl~6mglL1
Matiere organique <3% 2,5%

Tableau 14 : Caractéristiques physico-chimiques du substrat de culture idéales pour la
laitue, et du sol brun lessivé a pseudogley choisi pour les cultures (Thicoipé, 1997).

1.3 PROTOCOLE DE CULTURE DE LA LAITUE (LACTUCA SATIVA L.) DE VARIETE FEUILLE
DE CHENE BLONDE

1.3.1 GERMINATION DES GRAINES

Afin de lever la dormance des graines, celles-ci ont été déposées sur un papier filtre
humide, et placées au froid (4°C) et a 'obscurité durant 24h (Thicoipé, 1997). Les graines ont
ensuite été transférées a 20°C a la lumiere de maniére a amorcer la germination. Cette méthode
permet a la fois d’éliminer immédiatement les graines qui ne germent pas et de disposer par la
suite de lots de laitues ayant toutes germé le méme jour.

1.3.2 SEMIS DES GRAINES GERMEES ET REPIQUAGE DES PLANTULES

Malgré un assez bon pouvoir de rétention de I'eau, le sol utilisé est sujet a rétraction au
dessechement (formation d’'une couche de battance), ce qui n’est pas recommandé pour la
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culture de laitues. De plus, ce substrat est moins aéré que ne le serait un terreau,
traditionnellement utilisé dans ce type de culture, et peut avoir tendance a se tasser avec le
temps. Afin de minimiser ces phénomeénes, la terre a été tamisée et '’hygrométrie du sol a été
maintenue a 80% de la capacité au champ durant toute la durée des cultures.

Les graines germées ont été trés rapidement semées dans des petits pots (hauteur : 7 cm,
longueur et largeur : 5 cm) remplis de terre tamisée a 5 mm. Aucun traitement phytosanitaire
n’a été utilisé. Lorsque les plantules présentaient quatre feuilles développées (supérieures a 1
cm), elles ont été repiquées dans des pots en plastique (hauteur : 15 cm, diametre bas : 14 cm,
diametre haut : 18 cm) contenant 2,5 kg (environ 2 L) de terre de culture (Thicoipé, 1997). Des
agrégats de terre assez grossiers (1 a 5 cm de diameétre) ont été placés au fond des pots, sur une
hauteur de 5 cm environ, de fagon a aérer la terre. Le reste des pots a été rempli de terre tamisée
a 5 mm jusqu’a 2 cm du bord haut du pot. Trois a quatre plants ont initialement été repiqués
dans chaque pot. Au fil de la croissance des laitues, les plants présentant un développement
anormal (maladie, attaque de nuisibles) ont été arrachés de maniére a conserver un lot de
plantes représentatif et homogéne. Des plants ont été prélevés et pesés régulierement afin de
suivre I'évolution de leur biomasse au fil de la croissance. Finalement, une a deux plantes a
atteint la maturité dans chaque pot.

Pour certaines expériences particuliéres, des jardinieres en plastique (hauteur : 15 cm,
largeur: 15 cm, longueur: 50 cm) ont été utilisées. Dans cette configuration, un espace
minimum de 5 cm a été laissé entre deux plantules au moment du repiquage. La procédure
d’élimination et de prélévement régulier des plants a ensuite été suivie de la méme facon que
pour les pots, ce qui a permis d’aboutir a un nombre d’environ cinq plantes par bac a maturité.

1.3.3 ARROSAGE

Quel que soit le type d’expérience, les laitues ont été protégées des précipitations.
L’arrosage des plants a été effectué manuellement et exclusivement a I'eau de Volvic, a trés faible
teneur en tritium. La composition de cette eau est donnée dans le Tableau 15. La fréquence des
arrosages et le volume d’eau apporté ont été déterminés par le maintien d’'une hygrométrie a
environ 80% de la capacité au champ.

Analyse caractéristique (mg L-1)

Calcium 11,5 Sulfates 8,1
Magnésium 8,0 Silice 31,7
Sodium 11,6 Biocarbonate 71,0
Potassium 6,2 h{{}gﬁgﬂfiﬁ;? g%?;:l)e 130
Chlorure 13,5 pH 7
Nitrates 6,3

Tableau 15 : Analyse caractéristique de l'eau de Volvic utilisée pour l'arrosage des
cultures.
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2 CONCEPTION ET REALISATION D’UNE CHAMBRE CLIMATIQUE
DE CULTURE

2.1 OBJECTIF

Outre le choix d'un matériel biologique et de son substrat de culture, la définition du
systéme d’étude comprenait le maintien de conditions climatiques stables. A cet effet, une
chambre de culture a été réalisée afin de se placer dans des conditions optimales pour le
développement du végétal cible tout en répondant aux besoins expérimentaux de I'étude. La
conception et la réalisation pratique de cette enceinte ont été assurées par Christophe Mavon
(Ingénieur de Recherches au LCPR-AC, UMR CEA E4 de I'Université de Franche-Comté) d’aprés
les spécificités du cahier des charges.

2.2 ETABLISSEMENT DU CAHIER DES CHARGES

2.2.1 EN FONCTION DES BESOINS PHYSIOLOGIQUES DE LA LAITUE

Le cahier des charges établi pour la conception de la chambre de culture a été pensé dans
le but de recréer artificiellement des conditions climatiques optimales pour la croissance et le
développement de plants de laitues (Thicoipé, 1997). Ceci impliquait notamment :

» la reproduction d'un cycle circadien alternant des périodes d’éclairement et des
périodes d’obscurité,

» la reproduction de l'intensité et de la qualité du spectre solaire durant les périodes
d’éclairement,

» la régulation en température (environ 23°C pour les périodes de «jour » et 16°C
pour les périodes de « nuit » a + 3 °C),

» le maintien d'une hygrométrie supérieure a 60%.

2.2.2 EN FONCTION DES BESOINS DE L’EXPERIENCE

Pour les besoins de I'étude, il a en outre été imposé :

» que la ventilation du systéme soit permanente et en prise directe avec I'extérieur
afin que les activités en tritium dans l'air de la chambre soit représentatives du
milieu dans lequel elle est placée,

» que les parameétres de température, d’hygrométrie et de luminosité soient
enregistrés en continu,
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» que des aménagements spécifiques (traversées de paroi, prises électriques) soient
prévus pour le raccordement aux appareils de mesure utilisés (bulleurs
notamment).

De plus, afin de pouvoir placer le dispositif dans un batiment présentant des activités
significatives en tritium dans I'air, il était impératif que I'enceinte de culture soit :

» mobile et facilement transportable,

» autonome (excepté au niveau électrique).

2.2.3 SCHEMA DE PRINCIPE DE LA CHAMBRE CLIMATIQUE

Pour répondre a toutes ces spécificités, le schéma de principe présenté en Figure 8 a été
proposé et validé.

Portique pour lampes

Vitres supérieures

EEE NN NN NN EEEEEEE R

en verre
Tableau
électrique
\‘L[ Structure corniéres acier
Groupe
P 1 4 trappes d’acceés
froid 55 cm £ —
o
g 8
) o -~ Cotés + faces en matiére
\:jentll_at,eur B8] > Isolantes minces
‘arrivee (Thermipan)
dair frais &

Support / N EVQm

< 220 cm (largeur : 126 cm
équipements (larg ) Roulettes

Figure 8 : Schéma de principe de la chambre climatique de culture (réalisation : C.Mavon).

2.3 REALISATION PRATIQUE DE LA CHAMBRE CLIMATIQUE

2.3.1 DESCRIPTION DU SYSTEME

L’enceinte a été dimensionnée de fagon a étre transportable dans les véhicules du
laboratoire. Ses dimensions finales sont les suivantes :
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- Dimensions hors tout : longueur : 265 cm, largeur : 125 cm, hauteur : 118 cm.
- Dimensions utiles : longueur : 205 cm, largeur : 115 c¢m, hauteur : 95 cm.

La chambre est composée d’une structure acier soutenant un plancher en bois recouvert
d’une feuille de polyéthylene. Des panneaux isolants (Thermipan) assemblés par des joints
mousses constituent les parois verticales. Quatre trappes d'acces latérales (55 cm x 55 cm) et
une porte arriere (100 cm x 50 cm) ont permis une manipulation aisée des plantes en croissance
et des outils nécessaires a la culture. Un vitrage recouvre 'ensemble de la surface supérieure de
I'enceinte (verre « securit», 4 mm trempé). Un portique permet le réglage de la hauteur de
fixation des lampes solaires (PowerBall HQI-BT 400W /D, Osram, Munich, Allemagne) au dessus
de la chambre. Divers supports sont destinés a I'accueil d’éléments de régulation et de mesure
(climatisation, bulleurs). L’ensemble est muni de roulettes de fagon a étre déplacé aisément. Des
clichés de I'enceinte sont donnés en Figure 9.

Figure 9 : Clichés de la chambre climatique de culture.
A gauche, vue de I'extérieur. A droite, cultures en cours a l'intérieur de I’enceinte.

2.3.2 FONCTIONNEMENT DE LA CHAMBRE CLIMATIQUE

En fonctionnement, I'enceinte est fermée de facon a ce qu'un systeme de climatisation
assure le maintien de la température aux niveaux souhaités. L’ensemble n’est cependant pas
complétement hermétique : un ventilateur situé sur la face avant et deux évents placés sur la
face arriére assurent le renouvellement de I'air au sein du systéme, et de ce fait, la diffusion du
tritium de I'air extérieur.

Des minuteurs permettent de régler la durée des périodes d’éclairement et d’obscurité et
de déclencher les lampes, la climatisation et les systémes de mesure du tritium atmosphérique
(bulleurs) au moment souhaité.
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Un systeme d’humidification utilisant une pompe et un réservoir d’eau peuvent étre
activés manuellement lorsque ’hygrométrie dans la chambre devient inférieure a 60%.

Des sondes de mesure reliées a un appareil de stockage des données (Kistock KH 200,
société Kimo, Montpon, France) permettent le suivi en continu des parameétres de température,
hygrométrie et intensité lumineuse avec une exactitude respective (écart maximum garanti par
le constructeur?!) de + 2%, + 3% et + 10% par rapport a la valeur lue.

2.4 EXPERIENCES PRELIMINAIRES DE VALIDATION ET DE CARACTERISATION DE LA
CHAMBRE CLIMATIQUE

La validation du fonctionnement de la chambre en lien avec le cahier des charges et la
caractérisation de certains éléments étaient nécessaires pour l'exploitation ultérieure des
expériences réalisées grace a ce dispositif. Ceci comprenait notamment la vérification de
I'efficacité des dispositifs mis en place pour controler les parametres climatiques (climatisation,
ventilation, humidificateur...) et l'établissement d'une cartographie de 1'éclairement dans
I'enceinte.

2.4.1 EFFICACITE DE REGULATION DE LA CHAMBRE CLIMATIQUE

Des essais réalisés avec une consigne unique ont montré la stabilit¢ du systeme en
température et en hygrométrie sur une durée de plusieurs jours (cf. Figure 10). Ce type de
consigne a été appliqué pour des durées de 24 a 48 h lors d’expériences de cinétique (cf.
paragraphe 3 et Chapitre III). L'utilisation en continu des lampes sur de telles périodes a parfois
entrainé une surchauffe et 'arrét de l'une d’elles durant quelques minutes, expliquant les
brusques chutes de l'intensité lumineuse représentées sur la Figure 11. Ces coupures étaient
toutefois négligeables par rapport au temps de fonctionnement total des lampes et de ce fait
sans conséquence sur les expérimentations.

1 Fiche de données techniques Kimo disponible sur :
http: //www.instruments-de-mesure.com/data/enregistreurs/pdf/fr/Classe%20200/FT%20KH%20200.pdf
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Figure 10 : Régulation de la température (en °C) et de I'hygrométrie (en %) dans la
chambre climatique sur une période de 15 h (900 min) pour une consigne unique de 25°C.
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Figure 11 : Eclairement (en Ix) dans la chambre climatique sur une période de 15 h (900
min) pour un fonctionnement continu des lampes.
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Pour les expériences d’exposition continue se déroulant sur plusieurs semaines, les

différents appareils ont du étre programmés pour respecter l'alternance de périodes
d’éclairement et d’obscurité. A titre d’exemple, les Figure 12 et Figure 13 donnent un apercu de
la régulation en température, hygrométrie et éclairement lumineux dans I'enceinte sur une
durée de quelques jours pour une consigne de 23°C le « jour » (15 h / 24) et de 16°C la « nuit »
(9h/24).

Les mesures associées a ces expériences préliminaires ont notamment permis de valider

les points suivants :

Le déclenchement et I'arrét des lampes et de la climatisation permettent I'alternance de
période de « jour » et de « nuit » artificiels aux horaires souhaités.

Les valeurs d’éclairement, mesurées en un point donné, sont relativement stables sur la
période de «jour». Les légeres variations enregistrées sont liées a l'incertitude de
mesure du capteur.

En raison de Tlactivité du batiment d’accueil, 1'éclairement peut ne pas étre
completement nul en période nocturne. Néanmoins les trés faibles valeurs détectées (~
50 Ix) ne suffisent pas a engendrer une activité photosynthétique des plantes, d’autant
que le spectre lumineux délivré par les lampes d’éclairage du batiment est peu favorable
ala croissance des végétaux.

Le réglage de la climatisation permet d’obtenir des températures moyennes de 23 + 3°C
le «jour » et de 16,5 + 3°C la « nuit», ce qui est globalement conforme aux exigences
définies par le cahier des charges. Ce réglage correspond au fonctionnement de la
climatisation en mode froid en période « nocturne » uniquement. Le « jour », les lampes
et le chauffage du batiment suffisent a maintenir la température au niveau souhaité. De
plus, I'augmentation progressive de la chaleur au démarrage des lampes permet d’éviter
le stress thermique des plantes qui serait lié a la transition brusque de la climatisation
du mode froid au mode chaud.

L’humidité relative dans l'’enceinte de culture varie en moyenne entre 70 et 80%,
quelque soit les conditions de température et d’éclairement imposées. Ainsi, malgré
I'évapotranspiration des plantes et du sol, la vapeur d’eau reste en majeure partie
confinée dans I'enceinte. L’arrosage régulier des plants suffit a maintenir ’hygrométrie
supérieure a 60%.
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Figure 12 : Régulation de la température (en °C) et de I'hygrométrie (en %) dans la
chambre climatique sur une période de 4 jours (6000 min) alternant les phases de jour et

de nuit artificiels.
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Figure 13 : Régulation de la température (en °C) et de I'éclairement (en Ix) dans la
chambre climatique sur une période de 4 jours (6000 min) alternant les phases de jour et
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2.4.2 CARTOGRAPHIE DE L’ECLAIREMENT DANS LA CHAMBRE CLIMATIQUE

Afin de s’assurer de I'homogénéité de l'éclairement recu par les plantes placées dans
I'enceinte de culture, une cartographie de lintensité lumineuse durant les périodes de
fonctionnement des lampes a été réalisée a hauteur de la canopée a 'aide de deux appareils. Le
premier (LI-1600, LiCor Biosciences®, Lincoln, Nebraska, USA) a permis de mesurer le « PAR »
(Photosynthetic Active Radiation, exprimé en pmol de photons m-2 s1), lumiere incidente
véritablement utile a la photosynthese, entre 400 et 700 nm. Grace au second (Kistock KH 200,
société Kimo, Montpon, France), un équivalent de puissance lumineuse recue par la surface
exposée (exprimée en lux), comptabilisant tout le spectre visible, a été mesuré. Les deux
appareils ont ainsi apporté des informations différentes mais complémentaires.

Les mesures préliminaires de 'intensité lumineuse dans I'enceinte ont montré une légére
disparité de I’éclairement selon le point considéré, due a la configuration de I'enceinte (barre de
maintien fixant les vitres, éléments de régulation présents a l'intérieur...). Les valeurs de
I'intensité lumineuse relevées sur 350 points sont comprises entre 400 et 3200 Ix, et entre 50 et
100 pmol de photons m-2 s-1, Les valeurs moyennes correspondantes, de 2600 + 400 Ix et de 76 *
10 pmol de photons m2 s-1, sont en accord avec les besoins physiologiques du végétal étudié.
Afin de s’affranchir des légeéres différences d’éclairement au sein de la chambre, il a été décidé
d’assurer une rotation des pots deux fois par semaine.

Dans la mesure ou les deux unités ne mesurent pas exactement la méme portion du
spectre lumineus, il n’existe pas de conversion simple entre les mesures d’intensité lumineuse
en « PAR» et en lux. Néanmoins, en considérant les conditions d’éclairement dans I'enceinte
comme stables, il est possible d’établir une relation de conversion entre les deux systemes
d’unités a partir des mesures réalisées pour la cartographie du systéme. Dans ce but, deux
droites définissant un domaine regroupant plus de 90% des points ont été tracées sur la Figure
14.

120
y = 0,066X - 66,3
R2=0,97
100 —
pay L
oo oo o
ESE 80 iy
£5 ¢ . e o
§\ g 3_—3‘ ¥ Je B % “:&‘ *
5 % 60 A
23 L Ty 20,008x - 6,1
3¢ E R2 = 0,95
q) e
5SS § 40
8o
=g g
=~ 20
0 T T T T T T L
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Mesure de l'intensité lumineuse (Ix)

Figure 14 : Correspondance des mesures d'intensité lumineuse en Ix et en pmol de
photons m-2 s-1 (PAR)
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3 PROTOCOLE DES ETUDES CINETIQUES

Grace au systeme d’étude mis en place, il a été possible d’étudier les phénoménes de
transfert du tritium atmosphérique vers les végétaux au cours des premiéres heures
d’exposition jusqu’a I’établissement de 1’équilibre au sein du compartiment aqueux, pré-requis a
I'étude des mécanismes d’intégration du tritium sous forme organique sur le long terme. Pour
cela, un protocole spécifique aux études cinétiques a été défini.

3.1 PRINCIPE

L’objectif des études cinétiques était d’étudier la dynamique des transferts du tritium
atmosphérique au sein de I'eau tissulaire de plants de laitues et dans I’eau de leur sol de culture,
depuis le début de l'exposition jusqu’a I'état stationnaire, et de déterminer les relations
mathématiques qui les régissent. En pratique, il s’agissait de suivre I’évolution au cours du
temps, des activités du radionucléide sous forme HTO dans le végétal et dans le sol, en fonction
des niveaux mesurés dans l'air.

Compte tenu de I'établissement tres rapide d’'un équilibre des activités en tritium entre
I'environnement et les végétaux, I'étude des mécanismes cinétiques devait étre conduite dans les
premieres heures d’exposition. De plus, de facon a pouvoir observer les phénomeénes sur des
temps aussi courts dans de bonnes conditions analytiques, les plants de laitue devaient étre
exposés a une atmosphere fortement tritiée. Pour répondre a ces impératifs, 1'exposition
atmosphérique de plants a été réalisée dans la chambre de culture permettant de se placer dans
une ambiance présentant des niveaux de tritium atmosphérique relativement élevés tout en
controlant les parameétres climatiques (cf. paragraphe 2).

De nombreux parametres sont susceptibles d'influencer les phénomeénes d’absorption du
tritium. Cette étude a été ciblée sur les effets de deux parameétres d’influence particuliers : le
stade de développement des plants et les conditions d’éclairement.

3.2 MODE OPERATOIRE

Les techniques analytiques mentionnées dans ce paragraphe sont présentées en détails
dans le Chapitre II (« Description et qualification des techniques analytiques »).

Les laitues ont été cultivées sous serre, en période estivale, dans un environnement
extérieur présentant des teneurs atmosphériques faibles en tritium (de 'ordre de 10 Bq m3 en
moyenne). Une fois le stade de développement souhaité pour les expériences atteint (plants
jeunes, matures ou en phase de prémontaison), les plants ont été transférés dans la chambre
climatique de culture, elle-méme placée au sein d'un batiment présentant des activités
atmosphériques en tritium plus élevées (de 'ordre de quelques dizaines a quelques centaines de
Bq m-3). Des plants témoins ont été laissés dans la serre (ambiance faiblement tritiée) afin de
mesurer I'activité en tritium dans les laitues avant les expériences cinétiques.

Dans la chambre climatique, les conditions d’éclairement ou d’obscurité ont été
maintenues durant toute la durée de l'expérience. Deux systemes de barbotage (MARC 7000,
SDEC, Reignac sur Indre, France) ont assuré le suivi de 'activité volumique du tritium dans
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I'atmospheére au cours du temps (cf. Chapitre II). Des échantillons représentatifs de laitues et de
leur terre de culture (5 premiers centimetres) ont été prélevés au boutde 1 h,2h,3h,5h,6h, 7
h, 8 h et 24 h d’exposition. Les activités en tritium dans I'eau tissulaire des plants de laitues et
dans I’eau du sol de culture ont ensuite été mesurées.

3.3 PLAN D’EXPERIENCES

Le plan d’expérience défini pour trois modalités de stade de développement (jeunes
plants, plants matures, plants en prémontaison) et pour deux modalités d’éclairement (lumiere,
obscurité) a conduit a réaliser six séries d’expériences.

3.3.1 PARAMETRES ETUDIES

3.3.1.1 Stade de développement des plants

L’influence du stade de développement des plants et de leur activité biologique sur
I'absorption et I'intégration du tritium a été étudiée pour trois modalités : de jeunes pousses, des
plants matures et des plants en phase de prémontaison ont ainsi été exposés a une atmosphere
tritiée. Le degré de maturité des différents lots de laitues a été déterminé par la courbe de
croissance et en fonction d’indicateurs biologiques tels que I'dge, la masse et la surface foliaire.
Les périodes de culture et les caractéristiques considérées pour chaque modalité sont données
dans le Tableau 16. La Figure 15 présente les valeurs de masse expérimentales et les courbes
associées établies d’aprés le modele sigmoidal de croissance (cf. Chapitre II), en fonction du
temps, pour les différents lots de plants (Erickson, 1976; Baumgartner and Kim, 1995).

Stade de Période de Age Nombre de Masse fraiche (g) Surface
développement culture () feuilles / Masse séche (g) foliaire (cmz2)
Mi-juillet
Jeunes plants 3 fin 2ot 40 8 1,4/0,2 25
Plants matures R F‘1n.m‘a1 60 ~ 15 18/1 500
a fin juillet
Plants en phase Fin avril a 70 ~20 30 /2 1000

de prémontaison début juillet

Tableau 16 : Période de culture et caractéristiques des différents stades de
développement des plants utilisés dans I'étude cinétique des transferts de tritium (age,
nombre de feuilles, masse fraiche et séche, surface foliaire).



Démarche expérimentale :

Chapitre I, mise en place du systeme d’étude et définition des protocoles expérimentaux 120
2,0
1,8 5 A
a
1,6 /
1,4 Stade « matures »
s ., —/
2 ' v Stade
<§ 1,0 « prémontaison »
© 08
4 Stade « jeune »
s 06 /A
. | <
0,2 J
0,0 . N re. .
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Temps aprés germination (jours)

¢ jeunes B matures A prémontaison —modele

Figure 15 : Variations de la masse fraiche des différents lots de laitues (jeunes, matures,
en prémontaison) utilisés dans I'étude cinétique des transferts de tritium en fonction du
temps.

3.3.1.2 Conditions d’éclairement

L’effet de I'éclairement a été étudié suivant deux modalités : éclairement équivalent a la
lumiére du jour (~ 75 pmolphotons M2 st soit environ 2500 1x) ou obscurité compléte. Les
expériences ont été menées pour des périodes de 24 h consécutives suivant I'une ou I'autre de
ces modalités. Ces conditions d’éclairement ne sont pas représentatives des conditions
naturelles mais ont été choisies afin de pouvoir comparer les mécanismes d’absorption et de
formation du tritium organique a la lumiere et a I'obscurité, et de mieux comprendre les roles
respectifs des différentes phases de la photosynthese.

3.3.2 PARAMETRES MESURES OU CONTROLES

3.3.2.1 Conditions climatiques

Lors de l'exposition dans la chambre de culture, les parametres climatiques ont été
imposés : la température de consigne était de 23°C et I'humidité relative était maintenue a un
niveau supérieur a 60%. Selon l'expérience, les lampes étaient allumées (éclairement) ou
éteintes (obscurité).
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Le Tableau 17 présente les valeurs moyennes enregistrées grace a un dispositif numérique
(Kistock KH 200, société Kimo, Montpon, France) pour les parametres: intensité lumineuse
mesurée a la surface du sol de culture, température et hygrométrie, durant les différentes
expériences réalisées. La chambre climatique a répondu de maniére satisfaisante aux consignes :
la température ne s’est par exemple pas écartée de plus de 3°C en moyenne de la valeur de
consigne. Seule l'intensité lumineuse enregistrée pour l'expérience réalisée en conditions
d’éclairement sur des laitues en phase de prémontaison s’est avérée légerement plus élevée que
la valeur attendue, probablement du fait de I'utilisation de lampes neuves. Néanmoins, 'intensité
appliquée demeure du méme ordre de grandeur que celles enregistrées lors des autres
expériences en conditions d’éclairement.

Les valeurs des parametres climatiques mesurées sous la serre juste avant le transfert
vers la chambre climatique sont également données dans le Tableau 17. Les valeurs enregistrées
sont proches de celles qui ont été mesurées dans la chambre climatique : le stress imposé aux
plantes du fait du changement d’environnement a donc été minime.

Mesure

Conditions ye . Température Humidité
Lot de plants o d’intensité o .
expérimentales . (°Q) relative (%)
lumineuse (1x)
Serre ~ 2500 19,5 73,5
Eclairement ~ 2400 25,4+ 0,6 60+3
Jeunes plants
Serre ~0 17,0 85
Obscurité ~0 21,6 £0,3 69+ 3
Serre ~ 7000 22,0 65,0
Eclairement ~ 2300 246 +1,2 58 +6
Plants matures
Serre ~0 22,3 42
Obscurité ~0 21,4+0,6 65+3
Serre ~ 1300 22,3 84,3
Plants en phase de Eclairement ~ 3600 259 +0,6 75+3
prémontaison Serre ~0 19,0 86,3
Obscurité ~0 21,3+2,2 69+9

Tableau 17 : Valeurs moyennes des parametres climatiques (éclairement, température,
humidité relative) relevés dans la serre de culture juste avant le transfert de chaque lot
de plants (jeunes, matures ou en phase de prémontaison) et dans la chambre climatique
lors des expositions en conditions d’éclairement ou d’obscurité. Les mesures d’intensité
lumineuse sont réalisées au niveau du sol.

3.3.2.2 Mesures des activités du tritium atmosphérique

Pour chaque expérience, l'activité en tritium atmosphérique a été suivie de facon
hebdomadaire durant toute la croissance des laitues en serre (ambiance tres faiblement tritiée)
afin de quantifier 'apport de tritium aux plants en amont des expériences d’exposition. Durant
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cette période, les paramétres climatiques (température, hygrométrie, éclairement) ont été
relevés en continu.

Pendant la période d’exposition au tritium dans la chambre climatique, les activités
atmosphériques ont été relevées au moment de chaque prélevement de plants. Un systéme de
barbotage (MARC 7000, SDEC, Reignac sur Indre, France) a pour cela été utilisé selon le
protocole spécifique aux mesures sur de courtes périodes (cf. Chapitre II, paragraphe 2.1.1.2). Ce
barboteur a permis d’établir les activités HT et HTO dans I'air pour chaque prélévement de deux
facons :

» L’activité « instantanée », correspondant a I'activité enregistrée entre deux prélévements.
Cette donnée permet de se rendre compte du niveau de stabilité des teneurs en tritium
dans I'air au cours de I'exposition.

» L’activité « cumulée », correspondant a l'activité moyenne enregistrée entre le début de
I'expérience et I'instant du préléevement. De ce fait, I'activité moyenne cumulée et I'activité
de 'eau tissulaire des plants sont établies sur la méme période de temps. Cette période
constitue la durée totale d’exposition des laitues a I'instant considéré.

La vitesse de dépot du tritium gaz (HT) est de l'ordre de 105 m s! selon des études
récentes (Koarashi et al., 2001). Compte tenu des activités en tritium gaz (HT) mesurées dans
I'air au cours des différentes séries d’expérience (cf. Tableau 18), globalement faibles par
rapport a celles mesurées pour la vapeur d’eau tritiée (HTO), 'impact du tritium gaz peut étre
considéré comme négligeable par rapport a celui de la vapeur d’eau tritiée a 1'échelle des
expériences se déroulant sur 24 h. Seules les activités de la vapeur d’eau tritiée ont donc été
considérées pour I'exploitation des résultats.

Conditions HTO air cumulée HT air cumulée
Lot de plants o
expérimentales Bqm3 Bq m-3
Serre 1,6 +0,5 05+04
Jeunes plants Eclairement 59,3+22,1 16,8+ 7,1
Obscurité 83,9 + 33,7 13,0+7,9
Serre 6,8+24 3,5+2,3
Plants matures Eclairement 57,0+ 23,0 19,1 £13,0
Obscurité 79,6 + 31,7 32,0 +21,7
Serre 6,6+1,8 3,7+x1,1
Plants en phase de Eclairement 187,6 + 59,2 26,4 +10,2
premontaison
Obscurité 123,8 £40,6 11,7 +4,9

Tableau 18 : Activités atmosphériques moyennes (en Bq m-3 d’air) de la vapeur d’eau
tritiée (HTO) et du tritium gaz (HT) mesurées dans la serre de culture durant leur
croissance (« serre »), et aprés 24 heures d’exposition durant les différentes expériences
réalisées en chambre climatique sur des plants jeunes, matures ou en phase de
prémontaison, en conditions d’éclairement ou d’obscurité.
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4 PROTOCOLE DES EXPERIENCES D’EXPOSITION A LONG-TERME

Suite a I’étude biocinétique des transferts du tritium de l'air vers le végétal, il s’agissait de
comprendre et de quantifier les mécanismes biologiques impliqués dans l'intégration sous
forme organique du tritium sur le long terme. Le principe des expériences qui ont été mises en
ceuvre dans ce but a été le méme en conditions climatiques controlées et en conditions réelles.
Cependant, du fait des contraintes propres a chaque environnement, le mode opératoire a été
légerement adapté pour chaque type d’expériences.

4.1 PRINCIPE

Le premier objectif des expériences d’exposition a long terme était de quantifier les
transferts du tritium entre les différents compartiments environnementaux (atmosphere, sol) et
le végétal cible, notamment par I'étude des variations des taux de transfert du radionucléide
depuis l'atmosphere vers ses différentes fractions dans la plante (eau tissulaire et tritium
organique), en fonction du stade de développement et des paramétres environnementaux. Pour
cela, il s’agissait de suivre I'évolution des activités du tritium dans le végétal et dans le sol
exposés a une ambiance atmosphérique tritiée, depuis les premiers stades de développement
(rosette) et jusqu’a la prémontaison des plants. Deux séries d’expositions de ce type ont été
réalisées dans des conditions stables et maitrisées, grace a la chambre de culture permettant de
fixer les parameétres climatiques. Ces expériences seront notées dans la suite CLIM-1 et CLIM-2.
Deux séries d’expériences ont également été menées en extérieur sur le site de Valduc afin
d’étudier les transferts du tritium au végétal en conditions réelles. Elles seront désignées par les
sigles EXT-1 et EXT-2.

D’autre part, les expériences d’exposition a long terme visaient a comprendre les
mécanismes biologiques impliqués dans les transferts et 'intégration du tritium au sein des
végétaux cibles. Pour cela, des mesures d’activités ont été réalisées a I'échelle de chaque feuille
et mises en relation avec l'activité biologique, via la mesure des échanges gazeux
photosynthétiques et de la concentration en protéines. Une expérience de ce type a été menée
en chambre climatique ; elle sera notée CLIM-3 dans la suite.

4.2 MODE OPERATOIRE

Les protocoles opératoires et les techniques analytiques mentionnés dans ce paragraphe
sont détaillés dans le Chapitre Il (« Description et qualification des techniques analytiques »).

La germination des graines et les premiers stades de développement des laitues ont été
réalisés en laboratoire, dans une ambiance trés faiblement tritiée. Lorsque les laitues ont
présenté quatre feuilles pleinement développées, les plants ont été repiqués et transférés vers le
lieu de I'expérience, sur le site de Valduc : environnement extérieur ou chambre climatique.

Les expériences en extérieur ont été réalisées sous serre, en période estivale. La serre se
situait a 360 m sous les vents par rapport a un point de rejet gazeux de tritium (cf. schéma en
Figure 16). Les teneurs atmosphériques moyennes en tritium (HT et HTO) mesurées sur le site
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étaient faibles (inférieures a 10 Bq m-3). Au contraire, la chambre climatique a été placée au sein
d’'un batiment présentant des activités relativement importantes en tritium atmosphérique (de
l'ordre de quelques dizaines a quelques centaines de Bq m3). Des conditions diurnes et
nocturnes de période estivale y étaient artificiellement reproduites. En extérieur et dans la
chambre climatique, des systéemes de barbotage (MARC 7000, SDEC, Reignac sur Indre, France)
ont permis de suivre l'activité volumique du tritium dans I'atmosphére au cours du temps (cf.
Chapitre II).

Pour les expériences CLIM-1, CLIM-2, EXT-1 et EXT-2, des échantillons représentatifs de
laitues ont été prélevés de facon hebdomadaire en début de croissance, puis tous les 3 a 4 jours
en phase de croissance exponentielle. Dans I'expérience CLIM-3, un seul prélevement a été
réalisé apreés un mois d’exposition en chambre climatique ; les feuilles de chaque plants ont été
dissociées et regroupées en fonction de leur age. Pour les expériences EXT-1 et EXT-2 des
échantillons du sol de culture, représentatifs des pots dans leur ensemble, ont été prélevés. Lors
des expériences CLIM-1 et CLIM-2, la partie supérieure du sol (5 premiers centimetres en
surface) a été dissociée de la partie inférieure (5 cm du fond des pots). Les différentes fractions
du tritium au sein des plants et de leur sol de culture ont ensuite été analysées (tritium « libre »
de l'eau tissulaire et tritium organiquement lié).

N Site de culture

\ i Pointd’émission

—_— = de rejets tritium
/ - gazeux
S0 " | ‘s SE

> i X« SODAR »
! (anémomeétre 455 m)

Station météorologique
(anémometre 210 m et 30 m)

Figure 16 : Carte schématique de l'emplacement des cultures de laitues mises en place
pour les expériences d’exposition au tritium atmosphérique a long terme en conditions
climatiques réelles (EXT-1 et EXT-2). Le point de rejet atmosphérique du tritium auquel
les plants sont exposés et I'’emplacement des stations météorologiques sont notamment
figurés.
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4.3 PLAN D’EXPERIENCES

4.3.1 PARAMETRES ETUDIES

4.3.1.1 Stade de développement et activité biologique des plants

L’influence du stade de développement des plants a été étudiée par la réalisation de
prélevements tout au long de la période d’exposition, couvrant les différentes phases de
croissance des végétaux jusqu’a leur prémontaison (expériences CLIM-1, CLIM-2, EXT-1 et EXT-
2). Pour chaque prélévement, le degré de maturité des plants de laitues a été évalué suivant leur
courbe de croissance et en fonction d’indicateurs biologiques tels que I'dge, la masse et la surface
foliaire.

L’intensité de l'activité biologique était un autre parametre d’étude. Pour cela, la
concentration en protéines totales a été mesurée a I'’échelle du plant entier (expériences CLIM-
1, CLIM-2, EXT-1 et EXT-2) ou de la feuille (expérience CLIM-3). Les échanges gazeux
représentatifs de la photosynthese ont été ponctuellement analysés grace a la console LI-COR
6400 (cf. Chapitre II et Annexe A).

4.3.1.2 Dépot du tritium au sol

Les niveaux d’activités mesurés dans le sol donnent des indications sur I'importance
relative des voies de transfert, foliaire et racinaire, du tritium vers la plante. Pour I'expérience
EXT-2, la terre de culture des plants a été recouverte de vinyle afin de limiter le dépot
atmosphérique et la diffusion du tritium dans le sol. Les autres expériences ont été menées sur
des pots nus.

Des pots témoins non cultivés ont permis I'étude complémentaire du dépét et du transfert
de tritium dans le sol de culture. L'influence de I'arrosage et d'une couverture par un film vinyle
transparent a la surface du sol a notamment été testée. Les parametres étudiés pour les pots
témoins mis en place lors des expériences CLIM-1 et EXT-2, et leurs différentes modalités, sont
présentés dans le Tableau 19.

CLIM-1 EXT-2
arrosage arrosage couverture vinyle
Témoin 1 oui oui oui
Témoin 2 non oui non
Témoin 3 - non oui
Témoin 4 - non non

Tableau 19 : Modalités des parametres d’étude (arrosage et couverture vinyle) mis en
place pour les pots de terre témoins, non cultivés, lors des expériences d’exposition a long
terme en conditions climatiques contrélées (CLIM-1) ou réelles (EXT-2).
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4.3.2 PARAMETRES MESURES OU CONTROLES

4.3.2.1 Conditions climatiques

4.3.2.1.1 Expositions en conditions contrélées

Pour les expériences en chambre climatique, les différents appareils de régulation de la
chambre climatique ont été programmés de facon a recréer artificiellement des conditions
climatiques estivales, notamment I'alternance de périodes diurnes et nocturnes (cf. paragraphe
2). Les valeurs des parametres de température, d’hygrométrie, et d’'intensité lumineuse ont été
mesurées et enregistrées par un dispositif numérique toutes les 2 minutes (Kistock KH 200,
société Kimo, Montpon, France). Les valeurs moyennes correspondantes, pour les deux périodes
completes d’exposition, sont comparées aux consignes imposées dans le Tableau 20. La chambre
climatique a globalement répondu de maniere satisfaisante aux consignes imposées au cours des
expériences CLIM-1, CLIM-2 et CLIM-3. Les valeurs moyennes de température et l'intensité
lumineuse relevées en période « nocturne », légérement plus élevées lors de I'expérience CLIM-
2, s’expliquent par plusieurs coupures de courant ayant entrainé le blocage des minuteurs. De ce
fait, les consignes de période «diurne» ont été involontairement imposées pendant trois
«nuits » au total.

Période Expérience Mesur_e d’intensité = Température Hur_nidité
lumineuse (Ix) (°C) relative (%)

Consigne Lampes allumées 23,0+ 3,0 > 60,0
Eclairement CLIM-1 2450 £ 420 240+1,1 67,7 +11,0
(«Jour ») CLIM-2 2200 +900 23,4+272 75,4 +9,2
CLIM-3 2000 £ 1100 22,8+2,2 76,7 +11,0

Consigne Lampes éteintes 16,0 + 3,0 > 60,0
Obscurité CLIM-1 ~0 199 +4,1 65,3+158
(« Nuit ») CLIM-2 150 + 600 21,8+4,7 77,4 +10,0
CLIM-3 ~0 17,1+2,8 79,1+11,0

Tableau 20 : Valeurs moyennes des parametres climatiques (éclairement, température,
humidité relative) relevées en période d’éclairement (16 h / 24) ou d’obscurité (9 h / 24)
dans la chambre climatique lors des trois séries d’exposition continue en conditions
controlées (CLIM-1, CLIM-2 et CLIM-3).

4.3.2.1.2 Expositions en conditions réelles

Les valeurs des parametres climatiques (température, hygrométrie et éclairement) ont été
mesurées et enregistrées toutes les 2 minutes au cours des expériences en extérieur par un
appareil numérique similaire a celui utilisé en chambre climatique (Kistock KH 200, société
Kimo, Montpon, France). Ces valeurs ont ensuite été moyennées pour les périodes diurnes et
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nocturnes de chaque jour. Le détail des relevés de ces valeurs pour les deux séries d’expériences
réalisées en extérieur est présenté en Annexes C.1 et C.2. Les valeurs moyennes correspondantes
sur la période sont données dans le Tableau 21. Les valeurs de température et d’hygrométrie
relevées au cours des deux expositions sont globalement comparables en période nocturne. En
revanche, en période diurne, les températures enregistrées sont plus importantes pour
I'expérience EXT-1 que pour I'expérience EXT-2, ce qui est cohérent avec les périodes auxquelles
ont été réalisées les expositions (début ou fin de période estivale). De la méme fagon, l'intensité
lumineuse a également été plus importante pour I'expérience EXT-1.

Mesure

. Période de .. ye . s Température Humidité
Expérience Période d’intensité o .
culture . (°Q) relative (%)
lumineuse (Ix)

EXT-1 fin avril 3 début  diurne 3400 = 1200 23,5+4,0 60,5+9,5

juillet nocturne 0+0 16,0+ 3,1 75,6 + 7,8

début diurne 1600 + 600 18,0 + 4,3 63,478

EXT-2 septembre a fin
octobre nocturne 0+0 15,4 + 3,9 65,7+ 6,8

Tableau 21 : Valeurs moyennes des parametres climatiques (éclairement, température,
humidité relative) relevées en périodes diurne et nocturne dans la serre de culture lors
des deux séries d’exposition continue en extérieur (EXT-1 et EXT-2).

Les mesures des conditions climatiques en extérieur ont été complétées par les données
de la station météorologique du centre de Valduc. Les relevés de la direction et de la vitesse des
vents par la station météorologique et le SODAR doppler (SOnic Detection And Ranging,
instrument météorologique de sondage acoustique) du centre ont ainsi été considérés (cf. Figure
16). Ceux-ci sont effectués de fagon continue, toutes les 25 minutes, a 10 m, 30 m et 55 m
d’altitude. Les roses des vents correspondantes aux mesures réalisées sur les périodes
d’exposition sont données en Annexes C.1.5 et C.2.5.

Ces mesures ont permis d’établir la rose des vents pendant la période d’exposition au
tritium des plants, et par suite I'impact des rejets tritium sur les cultures. Pour cela, le logiciel
GASCON, développé par le CEA, a été utilisé (Iooss et al., 2006). GASCON est un modele gaussien
a bouffée traduit par les équations de Doury (Doury, 1982, 1988), dédié a la prévision de
I'impact et des doses engendrées par des rejets atmosphériques chroniques, incluant un module
spécifique pour le tritium. Il permet d’estimer 'activité HT et HTO atmosphérique en un point
donné deés lors que les caractéristiques des rejets de tritium (point source, activité) et les
conditions météorologiques (température, hygrométrie, vents) sont connues.

4.3.2.2 Activité du tritium atmosphérique

Dans la chambre climatique, les activités en tritium atmosphérique (HT et HTO) ont été
mesurées grace a deux systémes de barbotage (MARC 7000, SDEC, Reignac sur Indre, France)
fonctionnant en période diurne et nocturne respectivement, dans le but de discriminer les
phénomeénes d’absorption et d’intégration du tritium se déroulant le jour et/ou la nuit,
notamment les phénomenes photosynthétiques. En extérieur, les faibles niveaux d’activités
relevés dans l'air n'ont pas permis de discriminer les activités sur les quelques heures
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correspondant aux périodes de jour et de nuit. Le méme systéme de barbotage qu’en chambre
climatique (MARC 7000, SDEC) a été utilisé pour suivre l'activité atmosphérique du tritium en
continu, mais sur des périodes d’'une semaine.

4.3.2.2.1 Expositions en conditions contrélées

Les activités atmosphériques moyennes, minimales et maximales de la vapeur d’eau tritiée
(HTO) et du tritium gaz (HT) relevées lors des premiers stades de développement (culture au
laboratoire) et de I'exposition en chambre climatique, ainsi que les écarts-types associés, sont
présentés dans le Tableau 22. Le lecteur intéressé trouvera le détail des relevés correspondants
en Annexes C.4, C.5 et C.6.

HTO (Bq m3) HT (Bq m3)
Lot de C(,)n.dltlons Moy. Min. Max. E-T. | Moy. Min. Max. E.T.
plants expérimentales
Laboratoire 1,4 0,3 4,2 1,9 0,4 0,2 0,9 0,4

CLIM-1 Période diurne 187,9 108,1 304,3 43,5 16,4 50 40,5 9,1
Période nocturne 157,6 61,3 295,8 47,6 256 56 81,7 14,5

Laboratoire 4.9 3,8 6,0 1,6 1,1 1,0 1,1 0,1
CLIM-2 Période diurne 130,5 46,3 239,6 48,9 14,0 3,4 48,2 9,7
Période nocturne 111,4 43,8 238,0 57,5 20,5 44 55,3 14,5

Laboratoire 2,0 0,6 5,5 2,3 0,7 0,2 1,3 0,5
CLIM-3 Période diurne 1030,8 9,1 44924 15509 | 458 3,5 263,6 70,9
Période nocturne 6120 27,4 30256 965,1 | 870 3,3 7650 179,5

Moy. : valeur moyenne, Min. : valeur minimale, Max. : valeur maximale, E.T. : écart-type

Tableau 22 : Activités atmosphériques moyennes, minimales et maximales de la vapeur
d’eau tritiée (HTO) et du tritium gaz (HT) et écart-type correspondant (en Bq m-3 d’air),
pour les mesures réalisées au laboratoire pendant la croissance de plants (« serre »), et
durant les différentes expériences d’exposition réalisées en chambre climatique (CLIM-1,
CLIM-2 et CLIM-3).

4.3.2.2.2 Expositions en conditions réelles

Les activités atmosphériques moyennes, minimales et maximales de la vapeur d’eau tritiée
(HTO) et du tritium gaz (HT), relevés lors des premiers stades de développement (culture au
laboratoire) et de I'exposition en serre extérieure, ainsi que les écarts-types associés, sont
présentés dans le Tableau 23. Le lecteur intéressé trouvera le détail des relevés de mesures
correspondants en Annexes C.3.

Les activités totales (HT et HTO) moyennes du tritium atmosphérique relevées lors des
expériences EXT-1 et EXT-2 ont été comparés aux prévisions du code de calcul GASCON. Les
résultats obtenus concernant l'activité atmosphérique totale (HT et HTO) sont donnés dans le
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Tableau 23. Pour les deux séries d’expositions en extérieur, un bon accord est observé entre les
résultats expérimentaux et les prévisions du modele.

HTO HT HTO + HT
(Bq m3) (Bq m3) (Bq m3)

Lot de Conditions
plants expérimentales

Laboratoire 3,6 2,8 4,3 1,1 0,9 0,5 1,3 0,6 - -
Serre extérieure | 12,6 4,1 19,5 5,0 2,3 0,5 5,6 1,6 | 149 17,0

EXT-1

Laboratoire 1,0 0,5 2,8 0,7 0,6 0,3 0,9 0,3 - -
Serre extérieure | 7,3 30 144 472 1,0 0,5 2,8 0,7 8,3 8,0

EXT-2

Moy. : valeur moyenne, Min. : valeur minimale, Max. : valeur maximale, E.T. : écart-type

Tableau 23 : Activités atmosphériques moyennes, minimales et maximales de la vapeur
d’eau tritiée (HTO) et du tritium gaz (HT) et écart-type correspondant (en Bq m-3 d’air),
pour les mesures réalisées au laboratoire pendant la croissance de plants (« serre »), et
durant les différentes expériences d’exposition réalisées en serre extérieure (EXT-1 et
EXT-2).

4.3.2.2.3 Importance relative des formes HT et HTO

En conditions climatiques contrélées comme en conditions réelles, Les activités en tritium
gaz (HT) mesurées dans l'air au cours des différentes expériences d’exposition a long terme
étaient globalement faibles par rapport a celles mesurées pour la vapeur d’eau tritiée (HTO).
Compte tenu de la vitesse de dépdét du tritium gaz (HT) relativement lente (Koarashi et al,
2001), I'impact du tritium gaz peut étre considéré comme négligeable par rapport a celui de la
vapeur d’eau tritiée pour ces expériences. Seules les activités de la vapeur d’eau tritiée ont donc
été considérées pour I'exploitation des résultats.

Moy. Min. Max. E.T. | Moy. Min. Max. E.T.| Moy. GASCON
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CONCLUSIONS

Ce chapitre a permis de définir et de caractériser le systéme d’étude, associant un matériel
biologique fixé, un milieu de culture caractérisé et des conditions climatiques régulées. Les
protocoles expérimentaux permettant I'étude des phénomenes d’absorption et d'intégration du
tritium dans le végétal-cible en cas d’exposition a court ou long terme ont également été définis.
Ces protocoles expérimentaux font appel a différentes procédures, méthodes et outils d’analyse
qu'’il convient a présent de détailler : c’est 'objet du Chapitre II.
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INTRODUCTION

L’étude présentée dans ce mémoire concerne l'absorption et I'incorporation du tritium
dans un végétal cible : la laitue (Lactuca sativa L.). Les protocoles expérimentaux mis en place
pour cette étude ont fait appel a différentes procédures, méthodes et outils qui sont détaillés
dans cette partie consacrée a la description et a la qualification des techniques analytiques. Les
mesures biologiques sont tout d’abord présentées. Les procédures d’échantillonnage et les
techniques de mesure du tritium sont ensuite développées. La derniere partie de ce chapitre
traite des méthodes numériques et statistiques utilisées.
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1 MESURES BIOLOGIQUES

L’exploitation des expériences a eu souvent recours a I'évolution de la masse des plants
étudiés tout au long de leur croissance. Les mesures directes de masse ont permis d’établir les
courbes de croissance correspondantes aux différentes séries expérimentales. Celles-ci ont
ensuite fait 'objet d'une modélisation en fonction du temps ou de 'énergie disponible durant la
période de croissance des plants.

1.1 SUIVI DE CROISSANCE

1.1.1 BIOMASSEET CINETIQUES DE CROISSANCE
1.1.1.1 Courbes de croissance

Les masses fraiches et seches des plants cultivés ont été suivies de maniere destructive
tout au long de la culture des plants. De fagon a réaliser des mesures représentatives de
I'ensemble du lot, cing plants au minimum ont été prélevés pour chaque point de la courbe de
croissance. Un test de Student a été appliqué sur les séries de valeurs obtenues de facon a
écarter les mesures de masse indiquant des tailles de plants anormales. Pour un lot de laitues
donné, les prélevements ont toujours été effectués a la méme heure de la journée (a 10 h le
matin), et apres un laps de temps identique par rapport au dernier arrosage, afin d’étre dans des
conditions d’hydratation des plants relativement similaires. Pour cette méme raison, la pesée
des masses fraiches a été effectuée le plus rapidement possible apres le préléevement des plants.
La pesée des masses séches a été réalisée apres la lyophilisation durant 48 h des laitues
(Iyophilisateur Lyolab 3000, HETO, Allergd, Danemark).

La courbe de croissance la plus simple est obtenue en exprimant la série de masses
mesurées comme une fonction du temps écoulé depuis la germination (Tei et al., 1996;
Sabbarese et al., 2002). La représentation en fonction du temps écoulé est pertinente pour
I'exploitation d'une expérience sur un ou plusieurs lots de laitues cultivées dans des conditions
similaires, notamment du point de vue climatique (cas de la chambre de culture). En revanche,
elle ne permet pas de comparer les croissances de plusieurs lots de laitues soumis a des
conditions tres différentes d’'un point de vue météorologique (cas des expériences réalisées en
extérieur). Afin de s’affranchir des conditions climatiques, variables selon des saisons, et de
pouvoir comparer les résultats obtenus dans le systéme d’étude et pour des conditions de
culture réelles, les courbes de croissance peuvent également étre établies en fonction de
I'énergie disponible pour les plantes au cours du temps (Bierhuizen et al., 1973; Dapoigny et al.,
1997). La lumiere constitue la principale source d’énergie pour les plantes. La température joue
également un role déterminant sur le développement des végétaux (Bensink, 1971; Hopkins,
1995). C’est pourquoi le rayonnement lumineux percu a la surface des plantes (en Ix ou en pmol
de photons m-2 s-1), et la température de I'air ambiant (en °C) ont été retenus comme parametres
d’'influence pour modéliser la croissance des laitues. L'unité (Ix j)(°C j) a ainsi été définie en
s’'inspirant du « degré.jour » (°C j) couramment utilisé en agronomie pour traduire I'influence
sur le développement d’'une plante d’'un degré de température au dessus de son seuil de
développement pendant un jour (24 h) (Bruno and Papy, 1992; Bonhomme, 1996). Cette unité
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correspond au produit des sommes des températures moyennes (en °C) et des quantités de
lumiere (en Ix) enregistrées quotidiennement dans I’environnement de la plante.

La Figure 17 montre l'utilité de I'unité (Ix j)(°C j). Cette figure présente les courbes de
croissance établies pour différentes expériences réalisées en conditions contrdlées et en
extérieur en fonction du temps et en fonction de l'unité (Ix j)(°C j). Alors que les courbes
exprimées en fonction du temps présentent une allure tres dispersée, les courbes établies en
fonction de l'unité (Ix j)(°C j) se superposent. Cette représentation peut donc étre utilisée pour
comparer les résultats des différentes expériences.

Toutefois, il convient d’étre prudent quant a 'usage de cette unité. En effet, le spectre de la
lumiére du jour est trés variable selon les moments de la journée, la saison ou les conditions
météorologiques. Une moyenne sur un jour entier (24 h) ne rend pas compte de ces variations.
De plus, les deux facteurs température et luminosité sont corrélés : pour obtenir des conditions
optimales de croissance, la quantité de lumiere recue doit étre supérieure a un seuil qui dépend
de la température. L'unité (Ix j)(°C j) permet une approche globale de la quantité d’énergie
disponible pour les plants mais ne rend pas compte de tous ces phénomenes.

1.1.1.2 Modeéle de I'accroissement de masse

Les courbes de croissance obtenues a partir de mesures expérimentales présentaient
souvent des irrégularités importantes pouvant conduire a des erreurs de calcul. Afin de lisser les
courbes expérimentales, un modéle de croissance sigmoide a été utilisé (Erickson, 1976;
Baumgartner and Kim, 1995). Ce modeéle, donné par I'équation (31), utilise comme paramétre le
temps ou 'énergie disponible pour les végétaux.

laitue M fllig:e
M e (31)
X M laitue _ M laitue
1+ maXM laitue ° G
0
Avec:
M e masse seche totale d'un plant au temps t (en g)
M faitue masse séche totale d’'un plant apreés un temps t depuis la germination ou ayant
X regu une énergie E (en g)

M r'ﬁ;t‘e masse séche maximale atteinte a maturité du plant (g)
M gte masse séche « initiale » d’un plant (g)
r taux de croissance du plant (j-1)
x temps t écoulé depuis la germination du plant (j) ou équivalent d’énergie

disponible E (1xj)(°Cj)

A titre d’exemple, la Figure 17 b) présente la courbe de croissance établie d’apres le
modele sigmoidal, en fonction de I’énergie disponible, a partir des masses mesurées
expérimentalement de quatre expériences différentes (CLIM-1, CLIM-2, EXT-1 et EXT-2).



Démarche expérimentale :
Chapitre II, description et qualification des techniques analytiques

136

6,0
5,0 . ° ®
<
°
Z 4,0 o
S N
% 30- M o
§ 4 A A 2 A
@ i °
< 2,0 .
1,0 - aa °8
& A A P ® A
3 A 0“ A
00¢ & —m RoabhBoy o0 —
0 20 40 60 80 100
Temps depuis la germination (j)
) o EXT-1 A EXT-2 ¢ CLIM-1 A CLIM-2
a
6,0
5,0 o + °
<
C)
Q 4’0 <
<
3 o
$ 3,0
8 A
©
= 20 ¢
1,0 1
0,0 ‘ ‘ ‘
0,0E+00 1,0E+08 2,0E+08 3,0E+08
Energie disponible (Lux.j)(T.j)
b) o EXT-1 a EXT-2 ¢ CLIM-1 a CLIM-2 —modéle de croissance

Figure 17 : Courbes de croissance représentant la masse séche moyenne d’un plant (g) en
fonction du temps aprés germination (a) et en fonction de I'énergie disponible (b) pour
quatre lots de laitues différents, correspondant aux expériences d’exposition continue au
tritium atmosphérique en conditions climatiques contrélées (CLIM-1 et CLIM-2) ou
réelles (EXT-1, EXT-2). En figure b), le modele de croissance sigmoidal établi a partir des

données expérimentales pour les quatre lots de plants est tracé.
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1.1.2 NOMBRE DE FEUILLES APPARUES ET INITIEES

Le nombre de feuilles de longueur supérieure a 1 cm apparues a un instant donné est un
critere communément utilisé dans la bibliographie pour suivre le développement foliaire de la
laitue (Bensink, 1971). Le nombre de feuilles initiées correspond au nombre total de feuilles du
plant, quelle que soit leur taille.

La formation des feuilles des plants de laitue étudiés s’est avérée globalement réguliére.
Une loi mathématique a ainsi pu étre établie afin de prévoir le nombre de feuilles apparues en
fonction du temps écoulé depuis la germination. Cette relation, obtenue a partir des données
expérimentales de trois lots de laitues différents (expérience CLIM-1, CLIM-2 et EXT-2) est
présentée dans la Figure 18. Cette relation prévoit I'apparition d’'une nouvelle feuille tous les 3
jours environ, ce qui est cohérent avec les données de la littérature pour la laitue (Bensink,
1971).
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Figure 18 : Nombre de feuilles apparues en fonction du temps écoulé depuis la
germination des plants pour trois lots de laitues différents, correspondant aux
expériences d’exposition continue au tritium atmosphérique en conditions climatiques
contro6lées (CLIM-1 et CLIM-2) ou réelles (EXT-2), et relation mathématique associée.

1.1.3 SURFACE DES FEUILLES

La méthode utilisée pour mesurer la surface des feuilles a consisté a photocopier toutes
les feuilles d’'un plant étalées sur du papier blanc, puis a intégrer les surfaces photocopiées par
pesée. Cette méthode permet de connaitre précisément la surface projetée de chaque feuille et
par somme, la surface foliaire de la plante entiére. Le rapport de cette surface totale a I'aire de la
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plante projetée au sol permet de déterminer I'indice foliaire du végétal (noté « leaf area index »
en anglais) (Galeriu et al., 1998).

1.2 MESURE DE L’ACTIVITE PHOTOSYNTHETIQUE

1.2.1 PRINCIPE DE LA MESURE DES ECHANGES GAZEUX

Un systéme portable, a chambre ouverte, de mesure d’échange gazeux (LI-6400, LiCor
Biosciences®, Lincoln, Nebraska, USA), a été utilisé pour les mesures de l'assimilation nette de
CO; dans les feuilles de laitue (cf. Figure 19).

Figure 19 : Cliché de la LI-6400 avec chambre ouverte pour la mesure d’'une surface
foliaire de 4cm? (extrait du manuel d’utilisation de I'appareil?).

Les mesures de photosynthese et de transpiration dans un systeme ouvert de ce type sont
basées sur la différence des concentrations en CO; et Hz0 entre un flux d’air en contact avec la
feuille étudiée (échantillon), et un flux d’air de référence n’entrant pas en contact avec elle (cf.
Figure 20). Les caractéristiques de l'air entrant dans la chambre de mesure sont imposées
(hygrométrie, concentration en CO;, température...). La chambre de mesure est munie d'une
série de diodes luminescentes dont il est possible de faire varier 'intensité, de maniere a obtenir

2 Using the LI 6400 Portable Photosynthesis System, Version 5, LiCor Biosciences, disponible sur www.licor.com.
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une réponse photosynthétique plus ou moins importante de la feuille étudiée. Le lecteur
intéressé trouvera le détail des équations associées aux mesures de I'activité photosynthétique
par la LI-6400 en Annexe A.

Il est important de noter que les mesures de transpiration, de conductance stomatique ou
encore d’échanges gazeux réalisées grace a la LI-6400 correspondent a des conditions
particuliéres imposées, et non pas aux conditions climatiques réelles dans lesquelles se
trouvaient les plants d’étude.

Console
Air:CO,et | Débit > Chambre IRGAéchantillon |——
H,O contrdlés métre (feuille)

A 4

IRGAréférence

référence

Figure 20 : Principe d'un systéme ouvert de mesure des échanges gazeux.

1.2.2 DESCRIPTION DE L’APPAREIL UTILISE (LI-6400, LICOR)

De fagon a pouvoir mesurer les échanges gazeux se déroulant au niveau de la feuille
étudiée, il est nécessaire de disposer en entrée de la chambre de mesure d’un air « de référence »
dont les concentrations en CO; et H,0 sont controlées. Pour cela, 'air aspiré dans la console LI-
6400 grace a un systeme de pompage est envoyé vers deux tubes remplis respectivement d'un
absorbeur d’humidité (driérite) et d’'un absorbeur de CO; (chaux sodée). En jouant sur la
proportion et sur le débit d’air circulant au sein de ces deux unités, il est possible d’ajuster les
concentrations en H,0 aux niveaux souhaités dans l'air de référence. L’hygrométrie peut ainsi
étre imposée dans une gamme comprise entre une hygrométrie nulle (air completement sec) et
la teneur en eau de l'air extérieur (typiquement de I'ordre de 20 mmol d’eau par mol d’air). La
teneur en CO; est fixée par une source de CO; (cartouche de CO, comprimé) qui permet de
balayer une gamme de valeurs pouvant dépasser la teneur de 'air extérieur (Figure 21).

Les différences de concentrations en CO; et H20 lors du passage de l'air a travers la feuille
étudiée sont mesurées grace a deux analyseurs de gaz a infrarouge indépendants (notés IRGA
pour Infra-Red Gas Analyzers). L'un mesure les gaz de l'air de référence, tandis que l'autre
mesure les gaz apres leur passage a travers la feuille végétale. Avant toute mesure, une série de
tests et de calibrations permettent de s’assurer de la bonne réponse des IRGAS.
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Schematic with a 6400-01 CO2 Mixer
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Figure 21 : Représentation schématique des flux de gaz au sein de la LI 6400 (extrait du
manuel d’utilisation de I'appareil3).

1.2.3 CHOIX DES PARAMETRES DE MESURE

Des études préliminaires réalisées sur des lots de laitues témoins ont permis de
déterminer les valeurs des parametres de fonctionnement de la LI-6400 les plus adaptées pour
notre étude. Ainsi, une observation au microscope (x 40) a permis de comptabiliser le nombre
de stomates présents sur chaque face des feuilles de laitue. En moyenne, 1200 a 1500 stomates
ont été comptés sur chacune des faces. Le ratio du nombre de stomates sur la partie supérieure
de la feuille par rapport au nombre de stomates sur la partie inférieure a donc été considéré
comme égal a un pour le paramétrage de la LI-6400.

Compte tenu des teneurs naturelles en dioxyde de carbone atmosphérique (environ 375
ppmv actuellement), la valeur fixe de 400 ppmv (soit 400 pumol de CO2 par mol d’air) a été
imposée pour les mesures de photosynthése, dans un flux d’air global de 200 umol s1.

La valeur de l'intensité lumineuse imposée par les diodes a I'intérieur de la chambre de
mesure a été déterminée suite a des mesures préliminaires réalisées sur la méme feuille pour
différentes intensités. L’activité photosynthétique enregistrée croit avec 'augmentation de la
lumiere jusqu’a un seuil de saturation (cf. Figure 22). La valeur de l'intensité lumineuse de 400
umol de photons m2 s retenue pour les mesures correspond a une activité photosynthétique
importante, mais non maximale de la feuille.

3 Using the LI 6400 Portable Photosynthesis System, Version 5, LiCor Biosciences, disponible sur
wwwe.licor.com.
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