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Avant-propos

L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération mondiale d'organismes nationaux de
normalisation (comités membres de I'ISO). L'élaboration des Normes internationales est en général confiée
aux comités techniques de I''SO. Chaque comité membre intéressé par une étude a le droit de faire partie du
comité technique créé a cet effet. Les organisations internationales, gouvernementales et non
gouvernementales, en liaison avec I'lSO participent également aux travaux. L'ISO collabore étroitement avec
la Commission électrotechnique internationale (CEI) en ce qui concerne la normalisation électrotechnique.

Les Normes internationales sont rédigées conformément aux régles données dans les Directives ISO/CEI,
Partie 2.

La tache principale des comités techniques est d'élaborer les Normes internationales. Les projets de Normes
internationales adoptés par les comités techniques sont soumis aux comités membres pour vote. Leur
publication comme Normes internationales requiert I'approbation de 75 % au moins des comités membres
votants.

Dans d'autres circonstances, en particulier lorsqu'il existe une demande urgente du marché, un comité
technique peut décider de publier d'autres types de documents:

— une Spécification publiquement.disponiblelISO [(ISO/PAS))représente .un accord entre les experts dans
un groupe de travail ISO et est acceptée pour publication si elle est approuvee par plus de 50 % des
membres votants du comité dont reléve.le groupe de travail;

— une Spécification technique I1ISO (ISO/TS) représente un accord entre les membres d'un comité technique
et est acceptée pour publication sj elle est approtvée par2/3 des membres votants du comité.

Une ISO/PAS ou ISO/TS fait I'objet d'un examen aprées trois ans afin de décider si elle est confirmée pour trois
nouvelles années, révisée pour devenir une Norme internationale, ou annulée. Lorsqu'une ISO/PAS ou
ISO/TS a été confirmée, elle fait I'objet d'un nouvel examen aprés trois ans qui décidera soit de sa
transformation en Norme internationale soit de son annulation.

L'attention est appelée sur le fait que certains des éléments du présent document peuvent faire I'objet de
droits de propriété intellectuelle ou de droits analogues. L'ISO ne saurait étre tenue pour responsable de ne
pas avoir identifié de tels droits de propriété et averti de leur existence.

L'ISO/TS 10832 a été élaborée par le comité technique ISO/TC 190, Qualité du sol, sous-comité SC 4,
Méthodes biologiques.

La présente version corrigée de I''SO/TS 10832:2009 inclut les corrections suivantes:

— ATArticle 1, a la fin de la derniére ligne, I'expression «aux déchets et aux mélanges sol et déchets» a été
remplacée par «aux déchets, aux mélanges sol-déchets et aux boues».

— En 3.12, le terme «fraction massique» a été remplacé par le terme «concentration d'inhibition» et le
symbole w, a été modifie en CIl; le terme «fraction massique» a été remplacé par le terme
«concentration» dans la définition et une note a été ajoutée.

De plus, le terme «fraction massique» a été remplacé par le terme «concentration» en 4.1, a I'Article 6,
en 7.4, 8.1 et 8.2 ainsi que dans les Annexes B, C et D; le symbole w, a été modifié en CI (ou le symbole
wgo modifié en Clgg) en 4.1, 5.4 (modifié), 8.1 et dans I'Annexe C.

— En 5.2.4, la rédaction de la derniére phrase a été améliorée.

iv © ISO 2009 — Tous droits réservés
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— En 5.5, laFigure 1 a) a été remplacée.

— En 7.1.2, a la derniére ligne, la référence croisée «(5.6.2)» a été remplacée par I'expression «comme
décrit en 7.3».

— En7.22,7.2.3,7.2.4 et 7.2.5, la derniere phrase a été modifiée pour remplacer I'expression «Poursuivre
I'essai» par «Procéder».

— En 7.3, laréférence croisée «(3.9)» a été remplacée par I'expression «préparé conformément a 7.1.2».

— En 7.6, au début de l'avant-derniére phrase, le terme «sols» a été remplacé par I'expression «matrices
solides». De plus, a la fin de la derniere phrase, I'expression «des spores a compter» a été modifiée en
«de spore a considérer comme spore germee».

— ATArticle 9, la derniére phrase a été déplacée en 5.4.

— Dans les Tableaux B.1 et C.1, «<mg/kg» a été modifié en «mg-kg'».

© ISO 2009 — Tous droits réservés \Y
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Introduction

Les champignons mycorhizogénes sont d'importants composants de la communauté microbienne du sol et
sont des organismes clés dans les systemes sol-plante. La symbiose racinaire qu'ils forment représente un
lien direct entre le sol et la grande majorité des espéces de plantes vasculaires (80 %) dans les
environnements naturels et agricoles. La plante héte en tire plusieurs bénéfices, au nombre desquels on peut
citer une stimulation de la croissance, une amélioration de la nutrition minérale, une plus grande résistance a
la sécheresse et une protection contre les agents pathogénes et le stress lié aux métaux lourds.

Plusieurs études ont montré que les champignons mycorhizogénes sont sensibles aux polluants tels que les
éléments traces métalliques et les hydrocarbures aromatiques polycycliques, ainsi qu'aux boues d'épuration,
et ce méme en l'absence d'effets phytotoxiques observés sur la plante hoéte. Les champignons
mycorhizogenes remplissant la plupart des critéres requis des organismes bio-indicateurs (ubiquité dans le
sol, sensibilité aux polluants, réle écologique pertinent dans la santé des plantes et au sein des écosystémes),
il est apparu important de les prendre en considération dans l'appréciation de la toxicité et des risques
environnementaux liés aux polluants, aux sols contaminés et a I'utilisation de boues d'épuration en agriculture.

La germination des spores chez un champignon mycorhizogéne a arbuscules, Glomus mosseae, forme la
base de I'essai proposé. Cet essai concerne la premiére phase de la symbiose, tandis qu'un autre essai, basé
sur la colonisation racinaire de la plante hote, est également en cours d'étude.

Cet essai peut étre réalisé directement avec des boues ou des sols sans aucune étape d'extraction.

Vi © ISO 2009 — Tous droits réservés
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Qualité du sol — Effets des polluants vis-a-vis des
champignons mycorhizogénes — Essai de germination des
spores

1 Domaine d'application

La présente Spécification technique spécifie une méthode d'évaluation des effets de polluants sur la
germination des spores d'un champignon mycorhizogéne, Glomus mosseae. Ce bio-essai de toxicité aigué
directe permet d'évaluer les effets potentiels de polluants et de sols contaminés sur des micro-organismes
bénéfiques du sol qui sont importants pour la croissance des plantes dans le concept d'une agriculture
durable.

La présente Spécification technique est applicable:

— aux substances chimiques, et

— aux sols contaminés,‘aux'déchets/ aux mélanges sol-déchets-et’ aux-boues.

2 Références normatives

Les documents de référencesuivants'sont‘indispensables ‘pour 1'application-du présent document. Pour les
références datées, seule I'édition citée' 's'applique’ Pourles-références non datées, la derniére édition du
document de référence s'applique (y compris les éventuels amendements).

ISO 10381-6, Qualité du sol — Echantillonnage — Partie 6: Lignes directrices pour la collecte, la manipulation
et la conservation, dans des conditions aérobies, de sols destinés a I'évaluation en laboratoire des processus,
de la biomasse et de la diversité microbiens

ISO 10390, Qualité du sol — Détermination du pH

ISO 11263, Qualité du sol — Dosage du phosphore — Dosage spectrométrique du phosphore soluble dans
une solution d'hydrogénocarbonate de sodium

ISO 11268-1, Qualité du sol — Effets des polluants vis-a-vis des vers de terre (Eisenia fetida) — Partie 1:
Détermination de la toxicité aigué en utilisant des substrats de sol artificiel

ISO 11274, Qualité du sol — Détermination de la caractéristique de la rétention en eau — Meéthodes de
laboratoire

ISO 11465, Qualité du sol — Détermination de la teneur pondérale en matiére seche et en eau — Méthode
gravimétrique

© ISO 2009 — Tous droits réservés 1
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3 Termes, définitions et termes abrégés

Pour les besoins du présent document, les termes, définitions et termes abrégés suivants s'appliquent.

3.1

champignon mycorhizogéne

micro-organisme ubiquiste formant une association symbiotique avec les racines d'espéces de plantes
vasculaires

3.2

BEG

IBG

Banque internationale des gloméromycétes

3.3
spore
unité reproductive asexuée d'un champignon

3.4
sporocarpe
groupe de spores entouré de mycélium

3.5
mycélium
réseau ramifié formé d'hyphes

3.6
hyphes
filaments qui composent le mycélium d'un'champignon

3.7
substrat témoin :
substrat inerte n'affectant pas la germination des spores, utilisé. comme témoin ou diluant

3.8
matrice
sol, boues ou déchets soumis a essai

3.9
sandwich
dispositif formé de deux membranes filtrantes en nitrocellulose contenant les spores

NOTE Les deux membranes sont maintenues ensemble au moyen de deux cadres de diapositive.

3.10

coloration au bleu trypan

coloration non vitale au bleu trypan utilisée pour rendre visibles les structures des champignons
mycorhizogeénes (colorées en bleu)

3.1
mélange d'essai
melange d'une substance ou d'une matrice d'essai avec un substrat témoin

3.12

concentration d'inhibition

Cl,

concentration de substance ou de matrice d'essai induisant une inhibition de x % de la germination des
spores par rapport au témoin

NOTE La «fraction massique» est généralement connue sous le terme «concentration» dans les méthodes
biologiques.

2 © ISO 2009 — Tous droits réservés
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4 Méthodes d'essai

4.1 Principe
Des spores de Glomus mosseae sont placées entre deux membranes filtrantes en nitrocellulose, formant un

sandwich (3.9) que l'on place dans une boite de Petri contenant le mélange d'essai (3.11) qui contient la
substance ou la matrice d'essai (3.8) a différentes concentrations, diluée ou non avec le substrat témoin (3.7).

Le pourcentage de spores germées est déterminé au bout de 14 jours.

Les résultats sont comparés a un substrat témoin et utilisés pour estimer la concentration d'inhibition a 50 %
(Clsq) de la germination des spores.

La détermination d'une autre Cl, est également possible, mais pas nécessaire.
NOTE La présente méthode peut étre utilisée pour déterminer I'effet d'une concentration unique.
4.2 Conditions normales

Utiliser une chambre de culture ou une piéce climatisée a (24 + 2)°C.

L'incubation est effectuée a I'obscurité (chambre obscure ou boites de Petri entourées de papier d'aluminium).

5 Matériaux d'essai

5.1 Eau distillée
Il convient que le pH de I'eau distillée soit neutre et jamais inférieur a 5,5.

5.2 Matériel biologique

5.2.1 Champignon

Groupe taxonomique: Eumycota, ordre des Gloméromycétes (Glomeromycota).

Espece: Glomus mosseae (Nicolson & Gerdeman) Gerdeman & Trappe (BEG 12).
5.2.2 Stade de vie

Utiliser des spores matures.

5.2.3 Identification

Numéro d'identification Genbank: U96139 (sous-unité 18S de I'ADNr); YO7656 (séquence partielle de la
sous-unité 25S de I'ADNr) (25, 26).

5.2.4 Matériel

Utiliser des sporocarpes (3.4) contenant des spores (3.3) (voir Figure 1) achetés dans le commerce). Utiliser
des cultures en pot de moins de cing mois pour extraire les sporocarpes.

Le pourcentage de germination des spores doit étre supérieur a 75 %. Conserver les spores et les
sporocarpes dans de l'eau distillée (5.1) a 4 °C.

1) Les sporocarpes du champignon Glomus mosseae, produits et distribués par BioRize, sont un exemple de produit
approprié disponible sur le marché. Cette information est donnée a l'intention des utilisateurs du présent document et ne
signifie nullement que I''SO approuve ou recommande I'emploi exclusif du produit ainsi désigné.

© ISO 2009 — Tous droits réservés 3
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Les sporocarpes doivent étre utilisés dans un délai d'une semaine et les spores dans un délai de deux jours.

5.3 Substrat témoin

Utiliser du sable ou un sol artificiel conformément & I''SO 11268-1 comme substrat témoin (3.7).

Utiliser un sable d'une teneur en silice supérieure a 99 %, de pH compris entre 6,6 et 7,5, d'une granulométrie
de 0,8 mm a 1,6 mm, lavé trois fois a I'eau distillée (pH > 6) (5.1) puis séché. Le pH final doit étre supérieur
a 6 (voir I''SO 10390).

Vérifier que la germination des spores dans le substrat témoin avant la mise en place du bio-essai est
supérieure a 75 %.

5.4 Substance de référence

Utiliser le nitrate de cadmium (CdNO3, 4H,0).

A titre d'information, la valeur de Clsy dans le sable, mesurée au cours d'un essai comparatif (n = 4) réalisé
avec du nitrate de cadmium, était comprise entre 0,15 mg-kg~! et 1,7 mg-kg~1.

5.5 Bleu trypan

Utiliser le bleu trypan?), 0,5 g dans 50 ml de HCI 1 %, 450 ml d'eau et 500 ml de glycérol.

httpsy//standards 989eg c1-415b-ae28 din\
20 QLY
a) Sporocarpes b) Sporocarpe ouvert

c) Spore intacte d) Spore abimée

Figure 1 — Sporocarpes et spores de Glomus mosseae

2) Le bleu trypan référencé 93595, distribué par Sigma Aldrich, est un exemple de produit approprié disponible sur le
marché. Cette information est donnée a l'intention des utilisateurs du présent document et ne signifie nullement que I''SO
approuve ou recommande I'emploi exclusif du produit ainsi désigné.

4 © ISO 2009 — Tous droits réservés
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5.6 Appareillage

5.6.1 Microscope binoculaire, grandissement x 32.

5.6.2 Boites de Petri stériles en plastique, diamétre 9 cm.
5.6.3 Cadres de diapositive, 24 mm x 36 mm.

5.6.4 Membranes filtrantes en nitrocellulose, diamétre 47 mm, porosité 0,45 um, blanches, quadrillage
3 mm.

5.6.5 Pinces ultra-fines3).

5.6.6 Papier filtre.

5.6.7 Microtube en plastique, de contenance 1,5 ml.

5.6.8 Film plastique.

5.6.9 Micropipette et pointes coupées a I'extrémité.

5.6.10 Balance, capable de peser de 0 g a 200 g avec une précision de 0,001 g.

5.6.11 Entonnoir.

6 Conservation et préparation des-échantillons

Les échantillons de sol doivent étre conservés comme spécifié dans I''SO 10381-6. Les échantillons de
déchets et de boues sont conservés a (4= 2)°C dans des récipients hermétiques. Il convient de ne pas
remplir complétement les récipients utilisés pour les boues et déchets microbiologiquement actifs.

Il convient de déterminer les paramétres suivants pour les sols, les déchets et les boues devant étre soumis a
essai:

— pH (voir I''SO 10390); utiliser un sol dont le pH n'est pas inférieur a 5,5 (voir Référence [18]);
— teneur en eau (voir I''SO 11465);

— capacité de rétention d'eau (voir I''SO 11274);

— teneur en phosphore disponible (voir SO 11263);

— la concentration en phosphore soluble doit étre inférieure & 100 mg-kg~! (voir Références [1], [2], [7]
et [23]).

Utiliser des sols ou des déchets de granulométrie inférieure a 4 mm pour réaliser le bio-essai; sinon, il
convient de broyer les déchets et de les passer au tamis de 4 mm et de passer les sols au tamis de 4 mm
avant de préparer le mélange d'essai.

3) Les pinces coupantes ultra-fines référencées T5130 n°5, distribuées par Oxford Instruments, sont un exemple de
produit approprié disponible sur le marché. Cette information est donnée a l'intention des utilisateurs du présent document
et ne signifie nullement que I''SO approuve ou recommande I'emploi exclusif du produit ainsi désigné.

© ISO 2009 — Tous droits réservés 5
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