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L'Homme, par une forte industrialisation et une i@gture intensive utilisatrice
d’engrais et de pesticides, contribue a la dissétion des éléments traces métalliques et a
leur accumulation dans les sols. Si les principaarstituants des sols impliqués dans la
rétention de ces polluants inorganiques sont najogiment des oxydes et hydroxydes de fer
(Apak, 2002) ainsi que des carbonates, des phasplags sulfates et de la matiere organique
(Kabata-Pendias & Pendias, 2001), les minérauxeargjouent également un réle primordial
dans la mobilité de ces éléments. En effet, ledeargprincipaux constituants de la crolte
terrestre (Rotenberg, 2007), possédent une capagidrtante a lier les cations métalliques
(Kabata-Pendias & Pendias, 2001). Pour tous cestitmmnts, I'adsorption est le principal
mécanisme impliqué dans la rétention et 'accunaties contaminants métalliques dans
les sols (Alloway, 1995 ; Kabata-Pendias & Pend2f¥)1 ; McBride, 1989). Les métaux
contaminants peuvent également étre piégés damtueture cristalline des minéraux au

cours de leur formation.

Les organismes vivants, tels que les végétauxchesnpignons, les lichens et les
bactéries, en altérant les minéraux par divers m&ces, présentent une activité
modificatrice de la rétention des éléments tracétaltiques dans les sols (Kabata-Pendias &
Pendias, 2001 ; Warscheid & Braams, 2000). En ,effes organismes vivants peuvent
intervenir dans la dissolution des minéraux a trmvies mécanismes physiques, tels que la
pénétration des hyphes ou des racines des végétms les minéraux ou encore par la
formation d’'un biofilm bactérien, ainsi qu’a tragedes mécanismes chimiques, comme par
exemple, la synthése et la sécrétion d’acides aqgas ou de sidérophores. Produits par les
champignons (Winkelmann, 2007), les plantes (Marschet al, 1986) et les bactéries
(Neilands, 1981b), les sidérophores sont des migigale faible poids moléculaire possédant
une tres forte affinité pour le fer. En conditionaeence sévere en fer ([Eghe< 0,1 uM),
leur role est de solubiliser cet élément afin deeledre accessible aux cellules. Si I'affinité
des sidérophores pour les autres cations métadligakeinférieure a celle déterminée pour le
fer, ces molécules chélatrices sont également cepalel les complexer efficacement (Braud
et al, 2009a ; Kim et al, 2001 ; Liermann et aR20

Bien que les éléments traces métalliques soientlisé@bipar divers organismes, ils ne
peuvent étre dégradés en produits moins toxiquessigbent indéfiniment dans
'environnement et posent un probléeme majeur erdoge mais également pour la santé
publique par leurs propriétés cancérigenes et reatxy Leur toxicité et leur persistance dans

'environnement nécessitent le développement digrdifites méthodes afin de diminuer le
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nombre de sites contaminés. Si des méthodes phgisicoques telles que I'excavation et le
stockage ou encore la stabilisation et le confimgnsent utilisées dans la décontamination
des sols, la phytoremédiation apparait comme uil dat choix. Parmi ces techniques,
certaines consistent en l'immobilisation du polluanbrganique dite phytostabilisation,
d’autres, telles que la phytoextraction a pour difjed’extraire in-situ les éléments
métalliques. Bien que peu onéreuses, ces technaqnias) inconvénient majeur : le temps de
décontamination, pouvant atteindre plusieurs dizid&nnées en fonction de I'espéce
végetale utilisée, de la nature de la pollutiodext propriétés des sols (McGrath et al, 2002).
Afin de faciliter le transport des métaux dansvégétaux et de réduire la durée de traitement,
I'utilisation de chélatants chimiques s’est dévelapplorgensen, 1993). Néanmoins, certains
de ces composés, tels que I'EDTA par exemple, amsent comme difficilement
dégradables, pouvant engendrer des risques déeatiriv et d’effets néfastes sur les micro-

organismes du sol (Nowack et al, 2006).

Une autre solution consiste en l'ajout de microamigmes d'intérét associés a la
phytoextraction, pouvant améliorer les prélevemeuats la plante et diminuer la durée de
traitement. En effet, les travaux de I'équipe « Qliggion Biologique des Sols » de Colmar
ont montré que 'addition de bactéries productrdesidérophore®seudomonas aeruginosa
ou Pseudomonas fluorescensugmentait I'extraction de chrome par des platgsmais
(Braud et al, 2009c), les sidérophores étant deabulites sécrétés par les micro-organismes
lors de carence en fer. Si jusque la, aucun méaoanisavait pu étre appréhendé, mon sujet
de these, inscrit au sein d'un projet « Ingénidfieologique », a eu pour objectif la
compréhension des processus intervenant dans l@rpmédiation couplée a l'ajout de
sidérophores ou de leurs bactéries productrices.

Durant ces trois années de these, jai travailléususysteme de complexité croissante,
allant de la capacité des sidérophores a inteeagic des métaux a I'état libre ou piégé dans
des minéraux, de l'interaction entre les bactépresluctrices de sidérophores et les minéraux
du sol, jusquau modéle complet couplant les ppagk facteurs (argile/micro-
organismes/éléments traces meétalliques/planteghiti-organisme modele de ce travail est
Pseudomonas aerugingdaactérie a Gram négatif, qui en cas de carendereggsynthétise et
sécréte deux sidérophores majeurs, la pyoverdini gtyochéline.Ce travail s’est tout
d’abord focalisé sur les interactions possiblegeeRt aeruginosaet deux minéraux de
structures différentes, les smectites qui sontpledlosilicates et les goethites appartenant

aux oxy-hydroxydes de fer. Ces minéraux, frequemmeanctontrés dans les sols, contiennent
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tous deux du fer. Aprés avoir observé une intesaatntreP. aeruginosat les minéraux, une
approche de biologie moléculaire utilisant des keaanutantes au niveau de la synthése de
sidérophores nous a permis des avancees dans #&nism@e d’altération paP. aeruginosa
des minéraux et en particulier le réle des sidévoghet du biofilm bactérien. Dans un second
temps, nous avons étudié la capacité de la pyoweridésorber les polluants inorganiques,
tels le nickel et le cadmium, adsorbés sur leslergbu emprisonnés dans la structure
cristalline des goethites, formant un complexersigléore-métal soluble, qui sera, peut-étre,
plus facilement assimilable par les plantes. Erdas expériences de prélevement de métaux
contaminant par des plantes ont été menées enticmsdhydroponiques. A partir d’un
systeme contenant les plantes et des argiles cordampar le nickel ou le cadmium, des
ajouts de pyoverdine ou de bactéries productricesidiErophores ont été réalisés afin de
déterminer l'impact respectif de ces parameétredobiques sur la phytoextraction. En
parallele, avec I'équipe Dépollution Biologique d&ds de Colmar, j'ai suivi des expériences

de phytoremédiation similaires mais réalisées désitga de sol.

Ce manuscrit est divisé en deux grandes partieprémiere consiste en une synthése
bibliographique décrivant l'origine et la présenges principaux polluants dans les sols
francais et plus particulierement dans les solacass (chapitre 1), la mobilité de ces
polluants dans les sols (chapitre 2), les intepastientre métaux et bactéries (chapitre 3) puis
celles entre bactéries et minéraux (chapitre 4).chepitre 5 présente, quant a lui, les
techniques de dépollution des sols tandis que &pitle 6 est dédié a la tolérance des
éléments traces métalligues chez les végétaux. ecande partie de ce manuscrit est
consacrée aux résultats obtenus durant cette thésedonnées concernant les interactions
entre bactéries et minéraux sont rassemblées dartmpitre 7 tandis que les résultats faisant

intervenir le végétal sont présentés dans le ateait
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Depuis la fin du XIX™ siécle, le secteur industriel s’est développé al¢ | monde
sans égard pour I'environnement. Le rbéle de 'Honmesealors devenu tellement important
dans la biosphere que certains auteurs distingmeaintenant une nouvelle sphere,

I'anthroposphere, lieu de I'activité humaine suplanéte (Kabata-Pendias & Pendias, 2001).

Comme la majorité des pays industrialisés, la FFap@lle aussi, hérité d’'un long passé
industriel durant lequel les contraintes et lepcépations environnementales n’ont pas été
une priorité. Si, de nos jours, le sol est car&sgguar un équilibre fragile et une vulnérabilité,
il a longtemps été considéré comme une ressounceivelable, voire inépuisable a I'échelle
des générations humaines. De plus, les conséquelcegversement de produits et leur
mauvais stockage, sans précaution particulieréaipiét alors que pas ou peu connus. Ainsi,
les substances ne se dégradant pas naturellemermt sl volatilisant pas au contact de l'air

ont pu s’accumuler dans les sols, les eaux souteg@t les sédiments de rivieres.
| - Pollutions des sols et sous-sols

Les termes « pollution » et « contamination » smtvent employés confusément I'un
pour I'autre. De méme, selon les auteurs, ces wernat définis différemment. Ainsi, Knext
al. font référence a « sol contaminé » pour décriresoindont I'état chimique varie de sa
composition normale mais sans effet préjudicialolerpes organismes. Le terme de pollution
sera quant a lui utilisé quand un élément ou ubstance est présente en concentration plus
importante qu’a I'état naturel, comme résultat @etivité anthropique et ayant un effet
négatif sur 'environnement et ses composés (Knak, €999).

1. Les sites pollués

En 1996, le Ministére de '’Aménagement du Terréat de I'Environnement définit un
site pollué comme «un site qui, du fait d’ancielpots de déchets ou d'infiltrations de
substances polluantes, présente une pollution glisieede provoquer une nuisance ou un

risque pérenne pour les personnes et I'environnement



18 | CHAPITRE 1 - PRESENCE D’ELEMENTS TRACES METALLIQUES DANS LES SOLS

Selon 'ADEME (Agence de I'Environnement et de laaitlise de I'Energie), trois

grandes catégories de sites pollués peuvent &tcemerées :

- les anciennes décharges, qui ne répondent pascrtéxes et regles actuels,
notamment les décharges situées sur des sousragites et pour lesquels une
pollution des eaux souterraines a été constatée ;

- les dépodts de déchets ou de produits chimiquesdabaés a la suite de faillites
d’entreprises ou résultant de pratiques fraudukewasienportation ou d’élimination
des déchets ;

- les sols pollués par des retombées, des infomatiou des déversements de
substances polluantes lies a I'exploitation passéeprésente d'une installation

industrielle ou a un accident de transport.

Certains sites industriels, abandonnés ou encom®vité peuvent compter plusieurs

sources de pollution.

2. Les sources de pollution des sols et sous-sols

L’ADEME distingue les sources de pollution des sgilsous-sols en 4 catégories

les pollutions accidentelles qui proviennent sotvadun déversement ponctuel et

momentané de substances polluantes. En générals elbnt engendrer une

dégradation du milieu sur une surface limitée ngisucune intervention n’est
réalisée dans un délai relativement court, la piotupeut alors migrer vers les sous-
sols ;

- les pollutions chroniques qui surviennent suraigles durées. Leurs origines sont
souvent des fuites sur des conduites ou autremu¥senterrés, des cuvettes de
stockage non parfaitement étanches, ou encore ixiggts issus de dépots de
déchets ou de produits ;

- les pollutions diffuses qui se développent sur gtandes surfaces de sols.
Généralement, elles proviennent d’épandages de ipsaahlides ou liquides (emploi
d’engrais ou de pesticides en agriculture) ou dembées atmosphériques. La
dispersion puis I'accumulation de substances dawuges sur ces sols donnent alors
des sites uniformément contaminés ;

- les pollutions localisées qui, a I'inverse des yadins diffuses, se distinguent par la

présence ponctuelle de substances dangereuses,letarsdls et les sous-sols,
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provenant généralement de déversements, de fuitete alepots de déchets. Ces
substances, non confinées et en fortes concensatimmnent naissance a des sites

localement contaminés.

3. Législation

Des le début des années 90, la France, conscienteettee problématique, s’est
intéressée a cerner 'ampleur des enjeux par uoceession d’inventaires de sites, ce qui a
donné naissance a deux bases de données :

- BASOL, récoltant et conservant la mémoire de plus milliers de « sites pollués ou

potentiellement pollués, appelant une action desgosipublics, & titre préventif ou
curatif ».

- BASIAS, inventoriant les anciens sites industratlsle services.

Ces deux outils, mis a jour régulierement, constitunsi des outils précieux de

gestion des sols pollués et d'aménagement dudieerit

De plus, les dangers potentiels des pollutions piguilibre écologique mais
également la santé publiqgue sont depuis consid&rés une inquiétude croissante par les
pouvoirs publics. La circulaire du 31 décembre 19@8tive a la politique de gestion des
sites pollués, marque véritablement la conscientienade vis-a-vis des problémes posés par
la contamination des sols et sous-sols francaissiAdepuis, les enjeux consistent a prévenir
les pollutions futures, a connaitre et maitrisarrdeimpacts, a sécuriser les sites, mais

également a traiter et réhabiliter.

L’année 2007 a été marquée par I'écologie. En ,eféetirculaire du 08 mars 2007,
relative a la prévention de la pollution des sadla é& gestion des sols pollués, repose sur la
prévention et la maitrise des sources de pollutiengouvernement a également initié le
Grenelle de I'Environnement dés le 21 mai 2007edinit, pour la premiere fois, I'Etat et les
représentants de la société civile afin de déting feuille de route en faveur de I'écologie, du

développement et de 'aménagement durables.

Ces mesures ont également pris une dimension emoeé Depuis 1998, I'Agence
Européenne de 'Environnement (AEE) travaille dab®ration d’indicateurs communs aux

pays de I'Union Européenne, en matiére de quadisesols.
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4. Les sols pollués en chiffres

En 2012, 4 337 sites contaminés ont été recenségace sur la base de données
BASOL (BASOL, 2012). Parmi les principaux pollugrgent retrouvés, seuls ou en mélange,
les hydrocarbures (43,79 % des polluants), le ploa®08 %) et les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) (18,63 %) (Tablé&au

Tableau 1 : Principaux polluants constatés dans lesols francais, seuls ou en mélang€es derniers sont
exprimés en terme d'occurrence (d'apres BASOL, 012

Polluants %

hydrocarbures 43,79
plomb 20,08
HAP 18,63
solvants halogénés 17,73
chrome 16,92
cuivre 16,35
arsenic 14,46
nickel 11,83
zinc 11,21
cadmium 7,10
cyanures 6,73
PCB-PCT 6,73
solvants non halogénés 5,19
mercure 5,14
baryum 3,25
BTEX 1,98
pesticides 1,5

cobalt 0,85
molybdéene 0,67
sélénium 0,48
ammonium 0,46
TCE 0,37
sulfates 0,25
chlorures 0,09

Bien que deuxiéme région industrielle de France,neh@pes recense, avec 614 sites
pollués (14,16 %), le plus grand nombre de siteli@olde France (BASOL, 2012). En effet,
marquée par une tradition industrielle forte, lanuki et la pétrochimie, deux secteurs tres
polluants, sont des composantes majeures de @stenr la pollution principale de cette
région étant les hydrocarbures (présence sur 283) st les solvants halogénés (présence sur
120 sites).

De méme, par un lourd passé industriel et miniar,rdgion Nord-Pas-de-Calais

dénombre 570 sites pollués (13,13 %) (BASOL, 202)lassant au deuxieme rang, avec des
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pollutions importantes en plomb (présence sur 145)s en HAP (présence sur 121 sites) et
en zinc (présence sur 97 sites). En effet, cettgoméa vu le développement de sites
industriels importants ; la pollution en plomb @czprovenant essentiellement des activités
hydro- et pyro-métallurgiques sur le site de NaglGodault, usine de valorisation de la
société Penarroya, puis Imetal et enfin Métaleuogite derniére comptant parmi les plus
grandes usines d’Europe spécialisées dans le egydu plomb des batteries. La région a
également abrité d’autres sites, tels que I'Unidniéne & Auby, une des plus importantes
usines de zinc au monde, traitant les minerais itBpgpour en extraire, outre le zinc, du
plomb et autres métaux, ou encore un grand nombreokieries qui présentent des taux

importants notamment d’'HAP.

Il - Les métaux dans les sols alsaciens

Si certains sols tels que ceux de la vallée deiépvrette (DRE, 2004) contiennent
naturellement des teneurs en éléments traces iméeallplus importantes que la moyenne, les

sites et les sols pollués sont, ici aussi, lesgesid’une activité industrielle intense.

Avec 262 sites recensés (soit 6,04 %), I'Alsacel@€ ™ région polluée de France
(BASOL, 2012). La répartition géographique de dessst le reflet de I'activité industrielle,
ancienne ou actuelle, telle que les mines de pegad$lsace, le bassin de la Thur, la
concession pétroliere de Pechelbronn, I'ancienffeneaie d’Herrlisheim et le port pétrolier
de Strasbourg. Les rejets de sel résiduaire dessntia potasses, exploitées de 1904 a 2004,
s’élevaient a 6 millions de tonnes par an, dont padie était déversée dans le Rhin.
Cependant, du fait de l'arrét des sites de fabdoatseuls les effluents provenant de la
dissolution accélérée des terrils ont été rejet@sideAinsi, depuis 2008, une diminution de

22 % du nickel a été observée.

Tableau 2 : Nombre de sites contaminés en Alsacergas principaux polluants (d'aprées BASOL, 2012).

Polluants Nombre de sites contaminés
hydrocarbures 100
solvants halogénés 64
chrome 32
HAP 28
arsenic 24
cuivre 23
plomb 20

nickel 16
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Outre les chlorures issus des mines de potassdsadd les principaux polluants en
cause sont généralement les hydrocarbures et densoindre mesure, les solvants chlorés
issus notamment de l'industrie des métaux (TabBdBASOL, 2012).

[Il - Contamination des sols par le cadmium et le rakel

Durant ma thése, je me suis particulierement isg&re au cadmium et au nickel. En
France, sur 4 337 sites contaminés recensés en 201 contiennent du nickel, 7,4 % du
cadmium et 3,8 % une double contamination (BASQI1,23.

1. Cas du cadmium

1.1. Généralités

Elément relativement rare et inexistant naturelletmee I'état natif, le cadmium est
présent dans la crolte terrestre & des concemisatie I'ordre de un a deux ppm ou il est

souvent associé au plomb et au zinc.

Le cadmium rejeté dans I'atmosphére provient decesunaturelles et anthropiques.
Depuis la crolte terrestre, il peut étre dispersds dair par entrainement des particules
provenant du sol et par les éruptions volcaniq@=pendant, utilisé notamment dans la
fabrication des accumulateurs électriques, dandu$trie électronique et chimique et dans la
métallisation des surfaces, le cadmium provienhgpalement des activités industrielles.
Avec 65 % de la production mondiale réalisée logscds quelques derniéres années, le

cadmium est considéré comme le métal di™¥xiecle (Sammut, 2007).

Tableau 3 : Concentrations ubiquitaires en cadmiuntdans différents milieux(d'aprés Bisson et al., 2011).

Milieu Concentration
air <1ng/m*a5ng/ m*
océans <1ng/L
sols :
- limoneux < 0,1 mg/kg

- argileux < 0,2 mg/kg
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1.2. Toxicologie

Chez 'Homme, les deux principales voies d’expositsont I'inhalation et I'ingestion.
Ce métal est transporté dans le safg I'hnémoglobine ou les métallothionéines et se
concentre surtout dans le foie, les os et les rés principaux risques apres exposition sont

des cancers des poumons et de la prostate (Biss2011).

1.3. Spéciation dans I'environnement

Dans I'environnement, le cadmium n’est presque jametrouvé a I'état métallique
mais dans son état d’oxydation unique, c’est-a-2hirel.es principaux composés du cadmium
sont les oxydes de cadmium (CdO), les chloruresatkmium (CdGCJ) et les sulfures de
cadmium (CdS). Ce métal se combine tres facilemest le soufre minéral et organique. Peu
volatiles, le cadmium et ses composeés peuvendétextés dans I'air sous forme particulaire
(Bisson et al, 2011).

A I'état métallique, le cadmium n’est pas solubémsl 'eau tandis que la solubilité de
ses sels est variable, dépendant du contre-iom gtHl En milieu aquatique, ce métal est
relativement mobile et peut étre transporté soumndode cations hydratés ou de complexes

organiques ou inorganiques (Bisson et al, 2011).

Dans les sols, le cadmium est relativement mobike tendance a s’accumuler dans les
horizons supérieurs du sol, riches en matiere aggan Sa mobilité est essentiellement
fonction du pH, son adsorption par la phase sqmi@vant étre multipliée par trois quand le
pH augmente d’'une unité dans la plage de pH 4-8igAd, 1986). Retrouvé sous forme
soluble dans I'eau du sol (CdCICdSQ), le cadmium peut également étre retrouvé sous
forme de complexes insolubles inorganiques ou ogyasi avec les constituants du sol. Les
principaux minerais contenant du cadmium sont eegockite et I'hawleyite (avec comme
contre-ion l'ion sulfure), I'octavite (associé awarbonates) et le monteponite (associé a

'oxygene).
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1.4. Le cadmium en Alsace

En Alsace, si les émissions de cadmium provienpentipalement de la combustion
de I'énergie fossile (Figure 1B), ce métal est égent retrouvé sur les sites d’incinération
des ordures ménageres, des sociétés de traitemmamtge des métaux, les sites industriels
aux activités d’émaillerie...(ASPA, 2012 ; BASOL, 2)1 Majoritairement, il apparait que
les zones présentant les plus fortes teneurs enigadsont situées au niveau des grandes
villes, comme Strasbourg, Colmar et Mulhouse (FegdrA). Actuellement, trois sites

contaminés en cadmium sont actuellement recensisace (BASOL, 2012).

Agriculture
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Figure 1 : Répartitions géographique et sectoriellele la pollution en cadmium en Alsace, en 2006. A.
Densité d'émission du polluanB. Répartition sectorielle des émissions du cadmdiaprés ASPA, 2012)
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2. Cas du nickel

2.1. Généralités

Le nickel est un composé qui n'est présent dansvifennement qu’a tres faibles

concentrations, représentant entre 0,8 et 0,9 P4 c®(te terrestre.

Cet élément est principalement obtenu a partir deemais de nickel sulfurés
(pyrrhotite, pentlandite, chalcopyrite) dans ledgsent également présents le fer et le cuivre.

Bien que sa présence dans les sols puisse étreligties activités industrielles sont
les principales sources d’émission du nickel. Hetgpar sa grande utilisation (production
d’aciers inoxydables et aciers spéciaux, produatiaiiages non ferreux, batteries alcalines
Ni-Cd, ...), son origine est majoritairement anthopa. Sa présence est également due a la
combustion de charbon ou de fuel, I'incinérationrddehets, I'épandage de boues d’épuration
(Bisson et al, 2006).

Tableau 4 : Concentrations ubiquitaires en nickel dns différents milieux(d'apres Bisson et al., 2006).

Milieu Concentration
air <3ng/m’
eau :

- douce de surface <10 pg/L

- de mer < 0,5 ug/L

- de pluie <1 pug/L
sol 20 mg/kg
sédiment < 20 mg/kg

2.2. Toxicologie

Chez 'Homme, le nickel peut étre absorbé par voéspiratoires et dans une moindre
mesure par le tube digestif. Si des cas d’intoldocapar inhalation, des décés par syndrome
de détresse respiratoire ou ingestion sont suryémaermite de contact reste le risque le plus
fréquent (Bisson et al, 2006). Néanmoins, le Celmternational de Recherche sur le Cancer
(CIRC) le classe dans les substances potentiellememcérogénes pour 'Homme. Une

exposition chronique a ce métal est, en effetaatelir de risque du cancer du poumon.
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2.3. Spéciation dans I'environnement

La plupart des complexes formés par le nickel g sgec un nombre de coordination
de 6. Il présente deux principaux états d’oxydatiomespondant aux espéces ioniques &fi
Ni**. Le nickel reste trés facilement absorbé par Ugpanit des organismes vivants mais est
associé en grande partie a la matiére particulimbata-Pendias & Pendias, 2001). En milieu
aqueux, le nickel est présent comme ion hexahydfstiéH,O)s]**. Par I'anthropisation, il

émis dans I'atmosphére est principalement sousdatiaérosols.

Dans le sol, bien plus que la teneur totale, &cispion et I'état physico-chimique du
nickel sont des parametres essentiels a considdirerd’évaluer son comportement dans
'environnement et en particulier sa biodispontBiliLes principales formes du nickel, en
particulier NiOH, sont adsorbées a la surface d’'oxydes amorphésrdé’aluminium ou de
manganese (Kabata-Pendias & Pendias, 2001) et,wenmoindre mesure, a la surface de
minéraux argileux. Si la mobilité du nickel augneermux pH faibles, son adsorption sur
certains composés adsorbants du sol peut devesveisible en milieu alcalin. De plus, la
mobilisation du nickel dans les sols est fortemgfitencée par le pH. La concentration en
sulfates, qui diminuent I'adsorption du nickel gamplexation, et la surface spécifique des
minéraux présents dans le sol, sont égalementlée®iéts a prendre en compte (McGrath,
1995). En outre, la présence de cations tels qué @a Md¢* entraine également une
diminution de l'adsorption du nickel sur les comgauts du sol, résultat de phénoménes de

compétition.

2.4. Le nickel en Alsace

En Alsace, les pollutions au nickel concernent it6ssdans la région alsacienne
(BASOL, 2012). Les secteurs de la production d'greet de I'industrie sont les principales
sources de pollution de nickel en Alsace (Figure).ZBout comme le cadmium, les
principales zones de contamination au nickel somt dones citadines, fortement

industrialisées (Figure 2A).

Néanmoins, un seul site recensé présente une dpaolilgion au cadmium et au nickel
et ceci a Wittisheim (Bas-Rhin). Une fabricatiorugtensiles ménagers métalliques est a
I'origine de cette pollution par des rejets direcgmt dans le milieu naturel (BASOL, 2012).
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Comme il vient d’étre vu dans le chapitre précedenprésence des éléments traces
métalliques dans les sols est un probléme maje@éanioins, les risques ne résultent pas
seulement des concentrations totales mesuréeslaetassls pollués mais principalement de
leur fraction biodisponible (Adriano, 1986 ; McLduig et al, 2000). La mobilité de ces
éléments métalligues peut étre définie par leurittajg a étre transférés vers des
compartiments du sol ou ils sont retenus avec umeegée moindre. Une espéce chimique
métallique peut ainsi passer successivement dasisampartiments d’énergies de rétention
décroissantes, le compartiment ultime étant laghgaide représentée par la solution du sol.
Les racines des plantes puisent principalement netniment dans cette solution (Kabata-
Pendias & Pendias, 2001).

La mobilité des métaux dans les sols est régiediféérents processus, d'origine
biologique ou non, tels que, par exemple, I'adsomptla solubilisation et I'insolubilisation
(McBride, 1989). Enfin, des parametres comme le lpbl,conditions d’oxydo-réduction, la
présence et la nature des colloides minéraux ehiopges ainsi que la présence et l'activité
des micro-organismes, influencent cette mobilitéal{ta-Pendias & Pendias, 2001;
McLaughlin et al, 2000).

| - Constituants des sols impliqués dans la mobiBtdes éléments métalliques

Les minéraux des sols proviennent de la roche mseres-jacente. Les minéraux
primaires sont hérités, sans modification, de laheoenere tandis que les minéraux
secondaires sont issus de la pédogenese par desnpdrges d'altération physico-chimique,
ainsi que biologique. A ces différents constituanignt s’ajouter une fraction organique
résultant des organismes vivants et de leurs piodi@ décomposition (Kabata-Pendias &
Pendias, 2001). L'ensemble de ces éléments forn@hdase de rétention des métaux, en

equilibre dynamique avec I'eau du sol.

1. Les minéraux primaires

Par des processus de désagrégation mécaniquensdiorggine climatique, tels que la
succession de phases de gel et dégel, la rocheastead’origine des minéraux primaires des
sols (Remon, 2006). La structure de la plupart €& minéraux et leur taille importante
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ne leur conférent que de trés faibles propriétéxtiédes vis-a-vis des éléments traces
métalliques (Kabata-Pendias & Pendias, 2001). Ad&e des processus d’altération, les
minéraux primaires peuvent étre a la source desreirésecondaires (Seddoh & Pedro,
1975).

2. Les minéraux secondaires

Les minéraux créés durant la pédogenése sont iedleenént des argiles, des oxy-
hydroxydes de fer, d’aluminium et de manganese ggasement des carbonates, des sulfates
et des phosphates (Kabata-Pendias & Pendias, 28084} directement ou indirectement des
minéraux primaires de la roche mére, les minéracorsdaires sont de trés petite taille, de
I'ordre du micrometre. Ils sont considérés comnsegencipaux constituants minéralogiques
des sols ayant un role dans la rétention des éBmaétalliques par des mécanismes tels que
I'adsorption, la co-précipitation, la substitutimmique et les transformations redox (Bradl,
2004 ; Huang & Gong, 2005 ; Machemer & Wildemar§2)9

2.1. Les argiles

2.1.1. Définition des argiles

Il nexiste pas de définition unique du terme «larg. Le mot « argile » englobe deux
connotations, dépendantes de la discipline conegthuie liée a la taille des grains et I'autre
a la minéralogie. Les géologues ou pédologues dereit comme « argile » tout minéral de
faible granulométrie, la limite de taille étantdixa 2 ou 4 microns selon les cas. L’industrie
s’attachera, quant a elle, plus aux propriétés dstiplté des matériaux argileux, quelle que

soit leur taille.

La premiere définition scientifique de l'argile &é établie par Agricola en 1546
(Agricola, 1546). Par la suite, se sont succédésgldfinitions qui avaient toutes en commun
des criteres de plasticité, de taille de particdegjui présentaient les argiles comme des
matériaux réfractaires (Guggenheim & Martin, 199B)Association Internationale Pour
'Etude des Argiles (A.l.P.E.A.) a tenté d’harmaises différents termes employés a travers
le monde (Bailey, 1980).

Les minéraux argileux sont l'un des principaux ¢ibmants de la crolte terrestre
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(Rotenberg, 2007). De maniéere globale, le termegikea» se réfere a des composeés naturels
sous forme de minéraux en grains de l'ordre du oniétre, des poudres essentiellement,
possédant des propriétés plastiques quand ilsecomnt suffisamment d’eau, ou au contraire
devenant durs lorsqu’ils sont séchés. Les feuilletsstituent 'unité structurale de base des
minéraux argileux, qui, empilés, formeront une ipate, premier niveau d’organisation des
argiles. L'assemblage de particules constitue aloragrégat dont I'arrangement est gouverné
par le type de forces résultant des interaction® garticules. Les argiles sont principalement
des phyllosilicates, c’est-a-dire constituées dglléts de silicates (Bailey, 1980). Les argiles
sont généralement cristallisées, méme si des argiteorphes existent également (Bailey,
1980).

2.1.2. Propriétés

Les minéraux argileux se caractérisent principatgmar trois propriétés :
- leur surface spécifique ;
- leur capacité d’adsorption d’eau et de gonflement ;
- leurs multiples possibilités d’échanges ioniques.

Les argiles ont une surface formée par une supéiposie feuillets qui leur confere
une surface spécifique interne trés variable, spordant a I'espace entre les feuillets, dit
espace interfoliaire, comprise entre &g pour la kaolinite et 750 fg* pour les smectites
(Eslinger & Peaver, 1988). Cette surface internedeapair avec une surface externe
importante variant de 1 7g* pour les vermiculites & 507g™ pour les smectites (Eslinger &
Peaver, 1988).

De plus, les argiles présentent une faible peritiggalainsi de grandes quantités d’eau
peuvent étre retenues dans l'espace interfoliadiesi que dans toutes les porosités
accessibles. La modification des forces électriquesoque alors I'éloignement des feuillets
et donc le gonflement de ces argiles dites gordhkantes smectites, les vermiculites et les
minéraux interstratifiés offrent des capacités damsion beaucoup plus importantes que
celles des autres espéces argileuses. Dans certa@insette hydratation peut conduire a une

augmentation de volume atteignant jusqu’a 95%.

Les argiles sont également caractérisées par unf@éce électrigue non neutre, ce qui
détermine leurs capacités d’échanges ioniquesmi@saux portent deux types de charges :
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- une charge permanente ou structurale, de signetiifdggze aux substitutions
ioniques Af* pour St* ou encore Mg ou Fé" pour AF".

- une charge de surface variable, en fonction du pHndieu, liée aux réactions
chimiques qui se produisent a la surface des miméraA faible pH, l'argile se
caractérise par une capacité d’échange anionig@gdphs H se lient d’avantage
par rapport a OH ainsi une charge positive s’instaure. A pH éldgg,ions OH
dominants, conduisent au phénoméne inverse, kadgleloppe alors une capacité
d’échange cationique. A I'équilibre, ou au point dearge zéro, la capacité

d’échange de I'argile devient nulle.

La capacité d’échange cationique (CEC) mesurapadté d’'une argile a échanger des
cations. Elle mesure la concentration en catiomsfix@s dans la couche diffuse et dépend de
la charge totale. Ainsi, la capacité des argilésrdes ions métalliques est corrélée avec leur
CEC et, habituellement, plus cette capacité estdgraplus la quantité de cations sorbés est
importante (Kabata-Pendias & Pendias, 2001). La @B en fonction du pH mais est
généralement donnée pour un pH neutre. Elle vaied@ meq/100g pour les chlorites a
200 meqg/100g pour les vermiculites (Eslinger & \Real1988 ; Kabata-Pendias & Pendias,
2001).

Dans la grande majorité des cas, la charge, glofmit négative, associée a une surface
de contact importante, confére aux argiles unesfogactivité vis-a-vis des métaux. Si le
mécanisme impliqué est souvent décrit comme un sipmacessus d’échange d’ions, certains

cations semblent néanmoins sorbés préférentielle(Bamhney, 1972).

2.1.3. Cas des smectites

Ce travail de these s’est intéressé a une argiicpigere, la smectite. Cette derniére
provient d’un gisement de bentonite sur rochesagn@rim & Giiven, 1978). Elle est issue

d’une altération par voie hydrothermale.

Les smectites appartiennent a la sous-classe dgdmgilicates hydratés. Elles sont
uniques dans I'environnement de part leur capacisélsorber de grandes quantités d’eau et
d’autres substances polaires (Brigatti et al, 2006% smectites constituent le groupe le plus
diversifié des minéraux 2:1, seul groupe a étrguerment présent dans la fraction fine des

! La roche ignée se forme lorsque le magma ou kdawefroidit et durcit immédiatement.
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roches. En effet, ces phyllosilicates sont constripar une succession de couches
tétraédriques-octaédriques-tétraédriques (TOT). drasctites ont une structure de base a
10 A. Deux combinaisons TOT sont séparées par pacesinterfoliaire. Les tétra@édres sont
composés d’un atome central*'S{substitutions avec Al et/ou F&") entouré par quatre
atomes d’'oxygéne (Bailey, 1980; Brigatti et al, 20dBans le cas des octaedres, le cation
central est habituellement &) Mg?*, F€" ou F€&*, entouré par six atomes d’oxygéne
(Figure 3).

@0

® OH

® Fe, Mg, Al
° Si

Figure 3 : Structure schématique des smectitesl’aprés Shiragami et al, 2005).

Les smectites se caractérisent par la présence diezrfoliaire mais avec une charge
cationique faible, variant de 0,2 a 0,6 par maille. La présence de différents cations
échangeables, faiblement retenus étant donné liée faharge cationique, peut varier. La
capacité d’échange cationique est, quant a elbegél comprise entre 80 et 150 meq / 100 g
d’'argile (Eslinger & Peaver, 1988) selon la tailks particules, la nature des cations et le taux
d’hydratation. Cette valeur signifie que les catiores sont pas irréversiblement liés aux

feuillets et que I'hydratation influence les liaimsocations-feuillets.

Les smectites, argiles gonflantes, possedent umdgg@ouvoir absorbant d’eau.
L’influence de I'état d’hydratation de l'argile sle gonflement de la structure peut étre

comprise qualitativement en considérant les follestrostatiques existantes entre le cation



36 CHAPITRE 2 - MOBILITE DES POLLUANTS METALLIQUES DANS LES SOLS

interfoliaire et la surface. Les smectites, compnértes cations divalents (Mgou C&"),
contiennent deux couches d’eau dans lI'espace adligré (espace basal = 14-15 A).
A l'inverse, les smectites, avec des cations moleows comme le sodium, ne contiennent

qu’une seule couche d’eau (d = 12 A).

Il existe deux sous-groupes de smectites (Bail@g0Z Brigatti et al, 2006) :
- les smectites trioctaédriques: les saponites moriea déficit de charges
uniquement dans les tétraedres et les hectoni@gjement dans les octaedres ;
- les smectites dioctaédriques : les équivalentssdpsnites étant les beidellites ou
nontronites, et a l'inverse, les montmorillonitesrtpot le déficit de charges

uniguement dans leurs couches octaédriques.

2.2. Les oxydes et hydroxydes de fer

2.2.1. Définition des oxydes et hydroxydes de fer

Le fer est un élément extrémement répandu danslieurmaturel (Taylor, 1964). II
constitue ainsi I'une des impuretés les plus fréguent associées aux minéraux argileux.
Les oxy-hydroxydes de fer, sous forme amorphe @iafline, sont ainsi des constituants
communs dans les sols naturels, concentrés daz®mhes supérieures de I'écorce terrestre.

Ces composés peuvent également étre synthétisélsaatoire.

Ces minéraux sont classés selon le nombre d’oiyddu fer (fer divalent, trivalent ou
mixte), selon la formule chimique (oxyde, hydroxyole oxy-hydroxyde) et enfin selon la

nature bidimensionnelle ou tridimensionnelle dsttacture cristalline.

2.2.2. Propriétés

La majorité de ces composés ont une structuréaltine dans laquelle les liaisons
dominantes sont a caractére ionique. Le rayon ieniges anions et OH étant
relativement similaire (0,132 nm), ils forment ussamblage cubique, a faces centrées ou
hexagonales compactes, les sites tétraédriquesagtdniques étant occupés par les cations.

Comme les argiles, I'importante surface spécifiges oxy-hydroxydes de fer et leur

charge de surface, variable avec le pH du milient eesponsables de leur réactivité (Kabata-
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Pendias & Pendias, 2001). En effet, suivant les itiond physico-chimiques, les oxy-
hydroxydes présentent des charges de surface laripbrmettant d’adsorber les anions et les
cations par des liaisons de haut niveau d’énetgieoint isoélectrique des oxy-hydroxydes

de fer se situe entre pH 7 et 9 selon les especes.

De plus, les oxy-hydroxydes peuvent précipitepggeant les métaux a l'intérieur des
mailles cristallines, permettant ainsi I'incorpéoat de métaux en quantité supérieure a leur
CEC. Cette cristallisation peut avoir lieu sousflience de micro-organismes de différents

genres, tels qu€hiobacillus ou MetallogeniumKabata-Pendias & Pendias, 2001).
2.2.3. Cas de la goethite

Outre les smectites, ce travail de these s’ededmmt intéressé a des oxy-hydroxydes
de fer particulier, les goethites.

Dédiée au poete et philosophe allemand JohannaWplffon Goethe (1749-1832),
passionné de minéralogie, la goethite est un oxiydxyde de fer tres répandu, rencontré en
abondance dans les gisements de fer, dans le$, almss certaines latérites ou encore en
petites quantités dans de tres nombreux sols. @aufe la plus couramment admise est
FeOOH (Cudennec & Lecerf, 2003).

La goethite cristallise dans une maille orthorhmmub. La structure tridimensionnelle
est construite a partir d'octaédres BEIH); formant des tunnels. Chaque octaédre de fer est
relié a huit octaédres voisins par 4 arétes etrdnsets ; les atomes d’oxygene se trouvant
dans un environnement tétraédrique Feu OFg-H (liaison H forte). Les atomes

d'oxygene définissent des couches de type hexagomgdact (Figure 4).

En agrégats massifs, la goethite est marron fowcéoire, tandis que sous forme de
poudre, elle est jaune et est responsable de lewode beaucoup de roches, de sols et de

dépodts d’'ocre. Industriellement, la goethite essiaiin pigment important.

A température ambiante, la goethite est I'un dgstopdroxydes de fer les plus stables
du point de vue thermodynamique. Néanmoins, pamtblgse a 540 K, la goethite se

transforme aisément en hématite@e(Cudennec & Lecerf, 2005).

Z Les alios sont formés par concrétion dans les tdépédimentaires ou les sables amenés par les @eite
roche résulte de la cimentation des grains de sstbigraviers par des hydroxydes de fer, d’aluminiinde
manganese ainsi que de la matiére organique.
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La goethite est de loin le cas le plus étudié degles de fer substitués de fagon
isomorphe par une grande variété de substituariteat& ou synthétiques, avec comme
exemple le plus répandu, I'aluminium. Trois phasgerviennent dans la cinétique de
sorption des métaux traces par la goethite (Bruenemal, 1988). Tout d’abord, I'adsorption
des métaux se fait sur la surface externe, suwika dliffusion des métaux depuis les sites de
liaisons externes aux sites de liaisons interna$inEla liaison et fixation du métal au sein

des particules de goethite sont réalisées.

Figure 4 : Structure schématique de la goethitéadaptée de Cudennec et Lecerf, 2003).

2.3. Les carbonates, phosphates, sulfates, sulfuretschlorures

Les carbonates, sensibles aux conditions de dyajrsont des constituants communs
des sols ou le potentiel d’évapotranspiration exded précipitations. Dans la majorité des
sols, la forme prédominante des carbonatéd0®” : R = Ca, Mg, Fe, Pb, Zn, Cu retrouvés
dans les sols contaminés) est la calcite (CAC&ssez soluble, cette phase minérale joue un
réle majeur dans le contrdle du pH des sols et,alesmaniére indirecte, sur la sorption des
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espéces métalligues (Blanchard, 2000). La sormdies €éléments traces par les carbonates
mettraient en jeu des phénomeénes de co-précipitéifiabata-Pendias & Pendias, 2001).

Les phosphates (groupement £Dsont des minéraux peu abondants dans les sols.
Néanmoins, comme pour les carbonates, des sulmstgudu calcium par des éléments traces
métalliques divalents sont susceptibles de se piabata-Pendias & Pendias, 2001).

Les sulfates (principalement de la forme+BQ?), sulfures (souvent RSY) et
chlorures (généralement,fl,;) sont des composés relativement négligeables tmns
majorité des sols, mais qui peuvent étre abonddats des environnements miniers ou
industriels (Remon, 2006). Le couple sulfate-selfesst sensible aux conditions d’oxydo-
réduction du milieu. En condition anoxique, la rétitin des sulfates en sulfures est fréquente.
A linverse, I'oxydation de certains sulfures eapide lorsque la saturation en oxygene est

atteinte.

3. La matiere organique

La matiere organique du sol est un mélange coreptbx constituants en voie de
décomposition, provenant principalement des planmtes aussi des animaux et des micro-
organismes. Son origine peut également étre antjuep composts, boues, pesticides,
hydrocarbures (Kabata-Pendias & Pendias, 2001 Edit principalement composée de
carbone et d'oxygene. La matiére organique estetaemt distribuée dans les sols, les

sédiments et les eaux.

Dans le sol, la matiére organique est subdivigédeex fractions :

- la fraction vivante (microflore du sol, faune épigue, animaux fouisseurs,
rhizosphére des végétaux supérieurs). Dans leopgast un grand nombre
d’especes est couramment utilisé comme indicatelerspollution des sols.
Cependant, la croissance, la reproduction et lixgités métaboliques des biotopes
sont sensibles aux diverses variables du sol,stajlee les concentrations en
polluants trace. L'influence de la fraction vivasig la fixation des éléments trace
est importante. Cette fraction participe largemaunt modifications de certains
facteurs pédologiques comme le pH et le potentiekydlo-réduction (Kabata-
Pendias & Pendias, 2001) ;

- la fraction morte (débris de végétaux et d’animaaxdivers stades de
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décomposition d’humus). La majeure partie de lai@gmatrganique du sol résulte
de décomposition biologique. Les produits finaux dette dégradation
correspondent a diverses molécules de masses natésulrés différentes, telles
que les substances humiques, les acides organideesacides aminés, les
protéines, les peptides, les lipides ou encoreiles (Kabata-Pendias & Pendias,
2001).

Comme les argiles, la matiére organique du sol casactérisée par une surface
spécifique importante ainsi qu’un fort pouvoir gant qui permet la pénétration de I'eau et la
diffusion de petites molécules pouvant alors se digx substances humiques (Choudhry,
1984).

Les minéraux primaires et secondaires ainsi quadtére organique jouent donc un

r6le clé dans le transport et 'accumulation des iotalliques.

Il - Mécanismes de rétention des éléments tracesétalliques en phase solide

Un sol, par sa dynamique, est capable soit de yaéldes ions en solution soit, a
l'inverse, d’en fournir. L'ensemble des constitsardu sol forme ainsi le «complexe
absorbant », fortement chargé négativement, quourge I'ensemble des colloides
(Blanchard, 2000 ; Bonneau & Souchier, 1994). Défés processus physico-chimiques a
I'interface solide/liquide sont impliqués dansddention des éléments traces métalliques.

L’'un de ces principaux mécanismes est I'adsorptitm effet, I'adsorption des métaux
sur la fraction solide du sol est un des premieosgssus qui contrdle les concentrations de
métaux présents dans la solution du sol. Ce méuaniensiste en un phénomene de surface
par lequel des molécules sont accumulées a I'mterfsol/eau ou a linterface sol/air
(Blanchard, 2000). Les minéraux argileux, les oxgroxydes et les matieres organiques sont
les principaux constituants du sol qui contribuebddsorption des éléments traces (Alloway,
1995 ; Chaignon, 2001 ; Kabata-Pendias & Pendi@8]1)2 Ce mécanisme est généralement

réversible (Manceau et al, 2002).

Selon les énergies de liaisons impliquées, I'gugmm peut étre de deux types:
I'adsorption physique ou I'adsorption chimique @Mlay, 1995 ; Kabata-Pendias & Pendias,
2001 ; McBride, 1989).
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1. L’adsorption physique ou physisorption

L’adsorption physique, également appelée physismrptrésulte de [I'attraction
électrostatique d’'un soluté par une surface pdarafin de maintenir I'électroneutralité. Il
s’agit d’'une adsorption non spécifique. Les énargie liaison mises en jeu sont relativement
faibles, ainsi responsables d’'une mobilisationléades éléments métalliques adsorbés en cas

de changements physico-chimiques du milieu.

Par une charge globalement négative, la matricealiwattire les cations en solution
(Chaignon, 2001). En effet, la surface de la plupas colloides est chargée négativement,
impliquant une CEC supérieure a la capacité d’éghamionique (Alloway, 1995 ; Kabata-
Pendias & Pendias, 2001). Ces charges négativegemeprovenir soit de substitutions
isomorphiques, en particulier dans les minérauxleang, qui impliquent le remplacement
d'un cation trivalent par un divalent, ou encore dEctions chimiques de surfaces,
dépendantes du pH (Chaignon, 2001 ; Remon, 2006).

2. L’adsorption chimique ou chimisorption

Contrairement a la physisorption, I'adsorption digue, ou chimisorption, fait référence a
une adsorption spécifique de haute affinité (Blarth2000). Cette adsorption fait intervenir
des liaisons chimiques fortes, sans qu’'aucune ml@éteau soit interposée entre le groupe
fonctionnel et la surface de I'ion adsorbé. Lesstprincipales liaisons chimiques impliquées
sont de type ionique, covalente ou de coordinganchard, 2000). Ces différentes liaisons
peuvent se réaliser entre un ion métallique eigantl organique ou non, correspondant a la
complexation ou a la chélation (Blanchard, 200@). terme de ligand défini tout groupe
fonctionnel, atome ou ion, lié a un groupe cerditatomes ou d’ions. McLaren (McLaren &
Crawford, 1973) ainsi que McBride (McBride, 1989 anontré que les oxydes de fer et de
manganese correspondaient aux principaux constiudn sol impliqués dans les réactions

d’adsorption spécifiques des métaux.

La chimisorption constitue notamment I'un des mé&raers majeurs impliqués dans la
biosorption. Cette derniere, définie comme la c#pade certains sorbants d’origine
biologique a fixer des éléments traces métalliquesyt étre a l'origine de fractions
organiques colloidales. La formation de biofilmmpliquant la modification des propriétés de

surface, la libération d’exopolysaccharides et ladification des propriétés physico-
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chimiques au sein du biofilm et dans son envirorer@rmproche, peut accroitre la biosorption
(Flemming, 1995).

La chimisorption est réversible et dépend notammndenpH et des conditions physico-

chimiques du sol.

[l - Facteurs modifiant la rétention des élémentgmétalliques

1. LepH

Par son influence sur le nombre de charges négagpimevant étre mises en solution, la
sorption des métaux dans la plupart des sols estdépendante du pH (McBride, 1989 ;
McLaughlin et al, 2000 ; Schindler & Sposito, 199%) I'hydrolyse des minéraux altérables
conduit & une hausse du pH par consommation désngrda respiration des végétaux et de
la microflore ainsi que I'oxydation des sulfuresndaisent a une diminution du pH
(Blanchard, 2000). Kabata-Pendias et Pendias (KaPamndias & Pendias, 2001) et Alloway
(Alloway, 1995) ont également montré gu’'une augragon de pH entraine I'accroissement
de la CEC permettant une adsorption de cations iphgortante. De plus, elle entraine
également la dissolution de matieres organiquesnst la formation de complexes organo-

métalliques plus solubles (Chaignon, 2001).

Les variations de pH ont d’importantes conséquerna$ois contraires, sur la mobilité
des éléments traces métalliques, en particulierpegsence de ligands organiques et

inorganiques (Chaignon, 2001 ; Remon, 2006).

2. Le potentiel d’oxydo-réduction

Le potentiel d’oxydo-réduction (Eh), courammentéagr en potentiel redox, permet de
caractériser les échanges d’électrons entre lexesphimiques. Ainsi, lorsque le potentiel
redox est élevé, les formes oxydées prédominedigajue I'apparition des espéces réduites

est favorisée par des valeurs faibles.

Les sols sont aussi sujets a des variations dentelte redox qui déterminent les
équilibres de dissolution/précipitation d'oxydes fée et de manganése (Alloway, 1995 ;
Lindsay, 1979). En effet, si le pH semble étre kngpal facteur impliqué dans la

mobilisation des éléments traces métalliques (Cadrret al, 1993 ; Chuan et al, 1996), les
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conditions redox affectent significativement laudmlité de ces éléments (Calmano et al,
1993; Chuan et al, 1996). En effet, pour un solngore potentiel d’oxydo-réduction varie
inversement au pH, c’est-a-dire qu’il augmentedaesle pH diminue (Deneux-Mustin et al,
2003). Néanmoins, les changements de potentiel raffextent le pH du sol (Chaignon,
2001). En effet, la modification du degré d’oxydatides ligands ou des éléments se liant
avec le métal influence directement la solubilités déléments traces métalliques. En
conditions réductrices, la réduction des sulfateswdfures facilitent le piegeage des éléments
chalcophiled tels que le fer, le zinc, le plomb et le cadmiuberfeux-Mustin et al, 2003).
Dans des conditions similaires, la dissolution deg-hydroxydes est favorisée, provoquant

de maniére opposée la solubilisation des métawcess(Chaignon, 2001).

Cependant, en raison du nombre important des ceupltexydo-réduction et de la

cinétique des réactions, l'influence de ce paraenetste difficile a appréhender.
3. L’activité biologique

Les organismes vivants, composés par une faun@esflore de dimensions variées
(macro-, mezo-, microbiotes), sont tres abondants dies sols (Kabata-Pendias, 2004). La
multiplicité des actions et interactions de ces wiggaes rend difficile la compréhension
globale des phénomenes biologiques jouant surlldbiit® des éléments traces métalliques
dans les sols. Notre étude s’intéressant principafe aux micro-organismes ainsi qu’aux

végeétaux supeérieurs, nous soulignerons principalétears actions.

Par la production, la consommation et le transpmtet nombres d’éléments des
écosystemes du sol ainsi que leur implication dassflux d’énergie et dans les cycles
géochimiques, les micro-organismes ont une grandeorntance écologique. De la
mobilisation a l'accumulation des éléments chimgjugdans les sols, leurs activités

métaboliques influencent de nombreux processusdt&aPendias, 2004).

Cependant, beaucoup de ces phénomeénes sont égalmmentins aux végétaux. La
mobilité des polluants métalliques est causée patement par trois phénomenes, la

solubilisation, l'insolubilisation et la volatiligan.

% Se dit d’'un élément possédant une forte affinitérpe soufre.
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3.1. La solubilisation

Ce phénoméne provient de la production de compasétes tels que les acides
carboxyliques, phénoliques, aliphatiques, nitrigeessulfuriques ainsi que de composés

complexant tels que les sidérophores.

L’oxydation par certaines bactéries chimiolithotregh(Thiobacillus Leptospirillum,
Galionellg) des formes réduites du fer et du soufre conteaes les sulfures permet la
production d’acide sulfurique, susceptible de digseules silicates, les phosphates, les
oxydes et les sulfures, libérant ainsi les élémeates métalliques contenus (Ghiorse, 1984 ;
Sand & Gehrke, 2006). Les racines des végétauxs également les champignons, libéerent
dans la rhizosphére des exsudats ayant la capEctémplexer des métaux et d'augmenter la
mobilité du fer, du manganese, du cuivre, de pleinde zinc (Chaignon, 2001 ; Jones, 1998 ;
Marschner, 1995).

Parmi les composés sécrétés, les sidérophores, goaht a eux, étre capables de
complexer spécifiquement certains éléments enisalutroduits par les bactéries, les plantes
et les champignons, les sidérophores favorisent Erdeplacement d’éléments métalliques
(Chaignon, 2001).

3.2. L’insolubilisation

Si dans la solubilisation, la réduction du fer et changanese est observée,
I'insolubilisation constitue le phénoméne inveisa.sécrétion dans la rhizosphére de certains
acides organiques de faible poids moléculaire, tels les acides oxalique, citrique ou
fumarique, limiteraient les transferts par des pssas de complexation et diminueraient

I'adsorption de certains métaux par la plante (Gtead, 2003).

3.3. La volatilisation

Ce phénoméne qui repose sur I'action directe dmiosrmicro-organismes sur le degré
d’oxydation de I'espece métallique concerne le mmexc l'arsenic et le sélénium. Sous
I'action de la biométhylation, qui permet le tragrsfde groupements meéthyl directement aux

atomes, ces éléments peuvent alors se volatileses Batmosphere.

* Bactéries puisant leur énergie a partir de I'oxigitade composés minéraux servant de donneursctétes.
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4. La température

La température a un impact direct sur la mobilies d@ontaminants métalliques en
déplacant les équilibres des réactions de prétignitat de co-précipitation vers la dissolution
(précipitation et co-précipitation) et un impactinedt, en modifiant la teneur en eau du sol, le
pH et le potentiel d’oxydo-réduction. En effet, température influence principalement la
solubilité de I'Q (effet sur le Eh) et le CO(effet sur le pH) ainsi que la dissolution des

carbonates solides (Stumm & Morgan, 1981).

Par ailleurs, ce parametre influe directement saurcloissance et les activités
bactériennes. Ainsi, une élévation de la tempéeapaurrait accélérer certains phénomenes
tels que les processus d’oxydo-réduction, la priodnae composés acides et de complexants

biologiques.






Chapitre 3

Bactéries et métaux
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Nous avons pu voir dans le premier chapitre, queeseeteurs tels que I'agriculture ou
l'industrie contribuent, de fagcon importante, actamulation et a la dissémination des
éléments traces métalliques dans les eaux, legstEds sédiments. De par leur fonction dans
le recyclage des éléments, leur ubiquité et leundhioce, les micro-organismes constituent le
principal groupe d’'organismes du sol affecté papihésence de ces éléments métalliques
(Doelman et al, 1994).

Si certains métaux apparaissent essentiels a l@aeCo, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na,
Ni et Zn), servant de micronutriments ou utilisésnme co-facteurs de différents processus
enzymatiques, dans des processus redox, la sadibifisde molécules, la régulation et la
pression osmotique, d’'autres, a l'inverse, ne gpastindispensables (Bruins et al, 2000). Au
contraire, des métaux tels que l'argent, I'alumimjde cadmium, le mercure et le plomb, non
essentiels, sont potentiellement toxiques pourékess vivants et, en particulier pour les
micro-organismes. Néanmoins, a fortes concentratims ces meétaux, essentiels ou non,
entrainent des stress oxydatifs et peuvent endoemmagamment, les membranes et 'ADN
cellulaires (Bruins et al, 2000). A plus grandealieh dans I'environnement, leur présence
peut provoquer des modifications considérableseaudes communautés microbiennes et de
leurs activités (Doelman et al, 1994). Outre lemtégies mises en place pour prélever
spécifiguement les éléments essentiels dans leuwroanement, les bactéries ont également

di développer des mécanismes de résistance auxxniéiaques.

| - Acquisition des métaux par les bactéries

1. Acquisition des métaux solubles

Les métaux solubles pénetrent dans la bactéridiffasion passive a travers les porines
de la membrane externe. Ce mécanisme de trangiarbe speécifique, rapide et ne nécessite
pas d’énergie. Les métaux sont ensuite transp@tfisement dans la cellule par des
transporteurs ATP-dépendants ou encore par des (MBtal Inorganic Transport) (Nies,
1999 ; Paulsen et al, 1998). Des éléments esseritd que Nif, Co™*, Zre" et Mt peuvent
étre importés par un transporteur de la familleM&E mais également par des transporteurs
ABC (Nies, 1999).
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2. Acquisition du fer, un métal peu soluble

2.1. Problématique du fer

Le fer est le quatrieme élément le plus abondara @eolte terrestre (4,7 % en masse)
apres l'oxygene (49,5 %), le silicium (25,8 %) @luminium (7,8 %) (Neilands, 1981a ;
Taylor, 1964). Dans I'environnement, il est essdlgiment retrouvé sous forme d’hydroxydes

de fer ou d’oxy-hydroxydes, peu biodisponibles.

A l'exception de quelques micro-organismes, telstaggs Lactobacilli (Imbert &
Blondeau, 1998 ; Neilands, 1972), les agents dgpailis, Treponema palliduniPosey et al,
1999) et de la maladie de Lymorrelia burgdorferi(Posey & Gherardini, 2000), tous les
organismes vivants nécessitent du fer pour leussaoce. En effet, cet élément intervient en
tant que co-facteur dans de nombreux processudaii@zes tels que la synthése des acides
nucléiques (Dougherty & Downs, 2006), la photosgath (Okamura et al, 1975), la
phosphorylation oxydative (Schafer et al, 1996)trdéasport et le stockage de I'oxygene, la
régulation génétique ou encore le transfert d'éest (Andrews et al, 2003 ; Wandersman &
Delepelaire, 2004).

Comme il a été vu précédemment, le fer, bien galgss, est paradoxalement tres peu
biodisponible en raison de sa trés faible solébild pH physiologique. Il existe
principalement sous deux formes, une ferreus&’, Be une plus stable, la forme ferrique,
Fe*. Sous cette derniére forme, le fer est oxydé &@tipite en hydroxydes de fer hautement
insolubles (Braun & Killmann, 1999). Ainsi, a pHet dans un environnement aérobie, les
concentrations en fer libre varieront de’2010'® M (Griffiths et al, 1999). Néanmoins, pour
une croissance optimale, les micro-organismes si#easune concentration en fer de I'ordre
du 10° M. Ainsi, afin de surmonter cette faible biodisguliié, les micro-organismes
aerobies ont mis en place différents mécanismeagydisition. La stratégie la plus répandue
consiste en la production et la sécrétion de modscude faible poids moléculaire
(< 2 500 Da), appelées sidérophores.
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2.2. Les sidérophores

2.2.1. Définition

Les sidérophores sont définis comme des chélamnganiques ayant une trés forte
affinité pour le fer, synthétisés par les bactérles champignons et les plantes (Hider &
Kong, 2010). Ces syntheses se déroulent en consliiérobies et de carence en fer. Leur
capacité a solubiliser le fer assure la biodispditébide I'élément pour la cellule.
Actuellement, plus de 500 sidérophores de strustdiféérentes, dont la taille varie entre 200
et 2000 Da, ont été décrits (Boukhalfa & Crumblig802). Tous ces sidérophores sont
caractérisés par une trés forte affinité pour tede I'ordre de 18 & 16> M™ (Hider & Kong,
2010). Cette affinité est bien plus importante gele déterminée pour 'EDTA (2bM™)
(Nowack et al, 2001) ou les acides organiques itdefgoids moléculaire tels que l'acide
oxalique (16° M™) (Perrin, 1979).

Malgré leur tres grande diversité de structures,sidérophores sont classés en trois
grandes familles selon les groupements fonctionnélsés pour complexer le fer: les
hydroxamates, lesu-hydroxycarboxyliques et les phénols/catéchols gldarGomez &
Sansom, 2003) (Figure 5).

A B C
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Figure 5 : Groupements fonctionnels utilisés par e sidérophores pour chélater le fer.
A. Phénol/catécholB. Hydroxamate e€. a-hydroxycarboxylique

Les sidérophores peuvent étre libérés par les tiestdans I'environnement tel que la
rhizosphére ou les concentrations peuvent atteifififed 10° M (Powell et al, 1980). De
méme, dans les solutions de sol, les concentrasiomsnon négligeables, variant de®1@ a
103 M par litre (Hersman et al, 1995a). Néanmoins,sd&mvironnement, la production de

sidérophores par les bactéries, notammenPi=idomonafiuorescents, tres présents dans
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les sols (O’'Sullivan & Ogara, 1992), est fortemerftuencée par une grande variété de
facteurs, tels que la concentration et la spéciatio fer, la nature et la concentration en
source de carbone et d'azote, les teneurs en phesphidaux d’'aération, la température, le
pH, la lumiere ainsi que la présence d’élémentseraomme le magnésium, le zinc ou le
molybdate (O’Sullivan & Ogara, 1992).

Si les bactéries utilisent leur propre sidérophdit sidérophore endogéne, elles sont
eégalement capables d'utiliser ceux présents damvifonnement et qui ont été synthétisés

par d’autres organismes (sidérophores exogenesh(RddcKay, 2003).

2.2.2. LesPseudomonaBuorescents et leurs sidérophores

Les bactéries appartenant au gehseudomonasont ubiquitaires et ont été isolées de
nombreux habitats tels que les sols, les sédimEgs;égétaux ainsi que les eaux douces et
marines (O’Sullivan & Ogara, 1992). Il apparait eoenl'un des taxons bactériens les plus
importants du sol (Garbeva et al, 2004), ou lesufaimns indigénes d&seudomonas
fluorescents sont tres fréquentes (Latour et #9L9Ce genre joue des rbles clés dans les sols
en tant gu'agent de biocontréle (O'Sullivan & Ogat92) mais aussi dans la stimulation de

la croissance végétale ainsi que dans la biorenigdigGarbeva et al, 2004).

Les Pseudomonasont des bacilles a Gram négatif, aérobies strices bactéries,
mobiles grace a un flagelle polaire, peuvent éateouvées sous forme planctonique ou
sessile. Les Pseudomonades des sols produisentalgénént un pigment jaune-vert,
fluorescent, appelé pyoverdine et correspondanhea famille importante de sidérophores
(O’Sullivan & Ogara, 1992). Ainsi, le genRseudomonapeut étre divisé en deux groupes,
les Pseudomonagson fluorescents et ceux fluorescents, produisamybverdine. Parmi ces
derniers sont retrouvéd®seudomonas aeruginosa, Pseudomonas chlororapb@&jd®monas
fluorescens, Pseudomonas putidaPseudomonas syringa@leyer, 2000). Des analyses
génomiques de differenRBseudomonasdiquent que le transport du fer serait tres Isiina
chez tous lesPseudomonadiuorescents (Ravel & Cornelis, 2003). Dans nottadé,
'organisme modéle edP. aeruginosa pathogéne opportuniste (Figure 6) pour lequel le
transport du fer a été le plus étudié et est dnsiieux connu et pour lequel nous disposons

d’outils moléculaires.
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Figure 6 : P. aeruginosaobservée au microscope électronique a balayafjenage Sci MAT/Pr Science), les
bactéries mesurantde 0,5x 2 a 3 um.

2.2.2.1. Les sidérophores utilisés par P. aeruginos

Pour satisfaire ses besoins en Reraeruginosaynthétise et sécréte deux sidérophores,
la pyoverdine (Pvd) et la pyochéline (Pch). La pydiree est définie comme le sidérophore
majeur produit par cette bactérie (Meyer & Abdalla®78) et présente une tres forte affinité
pour le fer (18 M™) (Albrecht-Gary et al, 1994). La pyochéline, idéée par Cox et
Graham (Cox & Graham, 1979), est, quant a ellethgjisée en plus faible quantité et son
affinité pour le fer est moindre (oM™) (Brandel et al, 2012).

A) Les pyoverdines

A ce jour, plus de 60 pyoverdines différentes, ésytroduites par les Pseudomonades
fluorescents, ont été identifiees (Meyer et al,@0Toutes ces pyoverdines sont caractérisées
par un chromophore quinoléique, dérivé de la 2aBnaitio-6,7-dihydroxyquinoline, leur
conférant ses propriétés de couleur et de fluonescéBudzikiewicz et al, 1997 ; Demange et
al, 1990). En position C3 du chromophore, une chkitéeale (acide dicarboxylique, amide
ou a-cétoglutarique) est fixée, tandis qu’en positioh, Gur la fonction carboxyle est fixée
une chaine peptidique (Budzikiewicz, 1997). Lagioeur et la composition de cette derniere
varieront selon la souche étudiée. Cette chainedigyt peut étre linéaire ou partiellement

cyclisée.
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B) La pyoverdine produite p&. aeruginos?AO1

La pyoverdine synthétisée pRar aeruginosaest constituée du chromophore quinoléique
lié a un octa-peptide, partiellement cyclisé [SegSer-FoOOHOrn-c(Lys-FOOHOrn-Thr-
Thr)] (Demange et al, 1990) et, en position C3,n& ghaine variable (acide succinique,
succinamide oua-cétoglutarique). Ainsi, trois isoformes de la pgwmline peuvent étre
produites paP. aeruginosalLa forme majoritaire, de 1 333 Da, comporte unaice latérale
dérivant de l'acide succinique (Briskot et al, 1983s deux groupements hydroxamates des
hydroxyornitines et le cathéchol du chromophoret smpliqués dans la chélation du fer
ferrique (Figure 7). La chélation du fer se fansiaiavec une stoechiométrie Pvd:Fe de 1:1 et

une constante d’association déd™ (Albrecht-Gary et al, 1994).
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R= W/\/“\N"’ Succinamide
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Figure 7 : Structure de la pyoverdine synthétiséeqr P. aeruginosaPAOL. La Pvd de PAO1 est composée
d'un chromophore, représenté ici en vert, d'uneirdhgeptidique de 8 acides aminés, en noir. Lesedo
impliqués dans la liaison du fer (sphére orangejt seprésentés en rouge. En bleu, sont représeldées
différentes chaines latérales possibles.
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a) Biosynthese, maturation et sécrétion de tavpydine

La pyoverdine est synthétisée par un systeme imgotifgdes peptides synthétases non
ribosomiques, dits NRPS (Non Ribosomal Peptide I&tase). Sa biosynthése est initiée
dans le cytoplasme par l'assemblage grace aux NE&BS précurseur peptidique non
fluorescent, doté d’'une chaine grasse de type aqjdistique ou myristoléique (Hannauer et
al, 2012b) qui permet, probablement, I'ancrage décyrseur dans la membrane interne
durant la biosyntheése. Ce précurseur cytoplasmegti¢ransporté au travers de la membrane
interne vers le périplasmeia un transporteur ABC (Yeterian et al, 2009). Dares c
compartiment cellulaire, la chaine grasse est égcmr une enzyme périplasmique, PvdQ.
Cette excision est suivie de la cyclisation congbii chromophore par différentes enzymes

périplasmiques, conférant ses propriétés de floerese a la molécule (Figure 8).

Récemment, il a été montré que la pompe a effluP-A€pendante, PvdRT-OpmQ,
était impliguée dans la sécrétion de la pyoverdiogvellement synthétisée (Hannauer et al,
2010). Ainsi, la pyoverdine, prise en charge pateceompe au hiveau du périplasme, est
transportée a travers la membrane externe verslieunextracellulaire (Visca et al, 2007)
(Figure 8).

b) Transport du fer via la voie pyoverdine

La pyoverdine chélate le fer dans I'environnemeat ld bactérie et le complexe
pyoverdine-fer formé est transporté du milieu ecgtalaire vers le périplasme bactérien par
un transporteur TonB dépendant, ancré dans la narakexterne, appelé FpvA. L'énergie
nécessaire a ce transport au travers de la membrdeme est fournie par la force proton
motrice de la membrane intermia le complexe protéique TonB-ExbB-ExbD, ancré dans |

membrane cytoplasmique.

L’équipe a montré que le complexe pyoverdine-f@rea son transport a travers la
membrane externe, se dissocie dans le périplasmapaécanisme impliquant une réduction
du fer ferrique en fer ferreux et ceci sans auconogification chimique du sidérophore
(Greenwald et al, 2007 ; Schalk et al, 2002 ; Yateet al, 2010). La pyoverdine est ensuite
recyclée dans le milieu extracellulaire par la pendgpefflux PvdRT-OpmQ (Imperi et al,
2009; Yeterian et al, 2010). Le fer est, quant gotobablement transporté vers le cytoplasme

par un transporteur non identifié a ce jour (FigBixe
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¢) Régulation du systeme pyoverdine

L'expression de I'ensemble des protéines impliquéess la biosynthése de la
pyoverdine, son export et I'acquisition du fer parsidérophore est régulée par un couple de
facteurs sigma, anti-sigma (Visca et al, 2002) chmplexe pyoverdine-fer, présent a faible
concentration, joue le rble d'activateur de cetéscade de signalisation en se liant au
transporteur FpvA, a la surface de la membranemxteelle-ci active ensuite le couple de
facteurs sigma (Fpvl et FpvS) / anti-sigma (FpvR) stimule la transcription des génes
impliqués dans la biosynthese de la pyoverdine s tacquisition du fer par le sidérophore
(Figure 8). En présence de fer, I'expression deotple de facteurs est, quant a elle, réprimée
par la présence d'un régulateur cytoplasmique Farric Uptake Repressor). En effet,
lorsque le fer ferreux atteint une certaine comeioin dans le cytoplasme bactérien, il se lie

a Fur qui inhibe alors la transcription des geneladwie pyoverdine (Hantke, 2001).

Fe3*
Pvd : Pvd-Fe
Membraj i IT
Précurseur "\
de la Pvd —» Pvd Pvd . Pvd-Fe FpvA
Fe2+
Membrane [nterne |
W FpvSs 'F_pvl
Transporteur ABC PvdRT-OpmQ
Fez+ / + \
Précurseur . <ff——— NRPS gene de fovA
de la Pvd LLT = (Non Ribosomal Peptide Synthetase) la biasynthise

Figure 8 : La voie pyoverdine che. aeruginosala synthése de la Pvd est initiée dans le cytopgsan la
synthése d’un précurseur grace aux NRPS. Ce pgiguest ensuite sécrété a travers la membranaénpar un
transporteur ABC. Il y a maturation du précurseamglle périplasme, conduisant a la sécrétion ggdeerdine.
Cette derniére est ensuite sécrétée a traversriraee externe par une pompe a efflux. Libérée Eanslieu
extracellulaire, la Pvd chélate le fer ferriquenfiant un complexe Pvd-Fe. Ce complexe est alorecpar un
transporteur de membrane externe spécifique, Fhefpassage du complexe a travers ce transportesiieve
périplasme nécessite de I'énergie qui est fourmielp complexe TonB-ExbB-ExbD. Dans le périplasifee,
complexe Pvd-Fe est dissocié par réduction dli e F&". Le fer est ensuite transporté vers le cytoplasme,
tandis que la Pvd est recyclée dans le milieu eglidaire par I'intermédiaire de la pompe a efflBxdRT-
OpmQ. Le complexe pyoverdine-fer, présent a faib@scentrations, joue le role d’activateur de cettsecade
de signalisation en se liant au transporteur Fp®dlle-ci active ensuite le couple de facteurs sigavl et
FpvS) / anti-sigma (FpvR).
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C ) La pyochéline

Dérivée de la thiazolidine [2(2-0-hydroxyphenylazolin-4yl)-3-methylthiazolidine-
4-carboxylic acid] (Cox et al, 1981), la pyochélideélate le fer selon une stoechiométrie
2:1 (Pch: FE") (Figure 9) (Cox & Graham, 1979 ; Tseng et al, ®0@vec une constante
d’association de ZOM™ (Brandel et al, 2012).

Figure 9 : Structure de la pyochéline synthétiséegr P. aeruginosaPAO1. Les atomes impliqués dans la
chélation du fer sont représentés en rouge.

a) Biosynthése de la pyochéline

L’assemblage d’'une molécule d’acide salicyligueddax cystéines et d’'un groupement
meéthyle permet la formation de la pyochéline (Reanmet al, 2001). Les enzymes PchA et
PchB sont responsables de la synthése de l'acloglsme a partir du chorismate (Figure
10) (Gaille et al, 2002 ; Gaille et al, 2003). ltimation de l'acide salicylique par PchD
permet ensuite son interaction avec PchE, enzysponsable de la condensation de 'acide
salicyliqgue avec la cystéine (Quadri et al, 199%jout de la seconde cystéine est réalisé par
PchF (Quadri et al, 1999). Apres réduction d’'unehde liaison par PchF, il y a formation de
la pyochéline (Reimmann et al, 2001). La synthéséadpyochéline se déroule entierement
dans le cytoplasme. Actuellement, le mécanismeigu@ldans la sécrétion de la pyochéline

n'a pas encore été identifié (Figure 10).
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b) Transport du fer via la pyochéline

Le complexe pyochéline-fer est reconnu par un prarteur spécifique de la membrane
externe, appelé FptA. L'énergie de la force pratwtrice de la membrane interne transmise
au complexe TonB, localisé dans la membrane intgr@enet I'activation de ce transporteur
(Hoegy et al, 2005). Une perméase, FptX, seraitigm@e dans le transport du complexe
pyochéline-fer du périplasme vers le cytoplasme \(Cet al, 2004) (Figure 10).

Les mécanismes de dissociation du complexe pyowhédr restent a elucider.

Fe3t

A Fed*

Membrane externe

Membrane inteme

LyLoplasme

? W Pch-Fe Génes de
Fe>*f———— Fch-Fe —— P “ % biosynthése
. . de la Pch
L-cystéine L-cystéine
Pyochéline ) )
Salicylate ———— Chorismat
Pch o ot alicyla PchAB .

Figure 10 : La voie pyochéline che®. aeruginosaPAOL1. L'assemblage d'une molécule d’acide salicylique,
de deux cystéines et d'un groupement méthyle pelanfgirmation de la pyochéline. Elle est ensuiterétée
dans le milieu extracellulaire par un mécanismeoenmconnu. Dans le milieu extracellulaire, la Rb@élate le

fer ferrique. Le complexe Pch-Fe formé est alocemau au niveau de la membrane externe et espteagar

un transporteur de membrane externe spécifique.RmAassage a travers la membrane interne séfedtie

par une perméase. Dans le cytoplasme, les mécamisimedissociation restent a élucider. Le complexe
pyochéline-fer se lie a l'activateur de transcaptiPchR afin d’activer I'expression des geénes devde
pyochéline.
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¢) Régulation du systeme pyochéline

Comme pour la voie pyoverdine, la régulation négatie I'expression des génes de la
voie pyochéline est effectuée par la protéine FKdchéner et al, 1995). L’activation de
I'expression ddptA et des geénes impliqués dans la biosynthése dgolehpline est effectuée
par PchR (Heinrichs & Poole, 1993 ; Heinrichs & 94996 ; Reimmann et al, 1998). Cette
protéine cytoplasmique est activée suite a uneaaten avec le complexe pyochéline-fer
apres le transport de ce dernier a travers les masreb de la bactérie. Cette interaction va

induire I'activation de la transcription des gededa voie pyochéline (Michel et al, 2005).

D) Utilisation de sidérophores exogenes paaeruginosé?AO1

Bien que ne produisant que deux sidérophdPegeruginosaest capable d’utiliser de
nombreux sidérophores exogenes produits par dalaetéries ou champignons (Poole &
McKay, 2003). Parmi eux, sont retrouvés I'entéroin@cproduite pafEscherichia coli le
desferrichrome produite padstilago sphaerogenala desferrioxamine B produite par
Streptomyces pilosuyda cépabactine d8urkholderia cepaciaou encore le citrate, une

molécule issue de la voie métabolique du cycle adb&

2.3. Les sidérophores et les autres métaux

Bien que les sidérophores soient définis commectésateurs spécifiques du fer, la
formation de complexes stables entre ces moléailégs cations métalliques autres que le
fer est connue pour quelques sidérophores (Heratesth 1996). Récemment, au laboratoire,
il a été montré que la pyochéline et la pyovergirauites paP. aeruginosataient capables
de chélater 16 métaux testés {AgI%*, CF*, CF*, CP*, Cu, EU, G&*, HE', Mn**, Ni*",
PE, Sitt, Tb™, TI" et Zrf") mais avec une affinité inférieure a celle poufele(Braud et al,
2009a ; Braud et al, 2009b). En effet, les constntaffinité de la pyoverdine pour €u
Mn?* et Zrf* sont comprises entre ¥t 1¢°> M™ (Chen et al, 1994) tandis que celle pour le
fer est de 18 M (Albrecht-Gary et al, 1994). La complexation det@iess métaux, autres
gue le fer, avec des sidérophores peut étre plyporiante que celle observée avec, par
exemple, TEDTA (exemple de la pyoverdine d'unedwdeP. fluorescent le curium lll,

(Moll et al, 2008). La sécrétion des sidérophoras lgs micro-organismes est ainsi un
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parametre important a prendre en compte dans leseggus de migration des métaux

toxiques dans I'environnement.

[l - Tolérance et résistance bactériennes aux métau

Comme il a été vu en début de chapitre, des métadgues, plus solubles que le fer,
pénétrent dans les bactéries (Nies, 1999). Poterdes différents dommages provoqués a la
cellule, décrits précédemment, les concentrationisadellulaires en métaux doivent étre
finement régulées grace a des systemes de réguldgidhoméostasie ou de résistance des

métaux.

1. Généralités

Pour se protéger, les bactéries ont développéreiiffés stratégies de résistances face a
des concentrations toxiques de métaux (Bruins, &08I0) (Figure 11) :

- I'exclusion par perméabilité de la membrane : leactéries forment
naturellement un « revétement » de polysacchaggtacellulaires, absorbant
les ions métalliques et les empéchant d’interagicdes composés cellulaires
vitaux (Scott & Palmer, 1990). Scatt al. ont montré qué. putidapeut ainsi
lier 100 % du C8 ajouté dans le milieu de culture, & une concedotrate
2,5 mg.L* (Scott et al, 1990) ;

- I'efflux actif : il s’agit du mécanisme de résistarie plus utilisé par les micro-
organismes. lls utilisent les mécanismes de trahsgmif pour exporter les
meétaux toxiques depuis leur cytoplasme jusqu’aiemigxtracellulaire (Bruins
et al, 2000). CheP. aeruginosalion CU** est exporté par un mécanisme
impliquant 4 protéines séquestrant le cuivre dangériplasme (Cooksey,
1994) ;

- la séquestration intracellulaire : elle permetdgugestration des métaux au sein
du cytoplasme afin d’éviter I'exposition des comguuts cellulaires essentiels
aux métaux. Cd, CU#* et Zrf* sont les métaux les plus fréquemment
séquestrés (Bruins et al, 2000; Haferburg & Kof#)7). Cette stratégie a été
mise en évidence ché putidapour le C4* par la synthése de trois protéines

de faible poids moléculaire, riches en cystéines\drs et al, 1986) ;
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- la détoxification enzymatique : elle fait appel & dgnes impliqués dans la
réduction des composés métalliques. ;

- la réduction de la sensibilité des cibles cellgiaides métaux : cette protection
se déroule par mutation, diminuant ainsi la selisitsans altérer les fonctions
de base de la cellule ;

- la production de sidérophores : en liant le métalsdle milieu extracellulaire,
le sidérophore diminue la concentration en météred, affectant sa diffusion
dans la bactérie et ainsi sa toxicité (Hannaueal,e012b). Une souche de
P. aeruginosgroduisant la pyoverdine et la pyochéline appaulai résistante
aux métaux qu’une souche ne synthétisant pas deopli#re (Braud et al,
2010).

M2+ M2+
Transport actif
par pompe a efflux

(

)

M2+
Production de Séquestration
siderophores X intracellulaire
X - X M-Xf‘L M> M=+

M2+

- \\ AR //

Exclusion par perméabilité
de la membrane

Figure 11 : Exemples de quelques mécanismes bacts de résistances aux métayadapté de Heferburg,
2007). X correspond aux constituants cellulairdsragissant avec les cations métalliques et M atiorts
métalliques.
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2. Deux exemples, le cadmium et le nickel

Comme il a été vu dans le premier chapitre, 12 % sds francais présentent une
contamination au nickel et 7 % au cadmium. Ma tr&émnt centrée sur ces deux métaux,

nous décrirons la résistance des bactéries vis-de/ceux-ci uniquement.

2.1. Cas du cadmium

Le cadmium est un métal non-essentiel pouvanttéiigue, et ceci méme a faibles
concentrations. Dans la biosphére, les concentiatim cadmium sont de 'ordre de 0,01 a
1,8 ppm (Bruins et al, 2000). Ce métal entre danddctérie a travers des systémes de
transport d’ions divalents, tels que les transpostelu Mri* et du Md™ (Nies, 1999). L'efflux
du Cd* est effectué par des ATPases chez les bactéGrsra positif et par une pompe a
efflux ou un transporteur CDF (Cation Diffusion Hiator) chez les bactéries & Gram
négatif, telles qu@seudomonas.

2.2. Cas du nickel

Bien qu’'essentiel a la vie, le nickel peut entrairdes dommages a fortes
concentrations. Le nickel libre est retrouvé ppadément sous la forme Xi Il peut étre
importé dans la bactérie par un transporteur MITencore par un transporteur ABC. Dans
des environnements riches en nickel, les microrosgaes ont su développer des mécanismes
de résistance au nickel. L'efflux du nickel se fadtr une pompe a efflux (Nies, 1999). Outre
les transporteurs ATP-dépendant qui maintiennentémcentrations intracellulaires faibles,
les mécanismes de sorption du cation aux charggstinés présentes au niveau des
constituants des enveloppes membranaires (Jiangal,et2004) ou la séquestration

intracellulaire (Gonzalez & Jensen, 1998) sontiamss en place dans la résistance au nickel.
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Comme il a été vu dans le chapitre 2, par 'impgl@a de divers mécanismes, les
éléments traces métalliques peuvent étre retemss lda sols et les sédiments. L’adsorption
est le principal mécanisme impliqué dans la rébentt 'accumulation des contaminants
métalliques dans les sols (Alloway, 1995 ; Kabatadtas & Pendias, 2001 ; McBride, 1989).
Les principaux constituants impliqués dans la réande ces polluants inorganiques, décrits
dans le chapitre 2, sont majoritairement des ad®iinorganiques, tels les argiles (Bradl,
2004), les oxydes et hydroxydes de fer (Apak, 2@023i que les carbonates, les phosphates
et les sulfates (Kabata-Pendias & Pendias, 200d)mAtiére organique joue également un
réle clé dans le transport et I'accumulation des iorétalliques (Fein et al, 1999 ; Kabata-
Pendias & Pendias, 2001).

La rétention des éléments traces métalliques gamlaéraux secondaires ainsi que par
la matiére organique peut aboutir a leur accunandatde facon non négligeable, dans des
zones localisées du sol, appelées « barrieres péigcies » (Huang & Gong, 2005). Les
processus géochimiques conduisant a la formatianlaulissolution de ces barrieres peuvent
étre améliorés par les activités microbiennes (Beeteal, 1999). En effet, concernant la
dissolution, Hersmaet al. suggerent que les micro-organismes participeraetivement a
celle des minéraux (Hersman et al, 1995b). Par plerdurant la dissolution des oxydes de
fer ou de manganése par des micro-organismes aiegritgs éléments traces métalliques
absorbés sur ces minéraux peuvent étre libérésrlé@itka & Cambier, 2000 ; Francis &
Dodge, 1990).

Si les effets des micro-organismes sur la dispbiibiles contaminants métalliques
dans les sols sont relativement bien documentésmdgorité de ces études repose
majoritairement sur une approche geochimique ethioiogique (Leyval et al, 1997). Il est a
noter que les champignons, les lichens et les bestéonstituent les micro-organismes aux
réles prépondérants dans les phénomeénes d’altérdgi®mminéraux (Warscheid & Braams,
2000).
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| - Champignons et lichens dans l'altération des mi@raux

1. Les champignons

Ubiquitaires dans les sols, les champignons sanbdganismes chimio-hétérotrophes
De part leur forme filamenteuse et leur producfréquente d’exopolymeéres, ils possédent un

réle important dans le maintien de la structurgesforganisation des sols (Gadd, 2007).

Chez les champignons, deux mécanismes interveaastlds processus d’altération des
minéraux sont décrits dans la littérature (Gad@®,720Sterflinger, 2000). Ainsi, une altération
chimique peut se produire par la production d’agideganiques et de sidérophores (Rosling
et al, 2009).

Parmi les acides organiques, sont retrouvés, entre, les acides fumarique, citrique,
oxalique et acétique (Sterflinger, 2000). En généles acides oxalique, citrique et
gluconique, excrétés par de nombreux ascomyceteespondent a de puissants agents de
solubilisation des phyllosilicates, des feldspahde la biotite (Sterflinger, 2000). De méme,
les silicates ainsi que les silicates d’aluminiupntsfacilement altérés par les champignons,
dont l'espéce la plus commune easpergillus niger (Sterflinger, 2000). Néanmoins,
'excrétion de ces acides est fortement influengaesitivement ou négativement, par la
présence de métaux toxiques retenus dans les mnésayer & Gadd, 2001 ; Sayer et al,
1995).

Dans les processus d’altération chimique, les sj@res sont également des agents de
dissolution efficaces, notamment dans le cas degdesx de fer (Kraemer, 2004).
Actuellement, 100 a 150 structures différentes wkerephores fongiques sont connues
(Winkelmann, 2007). Les ferrichromes, les coprogefes fusarinines et les polycarboxylates
en sont les principales familles (Winkelmann, 2007)

L’altération chimique est fréequemment liée a un oselc processus, laltération
mécanique (Gadd, 2007). Cette derniére peut éteetdilors de la pénétration des hyphes
dans les minéraux (Gadd, 2007) (Figure 12A), notantnies minéraux calcaires. Elle peut

€également se faire indirectement, en étant assacifaction de substances mucilagénes

® Organisme qui doit obtenir & la fois le carbonkéetergie a partir des substances organiques

® Les hyphes constituent I'appareil végétatif deanspignons. Ce sont des filaments plus ou moinsfigsni
constitués de cellules pouvant contenir plusieurganx et étant parfois cloisonnée. L'ensemble dgshés
forme le mycélium.
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extracellulaires fongiques, favorisant la formataion biofilm et une fixation solide sur les

surfaces des minéraux (Figure 12B). Le gonflemdnteerétrécissement de ce biofilm

fragilisent les minéraux, conduisant a leur aliéra{Gadd, 2010 ; Warscheid & Krumbein,
1994).

Figure 12 : Observations en microscopie électroniqua balayage des processus d'altération physique de
minéraux en présence de champignong. Altération de la surface d’'un minéral (p) aprésoo@ation par des
hyphes fongiques #feboloma velutipegh) (Rosling et al., 2009B. Oxalate de cuivre (fleche blanche) au sein
d’un biofilm fongique composé d’agrégats d’hyphed’'ane matrice d’exopolymeres (Gadd, 2010).

2. Les lichens

Les lichens résultent de la symbiose entre un cigamap, le mycobionte, et une algue
ou une cyanobactérie, le photobionte. La majorégé thycobiontes sont des ascomycétes
absents a I'état non lichénisé (Adamo & Violant@)@). La structure hétérogéne formée par
ces deux organismes est appelée un thalle.

Comme chez les champignons, I'altération des minépar les lichens met en ceuvre
a la fois des processus chimiques et des proceséuaniques (Syers & Iskandar, 1973).
L’excrétion par le mycobionte d'acides organiquek tque les acides oxalique, citrique,
gluconique et lactique ainsi que la production @engosés phénoliques appelés acides
lichénigues sont impliqués dans les processusédaion chimique (Figure 13A) (Adamo &
Violante, 2000). L’exploration et I'adhésion des zihes et des rhizoides, ou plus
généralement la pénétration de I'hyphe fongiquesdes minéraux, sont les mécanismes les
plus importants impliqués dans l'altération mécariqFigure 13B) (Adamo & Violante,
2000).

" Eléments du thalle adhérant au substrat cheiclearis.
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Figure 13 : Observations d'altération chimique et pysique de minéraux par des lichengAdamo et
Violante, 2000).A. Observation en microscopie électronique a balaylgBaltération chimique de la surface
d’'un minéral de type leucite aprés colonisation $tareocaulon vesuvianum. Observation en microscopie
électronique a transmission de Il'altération mécamid’une roche calcaire aprés colonisation Pguamarina
cartilaginea(R).

Il - Les bactéries

Si le role des champignons et des lichens dantgrdidion des minéraux a été bien
etudié, I'impact des bactéries dans ce processissanécanismes moléculaires impliqués

restent peu compris (Uroz et al, 2009).

Par leur importante diversité phylogénétique etalm@ique, leur capacité a s’adapter
et a coloniser des environnements extrémes, airgidfivelopper des biofilms, les bactéries
apparaissent comme des organismes remarquableslalaggne du vivant (Gorbushina,
2007). La fixation des bactéries sur les surfacesrales crée des micro-environnements les
protégeant des stress environnementaux. Dans ceererements, les bactéries vont extraire
des nutriments inorganiques et de I'énergie direetd de la matrice minérale et/ou des
micro-organismes les entourant (Uroz et al, 200®s mécanismes d’altération connus
comprennent notamment des réactions d’oxydo-résluctinsi que la production de
composés altérants tels que les acides organiquéss emolécules chélatrices de type
sidérophores (Uroz et al, 2009). Les biofilms baet&s auraient également un réle dans la

dissolution des roches et minéraux (Gorbushina, 2007
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1. Les réactions d’oxydo-réduction

Si les eucaryotes n'utilisent que I'oxygéne lors gieocessus de respiration, certains
taxons bactériens sont capables de se servir ¢iseras d’électrons terminaux alternatifs
pour leurs besoins énergétiques et métaboliquesndjarité de ces accepteurs, tels que les
nitrates et les sulfates, est soluble. Cependaaitrds, comme par exemple le fer contenu
dans des minéraux tels les goethites et les hé&sasiont insolubles et un contact direct avec
la surface minérale est alors nécessaire (Newma@l)2(@En théorie, la réduction ou
I'oxydation d’un composé chimique piégé dans ungctire minérale complexe résulterait de

I'instabilité du minéral cristallisé et de sa disgmn (Uroz et al, 2009).

2. Libération d’acides organiques et autres ligands

Un second mécanisme majeur impliqué dans l'al@matles minéraux repose sur la
libération de molécules plus ou moins complexes D@010). En effet, les minéraux sont
connus pour étre sensibles aux sous-produits bgpleg résultant du métabolisme bactérien,
comprenant les acides organiques ainsi que desculede plus complexes (Tableau 5)
(Figure 14A). Ainsi, par exemple, I'acide glucongga la capacité d’induire la solubilisation
des phosphates (Uroz et al, 2009). La dissolutiorérale peut également étre occasionnée
par I'acide carbonique résultant du £§®@oduit lors de la respiration bactérienne ou par |

acides nitrique et nitreux produits par les baeténitrifiantes (Barker et al, 1997).

Certains genres, retrouvés fréquemment dans lssdmitPseudomonasStreptomyces
Arthrobacter et Burkholderia constituent les producteurs majoritaires d’antifjioes
(Mazzola et al, 1992). Parmi ces molécules syragbés par les bactéries, comme par exemple
les phénazines, certaines possedent une actiaigab-réduction qui interviendrait dans des
processus de dissolution de minéraux (Hernandea, €2004). En effet, la phénazine-1-
carboxamide produite p&seudomonas chlororaphisst impliquée dans la dissolution par
réduction des oxydes de fer et de manganése psialicsés, pour des pH entre 5 et 9.
(Hernandez et al, 2004)

Ces différentes molécules ont une action triplel'sltération (Uroz et al, 2009). Pour
commencer, elles adhérent a la surface des min@taemtraient les nutriments des particules

minérales par transferts d’électrons. De plussailessent les liaisons oxygenes et complexent
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les ions présents en solution grace a leurs groepentarboxyle et hydroxyle (Welch et al,
2002).

A ces molécules s’ajoutent les sidérophores (TabEa(Kraemer, 2004). En effet,
comme il a été vu dans le chapitre 3, le fer esélément indispensable a la vie de presque
tous les organismes. Cependant, bien gu’essecdieElément est trés peu disponible. Ainsi,
par la présence des sidérophores, les bactériéesmt la libération du fer, notamment des
silicates tels que I'hornblende (Kalinowski et 2000b) ou le feldspath (Mauck & Roberts,
2007). Recemment, le réle des sidérophores dadsdalution des minéraux a ainsi fait le
sujet de nombreux articles, notamment dans laldisso des hydroxydes de fer, des silicates
d’aluminium riches en fer et des oxydes de mangafiBackworth et al, 2009b ; Maurice et
al, 2009). Par exemple, des dérivés catéchols élypls parAzotobacterou Streptomyces
augmenteraient, respectivement, la dissolutionalizihe ou de I'hornblende (Liermann et
al, 2000 ; Page & Huyer, 1984). De mérRseudomonas mendocjnpar la sécrétion de
sidérophores, est capable d’extraire le fer dekthgte, de 'hématite, de la ferrihydrite et de
la kaolinite (Hersman et al, 2001 ; Hersman e2@0Q0 ; Maurice et al, 2000 ; Maurice et al,
2001b).

Tableau 5 : Exemples de quelques bactéries et deile mécanismes associés dans la capacité a solsbii
des minéraux(d'aprés Urozt al, 2009).

Genre bactérien Minéral solubilisé Mécanismes impliqués Références

Arthrobacter hornblende synthese de sidérophores  Kalinowski et al, 2000a

production d'acide

Azospirillum phosphate ] Rodriguez et al, 2004
gluconique
pyrite, glauconite, production d’acide
olivine, limonite, dihydroxybenzoique et Hameeda et al, 2006
Azotobacter
hématite synthése de sidérophores
Geobacter oxyde de fer réduction du fer ferrique Childers et al, 2002

_ production d’acide _
Rhanella hydroxyapatite ) Kim et al, 1998
gluconique

Streptomyces hornblende synthése de sidérophore Liermann et al, 2000
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Comme il a été vu dans le chapitre précédent, il&raphores peuvent former des
complexes stables avec d’autres métaux que leefagui sont présents dans les minéraux,
dont le molybdéne (Liermann et al, 2005), le cuiien et al, 2001), le cobalt (Duckworth et
al, 2009a), le manganése (Duckworth & Sposito, 20&5/'aluminium (Desroches et al,
1999).

A B

Acide oxalique

{2)Chélation
HO OH Catechol

Acide lactique o {1} Acidification
H H O R-COCH —

T Q/ : \_/
H H d

Acide glucanigue ¢ —
H H T EI)i-' T T‘ wt ”mn— Fe /

4o : al :
| | | Pyoverdine "
H oW oW H ol |
W b
c_| ™ W
Acide citrique | L = | N Biotite
- e \._I,.- -._:‘I,.- S ; -Q,T/ \_II',,n._i_, :
e o e bl ok W
H ——I-[— oM 'l WY Y
N J.\ L e A
o r v -
! [ R
Ho—A e O | CHo |
= g . LS
e
A s . . -
" l o o {3) Oxydo-réduction

H

Figure 14 : Métabolites microbiens et mécanismes pliqués dans la dissolution des minéraux. AStructure
des molécules organiques bactériennes les pluseinégs qui ont un réle dans la solubilisation dé@senaux.

B. Mécanismes présumés faisant intervenir ces molécsile la biotite.(1) Acidification, (2) chélation et
(3) oxydo-réduction.(1) Les protons associés aux acides organiques dimineepH de la solution puis
provoquent la libération de cations, tels que fe i potassium et le magnésiu(g) Les molécules chélatrices
favorisent la dissolution des minéraux par un chament de spéciation des métaux (complexes solubtes)
évitent la passivation des zones réactives. L’'Hydeo est ainsi améliorée et la précipitation réelU@8) Les
réactions d’'oxydo-réduction peuvent se réalisexr surface des minéraux mais également sur desickstalus
importantes grace a des navettes électroniquesceftrlaires (Hernandez et Newman, 2001). L'image e
épifluorescence montre des bactéries colonisanpalticules de biotite (adapté d’Uretal, 2009).

3. Les biofilms bactériens

Si des micro-organismes sont retrouves a |'étae léd isolé dans I'environnement, dit
état planctonique, la majorité des micro-organisti@@®rise un mode de vie fixé sur un
support, appelé état sessile (Filloux & Vallet, 2DA'attachement a une surface va permettre
aux bactéries de se multiplier en résistant awsstenvironnementaux, et ainsi de coloniser le
milieu. En effet, apres fixation sur un suppors, bactéries vont mettre en place et développer

une communauté organisée appelée « biofilm » (Eig&) (Hall-Stoodley et al, 2004). Le
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biofilm se définit comme une population bactériefimée sur un support et enrobée d’'une
matrice d’exopolysaccharides hydratés (Flemming &ag&nder, 2010). Dans la majorité des
biofilms, les bactéries représentent moins de 1@e%a masse seche du biofilm alors que la
matrice constitue plus de 90 % (Flemming & Wingend2010). ChezPseudomonas
aeruginosa cette derniere est composée d’'un meélange de palyaades, de protéines et
d’acides nucléiques (Filloux & Vallet, 2003). Aursele ces structures, des gradients physico-
chimigues se créent (pH, teneurs en oxygéne, €&emming & Wingender, 2010).
Cependant, I'architecture du biofilm est influengee divers facteurs comme les conditions
hydrodynamiques, les concentrations en nutrimends, mobilité des bactéries, la
communication intracellulaire ainsi que les teneeinsexopolysaccharides et en protéines
(Flemming & Wingender, 2010).
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Figure 15 : Modéle de formation d'un biofilm bactélien sur une surface minérale.Les bactéries
planctoniques vont s’attacher sur une surface pange a un certain nombre de stimuli environnenuené
nutritionnels (présence de nutriments inorganiques, exemple). Il y a colonisation de la surface et
rassemblement en micro-colonies, suivie de la strattion de ces colonies en biofilm ainsi que laduction
d’exopolysaccharides qui englobent les bactérielestéléments environnementaux (matiéres minérales)
biofilm est structuré et traversé par des canaaau{adapté de Filloux et Vallet, 2003).

Dans I'environnement, les roches et minéraux ctuesit des surfaces appropriées au
développement de biofilms (Gorbushina, 2007 ; Wbal, 2009). Sur les surfaces minérales,
les micro-organismes se développent généralemehiofiim composé d’'un consortium de

bactéries (Figures 15 et 16) (Gorbushina, 2007).

Bien que l'altération consiste en un processus cexepmultifactoriel, ces biofilms et

leur matrice d’exopolysaccharides peuvent modiBatement les substrats, en faisant varier
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le pH au sein de ces micro-environnements ou lastohédes minéraux (Warscheid &
Krumbein, 1994). Les composants spécifiques présggms le mucilage extracellulaire, tels
que les protéines et les polysaccharides acidesegalement une influence chimique dans
l'altération des minéraux (Barker et al, 1997 ; Wel& Uliman, 1993). De plus,
'augmentation locale au sein du biofilm de la camication en Cg due a la respiration
bactérienne, provoque la formation d®0O; qui diminue le pH (Gorbushina, 2007). Par
exemple, la présence dB0O; au sein du biofilm peut provoquer la dissolutions de
carbonates, des phosphates et des silicates (Gambu2007). Néanmoins, contrairement a la
majorité des études, des auteurs ont montré querdsence d'un biofilm produit par
P. aeruginosa autour de silicates diminuerait leur vitesse éi@tion (Aouad, 2006). En
effet, certaines molécules peuvent inhiber la digsm des minéraux en bloquant les sites de
surface qui permettent la libération des cationsugkl, 2006 ; Lee & Fein, 2000). De
nombreux composés organiques peuvent s’adsorbévergiblement sur la surface des
minéraux, conduisant a des précipités de surfagadior une couche minérale d’altération
(Davis, 1984 ; Kirchman et al, 1989). L’adsorptmunla précipitation peuvent ainsi limiter les
échanges entre la surface minérale et le milieu remvant, réduisant alors le taux
d’altération. Par exemple, des polymeres tels umidlon ou la cellulose n'ont pas d'impact
sur la dissolution de feldspath ou de quartz, sdie les alginates (acide mannuronique et
glucuronique) inhibent leur dissolution. En effeds alginates possedent des groupements
acides qui jouent un rdle dans la capacité d’adinédes polyméres a la surface de minéraux
(Pokrovsky et al, 2009).

Le r6le du biofilm dans I'altération des minéragste néanmoins a définir avec plus de

Figure 16 : Formation d'un biofilm bactérien sur des grains d'argile en présence déPseudomonas
oryzihabitans (observation en microscopie électronique a baldyaf§je Grains d’argile stérilesB. Biofilm
formé sur les grains d’argile aprés 2 jours d'irettidn en présence d& oryzihabitangDussart et al, 2003).
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Bien que les métaux soient naturellement présesmts ¢h crolte terrestre, la forte
industrialisation, I'agriculture intensive ou I'exjlation des gisements miniers, favorisent la
dissémination des contaminants inorganiques dan®desystemes (Pilon-Smits & Pilon,
2002). Ne pouvant étre dégradés, ces derniers lams @le graves conséquences sur
I'environnement ainsi que sur la santé humainesihia remédiation des sols contaminés par
des polluants inorganiques a été considérablemiemtiéé au cours des deux derniéres
décennies. Si les techniques de remédiation coioverglles impliquent des traitements
physigues ex-situ, 'émergence des techniques médmtion et de phytoremédiation permet

des traitements in-situ, efficaces et peu onér8ak et al, 1995).

| - Méthodes physico-chimiques

Jusqu’a présent, la majorité des sites contamiraésdps métaux était traitée par
plusieurs approches physico-chimiques telles gerecéivation et le stockage, la fixation ou
encore le lessivage du sol (Salt et al, 1995a). @éferentes méthodes alterent
significativement la qualité agronomique des sast@irement aux meéthodes biologiques
(Alkorta & Garbisu, 2001 ; Lear et al, 2007). Bigne les colts de dépollution varient selon
les traitements réalisés (in-situ, excavation ahdport...), les méthodes physico-chimiques
restent onéreuses. En effet, Salal. (Salt et al, 1995a) ont estimé a plus de 400 O@0cHit
pour une dépollution sur 50 cm de profondeur d’'emighectare par excavation et stockage,
tandis que 60 000 a 100 000 $ seraient suffisantslp phytoextraction.

Il - Méthodes biologiques

Les méthodes biologiques sont des techniques qpioieent les propriétés d'un
organisme vivant dans le but de dépolluer un enmieanent donné. Ce sont des techniques de
décontamination (extraction ou dégradation du cuimant) ou d’assainissement (réduction

des risques).

L’organisme vivant utilisé peut étre un micro-organe (bactéries, champignons), un
végetal (algues, plantes, arbustes, arbres), urtalagemplexe (association symbiotique d’'un
champignon et d’'une algue), voire un animal (lombpar exemple). Cet organisme agit sur
le composé polluant par différents mécanismes dels I'absorption, I'accumulation, la
digestion, la transformation, la dégradation, Iget@anspiration. A terme, ces traitements
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doivent permettre de rendre le contaminant moirgjt®, de I'extraire, de 'immobiliser ou

encore de le diluer considérablement.

Selon la nature de la pollution a traiter, les hes techniques biologiques de
dépollution des sols peuvent étre mises en ceuulesseu combinées a d’autres procédés
physiques, chimiques, thermiques ou biologiques.

Bien que I'avantage principal des techniques biglegs réside dans leur mise en place
sur le site mémar{( situ), certaines nécessitent I'excavation des terresmtréaliséesur site
(excavation des terres qui sont traitées sur éersgme) olhors site(excavation et transport
des terres vers un centre de dépollution) (Pilorits5r2005).

L’identification des techniques biologiques exisémnou eémergentes et 'analyse des
procédés impliqués mettent en évidence deux caésgqrincipales: les techniques de
bioremédiation qui utilisent essentiellement desctérées et les techniques de
phytoremédiation qui exploitent les propriétés dégetaux (plantes, arbustes, arbres).

1. La bioremédiation

Les techniques de bioremédiation utilisent les pévgs dépolluantes de micro-
organismes (essentiellement des bactéries, maisi a@@s champignons) endogenes ou
exogenes au site contaminé (Boopathy, 2000 ; Vid@b1). La biodégradation d’'un composé
est souvent le résultat de I'action de multiplegaorsmes (Vidali, 2001). Majoritairement, la
bioremédiation peut étre appliquiesitu. Ces techniques, relativement peu colteuses, sont
appréciées du grand public (McGrath et al, 2002¢sEpeuvent étre subdivisées en plusieurs

catégories selon le principe biologique ou moddéfllution mis en ceuvre.

1.1. lllustration de quelques stratégies

1.1.1. L'atténuation naturelle

Il s’agit de la forme la plus simple de la biorenadéidn puisqu’elle consiste uniquement
en un suivi analytique de I'abattement de la pahutCette technique part du principe que la
microflore indigéne d’'un site pollué a su s’adagtda pollution considérée et peut utiliser les
polluants comme nutriments. La microflore bactérennative, capable d'utiliser ces

polluants, prolifére alors et peut devenir domieaiulligan & Yong, 2004). Cette méthode
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est néanmoins appliguée a un nombre réduit de esiteaison de la durée de dépollution qui
peut parfois atteindre plusieurs dizaines d’annéegle la surveillance permanente qui
s’'impose (Heitzer & Sayler, 1993). Elle peut cepnicetre utilisée en pré- ou post-traitement

d’un site contaminé (Mulligan & Yong, 2004).

1.1.2. La biodégradation

Cette méthode est basée sur la capacité de cen@ing-organismes a transformer le
polluant en substrat (source de carbone, d’énef@mith, 1990 ; Vidali, 2001). En effet,
cette propriété est mise en évidence des 1946 phellZ(Zobell, 1946), qui observe
I'utilisation d’hydrocarbures par des micro-organes. Les polluants sont généralement des

hydrocarbures pétroliers ou des solvants industflass et al, 1997 ; Smith, 1990).

1.1.3. La bio-immobilisation

Elle utilise la capacité de certains micro-orgar@sna immobiliser un ou plusieurs
composants, présents a I'état soluble. Cette tgubrserait peut-étre un des moyens les plus
faciles a mettre en ceuvre pour protéger la sanbdigme d’'une éventuelle pollution des
nappes phréatiques (Barkay & Schaefer, 2001). Icherehe en bio-immobilisation, a
I'interface de la microbiologie, la géochimie, l&ajpgie et la biologie moléculaire, bénéficie
des avancées dans la caractérisation des commamaigt®biennes dans leurs habitats (Bond
et al, 2000). Dans le cadre de contamination parndétaux ou des produits pétroliers, les

bactéries sont les micro-organismes les plus comemutilisés.

1.1.4. La biolixiviation

La biolixiviation consiste en la solubilisation l&ntrainement dans la phase aqueuse
par les micro-organismes de polluants inorganiqpesicipalement des métaux) fixés ou
piégés dans le sol ou dans certains minerais idixon de minerais sulfurés). Les micro-
organismes utilisés sont trés majoritairement dasténies chimiolithotrophes (Bosecker,
1997). Cette méthode a connu un développement eapid cours des années 1990
(Rohwerder et al, 2003).
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1.1.5. La bioslurry

Il s’agit d'un traitement en bioréacteur, et doneshsite, permettant la création d’'une
boue épaisse composée de la partie fine du sol ltsms a laquelle des nutriments sont
ajoutés afin de stimuler la croissance de la pdjomnanicrobienne. Un systéme d’aération est
employé pour les procédés aérobies. En fin deetraint, les phases solides et liquides sont
séparées et le sol est remis en place (Zappi &086). Ces traitements sont appliqués pour
les hydrocarbures, les phénols, les hydrocarburemaiques polycycliques (HAP), le
pétrole, les polychlorobiphényles (PCB), les con@sasrganiques halogénés volatils ou semi-
volatils. Les résultats sont cependant étroitentiést & I'accessibilité du polluant et a sa
sensibilité a la dégradation biologique, avec wx tae dégradation variable selon le type de

sol et la nature du polluant.

1.1.6. La biorestauration

Cette méthode consiste en l'ajout de nutriment®tédghosphore) pour stimuler la
croissance des micro-organismes indigenes et fmorla dégradation des polluants

organiques (hydrocarbures pétroliers, HAP) ou ianigues (Hutchins et al, 1991).

1.1.7. La bioaugmentation

Caractérisée par I'ajout de micro-organismes d'@itélans le sol, elle a pour but de
stimuler la dégradation des polluants organiqued'a&gir sur la spéciation des polluants
inorganiques. Les micro-organismes employés peugtet issus de seélections réalisées a
partir d’échantillons environnementaux (sols, sédita, boues...) (Vogel, 1996). lls sont
ensuite cultivés en masse et inoculés dans leuroemement d’origine ou dans un autre
environnement. Des micro-organismes génétiquemedifiédés peuvent étre utilisés a ce titre
mais leur introduction dans I'environnement doitdd’'objet de contréles poussés (Sayler &
Ripp, 2000).

1.1.8. La biostimulation

Cette derniére a pour objectif d'accroitre I'adivile la microflore indigéne notamment
en terme de croissance et de dégradation, par tagg@arutriments (carbonés comme source
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d’énergie, minéraux) et/ou d’accepteurs finaux et&bons (oxygene, nitrate, sulfate) afin de
pallier la pauvreté en nutriments disponibles p&s micro-organismes. Pour cela, la
croissance de la population prélevée sur le sitdaooiné est stimulée en laboratoire ou en
bioréacteurs installés sur le site. Les micro-orgiaes sont par la suite réensemencés. La
gestion «a l'aveugle » de la microflore caracgériette technique puisque les micro-
organismes bénéficiant de la stimulation ne sostfpecément impliqués dans le traitement

du ou des contaminants (Cunningham & Philip, 2000).

1.2. Quelques inconvénients

Bien que peu codteuses, les techniques de bioratiw@dinécessitent des temps
d’action relativement longs, pouvant atteindre j@uss dizaines d’années. Pour que la
bioremédiation soit efficace, les micro-organisrdewent attaquer de facon enzymatique les
polluants, les convertissant en polluants moinsgdesux. Cependant, elle ne peut étre
efficace que dans des conditions environnemenpaggulieres, permettant la croissance et
I'activité microbiennes. Son application impliqueusent la manipulation des parametres

environnementaux.

De plus, jusqu’a présent, peu d’études se sontesgées a I'écologie des sols inoculés
lors de processus de bioremédiation (Troxler e2@l,2). Bien que la population inoculée
décline ensuite graduellement, Trox&dral. (Troxler et al, 2012) ont montré que certaines
souches inoculées pouvaient persister ensuite dansironnement. Enfin, quelques
contaminants, tels que les solvants chlorés owiosrhydrocarbures aromatiques persistent,

insensibles aux attaques microbiennes (Vidali, 2001

Le taux de dépollution devient alors un parametifecdiement prévisible.



Tableau 6 : Comparaison des différentes méthodes téoremédiation de sites contaminés

Mécanismes Contaminants Lieu Micro-organismes Avan tages Inconvénients Références
destruction complete )
processus naturels . ibl surveillance sur du
(dilution organiques possibie long terme
Atténuation volatilisation (hydrocarbures in-situ  flore indigéne aucun déchet , Mulligan &
naturelle dsorntion. benzéniques, chlorés, ) peu efficace pour des  Yang, 2004
adsorption, ) en pre- ou post- concentrations
dégradation) traitement élevées
organiques
Biodéaradati transformation du égi:ﬁgg b:éﬁ;nts in-sit Pseudomonas sp., dégradation compléte lent Smith. 1990
lodegradation polluant en substrat ’ ’ In-SiU" Rhodococcus sp., ... aucun déchet processus len mith,
et inorganiques
Barkay &
i as de traitement des
o |c_)|rggn|ql;es (PCB, bactéries (biofilm) géchets processus lent gggigfer,
. . adsorption T in-situ i ’
immobilisation P _ _ champignons facile 2 mettre en ;su’rvenla:nce Hutchinson et
inorganiques ceuvre requente al., 2003; Olson
et al., 2003
bactéries processus lent
i i chimiolithotropes (A. eu onéreux )
Biolixiviation solubilisation w&orgsmgue;b in-situ  ferrooxidans, A. P peu efficace pour des  gggecker, 1997
(Cu, U, Cr, Pb, ...) thicoxidans) processus naturel concentrations
élevées
organiques (HAP, - - métabolisation rapide teneurs résiduelles
_ ] _ hydrocarbures, - micro-organismes _ A P lus ou moins [
Bioslurry dégradation phénols, ...) hors site  indigénes, préadaptés facilité du controle et PI { Zappi et al.,
_ _ ou mélange de souches  du maintien en elevees 1996
etinorganiques conditions favorables  co(t élevé
organiques in-situ succes souvent limité Hutchins et al
Biorestauration dégradation (hydrocarbures, HAP, flore indigene peu onéreuse par les 1991 "
...) et inorganiques hors site concentrations en O,
; in-situ . _ peu onéreuse o
Bioauamentation déaradation organiques lourds, micro-organismes N taux de réussite Vogel et al.,
9 9 HAP, PCB . d'intérét sélectionnés associée a la variables 1996
hors site phytoextraction
organiques in-situ flore indigéne, stimulée peu onéreuse cunninaham &
Biostimulation dégradation hydrocarbures en laboratoires ou . i gestion a l'aveugle nning
Philip, 2000
pétroliers, HAP, ...) hors site  réacteurs relativement efficace P,
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2. La phytoremédiation

Si pendant longtemps la capacité des végétauxuamader des métaux a été considérée
comme une caractéristique préjudiciable, les tephes de dépollution par les plantes ont créé
un revirement de situation. En effet, la phytoreragdn exploite les propriétés de certaines
especes végétales (strates herbacées, plantestearbarbres, algues) a interagir avec des
composés chimiques, organiques ou inorganiques,d@polluerin situ un terrain contaminé.
Ainsi, les plantes absorbent, accumulent et déentifles contaminants du sol a travers des
processus physiques, chimiques et biologiques §Braisal, 2010). Ces plantes présentent des
mécanismes constitutifs et adaptatifs pour accureiléolérer des concentrations élevées en
contaminants au niveau de leur rhizosphere (Yaraj, 2005). Le plus souvent, ce sont les
micro-organismes de cette derniere qui dégradentdenposés organiques. Néanmoins, il
arrive que les produits issus de la dégradationygat ou non étre accumulés par le végétal,

soient plus dangereux que le polluant d’origine.

A terme, la biomasse produite, contenant le pollftges, feuilles), doit étre traitée
d’'une facon adéquate consistant souvent a rédeerégétaux pour les incinérer (se référer
paragraphe 2.5). Les différentes études réaliséega@ur permettent d’envisager six types de

stratégies de phytoremédiation particulierementnatteuses.

2.1. Les stratégies

2.1.1. La phytoextraction

La découverte d’especes végétales sauvages, sowragémiques a des sols
naturellement riches en métaux, capables de camecedé grandes quantités d’éléments
métalliques, essentiels ou non, a inspiré le d@pelment de la phyotextraction (Baker &
Brooks, 1989 ; Brooks et al, 1979). En effet, ihgit d'une technique basée sur le
prélevement des polluants métalliques par des aégélotés non seulement d’une capacité
de résistance aux meétaux, mais aussi d'une croissamgide, d’'un systeme racinaire
développé, d’'une aptitude a produire beaucoup a@dsse et d’'une capacité a transloquer les
éléments vers les parties récoltables (Figure ChApgey et al, 1997 ; McGrath et al, 2002 ;
Salt et al, 1995a). L'utilisation de plantes poss#dine capacité naturelle et exceptionnelle a

accumuler les métaux, plantes dites hyperaccundatren tant qu’outil de remédiation a été
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suggérée dans les années 80 (Baker et al, 1988nni#ns, leur faible biomasse et le
mangue de connaissance pour leur culture a gractddle a limité le développement de la
phytoextraction pendant plusieurs années (Raskal, €997). La phytoextraction se révéle
efficace pour une grande variété de contaminantsgamiques (Pb, Cd, Ni, Zn...).
Les processus d’extraction dépendent néanmoina dapacité de la plante sélectionnée a se

développer et a accumuler les contaminants.

2.1.2. La phytodégradation

La dégradation de composés organiques peut aveir du sein de la plante
(Cunningham & Ow, 1996 ; Newman & Reynolds, 200Bh effet, certains végétaux
produisent des enzymes, telles que les déhaloggnaseoxygénases et réductases (Black,
1995) qui catalysent la dégradation des substaattewbées en substances moins toxiques ou
non toxiques pour la plante. Ces molécules poutmrs étre incorporées au sein des tissus
de la plante et pourront ensuite étre libérées @apotranspiration (Figure 17). Les
contaminants impliqués sont des composés organigieds que les solvants chlorés

(trichloéthyléne) et autres pesticides.

2.1.3. La phytostimulation

Egalement appelée rhizo-biodégradation (Andersoal,e993), elle exploite I'effet
stimulant de la rhizosphere sur la dégradation abienne des polluants (Figure 17)
(McCutcheon & Schnoor, 2004 ; Nwoko et al, 2007tt€ démarche est notamment utilisée
pour les composés organiques (PCB, HAP...) qui nevgreguétre prélevés par les plantes
mais seront dégradés par les micro-organismes daeiZzasphere (Hutchinson et al, 2003 ;
Olson et al, 2003).

2.1.4. La phytostabilisation

La phytostabilisation n’est pas une méthode de liémm au sens strict mais elle
permet néanmoins de diminuer la mobilité des coimants en séquestrant les métaux au
niveau de la rhizosphére des plantes (Figure 1ahfiliPet al, 2005 ; Vervaeke et al, 2003) ce

qui limite I'érosion et le lessivage des polluaf@antibanez et al, 2008) et évite ainsi la
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contamination des nappes phréatiques. Cette méthéckssite I'ajout d’'amendement pour
établir une végétation se développant sur des Baesement contaminés et phytotoxiques
(Cunningham et al, 1995 ; Berti & Cunningham, 200D¢s végeétaux choisis doivent
développer un large systéme racinaire et une fudmasse en présence de concentrations
élevées de contaminants inorganiques. De plusafaslbcation des métaux depuis les racines
jusqu’aux parties aériennes doit étre aussi faijole possible (Rizzi et al, 2004 ; Salt et al,
1995a) et ceci afin de limiter la propagation degtaux dans la chaine alimentaire (Ribet et
al, 1995).

Phytostimulation
ou

i S \rhi"zodégradation
et

Phytostabilisation / ~

Figure 17 : Différentes techniques de phytoremédian. Les polluants (représentés par la téte de mort)
peuvent étre stabilisés ou dégradés dans la rhizospséquestrés ou dégradés dans les tissusptEnta ou
volatilisés (d’aprés Pilon-Smits, 2005).



Tableau 7 : Comparaison des différentes méthodes g@ytoremédiation de sites contaminés.

Mécanismes Contaminants Sl:gsittézts Plantes utilisées Avantages Inconvénients Référence s
forte biomasse et
ation/ I ?ﬁgﬁ;%ﬁﬁﬁ?g:;lﬁz'de In-situ systéme racinaire Salt et al.,
oh . accumulation/ o qaniques (Pb, 05 AlVSSUM S ’ ) dépendante 1995
ytoextraction hyperaccumulation Cd, Ni, Zn, ...) sediments y p.) adaptée aux , _
N 20 boues h latrice pollutions diffuses traitement des Raskin et
yperaccumulatrice déchets al., 1997
(Thlaspi sp., Brassica
juncea)
] : organiques sols a activité enzymatique activité enzymatique
degradation 4 g Ny L . dépendante Newman &
. . ; (solvants chlorés, sédiments et a évapotranspiration  pas de traitement p
Phytodégradation enzymatique . . Reynolds,
végétale TNT, MTBE, nappes importante (Populus, des déchets processus 2004
TCE, ..) phreatiques  Salix) relativement lent
a activité microbienne : :
: action des racines et :
, au niveau de la microflore associée Hutchinson
) _ organiques sols rhizosphére _ dépend etal., 2003
Phytostimulation dégradation hydrophobiques sédiments . o pas de traitement epenaante
rhizosphérique (PCB, PAH, ..) [ es 3ysteme ra(|:|n_a|re des déchets limitée & des %%%n etal,
hydrocarbures ense et relativement polluants facilement
profond biodégradables
(Festuca sp, Lolium sp.) 9
a large systeme systéeme racinaire
racinaire (Lolium limite ['érosi | dépendante . |
] italicum) |m|tg érosion et le _ Rizzi et al.,
o complexation / _ , sols lessivage du sol surveillance 2004
Phytostabilisation ad§qrpt|op / inorganiques sediments arbres a : bilisati fréquente car sal |
precipitation boues évapotranspiration Immobilisation maintien des alt etal,
. rapide 1995
importante (Populus) polluants dans le
sols
accumulation dans  inorganiques (Cu, _ graminées (Festuca sp.) e, onéreuse ‘ o Dushenkov
Rhizofiltration la rhizosphere / Cd, Cr, Ni, Pb, solutions H. annuus, Nicotania i systéme racinaire etal., 1995
adsorption / Zn...) aqueuses . efncace dépendante _
PO . tabacum, Spinacia sp. Raskin et
précipitation organiques in-situ et ex-situ
al., 1997
organiques (TCE, sols plantes génétiguement
S volatilisation par MTBE...) et 5 modifiées (Arabidopsis, pas de déchet a dispersion et non Kramer,
Phytovolatilisation : . , sédiments . . ) , )
les feuilles inorganiques (Se, b Nicotania tabacum) traiter dépollution 2005
oues
As, Hg, ...) arbres (Populus)
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2.1.5. La phytovolatilisation

Elle ne consiste pas en une technique de dépollutiais de dispersion des
contaminants (Kramer, 2005). Elle peut étre appeéctomme une variante de la
phytoextraction. Dans ce cas, le contaminant rpastaccumulé dans les parties aériennes,
mais, est transformé en produit volatil puis estugasrelargué dans I'atmosphére par
évapotranspiration (Figure 17) (Kramer, 2005). teshniques de phytovolatilisation sont
variées comme I'utilisation d’espéces phréatophptésentant des taux d’évapotranspiration
importants (cas du sélénium, Van Huysen et al, P@2B encore le couplage avec des

bactéries (bactéries mercure réductase, Rugh E9%6,).

2.1.6. La rhizofiltration

Egalement rencontrée sous le nom de phytofiltratda utilise les capacités élevées du
systeme racinaire de certains végétaux a fixeptdisiants d’'un milieu liquide (Figure 18).
En effet, les racines de beaucoup de plantes tersegultivées en systemes hydroponiques
(B. juncea, H. annugt de nombreuses graminées otent des solutioreises les métaux
toxiques tels que le cuivre, le cadmium, le chrolaaickel, le plomb et le zinc (Dushenkov
et al, 1995 ; Raskin et al, 1997). Cette technigsieparticulierement efficace et trés peu
onéreuse notamment quand les concentrations emaptdl sont faibles et les volumes d’eau
importants (Salt et al, 1995a). Elle peut étre igpjgle aux traitements des eaux de surface,

aux nappes phreéatiques, aux effluents industrieissedentiels ainsi qu’aux eaux de drainage.
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Figure 18 : Systeme de rhizofiltration.Les plantes peuvent étre utilisées en conditiordsdponiques pour
filtrer les eaux polluées (polluants représentédatéte de mort) (d'apres Pilon-Smits, 2005).

2.2. Inconvénients de la phytoremédiation

Bien que comportant de nombreux avantages, lesitpabs de phytoremédiation
peuvent néanmoins présenter quelques inconvéni&mtseffet, les plantes, organismes
vivants, nécessitent de I'oxygéne, de I'eau et m@siments pour leur croissance et leur
maintien. Les propriétés du sol, le pH, les niveaextoxicité mais également le climat
constituent des paramétres limitant pour le dévelommt des végétaux (Chaudhry et al,
2002 ; Cunningham et al, 1995). Ainsi, ces techesgsont restreintes a des sites de faible
contamination. Bien que certains phréatophytessfastant leur besoin en eau directement a
partir de la nappe phréatique, possédent des maaltant jusqu’a 15 m (Negri et al, 2003), la
phytoremédiation reste restreinte a des sites golheu profonds (Cunningham et al, 1995 ;
Pilon-Smits, 2005). Si les codts sont peu onéréesc,durées de traitement en remédiation
restent néanmoins relativement longues pouvarihdtteplus d’'une dizaine d’années (Prasad
et al, 2010).
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2.3. Phytoextraction assistée chimiquement

Un inconvénient majeur de la phytoremédiation esiemps de dépollution tres long.
Ainsi, afin de réduire ces durées, des adjuvanisqrg étre ajoutés de facon a augmenter la
mobilité des métaux dans les sols et donc, la curat@n en métaux dans la plante. Ces
adjuvants peuvent étre des composés chimiquesqueld’'EDTA (acide éthyléne diamine
tétraacétique) et ses dérivés, ou encore des ca@npynthétiques plus dégradables que de
'EDTA.

2.3.1. L'EDTA et ses dérivés

Malgré la présence de concentrations importanteSl@ments traces métalliques dans
les sols, leur mobilité vers la plante peut néamsiaiavérer faible (Alkorta et al, 2004). Des
les années 1950, des études sur les interactiangeptchélatants chimiques ont été menées
en vue de réduire les carences en éléments essealseque le fer, le manganese, le cuivre et
le zinc (Nowack et al, 2006). Ces premiers réssilbait €galement montré une augmentation
du prélévement en plomb et en mercure, lors deutajle ces adjuvants (Hale & Wallace,
1970). En 1993, Jorgensen (Jorgensen, 1993) a éngaé I'emploi d’agents chélatants dans
les sols, tels que 'EDTA, augmente I'accumulati® plomb dans des plantes cultivées,

laissant ainsi présager une application dans deseataminés par du plomb.

L'utilisation des chélatants chimiques s’est aldéveloppée, avec pour objectif la
désorption des contaminants inorganiques de laicaatol, facilitant ainsi leur transport des
métaux dans le xyleme et augmentant leur transtotdans les racines et parties aériennes.
En effet, les chélatants agissent en stimulanolizbgité des métaux dans le sol, en facilitant

leur diffusion dans la rhizosphere et en augmengaimanslocation vers les feuilles.

A titre d’exemple, Blayloclet al. (Blaylock et al, 1997) ont obtenu une accumulation
rapide de plomb dans la moutardelienne Brassica juncep Une projection sur trois
cultures de 6 semaines par saison, pour une bientatsde produite de 6 t / ha, permettrait le

prélevement de 180 kg de plomb / ha, lors d’undasumation a 600 mg de plomb /kg de sol.

L’accumulation accrue de métaux dans les plantesajuut d’EDTA est également
applicable a d’autres métaux tels que le cadmiencuivre, le nickel et le zinc (Blaylock et

al, 1997). Néanmoins, l'efficacité de cette accuatiah est directement liee a I'affinité du
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chélatant pour le métal, ainsi, par exemple, atprs 'EDTA sera préféré pour le plomb,
I'acide éthylene glycol tétraacétique (EGTA) setdisé pour le cadmium (Blaylock et al,
1997).

Si l'utilisation de tels agents a recu une attentionsidérable par son faible codt et son
importante efficacité dans la solubilisation destaug, elle reste cependant controversée.
Bien que la dégradation de 'EDTA ait été repod@econditions de culture controlées, celle-
ci reste négligeable dans les sols et eaux, enitammglnaturelles (Bucheli-Witschel & Egli,
2001). Par ailleurs, exacerbée par les processtlaxdpréférentiel, la lixiviation des sols est
accentuée, tout comme la biodisponibilité des métdlowack et al, 2006). Ces deux
parameétres peuvent se traduire par des effetsifgggat les micro-organismes ainsi qu’une
proportion importante de métaux et de chélatantss da rhizosphere pouvant s’étendre

jusqu’aux eaux souterraines.

Pour conclure, l'utilisation d’agents chimiques istssit la phytoextraction reste
controversée d’autant plus que les résultats dépérie 'espece végétale impliquée, du

métal et de la concentration en adjuvant (Nowaak,&2006 ; Wu et al, 1999).

2.3.2. Autres composés synthétiques

De nombreuses études ont également été menéesssagents chélatants facilement
biodégradables (EDDS, MGDA, DTPA). L'EDDS, une sgittive a 'EDTA, apparait alors
comme un chélatant prometteur (Kos & Lestan, 2004o; et al, 2006 ; Nowack et al, 2006).
Néanmoins, leur meilleure dégradabilité, notammeeite du DTPA, peut limiter leur
efficacité (Means et al, 1980).

L’EDTA pourrait également se voir remplacer pas daslatants naturels, tels que le
NTA ou les acides organiques. do Nascimento (daiNanto et al, 2006) ont montré que les
acides citriqgues et galliques pouvaient se mordtessi efficaces que 'EDTA, notamment
grace a 'augmentation de la biomasse produiterésepce de ces composés. L'acide citrique
diminue en effet la toxicité du chrome et du plopdur les végétaux et accroit le facteur de

translocation (Chen et al, 2003).

Cependant, un des inconvénients majeurs de cesos@speste leur dégradation rapide
par la microflore du sol, diminuant ainsi leur aaotisur 'adsorption des métaux par les

plantes (Romkens et al, 2002).
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La solubilité des métaux peut également étre ané@ipar une baisse du pH du sol au
niveau de la rhizosphére (Brown et al, 1994). Aing des alternatives consiste a réduire ce
parametre, par exemple a laide de soufre ou déainer fertilisants. Cependant, une

acidification entraine généralement une baisséadguité microbienne (Wang et al, 2006).

En outre, I'application de fertilisants, en augnaetla biomasse des végétaux, et
parfois le prélevement des métaux, peut ainsi amekli’extraction des métaux (Kumar et al,
1995 ; Wei et al, 2010).

2.4. Les plantes transgéniques et la phytoremédiati

Comme outil de phytoremédiation, la plante idéaiih une forte biomasse, combinée
a une capacité de tolérance aux meétaux importaote, comme lI'accumulation et/ou la
dégradation des contaminants (Pilon-Smits & PiR002). Ainsi, plusieurs stratégies ont été
pensées pour améliorer génétiquement les plantsg®es en phytoremédiation, comme, par
exemple, I'amélioration de la production de bioneaskaltération de la spécificité des
systemes de prélevements des métaux et 'augmamtde la production des substances
chélatantes pour améliorer le taux de translocattda séquestration des métaux (Kramer &
Chardonnens, 2001 ; Pilon-Smits & Pilon, 2002).

Les plantes transgéniques surexprimant les enzymegquees dans la biosynthese
du glutathion (précurseur des phytochélatines)gmtést une meilleure tolérance aux métaux
(plomb et cadmium pour du tabac modifié) ainsi das racines plus longues et une plus forte
accumulation dans leurs feuilles (Gisbert et al030 De plus, lintroduction de
métallothionéine de plants de poiigum sativumdansArabidospisa pour effet d’améliorer
le préléevement du cuivre, et ceci de 8 fois (Evahal, 1992). De méme, l'introduction de
protéines similaires, d'origine humaine, dans dkesitp de tabac, a permis d'accroitre la
tolérance au cadmium, bien que les préléevementgnt,aquant a eux, pas été améliorés
(Misra & Gedamu, 1989 ; Pan et al, 1994).

Une autre stratégie repose sur 'amélioration dealgacité d’évapotranspiration de la
plante. Ainsi, l'introduction de sélénocystéineAsfragalus bisulcatugians la moutarde
indienne améliore I'accumulation du sélénium et2¢e fois sa volatilisation (LeDuc et al,
2004).
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Enfin, quelgques approches s’intéressent a une inatiifn génétique d’espéces
d’arbres (Cherian & Oliveira, 2005). En effet, peur biomasse et leur durée de vie
importante, les arbres sont des candidats appsopa@r la phytoremédiation. Dans ce
contexte, la surexpression d’'une réductase mergeiritpctérienne dans le peuplier jaune
permet une volatilisation du mercure 10 fois sugpér a celle des arbres non modifiés (Rugh
et al, 1998).

L'utilisation de telles plantes n’est cependant s risque. En effet, une
propagation incontrolée des plantes transgéniqdes, a leur meilleure valeur sélective
(tolérance aux métaux par exemple), pourrait étreblpmatique, tout comme une
propagation des genes par croisement avec les gimmd sauvages (Pilon-Smits & Pilon,
2002). L'utilisation de ces plantes transgéniquesvee d’améliorer la phytoremédiation

nécessite donc un contrdle important.

2.5. Traitement et élimination des déchets

Si la phytoremédiation est une méthode peu coltetuseometteuse pour dépolluer les
sols contaminés, I'élimination des cultures resgpendant, un des obstacles a I'implantation
de la phytoextraction (Tableau 8). Peu d'études @Bt menées jusqu’a présent sur les
implications environnementales des contaminantgyamques accumulés dans les biomasses
récoltées (Abhilash & Yunus, 2011). En effet, ades especes a forte biomasse, telles que la
moutarde indienne B( junceg, la phytoremédiation peut conduire a une producti
importante de déchets a traiter, avec 6tt@ntenant des concentrations de 10 000 & 15 000

mg de plomb par kg de matiere seche (Blaylock,€it387).

Une des premieres étapes est la réduction du vollesevégétaux contaminés par
compostage, compaction ou encore pyrolyse (Raskiml,e1997 ; Salt et al, 1995a)
(Bridgwater et al, 1999). Il est toutefois nécessde récupérer les lixiviats produits au cours
de ces opérations. A l'issue de ces pré-traitemdatdbiomasse est ensuite traitée par
différentes techniques, principalement par voiesrnfochimiques (Sas-Nowosielska et al,
2004).

Le produit final peut alors étre stocké en centemfduissement technique (CET), mais

également réutilisé en fonderie plomb/zinc ou t8ahir une extraction liquide des métaux
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dans les cendres (Blaylock et al, 1997 ; Raskiraletl997 ; Salt et al, 1995a ; Sas-

Nowosielska et al, 2004).

Tableau 8 : Comparatifs des colts de traitement dedéchets issus de la phytoremédiatio(d’apres Sas-

nowosielkaet al, 2004)

liquide

Technique Co0ts du procédé Avantages Inconvénients
(€N
Compostage 10-25 Réduction du volume et Durée du traitement (2 a 3
du contenu en eau mMois)
" Nécessité  d'un  équipement
E spécial
S Produit final encore dangereux
©
§ Compaction non disponible  Réduction du volume Nécessité  d'un  équipement
= Récupération des spécial
o lixiviats contenant Produit final encore dangereux
E_, les métaux (biomasse et lixiviats)
@
jz Pyrolyse 20-30 Diminution significative Produit final encore dangereux
a du volume
Utilisation du produit
final (pyrogaz)
Incinération 180 — 220 Possibilité de récupérer Aucun
(fonderie) les métaux
Diminution significative
de la biomasse
12
2 Stockage 135-1136 Temps relativement court  CoUteux
&) R ,
xS (CET? lelta}tlorj parJ espace
" Incinération nécessaire
3 Réduction lente de la biomasse
E contaminée
_5 Incinération non disponible  Possibilité de récupérer Pas de technologie applicable
|‘_E les métaux
Diminution significative
de la biomasse
Extraction non disponible  Récupération des métaux Pas de technologie applicable
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[Il - Phytoremédiation couplée a la rhizosphere

1. La rhizosphére

1.1. Généralités

Le concept de « rhizosphere » a été introduit peyremiére fois en 1904 par Lorenz
Hiltner (Hiltner, 1904), et ceci pour décrire laneo sous linfluence biologiques et
biochimiques des racines (Curl & Truelove, 198@&.térme « rhizo » vient du grec signifiant
« racine » tandis que le terme « sphére » dérivgreltiancien « sphaira » décrivant une balle,
un globe. En 1986, Curl et Truelove (Curl & Truedp\t986) décrivent la rhizosphére comme
« une étroite zone du sol sujette a l'influence @d&nes, ce qui se manifeste par la perte ou
'exsudation de substances affectant l'activité roldeenne ». Si d'un point de vue
morphologique, les racines et le sol, ou les manganismes et le sol devraient étre

clairement séparés, il n’en va de méme d’un pantuk fonctionnel (Ulrich, 1987).

Selon Lawton et Jones (Lawton & Jones, 1995), detes des végétaux peuvent étre
considérées comme les « ingénieurs biologiquesotlr. £n effet, ces derniéres créent et
maintiennent leur propre milieu, et ceci, non seget par leur présence physique mais aussi
par leur activité. Par des processus tels que Udatson d’acides organiques et d’enzyme
dans la rhizosphére, les racines vont pouvoir, @emple, permettre le maintien de
communautés microbiennes (Curl & Truelove, 1986)I'aacroissement de I'érosion des
minéraux (Hinsinger et al, 1992; Richards, 1987nsA en dépit du faible volume de la
rhizosphére dans les sols, celle-ci joue un rolgrabdans le maintien du systeme sol-plante
(Gobran et al, 1998).

1.2. Micro-organismes de la rhizosphere

Parmi les micro-organismes retrouvés dans le stains vivent en symbiose ou
mutualisme avec les végétaux, c’est-a-dire en &smt a bénéfices réciproques. L'apport
d’eau et de nutriments a la plante, en échangeuldstamces carbonées et d'une protection

physique aux micro-organismes peuvent définir chaugges.
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Dans ces associations, les micro-organismes peéttentlassés en deux catégories :

- les ectosymbiontesqui constituent les micro-organismes colonisaextBrieur de la
racine, c’est-a-dire, la rhizosphére ou le rhizop{aurface des racines). Parmi ces
organismes, sont retrouvés des bactéries telles RpgidomonasAzotobacter
Bacillus, Enterobacter(Gray & Smith, 2005) et des champignofsi¢hoderma. Les
bactéries de ce type sont alors définies commetiasbactéries ;

- les endosymbiontesqui regroupent les micro-organismes vivant a érdur des
cellules de la plante hoéte. Cette catégorie est titode majoritairement de
champignons dits endomycorrhiziens, dont les hypbésetrent dans les cellules
végétales et ceci jusqu’au plasmalemme en formanadriscules. Ces champignons
sont définis sous le nom de champignons mycorlsziarbusculaires (AMF) et
regroupent principalement la famille désomales Le plasmalemme peut également
étre transpercé, ceci étant I'ceuvre de bactériess ddndophytes. Ces bactéries,
appartenant principalement aux genR¥szobium et Frankia, peuvent alors former
des nodules racinaires, et ceci sur les racinesedemineuses et des ligneuses (Gray
& Smith, 2005 ; Lugtenberg & Kamilova, 2009).

1.2.1. Les champignons mycorhiziens arbusculaf&$H)

Ces champignons se développent dans la mycorhiecsigfui, de fagcon semblable a la
rhizosphere, correspond a la zone influencée aisapiar les racines des végétaux et par les
micro-organismes fongiques. Elle inclut égalementdrme trés particulier d’hydrosphére,
faisant référence seulement a la zone entourarhyj@ses fongiques (Johansson et al, 2004).
Les AMF seraient en association avec environ 80%opd@ntes terrestres (Bais et al, 2006).
L’association racine-AMF améliore la croissance vaé@gépar augmentation de la surface
d’échange racinaire, ce qui va alors permettre mmedleure acquisition des nutriments
essentiels, notamment le phosphore (Johansson 20@ ; Read & Perez-Moreno, 2003).
Outre le fait d’accroitre la surface racinaire, AdF peuvent augmenter la biomasse et la

longueur racinairedea maysassocie &lomus Clark & Zeto, 1996).

Ces mycorhizes symbiotiques peuvent affecter les nnamautés bactériennes
associées aux racines de maniére directe, par wrtagp sources carbonées, des variations

de pH, une compétition pour les nutriments et desudations fongiques de composés
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inhibiteurs ou stimulateurs, ou de facon indireeteec des effets sur la plante hote,
I'exsudation racinaire ou la structure du sol (Jasan et al, 2004).

1.2.2. Les bactéries dans la rhizosphere

La croissance végétale peut étre affectée pareteties de différentes fagons. En effet,
des bactéries peuvent étre a I'origine de maladiegyer la croissance des plantes, tandis que
d’autres peuvent, activement ou non, favorisertéssance a travers différents mécanismes
(fixation d’azote, solubilisation des phosphatesdpction de sidérophores, phytohormones,
ACC déaminase) (Ma et al, 2011). Dans la rhizospHéarconcentration en bactéries peut étre

10 a 1 000 fois supérieure a celle du reste d(Tsdileau 9) (Lugtenberg & Kamilova, 2009).

Néanmoins, pour exercer leurs effets bénéfiques tanvironnement des racines, les
bactéries doivent étre compétentes, c'est-a-diadisier avec les autres micro-organismes de
la rhizosphere, aussi bien pour bénéficier deamatrts sécrétés par la plante que coloniser

les sites disponibles (Lugtenberg & Kamilova, 2009)

L’ensemble de ces interactions est affecté par kiéme organique, le pH, la
température, les nutriments ainsi que les niveayotiation (Bais et al, 2006 ; Glick, 2003).

Tableau 9: Répartition de la population microbienre (UFC.g' de sol) dans la rhizosphére du blé
(Triticum aestivumL.) et dans le sol, ainsi que leur ratigmodifié d’aprés Gray & Williams, 1971).

Micro -organismes Rhizosphére (R) Sol (S) RatioR/S
Bactéries 1,2.10° 5,3.10" 23
Actinomycétes 4,6.10’ 7,0.10° 7
Microflore ammonifiante 5,0.108 4,0.10° 125
Microflore dénitrifiante 1,26.10° 1,0.10° 1260

Champignons 1,2.10° 1,0.10° 12
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1.2.2.1. Les rhizobactéries ou PGPR

Parmi les bactéries de la rhizosphére, certainasepé fortement agir sur la nutrition
des plantes par des mécanismes variés, et notanesdydactéries dites PGPR (Plant-Growth-
Promoting Rhizobacteria) également appelées rhizébas (Lugtenberg & Kamilova, 2009 ;
Ma et al, 2011). Parmi les PGPR, de nombreux geswas recensés telschromobacter
Arthrobacter  Azotobacter Azospirillum  Bacillus  Burkholderig  Enterobactey
PseudomonasRhizobium Serratia (Gray & Smith, 2005). La colonisation bactérierdes
racines se réalise progressivement a partir deleslisolées qui se développent ensuite en
biofilm (Lugtenberg & Kamilova, 2009).

Outre la stimulation de croissance et de dévelogpéndu végétal, les bénéfices
apportés par ces bactéries incluent la supprestimmganismes pathogénes ou déléteres
(Chakraborty et al, 2006 ; Lemanceau & Alabouvet891), I'approvisionnement en
éléments inorganiques (Dimkpa et al, 2009a), latidn d’azote (Dobbelaere et al, 2003), la
tolérance aux stress abiotiques (Dimkpa et al, 200@aproduction de phytohormones

(Vessey, 2003) et une meilleure résistance auxaacanants (Ma et al, 2011).

1.2.2.2. Les bactéries endophytes

Ces bactéries sont définies comme celles capablesldniser les tissus internes de la
plantes, sans provoquer d’infections ou d'effetatég leur héte (Schulz & Boyle, 2006).
Ces bactéries résident alors dans I'apoplasme osyrgplasme de la plante. Parmi ces
bactéries, de nombreux genres sont retrouves, daks Burkholderia, Enterobacter
Klebsiella Mycobacterium PseudomonasRhizobium capables de coloniser une grande
variété d’espéces végeétales (riz, mais, soja, tearbénanier...) (Rosenblueth & Martinez-
Romero, 2006). En général, les bactéries endophpresiennent de communautés
bactériennes de la rhizosphére, de la phyllosphére de graines. Outre leur capacité a
pénétrer dans les plantes par des orifices natwelspar des blessures, les bactéries
endophytes utiliseraient activement des enzymesohydiues, telles la cellulase et la

pectinase, pour atteindre l'intérieur des plantiginann et al, 1997).

! parties aériennes des végétaux (feuilles et géitiages) ou se développe une microflore active
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Les bactéries endophytes conférent une meilleuézatice aux stress métalliques et
peuvent stimuler la croissance de leur plante Ip@te plusieurs mécanismes comme la
fixation de l'azote, la résistance aux pathogélzeproduction de régulateurs de croissance et
'augmentation des prélevements en éléments risitatieau (Ryan et al, 2008). En général,
les effets bénéfiques procurés aux végétaux sqtrisurs a ceux des rhizobactéries (Pillay
& Nowak, 1997).

2. Mécanismes impliqués dans les interactions bacigs-plantes

2.1. Roles de la plante

Dans la rhizosphére, les racines exsudent une gatr@eeimportante de composés
potentiellement importants. En effet, en plus diewaler des composés actifs, les racines
produisent et sécrétent continuellement des conspiesgs la rhizosphere (Figure 19) (Bais et
al, 2006 ; Gleba et al, 1999). L'exsudation ragmanclut la sécrétion d’ions, d’oxygéene
libre, d’eau, d’enzymes, de mucilages ainsi qu'seng nombre de métabolites primaires et
secondaires (Bertin et al, 2003). Jusqu'a 21% dboree fixé par la plante peuvent étre
sécrétes, et ceci principalement sous forme d’exsudainaires (Marschner, 1995).

Racines Solution de sol Constituants
du sol

. -— prélevement H:Q
R

—p [CT]/[A] -#f— désorption
adsorption  —p= ...

L]

-o— dissalution ....

-f— prélevement chia

T > excretion —3p HI/HEDs  — pH précipitation —". ®

b:“{ . A ‘\(/ﬂ— respiration. —e €0z / '..
:\\« VY clargage —3» 0 —P»  En < sscion e — o :o.
Cﬁl exsudationn — - o _/’» L1 <— cheéltion —b... ®

-ff— complexation

Figure 19 : Schématisation de la rhizosphere, morant les différents exsudats racinaires et leurs
influences sur les facteurs abiotiques et les médames a l'interface sol-solution.CO : carbone organique
(réducteur, chélatant, ligand) { Ccation ; A: anion ; L: ligand ; Eh : potentiel redox (d’aprés Adriagioal,
2004).
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Les exsudats racinaires peuvent étre divisés en dasses de composés (Bais et al,
2006) :

- ceux de faibles poids moléculaires, tels que lédeacaminés, les acides organiques,
les sucres, les phénols et autres métabolites daites. lIs décrivent une grande
diversité d’exsudats racinaires ;

- ceux de poids moléculaires plus élevés tels gaariacilages (polysaccharides) et
protéines, moins diversifiés mais composant uné jpaportante de la masse des

exsudats racinaires.

Au niveau de la rhizosphere, les bactéries trousardi un grand nombre de nutriments
favorables a leur développement (Figure 20). llaggtaru que les bactéries étaient capables
de localiser les racines grace aux exsudats teldegubydrates de carbone ou les acides
aminés, qui stimuleraient leur chimiotaxie (Sometrral, 2004). Une expérience impliquant
P. fluorescenset des plants de tomate ont mis en évidence quhiiteiotaxisme pourrait
également étre mis en place par la détection d’aacidganiques (de Weert et al, 2002). De
méme, de nombreuses bactéries se multiplient @artsdosphére en réponse a la libération
de flavonoides (Hartwig et al, 1991) et, en retatimulent I'exsudation de ces composeés

dans la rhizosphéere (Recourt et al, 1991).

Cependant, les exsudats racinaires peuvent égdlenikrencer le comportement de
pathogenes. En effet, la germination des sporepatiiogene~usarium oxysporuni. sp.
Radicis-lycopersiciest influencée par I'exsudation racinaire des platg tomate et I'ajout
d’un biocontrélePseudomonas fluoresceretarde ce phénomene (Kamilova et al, 2008).

La structure des communautés microbiennes demeumgplexe et dépend de la
composition des exsudats racinaires (Shann & Bd@é4 ; Yang & Crowley, 2000) mais
également de I'age de la plante, du type de ra@héle la composition du sol (Anderson et
al, 1993 ; Chiarini et al, 1998).

2.2. Roles des bactéries associées aux plantes

Aussi bien dans les écosystéemes naturels qu'ant&sples bactéries associées aux
végeétaux, en plus de stimuler la croissance, jouemble clé dans I'adaptation de leurs hotes
aux changements d’environnements (Ma et al, 20Dijférents meécanismes, directs

(solubilisation du phosphore et du potassium, idxate I'azote, séquestration du fer par les
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sidérophores, production d’hormones, ...) ou indggcéduction du nombre de pathogénes
par la production d’antibiotiques ainsi que du @&sponible dans la rhizosphére pour les
phytopathogénes, ...) sont impliqués (Glick, 199bi¢y et al, 2004).

2.2.1. Solubilisation de phosphore

Le phosphore est un élément majeur, essentiel lpotnoissance et le développement
de la plante, constituant généralement le macnoeé limitant la production de biomasse.
De plus, les teneurs élevées en éléments tracesdliméts dans les sols peuvent interférer
avec son prélevement, provoquant alors des retinals la croissance (Zaidi et al, 2006). En
présence de PGPR, le phosphore insoluble peutrétrdu biodisponible a travers des
réactions d’acidification, de chélation ou la lion d’acides organiques (Chung et al, 2005)
ou encore en les minéralisant et ceci par sécrégophosphatases (Gyaneshwar et al, 2002).
Une augmentation de la disponibilité du phosphonr e plante et ainsi une augmentation

de la biomasse grace a l'inoculation de bactéBesi(lus) a été décrite (Pal, 1998).

2.2.2. Fixation d’azote

Certaines bactéries, dites fertilisantes, fourmis$es nutriments aux plantes. En effet,
des bactéries fixatrices d’azote, appelées rhizatmanmeRhizobiumet Bradyrhizobium
peuvent former des nodules sur les racines de lguses (soja, pois, arachide, luzerne, ...)
dans lesquels elles convertissent I'azote en amaqaei qui, a I'inverse de 'azote peut étre
utilisé par les plantes (Vanrhijn & Vanderleyden939 L'infection racinaire se déroule en
plusieurs étapes. Initialement, les bactéries atimees par les exsudats racinaires ainsi que
par de faibles quantités de flavonoides. Le mod&eattion le plus courant est I'infection
intracellulaire, les bactéries pénétrant dans kntpl a travers les poils absorbants. La
pénétration des bactéries s’accompagne alors deatisi cellulaires au niveau du cortex, qui
aboutiront par la suite a la formation d’un nodideinaire, site de la fixation atmosphérique
(Pawlowski & Bisseling, 1996).

Si les symbioses Iégumineuses-rhizobia sont les plusliées, du fait de leur
importance économique (Vessey, 2003), 'associaitne des plantes dites actinorhiziennes
et I'actinomycete du sdfrankia représente un exemple intéressant. Outre sa t@paftiker
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I'azote atmosphérique, ces bactéries présenteterdgat des facultés d’adaptation aux sols
pauvres et carencés (Duhoux & Franche, 2003). laggs actinorhiziennes correspondent
aux plantes ligneuse€#ésuarina Cerocarpus ...) excepté le genr@atisca.L’établissement
de la symbiose implique le développement d’'un nbwrgane, I'actinorhize ou nodule
actinorhizien, site de fixation de l'azote par lactésie (Duhoux & Franche, 2003).
Contrairement aux nodules des légumineuses, reyiedgaun organe nouveau, l'actinorhize
S’apparente, par son origine et sa structure, araciae adventive modifiée (Pawlowski &
Bisseling, 1996).

2.2.3. Production de biofilm

La majorité des bactéries favorise un mode deaiétat fixé. Les bactéries adhérent
alors aux surfaces sous forme de communautésgttest déecrites sous le terme de biofilm
(Hall-Stoodley et al, 2004). Bien que de nombraaxdux se soient focalisés sur les surfaces
abiotiques, le biofilm peut également se dévelomerdes surfaces biotiques, notamment
lors des interactions bactéries-plantes. Il a pal @ontré que la majorité des Pseudomonades
associées aux racines favorisait la croissanceadaante hoéte (Lugtenberg et al, 2001),
formant majoritairement des biofilms autour desmas (Ramey et al, 2004). Espinosa-Urgel
et al. (Espinosa-Urgel et al, 2002) ont montré @seudomonas putidatait capable de
répondre tres rapidement a la présence d’exsudaitzaires, convergeant alors vers les sites
racinaires ou la bactérie établit alors un biofilautres études ont montré que les
Pseudomonades favorisant la croissance des plamteormaient que de fins biofilms
discontinus sur la surface des racines (Bloembergl,e2000) tandis que celles étant
pathogenes constituaient un biofilm dense et agctaute la surface racinaire (Walker et al,
2004).

Néanmoins, le rble exact du biofilm dans ces imtévas est peu documenté. Dans les
ecosystemes humides, le biofilm présent sur leseacserait impliqué dans la séquestration
des métaux (Morris & Monier, 2003). La formation €@laques de fer » sur les racines de
plantes pourrait représenter environ 10 % du psétsdes racines (Hansel et al, 2001). Ces
plagues sont constituées d’oxydes de fer complaxés du manganese, du plomb et du zinc.
Elles seraient dues a l'activité des bactériescéss aux racines, oxydant le fer, et seraient
favorisées par la libération d’oxygéene par lesnmasi Ces oxydes de fer et les autres métaux

se retrouvent alors emprisonnés dans le biofilreegtient alors disponibles pour la plante
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hote (Hansel et al, 2001). De plus, dans le casptirges aquatiques, le biofilm jouerait
également un r6le dans I'adhésion sur les rochesr{#1& Monier, 2003).

2.2.4. Production de phytohormones

La production de phytohormones par des bactériegceEes aux plantes, telles que
l'auxine (acide indole-3-acétique, AlA), les cytokies et les gibbérellines, conduit
frequemment a une stimulation de la germinationladeroissance et de la reproduction tout

en protégeant la plante des stress a la fois begigtiabiotiques (Taghavi et al, 2009).

Certaines bactéries de la rhizosphére synthétikehauxine,via la voie de biosynthese
de l'indole-3-pyruvate, alors que les bactériehpgénes utilisent principalement la voie de
I'indole-3-acétamine (Hardoim et al, 2008). Ainkd, quantité d’auxine relarguée aurait un

réle tres important dans la modulation des inté@astbactéries-plantes (Ma et al, 2011).

Un grand nombre de PGPR produit des cytokininedest gibbérellines qui peuvent
stimuler la croissance de nombreuses plantes effisxdéur morphologie (Arkhipova et al,
2007 ; Gutierrez-Manero et al, 2001).

2.2.5. Production d’ACC désaminase

L’éthylene est une phytohormone au réle centrasdammodulation de la croissance et
du métabolisme cellulaire des végétaux (Ping & Bad)&2004). Elle serait impliquée dans la
résistance aux maladies et aux stress. Parmi s ai@s dans l'induction de changements
physiologiques, la surproduction d’éthylene peute é& l'origine de [linhibition de
I’élongation racinaire et de la croissance desnexciatérales (Mayak et al, 2004). Cependant,
certaines bactéries de la rhizosphére sont capdldégnuer son impact par la production
d’'une enzyme, 'ACC désaminase. L’hydrolyse enzygquet de la 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate (ACC), précurseur de I'éthylene, proghair la plante en cas de stress, génere de
'ammoniac et de ti-cétobutyrate (Glick et al, 2007). Les bactérigisent 'ammoniaque
provenant de cette dégradation comme une sourzetd'at ainsi réduisent 'ACC au sein de
la plante (Ma et al, 2011).
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2.2.6. Production de sidérophores

Comme il a été vu dans le chapitre 3, le fer estanfiacteur indispensable pour de
nombreuses réactions enzymatiques, mais aussearest indispensable pour tout organisme
vivant. Pour acquérir du fer en quantité suffisamertaines plantes, dites de stratégie Il
(Poaceag tout comme les bactéries, peuvent produire digsaphores afin d’augmenter leur
préléevement en fer. Néanmoins, les affinités deggsidérophores pour le métal restent plus
faibles que celle des sidérophores bactériensra@ses peuvent alors incorporer le fer des
complexes sidérophores bactériens-fer par des nsfcasi de dégradation du chélateur
s'accompagnant de la libération du fer ou d'incoation directe de ces complexes
(Rajkumar et al, 2010). Plusieurs exemples d’audgatiem du prélévement en fer par la
plante avec une stimulation simultanée de la caoiss ont été montrés comme une action
directe de I'inoculation par des bactéries PGPRZ®di et al, 2007; Carrillo-Castaneda et al,
2003).

3. La rhizoremédiation

Le succes de la phytoremédiation est fortement riéppe de la quantité de biomasse
végétale produite et de la concentration en élémates métalliques dans les tissus de la
plante. Il est donc nécessaire de développer deveflea stratégies afin d’améliorer
I'efficacité de ces techniques. Caractérisée par wen@été d’interactions complexes, la
rhizosphéere est considérée comme un facteur infargrgrandement la croissance et la survie
des plantes (Rajkumar et al, 2010). Ainsi, une nughaiternative pour améliorer I'efficacité
de la phytoextraction repose sur I'utilisation d@sro-organismes de la rhizosphere (Burd et
al, 2000).

3.1. Phytoextraction assistée par les champignons yoorhiziens

arbusculaires

Les AMF, retrouvés dans presque tous les typeshiddta et climats, méme dans des
sols contaminés en métaux (Khan, 2005), sont cérésdcomme essentiels a la survie et la
croissance des végétaux dans des sols, notammenicéa en phosphore. Cependant, les
friches polluées contiennent une diversité rédoites une population autochtone tolérante
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aux éléments traces métalliques (Khan, 2005). 8idprité des études portant sur les AMF
s'est focalisée sur leur capacité a améliorer léepements de nutriments par les plantes,
leur réle dans la phytoremédiation (mycorhizoreratdn) reste relativement ignoré. De plus,
leur implication dans ces techniques n’est pas rendéterminé avec precision (Jankong &
Visoottiviseth, 2008 ; Khan, 2005). En effet, Iésultats, quant a leur effet sur 'amélioration

du prélevement en contaminants, différent.

© Champignons
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Figure 20 : Interactions plante/micro-organismeslLes interactions entre les plantes et les micr@igmes
dans la rhizosphére peuvent étre classées endtiter® soit positives soit négatives. Les intemaxdipositives :
durant la croissance de la plante, les racinesgrgdibérer, activement ou non, une large gammeoueposés
organiques. Parmi eux, sont retrouvés les exsuldgstsicides aminés, passivement libérés selonaldiegrt de
concentration et utilisés comme nutriments pamiéso-organismes de la rhizosphére. Ces micro-asgaas
colonisent la rhizosphére de nombreux végétauwrfiecent souvent des effets bénéfiques, tellesraukation
de croissance et la réduction d’éventuelles madadieisées par des pathogénes, comme les champitg®ns
bactéries, les virus et les nématodes. Les mécanisavorisant la croissance de la plante incluarfixation
d’'azote, la production de sidérophores ou de réguta de croissance. Les interactions négatives mlicro-
organismes de la rhizosphére peuvent aussi avaireffets préjudiciables pour la plante et sa supae
'augmentation de risques d'infections. Les exssidatinaires contiennent des composés antimicrspiets
que les phytotoxines (d’aprés Rajkuneaal, 2010).
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Certains auteurs remarquent une diminution degyeéients des contaminants par la
plante. Zhanget al (Zhang et al, 2009) ont montré que I'accumulagoncuivre chez le riz
était réduite en présence de 'AMElomus mossea®e méme, Jonesat al. (Joner & Leyval,
2001) ont observé que les AMF diminuaient I'accuatioh des métaux dans les feuilles des
plantes non-accumulatrices. Néanmoins, selon @abil. (Galli et al, 1995), dans le cas du
cuivre, les AMF auraient un rble protecteur sur dasines et augmenteraient le seuil de
tolérance de la plante au métal, ceci ayant eégaieéié observé par Zhang et al. (Zhang et al,
2009).

Néanmoins, d'autres auteurs ont remarqué que Izepcé d'AMF faciliterait
I'absorption des métaux. En effet, selon les ciomlt de pH et la nature du sol, le
prélevement en cadmium a été observé chez le {tidleer & Leyval, 1997), le haricot et le

mais (Guo et al, 1996) et le soja (Heggo et alp199

Les divergences de ces résultats peuvent avoirephgsorigines telles la nature et la
concentration en métaux, les propriétés physicoicjues du sol, la densité racinaire ainsi
que les partenaires de I'association (Joner & LEy®@01 ; Weissenhorn et al, 1995). En
effet, Jankong et Visoottiviseth (Jankong & Visoasieth, 2008) ont mis en évidence les
effets variables des AMF sur différentes planteang@ leur efficacité de bioremédiation d’un
sol contaminé par de l'arsenic. Si pdRityrogramma calomelanost Tagetes erectala
présence des AMF a réduit I'accumulation de l'aiselans la plante, aucun effet n'a été
observé sur la croissance. A l'inverse, les AMF pnatvoqué une diminution drastique de la
croissance et de 'accumulation d'arsenic diietastoma malabatricum

3.2. Phytoextraction assistée par les rhizobactése et les bactéries
endophytes

Bien que plusieurs conditions, notamment la stitta de croissance végétale,
'accumulation et la tolérance aux métaux, peuvesrnéliorer efficacement la
phytoremédiation assistée par les bactéries dditmsphére, la concentration en métaux
disponibles dans la rhizosphere influence grandetaegtantité de métaux accumulés dans
les plantes. En effet, une proportion importantes é&déments traces meétalliques est
généralement liée a des constituants organiquasooganiques dans les sols pollués et leur
phytodisponibilité est étroitement liée a leur saton chimique (McBride, 1989).
Néanmoins, les métabolites libérés par les bast@ela rhizosphére (sidérophores, acides
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organiques, régulateurs de croissance végétalgeuyent favoriser ou au contraire, altérer,

le préléevement par la plante.

3.2.1. Mobilisation des métaux par les bactérietaddizospheére, réle
dans la phytoextraction

Par les différents mécanismes d’interactions plaateries décrits précédemment
(solubilisation du phosphate, production de sidéoopes, de phytohormones,...), les bactéries
de la rhizosphere peuvent potentiellement améliar@hytoextraction. En effet, la sécrétion
d’acides organigues de faibles masses moléculdoralate, citrate, succinate, ...) par
certaines bactéries PGPR augmenterait la mobdis&in contaminants inorganiques (Li et al,
2007). En effet,Bukholderia cepaciastimule significativement la croissance &edum
alfredii, tout comme l'incorporation de phosphore, de cadmet de zinc (respectivement de
243 % et de 96,3 %) dans les parties aériennesmBPme, la libération d'acide-5-
cétogluconique par des bactéries diazotrophes é&ytegy Gluconacetobacter
diazotrophicus provoque la dissolution de sources variées de &iles que ZnO, ZnC{ou

Zn3(PQy),, rendant celui-ci disponible pour la plante (Sarean et al, 2007).

De méme, des souches isolées de la rhizosphédyipant de I'auxine et capables de
solubiliser le phosphore et d'utiliser TACC, pertest une augmentation importante de la
biomasse de la plante ainsi qu’une accumulatioruaadu nickel dans les tissus des racines et

des parties aériennes (Ma et al, 2009).

De plus, la production de sidérophores bactériemst ggalement jouer un réle
important dans la mobilisation et 'accumulationrdétaux (Dimkpa et al, 2009b ; Rajkumar
et al, 2010). En effet, ces composés synthétiséscgaines bactéries de la rhizosphere
solubilisent le fer mais forment aussi des commexeec des ions métalliques divalents qui
peuvent étre assimilés par les racines (Braud, 208l9a ; Carrillo-Castaneda et al, 2003).
Récemment, Braud et al. (Braud et al, 2009a) ardiétla libération de chrome et de plomb
dans une solution de sol aprés inoculation paéudifites bactéries PGPR et il est apparu que
la souche bactérienne produisant des sidéroph@sesidomonas aeruginqs&tait capable de
solubiliser les plus grandes quantités de ces dettaux. De plus, les auteurs ont montré que
I'inoculation deZea maygpar cette méme souche augmentait I'incorporatioohdome et du
plomb dans les parties aériennes de la plante.aDenfsimilaire, le role des sidérophores

produits parStreptomyces tendd&t dans l'incorporation du cadmium par le tournesété
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étudié (Dimkpa et al, 2009b). Cette étude a momiet les sidérophores pouvaient réduire la
toxicité du métal dans la bactérie et faciliterpamalléle I'incorporation par la plante. L’'ajout
de bactéries endophytddseudomonas fluoresce®d 0 etMicrobacteriumsp. G16 a permis
'augmentation de la biomasse et du prélevemenplemb parBrassica napusCes deux
souches produisent de I'auxine, des sidérophores gile de I'ACC désaminase (Sheng et al,
2008).

3.2.2. Immobilisation des métaux par les bactédeda rhizosphere,

réle dans la phytoimmobilisation

L'utilisation de bactéries associées a des plantens les stratégies de
phytoimmobilisation peut favoriser la croissance ldeplante ainsi que sa tolérance aux
meétaux mais doit surtout réduire le prélevemelitd étanslocation des métaux dans les parties
aériennes de la plante en réduisant la biodispl@gibies métaux au niveau des racines (Ma et
al, 2011). Pour survivre dans des conditions desstmétalliques, les bactéries ont développé
plusieurs mécanismes par lesquels elles peuvenblmtiser ou transformer les métaux afin
de les rendre inactifs. Ces mécanismes sont génésal proposés comme facteurs de
résistance des bactéries aux éléments traces iaétall lls consistent en I'exclusion du métal
par une barriere perméable ou par un transport, &ctila séquestration intracellulaire ou
extracellulaire, ou encore en détoxification quidifie chimiquement le métal (Rouch et al,
1995). Les sidérophores bactériens et les acidganmues peuvent également réduire la
biodisponibilité du métal et sa toxicité (Dimkpaakt2008 ; Tripathi et al, 2005).

Par exemple, Madhaiyan et al. (Madhaiyan et al,7200nt montré que l'inoculation
avec des bactéries endophytddagnaporthe oryzaeet Burkholderia sp, favorisait la
croissance vegeétale tout en diminuant I'accumulatiennickel et de cadmium dans les
racines et parties aériennes du plant de tomaseaie leur disponibilité dans le sol. Cet effet
est d0 a 'augmentation de la biosorption et deiteaccumulation du métal par les souches

bactériennes.

De plus, les bactéries peuvent également intediggctement avec les contaminants
inorganiques pour réduire leur toxicité et/ou meduéur biodisponibilité. Ces mécanismes
incluent la dissolution des métaux par la produchactérienne d’'acides forts (par exemple,

production d’'HSO, parAcidithiobacillug, la production d’'ammoniaque ou encore la fixation
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du fer et du manganése. Si l'utilisation d’'une Beet présentant des mécanismes de
détoxification, telle queRhodococcus erythropoligavorise la croissance de la plante, ses
préléevements en &r et CF* demeurent fortement diminués (Trivedi et al, 2007)
L'inoculation de la plante par la bactérie facildie la prolifération racinaire et donc le
prélévement en nutriments (fer et phosphore) cengnimiserait les effets négatifs de®Cr

sur la plante.

Bien que I'établissement d’'une couverture végétle des sols contaminés reste
difficile, les bactéries, en immobilisant les élénsetraces métalliques et en augmentant ainsi
la tolérance de la plante a des concentrationséétewde métaux et sa croissance,
représenteraient un complément tres prometteur paccélérer les processus de
phytostabilisation (Ma et al, 2011).

Stimulation de la

) s Phytoremédiation
croissance végetale

P

Solubilisation de P

_ _Fixgtion de N, _ Acides organiques
Solubilisation des nutriments Phytochormones
Biofilm Sidérophores
Phytohormone Solubilisation de P

Sidérophores
ACC désaminase

Pseudomonas sp.
Azotobacter sp.
Bacillus sp.
Rhizobacterium sp.

Pseudomanas sp.
Burkholderia sp.
Micrebacterium sp.

Bactéries endophytes
et rhizospheriques

Figure 21 : Diagramme schématique des interactiorfdantes/micro-organismes et leurs applications






Tableau 10 :Exemples de rhizoremédiation de sitemntaminés en métauXd’'apres Maet al, 2010).

Plante hote Souches bactériennes Substrats traités Mi(rerfgirgigs?s Effets sur la plante et la phytoremédiation Référen  ces
Microbacterium oxydans  rhizosphére d’A. pas d'effet sur la biomasse Abou-
Alyssum mural AY509223 murale dans un sol mobilisation du Ni augmentation de 39% du prélévement en Ni Shanab et
(rhizobactérie) serpentine riche en Ni (phytoextraction) al., 2006
augmentation de I'élongation racinaire et de la
) i biomasse totale et de la production de )
Pseudomonas canal alimenté par chlorophylle Sinha et
Brassica juncea  aeruginosa KUCd1 des déchets sidérophore o . Mukherjee,
(rhizobactérie) industriels, Inde diminution de 37% du prelevement en Cd dans 2008
les parties aériennes
(phytostabilisation)
_ _ o Sheng et Xia,
augmentation de I'élongation racinaire et de la 2006
Brassi Bacillus sp. RJ16 sol pollué a Nanijing, IAA, mobilisation du biomasse totale Hutchinson
rassica napus . . , . s .
(rh|ZObaCter|e) Ch|ne Cd augmenta“on du prelevement en Cd et al., 2003,
(phytoextraction) Olson et al.,
2003

Lycopersicon

Methylobacterium oryzae
CBMB20, Burkholderia

tissus d’'Oryza sativa

ACCD, production de
phytohormone,

augmentation de la biomasse
diminution de I'émission d’éthyléne

Madhaiyan et

esculentum dophvi biosorption de Ni et diminution du prélevement et de la translocation al., 2007
sp. (endophytes) Cd de Niet Cd
(phytostabilisation)
augmentation de la biomasse, du nombre de
. : Rhizobium sp. RP5 sol contaminés en fixation de N, AIA, nodules et des rendements .
Pissum sativum . L , s L L . Wani et al.,
(rhizobactérie) métaux, Inde sidérophore diminution de la toxicité de Ni et Zn et de leurs 2007
prélevements
(phytostabilisation)
Burkholderia sp. J62 riziére polluée en ACCD, sidérophore, augmentation de fa biomasse Jiang et al
: NG . : ilisati augmentation du prélevement en Pb et Cd par les "
Zea mays (rhizobactérie) métaux lourds, Chine AIA, solubilisation de g P P 2008

P

racines et en Pb par les parties aériennes
(phytoextraction)



Chapitre 6

Tolérance aux éléments traces

métalliques chez les végétaux
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Tout comme chez les micro-organismes, certainsexi&mmeétalliques sont essentiels a
la croissance des végétaux (Cu, Co, Fe, Mn, Mo, 2N, ...), pouvant néanmoins étre
toxiqgues a fortes concentrations. D’autres métawon essentiels, sont toxiques, méme a
faibles concentrations (Cd, Pb). Ces difféerentsamnétagissent comme facteurs de stress,
entrainant une modification de la réaction phygmoe de la plante. Si le terme
« sensibilité » décrit les effets de ce stress potaller jusqu’a la mort de la plante, le terme
« résistance », au contraire, fait référence @&daation de la plante lui permettant de survivre

face a ce stress (Levitt, 1980).

| - Les éléments traces métalliques dans la plante

Parmi I'ensemble des éléments traces métalliques vingtaine est indispensable aux
plantes (Tableau 11). Ces éléments ne peuvens@hstitués par d’autres éléments et ont une
influence directe sur l'organisme. lls sont impkgu dans de nombreux processus
physiologiques majeurs tels que la respirationph@tosynthese ainsi que la fixation et
'assimilation de macro-nutriments comme l'azotdeesoufre (Kabata-Pendias & Pendias,
2001). Les micro-éléments sont importants dansolgréle de I'expression des geénes, le
métabolisme lipidique, la biosynthése de protéimkacides nucléiques, de substances de
croissance, de la chlorophylle et de métabolitesrs#aires ainsi que la tolérance aux stress
(Rengel, 2004). Parmi les éléments traces métalligies plus toxiques seraient le cadmium,

le chrome, le mercure, le nickel et le plomb (Kabk@endias & Pendias, 2001).

1. Absorption

Le sol ainsi que les solutions nutritives sont gipalement a l'origine des éléments traces
retrouvés chez les végétaux. Ces organismes pnéléage métaux sous forme de cations ou
sous forme soluble, liée a la matiere organiqueb@aPendias & Pendias, 2001).
Néanmoins, outre la spécificité du végétal, I'immmation de métaux par la plante est affectée
par différents parametres du sol, tels que le iiHh, lla teneur en eau, en argile et en matiere
organique, la capacité d'échange cationique et dacentration des autres eéléments
traces(Kabata-Pendias & Pendias, 2001). Les condittlimatiques influencent également le
prélevement en métaux. En général, une températuteante importante favorise un plus

fort prélevement par la plante (Kabata-Pendias &diges, 2001).
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Tableau 11 : Principales fonctions des éléments esdiels aux végétauXd'aprés Kabata et Kabata-Pendias,
2001).

Eléments Fonctions principales

activation possible de déshydrogénases et
Al d’'oxydases

métabolisme des hydrates de carbone chez les
As algues et champignons

métabolisme et transport des hydrates de carbone,
B synthése des flavonoides et des acides nucléiques
Br ?
Co fixation symbiotique du N,

oxydation, photosynthése, @ métabolisme des
Cu protéines et des hydrates de carbone, fixation
possible du N,

F conversion du citrate
Fe photosynthése, fixation du N,
| ?
Li métabolisme chez les halophytes

photoproduction d’O, dans les chloroplastes et

Mn indirectement réduction des NO3

Mo fixation du N, réduction des NOz

Ni translocation de N

Rb fonctions similaires a K pour certaines plantes

Se remplacement possible de S

Si ?

Sr fonctions similaires & Ca pour certaines plantes

Ti photosynthése et role possible dans la fixation de N,
métabolisme des lipides, photosynthése (algues

v vertes) et rble possible dans la fixation de N,

7n métabolisme des hydrates de carbone, des acides

nucléiques et des lipides

De méme, la présence des micro-organismes de osphére peut affecter le
prélevement des contaminants (Pilon-Smits, 200%r Bxemple, des champignons
mycorhiziens peuvent améliorer lincorporation desétaux essentiels quand leurs
concentrations sont faibles, ou a l'inverse, diminkeeprélévement quand les métaux sont
présents a des concentrations toxiques (Frey 20@0 ; Rufyikiri et al, 2000). Il a été mis en
evidence que des bactéries de la rhizosphere peageroitre I'incorporation de métaux tels

gue le mercure et le sélénium (de Souza et al,)1999
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L’absorption des éléments traces métalliques sepfaicipalement par les racines, de
facon active ou passive (Figure 22). Lorsque lexentrations en éléments traces métalliques
dans les sols sont élevées, la principale voie stigdtion des métaux se fait par simple
diffusion au travers de I'apoplasfnedu cortex racinaire et de I'endoderme (voie
apoplastique). Le transport actif se déroule, quarti, contre le gradient chimique et
demande donc de I'énergie. Plusieurs études ontrénqae I'absorption des éléments traces
était contrélée par des processus métaboliquesiaudss racines (Loneragan, 1975 ; Tiffin,
1972).

Cependant, les mécanismes exacts de I'absorptiorewtent encore mal connus, en
particulier pour le cuivre (Chaignon, 2001) et éiéint selon I'espéce métalligue donnée.
Ainsi, le plomb et le nickel sont préférentiellerhabsorbés passivement tandis que le cuivre,

le molybdate et le zinc sont absorbés de faconeafkabata-Pendias & Pendias, 2001).

Si le transport actif est en principe spécifiquertains cations toxiques, tels que le
cadmium, le chrome, le césium et le plomb, sont aespétiteurs potentiels vis-a-vis de
cations essentiels. Il semblerait que le cadmiurh woicompétiteur du calcium et ceci en
empruntant les canaux calcigues membranaires (Gr@gé4). Ainsi, 70 % du cadmium

entrerait dans la racine par ce biais (Greger, 2004

Les végétaux sont capables de mobiliser ou d'imhisabiles métaux en modifiant leurs
conditions rhizosphériques. En effet, les racindesmicro-organismes qui leur sont associés
sont capables de produire une grande variété degasés organiques, tels les exsudats
racinaires avec les phytosidérophores et les acidgiques, trés efficaces dans la libération
d’éléments traces fixés dans les sols (Kabata-Bené&li Pendias, 2001). Ces composés
chimiques, présents dans la rhizosphéere, sontgonddi dans 'augmentation du prélevement
des métaux et leur translocation vers les feuibe) que les mécanismes mis en jeu ne soient

pas encore déterminés avec précision (Mench & Matf91).

Le maintien d’un certain équilibre dans la rhizogghenplique la libération de protons
par les racines lorsqu’elles absorbent plus demsitgue d’'anions (Hinsinger et al, 2003).
Ainsi, le pH dans la rhizosphere apparait plusléaitlune a deux unités comparé a celui d’'un
sol non rhizosphérique. Ce changement de pH jduareirble important dans le taux de
disponibilité de certains éléments traces (Foy,€t9/8).

Chez les végétaux, réseau continu formé par lesigaellulaires et les espaces extracellulaired &avers
lequel des substances peuvent circuler sans au@veérser de membrane plasmique (voie apoplastique
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Les acides organiques de faible poids moléculdiézds dans la rhizosphere ont un role
significatif dans les processus de dissociatiohat de complexation mobilisant les formes
solubles des éléments traces (Kabata-Pendias & #&erafi0l).

Impliqués dans la mobilisation des métaux, les @igerophores sont synthétisés par
les Poacées en cas de carence en fer (Marsch®&i), 118 sont excrétés au niveau de I'apex
ou ils complexent le fer. Ce complexe est reconnudes transporteurs spécifiques sur la
membrane plasmique des cellules racinaires (Maesc&nRomheld, 1994). Cependant, en
plus du fer, les phytosidérophores complexent désutnétaux dans le sol, tels le cadmium, le

cuivre, le manganese et le zinc (Shenker et al,)2001

2. Translocation

Une fois absorbés par les racines, les métauxrgentla membrane plasmique par des
transporteurs ou des sites de fixation (Hirsch 1et1898) (Figure 22). Trois processus
semblent impliqués dans la régulation du transfest métaux depuis les racines au xyfeme
la séquestration des métaux dans les cellules asnde transport symplastifugers la
stel€ et la libération dans le xyléme (Clemens et al20Si les éléments indispensables aux
végétaux atteignent le xyleme par la voie sympigse) les contaminants inorganiques
emprunteraient plutot la voie apoplastique (Te&teeigh, 2001).

La chélation des métaux par certains ligands, conpase exemple lhistidine, la
nicotianamine et le citrate, favorise leur transpians le xyleme. A l'inverse, la chélation par
d'autres ligands, telles les phytochélatines ou Hastallothionéines, permettrait la

séquestration des métaux dans les racines (Cleshahs2002).

Via le xyléme, les métaux atteignent ensuite I'apopkasles feuilles. Pris en charge par
diverses molécules, les ions métalliques sont almckés sous des formes non toxiques ou ils

sont séquestrés dans les cellules foliaires (Maes¢chi995).

! Chez les plantes vasculaires, tissu ligneux godaii 'eau et les minéraux.

2 Voie utilisant le cytoplasme des cellules végétalmsi que les plasmodesmes, au niveau des ptinosja
pour passer d’un cytoplasme a un autre.

3 Ensemble des tissus conducteurs primaires occlgppattie centrale d’un organe.
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Figure 22 : Voies de prélévements des métaux par [dante et mécanismes moléculaires impliqués dans
I'absorption et le transport de ces métauXadaptée d'apres Clemesgisal, 2002 ; Peeet al, 2005). Les ions
métalliques sont mobilisés par des ligands et ficadion de la rhizosphére. Les métaux entrentl@aracines

par voie symplastique et apoplastique, complexéaarua des ligands. A l'intérieur de la cellules imétaux
sont complexés a des ligands et I'excés de métatassporté dans la vacuole. Depuis les racimssimétaux
sont transportés jusqu’aux parties aériennade xyléme. La plus grande proportion atteindraityléeme par
voie symplastique. Au sein du xyleme, les métauxt gésents comme ions hydratés ou complexés a des
ligands. Aprés avoir atteint I'apoplasme des fesillles métaux se déplacent de cellule en cellatelgs
plasmodesmes. Le stockage peut se faire, entre, aldns les trichomes et les vacuoles. Les métaok s
représentés par M ou'Mes ligands, par les cercles pleins et les trameprs par les formes ovales pleines.

Bien que relativement rares (0,2 % des angiosper(hisansari, 2011)), certaines
plantes, dites hyperaccumulatrices, accumulent geantités inhabituelles d’éléments
meétalliques, sans que leur croissance n’en sat&fe. Des taux plus élevés de translocation
peuvent s’expliquer par une séquestration des métanx les vacuoles racinaires moindre
comparée a ce qui est observé chez les plantebypmraccumulatrices (Singh et al, 2003).
Le systeme de transport par le xyleme pourraitesgaht étre plus efficace chez les végétaux
hyperaccumulateurs, tout comme leur capacité depadimentation et de stockage des

métaux dans les vacuoles des cellules de la fdMil@nsari, 2011).
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Il - Toxicité et tolérance

Le métabolisme des végétaux peut étre affecté gmrarences en micro-nutriments, ou
a l'inverse par un exces, ainsi que par des comiams. Les premiers effets observables des
eléments traces metalliques chez les végétaux gbatdre physiologique puis
morphologique, comprenant une inhibition de la ssance, s’accompagnant de nombreux
autres symptébmes, comme par exemple des nécrodes ehloroses (Tableau 12) (Williams
et al, 2000). Au niveau cellulaire, la toxicité psettraduire par une fixation des métaux aux
groupements thiols ce qui aura pour effet d’'inhilesractivités enzymatiques et les synthéses
protéiques (Williams et al, 2000). Ces perturbati@slteraient d’un stress oxydatif, d0 a la
production d’especes réactives de I'oxygene ou RReactive Oxygen Species) (Supalkova
et al, 2007). Les ROS, en réagissant avec les aaadeéiques, les protéines ou les lipides,
engendrent des dégats cellulaires tels que des tiong#ga des dysfonctionnements
enzymatiques, des perturbations de la photosynthesge la respiration (Briat & Lebrun,
1999; Cheng, 2003). Le résultat peut alors abautune altération des fonctions vitales,

conduisant parfois a la mort cellulaire (Briat &dran, 1999).

Les mécanismes de reponses des plantes a la déoxioedtallique sont encore
relativement mal connus. Néanmoins, 4 mécanisnragest majoritairement mis en place : la
modification de la perméabilité membranaire, let&aye anti-oxydant, la chélation intra-

cellulaire ainsi que la compartimentation.

Tableau 12 : Concentrations en éléments traces dafes parties aériennes de végétaux (ppm / MS) esle
symptdmes qui leur sont associgsl'aprés Kabata-Pendias et Kabata, 2001).

Teneurs Teneurs en exces

Eléments suffisantes ou toxigues Symptomes
brunissement des marges foliaires,
Cd 0,05-0,2 5-30 chloroses, diminution de la croissance

racinaire

racines courtes et fines, modification de la
Cu 5-30 20-100 teneur en lipides, pertes des polypeptides
impliqués dans les activités photochimiques

chloroses des nouvelles feuilles, feuillage

Ni 0,1-5 10-100 )
gris-vert

flétrissement des feuilles agées, racines

Pb 5-10 30-300
courtes et brunes

chloroses et nécroses de l'extrémité des
Zn 27-150 100-400 feuilles, chloroses des nervures, croissance
de la plante retardée
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1. Mécanismes impliqués

1.1. La membrane plasmique

A travers la double couche de phospholipides, des ine peuvent diffuser librement
(Lasat, 2002). Le transport actif a travers la memérplasmique des cellules racinaires est
ainsi un processus primordial. En effet, la membraasmique peut donc limiter
'accumulation des ions toxiques en modifiant l'emble des flux ioniques ou en employant
des systémes trés spécifiques, autorisant seulelaeiix d’ions non toxiques (Meharg,
1993).

Premiere barriére physique régulant I'entrée désméhts métalliques dans le cytosol, la
membrane plasmique peut également étre vue comrpeetaiere structure « vivante » et
donc une cible non négligeable pour la toxicité dedaux (Hall, 2002). Par exemple, le
cuivre provoque un efflux accru de’ Klepuis des racines exciséed\grostis capillaris
(Wainwright & Woolhouse, 1977). La toxicité peutaggment entrainer un dommage de la
membrane par oxydation de protéines membranairestuhbition des pompes a protons
(Meharg, 1993), facilitant la diffusion des métatoxiques (Kabata-Pendias & Pendias,

2001).

Ainsi, la tolérance pourrait étre associée a ldgutoon de l'intégrité de la membrane
plasmique ou encore a la protection de la fonctims protéines associées, tels les
transporteurs, les canaux ioniques ou encore lepes a protons (Hall, 2002).

1.2. Le systeme anti-oxydant

Le systeme anti-oxydant jouerait un réle clé danddtoxification des éléments traces
meétalliques ayant pénétré dans la cellule végétalenotion d’activité anti-oxydante est
inévitablement associée aux radicaux libres, Gedire des molécules instables possédant un

électron non apparié.

L'existence des éléments métalliques sous différetats d’oxydation est une des
causes de la formation des ROS. En effet, certaitisns, tels Gf, CU#*, F&* ou Mrf*, sont
susceptibles de céder un ou plusieurs électrongpauiront alors réduire I'oxygéne et ses

dérivés (Briat & Lebrun, 1999). Ces réactions petétre décrites par :
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M"+H,0, > M™+OH + OH - avec M, le cation métallique

Une des réactions les plus connues de ce typa esadtion de Fenton, impliquant le fer
ferreux et aboutissant a la réduction du peroxytgddogene (HO,) en radical hydroxyle

("OH) et en anion hydroxyle (OH

Bien que I'existence des éléments métalliques ddtésents états d’oxydation soit une
des origines des ROS, certains éléments n’exigiamtsous un seul état d’oxydation, comme
le nickel et le cadmium, peuvent également induime accumulation de ROS (di Toppi &
Gabbrielli, 1999).

Pour se protéger contre les effets toxiques des, R€3S/égétaux possedent un grand
nombre de molécules anti-oxydantes (acide ascoaebigaroténoides, ...) ainsi que des
enzymes qui, en agissant en cascade, controlenpieduction (Gallego et al, 1996) :

- les superoxyde-dismutases (SOD) correspondent aremigres enzymes
impliquées dans les processus de détoxificatiolesElonvertissent les radicaux
libres en peroxyde d’hydrogéne ;

- les catalases (CAT) et les peroxydases (POX) agissesynergie avec les SOD.
En effet, elles catalysent la réduction du peroxgdeydrogéne en eau et en

oxygene moléculaire.

1.3. La chélation

La chélation des éléments traces métalliques dangtbsol par des ligands présentant
de fortes affinités pour ces derniers est potdatient un des mécanismes les plus importants
dans les processus de détoxification et de résistarces éléments métalliques (Hall, 2002).
Ces ligands regroupent les acides aminés, les acdgmniques ainsi que deux classes de
peptides, les phytochélatines et les métallothimse{Clemens, 2001 ; Rauser, 1995) :

- les acides aminés libres, comme la proline, I'tist et la cystéine s’accumulent
lors d’'un stress métallique et sembleraient étrpliqnés dans la chélation de
divers éléments métalliques (Briat & Lebrun, 19%@nférant ainsi une résistance
a la plante. Une concentration accrue en histidiamble responsable de la
tolérance au Ni che&lyssum lesbiacurfiKramer et al, 1996) ;

- les acides organiques regroupent des moléculesdivesses, comme les acides
fumarique, malique, oxalique et citrique. lls sanpliqués dans des processus de
tolérance aux métaux, de transport de ces deraitmavers le xyleme et de leur



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE | 123

séquestration dans la vacuole (Clemens, 2001)eXanple, I'acide citrique serait
un ligand majeur du CG8 lorsque les concentrations de ce cation sontésibl
(Wagner, 1993). Il formerait également des compexeec Ni* chez les plantes
hyperaccumulatrices de ce métal (Sagner et al,)1&98 contribuerait également
a I'accumulation et a la tolérance de zinc (Godlmaldl, 1984).

- les phytochélatines (PC) sont de polypeptides dgteg tailles, riches en
cystéines. Leur biosynthése, catalysée par desnawmydites phytochélatines
synthases (PC-synthase), est induite trés rapidemeelkjues minutes seulement
apres l'exposition aux éléments traces métallig(@emens, 2001 ; Rauser,
1995) ;

- les métallothionéines (MT) sont des protéines d@dea poids moléculaire, riches
en cystéines et largement distribuées dans le momdant. Si les
métallothionéines sont impliquées majoritairemerangd le transport et la
régulation des métaux essentiels tels le cuivrée etinc (Kohler et al, 2004 ;
Roosens et al, 2004 ; Zhang et al, 2004), ellevgduégalement se lier aux
eléments métalliques non essentiels au développeaeentégétaux. Mat al. ont
en effet montré que des métallothionéinesFeéstuca rubrapouvaient fixer du
plomb et du chrome (Ma et al, 2003).

1.4. La compartimentation cellulaire

L’exces de métaux essentiels ou non essentiels fpoptante peuvent étre pris en
charge pour étre stockés sous des formes non texi@les éléments sont acheminés par
différents ligands, tels des acides organiques ®icdmposés riches en cystéines, jusqu’a la
vacuole, seuls ou en complexes avec certains lggdant moins sensible aux oxydations
gque des organites comme les chloroplastes, la lacapparait comme le principal
compartiment de stockage (Hall, 2002). Au niveawss denoplastes, des transporteurs,
notamment de type ATP-dépendants, véhiculent ceplexes dans la vacuole ou ils sont
séquestrés (Kramer et al, 2000). Au niveau dedldsules trichomes semblent jouer un réle
important dans le stockage et la détoxification deitaux. Par exemple, ch&rassica
juncea l'accumulation de cadmium apparait 40 fois suquér dans les trichomes a celle

mesurée dans la totalité de la feuille (Salt e1295b).
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2. Cas des métaux étudiés

Ma these s’étant focalisée sur le cadmium et lkehjicous allons voir précisément le
cas de ces deux métaux. De plus, les sidérophgeed an rdle majoritaire dans la chélation

du fer, nous nous intéresserons également a ceedern

2.1. Le cadmium

2.1.1. Toxicité

Comme il a été vu dans le premier chapitre, libpat de nombreuses activités
industrielles, le cadmium est I'un des principaulysmts métalliques (di Toppi & Gabbrielli,
1999). Bien que non essentiel pour les processtsbmligues des végetaux, le cadmium est
prélevé efficacement par les plantes, principalenpant leur systéme racinaire (Kabata-
Pendias & Pendias, 2001), I'absorption foliaire chdmium d’origine atmosphérique étant
négligeable dans la majorité des cas (Smoldersl)2@nsi, ce contaminant entre facilement
dans la chaine alimentaire. Il apparait toxiquer gous les organismes vivants, hotamment
les étres humains dont la principale source d’eiXiposest constituée par les fruits et legumes
(Adriano, 1986 ; Leblanc et al, 2004).

En augmentant la concentration cellulaire des espé&éactives de I'oxygéne et en
diminuant le pouvoir anti-oxydant de la cellule, dadmium peut provoquer, chez les
végetaux, des dommages oxydatifs (Corticeiro eR@0D6). De plus, plusieurs métabolismes
physiologiques tels que la photosynthese, l'absmipten eau et en minéraux,
I’évapotranspiration ou la respiration, peuvene gerturbés par un exces de cadmium (Wang
et al, 2008 ; Yoshihara et al, 2006). Ainsi, de®ees minérales, des déshydratations et des
oxydations des composants cellulaires provoquast adoroses, des brunissements des
racines et un ralentissement de la croissance peudte observés pouvant aboutir
rapidement a la mort de la plante (di Toppi & Gadlby 1999 ; Kabata-Pendias & Pendias,
2001).
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2.1.2. Absorption racinaire

Le prélevement du cadmium par la plante est dépgnda plusieurs parametres,
comme sa concentration dans le sol et sa biodisjibéi variable selon la teneur en matiére
organique, le pH, le potentiel d’oxydo-réducticamtémpérature ainsi que la concentration des

autres éléments métalliques (di Toppi & Gabbridgi99).

Pour pénétrer dans les cellules végétales, le cadngintre en compétition avec de
nombreux cations divalents essentiels fMgFe*, Mn?*, Cu@', zr**, Ni*"), mais
principalement avec le &a(di Toppi & Gabbrielli, 1999 ; Rivetta et al, 199F)ace a un

nombre important de transporteurs.

2.1.3. Transport et accumulation

Deés son absorption par le systeme racinaire, lezad peut atteindre le xyleme par la
voie apoplastiqgue et/ou symplastique, complexé difiérents ligands comme les acides
organiques, les phytochélatines (Cataldo et al, 1988t et al, 1995b) et dans une moindre
mesure, les métallothionéines (Cobbett & Goldsbnp@@02).

De facon similaire & beaucoup de contaminants aroqgies, le cadmium est stocké
essentiellement dans la vacuole, son entrée sone foomplexée aux ligands étant réalisée

par des transporteurs de type ABC (Verrier et @032.

Au niveau des parois, I'accumulation en grandestipgs du cadmium est observée
chez certaines plantes. Ainsi, I'’hyperaccumulathicecaea caerulescerssocke entre 60 et
70 % de ce contaminant dans les parois (Woijcikl,e2@05). Comme il a été vu dans le
paragraphe 1.3.4., une accumulation importanteademizim peut étre observée au niveau des
trichomes (Salt et al, 1995b).

2.1.4. Phytoremédiation

Au niveau de la plante entiere, I'accumulation ddroium differe fortement parmi les
especes. Cependant, au sein d'une méme especearnBsons sont également observées
selon les tissus et les organes (Ramos et al, 2@#E)éralement, les concentrations les plus

importantes sont retrouvées au niveau des racines.
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Si des especes hyperaccumulatrices de cadmiumcapables de prélever de grandes
guantités de ce contaminant dans leurs partiegerades (1 000 mg.kg-1 MS) (Miransari,
2011), sans que leur croissance ne soit affecéeplantes a forte production de biomasse,
telle Brassica juncea sont des candidates intéressantes pour des puscede
phytoremédiation (Salt et al, 1995b).

2.2. Le nickel

2.2.1. Toxicité

Bien que naturellement présent dans certains sols (ltramafiques), le nickel possede
€galement une origine anthropique trés importakébgta-Pendias & Pendias, 2001). Si son
implication exacte dans le métabolisme végeétakrastlucider, le nickel apparait comme un
élément essentiel a la croissance des végétauxanidas, a fortes concentrations, cet
élément est toxique (Mishra & Kar, 1974). Chez Pégétaux, I'apparition de chloroses, le
brunissement des racines ainsi que l'inhibitionlalghotosynthese, de la respiration et de
I'élongation racinaire constituent les symptémesghkis fréquents de cette toxicité (Foy et al,
1978 ; Kramer et al, 1997).

2.2.2. Absorption racinaire

Bien que le nickel soit facilement et rapidemergéigwré par les plantes, son absorption
est cependant affectée par les facteurs environmennre et pédologiques (Chardot et al,
2007; Kabata-Pendias & Pendias, 2001). Le pH ajffjpa@mme l'un des paramétres

prédominant dans l'influence de I'absorption raocméAnderson & Christensen, 1988).

Si I'absorption du cadmium est bien documentéele cgli nickel reste encore mal
comprise (Peer et al, 2005). Le métal est habématht absorbé sous sa formé"'NMishra
& Kar, 1974) et son prélevement serait corrélé tpasnent avec sa concentration dans le sol
(Kabata-Pendias & Pendias, 2001). Le nickel s@ré&férentiellement absorbé par les racines
de facon passive (Kabata-Pendias & Pendias, 2Q089 eomplexation par 'histidine et des
acides organiques tels que le citrate, le malate etalonate, faciliterait son prélévement
(Kramer et al, 1996 ; Robinson et al, 2003).
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2.2.3. Transport et accumulation

Dés son absorption par le systeme racinaire, le pBlit atteindre le xyléme
essentiellement par la voie symplastique, comptexéa nicotianamine (Peer et al, 2005).

Bien que le transport et I'accumulation du nickahblent contrdlés par le métabolisme,
ce métal est mobile dans la plante et est prineipaht accumulé dans les feuilles (Kabata-
Pendias & Pendias, 2001) et plus particulierements di@s vacuoles des cellules de
I'épiderme (Kupper et al, 2001). L’accumulationpgeduit lorsqu’une trop grande quantité de

nickel a été prélevée, afin d’éviter tout risquealdcité pour la plante.

2.2.4. Phytoremédiation

Outre les sources anthropiques, le nickel est ptéme tres grandes quantités dans les
sols ultramafiques et, parmi tous les metaux,tilpegbablement celui provoquant la toxicité
la plus importante chez les plantes non adapté#s #lles concentrations (Chardot et al,
2007). La majorité des plantes hyperaccumulatritesickel a été collectée sur de tels sols
(Peer et al, 2005).

Dans les sols, le nickel est facilement extrait jgar plantes. Lorsqu’il est présent a
faibles concentrations, les plantes hyperaccunictstm’ont pas grand intérét, des plantes a
fortes production de biomasse seront préféréesr (@eal, 2005). A fortes concentrations,
I'utilisation de plantes supportant de telles ctiods est nécessaire. Parmi les 450 espéeces
végétales hyperaccumulatrices actuellement recengbé accumulent le nickel (Miransari,
2011). Parmi ces plantes, celles du gellgssumsont des candidats efficaces, tout comme
Noccaea caerulescems Sebertia acuminatéChardot et al, 2007 ; Jaffre et al, 1976 ; Peer et
al, 2005). Cette derniéere présente un taux d’alisorplu Ni supérieure a 25 % (Jaffre et al,
1976).

2.3. Le fer

2.3.1. Toxicité

Comme il a été vu dans le chapitre 3, le fer, néalgwn abondance dans la crolte

terrestre, est retrouvé essentiellement sous saefarxydée, trés peu soluble (Briat &
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Lobreaux, 1997). De plus, le fer est souvent agsagiphosphore et aux colloides, ainsi, les

concentrations de cet élément dans les sols csiléioBt souvent faibles (Lindsay, 1979).

Cependant, le fer est un nutriment essentiel au lagyement des végétaux. Les
concentrations nécessaires aux plantes sont dird’alu 1F M ; or dans les sols calcaires,
les concentrations retrouvées sont rarement supésiéx 13° M (Briat & Lobreaux, 1997).

Ce déficit peut alors provoquer notamment des nésrafes ralentissements de la croissance
ainsi qu’une inhibition de la photosynthése etaleelspiration (Briat & Vert, 2004 ; Kabata-
Pendias & Pendias, 2001). En agriculture, le deénifer est un probleme majeur, les sols
calcaires représentant plus d’'un tiers des surfagktivables (Briat & Vert, 2004 ; Kabata-
Pendias & Pendias, 2001). A l'inverse, dans les saides ou humides, les conditions
pédologiques favorisent la formation des ion&" Faais un excés en fer peut également étre
toxique pour les végétaux. En réagissant avemlesels réduites de I'oxygene, le fer catalyse

en effet la production de ROS, entrainant des dageshaux constituants cellulaires.

2.3.2. Absorption racinaire

Dans des conditions non limitantes en fer, les ta&peacquierent ce métal sous sa
forme ferreuse, aprés réduction du fer ferriquedipdu milieu environnant (Briat & Vert,
2004). Cette réduction est réalisée par une résiigieésente sur la membrane plasmique des
cellules végétales. Dans les sols humides ou acidefer, principalement sous sa forme
réduite, est directement importé a l'intérieur deflules de la racine par des transporteurs
(Briat & Vert, 2004).

Dans des conditions de carence en fer, les platitesent des systemes d’acquisition du
fer plus performants. Les dicotylédones et les motyb&dones n’appartenant pas aux
Poacées développent une réponse nommee « stratég{®arschner et al, 1986). Elle
implique I'excrétion de protons au niveau de laimacainsi que la sécrétion d’acides
organiques qui favoriseront la chélation et doncsdéubilisation du fer (Bienfait, 1985 ;
Marschner et al, 1986). La seconde étape correspdadéduction du Béen Fé* par une
activité réductase membranaire. Le fer ferreuxeesuite libéré puis pris en charge par des
transporteurs spécifiques (Marschner et al, 1986kinson et al, 1999). Il est transporté sous

forme Fé* & travers la membrane plasmique des cellulesad@ses par des transporteurs.
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Les Poacées, quant a elles, ont développé un systees different, nommé
« stratégie Il » (Marschner et al, 1986). Dans && d y a synthése de phytosidérophores,
composés appartenant a la famille des acides mgges possédant une tres forte affinité
pour le fer ferrique (Marschner et al, 1986). voirat et al. ont montré que le complexe

phytosidérophore-fer est transporté dans la cefitda Wiren et al, 1995).

2.3.3. Transport et accumulation

Deés son absorption par le systeme racinaire, lefecomplexé dans les cellules par des
ligands de type acides organiques (acide citriquaciele malique) ou nicotianamine puis est
transporté par voie symplasmique (Briat & Vert, 2004 fer est ensuite transporté aux

parties aériennes par le xyleme.

En cas d’'une trop grande accumulation de fer desgissus, le métal est stocké afin
d’éviter tout risque de toxicité pour la plante. lieu privilégié de stockage du fer est
'apoplasme ou le fer y est présent sous difféefdemes (Briat & Vert, 2004). La vacuole

semblerait également étre un lieu de stockage tdd@ment métallique (Briat & Vert, 2004).

2.4. Accumulation multi-métallique

Si un sol est contaming, il ne I'est rarement queypaseul élément. Aux Etats-Unis,
70 % des sites contaminés le sont par au moins éiémxents (Forstner, 1995). En France,

4 % des sites contaminés le sont a la fois parckehet le cadmium (BASOL, 2012).

La biodisponibilité de chacun des métaux peut éttérée par cette présence multi-
meétallique du fait d'une éventuelle compétition ptas sites de fixation sur les particules du
sol, les substances humiques et les agents compdeaiganiques (Kamnev & van der Lelie,
2000). De plus, les mécanismes de résistance gdatde et le prélevement d’'un métal
particulier peuvent étre affectés par la combinmaide plusieurs métaux (Krupa & Baszynski,
1995).

Si aucun hyperaccumulateur « universel » n'a enétéedécouvert, certaines plantes
sont capables d’accumuler différents métaux. Lgee@ss deNoccaeasont notamment
connues pour hyperaccumuler plus d’'un élément taétlligue (Prasad & Freitas, 2003).

Par exempleNoccaeacaerulescengeut co-accumuler le cadmium, le cobalt, le chrolae,
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nickel, le plomb et le zinc (Miransari, 2011). Demme, les membres de la famille des
Brassicaceae sont capables d’accumuler différeraun, telleBrassica junceaavec le

cadmium, le chrome, le cuivre, le nickel, le ploatbe zinc (Prasad & Freitas, 2003).
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Depuis la fin du XIXeme siéecle, les secteurs dedlistrie et de I'agriculture se sont
développés de part le monde sans égard pour lmmément entrainant des accumulations
d’éléements meétalliques dans les sols (Kabata-Pendia Pendias, 2001). Dans ces
eécosystemes, la fraction vivante, composée de aggetle petits animaux, de champignons,
de lichens et de bactéries, posséde une activfiériante intervenant dans la modification de
la rétention des contaminants organiqgues (KabataiBe & Pendias, 2001 ; Warscheid &
Braams, 2000). Ces contaminants inorganiques, nevamb étre dégradés, persistent
indéfiniment dans I'environnement. Ainsi, au coutes deux derniéres décennies, des
techniques de décontamination ont vu le jour. Paasiméthodes, la phytoremédiation, peu
colteuse et respectueuse de I'environnement, dpparame un outil de choix. Néanmoins,
un inconvénient majeur de la phytoremédiation rédies les durées de traitement pouvant
atteindre plusieurs années. L’'ajout de micro-orgraeis d'intérét, couplé aux plantes,

améliorerait les prélevements et réduirait les tedgpaitement.

Durant ma thése, jai étudié les possibilités devetipper des procédés de
phytoextraction associés avec des bactéries pmickstde sidérophores. Dans ce contexte,
jai travaillé sur un systéme de complexité cromegusqu’a I'obtention du modele complet
comprenant : les constituants du sol, les bactél@gssmétaux contaminants et les plantes,
avec pour objectif la compréhension des processwsrvenant dans ces différentes
interactions. Le micro-organisme de ce travailRstudomonas aerugingdaactérie a Gram
négatif, modéle dans notre équipe de recherchewetlpquel les mécanismes de production
de sidérophores et de transport de complexes pidére-métaux sont les mieux connus. En
cas de carence en fer, cette bactérie synthétisécette deux sidérophores, la pyoverdine et

la pyochéline. Ainsi, plusieurs grands axes ongétdiés durant ces trois années.

1. Tout d’abord, jai étudié les mécanismes impliqdéss les interactions entre les
constituants du sol, les smectites, et un sidémepparifié, la pyoverdine. Notre
hypothése était que la pyoverdine, puissant chélade fer, était capable de
complexer le fer constitutif de cette argile. Pa@&la, nous avons réalisé des

dosages par ICP-AES et utilisé les propriétésutmdiscence de la pyoverdine.

2. Dans la littérature, la dissolution des minéraux les micro-organismes reste
encore mal comprise et la majorité des étudeséedisée, comme notre premiéere
approche, avec des sidérophores et non des baatéeci, généralement avec une

méthodologie géochimique. Ainsidans un second temps, jai étudié les



134

OBJECTIFS DE LA THESE

interactions entre les smectites ainsi que leshijestet la bactérie productrice de
sidérophoresP. aeruginosaPour comprendre les mécanismes impliqués engre ce
partenaires, j'ai utilisé une approche de biolagieléculaire grace a des souches
mutantes dans la production de sidérophores, déuoir la premiére fois dans ce

type d’étude.

Par la suite, en vue des expériences de prélevedeenbntaminants métalliques
par la plante couplées aux bactéries, je me suisesgée a la capacité de la
pyoverdine a complexer les éléments traces métabigie I'étude, adsorbés sur les
smectites ou présents dans la structure cristatlese goethites. En effet, il a été
montré récemment, au laboratoire, que la pyoversym¢hétisée pdP. aeruginosa
était capable de chélater des métaux autres qtier,lgels que le nickel et le
cadmium. Ces études ont également été réalisées grda fluorimétrie et des
dosages par ICP-AES.

Les premiéres expériences de prélevements desnuoatsts métalliques par la
plante ont été réalisées en présence de pyovemiridgée dans un milieu de
culture de plantes contenant des argiles contamipg&edu cadmium ou du nickel.
Ces expériences ont été realisées en conditiomshyaiques. La plante choisie est
la tomate,Lycopersicon esculenturty Saint-Pierre. Cette expérience avait pour
objectif de déterminer le réle de la pyoverdinesiBamélioration du prélevement

des contaminants par la plante.

Le systeme dans sa globalité, faisant intervenis tlms partenaires, a pu étre
réalisé. Pour cela, jai d0 mettre au point un enilde culture permettant la survie
aussi bien des plantes que des bactéries ainsiagpeoduction de sidérophores.
L’objectif était d’étudier I'impact dé. aeruginosasur le prélevement par la plante

de contaminants métalliques.

Enfin, la capacité de la pyoverdine a affecter laenen solution de contaminants
métalliques depuis une phase solide mixte de tygano-minérale, telle qu’'un sol,
a été étudiée. Ces expériences ont été réaliségalettes de sol polycontaminég,

reflétant les conditions rencontrées dans I'enviesnent.
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Figure 23 : Schéma hypothétique des différentes ietactions étudiées durant cette thése.
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Par I'implication de divers mécanismes, les métauxds sont retenus dans les sols et
les sédiments. Parmi les constituants impliquéss dan rétention des éléments traces
métalliques (carbonates, phosphates, sulfates, ereatorganique), les argiles et les
hydroxydes de fer jouent un role clé dans cetteilsabon (Apak, 2002 ; Bradl, 2004;
Kabata-Pendias & Pendias, 2001). Dans les solspi@®-organismes, tres présents, peuvent
altérer les minéraux afin d’obtenir des micro-éléise tels que le fer, essentiels a leur
métabolisme. Par conséquence indirecte, les miganismes peuvent ainsi contribuer a la
mobilité des métaux contaminants piégés dans lesgshminérales. Un certain nombre
d’études s’est intéressé a l'influence des factbiglwgiques sur l'altération des minéraux, et
en particulier par les sidérophores, notamment dsfedrioxamine, pouvant étre acquise
facilement par les laboratoires. Néanmoins, la nt@jates études, généralement basée sur
une approche géochimique (Kraemer, 2004), estsgmakvec des sidérophores, en I'absence

des bactéries qui les synthétisent.

Dans les sols, les populations indigéne$deudomonafiuorescents sont ubiquitaires
(Latour et al, 1999) et représentent un des grolpaesériens important au niveau de la
rhizosphere. Cependant, tres peu d’études se goalisées sur I'influence de ces bactéries
sur les minéraux du sol. Dans un premier temps,snNEOOUS Sommes intéressés aux
interactions possibles entre I®seudomonasluorescents et les deux minéraux les plus
représentés au niveau du sol, les argiles et lesokydes de fer. Les mécanismes de
production et d’assimilation du fer ont été magirgment étudiés chdéz aeruginosaqui est
la bactérie d'intérét de cette étude. Ce micro-oisyae est d’autant plus intéressant car il
synthétise deux sidérophores, la pyoverdine etylachéline. De plusP. aeruginosaest
considéré comme un modele bactérien dans la produde biofilm (Espinosa-Urgel et al,
2002). Une autre espéce lEseudomonaliuorescentsPseudomonas putigda également éte

utilisée dans cette étude, notamment dans lesierpés en présence de smectite.

Au sein des minéraux argileux, nous nous sommesi$@s sur les smectites. Parmi les
hydroxydes de fer, les hématites B¢ et les goethites (FeOOH) sont les plus frequemment
retrouvées. De part leur ubiquité dans les solssnrmeons choisi d’étudier le cas des
goethites. Outre la goethite pure, nous nous songgalement intéressés, dans cette étude, a
des goethites présentant d’autres cations métadlidams leur structure, comme cela peut étre
observé dans les sols. Nous avons ainsi étudigaethites substituées en cadmium et en
nickel, les deux éléments traces métalliques demtde, ainsi qu’une goethite substituée en

aluminium, une substitution fréquemment observérs dizs sols (Maurice et al, 2000).
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Contrairement aux smectites, les études s’'inténéssx mécanismes de dissolution des
oxy-hydroxydes, en particulier des goethites, e $idérophores sont plus nombreuses
(Kraemer, 2004). Cependant, la tres grande majdetées études porte sur la dissolution de
ces minéraux par ajout du sidérophore, souvent anaial. Seules quelques études ont été
réalisées sur la dissolution des goethites en pcésde bactéries mais avec une approche

géochimique et non biologique (Bousserrhine e1@99 ; Maurice et al, 2000).

Afin de comprendre I'implication des sidérophoresduits parP. aeruginosadans
I'altération de ces deux minéraux, des souches megadans la synthese de la pyoverdine
et/ou de la pyochéline ont été utilisées pour taniere fois dans ce type d’étude. De plus, en
présence des minérauRk, aeruginosaa formé un biofilm enrobant ces derniers dans une
matrice d’exopolysaccharides. Une partie des résuttbtenus sur les interactions avec les
smectites a été décrite dans un article soumis ardemeental Microbiology, intitulé

« Siderophore-promoted dissolution of smectitelbgrescenPseudomonas.

Dans une premiere partie, l'article ainsi que sésultats complémentaires seront
présentés. Ensuite, dans une seconde partie, ntudseréns les interactions entre

P. aeruginosaet les goethites, en condition de carence en fer.

La préparation et la caractérisation des smeadaiitegté réalisées au Laboratoire Sol et
Environnement (Institut National Polytechnique derrhine a Nancy) par Sophiea®Us,
doctorante. La synthese et la caractérisation aethges ont été réalisées au sein du
Laboratoire Sol et Environnement ainsi qu'au Labmira d'Hydrologie et de Géochimie
(UMR 7517, Strasbourg) par le Dr. StéphanivhiczAk. Les dosages par ICP-AES de ces
différentes études ont été réalisés par le Dr. ditbSTERCKEMAN du Laboratoire Sol et
Environnement, par SophieaASGLOFF, ingénieure d’étude au Laboratoire d'Hydrologie et d
Géochimie de Strasbourg et par le Dr. Jean-YvesRNO du Laboratoire Vigne

Biotechnologies et Environnement (Université de tdalsace, Colmar).
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ABSTRACT

Siderophores are organic chelators, produced byooriganisms to fulfill their iron
requirements. Siderophore-promoted dissolutionrom-bearing minerals has been clearly
documented for some siderophores but few studies dddressed metabolizing siderophore-
producing bacteria. We investigated iron acquisitifrom minerals by fluorescent
Pseudomonadsinajor plant growth-promoting rhizobacteria that arbiquitous in the
environment.

We focused on the interactions between smectite Rselidomonas aerugingsa
bacterium producing two structurally different swighores: pyoverdine and pyochelin. The
presence of smectite in iron-limited growth mediaompoted planktonic growth of
P. aeruginosaand biofilm surrounding the smectite aggregatdsendical analysis of the
culture media indicated increases in the dissokikcbn, iron and aluminum concentrations
following smectite supplementation. We studidd aeruginosamutants unable to produce
either one or both of the two siderophores. Thegerments indicate that pyoverdine, the
siderophore with the higher affinity for iron, wasvolved in iron and aluminum
solubilization by the wild-type strain. However, time absence of pyoverdine, pyochelin was
also able to solubilize iron, but with a two-folullter efficiency. This study demonstrates that
both pyoverdine and pyochelin, two structurally feliént siderophores, can solubilize

structural iron from smectite and thereby makevilable for bacteriadjrowth.
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INTRODUCTION

Siderophores are low-molecular-weight organic afiey agents produced by
microorganisms to overcome the low bioavailabi@ifyiron. Iron is an essential micronutrient
for all forms of life, and is required for key baogjical processes including nucleotide and
amino acid synthesis, DNA repair and cytochromeéviagt However, despite its biological
importance, iron is poorly bioavailable under agraionditions at neutral pH because of its
low solubility (Kraemer, 2004). Siderophores arereked by bacteria into their environment,
where their biological function is to solubilizedabind iron; the resulting ferric-siderophore
complexes are then transported back into bactex@dls via specific outer-membrane
transporters (Schalk, 2008). More than 500 sidevogghwith different chemical structures
have now been described forming a large family ofaaic chelators (Boukhalfa and
Crumbliss, 2002; Hider and Kong, 2011). They ateased by bacteria under iron-limiting
conditions in various environments, such as inrtheosphere, where bacterial hydroxamate
siderophore concentrations have been estimatee toetween 16 and 16 M and in soil,
where phytosiderophore concentrations may be ulrbl (Powell et al., 1980; Roemheld,
1991). Siderophore concentrations may be even highmicroenvironments such as biofilms
(Liermann et al., 2000)i,.e. multicellular bacterial aggregates encased in xnaeellular
polymeric matrix. All siderophores are charactetiz®y a very high affinity for iron, with
stability constants in the range of aboufld 1G* M™ (Hider and Kong, 2011); many
siderophores thus have a much higher affinity fonithan EDTA (16*®to 1°* MY
(Martell et al.,, 2004) and of low molecular weigbtganic acids such as oxalic acid
(10" M™) (Perrin, 1979). These powerful ligands have theeea strong capacity to
solubilize this metal from diverse environmental rees. In soil, iron is mainly present in
mineral phases, such as clays or iron-(hydr)oxidé®re iron solubility is very low in usual

soil conditions (aerobic and slightly acid to alka). The solubility of soil minerals depend
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on (i) properties of the solid, such as surfaca,aceystal sizes and cristallinity and (ii) on the
composition of the aqueous phase with a strongienite of the pH, ionic strength and
reducing conditions. Fe solubility in soil can ats®influenced by organic compounds, as the
metal can be complexed with organic acids produlegdplants or microorganisms, in
particular siderophores.

There has been considerable interest in sidereghr@moted dissolution of iron-
bearing (hydr-)oxides to elucidate the role of marganisms in mineral alteration (Watteau
and Berthelin, 1994; Hersman et al., 1995; Holmed @asey, 1996; Holmen et al., 1999;
Kraemer et al., 1999; Hersman et al., 2000; Cocatzal., 2002). However, dissolution
experiments have been mainly performed with a échihumber of siderophores, and often
with the commercially available hydroxamate sidemph desferrioxamine B (DFO-B)
(Kraemer, 2004). A synergistic effect has been oteskin abiotic experiments combining
DFO-B and organic acids for goethite dissolutiofrea(lll) hydroxide mineral often found in
soil (Cheah et al., 2003; Dehner et al., 2010). evav, few studies have been investigated
clays (Rosenberg and Maurice, 2003; Sibner-Freibathal., 2004). DFO-B and
desferrioxamine D (DFO-D) have been shown to hagk hffinities for smectite (Neubauer
et al., 2000; Haack et al., 2008, Maurice et @809, and the metal-siderophore complexes
are adsorbed in the interlamellar region of the,dladicating smectite dissolution. Although
the interactions between microorganisms and misesad increasingly being studied, the
involvement of metabolizing siderophore-producinignmorganisms and particularly biofilm
producers in mineral alteration is still not comelg understood. Experiments involving
batch cultures with the dissimilatory iron-reducingcteriumShewanella putrefacienssing
iron as a terminal electron acceptor for oxidaph®sphorylation, revealed the ability of this
bacterium to live on smectite as an iron source @néorm biofilm-smectite aggregates.

Moreover, the presence of these bacteria influentted properties of the mineral by



RESULTATS | 151

enhancing the amount of adsorbed interlayer watdrthe available pore space (Perdatl
al., 2009). Reduction of structural Fe(lll) in clay lbacteria is known to decrease the
swelling significantly (Stucky et al., 1987; Stuclaypd kostka, 2006), and alter structural
properties of smectites and the chemical reactoiityoils by mediating redox cycling of iron
in the environment (Wu et al., 1988; Lovley, 198instsen et al., 1998; Kostka et al., 1999).

In soils, indigenous populations of aerobic baatebelonging to the genus
Pseudomonaare very common (Latour et al., 1999). These bectequire Fe in the uM
range for metabolic processes. Fluores@sgudomonaare characterized by the production
under iron deficient conditions of a fluorescentiox@ green siderophore, called pyoverdine,
which has a stability constant for iron of about?2@™ (Albrecht-Gary et al., 1994; Visca et
al., 2007). Pyoverdine biosynthesis and iron upthiethese siderophores has been best
studied forPseudomonas aeruginosghich will be used as a model in the present study
(Schalk, 2008; Visca et al., 200B. aeruginosaalso produces a second siderophore called
pyochelin, with a stability constant for iron of 1M™ (Brandel et al., 2012). As for
pyoverdine, pyochelin biosynthesis has been mogtnsiely studied inP. aeruginosa
(Youard et al., 2011) and is modulated by bothamm®unt of iron present in the environment
and the amount of iron already acquired by thedsach (Michel et al., 2007). Pyoverdine
and pyochelin both complex a variety of metalsddiion to iron, such as Al, Mg**, Zré",
Ni** and G&". With the exception of G4 these metals are not efficiently internalized by
bacteria via siderophore pathways (Braud et aD93a0Braud et al., 2009b; Hannauer et al.,
2012; Schalk, 2011).

Despite their ubiquity, little is known about thataraction between iron-bearing
minerals and fluorescemseudomonadMicrobially mediated mineral weathering has been

mostly studied forPseudomonasspecies unable to produce pyoverdine, and producin

siderophores of the ferrioxamine family or the sigdiore PDTC (pyridine-2,6-
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bis(thiocarboxylic acid). In particulaRseudomonas stutzeand Pseudomonas mendocina
use siderophores as a means to access mineral-beuadd to enhance hematite Bg or
kaolinite (ALSi,Os(OH),) dissolution (Hersman et al., 1996; Ams et alQ2MDehner et al.,
2010).

Iron solubilization by a pyoverdine-type siderophorazotobactin, from glauconite
(K2(Mg,FedAls (SigO10)3(OH)12 and olivine (Mg,FeSi0;) and also by the catechol-type
siderophore azotochelin and aminochelin but wighoaver rate have been reported (Page and
Grant, 1988). Gates and co-workers studied theuenfte of fluorescenPseudomonas
bacteria on clay swelling and texture but withowuplering the biological mechanism
involving siderophore pathways (Gates et al., 1924es et al., 1998).

Mineral weathering influences the porosities andn@ability of soils, the overall
cycling of elements, and the mobility and bioavaility of adsorbed nutrients and
contaminants (trace metals, organic moleculespragiides). Understanding the molecular
mechanisms of such alterations is therefore esdeflto our knowledge, the interactions
between fluorescenPseudomonastheir respective siderophoresd clay have not been
described. We therefore investigated the alteratfosmectite byPseudomonas aerugingsa

and focused on the role of the sidérophores pyaverhd pyochéline in this process.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Clay minerals: smectiteSmectite was extracted from bentonite (Georgiappey from
the mine in Ozurgeti. A suspension of 20 g of bem¢om 700 mL of distilled water,
containing 40 mL of Amberlite IR Na resin to fatalie dispersion, was shaken for 16 hrs. The
mixture was filtered and poured into 30 cm measudwgnders, mixed for 1 minute and
decanted (between 14 and 16 hrs). After decantatlte supernatant (the upper 20 cm
according to Stokes’ law) corresponding to the dlagtion (particles of 2um in diameter)
was recovered, transferred in small bottles andriteged (4,000 g, 1 h). The pellets were
dried at 75°C for 24 hrs.

X-ray diffractograms of the purified smectite shawless of the accessory minerals,
and particularly quartz and carbonates, presettiérbentonite. Removal of carbonates was
confirmed by infrared spectroscopy. Iron oxides am detectable. However, infrared
spectroscopy showed the possible presence of edsilica or colloidal crystalline. The CEC
of the smectite was 98.4 cmol+kgrhe elemental composition of the smectite prejmras
presented in table 1. Neglecting Ti and Ca, itsicstiral composition was estimated as
(Devineauet al, 2004): kK .100Nao 38dAl 1.410Mo.3sF€llo.osd€lllp 149 [Siz.054A10.04d O10(OH)s2.
The smectite preparation was sterilized by a coathlin of heat and chemical treatments
chosen to preserve the layer structures: the sampleere subjected to
tyndallization treatment, with three cycles of legtfor 2 hrs per day at 90°C, followed by
15 days of incubation in chloroform (Hasnaceti al, 2001). The smectite was then

rehydrated to a concentration of 20 §in distilled deionized water.
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Table 1: Characteristics of the smectite preparatio used in the experiments.

Characteristics of smectite

Interlayer cation CEC (cmol+/kg)  Surface ared/¢n

Smectite Ca 98.4 72.48

Elemental composition of smectite (% oxide)

Si0,  AlLO; FeO; MnO MgO CaO NaO K,O0 TiO, POs
Smectite 58.35 18.25  4.08 - 3.88 004 295 1.16 0.42

Bacterial strains and growth conditiondVe used the wild-typd°. aeruginosaATCC
15692 strain and three siderophore mutants: PAOE pyochelin-deficient strain (Serino et
al., 1995)), PAO6382 (a pyoverdine-deficient strggmaun et al., 2009)) and PAO6383 (a
pyoverdine- and pyochelin-deficient strain (Michedl al., 2007)). Bacteria were grown at
30°C overnight in LB broth medium at 200 rpm. Foonidepleted culture, cells were
harvested from a LB pre-culture (24 hrs incubationgashed twice in an iron-deficient
succinate medium (composition in ghLK,HPQ,, 6.0; KHPOQ,, 3.0; (NH.),SOs 1.0;
MgSQO,.7H,0O, 0.2; sodium succinate, 4.0; pH adjusted to ¥.@didition of NaOH) (Meyer
and Abdallah, 1978) and used to inoculate freshiunedThe cultures were incubated for 48
hrs under shaking (200 rpm) and then centrifugednfitDat 8,600 g) and washed twice with
succinate medium. Bacterial cell density was detezth by measuring the optical density
(OD) at 600 nm.

Growth in the presence of smectites was perforimgublycarbonate Erlenmeyer flasks
(125 mL) in 20 mL of succinate medium supplementéti one of a series of concentrations
of smectite (0, 0.2, 1 and 10 @)L Each Erlenmeyer flask was inoculated with baateells
to a final OQe of 0.05 per mL. Controls without bacteria or witlhalay were included.
Erlenmeyer flasks were incubated at 30°C and shak200 rpm for 28 hrs. One mL aliquots
were removed after 4, 8, 24, and 28 hrs of incoba&ind bacteria enumerated: samples were

serially diluted and plated on LB agar plates intetbaat 30°C for 24 hrs. Results are
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expressed as “colony forming units” (CFU) per mbr leach growth condition, the pH and

the redox potential (Eh) were monitored at the iieigig and at the end of the experiment.

Monitoring siderophore production in batch experimes. For each time point of
bacterial growth, 1 mL of culture was centrifuged 10 min at 8,600 g and the amount of
pyoverdine in solution in the supernatant was estéh by monitoring absorbance at 400 nm
(Folschweliller et al., 2002). To measure pyoverdrapped in the biofilm matrix, pyoverdine
was extracted using sodo-calcic glass beads inl16fR00 mM Tris-HCI pH 7.0 buffer and
the absorbance monitored at 400 nen<( 19 000 M-.cm? for pyoverdine at pH 7).
Fluorescence microscopy was used to check theudéstn of the biofilm.

The bacteria produce less pyochelin than pyoverdirte pyochelin cannot be detected
directly in culture supernatants without prior extion. Due to the limited volumes of culture

supernatant available, this study focused onlyymverdine.

Metal detection in bacterial batch growth experimts. P. aeruginosacells were
incubated in the presence of smectite in succimedia. After 28 hrs of growth, the cultures
were centrifuged for 15 min at 4,500 g, and filteterough a 0.21m pore-size membrane.
The filtrate was acidified to pH 1.0 with 70% HMGCand Al, Fe and Si were assayed by
Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Specttm (ICP-AES, Liberty II, Varian,
Inc, Palo Alto, California). A certified solutiorE(U-H-2, SCP Science, Courtaboeuf, France)

was included in the analyses as a control for gterdchination step.

Biofilm quantification. Biofilm formation in the presence or absence of clitee was
tested in 6-well plates (Greiner, TC-plate CELLST)ARIed with 3 mL of succinate medium

supplemented with a series of concentrations ofctiteg0, 0.2, 1 and 10 g™). Each well
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was inoculated with bacterial cells to a final §§of 0.05 and incubated at 30 °C for 28 hrs
on a shaker (50 rpm). Controls without bacteriaeniecluded. For violet crystal treatment,
culture supernatants were carefully removed and kiioéilm washed twice with sterile

distilled water. One mL of 0.5 % crystal violet wadded and left in contact for 15 min at
room temperature with gentle agitation. The soluti@s removed, the biofilm was washed
twice in sterile distilled water, and then the taysiolet was eluted with 2 mL of ethanol.

Biofilm was then quantified by measuring the abaode at 570 nm of the eluted crystal

violet.

Microscopy. Smectite incubated for 28 hrs with or without baeten the succinate
medium was examined under light and epifluoresceméeroscope (Nikon Eclipse §0
objective: CFI Achroplan 100 x A ON 1.25 DT 0.1&noected to a numerix 12 bits DS-Fil
camera. Biofilm, stained naturally by the pyoverdpreduced, was detected with a Bv2A
Filter set (excitation 400-440 nm, emission 470 michroic filter 455 long pass). Images

were captured using NIS imaging software elements.

Pyoverdine sorption on smectit®ne g L of smectite was incubated in the presence of
250 uM of pyoverdine in 10 mL of 2 mM MES, 725 uM(@Gs), buffer in 50 mL Falcon
tubes and shaken at 220 rpm. Controls without splere or without smectite were run in
parallel. At various times (0, 1, 8, 24, 48 hramples were centrifuged (8.000 g, 20 min),
and the supernatants were filtered (0.22 pm pae-8lters), acidified (to pH 1.0 with
70%HNG;) and assayed for Fe and Al contents by ICP-AESe @i aliquots of the
supernatant collected before acidification weradusemeasure siderophore concentrations by

visible light absorption (Oko nm).
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RESULTS

Bacterial growth stimulation by smectite in ironrhited mediaTo investigate whether
bacteria may use the iron present in smectite aarsource, wild-typd°. aeruginosaells
were grown under agitation in succinate medium kupented with a series of concentrations
of smectite (Figure 1A). The total metal composital succinate medium has been published
previously (Hannaueet al, 2012) (Figure 1A). Growth curve shapes for ce@suin the
presence of smectite were typical of bacterial glhow a batch system, with the four distinct
phases characterizing the bacterial growth cyce, lexponential, stationary and death
phases. Smectite supplementation alloRederuginosao grow a higher population than in
non-smectite containing controls. The growth statioh was smectite dose-dependent from
0.2 to 10 g [*. Thus, in the iron-limited medium used, nutriessaciated with smectite
seems to be available to bacteria. The pH of théiumeincreased from 7 to 9 in parallel with
the bacterial growth due to the consumption of suc@cid; the pH of uninoculated medium
remained constant. Bacterial metabolism tends tdsvar more reductive medium: the Eh
value decreased from + 649 mV to + 449 mV versu€Nidring bacterial growth in the

presence or absence of smectite; no Eh changehgasved in uninoculated control samples.

Growth of siderophore mutants in response to smiectsupplementation in iron-
limited media.P. aeruginosastrains unable to produce either pyoverdine orchgbne, or
both siderophores were grown in succinate medi¢héenpresence of a series of smectite
concentrations (Figure 1B-D). Significant differescbetween mutant growth kinetics were
observed after 8 hrs of culture: pyoverdine-prodgdatrains grew in the presence of smectite;
the mutant producing only pyochelin grew more siowhd only at the highest smectite
concentration (10 g't). In contrast, the double mutant exhibited a lorigg phase than the

other strains and its growth was indistinguishabléhe presence and absence of smectite.
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Thus, secreted siderophores seem to be necessaRg fassimilation from smectite in the
early phase of growth (Figure 1). Pyoverdine andhtlesser extent pyochelin are able to

provide iron from smectite to the cells.
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Figure 1: Growth curves of A) WT P. aeruginosa (B) PAO6297, a pyochelin mutantCY PAO6382, a
pyoverdine mutant and) PAO6383, a pyoverdine and pyochelin mutant inidepleted media in the presence

of a series of concentrations of smectite. Bactegae grown in succinate medium in the abse@jeof in the
presence of 0.2 g1, A ; 1 gL', M ;10 g L', @ smectite. The values are means of three independent

experiments.

Pyoverdine production.To determine the amount of pyoverdine present rowth
media, smectite an®. aeruginosacells grown in succinate media were pelleted drel t
absorbance at 400 nm determined in the supernaldms. approach does not detect

pyoverdine present in biofilm, but only that in wbn. In the absence of smectite, the
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concentration of pyoverdine (328M) in an iron-limited medium was high (Figure 2);the
presence of smectite, which contains 2.85 % iraabl@ 1), the concentration of pyoverdine
in the medium decreased with increasing smectiteaunation from 35QuM to 10 uM

pyoverdine for 0.2 to 10 gtsmectite, respectively (Figure 2).
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Figure 2: Pyoverdine quantification in culture supernatafwhite bars) and in biofilm (black bars) &f.
aeruginosacultivated in succinate medium for 28 hrs undexkéihg (200 rpm) at 30°QRyoverdine was assayed
by monitoring absorbance at 400 nen=(19 000 M cmi' at pH 7) in the absence or in the presence of stmec
concentrations of 0.2 g1.1 g L, 10 g L. Pyoverdine was extracted from the biofilm in 10 of 200 mM
Tris-HCI pH 7.0 for each smectite concentrationtgdsand the concentration of siderophore in themlO
extraction solution was determined. The valuesyagans of three independent experiments.

Structures characteristic of biofilm were formeaward smectite particles in the cultures
(Figure 3A). This structure was examined by stainwith crystal violet (Figure 3B) and

microscopic observation (Figure 3C-E) IBf aeruginosagrown in the presence of smectite
(28 hrs growth): a matrix of bacteria and organ@tenal forming a biofilm embedding the
smectite was observed. The amount of biofilm clearicreased with the smectite
concentration in the medium (Figure 3B). Epifluaesce microscopy revealed a uniform

green fluorescent staining of the biofilm surroumgdihe smectite aggregates in iron-limited
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media (Figure 3E), strongly suggesting the presesfcpyoverdine. Extraction from the

biofilm and spectral characterization confirmed firesence of pyoverdine (Figure 2). For
smectite concentrations below 10 g,Llthe amount of pyoverdine in solution was always
higher than that in biofilm. In contrast, in cukusupplemented with 10 g'Lof smectite, the

pyoverdine concentration in the medium was very loWereas there were substantial
amounts of pyoverdine in the biofilm. In the preszf smectite, the amount of pyoverdine
trapped in the exopolysaccharide matrix seemed do cbnstant, whatever the clay
concentration (Figure 2). The amount of biofilm qwoed increased substantially with
increasing smectite concentration (Figure 3B), thet amount of pyoverdine extracted was

similar for cultures at 1 and 10 ¢'lof smectite.
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Figure 3: Biofilm formation around smectite aggregates i phhesence d?. aeruginosaA-B. Smectite (0, 0.2,

1 and 10 g [}) was incubated in 6-well plates, in succinate medin the absence (first line) or presence
(second line) oP. aeruginosaand under 30 r.p.m. shaking. After 28 hours ofibation, biofilms were stained
with crystal violet (panel A), and bound crystablet was eluted with ethanol and assayed by mangahe
ODs70 nmin the eluate (panel B). The values reported imep8 are means of three independent experiments. C
Light microscopy image of smectite (1 ¢)Lwithout bacteria. D. Light microscopy image ofestite (1 g [*)
incubated for 28 h in succinate medium in the presefP. aeruginosaand under high agitation (250 rpm). E.
Fluorescence microscopy image (Ex. 400 — Em. 440h® experiment described in panel D. White arrows
show smectite aggregates in panels C and D. Seal2tbum
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Siderophore-promoted smectite dissolution in batcrexperiments. Cultures of WT
P. aeruginosavere grown in iron-depleted medium containing 107'gof smectite and the
release of Al, Fe and Si into the medium was stufiiegure 4A). The organic medium had a
small effect on the mineral in sterile medium colgrand therefore, values for abiotic
controls were subtracted from those measured imyassith bacteria. Three major elements
Si, Al and Fe were assayed: in the presence okbadheir concentrations in the medium
were 12.0 pmol &, 6.5 pmol [*and 1.7 umol L, respectively. The amounts of dissolved
silicon in solution were used to calculate the ditee@lteration rate. Rates were 1.064 and
1.965 pg m-2 d-ih the presence dP. aeruginosaand 0.172 and 0.972 pg m-2 d-1in its
absence for 1 and 10 g Lol smectite, respectively. Rates were systemayid¢adiher in the
presence than absence Bf aeruginosa clearly indicating thatP. aeruginosaenhances
smectite dissolution.

To evaluate the role of pyoverdine and pyochehin smectite dissolution, the
experiment was repeated with the three siderophmutants: a pyochelin-deficient mutant, a
pyoverdine-deficient mutant and the double mutdfith the siderophore-deficient strain, the
Fe and Al concentrations in the medium were siméarthose in the control medium,
confirming the involvement of siderophores in srtectlissolution (Figure 4B). However,
when strains able to synthesize pyoverdine werevigrio the presence of 1 and 10 ¢ a&f
smectite, the amounts of dissolved iron and aluminio solution increased, implicating
pyoverdine in the solubilization of these two met&lom the smectite. With the strain
producing pyochelin but no pyoverdine, the dissol#®n concentration was intermediate
between that for the pyoverdine-producing straid #re control medium, suggesting that
pyochelin is also able to solubilize iron; howeweo, aluminum solubilization was observed

with this strain (Figure 4C).
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It is possible that in all these experiments, Al &edwas solubilized from smectite and
trapped in the bacterial biofilm of the mutants fdftunately, we were unable to separate the

biofilm from the smectite aggregates to assay #tahrcontent.
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Figure 4: Comparison of metal release in the presence obwsarsiderophore-producingseudomonasA.
Smectite dissolution in the presence of WT aeruginosaafter 48 hrs incubation in succinate medium. The
solution contained 10 gL of smectite. B, C. Metal release from smectitevaiious concentrations in the
presence of strains &f. aeruginosagdWT: black; the pyochelin mutant PAO6297: gray; phverdine mutant
PAO6382: orange and the pyoverdine and pyochelitamitlPAO6383: white) grown in succinate medium for
48 hrs. The values obtained were subtracted frdoesaobtained in abiotic conditions after the sameebation
time. The values reported are means of three indkgrd experiments.
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Pyoverdine sorption to smectitdo further investigate the role of pyoverdine ianr
and aluminum solubilization from smectite, 1 ¢ bf smectite was incubated in succinate
medium in the presence of 2%M purified pyoverdine. Solubilization of the metakas
followed by ICP-AES. After 1 h of incubation, @M Al and 1.7uM Fe were measured in
solution in the assay containing smectite and prthae incubated together (Figure 5). No
additional metal solubization was observed withglemincubation times.

The silicon concentration in the supernatant waerdened and used to calculate
dissolution rates: the rate was 0.352 i dit after 48 hrs in the sample supplemented with
pyoverdine, and 0.027 pgnu™ in the control without pyoverdine. These resutisfzm that
pyoverdine can contribute to mineral weathering.weleer, the rates with or without
pyoverdine were lower than those obtained in batgieriments at 1 g twith or without
bacteria. This was probably due to succinate mediamg more favorable than MES buffer
for weathering. Also, after 1 h of incubation, goverdine concentration in solution was
only 110uM, and only 44 % of the initial value. Presumabhgre than half the pyoverdine
was adsorbed onto the smectite. As for metal sidakion, the pyoverdine concentration in
solution did not significantly change subsequentlyggesting that the pyoverdine-smectite

interaction is fast and occurs within the first hotimcubation.
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Figure 5: Sorption of pyoverdine onto smectite as a functibtime. A suspension of 1 g'Lof smectite was
incubated in the presence of 250 uM of pyoverdmeaifinal volume of 10 mL 2 mM MES, 725 uM
Ca(NQy), buffer. Fe @) and Al @) contents were determined by ICP-AES and pyoverdi) concentrations
by visible light absorption (08, ). Controls without siderophore were run in pataleFe @A) and Al (V)
concentrations followed by ICP-AES. Controls foropgrdine detection involved testing samples with no
smectite [J). All the data are means of three independentraxpats.
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DISCUSSION

Smectite is a group of clays that are known forrtlaege swellability, surface area and
cation exchange capacityfhese minerals are composed of structures involvwg
tetrahedral sheets sandwiching a central octahesthet and contain variable amounts of
iron, an essential metal for bacterial growth. HEmeectite preparation used in the present
work (Table 1) was 4.08 % @s. It significantly stimulated the growth &f. aeruginosan
iron-limited medium, suggesting that smectite cobkl a source of iron for fluorescent
Pseudomonads. Similar observations have been egpiant the non fluorescefseudomonas
mendocinan the presence of kaolinite in iron-restricteddrag(Ams et al., 2002 ; Maurice et
al., 2001b) and foShewanella putrefaciens the presence of nontronite clay (Perdrial et al
2009). Gates and coworkers established that organmpounds of microbial origin
(microbial cells, exudates, or cell fragments)uefice the physical properties of clay. Indeed,
microbial reduction of clay mineral structural AHB(Imediated by a combined bacterial
suspension containing. fluorescensP. putida and P. aureofaciengGates et al., 1998)
resulted in a decrease in clay swelling,

We used molecular biology approaches with sideraggpooducing mutants to
investigate the molecular mechanisms involved iatdréa-associated clay weathering. The
use ofP. aeruginosamutants unable to produce either pyoverdine anpyochelin clearly
indicated that pyoverdine was used by wild-typetérda to solubilize Fe. If bacteria are able
to produce pyoverdine, only this siderophore andpyochelin seems to be used to assimilate
iron from smectite. Thus, the bacteria use therept®ore with the higher affinity for iron: the
affinities for iron of pyoverdine and pyochelin a&? M™ (Albrecht-Gary et al., 1994) and
10'" M (Brandel et al., 2012), respectively. We demotistitzat this iron solubilization from
smectite by siderophores promotes the growth ofstderophore producing. aeruginosa

strains. We also observed solubilization of alumry pyoverdine, a siderophore known to
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chelate Al and many other metals (Braud et al. 9Bp0OThe formation constant of pyoverdine
with Al is unknown but is between 10and 16°M™ for Zr?*, C#* and Mrf* (Chen et al.,
1994). Bacteria unable to produce pyoverdine, ysgathelin to solubilize Fe but with only
half the efficiency and no Al solubilization was ebgd. Pyochelin is also able to chelate Al
(Braud et al. 2009b), but its affinity for this raktmight be too low for extraction from
smectite. Similar Fe and Al release from smectite been described with the hydroxamate
siderophores desferrioxamine B and D, but not witle monohydroxamate ligand
acetohydroxamic acid (Haack et al., 2008). Neithernor Al solubilization was observed
with the strain producing no pyoverdine and no [ngo, demonstrating the role of these
two siderophores in smectite weathering. Iron iaychay be in the crystal matrix, as
structural substitute for Al, or in a more easilyagable form as surface precipitates. In our
preparation, X-ray analysis showed no iron oxidesha surface of clay (data not shown)
implying that bacterial siderophores can effecyivehobilize structural Fe. Since iron
occupies octahedral sites in the smectite, dissoiytrobably includes both the tetrahedral
sites containing Si and Al and the octahedral sisspreviously reported for smectite and
S. putrefaciengnteractions (Perdrial et al., 2009). Various natgbms of microbial mineral
weathering have been described. Some include tiuption of reducing agents and others
the attachment of the bacteria to the mineral sarfélersman et al., 2000). In our study, no
dissolution of Al or Fe was observed in the absersfceiderophore, even in the presence of
biofilm. Therefore, there are no mechanisms ablecémnpensate for the absence of
siderophores iP. aeruginosaat least over the time scale of our tests. Presehsmectite
promoted both planktonic cell growth Bf aeruginosaand formation of biofilms (Figure 1
and 3A). However at high (10 g'). smectite concentration, biofilm was favored (F&BA).
Vandevivere and Kirchman (1993) showed that EPSymiion by bacteria is stimulated by

attachment to mineral surfaces. In our experimeotalditions, smectite seemed to be an
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appropriate surface fét. aeruginosayrowth: it provided both a surface for this muéHular
surface-associated life style and supplied theedpi@ctvith iron. Such physical interaction
between smectite and Pseudomonads exist in thee 8dibre Pseudomonads establish dense
and stable biofilms (Espinosa-Urgel et al., 2002)reover, formation of biofilms with other
bacterial species has been observed in the presératay minerals (Maurice et al., 2001).
including smectite (Alimova et al., 2009; Perdmlal., 2009). Increasing concentrations of
smectite strongly enhanced biofilm formation andcrdased the amount of pyoverdine
present in solution. However, the siderophore cotmagon in solution (12.7M, Figure 2)
remained sufficiently high to chelate the UM iron detected in the growth media amended
with 10 g L* of smectite (Figure 4B). Pyoverdine was abundirhe biofilm surrounding
smectite aggregates (Figures 2 and 3). Pyoverdiaduption byP. aeruginosais tightly
regulated by the iron concentration in the bactemwironment (Visca, 2004), and therefore,
the low concentration of pyoverdine in solution maglicate that the concentration of iron
solubilized from the smectite was sufficiently highinhibit pyoverdine production by the
planktonic bacteria. In contrast, pyoverdine wdkgtesent in the biofilm, suggesting that the
concentration of iron, a metal that becomes toardofcteria at high concentration, stays low
in the biofilm surrounding the smectite aggregaiase pyoverdine is detected.

Bacterially produced polymers can have positivegatige or negligible effects on
dissolution rates depending on the nature of tieraction between the polymers and the
surface, the concentration of the polymers and\Mdl¢h and Vandevivere, 1995; Uliman et
al., 1996). Extracellular polymeric substances pceduby bacteria have metal binding
capability which may indirectly enhance solubility forming complexes with metals in
solution (Ullman et al.,, 1996). They may also, undeme conditions, inhibit mineral
dissolution by blocking cation detachment siteshat mineral surface (Lee and Fein, 2000;

Aouad et al, 2008). Many organic compounds irrabbrsadsorb onto mineral surfaces or
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react with surfaces and solutions to produce staddendary phases (Davis, 1982; Kirchman
et al., 1989). This adsorption and precipitationyrhave the effect of limiting the exchange
between the mineral surface and the surrounding,flimus reducing the rate of dissolution.
We showed previously th&. aeruginosacan colonize various types of complex silicates
(basaltic glass or vitrified bottom ash) by formiagbiofiilm on mineral surfaces and can
stimulate iron releas@ith concomitant production of pyoverdine in ann#imited medium
(Aouad et al.,, 2006). In long-term experiments wittunicipal waste bottom ash, the
alteration rate in the presence of these bactaea&lower than in the abiotic condition leading
to the hypothesis that biofilm has a protective@ffAouad et al., 2008). In our experiments
with microbial polymers, dissolution rates were amted two fold in the presence of bacteria
and more than a ten fold in the presence of pyawerdBatch experiments allowed
colonization of minerals by planctonic bacteriaad#@st step, and thus direct interaction with
metabolites secreted and finally development ofrewgng biofilm. Biofilm creates an
interface between the mineral and the alterativeiteol, thereby changing the exchange
between the solution and the solid. Attached bectereate microenvironments at the
attachment site that may affect the flow throughrope material. Our bacterial growth
experiments showed that Pseudomonads can altentagral during a short period of time
but were insufficiently long to assess the longrt@onsequences of bacteria on the alteration
of clay minerals. This issue is of significancetlhe safety of clay sealants used in waste
confinement.

In conclusion this study demonstrates that pyoverdine and pyochefficiently
increase the dissolution of iron-bearing miner&goverdine, the siderophore produced by
P. aeruginosawith the highest affinity for iron, has a majoitaon the solubilization of iron
and aluminum from smectite, in conditions of bollnitonic and biofilm growth. Pyochelin,

the second siderophore, with a lower affinity foon, is usedP. aeruginosaonly if the
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microorganism is unable to produce pyoverdine, soidbilizes only iron and not aluminum
from smectite. The high affinity of the siderophor®r iron is therefore a key factor in

mineral weathering.
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| - Matériel et méthodes
1. Cinétique de fluorescence de la pyoverdine engsence de smectite

Les études de spectroscopie de fluorescence ont effiectuées avec un
spectrofluorimétre de type PTI (Photon InternatiohimeMaster, Bioritech). Les résultats
obtenus ont été traités avec le logiciel Kaleidpgra

Les échantillons ont été placés dans des cuvesi@mzgde 1 mL et ont été excités a
400 nm. Le tampon utilisé dans cette étude le HiG$-50 mM a pH 8. Tout d’abord, des
cinétiques de fluorescence de la pyoverdine ontréalisées en présence de concentrations
croissantes de smectite (0 - 0,2 - 1 et 10%y.Bvec une concentration constante de
pyoverdine (1 uM). Une seconde expérience a étisééaavec une concentration, cette fois-
ci, constante en smectite (0,2 g)let des concentrations croissantes de pyoverdB@ {300
- 600 et 1 000 nM). La fluorescence a été mesurdgtes les 0,1 s pendant 200 s. L'intensité
de fluorescence étant dépendante de la turbiditd’édbantillon, les mesures ont été
standardisées par la mesure de la fluorescencestéundard (GFP purifiée) en présence de

concentrations croissantes de smectite.

2. Croissance bactérienne en milieu carencé en nmagsium supplémenté de

concentrations croissantes de smectite

Afin d’observer I'utilisation du magnésium strualides smectites pd&. aeruginosa

des expériences mettant en contact les argilessebdctéries ont été réalisées. Nous avons
utilisé une souche sauvageRleaeruginosaATCC 15692. Les bactéries ont été revivifiees en
milieu LB (LB Broth, Difco) durant 24 h a 30°C aiuss agitation (220 rpm). La souche a été
conservée a -80°C dans un bouillon LB-glycérol 20 milieu carencé en magnésium, le
milieu PS (composition en g NaHPO;, 9 ; (NH.),SO,, 1 ; succinate de sodium, 4 ; pH
ajusté a 7 par ajout de NaOH) (Aouad, 2006) a a@t#snoculé a partir de la pré-culture, puis
incubé sous agitation (220 rpm) durant 48 h. Laucela ensuite été centrifugée (10 min a
8 600 g) et lavée deux fois avec du milieu PS. diacentration bactérienne a été déterminée

par mesure de la densité optique a 600 nm.

L’expérience de croissance bactérienne en présmnseectite a été réalisée dans des

Erlenmeyers en polycarbonate, contenant 20 mL dleur?S supplémenté de concentrations
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croissantes de minéral argileux (0 - 0,2 - 1 eg10'). Chaque Erlenmeyer a été ensemencé
afin d’obtenir une D@y finale de 0,05 par mL. Des témoins, sans bactérisans smectite,
ont également été réalisés. Les Erlenmeyers oniitendté incubés a 30°C, sous agitation
(220 rpm) durant 48 h. 1 mL de chaque échantillétéaprélevé apres 4 - 8 - 24 - 28 et 48 h
d’'incubation. La croissance bactérienne a été ohitée aprés dilution et étalement de
100 pL de chaque dilution sur milieu gélosé LB et exprimée en « Unité Formant

Colonies » (UFC) par mL.

3. Utilisation des éléments des smectites sur 9 jspar P. aeruginosa

Afin d’étudier [l'utilisation des éléments constifat des smectites par les
Pseudomonades sur des temps plus longs, une exrae croissance bactérienne en
présence de smectite a été réalisée sur 9 jousoucheP. aeruginosaATCC 16692 (PAO1)

a été revivifiée par ensemencement en milieu mfuti# (LB Broth, Difco). Afin de carencer
les bactéries en fer, deux repiquages en miliegisaie ont été réalisés a 24 h d'intervalle

dans les mémes conditions de culture que citéeggpeément.

La souche bactérienne a été ensemencée en prékericeg.[* de smectite dans un
Erlenmeyer contenant du milieu succinate. La caltar été inoculée avec des cellules
bactériennes carencées en fer, afin d’atteindre D@espp nm de 0,05 unité par mL. Les
échantillons ont ensuite été incubés a 30°C soitstiag (200 rpm) pendant 9 jours. Chaque
jour, la densité bactérienne a été évaluée patiatilet étalement sur milieu gélosé LB
(exprimée en UFC.mil) et la production de pyoverdine dans le surnagpantnesure de la
DO nm- Le milieu est renouvelé quotidiennement et aumseeencé par la présence de

bactéries dans le biofilm.

4. Observations microscopiques du biofilm

4.1. Microscopie conventionnelle

La souche bactérienne appelée dans ce manuscritlfiherry et utilisée en
microscopie est une souche sauvage PAOL1 transfgparéen plasmide a faible nombre de
copies (pMMB) dans lequel est cloné 'ADN codantupda mCherry sous contréle du

promoteur de l'enzyme PvdA (PAOl+pMMB pRdAmCherry, Laurent Guillon, non
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publiée). La protéine PvdA est impliquée dans le e biosynthése de la pyoverdine et est
exprimée lorsque la bactérie est carencée en fes. dbservations en microscopie des
smectites ou des goethites (1 §laprés 24 h d'incubation en absence ou en présdmce
bactéries en milieu minimum ont été réalisées emranscopie a fond clair et en
épifluorescence (Nikon Eclipse i5®bijectif : CFI Achroplan 100 x A ON 1,25 DT 0,18)
connectée a une caméra DS-Fil numérique 12 bitsolioaation du biofilm par la pyoverdine
produite a été détectée par un filtre Bv2A (exmtat400-440 nm, émission « Long Pass »
470 nm). Les bactéries, marquées par la protéinbem{ ont été détectées par un filtre
TRITC-A (excitation « Band Pass » 543 nm, émis&68 nm). Les images ont été capturées
en utilisant le logiciel NIS elements.

4.2. Microscopie confocale

Les smectites (1 g}) ont été incubées 24 h en présencePdaeruginosaPAO1-
mCherry, en boite de culture cellulaire 35 mm (gHDiBiovalley), sous faible agitation
(30 rpm), a 30°C. Les observations microscopiquesété réalisées grace a un microscope
confocal droit Leica TCS-SP2, avec un objectif HEX APO CS 63.0x1.40. Les filtres
utilisés sont des « Beam Splitter FW TD » avec gongueurs d’onde d’excitation 428 nm

pour la pyoverdine et 548 nm pour la mCherry.

5. Implication du biofilm dans la chélation des mé&ux constitutifs des

smectites

Les smectites ont été confinées ou non dans unimalel dialyse dont le seuil de
coupure est de 12 a 14 000 Da. Il a été au préaladifié que la pyoverdine était capable de
diffuser a travers la membrane du boudin. Les esgié&mprisonnées ou non, ont ensuite été
placées dans un Erlenmeyer contenant du milieursateccarencé en fer et inoculé avec des
cellules bactériennes afin d’atteindre unegi@e 0,05 par mL. Les échantillons ont ensuite
été incubés a 30°C sous agitation (200 rpm) pendfait. 1 mL de chaque échantillon a été
prélevé a 4 - 8 - 24 - 28 et 48 h d’'incubation afnréaliser les dénombrements bactériens et
de quantifier la production de pyoverdine parf®m. La densité bactérienne a été évaluée

par dilution et étalement sur milieu gélosé LBxgprimée en UFC.nik
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6. Détermination des concentrations en métaux

Apres 48 h d’incubation d@. aeruginosaen présence de smectite, le milieu a été
centrifugé 15 min a 4 500 g. Le milieu de culturensuite été filtré sur membrane de 0,2 um
et acidifié a pH 1,0 avec de I'HNG 70 %. Les teneurs des différents métaux (AletFsi)
ont été mesurées par ICP-AES (Inductively CoupledrRa, Atomic Emission Spectrometers
- Appareil Liberty Il, Varian, Inc., Palo Alto, G#&rnia, USA TY ULTIMA, Jobin Yvon,
JY124). Une solution certifiée (EU-H-2, SCP ScienCeurtaboeuf, France) a été incluse

dans les analyses comme contréle.



RESULTATS | 185

Il - Résultats et discussion

1. Etude du complexe pyoverdine-smectite par fluorimétrie

Dans l'article, nous avons montré que la pyoverdimait un réle important dans la
solubilisation des éléments constitutifs des srtectiUn des atouts des études sur la
pyoverdine repose sur ses propriétés de fluorescent lui sont conférées par son
chromophore (Folschweiller et al, 2002 ; Schalkletl999). En effet, lorsque la pyoverdine
est excitée a 400 nm, elle émet une fluorescertdeanm. Cette propriété peut étre utilisée
afin de déterminer les cinétiques de complexaties métaux par la pyoverdine (Clement et
al, 2004 ; Schalk et al, 2001 ; Schalk et al, 1988anmoins, cette fluorescence est modulée
par le métal chélaté. En effet, la fluorescenca steinte lors de la chélation du fer par la
pyoverdine (Figure 24A) (Albrecht-Gary et al, 199%6chalk et al, 1999) et, a l'inverse,
stimulée par les autres métaux, dont I'aluminiumngyFe 24B) (Braud et al, 2009b ; del Olmo
et al, 2003). Cette technique n’a, pour linstajatmais été explorée pour étudier les

interactions entre la pyoverdine et des minéraux.

A B

Pvd + Fe —— Pvd:Fe B . Al — > pur

Figure 24 : Propriétés de fluorescence de la pyowdine lors de la chélation des métaux. AChélation du fer
par la pyoverdine et extinction de la fluorescemB:eéChélation de I'aluminium par la pyoverdine et flascence
du complexe formé.

Afin d’étudier les interactions entre la pyoverdie¢ les métaux constitutifs des
smectites, des expériences de fluorimétrie onréabsées. Tout d’abord, des cinétiques de
fluorescence de la pyoverdine, a une concentréitterde 1 uM, ont été réalisées en présence

de concentrations croissantes de smectite (0- D& 10 g.[!) (Figure 25A).

Aprés ajout du sidérophore, une diminution brutddela fluorescence est observée
correspondant & la chélation du fer constitutifademectite par la pyoverdine. Pour 1 §de

smectite, la chute de la fluorescence est plus réarque pour 0,2 g1(-17 vs-50). En effet,
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la teneur en fer disponible provenant des smecgwstsalors plus importante, favorisant
I'extinction du signal. Néanmoins, & 10 g.lde smectite, un autre phénoméne se produit.
Apres la chute brutale de la fluorescence, un naemoent de fluorescence est observe. Le
niveau d’extinction de fluorescence observé coprdependant & celui mesuré pour I'g.L
(-50), laissant supposer une saturation de la pgawe par le fer constitutif de la smectite des
1 g.L'. La remontée du signal de fluorescence reste dapeifficile & interpréter. Bien que
la pyoverdine soit capable de chélater des métatresaque le fer, tel I'aluminium, il semble
peu probable qu’il y ait une chélation préféretgiele 'aluminium a ce moment, provoquant
'augmentation de la fluorescence. Si la constaeteomplexation de la pyoverdine pour ce
métal est encore inconnue, celles pour le zincuiere et le manganese sont comprises entre
10" et 1G> M (Chen et al, 1994), et donc trés inférieures &sabur le fer (I M™). Un
des parametres pouvant expliquer ce phénomene dsthidité de I'échantillon. En effet,
malgré la normalisation de la fluorescence en fonctle cette caractéristique, les mesures
pourraient étre faussées par I'opacité importantendieu, faisant apparaitre ainsi une des
limites de cette technique lors de I'étude d’intéian de la pyoverdine avec des minéraux.
D’autres phénomeénes physico-chimiques d’adsortiode dissolution pourraient également
devenir non négligeables a de telles concentratides matériaux et ainsi limiter
I'interprétation de cette derniere courbe. Néanmsola méme courbe de cinétique a été
obtenue lors des différents essais. Il serait s@iesde réaliser des dosages en spectrométrie
de masse afin de connaitre les complexes pyovendé@taux formeés.
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Figure 25 : Etude par fluorimétrie de la formation de complexe pyoverdine-métaux en présence de
smectite. A.Cinétique de complexation de la pyoverdine (1 pMy anétaux constitutifs de la smectite. Les
concentrations utilisées de smectites sont 0,2 ¢cburbe cyan), 1 gt (courbe violette) et 10 gl(courbe
bleue foncé). Les témoins sont symbolisés pardess @ : pyoverdine seule © : smectite & 10 gi). B.
Cinétique de complexation de différentes conceoimatde pyoverdine aux métaux constitutifs de ladite
(0,2 g.L'Y). Les concentrations de pyoverdine utilisées sontAMO(A), 300 nM (), 600 nM () et 1 pM
(courbe cyan). Les témoins sont symbolisés pardeds @ : pyoverdine & 1 pM © : smectite & 0,2 g.'}).
Les expériences sont réalisées dans du tampoiHQi$0 mM a pH 8,0. L'ajout de la pyoverdine esinbyplisé
par la fleche.
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Dans un second temps, nous avons suivi la cinétiguuorescence de la pyoverdine
pour la concentration en smectite la plus faiblg (@.L), concentration pour laquelle la
turbidité des échantillons est négligeable. Nousnavainsi pu quantifier I'effet d’ajout de
pyoverdine de 150 nM a 1 uM sur la cinétique (Fég25B). La fluorescence diminue avec la
guantité de sidérophore ajoutée dans le systenmsi,Aa chélation du fer présent dans la
smectite est corrélée a la concentration en pyave@outée.

Bien que [l'utilisation de la fluorimétrie lors diges sur les interactions entre la
pyoverdine et des minéraux semble étre limitée lpacomposante de turbidité, cette
technique, utilisée pour la premiere fois, semblettra en évidence le rdle majeur de la
pyoverdine dans la solubilisation du fer structuwlas smectites. Cependant, outre le fait
d’étre restreinte a de faibles concentrations ereraux argileux, il reste impossible de savoir
quel métal est complexé par la pyoverdine. Ailssgrait nécessaire de réaliser des dosages
par spectrométrie de masse afin de vérifier lesptexes pyoverdine-métaux formés au cours
de ces cinétiques.

2. Utilisation du magnésium constitutif des smects par les

Pseudomonades

Nous avons montré que l'ajout de smectite dans iieunde culture carencé en fer
permettait une stimulation de la croissance baatég, notamment par la libération du fer
structural de ce minéral. Nous nous sommes demasidé@smectite pouvait également étre
une source de magnésium pour les micro-organisDegrécédentes études ont montré que
le magnésium, tout comme le fer, est un des él&mesdentiels a la croissance bactérienne
(Hoo et al, 2004 ; Tempest & Strange, 1966). Airdin d’étudier la biodisponibilité du
magnésium vis-a-vis d®. aeruginosa des cultures sous agitation en milieu carencé en
magnésium, supplémenté ou non par des smectitéseténeffectuées (Figure 26A). La
pyoverdine synthétisée par les bactéries a ététifjgarpar mesure de I'absorbance a 400 nm
(Figure 26B). Une stimulation de croissance esenfg® uniquement pour I'essai contenant
10 g.L'* de smectites (Figure 26A). L'observation de cstimulation de croissance suggére
gue les smectites, en plus d’étre une source deofarles bactéries, fournissent également le

magnésium aux Pseudomonades.
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De plus, aucune production de pyoverdine n’est miégedans le milieu carencé en
magnésium, que ce soit en absence ou en présencneetites (Figure 26B). Cette
observation laisse supposer que la pyoverdine #iséatseulement pour acquérir le fer des
smectites et non le magnésium. Un mécanisme difféle I'utilisation de la pyoverdine, que
nous n'avons pas encore déterminé, serait impliués I'acquisition du magnésium par les
Pseudomonades. Le magnésium étant beaucoup plidesgue le fer, il est donc possible

gu'il diffuse de maniere passive au travers des bmanes bactérienneg des porines.
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Figure 26 : Croissance deP. aeruginosaet production de pyoverdine en milieu carencé en ngamésium.

A. Croissance d@. aeruginosaPAOlen milieu PS, carencé en magnésium, supplémentdesasmectiteB.
Production de pyoverdine pRr aeruginosé?AOL en uMsuivie par mesure de I'absorbance a 400 nars (19

000 M*.cm* pour la pyoverdine & pH 7), quand les bactéries isacubées en milieu minimum PS en absence et
en présence de concentrations croissantes de sBse&ih comparaison, la mesure de I'absorbanc® aOest
représentée quand les bactéries sont incubées lie warencé en fer et non en magnésium, en absimnce
smectite.

3. Utilisation des éléments constitutifs des smecti parP. aeruginosasur 9

jours

Nous nous sommes intéressés a l'utilisation deserés constitutifs des smectites par
les Pseudomonades sur des durées d’expositiongrigses afin de vérifier une éventuelle
raréfaction des éléments provenant des smectidigure 27A présente un suivi de la
croissance bactérienne ainsi que la productionydegrdine durant les 9 jours d’incubation,
en présence de 10 ¢'lde smectite, dans un milieu de culture renouvieligge jour. Durant
cette période d’incubation, la population planohue deP. aeruginosa déterminée par

dénombrement sur boites LB agar, reste constaraés supérieure a celle observée en

absence de smectite (données non présentées).obséte/ation suggéere une utilisation des
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smectites en tant que source de nutriments, etno@gie sur une période dépassant un cycle
de croissance. Concernant la production de pyaverdielle-ci atteint un maximum a 6 jours

d’incubation (130 pM) pour ensuite diminuer et sbiiser jusqu’au 9"¢jour.

Les dosages effectués par ICP-AES sur les surnegearelent une augmentation des
teneurs en aluminium et en fer durant les troisnpees jours, atteignant respectivement 17 et
1,8 UM (données non présentées). Apres ces trois,jdes concentrations en métaux
diminuent, n’atteignant plus que 4,5 uM pour I'alolam et 0,8 uM pour le fer. Si des les
premiers jours d’incubation, de la silice est ret®@e dans le milieu, apres 4 jours
d’incubation, les teneurs de cet élément augmentemstamment jusqu’'a la fin de
I'expérience, atteignant une concentration final#igiM, suggérant une dissolution accrue
des smectites pd®. aeruginosaau cours du temps. La présence de fer et d’alumir@am

corrélée a la production durant les trois premjuss de croissance.
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Figure 27 : Utilisation des éléments constitutifs €s smectites par les bactéries sur 9 jours. Suivi de la
population deP. aeruginoséPAOL1 et de la production de pyoverdine au coursedips, en milieu carencé en
fer, supplémenté par des smectites, renouvelédjentiement. Les bactéries sont incubées en miliecirsate
en présence de 10 ¢'lde smectite, la croissance est déterminée pamui#nement sur boites (courbe rouge) et
la production de pyoverdine estiivie par mesure de I'absorbance a 400 nn¥ (19 000 M‘.cmi* pour la
pyoverdine & pH 7)B. Observation macroscopique du biofilm formé en @nés de 10 gL de smectite, aprés
9 jours d'incubation dans un milieu carencé erefaenouvelé chaque jour. Barre d'échelle 1 cm.

De plus, la formation d’'un biofilm est observée t&s premieres heures d’incubation,
puis celui-ci devient tres important apres renoeweént du milieu (Figure 27B). En parallele
a la formation de cet épais biofilm, les diminutiatesla pyoverdine ainsi que des teneurs en
fer et en aluminium sont observées, laissant egersgue le biofilm pourrait piéger une

partie des éléments métalliques ainsi que la pgiver Cette hypothése a déja été proposée
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par Mauriceet al. (Maurice et al, 2000) concernant le fer et noagdhs également confirmé
pour la pyoverdine. L'établissement de ce microi®mnement faciliterait la dissolution des
smectites et donc I'acces a de nouveaux nutrim@as.résultats confirment 'importance du

biofilm dans les mécanismes de dissolution des rain€argileux.

4 - Roéle du biofilm dans I'interaction entre bactéres et smectites

4.1. Structure du biofiim formé par P. aeruginosaen présence des

smectites

Afin d'étudier la structure du biofilm formé autowtes grains de smectite et la
répartition des bactéries au sein de la matrices déservations en microscopie
conventionnelle et confocale ont été réalisées, mdlleu minimum, en présence de
P. aeruginosaPAO1 marquée par la protéine fluorescente mChiayrent Guillon, non

publiée).

En microscopie conventionnelle, comme il a pu @trelans l'article, la formation d’'un
biofilm (Figure 28B) entourant les grains de snteatt coloré par la pyoverdine (Figure 28C)
est observée. Les bactéries marquées par la mChgrayaissent tres majoritairement au sein
de ce biofilm (Figure 28C). Si le réle du biofilnars l'altération des minéraux reste peu
documenté, de telles structures ont déja été olewered présence de minéraux argileux
(Maurice et al, 2001a) dont les smectites (Alimeval, 2009 ; Perdrial et al, 2009).

Concernant la microscopie confocale (Figure 28B)bibfilm formé apparait comme
une structure homogéne. Néanmoins, de nombreuxgomnels ont été rencontrés lors de cette
expérience. En effet, les bactéries, tres mobilesedn du biofilm, ont notamment perturbé
'acquisition des images lors de ces observationsrascopiques. De plus, lors du
déplacement en profondeur, le biofilm constituai gtructure trop homogéene pour permettre
a I'objectif de s’enfoncer correctement au seincdeassemblage. Si, dans la littérature, en
présence deP. aeruginosa la formation de biofilms hétérogenes, dit «biofim
champignon », est observée, les moyens de cultisremplace different. En effet, ces études
n'utilisent pas, comme nous l'avons fait, des I®itte cultures cellulaires mais des systémes
de culture en chambre a flux (Banin et al, 200%auken et al, 2006 ; Yang et al, 2009). Il est

donc possible que les résultats difféerent en fonatiu systeme de culture utilisé.
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Figure 28 : Observation du biofilm formé parP. aeruginosaen présence de smectitebnage de microscopie
en fond clair de smectite (1 g').en absence de bactéri&)(ou incubée durant 24 h en milieu minimum en
présence d®. aeruginosaet sous faible agitatiorBj. Le biofilm présenté en B a également été obsernvé
microscopie a fluorescence (Ex. 400 — Em. 440 paupyoverdine et Ex. 543 nm - Em. 593 nm pour la
mCherry) C) (Barre d’échelle = 20 um)D. Image de microscopie confocale, expérience émlidans les
mémes conditions qu’en C.

4.2. Implication du biofilm dans la chélation des rétaux constitutifs des
smectites

Afin de comprendre le réle du biofilm dans l'altéoa des smectites, ces derniéres ont
été confinées dans un boudin de dialyse, puis gtaeh présence de. aeruginosaen
conditions habituelles de carence en fer, sousatamit Le seuil de coupure est de 12 a
14 000 Da, permettant ainsi le passage des sidémephUn suivi de la population
bactérienne et de la production de pyoverdine, desmgifférentes conditions, a été réalisé
(Figure 29A). Les courbes obtenues présentengleg@ristiques d’'un cycle de croissance en
milieu liquide, avec les 4 phases distinctes :nle¢e exponentielle, stationnaire et de déclin.
Néanmoins, le témoin en milieu carencé en fer,iajng I'essai contenant les smectites

confinées dans le boudin de dialyse, présentenphase de latence deux fois supérieures a
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I'essai ou les smectites sont libres. Apres 24ihcdbation, les cultures atteignent la méme
densité bactérienne, que les minéraux soient canbaénon. Ce retard laisse supposer que le
contact entre les bactéries et les smectites efdateur essentiel au niveau de linteraction
entre ces deux partenaires. La quantification dpylaverdine présente dans le milieu de
culture est réalisée sur le surnageant par mesufald®rbance a 400 nm. En 'absence de
smectite, une quantité importante de pyoverdine (82% est mesurée dans le milieu (Figure
29B), tandis que la présence de 10'gde smectite libre dans le milieu entraine, comeia ¢

a été observé dans l'article, une diminution sigative de la production de pyoverdine (15
uM). De facon trés surprenante, lorsque la mématgaade smectite est présente dans le
milieu de culture, mais emprisonnée dans le boddimialyse, la production de pyoverdine
est tres importante, atteignant des valeurs supésea celles mesurées en absence de
smectite (360 uM) et aucun biofilm n’est formé. &iinll apparait qu’en absence de contact
entre les argiles et les bactéries, le fer présergein de la structure des smectites n’est pas

accessible aux bactéries.
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Figure 29 : Croissance deP. aeruginosaet production de pyoverdine en présence de smecsteonfinées.

A. Croissance d®. aeruginosaPAOL en milieu carencé en fer, supplémenté parsoestites. Les bactéries
sont incubées en milieu succinate en absencemésence de smectites & 10" ydmprisonnées ou non dans un
boudin de dialyseB. Production de pyoverdine pd. aeruginosaPAO1 en pMsuivie par mesure de
I'absorbance & 400 nme(= 19 000 M*.cmi® pour la pyoverdine a pH 7), quand les bactéries swubées en
milieu minimum en absence et en présence de se®citl0 g.I' emprisonnées ou non dans un boudin de
dialyse.
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Afin de mieux caractériser ces échanges entre gaget bactéries, les concentrations
en silice, en aluminium et en fer ont été mesupEesiICP-AES, aprés 48 h d’incubation et
aprés centrifugation du milieu de culture (Figu®.3Si les teneurs en silice, constituant
majeur des smectites (58,35 %), sont importantegprésence de smectite, elles sont
comparables, que les minéraux soient libres oudams le milieu (données non présentées).
Par contre, lorsque les smectites sont emprisoroteies le boudin de dialyse, les teneurs en
aluminium et en fer mesurées dans le milieu sotiement inférieures. En effet, lorsque le
contact entre bactéries et argiles est possibke stimulation des taux de solubilisation de ces
deux métaux est observée, et ce malgré la formation biofilm pouvant retenir ces
éléments. 50 % d’aluminium et plus de 75 % de 6t slétectés par rapport aux smectites

emprisonnées dans les boudins de dialyse.
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5 O 10 g.L! (smectites libres)
; St O 10 g.L! {(smectites confinées)
5
[4o]
-
s 6 o
&
c T
v 4 =
3]
-
=5
O 2F
3
= | = | |
Al Fe

Figure 30 : Détection par ICP-AES de I'aluminium etdu fer solubilisés par les bactéried.es bactéries sont
incubées en absence ou en présence de smectitiiséesnou non dans un boudin de dialyse. Aprés 48 h
d’'incubation, les bactéries et les smectites sentrifugées et les teneurs en métaux présentsldaswution
sont mesurées par ICP-AES. Les conditions abiosiquie été soustraites aux conditions biotiques.

Le biofilm formé autour des grains de smectite @wimsi un role important dans les
interactions entre bactéries productrices de sidén@s et smectites. Le contact entre ces
deux partenaires permettrait la déstructuration siaectites et la libération de ses métaux
constitutifs favorisant ainsi la croissance baet@éme et diminuant la synthése de pyoverdine,

alors piégée au sein de la matrice d’exopolysambsr
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5. Enjeux environnementaux

Bien que lesPseudomonadiuorescents soient ubiquitaires dans l'environneimne
P. aeruginosareste un pathogene opportuniste qui ne peut étieéudans les sols en vue
d’expériences de remédiation. Bi aeruginosaest un modele au laboratoire tres intéressant
grace aux grands nombres de mutants qui ont é&apipes, nous avons voulu vérifier que
notre étude était transposable a un contexte emémental. Ainsi, des expériences de
croissance en présence de smectite etPdeudomonas putid&T2440, bactérie non
pathogene et frequemment retrouvée dans l'enviroeng ont été réalisées. De facon
similaire a P. aeruginosaPAO1, un biofilm apparait tres rapidement autoas dyrains
d’'argiles. De plus, la croissance &e putida est également stimulée par la présence de
smectite (Figure 31A) et la production de pyoveedest inhibée a forte concentration en
minéral argileux (Figure 31B), tout comme nos obggons avecP. aeruginosa Ainsi,
P. putida est capable d’acquérir le fer des smectites, denqus laisse penser que nos
conclusions quant a l'interaction enfPeaeruginosaet les smectites pourraient étre étendues

aux autres espéeces dseudomonaBuorescents.
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Figure 31 : Croissance deP. aeruginosaet P. putida et production de pyoverdine. A.Croissance dé.
aeruginosaPAO1 etP. putidaKT2440 en milieu carencé en fer, supplémenté parsdeectites. Les bactéries
sont incubées en milieu minimum en absence etésepce de smectites & 10Y.B. Production de pyoverdine
parP. aeruginoséPAO1 etP. putidaKT2440 en uM suivie par mesure de I'absorbancetardd (¢ = 19 000
M™.cm* pour la pyoverdine & pH 7), quand les bactérieg swubées en milieu minimum en absence et en
présence de smectites & 10°4.L
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| - Matériel et méthodes

1. Synthese et caractérisation des goethites

La goethite non substituée ainsi que les goetlsibstituées en cadmium et en nickel
(9,07 %) ont été préparées en utilisant un protoonwdifié de la méthode de Schwertmann et
Cornell (Schwertmann & Cornell, 1991).

Pour la goethite non substituée, une solution délk®,5 M (400 mL) a été préparée
sous atmosphere inerte AN transférée dans un flacon en polyéthylene haetesité et
vigoureusement mélangée avec 500 mL d'une soluienFe(NQ);.9H,O a 0,5 M. La
suspension a vieilli durant 10 jours a 60°C pu&etransférée dans des tubes de dialyse et
dialysée 7 jours avec de I'eau déminéralisée dbitedles ions spectateurs de la réaction de
précipitation. Apres séchage a l'étuve a 30°C,detlgte a été réduite en poudre dans un

mortier d'agate.

Pour les goethites substituées, une solution dd®@£4{.9H,O a 1 M (100 mL) a été
mélangée par agitation magnétique dans un béchaolgéthyléne haute densité avec 10 mL
d’une solution & 1 M soit de Ni(N{R.6H,O, soit de Cd(Ng),.4H,O. 180 mL d’'une solution
de KOH a 5 M préparée sous atmosphere inerfeddté ajoutée rapidement dans le bécher.
De I'eau déminéralisée a été ajoutée afin de cammplésqu’a 2 L. La suspension a été
transférée dans un flacon en polyéthylene hautsitdest maintenue durant 15 jours a 70°C.
Le flacon a été agité et ouvert 5 min tous lesgolia préparation a ensuite été dialysée
7 jours avec de I'eau déminéralisée puis séch@&uaé a 30°C avant d’étre réduite en poudre

dans un mortier d'agate.

Toutes les goethites ont été caractérisées paadifin des rayons X. Pour cela, apres
broyage dans un mortier en agate, les échantilloms été caractérisés a l'aide d’'un
diffractométre RX Briker (modéle D5000), en madé 2[] (Balayage de 3 a 65°, par pas de
0,02° d’'une durée de 2s, anticathode Cu, 40 kV #30. Les diagrammes sont présentés en
annexes. Grace aux techniques de diffraction, istatiinité des échantillons a pu étre

déterminée (Annexes B-G).

Aprés avoir été mises en suspension a une contientde 20 g.L}, les goethites ont

ete stérilisées par autoclavage (20 min a 121°€\r Istérilité a ensuite été vérifiee par des
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étalements sur gélose LB afin de contréler la aairtation bactérienne et sur gélose dextrose
et pomme de terre (Difco) pour contréle la contatnamefongique.

2. Cinétigue de fluorescence de la pyoverdine engsence de goethite

Les études de spectroscopie de fluorescence ont effiéctuées avec un
spectrofluorimétre de type PTI (Photon InternatiohianeMaster, Bioritech). Les résultats

obtenus ont été traités avec le logiciel Kaleidpgra

Les études de fluorescence ont été réalisées datasnpon Tris-HClI 50 mM a pH 8.
Tout d’abord, des concentrations croissantes déhigeg0 - 0,2 - 1 et 10 gl) ont été
incubées a température ambiante avec une condent@nstante de pyoverdine (1 pM),
durant 90 min. Apres incubation, les échantillons &é centrifugés (14 000 g, 15 min), les
surnageants, placés dans une cuve en quartz de aninété excités a 400 nm. Des controles,
sans goethite ou sans pyoverdine, ont été réaksmsg. les goethites substituées par de I'Al,
du Cd ou du Ni, la procédure a été la méme.

3. Croissance bactérienne en présence de goethite

Afin d’observer les interactions entre les goethiéd les bactéries, nous avons réalisé
des expériences les mettant en contact, expériesingkaires a celles réalisées pour les
smectites. Nous avons utilisé une souche sauvadre deruginosaATCC 15692 ainsi que
des mutants dans la production de sidérophoresQO6R287 (souche ne produisant pas de
pyochéline, Serino et al, 1995), PAO6382 (souchprnduisant pas de pyoverdine, Braud et
al, 2009b) et PAO6383 (double mutant ne produisaptyoverdine ni pyocheéline, Michel et
al, 2007). Une premiere série d’expériences a &@ém sur les différentes goethites en
présence de la souche PAO1l. Les expériences imapligies souches mutantes ont été
réalisées en utilisant la goethite substituée aliumi. A partir d’'une pré-culture en bouillon
LB, de 24 h a 30°C sous agitation (220 rpm), unemisuccinate carencé en fer (composition
en g.L't: KoHPQ,, 6 ; KHPO,, 35 (NHY).SO, 1; MgSQ.7H,0, 0,2 ; succinate de sodium,
4 ; pH ajusté a 7 par ajout de NaOH) (Meyer & Abatal 1978) a été inoculé puis incubé
sous agitation (220 rpm) durant 48 h. La cultuemsuite été centrifugée (10 min a 8 600 g) et
lavée deux fois avec du milieu succinate. La comaéioh bactérienne a été déterminée par

mesure de la densité optique a 600 nm.
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L’expérience de croissance bactérienne en présdmgmethite a été réalisée dans des
Erlenmeyer en polycarbonate, contenant 16 mL ddemikuccinate supplémenté de
concentrations croissantes du minéral (0 - 1 et.1d). Chaque Erlenmeyer a été inoculé
avec les bactéries afin d’obtenir une dggdinale de 0,05 par mL. Des témoins, sans bactérie
ou sans goethite, ont également été réalisés. tlesrieyer ont ensuite été incubés a 30°C,
sous agitation (220 rpm) durant 48 h. 1 mL de cbagghantillon a été prélevé aprés 4 - 8 -
24 - 28 et 48 h d’incubation. La croissance baeténe planctonique a été déterminée apres
dilution et étalement de 100 pL de chaque dilusan milieu gélosé LB et est exprimée en
UFC.mL™,

4. Détermination des concentrations en métaux

Pour les différentes expériences réalisées enpréskP. aeruginosat de goethite, le
milieu a été centrifugé 15 min a 4 500 g, apres 4@ culture. Le milieu de culture a ensuite
ete filtré sur membrane de 0,2 um et acidifié alpHavec de 'lHN@a 70 %. Les teneurs
des différents métaux (Al, Fe, Cd et Ni) présentssd@s surnageants de culture ont éte

mesurées par ICP-AES.

5. Microscopie conventionnelle

La souche PAO1-mCherry (Laurent Guillon, non pudlidécrite dans la partie des
interactions entr®. aeruginosaet les smectites a également été utilisée powhlssrvations
microscopiques des goethites (1 9.laprés 24 h d'incubation en absence ou en présnce
bactéries en milieu minimum ont été réalisées emrancopie a fond clair et en
épifluorescence (Nikon Eclipse i5®bijectif : CFI Achroplan 100 x A ON 1,25 DT 0,18)
connectée a une cameéra DS-Fil numérique 12 bitsoloaation du biofilm par la pyoverdine
produite a été détectée par un filtre Bv2A (exmtat400-440 nm, émission « Long Pass »
470 nm). Les bactéries, marquées par la mCherryéténtlétectées par un filtre TRITC-A
(excitation « Band Pass » 543 nm, émission 593 hag)images ont été capturées en utilisant

le logiciel NIS elements.
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Il - Résultats et discussion

1. Caractérisation des goethites

La goethite non substituéea-FeOOH) ainsi que celles substituées en nickel
(Ni-a-FeOOH) et en aluminium (Al-FeOOH), contenant respectivement 1,3 % et 2,9 % de
substitution, ont été synthétisées au Laborataits & Environnement. La goethite substituée
en cadmium (Cd-FeOOH) a été synthétisée au Laboratoire d'Hydrelegde Géochimie de
Strasbourg, avec un taux de substitution de 9,0Uf8é.seconde goethite substituée en nickel
a également été produite dans ce laboratoire, @mvéaux de substitution plus élevé que celle
de Nancy, de 9,07 %. Les degrés de cristallinitéodées ces goethites ont été déterminés

ainsi que l'estimation de leurs surfaces spécifigqi@bleau 13 et Annexes B-G).

Les techniques de diffraction X ont permis de daréser les imperfections structurales
dans un solide. A partir de I'analyse des profigsrdies de diffraction X, il est possible de
mesurer des écarts a la structure cristalline parfaes principales imperfections accessibles

sont la taille des cristallites et les micro-cairites.

La loi de Scherrer relie la largeur des raies d&adtion a la taille des domaines
cristallins : plus les domaines cristallins sontitpeet plus les raies sont larges. La goethite
substituée en cadmium est donc la mieux cristall@érs que la goethite pure est la moins

bien cristallisée (Tableau 13).

Tableau 13 : Caractéristiques des différentes goetks utilisées dans notre étude

] Largeur & mi-hauteur du Surface

Goethites % de ~ Compose pic (110), raie la plus spécifique

substitution cristallin identifié intense de la goethite 2 -1

(en 20) (enm”.g™)

non i
49,6 +0,6
substituée ! goethite 0:557

supstiuee  9.01% goethite 0,280 99.3+26

subsl;[llituee 9.07 % goethite 0,381 29+2,6
subsg\lltuee 2.9 % goethite 0,493 36,1+4,9
substituée 1.3 % goethite 0,487 47,4 £2,6

Ni
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Toutes les expériences ont été réalisées en absimsiequ’en présence de 1 et
10 g.L' de goethites. Néanmoins, pour la plus forte comatoh de ces minéraux, les
résultats apparaissent tres difficiles a interprdt@e des raisons de cette difficulté peut étre
une conséquence de la trés forte turbidité d’unetisol contenant 10 g:t.de goethite. Cette
caractéristique n’est alors plus comparable au cotement d’'une culture en milieu liquide.
Ainsi, nous ne traiterons que des résultats obtenyzésence de 1 ¢ lde goethites.

2. Etude par fluorimétrie de la formation de complexs pyoverdine-métal

en présence de goethite

En présence de goethites, aucune cinétique n'drpleffectuée en raison de I'opacité
du milieu. Néanmoins, des quantités croissantesidéraux ont été incubées 90 min avec
une concentration constante de pyoverdine a 1 pbfieicentrifugation, les surnageants ont
éte excités a 400 nm (Figure 32) et le signal @nriegistré entre 420 et 600 nm. Lorsque la
concentration en goethite augmente, une diminutienfluorescence est observée et ceci
jusqu’a atteindre une extinction totale de fluoezs® pour une concentration de 107g.L
Bien que seuls les spectres réalisés sur la geethite soient présentés, une extinction
presque totale du signal de fluorescence est olsgmwér 1 g.[* des différentes goethites
substituées, suggérant que la pyoverdine est aldtsée en fer. Ainsi, il semblerait que la

pyoverdine soit capable de complexer le fer daiegraux.
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Figure 32 : Spectres de fluorescence de la pyovengi apres incubation en présence de goethitka
pyoverdine a 1 uM est incubée en présence de catiens croissantes de goethites, substituéenudans
un tampon Tris-HCl 50 mM & pH 8. Les concentratidesgoethite utilisées sont 0,2 g.ket 1 g.I'. Aprés
centrifugation, les échantillons sont excités a 40
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3. Croissance dé®. aeruginosaen présence de goethites substituées ou non

Afin d’étudier la capacité des bactéries a utiliserfer constitutif des goethites, la
souche sauvage d& aeruginosaPAO1l a été cultivée, sous agitation, en milieleceé en
fer, en absence et en présence de I'gles différentes goethites substituées ou non
(Figure 33). La détermination du nombre de badép&anctoniques a été réalisée par

dénombrement sur boites LB agar.

Les courbes de croissance obtenues en absencepetsamce de 1 g'Lde goethites
présentent les caractéristiqgues d’'un cycle de saaie bactérienne en milieu liquide avec les
4 phases distinctes : latence, exponentielle, ostadiire et déclin. Le comportement de
P. aeruginosadiffere selon la nature du métal substituant lesthlytes. La croissance
bactérienne est stimulée en présence de 1 delgoethite non substituée ainsi qu’en présence
de goethite substituée aluminium par rapport adésance obtenue en absence de goethite.
Des résultats similaires ont également été obtenyzésence de goethites substituées ou non
en aluminium & 0,4 gt en contact ave®seudomonas mendocirmzar Mauriceet al.
(Maurice et al, 2000). Bien que I'aluminium soit éément toxique pour toutes les formes de
vie, la croissance dd>. aeruginosan’est apparemment pas inhibée par la présence
d’aluminium quand il est fourni sous forme minératei du moins a la concentration
retrouvée en solution (0,78 uM) a partir des goeshisubstituées. La stimulation de
croissance observée en présence de ces deux gymeERthites suggeére que les bactéries ont

la capacité d'utiliser le fer constitutif de cesgeoethites.

Cependant, en présence de goethites substituéeskeh et en cadmium, les résultats
obtenus varient. Concernant les goethites substteé nickel, bien que les pourcentages de
substitution soient différents (1,3 % et 9,07 %),croissance est similaire. Si, a 24 h
d’incubation, la croissance bactérienne en présdaaes deux goethites est semblable a celle
observée en absence de goethite, la croissantmtestent ralentie lors des premiéres heures
de culture. Il est possible d’envisager une lihéraimportante de nickel qui, bien que micro-
élément essentiel a la bactérie, inhiberait lassamce entre 0 et 4 h. En effet, selon le taux de
substitution en nickel, des concentrations entet 45 uM sont retrouvées en solution, alors
qgue la concentration minimale inhibitrice du nickmlur cette souche a été déterminée a
15 uM (Hannauer et al, 2012a). De plus, apres ‘hubation, comme nous le verrons par la
suite, un biofilm se met en place autour des gtethpouvant séquestrer cet élément dans la

matrice d’exopolysaccharides et ainsi lever l'intidm de la croissance planctonique. En
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effet, bien que lors d’incubation de plus de 2Tahiésistance du biofilm et de la population
planctonique aux métaux soit similaires, en desstm27 h, le biofilm permettrait une
tolérance aux métaux de 2 a 25 fois supérieurd@de la population planctonique (Harrison
et al, 2005). Concernant la croissance RleaeruginosaPAO1 en présence de goethite
substituée en cadmium, celle-ci est trés faiblerppport au témoin, quelque soit le temps de
culture. De plus, comme nous le verrons ensuiteyrabiofilm n’est formé en présence de

cette goethite, empéchant ainsi la séquestrationétal toxique.

31 0g.L-1

— Non substituée

— Substituée Al
Substituée Cd

—— Substituée Ni 1,3%

- -- Substituée Ni 9,07%

N
Ul
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Figure 33 : Croissance deP. aeruginosaPAO1 a 30°Cen milieu carencé en fer, supplémenté ou non par de
goethites. Les bactéries sont incubées en milieaisate en absence et en présence de différentkitgs a
1 g.L'’%. Les données sont les moyennes de trois expésiémdépendantes.

4. Formation d’un biofilm autour des goethites

Lors des expériences de croissanc® daeruginosd?AO1 en présence des différentes
goethites, la formation de biofilm a pu étre nadé@eniveau macroscopique. En effet, de facon
similaire aux smectites (article), des 8 h d’indidbg un biofilm emprisonnant les grains de
goethites est observé pour les différents oxy-mwyttes de fer étudiés, a I'exception de la
goethite substituée en cadmium. En effet, poueaddtniere, aucune structure de type biofilm

n'a pu étre observée, suggérant une toxicité dmaad pour les bactéries.

Des observations en microscopieRleaeruginosan présence des goethites, aprés 24 h
d’incubation (Figure 34 A-D), confirment la présende bactéries et d’'une matrice
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d’exopolysaccharides formant un biofilm qui empnise les goethites (Figure 34B), a
I'exception de celle substituée en cadmium. Sislegctites apparaissaient dans une matrice
d’exopolysaccharides colorée par la pyoverdinac{aejt le biofilm formé autour des grains
de goethite s’avere peu coloré par la pyoverdingufe 34C). Cette observation peut
s’expliquer par la forte densité du biofilm formét@ur de ce type de minéraux, rendant les
observations microscopiques difficiles, mais éga&letrpar une production de pyoverdine
dans le milieu contenant 1 g'lde goethites, bien plus faible qu'en présence rdectte

(50 uM vs 250 uM, voir paragraphe suivant). En outre, conpoar les smectites, les
bactéries marquées par la mCherry apparaissentna@sitairement au sein de ce biofilm
(Figure 34D). Si le role du biofilm en présencerdméraux est peu documenté, de telles
structures ont déja été observées pour des gaetutestituées en aluminium en présence de

P. mendocingMaurice et al, 2000). De plus, la fixation des mtorganismes a la surface

des minéraux a été reportée comme essentielledéssalution des oxy-hydroxydes de fer
(Arnold et al, 1988).

Figure 34 : Observation du biofilm formé parP. aeruginosaen présence de goethitémage de microscopie
en fond clair de goethite (1 g'). en absence de bactérig)(ou incubée durant 24 h en milieu minimum en
présence dé®. aeruginosasous faible agitationB). Le biofilm présenté en B a également été observé
microscopie a fluorescence (Ex. 400 — Em. 440 p@yyoverdine €) et Ex. 543 nm - Em. 593 nm pour la
mCherry D)) (Barre d’échelle = 20 um).

5. Production de pyoverdine parP. aeruginosaen présence de différentes

goethites

Afin de quantifier la production de pyoverdine pudd parP. aeruginosaPAOL1, les
milieux de culture contenant les différentes gdethia 1 g.I! ont été centrifugés et
I'absorbance a 400 nm a été mesurée dans le sama@égure 35). Cette approche ne prend
cependant pas en compte la pyoverdine présentel@dmsfiim. En absence de goethite, le
milieu de culture des bactéries étant carencé erufe quantité importante de pyoverdine
(125 uM) est détectée dans le milieu. En préseacegll™ de goethites, qui contiennent des

concentrations trés élevées de fer (11,2 mM), lantit¢ de pyoverdine mesurée dans le
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milieu diminue d’environ de moitié (63%). En présemie la goethite substituée en cadmium,
la production de pyoverdine est retardée, due aplae longue phase de latence de la
croissance, qui est, de plus, trés limitée en peesele cette goethite. Bien que pour les
goethites substituées en nickel, les croissanagsseptaient des allures similaires, la synthese
de pyoverdine en présence de ces deux goethifésediEn effet, si en présence de la goethite
substituée a 9,07 %, la production du sidérophtteint 60 puM, la synthese de pyoverdine
est presque totalement inhibée en présence deethigoa 1,3 % de substitution en nickel.
Outre le fait que la goethite substituée a 1,3 #tieane une quantité Iégérement plus élevée
de fer, la différence dans la production de pyowerdpourrait étre liée aux degrés de
cristallinité de cet oxy-hydroxyde. En effet, cetypethite présente une moins bonne
cristallinité, ce qui favoriserait sa dissolutiorr p@s bactéries, entrainant une quantité de fer
plus importante dans le milieu entrainant une itioibi de la synthese de pyoverdine.
Néanmoins, la goethite substituée en nickel a 1,3d%sede une plus grande surface
spécifique (47,4 fg™t) que celle & 9,07 % (29%gY). En effet, plus la surface spécifique

d’'un minéral est élevée, plus grande sera sa vitaatie surface vis-a-vis de sa dissolution.
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Figure 35 : Production de pyoverdine parP. aeruginosaPAO1 en pM suivie par mesure de I'absorbance a
400 nm (¢ = 19 000 M*.cm* pour la pyoverdine & pH 7). Les bactéries sonibées en milieu succinate en
absence et en présence de différentes goethiteg.ld*1Les données sont les moyennes de trois expésience
indépendantes.

Ces différents résultats concordent tous avecitef@P. aeruginosaoutre sa capacité
a utiliser le fer structural des smectites, estlefgant capable d'utiliser celui de ces

différentes goethites comme source de nutriment.
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6. Implication des bactéries productrices de sidémhores dans la

dissolution des goethites

Au temps initial et apres 48 h d’incubation destéaes en absence ou en présence des
goethites & 1 g't, les quantités de métaux présents en solutioné@ntdéterminées par
ICP-AES (Figure 36 A-D). Afin de représenter plidefement I'effet des bactéries sur le
minéral, les teneurs en métaux présents par laldigsn des goethites par le milieu seul ont

été soustraites a celles mesurées en présencetéadm

L’élément constitutif majeur des goethites, le teint des teneurs d’environ 1,5 pM,
en solution aprés 48 h de culture en présence dihigo@on substituée. Des quantités
comparables sont mesurées pour les différenteshitemet a I'exception de la goethite
substituée en cadmium, dont la teneur en fer meseséde 4,5 uM (Figure 36B), et celle
substituée en nickel a 9,07 % avec 15 uM de férdiljFigure 36D). Pour les smectites, dont
les teneurs en fer sont beaucoup plus faibles audsie minéral, des quantités similaires
(1,7 uM) avaient également été retrouvées dansilieumEn effet, dans la littérature,
Reichardet al. ont évalué a 8 pM la quantité de fer dissous dansilieu, aprés 48 h
d’incubation de goethite & 2,5 @ len présence de 50 uM de DFOB (Reichard et al, 2007)
teneurs légérement supérieures a celles de natde.éEn effet, en présence de 1 hdt
d’'une production moyenne de pyoverdine de 60 ulgl,témeurs retrouvées sont d’environ
1,6 uM. Les variations observées pour les goethstdsstituées en cadmium et en nickel
9,07 % pourraient étre le fait des degrés de titgta variables entre ces goethites et les trois
autres. Or, d’aprés les analyses aux rayons Xomelas goethites les mieux cristallisées. La
surface spécifique de la goethite substituée en icexrast extrémement élevée (99,3 at)
comparéee a celle de la goethite substituée en Ing;R& % qui présente la plus faible des

surfaces (29 fg™) de toutes les goethites testées dans ce travail.

Les métaux (aluminium, cadmium et nickel) substitsales atomes de fer dans les
goethites ne sont détectés dans le milieu qu'agBel d’incubation, et ceci uniquement en
présence de bactéries. Si le cadmium ne représgmrted,01 % de la constitution de la
goethite, environ 1,5 uM de cet élément est rettodans la solution. De méme, pour
I'aluminium et le nickel, qui ne représentent que fdibles pourcentages de la goethite
(inférieurs a 9,07 %), des teneurs parfois supgrgea celle du fer sont mesurées, notamment,

dans le cas des goethites substituées en nickel.
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Figure 36 : Détection par ICP-AES des métaux dang$ surnageants de culture supplémentés en goethites
Les bactéries (PAO1, souche sauvage) sont incubgeasbsence ou en présence de I'gles différentes
goethites A : non substituéeB : substituée en cadmiunG : substituées en aluminium Bt: substituées en
nickel). Initialement et aprés 48 h d'incubatioes milieux de culture sont centrifugés et les temen métaux
présents dans la solution sont mesurées par ICR-RES histogrammes bleus hachurés correspondeat a |
goethite substituée en nickel a 9,07 % et les niatomes bleus correspondent a la goethite subsEug3 %.
Les valeurs représentent la différence entre laditions biotiques et abiotiques, au méme tempwxdbation.

En ce qui concerne ces derniéres, si une des tgmefiosséde un taux de substitution
sept fois supérieur a I'autre mais seulement tiwis plus de nickel est détecté en solution,
suggérant une dissolution plus importante de lahgteefaiblement substituée. Ce résultat est
cohérent si nous considérons les propriétés dagtaphiques et chimiques. En effet, la
goethite substituée en nickel 1,3 % présente unedag cristallinité plus faible, ainsi qu’une
surface spécifique plus grande (46,2g1) que celle substituée & 9,07 %. La nature duatio
en substitution dans le minéral influence de mangignificative sa dissolution ainsi la

croissance bactérienne. Ainsi, la solubilisationfetudes goethites par les bactéries pourrait
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étre a l'origine des stimulations de croissanceenlies précédemment. La déstructuration du
réseau cristallin par la bactérie dans le but diadq le fer aurait une conséquence importante
sur la dissolution des métaux associés, potentieiteé toxique. Les deux métaux ne se
dissolvent pas dans les mémes proportions quesdetlevées dans le minéral (Bousserrhine
et al, 1999).

7. Role des sidérophores dB. aeruginosadans la dissolution des goethites

alumineuse

Afin d’étudier I'importance des deux sidérophorgmthétisés paP. aeruginosala
pyoverdine et la pyochéline, dans lI'acquisitionfelua partir des goethites, la souche sauvage
PAOL1 deP. aeruginosgFigure 37A) ainsi que des souches mutantes damothuction soit
de la pyoverdine, soit de la pyochéline, ou endwe deux sidérophores, ont été cultivées
dans un milieu carencé en fer, supplémenté & 1 delgoethites substituées en aluminium
(Figure 37 B-D). L'expérience a éte effectuée uament sur les goethites substituées en
aluminium, compte tenu que ce cation est trées suuketrouvé dans les oxydes de fer
naturellement présents dans les sols. De plus,oggdes ont été trés souvent étudiés,
notamment dans le mécanisme de la réduction dissiioé du fer décrit chez les bactéries du

genreShewanellaou Geobacteyen condition d’anaérobie.

De facon similaire a I'étude de la dissolution desmectite par les Pseudomonades
(article), une stimulation de croissance en présatec goethite substituée en aluminium est
principalement observée lorsque la souche est aapdél produire de la pyoverdine
(Figure 37A-B). En absence de sidérophore (Figui@)3aucune stimulation de croissance
n'est observée lors de I'ajout de goethite, alongemn présence de la souche capable de
synthétiser seulement la pyochéline (Figure 37@), stimulation est retardée. Cette
observation suggére que le fer, présent dans khitmeest disponible pour les bacténssla
pyoverdine, et en son absence, la mise en pladaatpiisition du fer des goethites par la

voie pyochéline se met en place plus tardivement.
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Figure 37 : Croissance dé®. aeruginosaPAO1 (A) ; PAO6297 (B) une souche déficiente dans la biosynthése
de la pyochéline PAO6382 (C) une souche ne synthétisant pas de pyoverdiRA6383 (D) une souche
déficiente dans la biosynthése a la fois de la psdime et de la pyochéline. Ces différentes soucioes
cultivées, a 30°C, en milieu carencé en fer, erem®s ou en présence de goethite substituée enrduma

1 g.L'’%. Les données sont les moyennes de trois expésiémdépendantes.

Afin de préciser le réle des sidérophores pyoverdihpyochéline dans la dissolution
des goethites, les teneurs en métaux présentedadsolsition ont été mesurées par ICP-AES
aprés 48 h d'incubation et centrifugation des pafpoahs bactériennes et des goethites
(Figure 38 A-B).

Concernant les teneurs en fer retrouvées dans lleunde culture, la présence de
pyoverdine et/ou de pyochéline permettrait la sdikdtion du fer constitutif des goethites
(Figure 38A). En effet, les concentrations en feteaues en présence de I'un ou des deux
sidérophores mettent en évidence I'implication ége molécules dans la solubilisation du fer

des goethites, confirmant les résultats obtenwgsdes expériences avec les smectites (article).
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Cependant, lors des expériences similaires avesntestites, le double mutant ne permettait
pas la solubilisation du fer. Dans le cas des gsthce résultat est moins marqué. En effet,
en absence de production des deux sidérophorder,cen plus faibles quantités, est toutefois
détecté dans le milieu, suggérant notamment qu'@oamsme autre, tel que la présence de
réductases ou la synthese de phénazines, powgadénéent intervenir en absence de synthése
de sidérophores et en présence de minéraux contdadartes teneurs en fer. En effet, Cox
(Cox, 1986) a, en effet, montré que la pyocyanioarfait participer a des réactions de
solubilisation et de libération du fer. Le fer alesous sa forme ferreuse pourrait alors

s’accumuler dans la bactérie.

Des teneurs en aluminium sont détectées dans leunidrs de I'utilisation des deux
souches produisant la pyoverdine, PAO1 et PAO6E#8ju(e 38B), en présence de 1 §de
goethite substituée en aluminium. Le comportementlare de ces deux souches suggere
une implication majoritaire de la pyoverdine et rEnla pyochéline dans la solubilisation de
I'aluminium. Ainsi, en plus de la solubilisation @er, comme il a pu étre observé dans le cas
des smectites, une solubilisation non seulemernfiedunais également de I'aluminium des

minéraux est également possible par la pyoverdine.
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Figure 38 : Dosage du fer (A) et de l'aluminium (B)présents dans les surnageants des cultures
bactériennes.Les souches bactériennes ont été placées en rodiemcé en fer, en absence et en présence de
goethite substituée en aluminium. Aprés 48 h diration, le milieu de culture a été centrifugé sttleneurs en

fer et en aluminium ont été mesurées par ICP-AESs da solution. Les valeurs obtenues pour les gssai
abiotiques ont été soustraites. Les données sant nieyennes de trois expériences indépendantes.
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Ce travail nous a, tout d’abord, permis de dédaseinteractions entrE. aeruginosa
bactérie productrice de sidérophores, et des miréels que les smectites ou les goethites,
mais également une avancée dans les mécanismesnmjau. En effet, nous avons pu
observer gu'en présence de ces minéraux, dans liguroarencé en fer, la croissance de
P. aeruginosaest stimulée. Cation au sein des octaedres deditaseet principal constituant
des goethites, le fer présent dans ces minérauk §tesl utilisable par la bactérie pour
satisfaire ses besoins. Il est intéressant de at@nsjue des observations similaires ont été
décrites lors d’interactions entRRseudomonas mendocir des argiles de type kaolinite
(Ams et al, 2002 ; Maurice et al, 2001b) ou de hivetsubstituée en aluminium (Maurice et
al, 2000).

En conditions planctoniques, concernant la pradnctle pyoverdine, sidérophore
majeur chez leBseudomonafiuorescents (Folschweiller et al, 2002), nous a@vpn montrer
gu’elle est intimement liée a la présence de minéréEn effet, lors de I'ajout de
concentrations croissantes de minéraux, et notamrdentsmectite, la production de
pyoverdine diminue jusqu’a inhibition presque tetagn présence de concentrations
importantes de smectite. La production de pyoverdétant finement régulée par la
concentration en fer dans I'environnement de latévar (Visca, 2004), cette observation
s’expliquerait par la présence en fer dans les steg¢2,85 %) et dans les goethites.

En présence de bactéries, les teneurs en siliseudes traceur naturel d’altération, nous
ont permis de déterminer la vitesse d’altérationrdiéral. Il est alors apparu qu’en présence
de bactéries, cette derniére est multipliée par dewus permettant de conclure que
P. aeruginosantervient dans le processus de dissolution dmicéral argileux. Dans le cas
des goethites, il apparait que les bactéries didabi le fer mais aussi les métaux présents
eventuellement en substitution dans ces minéraantribuant ainsi a la mobilité de la phase
solide a la phase liquide (eau du sol, eau intei#i des sédiments, par exemple) de ces
éléments, potentiellement toxiques. La nature duamséubstituant les oxydes semble
influencer de facon importante la croissance bemtae mais aussi la dissolution du minéral.
Bousserhineet al. ont montré que selon le cation substituant ledans la goethite, la
dissolution est différente lors de réduction diskitrice du fer par les bactéries (Bousserrhine
et al, 1999). Dans notre étude, la substitutionaémé une solubilisation du fer identique pour
la goethite substituée en aluminium mais bien sousapérieure pour celles substituées en
cadmium et en nickel. Ces résultats suggerent gumédcanisme d’action du métal par

complexation par le sidérophore est bien distinetcelui réalisé par la réduction du fer



214 CHAPITRE 7 - ROLE DES SIDEROPHORES ET DU BIOFILM...

ferrique, présent dans les oxydes, en fer ferreepvant d’accepteur final d’électrons pour ces
bactéries en condition d’anaérobie.

Par une approche de biologie moléculaire reposant’utilisation de mutants dans la
production de sidérophores, pyoverdine et/ou pylauhéutilisée pour la premiere fois dans
ce type d’étude, nous avons pu mettre en évidendid significatif de la pyoverdine dans la
solubilisation du fer et de l'aluminium des smesditet des goethites. En effet, quand la
bactérie est capable de produire les deux sidérephal apparait clairement que la
pyoverdine est principalement utilisée pour solabil le fer constitutif des smectites. Cette
observation peut s’expliquer par I'affinité de Igoperdine pour le fer, bien plus importante
que celle déterminée pour la pyochéline*t1@™ versus10'’ M™Y) (Albrecht-Gary et al,
1994; Brandel et al, 2012). En absence de pyoverdia bactérie utiliserait alors la
pyochéline afin de solubiliser le fer, mais sonceifité est bien plus faible et la solubilisation
de I'aluminium n’est pas observée. Pour le doublgamt, aucune trace de solubilisation de
fer n'est observée, démontrant clairement le role sidérophores dans la dissolution du
minéral argileux. En revanche, dans le cas deshigest les deux sidérophores semblent
impliqués dans la solubilisation du fer mais I'atis® de sidérophore conduit tout de méme a
une mobilisation du métal, bien qu’elle soit plaibfe. Bien que le fer structural des goethites
soit mieux cristallisé que celui présent au seiis denectites, son accessibilité et son
abondance pourraient faciliter sa solubilisationabars mettre en jeu d’autres mécanismes
(phénazines, réductases). En outre, seule la pyioeeest capable de solubiliser I'aluminium

constitutif des smectites et des goethites.

Un mécanisme indépendant de la présence de siu@esp régirait I'utilisation du
magnésium paP. aeruginosale role de la pyoverdine dans la chélation dulés smectites
et des goethites a également été confirmeé par twdei@-vitro en utilisant un outil nouveau
dans ce type d’interactions, la fluorimétrie. Site¢echnique a permis de mettre en évidence
le rle de la pyoverdine dans la chélation du farctural de ces minéraux, son utilisation
pour suivre des cinétiques de complexation restperm#ant restreinte aux faibles

concentrations en minéraux et surtout a un syssemgle et non a un mélange de métaux.

Afin de progresser dans la compréhension de ceamsgues, il serait utile de réaliser
des expériences complémentaires avec des mutaduoisases ou encore des expériences nous
permettant de connaitre I'implication exacte depyaverdine et de la pyochéline dans les

interactions avec les minéraux ainsi que leur rarsplace au cours du temps.
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Concernant le biofilm, celui-ci apparait comme parametre bactérien déterminant
dans la mobilisation des éléments structuraux descstes et des goethites. En effet, tres
rapidement, une matrice d’exopolysaccharides, eattag grains des minéraux. Grace aux
observations microscopiques réalisées lors de éaitke, nous avons pu mettre en évidence
gue le biofilm est naturellement coloré par unestanice fluorescente, notamment dans le cas
des smectites. Aprés extraction et caractérisasipectrale de ce composé, il a pu étre
démontré qu'il s’agissait de pyoverdine. Lors degéeiences de confinement des argiles, il
est apparu que le contact enRe aeruginosaet les smectites, permettant la formation du
biofilm, semble étre important dans la déstructaratles argiles ainsi que dans la libération
des constituants de ces minéraux. La fixation desororganismes a la surface des oxy-
hydroxydes de fer apparait comme essentielle éstoldtion de ces minéraux (Arnold et al,
1988), corroborant notre conclusion. Néanmoindjlisation de mutants dans la production
de biofilm permettrait de progresser dans la coimgméion de son réle dans les interactions

entre bactéries et minéraux, qui constitue un cotimpant trés complexe.
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Comme nous l'avons vu dans le chapitre 5 (ll.12.phytoremédiation présente certains
inconvénients. Toutefois, les bénéfices apportés llpgsociation des plantes avec des
bactéries productrices de sidérophores dans lerrantin-situ de sols contaminés par des
éléments traces métalliques ont été démontrés (Rajket al, 2010 ; Whiting et al, 2001).
Bien que des travaux aient montré que l'additiortedies bactéries augmente généralement
I'extraction des contaminants (Lebeau et al, 2008a; et al, 2011), aucun mécanisme n’'a

encore été réellement appréhendé.

L’objectif ultime de ce travail de thése est de poemdre les interactions et les
mécanismes impliqués dans le prélevement d’élénterdss métalliques par la plante lors de
I'ajout de bactéries productrices de sidérophoresue de procéder a de la phytoremédiation
assistée par de telles bactéries. Cette étudefemisée sur le rble de la pyoverdine, ainsi
que sur celui d@. aeruginosadans des processus de prélévement racinaireddawa et de

nickel.

Dans un premier temps, les expériences ont été emeag culture hydroponique,
facilitant ainsi le contréle des conditions de wordt et de la composition du milieu
d’exposition des racines. Le milieu de culture & stipplémenté avec (1) des smectites
contaminées ou non en cadmium ou nickel, (2) gw/dverdine ou des bactéries productrices
de sidérophores et (3) du métal libre. La planteisthodans cette étude est la tomate,
Lycopersicon esculentuav. Saint-Pierre, facilement cultivable en commithydroponique et
dans les dispositifs utilisés au cours de ces ta&ornu et al, 2007). De plus, si peu
d’études de phytoremédiation ont été réaliséetesyenrelycopersiconil est apparu comme
un candidat intéressant lors d’'une expérience mangde prélevement du cadmium en
présence d@seudomonasp. isolées de sols contaminés (He et al, 2009%.r€iltats sont
présentés dans une premiére partie. BienRjugeruginosasoit un pathogene opportuniste
qui ne pourra étre utilisé dans les sols en vugpd&Bences de remédiation, cette bactérie
reste un modele, au laboratoire, trés intéressaaegaux grands nombres de mutants qui y
ont été développés et a sa grande connaissancd guanmécanismes d’acquisition

notamment du fer.

Dans un second temps, la capacité de la pyoveadiaffecter la mise en solution de
contaminants métalliques depuis une phase soliggeerde type organo-minérale, telle qu’'un
sol, a été éetudiée. Ces expeériences, en galettesoldesont plus proches des conditions

rencontrées dans I'environnement. Au pH du soliét@uH 8,0), la pyoverdine présente une
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affinité similaire pour le nickel et le cadmium gpectivement 10M™* et 16° M7,
communication personnelle M. Elhabiri). Nous avaers privilégié des métaux dont
I'affinité pour la pyoverdine est contrastée, tgise le cadmium et le cuivre, la pyoverdine
possédant une affinité relativement forte pour anigr (18° M™, communication
personnelle M. Elhabiri). De plus, ces expérienoas été menées dans le cadre d'une
collaboration avec le laboratoire Vigne Biotechigidoet Environnement de Colmar, qui
s’intéresse particulierement a I'aspect de dépoltuties sols viticoles. Des 1895, I'utilisation
du cuivre en viticulture pour lutter contielasmopara viticola parasite responsable du
mildiou, s’est généralisée et des applications pavérisation sur le feuillage ont été
systématiquement réalisées dans I'ensemble desngdgiticoles francaises (Branas, 1984).
Si 60 a 70 % du cuivre pulvérisé se retrouve ssiivignes, 20 a 30 % se retrouvent sur les
sols et 10 % dans I'atmospheére, emportés par l&s y€haignon, 2001). Les teneurs dans les
sols ont ainsi été multipliées par un facteur deal@00, pouvant atteindre de 200 a
1 000 mg.kg (Delas, 1963 ; Flores-Velez, 1996). Ces expérieramgsété réalisées en
utilisant des DGT (Diffusive Gradient in Thin fillhgemplacées par la suite par la plahte,
esculentuntv. Saint-Pierre. Les DGT, développées par Davetathang (Davison & Zhang,
1994), sont constituées d'une couche de résineatamdé (Chelex-100 ®), séparée de
I’échantillon par une couche de gel perméable dmnille des pores est définie. Les ions
métalliques sont accumulés et concentrés sur ilaeréSette accumulation se produit de fagcon
linéaire et quantitative au cours du temps. Les DGiit généralement utilisées pour mimer
I'action des racines sur les prélevements en métBans notre étude, nous les avons
principalement utilisées afin de caractériser lagt@ues de mise en solution du cuivre et du

cadmium associés a la phase solide. Ces résuatprsentés dans une seconde partie.

L’expérience de culture hydroponique en présenceadienium et de pyoverdine a été
réalisée en collaboration avec le Dr. KarirezeQUEL et le Dr. Jean-Yves @RNU du
Laboratoire Vigne Biotechnologies et Environneméet expériences meneées en sol ont été
réalisées par le Dr. Jean-Yve®rBU. Les dosages par ICP-AES ont été réalisés par le

Dr. Thibault SERCKEMAN, du Laboratoire Sol et Environnement.



Prélevement de contaminants
métalliques par L. esculentum en
présence de P. aeruginosa

ou de pyoverdine, en hydroponie






RESULTATS | 225

| - Matériel et méthodes

1. Purification de la pyoverdine

Pour les expériences d’interaction de la pyoverdivec les smectites, de la désorption
par la pyoverdine des métaux immobilisés sur leglesr ou encore de prélevement des
contaminants par la plante en présence de pyoverdinsidérophore a été purifi€ comme
décrit ci-aprés. Aprés 24 h de culture en milietenaé CAA & 30°C (composition en .t
CAA, 5; K;HPQ,, 1,18 ; MgSQ.7H,O, 0,25), les cellules ont été centrifugées 30 ein
5 000 rpm. Le surnageant a ensuite été filtré sypigp Whatman de 0,45 um puis sur
membrane de nitrocellulose 0,22 um. Le filtratddi® a pH 6,0 avec de 'acide chloridrique
6N, a été appliqué sur une colonne de résine AmdetAD-4 (Sigma), échangeuse d’ions,
selon la méthode décrite par Carsbmal. (Carson et al, 2000). La pyoverdine a été éluée ave
de I'’éthanol 50 %. L'éluat a été évaporé grace avaporateur rotatif puis la pyoverdine a été
reprise dans de 'eau ultra-pure, congelée et mn$rophilisée. La pyoverdine a ensuite été

conservée a -20°C, a I'abri de la lumiére.

2. Stabilité de la pyoverdine au cours du temps

La pyoverdine étant utilisée dans les expériedegshytoremédiation, sur des durées de
traitement de deux jours, nous avons voulu vérifeestabilité de la molécule au cours du
temps. Pour cela, la pyoverdine a été incubée ldamdlieu de culture utilisé pour les plantes
(MES + Ca(NQ)y), puis I'ensemble a été placé sous agitation (p2t), a I'obscurité, durant
plusieurs jours, a 30°C. A chaque temps (0 - 4et X0 jours), un prélevement de 200 uL a
ete effectué. Les spectres d’absorbance ont été reahsé@ de veérifier la stabilité du
chromophore responsable des caractéristiques alescit les profils isoélectrophorétiques

(IEF) afin de s’assurer de la stabilité de la chaimgtidique de la pyoverdine.

La méthode d’isoélectrophorése utilisée est alerite par Koedarst al. (Koedam et
al, 1994). Un film support (gel Bio-Rad, réf. 17839 a été utilisé pour un gel
polyacrylamide 5 % (125 x 65 x 0,4 mm) contenars @@pholines (Byolyte 3/10, Bio-Rad),
qui développent durant I'électrophorese un gradienpHi de 3,5 & 9,3. La préparation des

gels et les conditions d’électrophorése correspanadex recommandations du fabricant. Les
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dépots sur le gel des échantillons (1 uL a 5 mMpye/erdine purifiée sur XAD, présente
dans le milieu de culture, ont ensuite été effectués bandes ont été visualisées sous UV et

leur point isoélectrique a été déterminé grace amargueur de pHi.

3. Prélevement des métaux en présence de pyoverdmeP. aeruginosaen

culture hydroponique, par L. esculentum

3.1. Germination et pré-culture en systéme hydropaque

Le systeme de culture utilisé pour I'essai biologiquété adapté a partir de celui congu
par Chaignon and Hesinger (Chaignon & Hinsinger0320 Les graines de tomates
(Lycopersicon esculentunv. Saint Pierre) ont été stérilisées avec dedHpendant 10 min
et rincées abondamment avec de l'eau ultra-pure.dgbaines ont ensuite été placees par
dispositif afin d’obtenir une « couverture » adéquasur le maillage (Figure 39A).
La pré-culture s’est déroulée en conditions hydrapees durant 13 jours (Figure 39B-C).

O
D -
o®

Solution nutritive orygénde Solutlon nutritive oiygénse

Figure 39 : Dispositif utilisé lors de la phase dgermination (A) et de pré-culture (B-C) deL. esculentum
cv. Saint-Pierre.
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Les 5 premiers jours correspondent a la phase dmimggion. Cette derniere est
effectuée dans une solution germinative composé&0@q.M de CaGlet 2 uM de HBOs.
Les dispositifs ont ensuite été placés a l'obséujisqu’'a l'apparition des premiers
cotylédons. La germination s’est déroulée en chardbrculture sous conditions contrblées a
70 % d’humidité, 16 h & 25°C et 8 h a 20°C de teaipée.

A partir du 6™ jour, la solution de germination a été remplacée yne solution
nutritive composée de 2 mM KNO2 mM Ca(NQ);, 1 mM MgSQ, 0,5 mM KHPQO,,
50 uM FeNaEDTA, 10 pM §BO3, 2 uM MnC}, 1 uM ZnSQ, 0,2 uM CuC{ et 0,05 uM
NaMoO,. Cette solution a été renouvelée tous les deuwsjduexpérience a été menée en
chambre de culture sous conditions contrélées hlée photopériode (flux de photons
300 umol photons. i s%), 25/20°C de température jour/nuit et 70 % d’hubéidi

3.2. Prélevement des contaminants métalliques paa pblante en

présence de pyoverdine ou dB. aeruginosa

Pour mener I'expérience, des groupes de 6 rép&itimt été formeés aléatoirement. Les
plants agés de 13 jours ont été exposés, en aamslitiydroponiques, pendant deux jours, a
différentes conditions. En effet, le milieu a étpgémenté avec (1) des smectites ou des
smectites contaminées en métal, (2) de la pyoverdinedes bactéries productrices de
sidérophoresp. aeruginosa(3) du métal libre. Des contrbles sans smectitmétal ainsi que

sans sidérophores ou bactéries ont été inclus rg-#f).

Tout d'abord, pour le prélévement par la plante pgasence de pyoverdine, les
parametres sont les suivants : pyoverdine a 50geldlmétaux a 1 uM (nickel ou cadmium)
et des smectites & 0,2 g.LL'absorption des métaux contaminants sur les Stesca été
réalisée en incubant les smectites et le métd, &4ant le début de I'expérience. Le milieu de
culture était composé de 2 mM de MES et 725 uM d@NGs),. Le pH de la solution a été
ajusté a 6,4. Les godets ont été placés sousiagitatice a un barreau magnétique (200 rpm)
(Figure 40).

Ensuite, pour les expériences de prélevement deéamorants en présence de bactéries
productrices de sidérophoreB, aeruginosaATCC 15692 (PAO1) a été utilisée. A partir
d’'une pré-culture en LB de 18 a 24 h a 30°C et sgistion (220 rpm), un milieu (CAA)
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carencé en fer a été inoculé et incubé sous agitd#20 rpm) durant 48 h. La culture a
ensuite été centrifugée (10 min a 8 600 g) et ladeax fois avec du milieu CAA. La
concentration bactérienne a été déterminée parrmegula densité optique a 600 nm. Les
échantillons ont été inoculés a®10FU.mL". La concentration en nickel était de 1 uM et
celle de smectite de 0,2 §'LLes essais ont été effectués dans un milieu CAMifié,
permettant la survie bactérienne et végétale (coitiposen g.I* : casamino-acides 5,0 ;
K>HPO, 1,18 ; MgSQ 0,25 ; tampon MES 0,39 et Ca(§)¢0,118 ; pH ajusté a 6,4). En fin
d’expérience, la production de pyoverdine a ét@rdéhée par mesure de I'absorbance a

400 nm et la population bactérienne a été estimedgrmbrement sur boite LB Agar.
= P. aeruginosa ou pyoverdine (50 uM)

@ Smectite (0,2 g.LY)
& Niou Cd (1 uM)
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Figure 40 : Conditions de culture testées.

A Tissue des deux jours de traitement, les plamit été récoltés, les racines et les

parties aériennes ont été séparées puis rincé&ualltra-pure (Figure 41).

Figure 41 : Séparation des racines et des partieg@ennes qui seront ensuite pesées.



RESULTATS | 229

3.3. Analyses des racines

L’analyse des racines consistant a la déterminateleur longueur, de leur diamétre et
de leur surface, a été realisée a l'aide du logi&nRHIZO (Regent Instruments Inc.,
Québec, Canada) (Arsenault et al, 1995). La preméitape a permis I'acquisition des images
des racines (Figure 42A). Pour ceci, les racingsétd déposées dans un bac rempli d’eau
ultra-pure puis étalées au maximum. Pour obtesirnheilleures images, WIinRHIZO a été
utilisé avec un scanner approuve, qui permet agiea d'étre éclairées au dessus et en
dessous pendant gu'elles sont scannées afin deer@dumaximum les ombres. Les images
obtenues ont alors été traitées grace au logiciaRWzo (Figure 42B). La répartition des

différents parameétres mesurés a alors été expemeéasses.
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Figure 42 : Analyses des racines. AAcquisition des images des racines par s@arlraitement des images
scannées grace aux logiciel WinRHIZO, permettaetrépartition des valeurs par classes.

3.4. Dosage des métaux contenus dans les plantes

Pour chaque traitement, les 6 répétitions ont @léatées et analysées séparément. Les
échantillons ont ensuite été peseés puis placédwvé (65°C) durant 48 h et ont été, a l'issue

de la dessiccation, a nouveau peses.

Les métaux ont été dosés a partir des échantipodelablement minéralisés. Pour la
minéralisation, la totalité des racines et desigmraériennes réduites en poudre a été
introduite dans chacune des bombes du minéralisategr échantillons ont été introduits
dans un réacteur en téflon. 8 mL d’'HNG5 % (v/v) et 2 mL d’'HO, 30 % (v/v) ont été



230 | CHAPITRE 8 - ...PRELEVEMENT PAR LA PLANTE...

ajoutés, selon le protocole préconisé par le fegmir du micro-onde (Milestone, Inc., USA),
I'H 2,0, ayant pour but de diminuer la formation des vap@iiriques. Le programme consiste
en 3 étapes : 10 min a 1 000 W (0 a 180°C), 10arirD00 W (180°C) et 20 min a 1 000 W
(ventilation). Le minéralisat a été repris dand’éau ultra-pure et ajusté a 25 mL dans une
fiole jaugée (Borkowska-Burnecka, 2000). Les cotragions en fer, en cadmium ou en
nickel ont été déterminées par ICP-AES (Libertyhyian, Inc., Palo Alto, California, USA
TY ULTIMA, Jobin Yvon, JY124), au laboratoire Sas Environnement a I'Institut National
Polytechnique de Lorraine, a Nancy. Une solutiontiféee (EU-H-2, SCP Science,
Courtaboeuf, France) a été incluse dans les arsatyseme controle.

3.5. Analyses statistiques

Afin de tester la pertinence des différentes vaegldéterminées (longueurs et surfaces
racinaires, teneurs en métaux, croissance baatérieindésorption du fer de la smectite et des
contaminants adsorbés sur le minéral), une analgseariance a été conduite a l'aide du
logiciel R. Lorsque 'ANOVA a conclu a une difféeram significative, les traitements ont été

sépareés en utilisant le test de Tukey (Tukey, 1951)

4. Mobilisation par la pyoverdine des contaminantsadsorbés sur les

smectites ou présents dans la structure cristallindes goethites

4.1. Désorption des contaminants adsorbés sur lamectites

La premiéere étape de 24 h sous agitation permfladalation des smectites. Pour ceci,
0,2 g.L* de smectite a été incubé dans 10 mL de tamporemant 2 mM de MES et 725 pM
de Ca(NQ),, le pH ayant été ajuste a 6,4. L'expérience aréddisée dans des tubes en
polypropyléne de 50 mL. Comme contréles, des spltes (sans argile) et des argiles (sans
pyoverdine), ont été inclus. La seconde étape spored a l'adsorption de 1 uM de
contaminants (nickel ou cadmium) sur les smectitk®e concentration initiale de 50 uM a
été ajoutée, correspondant a I'étape de sorptisncdetaminants. Apres 24 h d’incubation,
les échantillons ont été centrifugés (8 000 g, 2Qrmat les surnageants ont été filtrés
(0,22 pm). Pour mesurer les éléments par ICP-A&sSfjltrats ont été acidifiés a pH 1,0 avec
de 'HNO;s (70 %). 5 répétitions ont été réalisees.
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4.2. Mobilisation des métaux présents dans la strture cristalline des

goethites

Afin d’étudier la capacité de la pyoverdine a bdiger les métaux présents dans la
structure cristallines des goethites, 1 td'oxy-hydroxyde de fer a été placé dans 10 mL de
tampon contenant 2 mM de MES et 725 uM de Cajph®@ pH ayant été ajusté a 6,4. 50 uM
de pyoverdine ont été ajoutés. Des contrbles, ggdaerdine (sans goethite) et des goethites
(sans pyoverdine), ont été inclus. Apres 24 h dioation, les échantillons ont été centrifugés
(8 000g, 20 min) et les surnageants filtrés (0,20.Pour mesurer les éléments par ICP-AES,
les filtrats ont été acidifiés a pH 1,0 avec deitla nitrigue (HNQ 70 %). 5 répétitions ont

été réalisées.
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Il - Résultats et discussion

Les expériences ont été menées en culture hydrppensur des plants de tomate,
Lycopersicon esculenturtv. Saint-Pierre. Les premieres expeériences antrétlisées en
présence de pyoverdine purifiée, dans un milieiédada culture des plantes supplémenté
avec (1) des smectites ou des smectites contamaréesdmium ou en nickel, (2) de la
pyoverdine ou des bactéries productrices de sitdéreg et (3) du cadmium ou du nickel
libre. Des contrbles, sans smectites ou sans métawen absence de pyoverdine ou de
bactéries, ont été inclus. Au préalable, la st#bdie la pyoverdine au cours du temps a été

vérifié dans le milieu choisi.

1. Etude de la stabilité de la pyoverdine au coursultemps

Afin d'étudier si la diminution des quantités regts de pyoverdine en solution était
due a une dégradation de la molécule au coursndpst®u a son incorporation par la plante,
nous avons verifié la stabilité du sidérophore dartemps. Ainsi, la pyoverdine purifiée sur
résine Amberlite XAD-4 a été placée durant 10 jodess le tampon utilisé comme milieu de
culture pour les végétaux et composé de 2 mM de EiER 725 uM de Ca(N, dont le
pH est ajusté a 6,4. Aux différents temps de pegteant, des spectres d’absorbance et des
profils isoélectrophorétiques de la pyoverdine étét réalisés afin d’évaluer sa stabilité dans

le temps.

Si, dans la littérature, peu d’études ont été meséela stabilité de la pyoverdine, cette
derniere apparait cependant comme une moléculétplabile, en particulier lors de
variations de pH (Meyer & Abdallah, 1978), en presede lumiere (Eraso & Albesa, 1998),
d’acide ou encore d’oxygene (Budzikiewicz, 1993)erBgu’au cours de nos expériences,
nous n’ayons pas pu nous affranchir de ce derignpetre, nous nous sommes placés dans
un tampon ajusté a pH 6,4 qui a été constant duesnfl0 jours d’incubation. De plus,
I'expérience a été conduite a I'obscurité, tout ommles expériences de phytoremédiation

(godets recouverts de papier aluminium).

Concernant les mesures d’absorbance de la pyoeemtinbée en présence du tampon
composé de MES et Ca(N)@ aucune variation n'est observée au cours du tgiFigsire

43A). En effet, tous les spectres réalisés a 042 7 et 10 jours d’incubation ont une allure
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similaire. Ainsi, méme aprés 10 jours d’expériente, chromophore, qui confere les
propriétés de couleurs et de fluorescence a la pgmes (Demange et al, 1990 ;

Wendenbaum et al, 1983), n’est pas dégradé.
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Figure 43 : Etude de la stabilité de la pyoverdingroduite par P. aeruginosaPAO1 au cours du temps,
dans un tampon ajusté a pH 6,4, contenant 2 mM de BB et 725 de uM Ca(NG),. A. Spectres
d’absorbance de la pyoverdi(igQ, rouge ; 2 j, bleu ; 4 j, vert ; 7 j, gris € ]| violet). B. Evolution des profils
isoélectrophorétiques de la pyoverdine au courethps. Le témoin correspondant a la solution desgygbine
non incubée.

La migration par IEF (isoélectrophorese) permebd@rvation de trois bandes distinctes
(7,25 - 7,4 et 8,8) pour les différents temps diimation (Figure 43B). Une premiére bande, a
un pl de 7,25, une seconde a 7,4 et enfin, unaaterpossédant un pl de 8,8, sont visibles.
Ces différentes bandes correspondent aux diffésergeformes de la pyoverdine de
P. aeruginosaPAQ1, l'acide succinique, le succinamide et I'ahg@hoglutarique (Meyer,
2000). Bien que tous les échantillons présentestiroés bandes, des variations d’intensités
sont présentes au cours du temps. En effet, lacbamgbl le plus élevé, de forte intensité pour

le témoin et lors du premier jour d’incubation,tgaue dés le deuxiéme jour pour n’étre que
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tres faible en fin d’expérience. A linverse, lande migrant a un pl de 7,4 s’intensifie
légerement au cours du temps alors que l'intertgtda troisieme bande ne varie pas. Ces
observations suggéerent la disparition d'une desoisués de la pyoverdine, au profit de

I'apparition d’'une nouvelle.

Dans la littérature, aucune donnée n’existe comeerta chélation du fer par les trois
isoformes. En revanche, le radical R n’intervenpas dans la complexation du fer, ces
différentes isoformes doivent trés certainemerdrfie fer avec la méme efficacité. Ainsi, la
pyoverdine apparait stable au cours de temps,-vis-des propriétés de chélation du fer qui
nous intéresse dans cette étude, malgré les matibins des isoformes observées durant les

10 jours d’incubation.

2. Suivi de la quantité de pyoverdine au cours degxpériences de

prélevement de cadmium et de nickel

Pour les expériences de préléevement de cadmium eowickel en présence de
pyoverdine, la concentration initiale du sidéroghest de 50 uM. A lissue des deux jours
d’exposition des végétaux, les milieux de culturg été centrifugés et la quantité de

pyoverdine restante a été estimée par mesurelwsoaance a 400 nm.

Il apparait qu'a lissue des deux jours d’expositien absence de smectite, une
diminution d’environ 3 % de la concentration inidiade pyoverdine est observée lors de
I'expérience de phytoremédiation du cadmium, tarmglis la diminution observée lors de
I'expérience en présence du nickel est d’environ %5(données non présentées). La
difféerence entre ces expériences menées sur lesrdétaux peut s’expliquer en partie par
une croissance inférieure des plantes utilisées lgacas de la phytoremédiation du cadmium,
plantes pourtant du méme age en début d’expéri@e@lus, la diminution des quantités de
pyoverdine durant les deux jours d’exposition paiirétre due, non pas a sa dégradation,
comme nous avons pu le vérifier mais a sa possibtaporation par la plante. En effet, dans
la littérature, il a déja été montré que la pyoirerdde Pseudomonas fluorescerigait
incorporée dans les racineAdabidospis thalianasuggérant ainsi I'acquisition, par une voie
encore inconnue, du complexe pyoverdine-fer parrdesnes de la plante (Vansuyt et al,

2007). Il en serait de méme chez la tomate.
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Lors des mesures effectuées sur les solutions @ygeménu les smectites contaminées
par les métaux, une diminution d’environ 38 % estenlée pour les deux métaux, suggérant

gu’'une partie de la pyoverdine doit étre adsorhedes argiles.

3. Croissance bactérienne et production de pyovendk lors des expériences

de prélévement du nickel en présence d& aeruginosa

A la fin de l'expérience de prélevement du nickel grésenceP. aeruginosa la
croissance bactérienne a été estimée par dénonmirenremilieu gélosé LB et la production
de pyoverdine a été déterminée par mesure de fadmsoe a 400 nm sur les milieux de

culture des végétaux (Figure 44).
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Figure 44 : Croissance deP. aeruginosaet production de pyoverdine dans différentes contions, apres
deux jours d'exposition en présence dé. esculentumcv. Saint-Pierre dans le milieu CAA modifié.Les
smectites sont présentes a une concentration deg.02et le nickel & 1 pM. Les valeurs représentent la
moyenne * la déviation standard des 6 répétitiange® lettres different pour les valeurs présenides
différences significatives (ANOVAR < 0,001 ; test de Tukey < 0,05).

Initialement, le milieu de culture végétale a étéculé a 1® UFC.mL™. Il apparait
qgue la présence de nickel et de smectite ne pertpals la croissance des bactéries, étant
donné gu’'une croissance d’environ un log est oléserEn effet, a I'issue des deux jours

d’incubation avec les plantes, la populationRdeeruginosaetrouvée est similaire pour les
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différentes conditions, néanmoins, seules les bast@lanctoniques ont été dénombrées. En
présence de la plante, ainsi qu'en présence ddalstepet du nickel, la production de

pyoverdine présente dans le milieu est de I'orédr&% uM tandis que la présence de smectite
réduit la synthése de ce sidérophore, ou en absambepartie. Si lors des expériences
réalisées dans le chapitre précédent (articlegsil apparu qu'en présence de smectite a
0,2 g.L'*, la production de pyoverdine n’était pas diminuiéese peut que la différence

observée soit due a l'agitation qui varie entredmsx types d’expériences, modifiant ainsi le
contact entre les smectites et les bactéries. D& pbmme nous le verrons par la suite, un
biofilm visuellement plus important se forme autales racines pouvant emprisonner la

pyoverdine.

4. Formation d’un biofilm bactérien autour des raches deL. esculentum

A lissue des deux jours d’exposition des plantsaieates a différentes conditions, il a
été remarqué qu’un biofilm était présent autour i&Eines, en présence &e aeruginosa
(Figure 45B-C), tandis qu’en absence de bactéigu(é 45A), aucune structure de ce type
n'est observée. Bien que la quantification du biofn’ait pas été réalisée, la présence de
smectite semble favoriser la formation d’un biofias important, résultat déja observé dans
le précédent chapitre, en absence de végétauxléartEn effet, la présence du minéral
permet une augmentation de la surface d’échangmsit I'établissement des bactéries et la
formation de biofilm.

oA

L

Figure 45 : Formation d'un biofilm autour des racines des plants de tomate aprés deux jours d'expositi
dans un milieu CAA modifié. A. En présence de smectite (0,2 9.let en absence de. aeruginosaB. En
absence de smectite et en présende.deeruginosaC. En présence de smectite (0,29.ket en présence d&
aeruginosales fleches noires indiquent du biofilm.
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Les procaryotes interagissant avec les plantes gmuavoir des roles divers
(pathogénes, commensaux ou mutualistes) s’accorapaff@équemment de la formation d’'un
biofilm (Danhorn & Fuqua, 2007). En effet, si leobontrdle Bacillus subtilisforme un
biofilm sur les racines &rabidopsis thaliandes protégeant des bactéries Gram négatives en
limitant les sites d'infectionP. aeruginosapeut, quant a elle, former un biofilm sur les
racines dA. thaliananon bénéfique et méme pathogene, tuant les plant&sjours (Bais et
al, 2004 ; Walker et al, 2004). Dans notre étudeuae mortalité des plants de tomate n'a été
observée. Cependant, I'expérience ayant été canduié sur deux jours en présencePde
aeruginosanous ne pouvons conclure quant a un éventuelpdileogene, dans le cas d’'une

exposition prolongée.

5. Influence de la pyoverdine et d®. aeruginosasur la croissance végétale

A lissue des deux jours d’exposition, les plargest récoltées, les racines, d’'une part,
et les parties aériennes, d’autre part, sont séchais pesées (Tableau 14). L'expérience
ayant été menée sur deux jours, peu de differesoes attendues. Majoritairement, la
smectite et les métaux n’influencent pas la croissades parties aériennes et des racines.
Néanmoins, le cadmium, lorsqu’il est présent samisde milieu semble inhiber la croissance
racinaire des plants de tomate. En accord avecéategentes études impliquant le cadmium,
cet élément non essentiel est connu pour inhib&origation racinaire et influencer
'anatomie des racines (Lux et al, 2011), tandi® d@ biomasse des feuilles n’est pas
significativement réduite (Pahlsson, 1989). En ¢emés de smectite, le cadmium,
majoritairement adsorbé sur le minéral, n'a pasnpact sur les racines. De méme, la
pyoverdine, en complexant ce métal protégeraitrdesnes. La présence de aeruginosa
semble, quant a elle, défavoriser la croissanceage mais n'a aucun effet sur les parties
aériennes. De facon surprenante, la majorité defestde phytoremédiation, assistée par des
bactéries, signale une stimulation de la biomaskedt al, 2009). En effet, en présencePde
aeruginosaSinha et Mukherjee (Sinha & Mukherjee, 2008) amtstaté une augmentation de
la biomasse végétale des plants de concombre Rtagsicacées. De méme, une stimulation
de la croissance de plants de tomate est obsenvéprésence de bactéries telles que
Methylobacteriunmsp. ou deBurkholderiasp. (Madhaiyan et al, 2007). Cependant, outre le
fait d’étre réalisées sur des temps d’expositiars pbngs (15 a 45 jours), ces expériences se
déroulent toutes en sols dont les compositions difigrentes de celles du milieu de culture

hydroponique. Ainsi, les bactéries ont notammentgmare disponible le phosphore insoluble



Tableau 14 : Influence de la pyoverdine ou d@. aeruginosasur la masse séche en mg des racines et des paré€riennes ded.. esculentumcv. Saint-Pierre en
présence de différentes conditiond.es expériences en présence de pyoverdine ontalié&es en milieu contenant du MES et Cafpl@andis que les expériences en
présence de bactéries ont été réalisées en mikdur@odifié. Les valeurs représentent la moyenna fiéviation standard des 6 répétitions et lessketiifferent pour les
valeurs présentant des différences significatig@sgVA, P < 0,001 ; test de Tukey < 0,05).

Traitements
Milieu Pvd / Bactéries Smectite Métaux Smectite-mét  aux Metaux ,+. Pvd/ Smectlte—melta_ux
Bactéries + Pvd / Bactéries
Cd (Pvd)
Racines  17.33+2.25% 17.65 + 7.84% 14.60 +1.71"° 11.28 +2.25° 20.90 + 3.65% 24.02 + 3.20% 21.73 +2.79%

Parties aériennes

Ni (Pvd)
Racines
Parties aériennes

Ni (Bactéries)
Racines
Parties aériennes

146.15 + 24.08%

21.22 +3.74°
174.96 + 8.23°

36.73 + 7.51*
287.30 + 24.61°

101.99 + 4.47°

23.44 +2.382
262.90 +11.83°

21.15 + 3.83"
261.10 + 60.80°

138.21 + 22.80%

19.6 + 1.59°
180.83 + 39.23°

41.72 +9.20°
310.57 + 85.61°

128.21 +19.24%

24.60 + 4.30%
277.48 +27.81%

37.82 +6.00°
273.6 + 53.58°

130.11 +22.8%

24.60 + 4.60%
183.94 +30.03%

34.50 + 8.39"™
236.42 + 42.86°

145.12 +17.61°%

19.05 + 3.24°
189.50 + 32.96*

23.28 + 9.86*°
232.73 +16.61°

133.33 +24.22%

17.75 + 2.09°
196.32 + 30.62°

18.22 +7.14°
257.05 + 40.20°




grace a des réactions d’acidification, de libératitatides organiques (Chung et al, 2005) et
ainsi favoriser la croissance des végétaux. De gius biofilm entourant les racines semble
favoriser la croissance de la plante héte (Lugtembeal, 2001), les plants de tomate de notre

étude en présentent, a I'inverse, une croissariégenre.

6. Influence de la pyoverdine sur les longueurs &s surfaces racinaires

Apres avoir étudié l'influence de la pyoverdine $arbiomasse végétale, nous nous
sommes également intéressés aux longueurs et atecesi racinaires lors d'un stress
métallique. Les longueurs, les diamétres et lefases des racines ont été mesurés, apres
avoir été scannées et les résultats traités gratmgaiel WinRHIZO (Arsenault et al, 1995).
Seules les racines de I'expérience de phytoreniédidu nickel assistée par la pyoverdine
ont été utilisées et l'utilisation de WinRHIZO arpes de classer les deux parametres étudiés

par classes de diametre (Figure 46).

A l'issue de cette analyse, il apparait que legnescdont le diameétre est le plus faible
constituent celles les plus abondamment retrouffés®grammes blancs), quelles que soient
les conditions de culture. A linverse, les raciras diameétre supérieur a 2 mm sont peu
représentées. Ces observations pouvant s’expligoErmment par 'dge peu avancé des
cultures. Globalement, aucune différence signifieah’est observée en ce qui concerne les
longueurs totales et les surfaces racinaires ectitondes différents traitements. En effet, les
racines ayant un diametre compris entre 0,05 emndySprésentent toutes des longueurs et des
surfaces racinaires du méme ordre de grandeur $efotraitements. Néanmoins quelques
légeres différences peuvent étre observées poynldetes ayant subi des traitements « Ni +
Pvd » ainsi que « Smectite-Ni + Pvd ». Pour catiesine diminution de la longueur totale et
de la surface des racines est observée pour lesettes compris entre 0,5 et 1 mm. De
méme, les racines plus épaisses (diamétre supé&i2unm), ne sont retrouvées que dans le

milieu seul et en présence de pyoverdine.

Si, dans notre étude, la pyoverdine ne semble masvenir dans la protection des
racines soumises a un stress métallique, la littérdait plutdt état, en cas de contamination,
d’'une stimulation de I'élongation racinaire en mrése de bactéries, mais ceci sur des durées
d’exposition plus longues (15 a 25 jours) (He et 2009 ; Ma et al, 2009 ; Sinha &
Mukherjee, 2008). Par exemple, la présenc® daeruginosadans un sol polycontaminé en

cadmium et en plomb stimule I'élongation des ragide facon significative (He et al, 2009).

RESUL
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Ainsi, il semblerait que si des métabolites baet&iont un réle au niveau des racines, la
pyoverdine n’interviendrait pas ou alors pas consea facteur. Parmi les métabolites cités
dans la littérature, l'acide indole-3-acétique,glament synthétisé par les bactéries de la
rhizosphere, favoriserait I'élongation des racifiPatten & Glick, 1996). De plus, il a
également été montré que la majorité des Pseudatasrassociées aux racines favorisaient
leur croissance en formant d’'importants biofilmsoautdes racines (Lugtenberg et al, 2001 ;
Ramey et al, 2004).

05 < diamétre < 0,2 mm
;2 < diameétre < 0,5 mm
5 = diamétre < 1 mm
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Figure 46 : Influence de la pyoverdine sur la longeur totale (A) et la surface des racines (B) de.
esculentum cv. Saint-Pierre cultivé deux jours sous différentstraitements. Les valeurs représentées
correspondent aux moyennes * la déviation standasl 6 répétitions et les lettres au-dessus de ehaqu
histogramme représentent les différences signifieat (ANOVA, P < 0,001 ; test de Tukey < 0,05).



7. Influence de la pyoverdine et de P. aeruginosarsles prélévements en

nickel, en cadmium et en fer par les plants de tonte, en hydroponie

A l'issue des deux jours d’exposition, les préléeats en cadmium et en nickel par les
racines et les parties aériennes des plants dedpmativés sous différentes conditions, ont
ete déeterminés par ICP-AES (Figure 47).

Aussi bien pour le cadmium que pour le nickel eéspnce de pyoverdine ou de
P. aeruginosales gquantités en métaux prélevés sont plus irapta$ dans les racines que
dans les parties aériennes (Figure 47). En eHsttdneurs en métaux accumulées dans les
racines sont de I'ordre de la centaine de mij.lg masse séche alors que dans les parties
aériennes, les concentrations en métaux sont diizane de mg.kjde masse séche. En
présence de pyoverdine, a concentration égale ¢al,na teneur en nickel dans les parties
aériennes est légerement supérieure a celles végsyour le cadmium. Dans la littérature, il
a eté montré que le prélevement et la translocdtiocadmium dans les parties aériennes sont
moins efficaces par rapport a des métaux tels guneckel ou le zinc (Page & Feller, 2005).
De plus, I'ajout, aussi bien de pyoverdine que detdries, réduit de facon significative les
guantités en métaux accumulées dans les racines garties aériennes, a I'exception du
nickel, qui dans ces derniéres, en présence dérlesstne modifie par le prélevement. En
effet, en présence de pyoverdine, les teneurs @miaan et en nickel dans les racines sont
respectivement de l'ordre de 75 et 50 mi.lkdp masse séche, tandis qu'en absence de
pyoverdine, les teneurs sont de I'ordre de 2000 rhg.kg. De méme, en absence de
P. aeruginosala teneur en nickel dans les racines est derBod# 300 mg.k§ de masse
séche, mais, en présence de bactéries que de 4@ 'm@es résultats indiquent que la
pyoverdine ou les bactéries productrices de sidémsh réduisent le prélevement de

cadmium ou de nickel par les racines et leur accatoul dans les plants de tomate.

Dans la littérature, a I'inverse de nos observetjale nombreuses études menées en sol
ont montré une augmentation des prélévements ereats traces métalliques en présence de
bactéries. Récemment, Braed al. (Braud et al, 2009c ; Lebeau et al, 2008) ont nmis e
évidence que l'inoculation de mais [paraeruginosaugmentait I'incorporation de chrome et
de plomb dans les parties aériennes de la platdagn similaire, le réle des sidérophores
produits parStreptomyces tenda#dans I'accumulation du cadmium par le tournesokéa €

étudié (Dimkpa et al, 2009b). Cette étude a mogtr& la présence de sidérophores pouvait

RESUL



242 | CHAPITRE 8 - ... PRELEVEMENT PAR LA PLANTE...

réduire la toxicité du métal dans la bactérie atparalléle, faciliter I'incorporation par la

plante.
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Figure 47 : Effet de la pyoverdine (A-B) et dé°. aeruginosa(C) sur I'incorporation du cadmium (A) et du
nickel (B et C) par L. esculentumcv. Saint-Pierre, en condition hydroponiqueles quantités de métaux ont
été déterminées dans les parties aériennes (lastoges verts) et dans les racines (histogrammeg@yapar
dosages en ICP-AES. La présence de pyoverdine diactéries est représentée par des hachures. leessva
présentées sont les moyennes * la déviation sthuliar6 répétitions et les lettres correspondentldférences
significatives (ANOVA,P < 0,001 ; test de Tukdy < 0,05).
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Par ailleurs, conformément a notre étude, il arvégéen évidence que l'inoculation avec
des bactéries de type PGPR diminuait I'incorporaties éléments traces métalliques. En
effet, en présence d& aeruginosalincorporation du cadmium est diminuée jusqu'a%7
chez des Brassicacées et des Curcubitacées (Sifiakkerjee, 2008), ou encore chez le
haricot mungo (Ganesan, 2008). Kuffregral. (Kuffner et al, 2008) ont également observé
une diminution de I'incorporation du cadmium etzinic par le saule, en présence notamment
de Pseudomonasp. et deStreptomycesp., toutes deux productrices de sidérophores. Des
plants de tomates, en présenceMaghylobacterium oryzaet deBurkholderiasp., présentent
une incorporation du cadmium et du nickel inféreearcelle des plants seuls. L'explication la
plus probable de ces observations serait une riédudes effets phytotoxiques des métaux
par les bactéries qui empécheraient le préleverdent éléments traces métalliques par
différents mécanismes bactériens tels que leurct@pde biosorption ou de bio-accumulation
(Zaidi et al, 2006).

En paralléle de la détermination des élémentsacoiniints, la teneur en fer a également
éte déterminée dans les parties aériennes et emmadines des plants de tomate. Cependant,
les tests statistiques effectués sur les résulatgvelent aucune différence significative selon
les conditions d’exposition (données non présenhtdéssi, dans notre étude, la présence de
pyoverdine ou de bactéries productrices de sidéregh@améliore pas les prélévements en
fer par la plante, a l'inverse de ce qui a été momtans la littérature. En effet, des
sidérophores tels que les hydroxamates produitsSpraptomyces tendamu la pyoverdine
synthétisée pdP. fluorescensfavorisent I'incorporation en fer, en absencesolprésence de
stress métalliques, respectivement chez le tourme¢sobbidopsis thaliangdCline et al, 1984;
Dimkpa et al, 2009b ; Vansuyt et al, 2007).

Concernant ces différents résultats, il est foobpble que les complexes pyoverdine-
métaux ne puissent traverser les plasmalemmes,ice@it défavorable a I'adsorption des
métaux. En effet, les ions métalliques, complexés @yoverdine, seraient moins facilement
prélevés que les ions libres. Ainsi, la pyoverdiree faciliterait pas le prélevement par la

plante, mais a l'inverse, I'empécherait.
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8. Complexation in-vitro des contaminants présentdans les minéraux par

la pyoverdine

Si le rble des sidérophores tamt que chélateurs de fer est bien admis, noussavo
dans le chapitre 3 que les travaux de Braudl. (Braud et al, 2009b) ont montré que les
sidérophores produits pd?. aeruginosa la pyoverdine mais également la pyochéline,
complexaient de nombreux métaux tels qu& ACd*, CF*, CF#*, CU*, HF", Ni?*, P et
Zn**, rendant ces molécules trés intéressantes pontu@liement solubiliser les métaux dans
le sol. Néanmoins, l'utilisation de la pyoverdine siétant pas montrée efficace dans les
expériences de prélévement des métaux en présermm@derdine ou dB. aeruginosanous
avons voulu étudier le role exact de la pyoverdiams la solubilisatiorin-vitro des
contaminants adsorbés sur les smectites ou sulmstiasaatomes de fer dans les goethites.

8.1. Rdle de la pyoverdine dans la désorption desrtaminants adsorbés

sur les smectites

La pyoverdine n'ayant pas favorisé les prélevesgndr la plante, nous avons
déterminé si celle-ci était capable de mobilisercé&lmium et le nickel adsorbés sur les
argiles. Ainsi, les smectites & 0,2 g.&t les contaminants & 1 LM ont été incubés erepcés
de pyoverdine a 50 uM dans un tampon contenant 2d@MIES et 725 uM de Ca(NJp, a
un pH ajusté a 6,4. Aprés 24 h d’incubation avegyaverdine, les échantillons ont été
centrifugés et la teneur en métaux présents damsellgion a été mesurée par ICP-AES
(Figure 48).

A l'issue des dosages, il apparait que la pyowergiermet une dissolution significative
du fer structural des smectites, confirmant lesltats obtenus dans le chapitre précédent. En
effet, a l'issue des 24 h d’incubation en préseteeyoverdine, environ 1 uM de fer est
retrouvé dans le milieu tandis qu’aucune traceed@’est détectée en absence du sidérophore.
Néanmoins, son rble dans la désorption des métantaminants immobilisés sur les argiles
est moins marqué. Tout d’abord, si 1 uM de métatéaincubé en présence de smectite,
environ 0,35 uM est retrouvé en solution en absele@yoverdine. Ainsi, le nickel et le
cadmium ne semblent pas adsorbés en totalité susneectites. Ensuite, si la pyoverdine
accroit la désorption du nickel, elle n’a aucureefur celle du cadmium. Cette différence

pourrait étre due a une différence d’adsorptionabegaminants sur la smectite.
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A lissue de cette expérience, il apparait queyaverdine, si elle est capable de
mobiliser le fer structural des smectites, ne caxplpas ou peu les métaux contaminants
adsorbés sur les smectites. Si ces résultats @ssatexpliquent pas I'absence de différence
significative dans les prélevements en fer, ilsrmoant néanmoins justifier, en partie, le fait

gue la pyoverdine n'améliore pas les prélevemeatdgoplante en métaux contaminants.
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Figure 48 : Désorption du fer structural des smectes (hachuré) et des métaux adsorbés sur ce minéral
(Cd, blanc ; Ni, gris) par la pyoverdine.La smectite (0,2 g.t) et les contaminants (1 pM) ont été incubés en
absence ou en présence de pyoverdine (50 pM) dartanopon contenant 2 mM de MES et 725 pM de
Ca(NG),. Apres 24 h d'incubation avec la pyoverdine, lebaftillons ont été centrifugés et les teneurs en
métaux déterminées par ICP-AES. Les valeurs représeles moyennes + les déviations standard des 5
répétitions et les lettres indiquent les différensignificatives (ANOVAP < 0,001 ; test de Tukey < 0,05).
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8.2. Rdle de la pyoverdine dans la solubilisationudfer et des métaux

présents dans la structure cristalline des goethite

Afin de tester la capacité de la pyoverdine a niediilles métaux présents dans la
structure cristalline des goethites, 1 §des différents oxy-hydroxydes de fer ont été idsub
dans un tampon contenant du MES et du Cajpén absence ou en présence de 50 uM de
pyoverdine purifiée. La teneur en métaux présentss da milieu a lissue des 24 h

d’incubation a été déterminée par dosages en ICE{&igure 49).

D’'une facon tres reproductible, I'ajout de pyoveslisur les différentes goethites
permet d'augmenter d'un facteur 100 la dissolutdun minéral (histogrammes bleus)
atteignant des concentrations de 2,6 a 9,1 pM dedissous dans le milieu. Ces
concentrations correspondent aux besoins nutrigieren fer de la plupart des bactéries. Dans
la littérature, I'ajout d’une concentration simitaide sidérophores de type DFOB sur 2,5'g.L
d’'une goethite pure a permis la dissolution d’eowib UM de fer, aprés 24 h d’incubation
(Reichard et al, 2007). Ces différentes observatioiennent confirmer le role de la

pyoverdine dans la dissolution des minéraux.

La pyoverdine semble également complexer I'alunmmjurésent au sein de la goethite
(histogramme rose), observations cohérentes awecékultats obtenus précédemment par
I'utilisation de souches mutantes (chapitre 7,iparft). La goethite substituée en aluminium
présente un profil de dissolution qui se différendies autres goethites. Néanmoins, la
pyoverdine n’'aurait aucun effet sur la mobilité chdmium (histogrammes jaune et orange)
ou du nickel, quel que soit le pourcentage de gubish au sein de la goethite (histogrammes
verts). En effet, une quantité similaire de mésdlretrouvée en présence ou en absence de
pyoverdine, quantité plus élevée gque celle enGemme nous I'avons vu précédemment, la
goethite substituée en cadmium présente une susfasgfique importante (99,3%gY), ce
qui peut expliquer I'importante quantité de cadmiswiubilisé (95,6 uM). En ce qui concerne
le nickel, la quantité solubilisée a partir de teethite substituée a 9,07 % (78,2 uM) est 10
fois supérieure a celle retrouvée pour la goethites faiblement substituée (6,9 uM), la
goethite la plus fortement substituée possédargenciant la plus faible surface spécifique
(29 nf.g™). Norrish et Taylor (Norrish & Taylor, 1961), airgie Jeanrowt al. (Jeanroy et al,
1991) ont montré que plus le taux de substitutisinimportant, plus la dissolution par des
agents chimiques, tels que le citrate, diminue. Déesultats différents sont obtenus en
présence d’agents biologiques chélatants, commsidiésophores. De plus, la présence de
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chrome ou d’aluminium dans des goethites synthé&igliminue de facon importante la
dissolution du fer par réduction bactérienne (Betrsine et al, 1999). Dans notre expérience,
quelque soit le métal substituant le fer, la quardolubilisée de ce dernier ne varie pas. Ces
hypotheéses devront étre confirmées en analysantnparoscopie électronique (EDAX,

Energy dispersive X-ray spectroscopy) la distritmutdes métaux substituant le minéral qui

pourrait également étre hétérogéne.

La pyoverdine ayant une trés forte affinité pourfde (10> M™ Albrecht-Gary et al,
1994), cette derniére lierait préférentiellementnsétal, au détriment du cadmium et du
nickel, pour lesquels les affinités sont bien ghibles. Nous ne disposons malheureusement
pas de telles données pour I'aluminium qui jugtient la solubilisation dépendante de la

pyoverdine comparée a celle indépendante des pid@res des deux autres métaux.

Ainsi, de fagon similaire aux résultats obtenus daumobilisation du cadmium et du
nickel sur les smectites, la pyoverdine ne permastlp solubilisationn-vitro de ces métaux
dans la structure cristalline des goethites. Néamsncelle permettrait la mobilisation de
'aluminium, suggérant une meilleure affinité poce métal et la possibilité d’étudier ce

contaminant dans de futures expériences de phyéalietion assistée.
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Figure 49 : Solubilisation des métaux présents dankes goethites par la pyoverdineles différentes
goethites 1 g.E sont incubées en absence ou en présence de pymverdi0o pM en milieu MES-Ca(NR.
Aprés 24 h d’incubation, les échantillons sont damgés et les teneurs en métaux présents damgugos sont
mesurées par ICP-AES. Sont représentés en bleteresirs en fer, en rose, celles en aluminium,aeng-
orange, les quantités de cadmium et en vert, celiesickel. Les histogrammes clairs correspondemt a
échantillons sans ajout de pyoverdine tandis gaecteileurs foncées, aux teneurs mesurées en peédenc
pyoverdine. Les valeurs représentent les moyennkss fléviations standards des 5 répétitions etekbes
indiquent les différences significatives (ANOVR< 0,001 ; test de Tukdy < 0,05).
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1. Echantillon de sol

Le sol utilisé lors des expériences a été prélevavel 2009 dans le bassin d’orage de
Rouffach, a 20 km de Colmar. Il a été séché a, laitempérature ambiante, puis tamisé a
2 mm. Une analyse de sol a été effectuée par wdadire d’analyse des sols de I'INRA
d’Arras (Tableau 15). Il s’agit d’'un sédiment cateade texture limono-argileuse dont la
teneur en matiére organique est faible. Sa tenewuire est étonnamment peu élevée. Une
contamination artificielle a été réalisée (févrafrl0) au CuClafin de rapprocher sa teneur
totale en Cu de celles couramment observées emasstdi et sols viticoles, soit 400 mg Cu.kg
sol sed (476 en réalité aprés dosage ICP-AES). Une co-mungdion au Cd (CdG) a été

réalisée, au méme moment, de maniére & ameneresa tetale en Cd & 5 mg:kgle sol sec.

Tableau 15 : Analyse du sol utilisé dans cette étad

Argile Limon  Sable MO Ctaol f;ge CIN CEC PHeaw Total Cu  Total Fe
(9 kg™ (cmol. kg™) (mgkg™) (g 100g)
206 247 254 4,1 287 3,08 13,6 8,07 36,1 3.2

2. Cinétigue de mise en solution du cadmium et duutvre associés a la

phase solide en présence de pyoverdine

Afin d’estimer les cinétiques de mise en solutios deétaux contaminants, le cuivre et
le cadmium, associés a la phase solide, en présenee absence de pyoverdine, nous avons
réalisé des mesures moyen de DGT (Diffusive Gradrerthin films) (Davison & Zhang,
1994). Pour cela, 5 g de sol sec ont été répartis das opercules plastiques (Figure 50A),
puis ont été humectés grace a 2,5 mL d’eau ultra puincubés durant une semaine a 20°C
avant le début de I'expérience. A l'issue de cep®nsur certaines galettes ont été ajoutés
250 nmoles de pyoverdine par gramme de poids sesédinent, puis les DGT ont été
disposées sur les galettes de sol, sur une pédedeosition allant de 4 a 96 h, selon le
protocole décrit par Ciffroy (Ciffroy et al, 2011)es unités DGT utilisées sont constituées

d’'une couche de résine chélatante de 0,4 mm (Cli€lex®), séparée de I'échantillon par
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une couche de gel perméable (gel polyacrylamidep,8emm et d’'un filtre de 0,13 mm
(nitrate de cellulose) (Figure 50B). A lissue demps d’exposition, les métaux accumulés
dans la résine ont été élués avec 1 M d’HNMDis dosés par spectroscopie d’absorption
atomigue (Solaar M6). Les flu¥§st) de métaux au sein des DGT ont été calculés a part
masses de métaux accumulk®, (de la surface de résine exposée (3,14 cm) et du temps
d’exposition ¢), en utilisant I'équation suivante :

Foetr =M/ (Al

B Dispositif DGT

Galette de sol

Figure 50 : Dispositifs utilisés lors de la cinétige de mise en solution du cadmium et du cuivre asgés a
la phase solide. AGalette de sol formée de 5 g de sédiment dans percue plastiqueB. Schéma d’un
dispositif DGT.

3. Influence de la pyoverdine sur les prélevementn cadmium, en cuivre

et en fer par les plants de tomate, en sol contangén

Afin d'étudier l'influence de la pyoverdine sur lepréléevements en métaux
contaminants et en fer par les plants de tomatssegpériences ont été réalisées en galettes
de sol. Le sol, trop argileux, a été allégé pasalie dans un rapport 2/1. Le sol a été incubé
une semaine en chambre de culture. A lissue di&e c@maine, les graines de tomate,
Lycopersicon esculentuav. Saint-Pierre ont été disposées sur le sol. éneaine apres leur
germination, la pyoverdine a été ajoutée tous Igsubs, durant 20 jours, a une teneur de
169 nmole.g de sol. La teneur en pyoverdine a été fixée pppad & des expériences
préliminaires montrant un effet net de la pyoverdinela solubilité du cuivre dans notre sol a
partir de 120 nmoles de pyoverdine par gramme tlessesn Chaque jour, les pots ont été
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ré-humectés a raison d’l mL. L'expérience a été menéchambre de culture sous conditions
contrdlées : 16 h de photopériode (flux de pho®®@ pmol photons. th s?), 25/20°C de
température jour/nuit et 70 % d’humidité. A la riéeples parties aériennes ont été coupeées,
pesées puis placées a I'étuve (65°C) durant 48 dnietté, a l'issue de la dessiccation, a
nouveau pesées. Les racines, quant a elles, ordéadtgérées sur tamis en déstructurant le sol
sous la pression du robinet d’eau distillée. Lesness fraiches, non pesées, ont été placées en
Falcon 50 mL pour leur lavage. Celui-ci, qui a gtélisé en chambre froide (4°C), était
constitué de 4 étapes (a raison de 20 mL par sgstaamnaire) : 10 min dans I'eau ultra-pure,
10 min dans Cagl 100 mM, puis 10 min dans 'EDTA 10 mM, a pH &afin 10 min dans
I'eau ultra-pure. Apres lavage, les racines onty&pghilisées puis pesées. Les métaux ont été
dosés a partir des échantillons préalablement alisés, suivant le méme protocole que

décrit dans la partie précédente.
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Il - Résultats et discussion

1. Cinétigue de mise en solution du cadmium et duut/re associés a la

phase solide en présence de pyoverdine

Aprés exposition des DGT sur un sol contaminé ére400 mg.kg de sol sec) et en
cadmium (5 mg.kg de sol sec), en absence ou en présence de 258sdepyoverdine par
gramme de poids sec de sédiment, les métaux acésrdahs la résine ont été élués par une
solution a 1 M d’HNQ et les teneurs ont été déterminées par spectiesdagdbsorption
atomique (Figure 51A et C). Les flux de métaux Merslispositif DGT ont également été

calculés (Figure 51B et D).

En ce qui concerne la mise en solution du cadmitichuecuivre associés a la phase
solide, une accumulation de ces deux métaux damsilae a été observée, confirmant le bon
déroulement de l'expérience (Figure 51A et C). Ptag deux métaux contaminants,
'accumulation n’est pas linéaire en fonction dumps, indiquant ainsi une limitation
cinétique de la mobilisation du cadmium et du amigepuis la phase solide. De plus, cette
observation est renforcée par des flux moyens diey@Ement DGT qui décroissent au cours

de I'exposition.

En ce qui concerne linfluence du traitement pyduss, nous pouvons remarquer
gu'aucune différence n’est observée pour le cadmantme la présence ou l'absence du
sidérophore. A l'inverse, pour le cuivre, 'accuiitn et les flux sont supérieurs en présence
de pyoverdine, et ceci quelque soit le temps d’eXipos La différence entre ces deux métaux
est trés certainement due a I'affinité de la pydirer bien plus forte pour le cuivre (fo1™)
comparérent & celle pour le cadmium %@0M™). Néanmoins, concernant le cuivre, la
différence relative entre les flux en présence om de pyoverdine tend a diminuer au cours
du temps. En effet, en début d’expérience, la meesele pyoverdine induit un flux 10 fois
plus important que lors de son absence. A 96 hpd'eition, seul un facteur 3 est observable
entre ces deux traitements. La pyoverdine s’assatiainsi avec le cuivre, métal le plus
facilement mobilisable, mais celui-ci serait en mjité limitée et une fois ce compartiment

épuiseé, la pyoverdine n’améliorerait plus la maéitiu métal.
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Dans la littérature, les flux DGT apparaissent camehe bons indicateurs de
phytodisponibilité (Zhang & Davison, 2000), notanmhpour le cuivre (Zhang et al, 2001).

Couramment, le flux a 24 h est l'indicateur utilidéans notre étude, a ce temps, une

phytodisponibilité potentielle du cuivre 7 fois plédevée est observée en présence de

pyoverdine. Ainsi, dans le cas du cuivre, ces tasulsuggerent que I'ajout de pyoverdine

pourrait réellement favoriser la phytoextractionnaétal en sols contaminés calcaires.
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Figure 51 : Cinétique de mise en solution du cadmin et du cuivre associés a la phase solide en absenc
en présence de pyoverdine. A. O.eneurs en cadmium (A) et en cuivre (C) accumugsda résine des DGT.
B. D. Flux de cadmium (B) et de cuivre (D) a la résine.
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2. Influence de la pyoverdine sur les prélevementn cadmium, en cuivre

et en fer par les plants de tomate, en sol contangn

Une semaine aprés la germination des graines, aassplle tomate ont été disposés sur
les galettes de sol contaminé en cadmium et enesuivr présence ou non de pyoverdine a
une concentration de 169 nmoles par gramme de sétisec. A lissue des 20 jours de
contact avec la galette de sol, les plants onpéiievés. Les parties aériennes et les racines
ont été séparées, séchées puis pesées (FigurelE3A)rélevements en cadmium, en cuivre

et en fer par les racines ont été déterminés +AES (Figure 52B).

Concernant les biomasses, si celles des partiesaés restent comparables en absence
ou en présence de pyoverdine, les racines ont, quasiles, une masse trés légerement
supérieure en absence de pyoverdine. Il est irs@nésle remarquer que si les racines ont une
masse similaire a celles déterminées en cultureoppdique, la biomasse des parties
aériennes est, par ailleurs, plus faible en gatitsol qu’en hydroponie (environ 60 mg
180 mg).

En conditions hydroponiques, le prélevement en @aingétait plus faible en présence
de pyoverdine. En revanche, aucune différence fgigtive n'a été observée en sol, en
absence ou en présence de pyoverdine pour les sa@tgure 52B). De méme, dans les

parties aériennes, aucun effet de la pyoverdinét@@onstaté (données non présentées).

En ce qui concerne le cuivre, son accumulatiomea@ est favorisée en présence de
pyoverdine. En effet, les teneurs en cuivre mesutl@as les plantes sont multipliées par deux
en présence du sidérophore (Figure 52B). Dansdemep aériennes, aucune différence n’est
cependant observée (données non présentées)ani@aglocation du cuivre dans les racines

est contrélée par la plante.

Enfin, dans I'expérience en hydroponie, la pyowsedin’a eu aucun effet sur le
préléevement en fer par la plante. En galette delagyoverdine favoriserait I'incorporation
du fer dans les racines des plants de tomate,taésadncordant avec les résultats de la
littérature (Cline et al, 1984 ; Dimkpa et al, 20Q9kansuyt et al, 2007).

Dans cette expérience en galette de sol, il estrappae la pyoverdine favorise le
préléevement des métaux tels que le cuivre et le N&anmoins, de fagon similaire aux

conditions hydroponiques, la pyoverdine n'amélipes le prélevement en cadmium par le
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plant de tomate. Par conséquence, si la pyovenokng favoriser la phytoextraction des
métaux, son utilisation est largement dépendantia denstante d’affinité de la pyoverdine
pour le métal contaminant qui devient, alors, urapetre déterminant pour envisager son

utilisation.
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Figure 52 : Biomasse et prélevement en métaux paed tomates en sol contaminé, en absence ou en
présence de pyoverdine. ABiomasse des plants de tomate aprés 20 jours déact@vec les galettes de sol
contaminé en cadmium et en cuivBe.Prélévements en métaux par les racinels. @gssculentunsur une galette
de sol en présence ou non de pyoverdine.
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Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, le cadmet le nickel représentent
actuellement une préoccupation environnementale riiapie (Zafar et al, 2007). Comme
nous I'avons vu dans le chapitre 6, ces métauxtopbwiques, provoquent une inhibition de
la croissance végétale ainsi que des perturbatians les prélévements en nutriments et dans
les métabolismes physiologiques et métaboliquds géante (di Toppi & Gabbrielli, 1999 ;
Molas, 1997). Ces travaux de thése concernent ldbilisation des métaux contaminants par
la pyoverdine ou la bactérie productrice de sidévogdP. aeruginosaafin de protéger les
plants d'un prélevement trop important en métal detnc d’'un stress métallique. Si la
présence de pyoverdine n’affecte pas la biomasgétal@ ni la longueur ou la surface des
racines, notamment en présence de nickel, I'indiomapar la bactérie aurait, cependant,
tendance a réduire la biomasse racinaire. Un hipfdbservé en présence de bactéries et,
entourant les racines, accompagne cette diminutibnest possible que ce micro-
environnement soit pathogéene et entraine un raksatient de la croissance aboutissant a la
mort de la plante, comme cela a pu étre décrit thafitérature pouArabidospis thaliana
lors de culture en présence Be aeruginosa(Bais et al, 2004 ; Walker et al, 2004). A
I'inverse, le biofilm, emprisonnant les smectitésd@autres composants du milieu, pourrait
servir de réserves a la plante, qui n'aurait ddos [a nécessité d’accroitre ses extensions. Par
la suite, il serait intéressant de réaliser ce typ&périence sur une durée d’exposition plus
longue afin de comprendre le rdle de la bactéreawis de la plante (pathogénicite,
mutualisme, commensalisme). De méme, si l'analyse dacines en présence de
P. aeruginosgpar WinRHIZO n’a pu étre réalisée, faute de tenilpserait intéressant de la

mettre en ceuvre a l'avenir.

Au laboratoire, il a recemment été mis en évideneeles concentrations minimales de
cadmium et de nickel inhibant 50 % de la croissamed. aeruginosaPAO1l en milieu
succinate, sont, respectivement de 30 et 15 pMr{glzer et al, 2012a). De fagon cohérente,
au cours des deux jours d’exposition, la préseesentétaux n’'a pas affecté la croissance de
la bactérie qui supporte ainsi la concentratiorl ¢leV testée dans notre étude. Il est possible
gue les bactéries empéchent le prélevement pdamaepdes éléments traces métalliques afin
de réduire les effets phytotoxiques des métaugeet par différents mécanismes bactériens
tels que la biosorption, la bio-accumulation ouagacla bio-immobilisation (Zaidi et al,
2006).
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Dans la littérature, il a été montré que la présede bactéries productrices de
sidérophores favorise le prélevement en métauxapplante. A l'inverse, dans notre étude,
I'ajout de pyoverdine ou dB. aeruginosadans une solution contaminée en cadmium ou en
nickel réduit le prélevement en éléments métalkgd@ns les racines et les parties aériennes
des plants de tomate. En galette de sol, le pnéléme en cadmium n’est pas diminué en
présence de pyoverdine mais le sidérophore n’emgeraicun effet. En condition
hydroponique, l'incorporation en fer par la plargste, quant a elle, inchangée en présence ou
en absence de sidérophores ou de bactéries. De $agdaire a notre étude, il a été montré
que linoculation de plantes avec des bactérieslymices de sidérophores peut également
entrainer la diminution des prélevements métalkges sol (Ganesan, 2008 ; Kuffner et al,
2008 ; Sinha & Mukherjee, 2008). Dans notre trawailissue des deux jours d’exposition,
une diminution de la quantité initiale de pyoved]irpouvant atteindre jusqu’a 15 % en
présence de smectite, a été observée. La pyoventitant pas dégradée durant la durée du
traitement, ces résultats suggerent une incorporatu sidérophore par la plante. Une telle
observation a déja été effectuée par Vansuwl. (Vansuyt et al, 2007). Les auteurs ont ainsi
suggéré I'acquisition, par une voie encore incongela pyoverdine dB. fluorescenslans
les racines d®. thaliana Cependant, s’il est possible que la pyoverdineisocorporée par la
plante, la situation serait différente pour les ptares pyoverdine-métaux. En effet, les
prélevements en meétaux contaminants et en fer ni’gas améliorés en présence de
pyoverdine ou dé. aeruginosail est possible que les sidérophores, en compteles ions
métalliques, rendent leurs prélévements difficilggyothése également suggérée par Kuffner
et al. (Kuffner et al, 2008). De plus, la complexationsatution des métaux par la pyoverdine
réduirait fortement la disponibilité du métal. Lanception d’anticorps anti-pyoverdine serait
souhaitable afin de conclure plus précisément 8ocorporation de la pyoverdine et
I'influence de la présence d’ions métalliques jgaplant de tomate.

De plus, la mauvaise solubilisation du cadmiumwenitkel adsorbés sur les smectites
par la pyoverdine est également un parametre adsoes. En effet, dans un tel cas de figure,
il est impossible d’améliorer par ajout de la pyalee deP. aeruginosde prélevement par
la plante. En outre, parmi la grande diversitéidérephores décrite au sein de la famille des
pyoverdines, il se pourrait que certaines d’entleseouissent avoir des affinités pour ces
meétaux, supeérieures a celle de la pyoverdine tesiési, il conviendrait de poursuivre par
des expériences de phytoextraction assistée patresatypes de pyoverdines. En effet, il est

apparu, lors de l'expérience en galettes de sol, lqogact de la pyoverdine sur le
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prélevement par la plante était dépendant du méifala pyoverdine ne confére aucun
avantage dans l'incorporation du cadmium pour daig, celle-ci a, a I'inverse, un effet sur le

prélevement du cuivre, pour lequel son affinitépdgs forte que pour le cadmium.

Bien que le résultat en conditions hydroponiquesait pas celui initialement attendu,
la réduction du prélevement par la plante pouraitstituer un atout important. En effet,
comme nous l'avons vu dans le chapitre 5, les fgales biologiques de dépollution actuelles
sont treés variées. Parmi ces stratégies, I'utibgatle bactéries, en particulier des bactéries
productrices de sidérophores, pour réduire le pe@hent en métaux par les végétaux ou leur
translocation dans les parties aériennes (Ma €04ll) est en plein essor. En effet, dans notre
société actuelle, de plus en plus de surfaces dé&fndichies a des fins agricoles mais ces
nouvelles terres ne sont pas suffisamment ferétésu sont sensibles a I'érosion. De plus,
avec l'augmentation de la présence de contaminamétalliques dans les sols, la
phytostabilisation apparait comme une stratégiag@heent adaptée, permettant |'utilisation
de ces sols pour la culture sans phytoextractraitement nécessitant une durée importante.
Nos résultats suggéreraient, dans ce contexte,l'gjoeit de P. aeruginosasur un sol
contaminé par du cadmium et/ou du nickel permetttailimiter son incorporation par les
plants de tomate. Il conviendrait des lors d’éteridrvariété des plantes testées afin d’évaluer

la pertinence de cette stratégie.
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L'objectif de ce travail de thése était d'étudies Ipossibilités de développer des
procédés de phytoremédiation assistée par desrieagbéoductrices de sidérophores dans le
but de dépolluer des sols contaminés par des éténteates meétalliques. L'étude s’est
principalement focalisée sur la compréhension defcamismes impligués dans les
interactions entre les divers partenaires (minéidwsol, bactéries, sidérophores et plante).
Ce travail a apporté tout d’abord de nouveaux ehsnguant a la disponibilité du fer et des
métaux potentiellement toxiques dans les sols. balematique du fer est importante car il
s’agit d'un élément essentiel pour les micro-orgards ou les plantes. De part sa faible
biodisponibilité, les organismes ont di développemombreuses stratégies leur permettant
d’acquérir cet élément. Ces stratégies sont fondéesdes processus chimiques tels que
I'acidification des sols, la réduction ou encoresyathese de ligand, comme par exemple les
sidérophores. Un des facteurs importants contrdéaisponibilité du fer dans le sol est la
solubilité des minéraux, représentant une sourderdéa solubilité des minéraux est, quant a
elle, influencée par le pH, le potentiel redoxatbncentration en agents complexants. Ces
parametres peuvent étre modifiés par I'activitérabenne, mais également par les racines
des plantes, au niveau de la rhizosphére. Néanmainparameétre délicat a appréhender est

I'influence de la dissolution des minéraux sur laayique du fer dans la rhizospheére.

Dans ce travail, trois aspects majeurs peuventn@gesn avant et seront discutés dans
cette partie :

- le premier concerne le réle deseudomonadans la dissolution des minéraux
argileux et des oxy-hydroxydes de fer ;

- le second consiste en I'étude de la capacité ggdaerdine a complexer les
contaminants adsorbés sur les smectites ou predaméda structure cristalline
des goethites ;

- et enfin le troisieme a porté sur le réle de laveydine ou des bactéries
productrices de sidérophores dans I'amélioration phélevement des

contaminants par la plante.

Lors de ce travail de thése, je me suis particeiemnt intéressée a la compréhension
des mécanismes mis en place entre une bactériegirioeé de siderophorePseudomonas

aeruginosaet des constituants du sol, des argiles et dgfigaroxydes de fer.

Tout d’abord, il a été intéressant de remarqueremurésence de minéraux, deux

populations distinctes, une planctonique et unesilgessont apparues. En effet, tres
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rapidement, un biofilm entourant les grains de maing s’est formé. Nous avons pu observer
que la présence de ces minéraux stimulait la @ocesde la population planctonique, aussi
bien les argiles que les oxy-hydroxydes de fer. dhes, la production de pyoverdine,

sidérophore majeur chez leBseudomonasfluorescents, était réprimée. Les dosages
chimiques ont révélé la présence de fer dans lesageants de culture, confirmant que la
production de pyoverdine est finement régulée pacdncentration en fer présente dans
I'environnement bactérien (Visca, 2004). Au seis denectites, le fer est présent au niveau
des octaedres tandis qu'il est le principal conatit des goethites. Ainsi, ces minéraux

peuvent donc représenter des sources en fer, afesssu développement de la bactérie.

Afin d’appréhender le rbéle des sidérophores, eparticulier celui de la pyoverdine,
dans les interactions entre ces minérauxPetaeruginosa une approche de biologie
moléculaire, impliquant des mutants dans la pradocties sidérophores, a été menée. Ce
type d’approche a été utilisé pour la premiere fieé®s une étude sur la dissolution des
minéraux par des micro-organismes. Il est tout @’dkapparu, de facon intéressante, que la
stimulation de croissance en présence de minéraitxpgincipalement observée lorsque les
souches produisaient de la pyoverdine, suggérasi @ile le fer, associé a ces minéraux, était
principalement disponible pour la bactévia la pyoverdine. Par la suite, les dosages ont
clairement indiqué que la dissolution du fer et’diminium de ces minéraux était realisée
pour les deux souches produisant la pyoverdineatiSence de pyoverdine, il a cependant été
constaté que la pyochéline était capable de coraplexter, bien qu’en quantités plus faibles
(Figure 53). Dans le cas des smectites, en abslscdeux sidérophores, aucune trace de fer
et daluminium n'a été détectée dans le milieu. QGaEsservations confirment ainsi
I'implication des sidérophores dans la dissolutitnce minéral. Dans le cas des goethites,
une mobilisation du fer, bien que faible, est celaeh observée. |l est possible que
I'abondance du fer dans les goethites faciliteadabdlisation en I'absence de sidérophore.

Afin de progresser dans la compréhension de cesamsioes impliquant les
sidérophores, il serait utile de réaliser des agpées complémentaires. Il serait intéressant
de connaitre I'implication exacte de la pyoverdaiade la pyochéline dans les interactions
avec les minéraux ainsi que leur mise en placeocawscdu temps. Pour ceci, l'utilisation
d’'une souche exprimant des protéines de fusion descprotéines fluorescentes, dont nous
disposons désormais au laboratoire, permettra ditgpades éléments fonctionnels

totalement nouveaux. En effet, au sein de cettehsyuwn premier marquage fluorescent sur
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une protéine essentielle dans la production deytavgrdine et un second dans la voie de
biosynthese de la pyochéline constituent des ragpar de I'activation de chacune de ces
voies pouvant étre aisément suivis au cours du tgrapsnesure de niveau de fluorescence.
De plus, l'utilisation de mutants réductases nousnptrait d’observer si des mécanismes
autres que la synthése de sidérophores seraiehitjirdp dans la réduction du fer constitutif

de ces minéraux.

Smectite

Pyl Pvd-metal complex
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Figure 53 : Représentation schématique de l'interdmn entre les sidérophores pyoverdine et pyochéknet

les minéraux de type smectite ou goethitd.e fer, sous forme B& présent dans la structure octaédrique des
smectites et principaux constituants des goetl@gtsmobilisé par la pyoverdine et la pyochélingmiant le
complexe pyoverdine-fer. L’aluminium, quant a hfiest mobilisé que par la pyoverdine.

Concernant I'étude du biofilm, nous avons moins rafgmdi l'étude de ce
compartiment trés complexe. En effet, en présencardeetites ou de goethites, il se forme
tres rapidement un biofilm, entourant les minérdarns une matrice d’exopolysaccharides.
Dans cet environnement, ou le fer est égalementqmntités limitées, les bactéries
synthétisent de la pyoverdine, se fixant a I'ird@ridu biofilm et contribuant probablement a
la chélation du métal. Nous avons mis en évideneelgwontact entr®. aeruginoseaet les
minéraux était primordial dans l'acquisition du.f®e plus, la quantité de biofilm formé
augmente avec la quantité de minéral présent (Eig4), suggérant que les minéraux
constituent une surface adéquate a la formatiorietde micro-environnements. Lors des
expériences de prélevement des contaminants métdlipar les plantes, la formation d’'un

biofilm entourant les racines est également obgereé dernier étant plus important en
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présence de smectites (Figure 54). Afin de mieuxprendre le role du biofilm dans les
interactions entre les bactéries et les minératnples particulierement l'implication de
celui-ci dans la solubilisation des éléments ctusis des smectites et des goethites, il serait
utile de réaliser des expériences complémentairagiisant des mutants dans la production
de biofilm. Pour cela, il serait intéressant de stnnire des souches déficientes dans la
production de biofilm et a l'inverse, des souchggdn-productrices. Dans la littérature, trés
peu de données existent sur les interactions éntb@film et les minéraux. Les smectites
ayant une taille identique a celle des cellulegdamnnes, il a été, pour I'instant, au sein du
biofilm, difficile de séparer les deux et donc deugpifier la population bactérienne sessile.

Enfin, des expériences actuellement menées emaboodition (IPHC, UMR 7178,
équipe Radiochimie) nous permettront, probablemdat,déterminer les fonctions de la
pyoverdine impliquées dans la sorption sur les munéargileux par spectroscopie infrarouge
a transformée de Fourier (ATR-FTIR) ainsi qu’unéli@ere connaissance dans la spéciation

des especes en solutions (LC/MS Orbitrap).

La seconde partie de ce manuscrit s’est focaligeesole des Pseudomonades, et plus
particulierement de la pyoverdine, dans le prélex@rpar la plante du cadmium et du nickel.
En effet, si le réle de bactéries productrices rephores dans I'amélioration de la
phytoremédiation a été démontré, les mécanismesemiplace restent mal connus. Dans
notre étude, il est apparu que I'extraction du dadmou du nickel par la plante, en présence
de pyoverdine, n’était pas ameéliorée, méme lorskguemétal était immobilisé sur les
smectites. Il se pourrait que les complexes pyodmerthétaux ne puissent traverser les
plasmalemmes, ce qui serait défavorable a 'adsorptes métaux. S’il a été montré, dans la
littérature, que la pyoverdine était capable de ewer, avec une affinité moindre que celle
du fer, des métaux autres que le fer, la pyoverégteincapable de solubiliser efficacement le
cadmium et le nickel adsorbés sur les smectitggrésents au sein de la structure cristalline
des goethites, ce qui pourrait expliquer les réasilbbtenus. Par la suite, des expériences ont
été menées en galettes de sol polycontaminé eneceiven cadmium. Si la pyoverdine n'a
pas amélioré les prélevements par la plante enicatgne sidérophore a, quant a lui, favorisé
le prélévement du cuivre, suggérant que l'utilmatile la pyoverdine dans des expériences de
phytoextraction est dépendante du métal utilisénsDa littérature, les expériences de bio-
augmentation sont menées directement en préseruactiFies productrices de sidérophores.

Pour cette raison, aprés avoir mis au point unemnitie culture permettant a la fois la survie
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de la plante en hydroponie mais également celle d&stéries, nous avons réalisé une
expérience faisant interagir les plantes, le niakehobilisé sur les smectites et des bactéries
productrices de sidérophores. Néanmoins, des afswdimilaires a ceux obtenus par I'ajout
seul du sidérophore bactérien, ont été obtenusrésepce de la bactérie d’étude. Lors de
notre investigation sur I'interaction entre les dxydroxydes de fer et les Pseudomonades,
nous avons pu mettre en évidence la capacité tadeerie a solubiliser, outre le fer, les
éléments substitués, tels que le nickel et le canmiSi la présence dB. aeruginosa
n'améliore pas les prélevements en métaux paalatella bactérie protégerait, par contre, les
plants de tomate du stress métallique. Dans &dittire, le fait que des souches ne produisant
pas de sidérophores favorise le prélevement deweéls métalliques met en évidence
I'importance d’autres mécanismes dans ces interatiSi dans notre étude, le résultat obtenu
n'est pas celui escompté initialement, la réductiarprélévement par la plante pourrait, par
ailleurs, constituer un atout important dans leatégies de phytostabilisation développées

actuellement.

Par la suite, il serait également intéressant deduwiom les expériences avec une
nouvelle espéce végétale, hyperaccumatrice oulriéguipe de Dépollution Biologique des
Sols de Colmar avait montré que le prélevementhdonse et du plomb par le mais était
amelioré en présence ¢ aeruginosaBraud et al, 2009c), il pourrait étre intéressdat
réaliser ces expériences en présence des souchastesuans la production de sidérophores
afin d’étudier exactement le réle de ces molécdiass de telles expériences. De plus, la
grande diversité des pyoverdines connues nous fteaihee tester une nouvelle pyoverdine
dont 'affinité pour les contaminants meétalliquesupait s’avérer meilleure. Nous pourrions
également comprendre les mécanismes qui contri@entansferts de la solution a la plante
en modélisant le systéme. En effet, des modéleésbaar une approche mécanistique
proposés par Barber (Barber, 1995) sont utilisés gécrire I'incorporation d’éléments par la
plante. La surface racinaire ayant été détermiaeédepogiciel WinRHIZO pourrait ainsi étre
utilisée dans un tel modéle. Néanmoins, il senadlicjeux de déterminer les constantes
cinétiques d’association et de dissociation des ptexes pyoverdine-métaux. Enfin, en
collaboration avec I'équipe Dépollution Biologigdes Sols (UHA Colmar), des expériences
de prélevement du cadmium et du cuivre, en présdad® aeruginosasont actuellement

conduites en galettes de sol.
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Pour conclure, cette étude a permis une avancéelad@ompréhension des interactions
entre les micro-organismes, des constituants duesales plantes. Si la dissolution des
minéraux, qu'ils soient de structure phyllosilicate oxyde de fer, apparait clairement
influencée par la sécrétion de sidérophores, iioeste encore un compartiment complexe
ou les interactions sont a définir.

€ Contaminant métallique
Al i

@ Pyoverdine

€ Minéraux

Figure 54 : Schéma récapitulatif des différentes teractions étudiées lors de ce travail de thése.
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physiologie végeétale. Ces travaux ont pour objedtnseigner les techniques de bases

nécessaires en microbiologie ainsi que les pres@ranaissances en botanique.
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scientifique mais adapté aux étudiants. Les ret@astifs de ces derniers, quant a ma
méthodologie pédagogique, ont été tres motivanissiAjai pris beaucoup de plaisir a

enseigner et a transmettre mes connaissances.
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Annexe A : Diffractométrie de rayons X sur les smec  tites
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Annexe B :Diffractométrie de rayons X sur la goethi  te non substituée
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Annexe C : Diffractométrie de rayons X sur la goeth  ite substituée cadmium
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Annexe D : Diffractométrie de rayons X sur la goeth  ite substituée nickel (9,07 %)
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Annexe E : Diffractométrie de rayons X sur la goeth ite substituée aluminium
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Annexe F : Diffractométrie de rayons X sur la goeth  ite substituée nickel (1,3 %)
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Annexe G : Comparaison des deux goethites substitué es en nickel
( en noir, goethite substituée a 9,07 % et en viole ta 1,3%)
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Role des Pseudomonas fluorescents dans la biodisponibilité des métaux
contaminant les minéraux du sol : application a la phytoremédiation

Le développement de I'industrie et de I'agricultarentrainé I'accumulation d’éléments métalliquassdles
sols. Dans ces écosystémes, la fraction vivanteviete de fagon importante dans la modificationaleétention des
contaminants. Parmi les techniques de décontamimdé phytoremédiation apparait comme un outitld@ix. Si un
des inconvénients majeurs de cette technique réside des durées de traitement pouvant atteindséeprs années,
'ajout de micro-organismes couplé aux plantes @it les prélevements et réduirait les temps de
décontamination.

Cette étude s’est intéressée aux possibilités delagper des procédés de phytoremédiation asseacifes
bactéries productrices de sidérophores, molécylastaine forte affinité pour le fer mais égalempatr d’autres
métaux. Dans ce contexte, un systéme de complexitgsante, jusqu’au modéle complet comprenantdestiuants
du sol, les bactéries, les métaux contaminantesplantes, a été étudié avec pour objectif la céhgmsion des
processus intervenant dans ces différentes inienact

Ces travaux ont conduit, dans un premier tempa,ca@inpréhension, notamment par une approche degkol
moléculaire, des interactions intervenant entrerdiggraux du sol, des argiles et des oxy-hydroxytieser, et une
bactérie productrice de sidérophorBsgudomonas aeruginaskes résultats ont mis en évidence le réle mageur
I'un de ces sidérophores, la pyoverdine, ainsidu®iofilm, dans la dissolution des minéraux patecbactérie. Une
étude en fluorimétrie et dosages des métaux a,tGualke, montré que la pyoverdine était capableaieplexer des
métaux contaminants adsorbés sur les argiles memi®dans la structure cristalline des oxy-hydiesyde fer. Enfin,
ces travaux ont abouti a la mise en place du syst@étude dans sa globalité. Si la pyoverdine @ubactéries
productrices de sidérophores n'ont pas améliogré&vement par les plantes du cadmium et du nided résultats
prometteurs ont cependant été obtenus pour leecUd& plus, les bactéries productrices de sidérastslaverent étre
des cibles intéressantes en phytostabilisation.

Mots clés : sidérophored?seudomonadluorescents, sols pollués, phytoremédiation, naingy biodisponibilité,
métaux

Role of fluorescent Pseudomonas in the biodisponibility of metals contamining the
soil minerals: application to the phytoremediation

The industrial and agricultural development cauaethetallic element accumulation in the soils. lesta
ecosystems, the living fraction significantly opgem in the changes of contaminants retention. Amtrg
decontamination techniques, the phytoremediatigrears as a tool of choice. If one of major disathges of this
technique is the long-term remediation process,atthdition of microorganisms with the plants couldhamce the
uptakes and decrease the time to remediate.

This work focused on the possibility to develop msses for siderophore-producing bacteria-assisted
phytoremediation, siderophores being molecules wittigh affinity for iron and also able to chelatear metals. In
this context, a system with an increasing complexityil a complete model including the soil congiits, the
bacteria, the contaminant metals and the plants, been studied to understand the processes invaivédese
different interactions.

The understanding of the interactions between thik rsmerals, clays and iron oxydydroxides, and a
siderophore-producing bacterlseudomonas aerugings@ave been first performed with, in particular, alesular
biology approach. These results have highlightedntiajor role of the one of siderophores, the pydiver; and also
the biofilm in the mineral dissolution by this bada. Fluorimetry and metal quantification assaysveed that the
pyoverdine was able to chelate the contaminant sxatddorbed on the clays or present in the crystattare of the
iron oxyhydroxides. Lastly, the global system hasndnstrated that if the pyoverdine or the sideropipwoducing
bacteria do not enhance the cadmium and nickelkapky plants, promising results were obtained foppen.
Moreover, siderophore-producing bacteria turn ouig interesting asset for the phytostabilization.

Key words: siderophores, fluoresceRseudomonaspolluted soils, phytoremediation, minerals, bapdinibility,
metals



