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Introduction générale

En 2015, dans le caexte de I’année internationale des sols et de la COP21, la notion de services
écosystémiques rendus par les sols est devenue importante pour le public. Les conséquences de
I’utilisation illimitée et non durable des écosystémes sont maintenant visibles : la plupasstesaes,
dont les sols, sont fragilisées, voire menaceées. Les différents déchetsitgrnmolbsus des activités
humaines ont des répercussions néfastes sur la biodiversité, le fonctionnement desrEsyst plus
long terme, sur la santé (Lucas et al. 2012 ; EEA 2015 ; Jean et al. 20&&)estion durable et globale,
en particulier des sols, support de la biosphére et des activités humaines, dpuiedthauprimordiale
(Stolte, 2015 ; Paya Perez et al. 2017). Le sol est une interface entrddesnifcompartiments
environnementaux (air, eau) : il recoit & ce titre les pollutions etdiéstribue a tous les écosystémes et
en particulier au compartiment aquatique. Les pollutions sont souvent complexes et difficiles a prendre

en charge, en particulier les pollutions dues aux métaux (Bert, 2013).

Les métaux, ou Eléments Traces Métalliques (ETM) sont naturellement présents dangtes sols
participent a des cycles biogéochimiques complexes (Baize et al. 2011). ltenté@né des polluants
rémanents, souvent difficiles & prendre en charge en raison de leur netbdiéleur toxicité trés
variables seloiiélément considéré et les conditions environnementalégs activités humaines peuvent
perturber ces cycles en favorisant l'apport excédentaires de métaux dans lesgotie etourtes
périodes de temps. Cela a pour conséquence de favoriser leur accumulation au sein de I'environnement
et des chaines trophiques. Des efforts ont été faits dans certains domaines fruefirtimissions.

Mais en raison de leur rémanence, les apports excédentaires passés sont toujours aujasigihei a |

de conséquences environnementales importantes (cas du plomb par exemple) (Tremel-Schaub et al.
2005) En France ainsi qu’au niveau mondial, les ETM restent la deuxiéme source de pollution des sols

apres les hydrocarbures ; les quantités totajeges dans I’environnement ont été multipliées par 3

depuis le début de I’ére industrielle (Baize et al. 2011; ADEME 2014; Stolte et al. 2015; ADEME 2015)

Devant la diversité des polluants et la complexité de prise en charge, de nhomleeusgads

de dépollution existent. Ces techniques peuvent utiliser un procédé physico-chimique et/ou biologique,
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étre misesn ceuvre in sity, ex sity ou étre utilisées hors sol. Aucune méthode physico-chimique ou
biologique de remédiation n’est a ce jour idéale. Les méthodes physico-chimiques sont le plus souvent
colteuses et présentent parfois des effets indésirables. Diégffitacité et le faible impact écologique

nA

qu’offrent certaines méthodes biologiques, basées sur les capacités "épuratrices” de certains organismes
dont les microorganismes, soutiennent leur développement pour la prise en chasijesdetssols
pollués. De plus en plus de stratégies de remédiation ne visent pluzrlestitoxiques (ce qui est
parfois complexe ou impossible sans excavation) mais cherchent plygder le risque toxique en
immobilisant les polluants sous des formes non transférables (accumulation darenismagui les
séquestre ou transformation en formes chimiques inertes), les rendant @imsimmbiles et moins
(bio)disponiblesC’est, par exemple, le cas de la phytostabilisation qui utilise des végétaux capables de

stocker les métaux dans leurs racines (Colombano 2010; Bert 2013; Dumat and 206tugristaldi

et al. 2017).

D’autres organismes eucaryotes présentent un important potentiel dans ce domaine ; ce sont les
champignons. En effet, le mycélium, qui est la partie végétative du champignon, constitngensem
réseau cellulaire interconnecté en trois dimensions qui explore le sol mtujuatteindre des tailles
impressionnantes. Par ailleurs, leur mode de nutribigsg, sur la sécrétion d’enzymes extracellulaires
capable de dégrader des molécules complexes, permet d'envisager leur nfimatita dégradation
de polluants. Ces deux caractéristiques font des champignons des orgaapabies de s’adapter et
d’explorer tous les environnements, méme les plus extrémes ou les plus contaminés. Leur capacité a
bioaccumuler certains xénobiotiques par absorption et/ou adsorption, notamment lesasétanxue
depuis longtemps (Gadd 1994; Volesky and Holan 1995; Baldrian 2003). Leur grandetédiversi
structuraleet physiologique, tout comme leur trés grande capacité d’adaptation les font apparaitre
comme une solution potentielle a la bioremédiation de sites pollués par des contaongeritgies

et/ou inorganiques (Stamets 2005; Singh 2006; Ali et al. 2017).

Les objectifs de ce travail de these sédentifier et de tester des isolats fongiques d'origine
tellurique vis-a-vis de la biosorption de trois éléments : Cd, @b, efui sont des polluants majeurs de

I'environnement. Il s'agit d'un travail collaboratif et transdisciplinase@ant mycologie et géochimie
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entre deux équipes de 1’unité Aliments, Bioprocédés, Toxicologie, Environnement (ABTE - EA4651)

de I'Université de Caen Normdad

Pour remplir ces objectifs, trois volets ont été développés. Le garrambur objectif d'évaluer
la croissance d'isolats fongiques en présence des toxiques Cd, Cu et Pb (alétardz ten milieu
gélosé). Le second évalue les capacités de biosorption des isolats vis-a-visale wgsaux (étude de
biosorption en milieu liquide). Ces expériences ont d'abord été développéabsidia cylindrospora
micromycéete modele du laboratoire, déja étudié pour ses propriétés de biodégradatiohR]'le H
fluoréne (Garon et al. 2000). Les protocoles sont ensuite appliqués aux B8fmuddgues (micro et
macromycetes) isolés de sols. Le troisieme \abeinsisté a évaluer l'impact du développement de trois
champignons (sélectionnés suite aux essais de tolérance et de biosorption) suridgi®nspéc

minéralogiques des trois métaux en microcosme de sol.
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Chapitre 1 :

Synthese bibliographique
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|. Les sols et la problématique des sols pollués

|.1. Définition générale

L’ Association Frangaise pour I’Etude des Sols (AFES) a proposé en 2014 la définition suivante
«le sol est un volume qui s’étend depuis la surface de la Terre jusqu’a une profondeur marquée par
I’apparition d’une roche® dure ou meuble, peu altérée, ou peu marquée par la péddgéngsasseur
du sol peut varier de quelques centimétres a quelques dizaines de metres, ou phpartede plus
souvent plusieurs horizohgorrespondant a une organisation des constituants organiques et/ou
minéraux (la terre). Cette organisation est le résultat de la pédogénése et de I’altération du matériau
parental. Il est le lieu d’une intense activité biologique (racines, faunes, et micro-organismes) (Baize
et al. 2011). Cette définition est en accord avec la norme NF ISO 17402 20fidurkal présente
l'organisation d'un sol en différents horizons et montre l'altération progressiveaibtddaparentale
Cette définition implique que le sol edynamique et vivant En effet, il abrite la plupart de la
biodiversité terrestrel cuillére a café de sol contiendrait plus d’étres vivantsque d’étres humains sur
Terre (European Commission et al. 2016 sol est globalement composé de 25% d'air, 25% d'eau,

45% de minéraux et 5% de matiere organique.

Le processus de formation des sols est ldnfyut parfois plusieurs milliers d’années pour la
formation d’un centimétre de sol (Baize et al. 2011). Sa dégradation peut en revanche étre trés rapide.
En particulier, les sols soid réceptacle de nombreuses pollutions d’origine anthropique. Ils peuvent
alorsdevenir des réservoirs de ces pollutions, voire des sources d’émissions secondaires et d’exposition

de la biosphére et des populations (Vasseur et al. 2008 ; Lucas et al. 2012 alle20i18). Les sols

1 Cette roche est appelée « roche-mére » ou « matériau parental ».

2 La pédogénése regroupe I'ensemble des phénoménes qui concourent a la formation du sol. Elle se fait
en général a partir de la roche-mere située sous les sols.

3 Un horizon de sol est une couche de sol homogéne quant a ses différentes propriétés physico-chimiques.
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présentent une grande diversité structurelle et fonctionnelle. Ces structuvastieing évoluenta

cours du temps (Girard et al. 2010).

Figure 1 : organisation classique d'un sol (profil) ol les principaux horizons sont bien visibles, ainsi que la
roche mere (R). L’horizon A correspond a une zone riche en matiére organique, I’horizon B une zone intermédiaire,
I’horizon C représente la zone d’altération de la roche-mére. L’échelle est donnée a titre indicatif, le plus souvent,
on représente ainsi le premier metre de sol (d'aprés European Commission et al. 2016).

[.2. Eléments solides

La matrice solide est composée majoritairement de composés chimiques inorgangues (le
minéraux) mais aussi de composés chimiques organiques, ces composés étant constit@éentke diff

éléments chimiques.

Les éléments majeurs de la cro(te terrestre sont ceux dont la teneur est supéigkye. L&
sont par exemplBoxygéne (O, 466 gkg™) ou le silicium (Si, 277 g.ky. lls sont présentés par ordre
d'abondance dans le tableau 1. lls représentent plus de 99% de la compositiorodie leerrestre
continentale supérieure. Les éléments mineurs, sont par définition présents a des conesemiteati
de 100 a 1000 mg.KgLes éléments traces sont les éléments que I'on retrouve en quantité inférieure a
100 mg.kd" Il peut s'agir de métaux (Cd, Cu, Pb, Ni), de métalloides ou semi-métaux (B, Se, As) et de

non-métaux (F, BrGirard et al. 2010). Les éléments métalliques sont donc naturellement présents dans
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les sols. Tous les éléments s'organisent et forment une variété de composés mindédimsgent des
fractions minéralogiques participant aux propriétés des sols (Girard @0HD). Ces fractions
minéralogiques sont de nature, abondance et organisation variables et peuvent, sousoeduioes,
lier des contaminants (adsorption, chélation, complexation) et participer aiseuemréserve ou leur
relargage. Les conditions physico-chimiques de la matrice "sol" régule cebréguiICETE Lyon 2007;

Martins 2008 Zhang et al. 2013; Comensoli et al. 2017).

Tableau 1 : catégories et concentrations de quelques éléments, par ordre d'abondance, au sein de la crodte
terrestre (tels que cités par Leleyter-Reinert 2017).

| A
Catégorie d'élément Symbole de bondance

I'élément (g-kg?)
(0] 466
Si 277
Al 81
Fe 50
Ca 36
Eléments majeurs Na 28
abondance > 1 g.kg* K 26
Mg 21
Ti 4
H 2
P 1
Mn 1
Ba 0,4
Eléments mineurs La 0,4
0,1 < abondance < 1 g.kg* Cl 0,15
Cr 0,1
Ni 0,084
Zn 0,070
Cu 0,060
Pb 0,010
Eléments traces Th 0,010
abondance < 0,1 g.kg* U 0,003
As 0,002
B 0,001
Cd <0,010
Se < 0,001
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1.2.1. Les minéraux

Les minéraux silicatés, comme les quartz, les feldspaths, ou les pyroxénes repré2en s
minéraux de la croQte terrestre. Les minéraux non silicatés représentent Eta@#etrcomprennent
les oxydes (autres que S)Oles carbonates, les phosphates, les halogénures, les sulfures et les sulfates
ainsi que les éléments natifs (Leleyter-Reinert 2017). Les minéraux subissegitédaons qui
peuvent-étre mécanique ou chimique. Les altérations mécaniques dues au vent par exsamplaieu
aboutissent a un fractionnement de plus en plus fin. Les altérations chimiques intplegisgactions
acido-basiques, de complexation, d'oxydoréduction et aboutissent au fractionneneentadifidation
chimique des minéraux, conduisant a I'apparition de nouveaux minéraux, tels quedssTwgies ces

altérations participent a la pédogénése (Girard et al. 2010 ; Leleyter-Reinert 2017).

Les argiles sont les minéraux composés par des aluminosilicates hydratés. lls sortt souven

associés a des hydroxydes de Fe ou d'Al. Ce sont des phyllosilicates dorttlmestia base est en

feuillets. L'espace entre chaque feuillet est nommé I'espace interfoliairep&s psut étre occupé par

des cations hydratés ou anhydres. Selon |'organisation des feuillets (etdaleatians), on peut définir
différentes familles d'argiles, dont les structures ont des complexités et des proprigbdssvaroutes

les argiles (exemple : la kaolinite, la smectite et la vermiculite) peuveenbdant étre impliquées dans

les processus de rétention/relargage de contaminants métalliques. Leur sucifigaesgéur capacité

de gonflement et leur charge de surface sont les principales propriétés qui régsilpricessus. La

charge spécifique sera positive ou négative en fonction du pH du sol. Les charges allgmedant

alors neutralisées par des ions de charges opposées. Pour les sols, ces charges sont souvent négatives et

donc neutralisées par des cations, dont les métaux (Girard et al. 2010 ; Leleyter-Reinert 2017).

Les minéraux carbonatés sont formés par l'association d'un ion carbonat® #Z€z un ou
plusieurs cations métalliques (ou métalloides). La calcite est un carbofmentr (CaCg), tout
comme la dolomite ([CaMg(C£p]). lls sont eux aussi sensibles aux variations de pH, participent au
pouvoir tampon du sol et peuvent aussi adsorber et précipiter des éléments. Cu, Pb eh#Enpuée

bonne affinité pour ces minéraux et forment alors : la cérusite (pl@@nalachite (C#OH).CO;) et
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la smithsonite (ZnCg) par exemple. Les minéraux carbonatés sont trés sensibles aux variations de pH

(Hamdoun 2015).

Les oxydes métalliques sont présents sous forme amorphe ou cristalline. Il s'atgtrrdein
générique qui regroupe les oxydes, les hydroxydes et les oxyhydroxydes de Fe, de MnLesd'Al.
oxydes et hydroxydes de Fe sont en général les plus divers et les plus répandus. Leur stragssie es
souvent plus complexe. La goethite, (FeOOH), la ferrihydrite;(&-0H0) et I'nématite (F©s) sont
fréquentes. Les oxydes de Fe peuvent étre impliqués dans la rétention d'autres metisor ee la
substitution possible du Fe par d’autres éléments (Al, Cr, Ni, Co par exemple). Les oxydes de Fe sont
trés finement divisés (quelquégzaines a centaines d’A) et présentent une surface spécifique importante
contribuant & une forte réactivité qui sera aussi conditionnée, entre autres,pptetile potentiel
d’oxydoréduction. Par exemple, Cu s'adsorbe préférentiellement sur la goethite alors que Pb s'adsorb
préférentiellement sur I'hématite. Les oxydes de Mn sont mal définis car peu abondesitoetplexes
mais semblent avoir une réactivité importante (Leleyter et Probst, 198@in$12008; Girard et al.

2010).

Les minéraux soufrés sont le plus souvent issus de la biodégradation de la matiére organique pa
les microorganismes. Les sulfures sont impliqués dans le piégeage de cationguagtatiiraison de
la faible solubilité de nombreux sulfures métalliques (notamment CdS, CusS et PbS qui ont des produits
de solubilité de I'ordre de £0pour CdS, 16° pour CuS et 1 pour PbS). La précipitation de ces

sulfures pourrait induire une diminution de la mobilité de ces métaux ainsi piégés (Sterflioggr, 20

Les minéraux phosphatés sont tres répandus dans les sols sous forme d'apatite, d'hyroxyapati
et de fluoroapatite. lls sont aussi capables de fixer des cations métatligisdes mécanismes en jeu

sont moins connus et moins performants qu'avec les autres mifideaagoun, 2015).

1.2.2. La fraction organique abiotique

La matiére organique des sols est liée a la biologie du sol et constitue un coemamajeur du

cycle terrestre du C (Chenu et al. 2015). La matiére organique suit un cycle commristeesous
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différents stades. La matiere organique "vivante" est liée aux organismes (etnéstadéfiaragraphe

I.4, page 28), alors que la matiére organique "fraiche" est constituéespdéltis végétaux, des
cadavres etles excréments d’animaux. La matiere organique particulaire ou dissoute correspond aux
substances humiques (humus), exsudats racinaires et molécules de la dégradation et kikmmaétabo
racinaire (polyphénols par exemple) et des produits du métabolisme microbieniékes tles sols
forestiers sont tres riches (grace a la dégradation progressive dess Igiéire autres par les
champignons). Le temps de résidence moyen de la matiére organique dans les sols est de 15 ans. L
turn-over est donc rapide (Horwath 201ba matieére organique participe aussi au recyclage des
nutriments (C, N, P, K, S), a la réactivité physico-chimique des sols, a leur otigarsaicturellest

aux transferts de composés. Elle regroupe une trés grande diversité de molécules et de macromolécules
riches en groupements fonctionnels tels que tys#s$, -COOH, -OH qui ont une forte affinité de
complexation pour les cations. Certains constituants comme les acides fubgguest donc aisément
complexer les ions métalliques et influencer leurs transferts (Girar®6t.8l, Chenu et al. 2015; Parton

et al. 2015). Ces interactions sont principalement régulées par le pH et le potentiel diobdiom.

|.3. Parametres physico-chimiques

De nombreux parametres sont utilipésr caractériser les sols. Nous n’évoquerons que quelques

paramétres importants pour les transferts de polluants métalliques.

Le pH peut influencer de nombreuses réactions physico-chimiques (complexation, sorption) et
biochimiques (réaction enzymatique). Il a donc un réle essentiel dans les tsatsfeomposés et de
contaminants. Comme dit précédemment, les groupements chimiques portés paéréggatiffractions
du sol sont chargés positivement ou négativement, souvent en fonction du pH (et de JebepKa
composes chargés négativement seront donc en mesure de lier les cations métallfiqnesoies
affinités et des constantes de solubilité, ces liaisons ioniques seront plus ofonbesnst les composés
formés plus ou moins stables. De nombreux acides organiques sécrétés par la biosphérent les

champignons, sont des acides faibles et peuvent complexer les métaux, notamment |g&ts sstant
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fraction carbonatée (Tremel-Schaub et al. 2005; INERIS 2006; Fomina and Gadd 2007; M@&ijns 20

Adamo et al. 2014).

Le potentiel d'oxydoréduction influence la mobilité des éléments. En effet, les prsptad
éléments (solubilité notamment) sont variables selon leur état d'oxydation. Unrédiieteur a plutot
tendance a libérer les métaux liés aux oxydes alors qu'un milieu oxydant aura téntibée les
métaux liés a la matiére organique (Hamdoun 2015). Tout comme le pH, le potentiel d'oxydoréduction
est influencé (entre autres) par la biosphere (respiration cellulairej@@de molécules oxydantes ou

réductrices).

|.4. Eléments biotiques

Les éléments biotiques des sols comprennent tous les étres vivants des sols (etafonatsire
organique vivante). On estime que 10% seulement de la biodiversité du sol estaornp€elle
pourrait représenter un quart de la biodiversité mondiale. Cette biodivergiguesint essentielle au
bon fonctionnement des sols et des écosystémes en étant un véritable moteur de nomkeseux cycl
biogéochimiges (European Commission et al. 2016). La figure 2 montre que certains services
écosystémiques de premiére importance comme la régulation du climat, la fertilité aguenetes
régulations hydriques sont assurés par les organismes des sols et que les champignonsr{deent
tous les niveaux (Ahmad and Rasool 2014; Alegria Terrazas et al. 2016; Ballhadste Boer 2016).

Paur illustrer cette diversité, on estime qu'en France, les principaux typesdie la métropole (prairie,
forét, culture, vigne) hébergent en moyenne 1283 taxons bactériens (ADEME 2015). k#édiver
fongique semble trés variable selon les types et les conditions des sols. beassei@st en général
supérieure a celle des bactéries mais le nombre de taxons est souvent inférseetr §Bil004 ; Zak et
Wildman, 2004). Peu d'études donnent des chiffres de cette diversité qu'il est paricis diff
d'appréhender en raison de la difficulté a isoler et identifier ces taxons. De nombspéses ne sont
pas cultivables et les études moléculaires sont loin d'étre exhaustives. L'étude molécBlaineeret

et al. (2018) portant sur un sol contaminé par des HAP et des métaux dénombre tependagenne
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d'environ 5 phyla fongiques (dominés par les Ascomycetes) pour 17 phyla bactimeims§ par les
Proteobacteries)effery (2010) mentionne une biodiversité fongigue pouvant aller jusqu'a 1000 espéces
par gramme de sol (analyse moléculaire). Dans les sols, la diversitgueraiplutét tendance a

s'enrichir avec le temps, ce qui est plus variable pour les bactéries (Bourceret et al. 2018).

Des interactions trophiques complexes participent aux cycles des éléments abiotiques don
certains sont des nutriments (Fe, K, Na, Mg, Cu par exemple) (Genre and Bonfantee2&k2; and
Frossard 2015; Parton et al. 2015). En raison de leur activité biochimiquegdessmes du sol, en
particulier les microorganismes et surtout les champignons, influencent cpaangetres notamment
le pH et le potentiel d'oxydoréductigmar lasécrétion d’agents complexant, de réducteurs, d'oxydants
d'enzymes, d'acides organiquedls participent donc la mobilisation et/ou I’'immobilisation des
éléments. (Burford et al. 2003; Martins 2008; Carré et al. 2017). Cette aatflikence aussid
décomposition de la litiere, le recyclage des nutriments, la struotufatiganisation spatiale), qui sont
aussi des taches assumées par la biodiversité du sol, notamment par les champignons. Tous les groupes
taxonomiques sont sensibles a 1’anthropisation des sols (Bills et al. 2004 ; Zak et Wildman, 2004,

Bourceret et al. 2018).

Service Ecosystémique Fonction Organismes
. Macrofaune

Production .
Decomposition Mesofaune

Production primaire

h . Cycle C Microfaune
Ressource alimentaire ) L. .
] . Recyclage des nutriments  Bactéries, Champignons et
Biotechnologie
Archeae
Régulation
- du climat .
., . Microfaune
- de la composition de Cycle des nutriments .
\ R \ Champignons
I'atmosphére Cycle de l'eau

. Microorganismes
- des services

hydrologiques

Subport Racines
] PP Structure et fonctionnalité Vers de Terre
Habitat pour la
o o du sol Arthropodes
biodiversité .
Champignons
Macrofaune
Régulation de la biologie des
Culture g obulations g Mesofaune
Capital naturel pop Microfaune

Histoire ‘. .
Bactéries, Champignons

Figure 2 : relations schématiques entre services écosystémiques, fonctions et biologie des sols (European
Commission et al. 2016).
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|.5. Les pressions et les contaminations

Les pressions exercées sur les sols regroupent tous les facteurs qui contribuent a uthe baisse
gualité des sols, a sa consommation ou a sa destruction. Un soldesqudilité lorsqu’il est vivant,
résilient, et qu’il peut rendre ses services écosystémiques. Au niveau eurofgdégradation des sols

cotiterait 38 milliards d’euros annuels aux pays membres (http://www.actu-environnement.coi2011).

Parmi les nombreuses pressions que subissent les sols telles que I'Erasilimisation, la perte en
matiére organiquelartificialisation, la perte de biodiversité, etc, (figure 3), les pollutisost
importantes et liees aux activitéts humaines. Comme le montre la figure 3, less sbémissions
anthropogéniques sont nombreuses et agissent a plusieurs niveaux. Par exemple,qles prati
agriculturales peuvent étre des sources de pollutions qui vont potentiellemantedila biodiversité,
engendrer une eutrophisation, et modifier les parametres du sol, influencant mosiilé des métaux
(Baize et al. 2011; Montanarella et al. 2015; Paya Perez et al. 2@13¢stion de ces pressions est
multifactorielle, complexe et représente un enjeu majeur de gestion durable desesatd-Sahaub et

al. 2005; US EPA 2013; European Commision 2015; Brevik et al. 2017; Morgan et al. 2017).

Changement
~ globaux - s Acidification des
: = pluies et
eutrophisation

e

% Diminution de la
e - biodiversité
— . Pratiques

Expansion des .
agriculturales

espeéces invasives

.
ail”

———

Erosion

Figure 3 : exemple des nombreuses pressions subies par les sols et engendrées par les activités humaines
(d'aprés European Commission et al. 2016).
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Les contaminations regroupent de nombreuses familles chimiques réparties entreptsggom
organiques et inorganiques. Les polluants organiques sont des composés carbonés. llsestnt souv
produits lors de combustions incompletes, ce qui génére une pollution d'abord atmosphérides pu
sols par dépdts des particules (Wilson et Jones 1993 ; Kadri et al 201 Polluests organiques
comprennent les Hydrocarbures Aromatiques Polycycligd@®), les PolyChloroBiphényles (PCB)
les pesticides, les phtalates, les phénols et polyphénols, les PolyBromoDiphén{®BiDE) et les
résidus médicamenteux. Leurs propriétés sont variables, certains sont cancétgyéoas.sbuvent
stables chimiquement (d'ou leur persistance environnementale) mais des méthodes bésdes sur
possible (bio)dégradation émergent depuis plusieurs années (Elekwachi et al. 2044 gBpéiGendy

2018).

Les composés inorganiques comprennent les métaux, qui seront détaillés au chapitr@agiant (
36). On les retrouve au sein de tous les écosystéemes (sol, eau, air). (Speighte0iatilisants
minéraux (phosphates, nitrates), les sulfussxydes d’azote et de soufre, les perchlorates font aussi
partie des composés inorganiques. lIs peuvent de plus piéger des métaux (Montanarell@lg; al.

Carré et al. 2017).

L'usage ubiquitaire de ces nombreuses familles chimiques a engendré une pollfitgen dif
majeure et globale au sein des écosystémes. Des sources de contaminations ponctuellesi sont
identifiées et nombreuses. Des solutions de substitution sont parfossemigéace afin de limiter les
émissions. Cependant, la persistance des contaminations dans le tempautifoeon et le transfert
des polluants au sein des écosystémes. Ainsi, les concentrations retrouvées shpertprédateurs
(dont I’Homme) montrent leur accumulation et sont le reflet de I’imprégnation de la chaine alimentaire
et donc de la biosphére en général (Liu et al. 2012; Clipson and Gleeson 2012; Clzatizemetal.

2013; Zhang et al. 2013). L'environnement dans sa globalité montre des contaminations par ces
composés (Nahmani and Lavelle 2002; US EPA 2014; European Environment Agency 2&yiey Lel
et al. 2016). Cette contamination touche aussi la biologie et la physico-chingelsiésntoniadis et

al. 2017).
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1.5.1. Situation mondiale

Plus de 10 millions de sites contaminés sont répertoriés a travers le monde ales soét
présents dans plus ttemoitié d’entre eux (He et al. 2015b), comme le montre le tableau 2. Aux Etats-
Unis, on compte 600 000 ha de sols contaminés par les métaux, dont 50 000 sont jugés comme
nécessitant une action urgente de remédiation par 1’agence de protection dé’environnement américaine
(Environmental Protection Agency, EPA) (US EPA 2014; Khalid et al. 2016). Reg120 substances

dangereuses prioritaire énoncéeslffalPA, on retrouve 3 métaux : Pb, Cd et Hg (US EPA 2013).

En Chine, 4 millions d’ha de terres arables, presque 3% des terres arables chinoises, ont été
polluéesmodérément ou massivement. Quelques 10 millions d’hectares (25% des terres agricoles
chinoises) ont été contaminées par des métaux comme Pb, Cd, Zn, Cr, générant envirang@enill

tonnes de pertes de récoltes par an (Khalid et al. 2016, Rodriguez-Eugenio et al. 2018).

De nombreux autres pays, tels duede, le Pakistan, le Bengladesh, le Nigeria, le Botswana, le
Mali, le Kenya, 1’Angola, le Ghana soulignent les risques sanitaires et environnementaux dus aux

contaminations des sols, en particulier par les métaux (Montanarella et al. 2015 ; Kha@Ht)al.

Tableau 2 : évaluation du nombre de sites contaminés dans quelques régions et pays du monde et part des
sites contaminés par les métaux (d’apres He et al., 2015).

Pays Nombre de sites Pourcentage de sites
pollués pollués par les métaux
Etats-Unis d'Amérique > 100000 >70
Union Européenne > 80000 37
Australie > 50000 > 60
Chine 1 million km? >80
Canada 13000 -
Pologne > 10000
Gréce > 10000
Mondial > 10000000 > 50
1.5.2. Situation européenne

En Europe, plus de 3 millions de sites présardes activités susceptibles de polluer les sols par
les métaux. Environ 250 000 sites sont considérés comme contaminés par les métauk @talca
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2013a; Foucault et al. 2013b; European Environment Agency 2015; Stolte et al. 2015). @mestim

le nombre total de sites contaminés dewaitcroitre de 50% d’ici 2025 (Carré et al. 2017)

Des terres agricoles peuvent présenter des contaminations importantes matalex. De
nombreux pays font état de cette pollution tels que la Pologne, la Gréce dilitalFrance, par exemple.
En Allemagne, environ 10 000 ha de terres agricoles sont trop contaminés et ettepénptus la
production alimentaire. La Commission Européenne estime que ces pollutions génereneute e
milliards d’euros annuels (European Environment Agency 2015; Montanarella et al. 2015; Stolte et al.

2015; Tath et al. 2016; Khalid et al. 2016; Paya Perez et al. 2017).

1.5.3. Situation francaise

Deux bases de données nationales sont gérées par le ministére de I’environnement et ont pour
mission de recenser les sites pollués en France. La base de données BASIAS (httrgmin/site-
web/basias) recense, en janvier 2018, 257 000 "sites et anciens sites industidelivdt de service
susceptible d’étre ou d’avoir été a I’origine d’une contamination”. La base de données BASOL sur les
"sites et sols pollués ou potentiellement pollués appelant une action des polblaiss atitre préventif
ou curatif" (http://basol.developpement-durable.gouv.fr/) mentionne 6715 sites contamiRémce
au 28 février 2018, dont 3700 plisent d’une surveillance (I’absence de surveillance étant justifiée pour
1594 sites). Le tableau 3 montre que Cd concerne 2,3% desnsitégl); Cu 4,9% (n=331) et Pb
concerne 6,6% des sitas=43). Pb, Cr (5,19%1=342) et Cu sont les 3 métaux les plus fréquents. En
comparaison, lI'ensemble des hydrocarbures concernent 13% des sites (877) eclesddAfnt 6,4%
des sites (429)Ces données montrent I'importance du nombre des sites cofgamirgénéral et
contaminés par les métaux en particulier. La répartition géographique de ces fliiestrés par la
figure 4. Les régions les plus impactées sont aussi les régions au passé indystreecbnséquent

(Nord et Est de la France en particulier).
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Tableau 3 : nombre de sites concernés par des pollutions métalliques, des hydrocarbures ou des HAP
d'apreés les données de BASOL.

E!emen.t . Nombre de sites
(ou famille chimique)
Cd 154
Cu 331
Pb 443
Cr 342
Métaux 2270
Hydrocarbures 877
HAP 429

De plus, toujours selon BASOL, la moitié des 6715 sites a pacimvéré sur I’environnement
et potentiellement sur la sanRarmi les impacts avérés, 52 sites ont requis 1’arrét du captage de I’eau,
plus de 3000 sites avaient des concentrations en polluants dans les eaux soutergainasesugux
normes. De plus, 29 sites ont généré des concentrations anormales dans les végétaakcmn dkes
populations. Baize et al. (201ayt publié un rapport sous 1’égide du GISSol (Groupement d’Intérét
Scientifique pour les Sols) sur 1’état des ressources « sols » de France. Les auteurs mentionnent
I’importance des contaminations, notamment par les métaux, dont Cd, Cu &hb. Foti et al. (2017) font
le lien entre gradient de contamination etauifntion, illustrant I’importance des flux d’origine

anthropigue pour ces contaminations.
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Nombre par canton
(e
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Mote - base de données Basol portant sur les sites faisant l'abjet d'actions de surveillance ou des
réhabilitation
Source : Medde/DGPR, Basol au 5 mars 2015. Traitements : S0eS, 2015:

Figure 4 : principaux sites pollués en France recensés en 2015. Cette carte montre la concentration de ces
sites en lien avec I’histoire industrielle du territoire métropolitain (ADEME 2015).
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Il. Eléments traces métalliques

[I.1. Définition et liens avec le sol

Comme évoqué au paragraphe 1.2 (page 23), les métaux sont des constituants nasaisls des
issus de la roche-mére sous-jacente. lls existent sous différentes formes chimiqudxgtddtion,
associés a diverses molécules ou fractions minéralogiques. Les métaux pee\agdtyés (espaces
interfoliaires et surfaces des argiles par exemple), former des préapitgstituer a des ions dans les
minéraux ou former des complexes avec différents composés organiques ou inorganiques. L'évolution
des paramétres de la matrice peut modifier cette répartition (Das et alL2@\ter-Reinert 2017)
L’ensemble de ces transferts (aussi régulés par le pH et le potentiel d'oxydoreduatient) do cycle
biogéochimiqudfigure 5) dont les sols (et la biosphére) sont des compartiments. Cessdeursat
donc aussi un réle dans ces transferts et leurs régulatiomsle métaux peuvent s’accumuler dans

les différents compartiments, dont les sols et les organismes, si un apport est maintardiZ81d).

Certains métaux sont nécessaires a la vie des sols. lls ont un réle de cefagtmatique le plus
souvent, comme par exemplu. Ces oligo-éléments, ou éléments essentiels, peuvent malgré tout
devenir toxiques s’ils sont présents en trop grande quantité (Matute et al. 2011)D’autres n’ont aucun
réle biologique connue’est le cas de Cd et dé’b. Ces derniers seront donc toxigues (pour la biosphére)
méme a trés faibles doses (Tremel-Schaub et al. 2005). De plus, les métaux ne sontr@sqeu,

métabolisés (Bert 2013; European Environment Agency 2015).

Le lien entre la contamination des sols par les métaleurs transfegvers les populations est
avérée. Ces pollutions sont donc aussi des enjeux de santé publigue au niveal) oamdie le
souligne plusieurs études et rapports récents (Lucas et al. 2012; Montanarella et Hie 2085;2015b;

Khalid et al. 2016 Rodriguez-Eugenio et al. 2018).
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Figure 5 : schéma du cycle général des métaux dans I'environnement (d’aprés Das, 2014).

Dans les sols, les métaux traces forment une contamination complexe en raison de leuwésproprié
physico-chimiques variées et variables en fonction des propriétés de leendatns laquelle ils se
trouvent. Cela implique que la teneur totale en métal d'un sol est a distindadrag&on disponible
environnementalement (figure 6). La teneur totale comprend aussi des formes ntes,nualbi
fortement liées a leurs matrices, donc a risque toxique plus faible, voirg.aBsales les fractions
(bio)disponibles présentent un danger potentiel. (Bolan et al. 2014; Kertesz asard-2¥15). Un
métal biodisponible est un métal qui peut étre biosorbé par un organisme. Latlossuit
généralement 2 étapes : I'adsorption, puis I'absorption propremeiit’ gik@rption est la liaison d’un
composé sur une surface, ici une surface biologique, le plus souvent une membrane ou une paroi
cellulaire(cette liaison peut aussi avoir lieu entre un métal et des surfaces non biologigues,caiies
des minéraux argileux par exemple). Cette adsorption est régie par un équilimedgmexmique. Il
s’agit d’une liaison réversible. Du point de vue biologique’adsorption est le plus souvent une étape
préalable a 1’absorption qui correspond cette fois au passage a travers les membranes biologiques pour
faire passer les compBssi ’intérieur de la cellule ou de I’organisme. Ce sont aussi des transferts soumis
a des équilibres thermodynamiques. Ces transferts peuvent étre passifs (diffusion @inguia)

(utilisation de transporteurs nécessitant de I'énergie et qui sont ph@imispécifiques) (Gube 2016).
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lotiqu minéralisationtotaledu |— minéralogiques du sol (minéraux et MO)
sol sec
Fraction résiduelle

Figure 6 : représentation schématique des fractions totales, résiduelles, potentiellement disponibles et
biodisponibles d'un sol.

Une méme concentration totale d’un métaldonné n’aura donc pas les mémes conséquences en
fonction du type de sol (selon la zone géographique considérée) qui va dediniractions
minéralogiques auxquelles sera lié le métal, et donc définir des transferts et la digpalilviétal. |l
est ainsi difficile de défiir des concentrations seuils permettant de différencier une pollution d’une
anomalie géomorphologique. Le tableau 4 donne cependanéxeémples de valeurs (en France

métropolitaing pour le Cd, Cu et Pb basées sur I'analyse de plusieurs milliers d'échantillons.

Tableau 4 : exemple de valeurs de référence pour interpréter les concentrations en métaux dans les sols
en France métropolitaine (Mench and Baize 2004, Baize et al. 2007).

Métal Gamme courante Anomalie Anomalie forte

(mg.kg™) (mg.kg™) (mg.kg™)

Cd 0,05-0,45 0,7-2,0 2,0-46,3

Cu 2,0-20,0 20,0-62,0 65,0 - 160,0

Pb 9,0-50,0 60,0 -90,0 100 -10180

Cr 10-90 90 - 150 150-3180

Ni 2-60 60 - 130 130-2076

Zn 10-100 100 - 250 250 - 3800

Une anomalie forte devra étre caractérisée plus précisément afin de quéntfieportion
potentiellement disponible de métal et d'évaluer le risque représenté. Cattérization détaillée a

pour but de distinguer une anomalie naturelle, due & une roche mére exceptionneitdbmedune
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contamination d'origine humaine. Mench and Baize (2004) recommandent un seuiligatieespour

des concentrations dans les sols supérieurs a 0,7 ; 35 et 60 megpgctivement pour Cd, Cu et Pb.

Les émissions totale de métaux liées activités humaines seraient d’une a trois fois supérieures
aux émissions naturefiéAmiard 2011). Ces émissions excédentaires entrainent un apport massif et
continu qui surcharge les compartiments des cycles biogéochimiques. D'aprés B#lI€20415), et
comme le montre la figure 7 les effluents d’¢élevage seraient responsables de plus de 50% des apports
de Cu, Zn, As, Mo, Hg, Ni. Les engrais minéraux de plus de 40% des apports de Cr, Cd, Set Boues
compost d’origine urbaine ne dépasseraient pas 20 % des apports en métaux » (Bellec et al. 2015Jes
apports sont globalement sous des formes plus mobiles que les formes issues oigélaepécet se

stockent préférentiellement dans les fractions réellement et potentiellement disponibles des sols.
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Figure 7 : part, en pourcentage, des différents apports de métaux et métalloides aux sols agricoles.

Au regard de leur potentiel toxique et de leur présence ubiquitaire, nous avons choisi de

concentrer notre travail sur 3 métaux : Cd, Cu et Pb. Ces 3 métaux sost dagffontaminants majeurs
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devenus des probléemes de santé publique en raison du risque de transfert vers désnsopes

ressources alimentaires et hydriques (Bellec et al. 2015). L'ingestion d'alitoetasninés ou de
particules de sols (hotamment chez les enfants) représente la principdlexmisition chez 'Homme.
L'inhalation et le contact cutané peuvent aussi étre des voies signifi¢atiessl-Schaub et al. 2005;

Lucas et al. 2012).

11.2.  Cadmium (Cd)

Le cadmium (Cd) fait partie des substances dangereuses prioritdiaekreeive cadre sur I’eau
(2455/2001/CE)C’est un élément mineur de la croftite terrestre, non essentiel et toxique a faible dose.

Il est aussi cancérigéne (Bisson and Houeix 2014).

I1.L2.1.  Sources, usages et émissions

Le Cd n’existe pas naturellement a 1’état natif mais sous sa forme d’oxydation (+II). Il est souvent
associé a Zn, Cu et Pb dans la crolteedee au sein de laquelle il est naturellement présent. C’est
pourquoi il est souvent un sopsaeduit de I’exploitation de minerais riches en ces métaux. Dans les sols,
Cd se combine facilement avec le soufre (S) minéral et organique, les carbongtesspésmtes. Les
éruptions volcaniques constituent la principale source d’émissions naturelles. Les autres émissions sont
majoritairement liées aux activités humaines. Les roches sédimentaires sont en généralkephrs ric

Cd que les roches volcaniques (Smolders et Mertens 2013).

Quelques 21 000 tonnes de Cd sont produites annuellement au niveau mondial. Il est utilisé dans
la fabrication d’accumulateurs électriques, la photographie, la métallisation des surfaces. C’est aussi un
agent stabilisant pour les plastiques (Duet&tustruy 2014). La combustion du charbon et des produits
pétroliers, les incinérateurs, et la métallurgie forment les principalesesode rejets atmosphériques.
Dans I’eau, le Cd provient du lessivage des sols, des décharges et du traitement des effluents industriels

et miniers. Son usage est de plus en plus limité, voire interdit. Maissen de sa persistance dans
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I’environnement, des apports diffus et de la difficulté de le substituer dans certaines applications, les
rejets sont encore importants (ADEMENERIS 2017). On le retrouve parmi les épandages de boues
de stations d’épuration et comme contamination fréquente des engrais phosphatés largement utilisés en

agriculture (Smolders et Mertens 2013).

11.2.2.  Transferts et potentiel toxique

Les formes C#f, CdSQ’, CdCI, CdHCQ", CdO, CdC@Q, Cd(PQ)., CdS, CdClreprésentent les

principales formes chimiques du Cd dans les sols (Dumat and Austruy 2014).

Le Cd a tendance a s’accumuler dans les horizons supérieurs, plus riches en matiere organique
pour laquelle il posséde une bonne affinité. LedGualigine anthropique est plus mobile dans les sols
gue le Cd d'origine pédologique (Tremel-Schaub et al. 2005). De maniére générale, Cdenganéet
a se lier aux oxydes et a la matiéres organique (Smolders et Mertens 2013). La fraativat@anteut
aussi étre importante (Adriano 1986). Le pH est le principal facteur moddianobilité du Cd. La
concentration dans la solution du sol augmente pour des pH inférieurs a 6, ce qua patadide une
mobilisation du Cd et l'augmentation de sa (bio)disponibilité (Bisson amgiid 2014). Des pH
faiblement acides favorisent la formation de chélates avec les acides fuldgaemls. Au contraire,
des pH basiques (>8) ont plutét tendance a favoriser la liaison de Cd asatbtesates. Les ions €a
Zn?* et H" peuvent facilement entrer en compétition dans les phénoménes de transferts dead (Adri
1986). Dans lesal, le Cd est sous forme relativement mobile (cations hydratés, complexes avec les

composeés de la matiére organiques entre autres) (INERIS 2006; Martins 2008).

4 Les acides fulviques constituent une part importante des humus qui résultent de la biodégradation,
(principalement par les animaux, les bactéries et les champignons) et de transformations chimiques donnant de
nouvelles molécules complexes. Il s'agit d'un constituant important des matiéres organiques (Parton et al. 2015;
Voroney and Heck 2015).
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Cet élément peut étre trés biodisponible pour les plantes. La laitudodeet 1’épinard
l'accumulent dans les parties consommeées (Tremel-Schaub et al.I2Z@@fentation fournit environ
28 a 38 % de la dose journaliére tolérable. La l|égislation européenne autorise umurmalem
0,2mg.kg! sur les récoltes (Réglement CE n° 466/20( Mars 2001). La concentration maximum

Iégale dans I’eau de boisson est 0,005 ppm (Tremel-Schaub et al. 2005).

La figure 8 montre que les teneurs moyennes dans les horizons supérieurs des sols dela métropo
ssont le plus souvent inférieurs a 0,5 mg,kgotamment en Normandie. Plusieurs études sur des sols
normands ont trouvé des valeurs Iégérement supésidlinsi, Saussaye (2012), trouve des valeurs de
0,5 a 2 mg.kg. Baraud et Leleyter (2012) trouvent des valeurs allant de 2 a 5 hgdipn les
échantillons, la valeur la plus forte étant lié a une zone contaminée par ungandastllurgique. |l
existe donc des variations locales qui peuvent étre importantes et qui scetl lg@edexte d'usage des
sols (pouvant induire une contamination) et au contexte pédologique. Ces valeurs mamrent g
comparé au tableau 4, le contexte normand peut localement présenter des anomalies en ce qui concerne

les teneurs en Cd. Certaines anomalies sont mesurées en dehors de tout contexte de contamination.

L’étude de Jean et al. (2018) montre que la dose hebdomadaire tolérable de Cd (calculée en
fonctiondu risque d’apparition d’une néphrotoxicité) est dépassée pour une proportion importante de la
population des enfants de moins de 3 ans ainsi que pour 15% des jeunes de 3 & 17 ans. Cependant,
I’étude montre aussi que les adultes (>18 ans) accumulent plus le Cd que les jeunes. Des symptdomes
peuvent apparaitre entre 40 et 50 ans aprés exposition et accumulation au coues Hedaaxicités
endocriniennes et neurotoxiques de Cd sont aussi mises en exergue par cette étude. L’exposition ne
devrait pas dépasser 2,5 pg.kg.3qrour rester en dessous du seuil urinaire de 1'degeréatinine
(cette exposition correspond a la dose tolérable hebdomadaire, estimée paatmuANSES 2017)

Dans ce but, un projet de loi européenne vise a diminuer les teneurs légales en Qaidgshesghatés

qui sont la premiére cause d’exposition des populations non fumeuses (90%), via les transferts vers le
récoltes. Ainsi, cette teneur légale passerait de 60 a 20 Mjikg2026 (Parlement Européen 2017).

Cd peut se substituer au Zn et au Ca dans les processus biologiques, ce qui peut expliquer une partie de

sa toxicité. Il peut aussi interférer dans le métabolisme dii’kegestion a montré une augmentation
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d’incidence des leucémies, des cancers des testicules et des lésions prolifératives de la prostate chez le
rat. Le Cd est aussi génotoxique et tératogene (Bernhoft 2013; Gwaltnety2B13; Das et al. 2014;

Bisson and Houeix 2014).
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Figure 8 : teneur en Cd (mg.kg) dans la partie superficielle des sols en France métropoliataine.

I1.3. Cuivre (Cu)

Le cuivre est un oligétément essentiel et semble étre peu toxique pour I’étre humain. Son
accumulation environnementale peut en revanche avoir des répercussions sur les fonctiemiesment
écosystemes modification de la structure des communautés microbiennes, stress végétaux,
perturbations métaboliques, baisse de rendements (Lejon et al. 2008; Bernard et al. 200&; @lhang
2013). Le Cu est un antifongique historique et efficace, toujours largement employé @eireos |

(Vincent et al. 2017). C'est, avec Pb, un des premiers métaux utilisés par I'espece humaine.
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11.3.1.  Sources, usages et émissions

Le cuivre existe a I’état natif, sous forme de sulfure et sous formel’oxyde. Les formes chimiques
prédominantes sont le cation divalent’Cet le carbonate de cuivre Cug€@u est ubiquitaire dans
I’environnement (Amiard 2011). Les poussiéres transportées par le vent, les décompositions végétales,
les éruptions volcaniques, les feux de foréts et les aérosols marins constitpeincipales sources

naturelles d’exposition.

Le cuivre est I'un des métaux les plus utilisés en raison notamment de ses conductibilités
thermiques et électriques. Les 16 millions de tonnes produites chaque annéearaarteléDumat and
Austruy, 2014) sont retrouvées dans la production de matériel électriquegfis§prmateurs, bobines,
...), la plomberie, I’automobile, la chaudronnerie. Il est aussi trés utilisé pour former des alliages :
bronze (avec 1’étain), laiton (zinc), constantan (nickel). Des alliages avec 1’or et I’argent sont aussi
utilisés en joaillerie. Le cuivre est aussi utilisé comme catalyseur dansitafiaordu caoutchouc, il
sert de pigment pour la céramique, d’antifongique et d’insecticide. Le chlorure de cuivre est utilisé
comme catalyseur danSndustrie pétroliére, comme désodorisant, désulfurant ou purifiant, mordant
pour la teinture et pour I’impression de textiles. Les sources de dissémination comprennent les industries
pré<itées, auxquelles il faut ajouter celles du bois, de I’incinération des ordures ménageres, de la
combustion de charbon, d’huile et d’essence, et enfin la fabrication de fertilisants phosphatés (Pichard
and Bisson, 2005)I1 est a noter que 1’utilisation importante de bouillie bordelaise est une source
importante de pollution des sols agricoles (d'ou une contamination importante ides kéiicoles,

figure 9) L’utilisation du Cu a augmenté de 300% en 50 ans (INERIS 2006).

11.3.2.  Transferts et potentiel toxique

La grande majorité du cuivre libérée par les activités anthropiques vaeveod (97%) et
seulement 3% vers les eaux (Amiard, 20L&)cuivre rejeté dans 1’eau est majoritairement particulaire
et tend a se déposer, a précipiter, ou a s’adsorber a la matiere organique, au fer, aux oxydes de Mn, aux

argiles. Dans les sols, il se traunnx états d’oxydation (+1) ou (+1II) et son temps de résidence peut étre
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trés long (plusieurs milliers d’années). La figure 9 illustre les concentrations en Cu dans les horizons
superficiels du territoire métropolitain et montre que le territoire normand sernpeépas de contexte
pédologique particulier avec une moyenne entre 20 et 50 hdkesieurs études sur des sols normands
ont trouvé des valeurs similaires, voire inférieures. Ainsi, Saussaye (2012), tromadedes de 5 a

10 mg.kg' et Baraud et Leleyter (2012) trouvent des valeurs allant de 12 a 35'nsgkm les
échantillons. Il existe donc la aussi des variations locales qui peuvent étre impoitastealeurs
mentionnées par ces études sont compatibles avec la gamme courante de Cu présentée elans le tabl

4, sauf la plus forte valeur de Cu (35 mgikgui est liée a un contexte de pollution.

Dans les sols et les sédiments, Cu est majoritairement lié aux oxydes (FeettaMa)matiere
organique. Les carbonates et les sulfures peuvent aussi le lier de maniere impoiantertaines
conditions (abondance en carbonates notamment) (Adriano 1986). Le pH, le potentiel regaxijté ca
d’échange cationique et la teneur en matiére organique sont les principaux facteurs influencant la
mobilité du cuivre Cu est soluble et mobile pour des pH inférieurs a 5 (fornt @ajoritaire) mais
pratiquement plus mobikatdela de pH 7. Cu posséede une forte affinité feoratiere organique, avec
laquelle il forme des complexes solubles (avec les acides fulviques) ou iasofabkc les acides
humiques). Cette affinité a pour conséquence de concentrer Cu dans les premierses otinessil
(Oorts 2013). Il est donc peu susceptible de pénétrer dans les sols en profondeur maisibdstausens

drainage et au ruissellement.

Il s’accumule dans les racines des plantes en fonction du pH qui régule son absorption. Zn, Ca et
K peuvent étre des compétiteurs pour son absorption. Cu adsorbé sur la mgéiBiguen’est pas
disponible pour les végétaux terrestres. Le chaulage ou un apport de matiére organigre
fortement diminuer le transfert vers les plantes (Mench et Baize 2004). Daoks Jé3uspeut moduler
la diversité microbienne et ainsi influencer le cycle du C en favorisant 1’émission de CO; et en diminuant

I’incorporation de C dans les sols (Lejon et al. 2008; Bernard et al. 2009).

La ration quotidienne des francais est de 1,48 principalement apportée par I’alimentation,
alors que les apports nutritionnels conseillés sont de 2,8.rhgg fruits, légumes et céréales apportent

environ 54% de cette ration (et les boissons environ 10 %) (Girard et gl A00d 2011). Cu est un
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oligo-élément nécessaire entre autres a la synthebédmglobine. Sa carence entraine une anémie
hypochrome microcytaire. La toxicité due a la carence est plus fréquente que 1’intoxication par exces.
Satoxicité aigué est rare et concetaglus souvent ’eau de boisson. Elle se caractérise principalement
par des troubles digestifs importants duction irritante des composés cuivrés et des vomissements
qui interviennent tot dans 1’intoxication, ce qui permet d’éliminer le toxique ingré. L’empoisonnement

aigu est rarement grave. Une intoxication chronique peut provoquer des perturbathioogayues

du typeinsomnies, pouvant aller jusqu’a la schizophrénie en raison des propriétés stimulantes pour le
systeme nerveux (Pichard and Bisson 2003). Des intoxications chroniques peuvent étre renhentrées
des utilisateurs réguliers de bouillies bordelaise exposés aux inhalations de vapeatsouve alors
principalement un syndrome pulmonaire, des Iésions hépatiques (fibroses, cirrhoses, hypertension
portale) et une indence accrue d’adénocarcinomes (Tremel-Schaub et al. 2005; Pichard and Bisson

2005; Bes et al. 2013; Ballou and Wilson 2016)
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Figure 9 : teneur en Cu dans la partie superficielle des sols en France métropoliataine.
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II.4. Plomb (Pb)

Pb fait partie des sufamces dangereuses prioritaires de la directive cadre sur 1’eau
(2455/2001/CIg C’est un élément mineur de la crotite terrestre ; il est non essentiel. C’est cependant un

des métaux les plus abondants dans la nature et I'un des premiers métaux explditésipar

I1.4.1.  Sources, usages et émissions

Pb est présent dans la crolte terrestre et dans tous les compartiments de la biospk@ts Les
atmosphériques issus sdéumées volcaniques sont peu importants. Dans I’environnent, Pb est
principalement a 1’état d’oxydation +II. Le sulfure de Pb, ou galéne (PbS), est la principale forme
existante et exploitée pour la production de Pb qui atteint annuellemenipfsrile tonnes au niveau
mondial (Dumat and Austruy 2014). Les rejets industriels et routiers soptitespales sources
d’émissions atmosphériques. La disparition de I’essence plombée dans les années 1990 a fortement
diminué la pollution atmosphérique par Pb (en France, elle a étéadpasun facteur 20 depuis cette
datg (Lucas et al. 2012).’industrie des batteries automobiles devient la principale source d'émissions
et de contaminations. En effet, la substitution du Pb ne semble pas possible dang cgii usagentre
60% de I'utilisation du Pb en Europe. Les autres usages industriels concernent la fabideatio
radiateurs automobiles, de munitions, d’alliages, d’enrobage. Ses usages concernent aussi la soudure, la
céramique, le lestage mais tous deviennent minoritaires et/ctckam qhant a I’utilisation du Pb. La
dispersion des plombs de chasse constitue cependant une source de contamination impogdnte. Pb f
partie des substances a surveiller en priorité pour préserver la qualité des récoltes, 1’ingestion d’aliments
contamirgés étant une voie importante d’intoxication. Les plantes sont contaminées par dépdt de
poussiéres ou par le sBlbpeut contaminer les effluents épandus en agriculture (Amiard 2011 ; Steinnes

2013 ; Sirot 2018).
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I1.4.2.  Transferts et potentiel toxique

Le Pb atmosphérique se déposant sur le sol reste dans les horizons superficield dRathar
Bisson 2003) en raison de son affinité pour la matiére organique (SteinnesP2Df8ut aussi former
des sulfures et s’adsorber sur des oxydes de Fe et deMin pour lesquels il a une bonne affinité. Lors de
la lixiviation du sol, le sulfure de Pb s’oxyde lentement, puis peut par la suite former des oxydes et des
carbonates de Pb (cérusite, PhZ®ouvent mélangés a des oxydes de Fe et de Mn. Pour d&% lgH
Pb peut précipiter sous des formes organiques qui sont assez stables. Le Phipaistensous forme
de sulfate (anglésite, Pb®@t de phosphate (Pb(B@par exemple). Les formes chimiques présentes
dans les sols sont donc nombreuses?, MbHCQ", PbOH, PbS, Pb(OH) PbSQ, PbCQ, PbO,

Pb(PQ),, PbO(PQ)2, PbCt. Pb peut aussi formees chélates d’acides fulviques (Laperche 2004).

La figure 10 illustre les teneurs en Pb dans les horizons superficiels durtemigropolitain.
Cette carte montre que la vallée du Rhéne, région industrielle et d'importanbutiéc semble la zone
la plus concentrée en Pb. Le quart nord-est, en raison de son passé industriel, présaihte aussi
concentrations fortes. La Normandie, en revanche, ne montre pas un contexte pédologique
particulierement riche en Pb, les teneurs moyennes sont inférieures a 30. mRtukageurs études sur
des sols normands ont trouvé des valeurs légérement supérieures. Ainsi, Saussayeo{2( 2gs
valeurs de 5 40 mg.kg! et Baraud et Leleyter (2012) trouvent des valeurs allant @e586mg.kg*
selon les échantillons. Il existe aussi pour Pb des variations locales qui pewémpéttantes. Ces

valeurs sont cependant compatibles avec les valeurs de la gamme courante citées dans le tableau 4.
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Figure 10 : teneur en Pb dans la partie superficielle des sols en France métropolitaine.

Pbest en général peu mobile dans les sols car lié a la matiére organique,dmsxsokydes de
Fe et deMn. La plupart des composés inorganiques du Pb sont peu solubles dans I’ecau. Le pHetla
teneur en matiére organique du sol sont les principaux facteurs qui régigseifiilga. Une baisse de

pH favorise sa migration, notamment vers la réserve en eau et donc les végétaux.

Les plantes prélévent difficilement Pb par les racines (absorption passive)paaisiéanmoins
s’y accumuler dans des vacuoles. Les légumes feuilles accumulent particulierement Pb : chaug, épi
salades, poireau (Tremel-Schaub et al. 2005 ; Sirot et al. 20%8). de boisson peut aussi étre une
source d’intoxication (cas des canalisations en Pb) (Pichard and Bisson 2003; Lucas et al. 2012; Foti et
al. 2017) L’alimentation couvre 34 a 57% de la DHT et les Iégumes sont la premiere source d'exposition
pour les enfants (Sirot et al. 2018). La législation européenne autorise des tefégigses a
0,3 mg.kgd' sur les récoltes (Réglement CE n° 466/20@ Mars 2001). La concentration maximale
|égale est de 0] ppm dans I’eau de boisson (Tremel-Schaub et al. 2005; Bernhoft 2013; Gwaltney-

Brant 2013; Das et al. 2014).

Le plomb n’est pas un oligo-élément essentiel pour I’Homme ; aucune fonction biologique ne lui

est connue. Il est toxique méme a faible dose et peut étre responsalilemansa. En intoxication
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aigue, le syndrome gastimestinal est violent puis suivi de troubles nerveux telles qu’agitation,
nervosité, convulsions, faiblesse musculaire. Cette intoxication est plutot rded, stite a une
absorption par voie digestive ou par inhalation. L’administration rapide d’un traitement rend ces
symptdmes réversibles. L’intoxication chronique et/ou sévere conduit au saturnisme. Ce syndrome fait
suite a une phase d’imprégnation, pendant laquelle la symptomatologie est frustre avant lI'apparition de

troubles neurologiques (confusion, anxiété, troubles de la mémoire, asthénie (Piclgisd@m@003)

Lanphear et al. (2018) ont publié une méta-analyse portant sur une de cohorte de 18825 adultes
de plus de 20 ans. L’étude montre que les plombémies faibles (inférieures a 5 pd.L seuil
d’investigation clinique) étaient corrélées a un risque accru de maladies cardio-vasculaires et a une
surmortalité cardiovasculaire. L’étude estime que 400 000 morts par an sont imputables, au moins en
partie, a I’exposition au Pb. Les auteurs concluent que le risque téxposition au Pb est largement
sous-estimé et que sa rémanence environnementale et sa toxicité sont encore plus @rpcenaote
malgré une mobilité apparemment faible. Nous pouvons ajouter que cette mobjtitébadiement
sous-évaluée, comme le montre I'étude de Baraud et Leleyter (2012) qui compare plusieurs méthodes
d'extraction. Cette étude permet de conclure que la méthode d'extraction a I'ETAouvé&nt
employée, sous-évalue de beaucoup la fraction potentiellement disponible de Pb par dippoesa
méthodes plus chronophages (extraction séquentielle en particulier). Ces msthbdepliquées dans

le paragraphdl, page 51.
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IIl. Techniques d’étude des métaux dans les sols

Le nombre parfois important d’espéce chimique d'un méme élément ainsi que la réactivité

différente de ces espéces suggerent que les concentrations totales des élémentsssufiisdrgas

pour caractériser le risque lié a la présence des métaux dans les sols. Lesotatesirgetsont jamais
prédictives de la mobilité, des transferts, de la biodisponibilité, des inguades fonctions du sol, des
toxicités. Ainsi, I'étude de la répartition minéralogique des métaux atydigrement la fraction
potentiellement disponible est une des méthodes permettant de mieux appréhender les condéquences
leur présence dans les sols. Les teneurs totales sont néanmoins informatigppgrai la situation
générale et permette de mettre en évidence des anomalies, de définir ded'ingastigation, de
calculer des facteurs d'enrichissement afin d'orienter vers l'origine anthrapiggéologique des

anomalies mesurées.

l1l.1. Minéralisation totales ou pseudo-totales

Les plus courantes sont la minéralisation a l'acide fluorhydrique, la minéraliadtému régale
et la fusion alcaline. Il s'agit de méthodes destructives. La minéralisatioetgdarsolubilisation de la
matrice solide et la mise en solution de la totalité des éléments. L'analysgiehiles solutions permet

ensuite de mesurer les concentrations en éléments.

Une minéralisatioavec 1’acide fluorhydrique (HF) permet une solubilisationtotale alors qu’une
minéralisation d’eau régale ne permet qu’une solubilisation pseudo-totale (environ 95-98% du total).
Cette derniére est cependant satisfaisante (pour les éléments autres qué Silatplus utilisée car
moins dangereuse d'un point de vue opérationnel (risque accru avec HF). Cessaiioéigbe font en
milieu acide et peuvent étre réalisées sur banc de sable, ou étre assistéesopamdaécrD'autres

méthodes en milieu acide existent (méthode tri-acide, ax@gpér exemple).
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La fusion alcaline utilise un fondant, souvent le tétraborate de lithium, ajouté a I’échantillon sous
forme de poudre. La minéralisation se fait donc en milieu basique. La solbtemue est reprise en

milieu acide. Cette méthode est bien adaptée au dosage de Si, Al (Hamdoun 2015).

I1l.2. Extractions simples

Les extractions simples se font en une seule étape. La plupart des méthodes aeptitir obj
principal de quantifier directement la fraction potentiellement disponibléléegnts. Les extractions

simples utilisent 3 types principaux de réactifs :

- les sels, comme par exemple Ga@l Ca(NQ).. lls permettent de lessiver les cations sorbés

sur les charges permanentes des éléments solides et parfois aussi sur la matiére organique.

- les acides dilués, le plus utilisé étant HCI. La baisse du pH favodsstdution des complexes,
permettant ainsi de libérer les ions métalliques. Les iorsdpbutent a I'effet de la dissolution acide et

permettent de chélater les métaux.

- les agents complexants (ou réducteurs), comme par exemple 'EDTA, qui est un cloétatant
Ce dernier est capable de complexer la plupart des métaux des sols (HamdoBe2add et Leleyter.

2012).

L’extraction des métaux par I’EDTA, ou HCI dilué, donnent parfois des estimations peu
représentatives de la réalité des spéciations minéralogiques des élémemstigiesou sous-estime
selon les cas les quantités potentiellement disponibles. Par exemple, selon Lelyt@04®), HCI a
tendance a sous-estimer la fraction potentiellement mobile de Pb en raisofaibte laolubilité de

PbCL (dans l'eau ou les acides dilués) qui précipite.
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[1l.3. Extractions séquentielles

Les extractions séquentielles appliquent différents réactifs (extractants), afotubdiser les
différentes fractions minéralogiques d'un méme échantillon. De nombreuses méthaeps EXiss se
font en plusieurs étapes et sont plus longues que les extractions simples. Ellenapgoendant plus
d’informations (Leleyter and Baraud 2005; Leleyter et al. 2012; Baraud et al. 2017). Boriateta
sélectivité, chaque extractant perrd&ixtraire les métaux liés a une fraction minéralogique précise.
L'ensemble permet de représenter la distribution des métaux dans les dranti@ralogiques
correspondantes de la matrice. La diversité des méthodes et des réactifseshaiaceponduire a la

prudence lors de la comparaison de résultats obtenus par des protocoles différents.

La procédure de Tessier (1979) a été trés utilisée et souvent modifiée. La procéituake or
prévoit d'extraire les métaux selon 5 fractions (échangeable, liée aux carbonates, liée aux oxydes de F
et de Mn, liée a la matiére organique, fraction résiduelle). Les modificationsesnhé a améliorer la

sélectivité et I'efficacité des réactifs pour chaque fraction minéralogique.

La méthode BCR est une méthode de référence qui a été développée dans le but d’harmoniser les
pratiques et de permettre des comparaisons et des interprétations plus reproductiblesétCete
sappuie sur la méthode publiée par Tessier en 1979. Elle n'est cependant pas la ptusipi@pisis
efficace, puisqu'elle ne comporte que 3 étapes et ne définit donc que 3 fraatiradapiques acido-

soluble, réductible et oxydable (Ure et al. 1993 ; Quevauviller et al.;1@Berland 2010).

Le protocole de Leleyter et Probst (1999) a été confront&dres protocoles d’extraction
séquentielles ou simples concernant sa sélectivité et son efficacité (LelegteP@t2; Baraud and
Leleyter 2012; Hamdoun et al. 2015a; Leleyter 2017). Des analyses du réseau silicatés et des essais sur
des composés purs (carbonates, oxydes, matiere organique, minéraux argileux), entre antnesgont
expérimentalement la pertinence dans le choix des différents solvants quant etdivitééet leur
efficacité (Leleyter and Probst 199@k protocole propose d’extraire successivement les métaux liés a
5 fractions différentes dont I’ensemble représente la fraction potentiellement mobile des métaux. Ces

fractions sont les suivantes :
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- F1:lafraction hydrosoluble, la plus mobile.

- F2: lafraction facilement échangeable.

- F3:lafraction acidosoluble.

- F4: la fraction réductible. Cette fraction se décline en 3 sous-fractionsRFdat F4c) qui
sont détaillées ci-apres.

- F5:lafraction liée a la matiére organique.

La fraction stuble a I’eau (F1) est le plus souvent négligeable pour les sols et les sédiments. En
effet, cette fraction étant lessivable par I’eau, elle 1’a déja été le plus souvent au sein de I’environnement,
avant méme que le prélévement soit effectué. Cette étape est cependant nécesdassveoues

colloides et assurer la sélectivité de I'étape suivante (Leleyter 1999).

Le lessivage des cations échangeables (F2) est effectué par Ng(@ation divalent Mgy
s’échange avec les cations emprisonnés dans les lacunes ou les espaces interfoliaires des argiles. Ce sel
est efficace, sélectif et n'a aucun impact sur les carbonates, les oxydeslele dydes de Fe ainsi que

le réseau silicaté des argiles (Leleyter-Reinert 2017).

Le lessivage de la fraction acidosoluble, ou fraction liée aux carbonates (F8alisge par un
mélange d’acétate de sodium et d’acide acétique. Le pH est fixé a 4,5. Ce pH permet de complétement
solubiliser la calcite (et partiellement la dolomite et les phosphates)d&Ceevanche les oxydes et

minéraux argileux ne sont pas altérés (Leleyter-Reinert 2017).

La fraction réductible (F4) comprend les ions liés aux oxydes de Mn et de Fe. Ces oxydes sont
trés souvent des piégeurs de contaminations métalliques dans les sols. Le lessivafjactienla
réductible est subdivisé en 3 sous fractions (F4a a Fdchlarure d'hydroxylammonium est considéré
comme I’extractant le plus spécifique des oxydes de Mn (F4a). En effet, il réduit les oxydes Mn**
insolubles en Mfi trés solubles et nbiles. Les oxydes de Fe ont un potentiel d’oxydoréduction plus
faibles et ne sont pas minéralipéasce solvant. Il n’existe pas de solvant spécifique pour solubiliser les
oxydes de Fe. Selon Leleyter-Reinert (201I7gst possible de pousser les conditions d’extraction de

I’étape précédente pour les rendre plus agressives et extraire les métaux liés auxdexiges
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cependant, cette méthode a une efficacité relative et manque de sélectivité (Isiliéat@aest aussi
attaqué). Une alternative consiste a utiliser un acide, ou un ligand chétataum, réducteur. Le
protocole utilisé ici combine ces 3 actions en 2 étapes. Sont utilisés I’acide oxalique (pour ses propriétés
acides) et ’oxalate d’ammonium (chélatant) pour la premicre étape (F4b). La seconde étape utilise
I’acide ascorbique (réducteur) en plus des deux premiers réactifs (F4c). Cette méthodereehamene

sélectivité (le réseau silicaté n’est pas attaqué) ainsi qu’une bonne efficacité.

La matiére organique et les sulfures stockent aussi les éléments traces mét&lbsjubey
conditions oxydantes et/ou acides permettent de les solubiliser. L’eau oxygénée (H2.0,) permet de
minéraliser plus de 75% de la MO. Les liaisons retenant les métaux étant leésgserétre détruites,
nous pouvons considérer une extraction efficace des métaux liés a cette fractorépatif (Leleyter-

Reinert 2017)

I1l.4. Dosage des éléments par ICP-OES

L'analyse chimique élémentaire des minéralisats/extraits permet ensuite de coréw@$tenent
leurs teneurs en éléments métalliques. La spectrométrie atomique d'émission egetresntautilisée
dans ce type d'étuden effet, la plupart des éléments du tableau périodique peuvent étre dosés lors d’un
seul passage de 1’échantillon dans 1’appareil. Un plasma d’argon (Ar) est généré par chauffage d’un flux
continu de gaz. La mesure de l'intensité des photons émis par les éléments l@sada gan état
excité a un état fondamental permet de déterminer la quantité de chaque éléraemtigrétalonnage

externe.

I1l.5. Etudes des impacts environnementaux

Pour compléter ces analyses, des méthodes écotoxicologiques sont utilisées afinétesearact
I'exposition aux toxiquest d’associer un niveau de risque a des concentrations en métal. Elles utilisent

des tests biologiques et des indicateurs qui permettent d'évaluer l'expositamidioes sentinelles
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(lombriciens, plantes, algues, crustacés ou microorganismes) a un ou des @bdguearactériser le
risque lié a cette exposition. Elle peuvent aussi permettre de mesurer e fiodadisponible réelle d'un
toxique pour un étre vivant (Vasseur et al. 2008; Foucault et al. 2013a; Dumat any 2044; Jean

et al. 2015). Des indices spécifiques des métaux ont été développés comme e Exalice
PhytoMet qui évalue la biodisponibilité des métaux par les plantes (Bert 2018pnilweux tests
existent. La norme NF ISO 11269-2013 relative a la mesure de la qualité des sols décrit notamment
un test d'inhibition de la croissance des racines des végétaux. Ce tettgemettre en évidence la
toxicité d'un sol, exprimée comme l'inhibition de la croissance des racines deaxggouvent l'orge)

par rapport aux végétaux qui ont poussé sur un sol témoin calibré exempt des toxiques éventuels.

IV.Remédiation des sols contaminés et intérét du monde fongique

IV.1. Introduction

Comme évoqué dans les paragraphes précédents, la contamination par les métaux delgent globa
et sa gestion représente un enjeu de santé publique et de développement durable. De plus en plus d
méthodes de remédiation se développent pour lutter contre les effets néfastes utasspoll
environnementales qui affeatde fonctionnement des écosystémes. Ces méthodes sont classiqguement
organisées selon leur nature physico-chimique ou biologéguelon leur mise en ceuvre in situ, sur
site (traitement des terres excavées) ou hors site. Concernant les métaux, 3smpétyside-chimiques
(isolation, vitrification, immobilisation chimique) et une méthode biologigpiytoremédiation) sont
les plus employées actuellement (Laperche 2004; Colombano 2010; ADEME 2014; ADEME 2015).

Les méthodes électrocinétiques connaissent aussi un fort développement (Habibul et al. 2016).

IV.2. Techniques biologiques

L'EPA définit la bioremédiation comme l'usage d'organismes vivants, principalatesnt
microorganismes non dangereux, pour nettoyer les sols, I'eau ou les eaux usées, ies ppolllg
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contiennent. Les méthodes biologiques sont affectées par les parameétres environnementaur tels que |
pH, le potentiel d'oxydoréduction, I'numidité, la nature des organismes préskmtsestsibilité aux
polluants. La biodégradation par les organismes vivants est une approche pernadgmatiation des
composés en utilisant les capacités enzymatiques des bactéries, champignons, algues.oueglante
biodégradations ne sont évidemment possibles que pour des composés métabolisablesstce qui
rarement le cas des métaux. Les méthodes biologiques vont dans ce cas favoriser latbatieéqioes

la bioaccumulation) des métaux au sein d'organismes tolérants (principalement desiglabstéries

ou des champignons), ou leurs transformations en composés stables, afin de diminuer leur
biodisponibilité. Cette biostabilisation met en jeu les processus de détoxicativaulu Miobjectif des
remédiations de pollutions métalliques sera alors de maitriser le risque toxiggramnes transferts

de polluants. Les phytotechnologies peuvent aussi favoriser I'utilisation de plargescloymulatrices

dans le but d'extraire les métaux aprés récolte des végétaux (Bert 2013). Les champigintesiués

fort potentiel dans ces domaines de la bioremédiation (Fomina et Gadd 2017 ; Ceci et;ababl

2016 ; Gadd 2017 ; Albert et al. 2018).

Méme si les méthodes biologiques sont moins développées sur le terrain que les méthodes
physico-chimiques, leur potentiel, révélé par des tests en laboratoire ou des étudesypiletterrain,

estimportant (Roudier 2004; Bert 2013; Roy-Gleizes 2016). Leurs principaux atouts sont lessuivant

- elles respectent la biologie du sol et sont moins "agressives" que les mgthysies-
chimiques (qui utilisent souvent des solvants ou des tensio-actifs qui peuventiravoi
impact fort sur la matrice physico-chimique et/ou la biologie des sols) (Khalid et al. 2016).
Elles peuvent permettre une refonctionnalisation des sols (due aux activités rhizosphériques
notamment) et une valorisation potentielle (paysagére et de la biomasse) €DAEttuy
2014 ; Bert 2013).

- elles ne générent pas, ou moins de pollutions secondaires liées a iartildatréactifs
(RoyChowdhury et al. 2018 ; Khalid et al. 2016.

- elles sont moins onéreuses que les méthodes physico-chimiques (RoyChowdhury et al.

2018, Khalid et al. 2016 ; Bert 2013).
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- elles sont principalement des méthoutesitu et sur site, permettant de mieux maitriser les
colts de traitement (car elles ne nécesspas d'excavation du sol, principal facteur de
surco(t des techniques qui le nécessitent) (Khalid et al. 2016 ; Bert 2013.

- elles peuvent étre utilisées en complément d'autres techniques physico-chimiques (Khalid

et al. 2016, Dumat et Austruy 2014).

Le principal inconvénient est une durée de traitement plus longue comparativement aux autres

techniques (Bert 2013 ; Khalid et al. 2016).

En bioremédiation, plusieurs approches sont envisageables :

- L’atténuation naturelle (ou bio atténuation) consiste simplem@mtuivre 1’évolution des

contaminations prises en charge pasitaliversité native d’un site (Bernheim 1999 ; Roudier 2004).

- La biostimulation apporte des nutriments pour favoriser le métabolisme des microorganismes

déja présents (microflore autochtone).

- La bioaugmentation supplémente la matrice en microorganismes allochtones sélectionnés afin

d’améliorer et compléter les capacités endogénes de bioremédiation (Bernheim 1999; Roudier 2004).

Il faut cependant veiller a ne pas produire de sous-produits plus toxigues. Les voiesgquéabol
doivent donc étre maitrisées. De plus, les espéces indigénes apportées doiv@nsealdvelopper
dans une matrice ou la compétition biologique pour les ressources peutdétreams pour autant

perturber le fonctionnement normal de cette matrice (Gouma et al. 2014).

De nombreuses techniques existent : le compostage, le landfarming, lessbiepilioventing,
ou encore l'utilisation de bioréacteurs (Bernheim 1999; Roudier 2004). Ceslgwqueéuvent-étre

réalisédn situ, sur site owex situ(Bernheim 1999; Roudier 2004)
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IV.3. Intéréts des champignons en bioremédiation

IV.3.1. Particularités et diversité du monde fongique

Les champignons, en raison de leur grande capacité d'adaptation, ont pu coloniser tous les
environnements (terrestres et aquatiques). Ce groupe trés ancien (des féssdest®9 a 900 millions
d'années ont été retrouvés) font partie dpsthokontes, parmi les Eucaryotes. lls sont hétérotrophes
au carbone et se nourrissent par absorptiaur membrane plasmique contient de 1’ergostérol. lls
possédent une paroi cellulaire, constituée de microfibrilles d'un polymerétia (Lecointre and Le
Guyader 2009; Garon and Guéguen 2015). Ces étres vivants jouent de nombreux roles écosystémiques.
lIs sont par exemple les acteurs nécessaires a la réalisation de cycles biogéeshi®ainombreux
éléments chimiques et nutriments (recyclage et décomposition de la matiére organiquae, Cyetele
N) (Genre and Bonfante 2012; Audet 2014). Les champignons sont a la fois des étres vivants pionniers
dans la colonisation des biosphéres et des espéces ingénieures des sols. lls patgcipformation
et aleur entretien (cohésion des agrégats de sols, sécrétions diverses), aiasiiskadn place des

écosystemes (Dighton 2003 ; Deacon 20R@allhauseret de Boer 2016).

Les champignons filamenteux sont constitués par des hyphes, véritables explorateurs du milieu
dans lequel ils se développent. Les hyphes ont un diamétre de quelgues microns et parissent
extension de leur paroi sur une extrémité apicale. Cette croissance apicale confére unengaede
associée a un petit diameétre et donne aux hyphes une grafide puar rapport au volume qu’ils
occupent. Cette caractéristique permet aux g@mns d’optimiser I’absorption des nutriments et, de
maniére plus généralé’avoir une trés grande réactivité avec leur environnement. Chaque hyphe peut
croitre individuellement ou en se regroupant, formant alors un réseau, le myagliufacilite et
accéléere le transport de nutriments, ce qui permet deéecevid’explorer des zones pauvres en
nutriments ou la croissance serait lente ou non permise (Lee Taylor and Sinsabaudle20¢&3lium
peut aussi former des rhizomorphes qui sont plus larges et plus résistants. liis gmnplace pour le
transport de 1’eau et des nutriments sur de longues distances, ou a travers de zones non favorables. La

zone apicale de croissance est une zone d’intense activité métabolique, comparé au reste du mycélium.
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Les champignons ont une croissance radiale, centrifuge sur ou dans leur substrat. Ceselmmse ré
cellulaire qu’est le mycélium forme la partie végétative des champignons. La classification actuelle

répartit les champignons dans 5 phylums :

e les ChytridiomycétesGhytridiomycota qui sont présents en milieu aquatique,

e les ZygomyceétesZygomycotj: il s’agit d’un embranchement d’espéces caractérisées par la
présence d’un mycélium ceenocytique (non cloisonné),

e les AscomycetesAscomycoth: il s’agit d’un vaste embranchement d’espéces produisant des
spores (ascospores) regroupées dans des asques,

e les BasidiomycétesBasidiomycotg: il s’agit d’'un embranchement d’espéces produisant des
spores (basidiospores) portées par des basides,

o les Gloméromycétes Glomeromycota qui interagissent avec les racines des plantes

(mycorhizes).

Trois phylums sont représentés au sein de nos travaux : les Zygomyceétes, les Ascolrigsétes e

Basidiomycetes.

Les Zygomycetessont caractérisés par un myceélium coenocytique. En dffety ia pas de
cloison cellulaire entre les hyphes. La reproduction sexuée (fusion de deux gamétfmyatesihe
zygospore. La reproduction asexuée forme des sporocystes, chacun contenant desesmbreu
sporocystospores. La plupart des espéces sont saprotrophes. Leur croissgride esorales retrouve

dans la plupart des matrices (sols, aliments, matériaux fi@rgroupe est trés ubiquiste.

Les Ascomycétesregroupent environ 75% des espéces de champignons actuellement décrites.
C’est un important phylum dont la reproduction sexuée est caractérisée par les asquetiuléss
spécialisées contiennent des ascospores formées par la fusion de deux noyaux kaptpitéses.
Une méiose suit cette fusion, leaséospores retrouvent donc 1’haploidie, puis une mitose permet de
former 8 ascospores. Le mode de reproduction le plus courant consiste en la production garspores
simple mitose, il s'agit de la reproduction asexuée. Certaines espéces nensaes @ue par cette

reproduction asexuée (stade anamorphe, a distinguer du stade téléomorphe issu dduietioapr
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sexuée). Les Ascomycétes forment un groupe monépy, ils dérivent tous d’un méme ancétre
commun. Leur mycélium est septé : les hyphes sont ségaréslles par une membrane percée d’un

pore central afin d’assurer les échanges intercellulaires (déplacement des nutriments). C’est un groupe
d’importance économique : de nombreuses biotechnologies utilisent des levuesnibdumoudes
Aspergilluspour la production de molécules d’intérét (antibiotiques, antifongiques) mais aussi pour la
production alimentaire (pain, biére, fromage) (Botton and Larpent 1990). La plupart des ééstesmy
sont saprotrophes. Leur morphologie est trés variée. Des genres teRhagtemium, Fusarium,
Xylaria, Hypoxylon, Sordariasont fréquents dans les sols et sont capables de dégrader la cellulose
(Watkinson et al. 2016). Certains Ascomycétes forment aussi des symbiosessgiaatks (genre
Tuber, les truffes) ou avec des cyanobactéries (formant alors des lichens). Etdinsc&scomycétes
peuvent étre pathogénes pour les végétaux (fusariose par exemple) ou les animationginfec

opportunistes le plus souvent).

LesBasidiomycetescomptent 30 000 espéces actuellerdéatites. Il s’agit 1a aussi d’un groupe
monophylétiqueLes modes de vie sont aussi variés et I’importance écologique et économique sont
importantes également. La plupart des champignons forestiers (les macromycetiés) saarultivés
a des fins culinaires (par exem@\garicusspp Pleurotusspp) appartiennent a ce groupe. Certains
taxons contiennent des phytopathogenes de récoltes et de plantes s®uwagea graminisnfectant
le blé Triticum spp Armillaria spp parasitant les arbres) et des espéces toxiques voire mortelles pour
I'Homme @manita phalloidegpar exemple). Les hyphes sont cloisonnés et les tissus fongiques de ce
groupe sont caractérisés par le dicaryon, résultat de la plasmogamie. Deux typipesibles
fusionnent, ainsi, deux noyaux haploides partagent un cytoplasme. Le mycélium dicaryotique
caractérise le cycle de vie de ces champignons. En effet, le mycélium peut rester a 1’état dicaryotique
trés longtemps. C’est sa forme de développement végétatif qui permet la mise en place de grands réseaux
mycéliens. La caryogamie (fusion des deux noyaux) permettra le développement desgmasilafin
de répéter le cycle. Certains Basidiomycetes sont capables de dégrader desepotpmgiexes
naturels tels que la lignin€anerochaete chrysosporiliret la cellulose §erpula lacrymansou les

deux Qonkioporia expanga Les Basidiomycetes sont eux aussi trouvés dans de trés nombreuses
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matrices (litiere, compost, cadavi¢animaux, surface des feuilles des plantes, troncs d’arbres, ...).
Nombreux sont saprotrophes ou mycorhizieAsrghita spp Boletus edulis, Lactariuspp, ...)

(Watkinson et al. 2016).

Dans les sols, les champignons sont les organismes les plus représentés en termessdesbiomas
d’activité microbienne, particuliérement dans les sols forestiers. Les roles et services écosystémiques
les plus connus des champignons concernent la décomposition de la matiere organiquectdde recy
des nutriments (saprotrophes) ainsi que leur influence sur la structesepedpriétés du solja leurs
filaments et leurs sécrétions. De trés nombreux phyla sont présents dans les solisn des se
Basidiomyceétes, les Agaricales comportent des genres souvent forestiers, fajgmgees, Amanita
Pleurotus Les Bolétales sont aussi souvent représentées, ainsi que les Polyporales et lakefRussu
Chez les Ascomyceétes, les Sordariales (gehoedaria, Chaetomiujrsont trés fréquentes. Les genres
Penicillium, AspergillugtFusariumsont aussi majeurs dans les sols, ainsi que les gecr&monium,
Alternaria, Chrysosporiumet Trichodermales genreslucor, Absidiagt Rhizopusont les principaux
représentants des Zygomyceéetes des sols (Domsch 1980; Bills et al. 2684 a6a& Guéguen 2015).
D'aprés Bourceret et al. (2018), les sols sont en général plutét dominés par legigpspde

Basidiomycétes mais les sols pollués semblent plutét dominés par les Ascomyceétes.

IV.3.2. Meétabolisme fongique

Les champignons constituent un groupe trés diversifié. Chaque niche écologique giet en
abriter de nombreuses espéces. Ce groupe représente donc un réservoir de gewtsitéts d'
métaboliques potentiellement intéressar{Singh 2006; Fomina and Gadd 2007; Dixit et al. 2015;
Singh 2015). Le métabolisme fongique permet la décomposition de la matiére organiguadatidég
de molécules complexes en nutriments bioaccessibles. Cela favorise les cycléesmdets@rganiques
et inorganiques tels que C, H, O, N, P, S, Na, Mg, Ca, K. Ce métabolisme patis§ aux cycles des
métaux, meétalloides et radionucléides naturels ou de source anthropogénique. Legncmsmpi

minéralisent les nutriments d'abord pour leur propre développement. Cependant, lesmescani
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d’absorption ne sont pas totalement efficaces et une partie est ainsi rendue disponible posteleeda
biosphére, notamment les plantes et la continuité des cycles biogéochimiques (GeBoafant

2012; Kertesz and Frossard 2015; Marmeisse and Girlanda 2016). Les champignons sont eaggénéral |
premiers a coloniser un milieu pauvre du fait de leur résistance, adaptabilité et mode de nutrition. Mais
en rendant les nutriments biodisponibles, ils permettent a d’autres espéces de coloniser a leur tour ce

milieu qui va s’enrichir en matiere organique et nutriments (Dighton 2003 ; Deacon 2010)

Peu d’espéces sont suffisamment équipées pour dégrader entierement des molécules résistantes
comme la lignine par exemple. Cependant, une colonisation successive par des especes fongiques
(cortege fongique) permet sa dégradation compléte. Ainsi, des especes aitegre » vont se
développer en premier et utiliser les ressources carbonées directementbissiniles espéces ont
nécessairement un développement rapide di a la faible persistance de la ressesirdévéttdppent
une stratégie rudérale (genisacor, Rhizopus Des espéces dites compétitives vont ensuite coloniser
le substrat. Ces especes sont un peu plus spécialiséels dégsadation et vont mieux résister aux
stress éventuels. Enfin, des espéces trés spécialisées vont se développer. Cesoaspecgsnéral
capablesle dégrader la cellulose et/ou la chitine. Ce dernier groupe comprend beaucoup d’Ascomyceétes
et de Basidiomycétes. Cette succession d’espéces est associée a des modifications du milieu et a la

mobilisation des nutriments (Baldrian 2003; Baldrian 2006).

IV.4. Potentiel pour |la bioremédiation des métaux

L'acidification provoquée par le métabolisme fongique peut conduire a la désorptian et
solubilisation des métaux liés aux différentes fractions minéralogiques des sols,igan€et/ainsi
plus disponibles pour les réactions de sorption avec les champignons (Gadd 2004)leéinsi
groupements chimiques (-COOH, -SH, -ONHy, -PQ:H», par exemple) des membranes biologiques
(membrane cellulaire et surtout paroi fongique qui est la premiére en caveade milieu extérier
peuvent interagir avec les ions métalliques et favoriser leur sorption.i@etetion peut étre suivie

par l'absorption des métaux par les champignons. Cette biosorption peut induire des phédemeénes
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détoxication ou permettre I'expression de la toxicité des métaux vis-a-vis des clmrsmg fonction

des espéces chimiques en jeu et des doses (Fomina and Gadd 2007; Alegria Terra2a$63t Al

existe aussi de nombreux ligands non spécifiques au niveau de la membrane et de la paroi fongique qui
peuvent lier les métaux ; ce sont les mucopolysaccharides, la mélanine, les hydrophobines (pour
champignons filamenteux), ou la glomaline (sécrétée par les champignons mycorhizikese{@l.

2016). La grande surface des champignons engendre un nombre de site de fixation potentiel importan

pour les ions dont les métaux.

Les molécules d'acquisition des minéraux sont souvenesré® jeu, via la sécrétion de
sidérophorest d'acides organiques notamment. Les sidérophores sont des ligands de faibles poids
moléculaires sécrétés pour l'acquisition du Fe. Plusieurs types sont décrits em fdeststructures
chimiques ; par exemple fusarinines, coprogénes, ferrichromes (Renshaw 2002). Lesganipses
(acide oxalique, acide citrique par exemple) digist au métabolisme des polyméres, notamment a la
dégradation de la lignocelluldsemais aussi a l'acquisition des minéraux. lls sont aussi pasmi |
principaux responsables de l'acidification de la matrice dans la laquelle se dévdkgppkampignons
et ont donc potentiellement un rdle dans la régulation des transferts des métaoph8ids et acide
oxalique peuvent aussi complexer les métaux libérés de leur matrice minéralen(R@a@6). D'autres
composeés plus spécifiques, comme les métallothionéines (protéines richespamgnuts-SH lié au
métabolisme de Znpeuvent aussi étre solliéis(Jaeckel et al. 2005). Par exemple, Cd induit la
synthése et la sécrétiamacide oxalique et de thiols chezPhanerochaete chrysosporiumui peuvent
complexer les ions métalliques et les empécher ainsi d'atteindre des cibles quiiinthgraoxicité
(Chen et al. 2015b; Li et al. 2017). Des mécanismes similaires ont été aéecites sidérophores et
les métallothionéines (sécrétion dans le milieu, complexation des ionsanésll Le potentiel rédox

peut aussi étre mis en jeu. Ainsi, les étapes d'acquisition de Fe comprenneonlaliagziérophore au

5 La lignocellulose est un polymeére principalement composée de cellulose, hémicellulose et lignine. On la
retrouve principalement dans les parois des cellules végétales et dans la composition du bois (Baldrian et al.
2005).
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Fe(lll), puis la réduction de ce dernier en Fe(ll) avant son absorption, ou apredegseasgpeces et le

statut nutritionnel) (Crichton 2019). Ces stratégies sont d'abord mises en jetapguisition des
nutriments mais aussi pour se défendre contre des substances toxiques, notamriete Fuféable
sélectivité de ces ligands qui peuvent donc lier de nombreux ions (Cd, Cu, Pb, Zn gae}gXams

de la nutrition minérale, le complexe de I'élément est réabsorbé. Si le compléxenésavec un
élément toxique, son absorption peut engendrer entre autres, un stress oxydant quissera ah

charge par les mécanismes courants (antioxydants, glutathion, polyphosphates, séquistsaties
vacuoles ou efflux). L'expression de l'enzyme super-oxyde dismutase, élément majeur de ces
mécanismes, est par exemple induite suite a une exposition a Cd ou Pb (Fomina 2005, &inlay et

2008).

De maniére générale, les métaux toxiques réduisentoissance fongique en perturbant la
physiologie du mycélium (Fomina and Gadd 2007; Lebrun et al. 2011). Ces perturbatioassppar
audela d’une concentration seuil. Par exemple, la présence de Cd conduit Schizophyllum commurze
émettre des filaments aériens et a développer plus de connectivités enitenents. Certains
champigmns modifient leur pigmentation sous l’influence de métaux (Baldrian 2003) Le réle
biologique de certains métaux a été mentionné au paragraphe précédent (oligoéléantercof
enzymatique par exemple). Cependant, d'autres métaux peuvent inhiber ces méntés activi
enzymatiques (oxydations des protéines en se liant a des acides aminés par exemplaidbatopert
des sites actifs enzymatiques). Les cellulases et hémicellulases sont en général inhibs esspauX,
comme le sont de nombreuses enzymes intracellulaires (dont les groupements chimiquds peuven
néanmoins servir de ligands pour les métaux). Les étapes de transcription et detrpdugtnt aussi
étre touchées. Ainsi, Cu peut promou\aisynthéselelaccase (dont il est aussi un cofacteur) chez des
souches deélrametes versicoloet augmenter leur activité ché&eurotus ostreatugcomme Cd).
Cependant, il peut aussi inhiber la croissance fongique s'il est présgeitadut seuil toxique, pour
lequel méme les cofacteurs enzymatiques deviennent néfastes. Cd et Pb, qui n'ontr@es de

biologiques connus, peuvent diminuer la perméabilité membranaire et ainsemledifiux cellulaires,
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ce qui perturbe le métabolisme de maniere globale (Baldrian 2006 ; Baldrian 2002 pleirain2006;

Rivera-Hoyos et al. 2013)

Du fait de la grande surface des champignons (mycélium) et de leur tolécanvemt élevée
cette biosorption (liaison aux membranes et aux composeés sécrétés) peut signifecgtdiminuer la
guantité d'éléments présents au sein de la matrice et diminuer la diffusiesétfsments au sein de la
biosphére (Danesh et al. 2013; Ali et al. 2017; Chatterjee et al.. 2l Apmbreuses études ont montré
la tolérance et l'efficacité des champignons dans la biosorption des mésalak1(@4; Burford et al.
2003; Fomina and Gadd 2007; Danesh et al. 2013; Gadd 2017). Par exemple, Zotti et al (2015) ont
montré quélrichoderma harzianurpouvait tolérer 200 mg:tde Cu et en biosorber environ 20 mg.g
Li et al. (2017) montre que Cd a la dose de 10 rhg perturbe pas le développement du mycélium
dePleurotus ostreatuéen milieu liquide). Mohammadian (2017) indique duédnarzianunpeut aussi
tolérer 35 mg.tt de Cd et 650 mg:Lde Pb. Les capacités de tolérance sont tres variées en fonction des
espeéces fongiques et des métaux. La revue de Ali et al. (2017) évolygariquis arvensigst capable

de biosorber jusqu'a 0,05 mgde Cd et plus de 0,1 mg-gle Cu (en milieu liquide).

Comme le montre aussi le tableau 5, tous les groupes taxonomiques sont représentés
(Zygomycetes, Ascomyceétes et Basidiomycetebanerochaete chrysosporiwhPleurotus ostreatus
sont deux espéces trés étudiées en bioremédiation, a la fois vis-a-vimplesés organiques et
inorganiques. D'autres espéces sont aussi connues pour biodégrader des polluants oiyasidjaes
cylindrospora, Irpex lacteugygaricusspp etPenicilliumspp par exemple). Ce large spectre d'action est
en faveur dé’utilisation des champignons en bioremédiation de pollutions complexes (Baldrian et al.
2000; Baldrian et al. 2005; Jiang et al. 2015). De plus, les champignons, sont parfoisgtarssést
plus efficaces que les plantes, du moins en laboratoire (Henderson 2017 diCeistl 2017).
Concernant les métaux, méme si le potentiel est connu, peu d'études ont ét& Eralésence de
souches fongiques isolées de sols, avec plusieurs métaux ou au sein de matrices complexes comme des

sols réels
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Tableau 5 : revue non exhaustive de la littérature scientifique concernant la biosorption des métaux (en
particulier Cd, Cu et Pb) par des espéces fongiques.

Espéce fongique Métal biosorbé Référence
Absidia orchidis Cd, Pb Holan et Volesky, 1995
Acremonium persicinum Cu, Zn Mohammadian, et al., 2017
Agaricus sp Cd, Cu, Pb, Cr, Al, Dhankar, et al., 2015
. . . Raja, et al., 2013
Aspergillus niger Cd, Cu, Pb, Zn, Ni, Co Lo, et al., 1999
Aspergillus sp Cd, Cu, P:;,ng, f\lol,’ L'\J/I’ n, He, Sr, Dhankar, et al., 2015
Bjerkandera sp Cu Li, et al., 2009
Cladosporium Cd, Cu, Pb, Au, Pd, Pt, Zn, Al, Ni, Li, et al., 2009
cladosporioides Mn, Mg, Cr, Ca, Fe, U, As Dhankar, et al., 2015
Clonostachys rosea Cu Zotti, et al., 2015
Corollospora lacera Cd Taboski, et al., 2005
Cunninghamella echinulata Cu, Pb, Zn, Dhankar, et al., 2015
Galerina vittiformis Cd, Cu, Pb Damodaran, et al., 2013
. Matute, et al., 2011
Ganoderma lucidum Cu, U Dhankar, et al., 2015
Gliomastix murorum Cu Li, et al., 2009
Monodictys pelagica Pb Taboski, et al., 2005
. . Dhankar, et al., 2015
Mucor rouxii Cd, Cu, Pb, Hg, Ni, Zn, Marinez-Juarez, et al., 2012
Paecilomyces lilacinus Pb Zucconi, et al., 2003
Penicillium oxalicum Pb Xin, et al., 2010
Penicillium simplicissimum Cu, Zn Mohammadian, et al., 2017
Penicillium sp Cd, Pb, Ni, Zn, As, U, Th, Sr, Hg Dhankar, et al., 2015
Phanerochaete Li, et al., 2017 ; Chen, et al., 2015 ;
S —— Cd, Cu, Pb Zhang, et al., 2016 ; Dhankar, et al.,
2015 ; Zhao, et al., 2016
Pleurotus cornucopiae Cd Jiang, et al., 2015
Favero, et al., 1991 ; Gabriel, et al.,
Pleurotus ostreatus Cd, Cu 2001 ; Javaid, et al., 2011 ; Li, et al.,
2017
Pleurotus platypus Cd Vimala et Das, 2011
Pycnoporus sanguineus Cu Dhankar, et al., 2015
. . Tobin, et al., 1984 ; Fourest, et al., 1994
Rhizopus arrhizus ¢d, Cu Ahmad, et al., 2005 ; Naja, et al., 2005
Rhizopus sp Cd, Cu, Pb, Zn, U, Co, Cr, Ni, Am Dhankar, et al., 2015
Saccharomyces cerevisiae Cdl\’/li‘,"l\:lagb,' é l’J'CZ?'FZT'UZ’nAQII’_'gI\“’ Dhankar, et al., 2015 ; Tonk, 2011
Talaromyces helicus Cu Dhankar, et al., 2015
Trametes sp Cd, Al Dhankar, et al., 2015
Trametes versicolor Cu, Pb Lorenzo, et al., 2006
Trichoderma atroviride Cu Mohsenzadeh et Shahrokhi 2014
. . Zotti, et al., 2014
Trichoderma harzianum Cd, Cu, Pb Mohammadian, et al., 2017
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V. Conclusion

Cédte synthése bibliographique a montré l'importance et la fragilité desesuldy point de vue
écologique que pour le maintien des activités humaines. Parmi les contaminations métalliquss des so
Cd, Cu et Pb sont fréquents. Les pollutions métalliques sont complexes en raisorcae peutement
chimique varié, mais aussi en fonction des propriétés des sols, ce qui conditipangedeur mobilité

et donc leurs transferts au sein de la biosphére.

Les champignons sont des organismes trés présents dans les sols ou ils jouent des roles
écologiques importants. La grande surface que constitue leur mycélium, assexiggande capacité
d'adaptation en font des organismes a haut potentiel pour le développement de méthodasekidegiq

remédiationmycoremédiation) basées sur la biosorption des métaux.
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VI.Objectifs et démarche scientifique de la these

Dans un premier temps, nos objectifs ont été de déterminer si des souches fosgigessle
sols contaminés et d'un sol forestier étaient capables de tolérer et de biesoBmétaux Cd, Cu et
Pb. Ensuite, nos objectifs ont consisté a mettre au point un microcosme de sol contaminéipeur réal
des essais de bioaugmentation par des souches fongiques capables de biosorber ces 3 métaux et

d'appréhender I'impact de ces organismes fongiques sur la spéciation minéralogique des métaux.

Nos travaux ont suivi 3 étapes successives représentées sur la fighimslavons d’abord
évalué les capacités de tolérance et de biosorptimme souche modéle du laboratoire Absidia
cylindrosporavis-a-vis des 3 métaux (Cd, Cu et Pb). Les mesures de pH et de biomasyecfoagis
ces conditions de stress métallique nous ont permis de sélectionner les paraméedsanpee
screening d'autres isolats fongiques d'origine tellurique. Ainsi, 28 isolats fongsgussde sols
contaminés et d’un sol forestier ont été testés. Les résultats de ce screening nous ont conduit a
sélectionner 3 isolats considérés comme étant les plus efficaces dans nos conditionsregfEsim
Ceuxe€i ont été utilisés dans les essais de bioaugmentation en microcosme de sahéopdartes
métaux Un protocole d’extraction séquentielle des éléments métalliques nous a ensuite permis de doser
les métaux dans les différentes fractions minéralogiques des microcosmes afitelem#tidence et
de comparer les transferts des métaux, au seteddifférentes fractions, suite au développement

fongique.
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|_[ ETUDE PRELIMINAIRE SCREENING MICROCOSMES
- — - — - Essais de
Evaluation des Définition des Evaluation des Sélection de 3 isolats bioaugmentation en
capacités de :> paramétres :> capacités de :> tolérants et capables :> microcosmes de sols
biosorption en d’exposition : dose biosorption en de biosorber Cd, Cu, contaminés
milieu liquide et durée milieu liquide Pb Extractions séquentielles
1 souche modéle : 28 isolats fongiques issus de Evaluation des
Absidia cylindrospora sols contaminés et d’un sol transferts de Cd. Cu et
(N°Ac52000) forestier Ph au sein des fractions
minéralogiques de sols
2 temps d’expositions 1 dose d’exposition (50 mg.L?)
2 doses d’expositions 1 temps d’exposition (3 jours) ) )
3 métaux (Cd, Cu, Pb) 3 métaux (Cd, Cu, Pb) Comparaison a un
microcosme témoin
Evaluation de la Evaluation de la (sa.ns traltemerlwt) e.t a u,n
. . . . microcosme biostimulé
biomasse produite et biomasse produite et .
(apport de nutriments
du pH du pH .
uniquement)
Essai de tolérance en Essai de tolérance en . .
s o s s Essai de germination
milieu gélosé milieu gélosé

Figure 11 : schéma général du projet de these représentant la démarche et les principales étapes de travail.
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Chapitre 2 :

Matériel et Méthodes
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Nos travaux s’organisent en 3 parties principales :

- la premiére concerne la mise au point d’une méthode d’évaluation des capacités de biosorption de

3 métaux (Cd, Cu et Pb) en milieu liquide.

- la seconde porte slinpplication de cette méthode a 28 souches fongiques isolées de sols afin de

sélectionner les plus performantes.

- enfin, la troisiemeartie concerne 1’utilisation des isolats fongiques sélectionnés pour un test en
microcosmes de sols contaminés par des métaux, afin d'évaluer l'influence du @éévefggpngique

sur la disponibilité des métaux, en vue d'une utilisation ultérieure en mycoremédiation.

|. Caractéerisation d’isolats fongiques

En raison des capacités d'adaptation des champignons aux stress environnementaux, nous avons
principalement choisi d'utiliser des sols contaminés (par des métaux et/ou desrtamts organiques)
afin d'en isoler des souches fongiques potentiellement originales et adapEestress métalliques.
D'autres souches ont également été isolées a partir de sols forestiers. Phésleades ont été utilisées
afin d’isoler les especes fongiques intégrées a I’étude. La méthode de Warcup (1950) et la méthode des
suspensions-dilutions (Davet et Rouxel 198m)permis d’isoler les especes appartenant a différents
groupes taxonomiques issus de sols industriels. La mise en culture a partir @afsadgrsporophse
a également été utilisée pour l'isolement des espéces de Basidiomycétes folamtiedes isolats
purifiés ont été identifiés par microscopie et approche moléculaire di@aet conservés au sein de la
mycothéque du laboratoire TOXEMAC. Les compositions des milieux de culture utilisétnhées

dans l'annexe | (page 204).

|.1. Méthode par incorporation directe

Cette méthode est facile a mettre en ceuvre et permet une bonne approche qualitative de la flore

fongique d’un sol (Warcup 1950).
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A partir d’un échantillon de sol, prélevé de maniére aseptique, environ 10 mg de sol sont répartis
dans 5 boites de Petri. Dans chacune, 15 a 20 mL de milieu de dd#lirExtract Agar(MEA)
maintenu en surfusion sont ensuite ajouls chloramphénicol (Coop®&ra 0,2 g.L* est ajouté au
milieu de culture afin d’inhiber le développement de la flore bactérienne. Les boites sont ensuite
incubées a 25°C. L’observation des boites se fait apres 3 jours d'incubation et quotidiennement durant

15 joursafin de purifier et d’identifier les isolats fongiques cultivables.

|.2. Méthode des suspensions-dilutions

Cette méthode est complémentaire de la précédente car elle permet de mieux l&stimer

microflore a croissance lente (Davet et Rouxel 1997).

Cette méthode consiste a mettre du sol en suspedsio de I’cau stérile afin de réaliser
différentes dilutions. Ces dilutions sont ensuite mélangées a un milieuute pdtmettand’isoler les
champignons. Dans notre cas, 10 g de sol sentporés a 90 mL d’eau stérile, ce qui constitue la
premiére dilution a 18 A partir de cette derniére, des dilusmuccessives au dixieme sont réalisées
jusqu'a la dilution 18. A partir de chaque dilution, 10 mL sont prélevés et ajoutés a 90 mL de milieu
MEA maintenu en surfusion. Aprés homogénéisation, les 100 mL sont répartis datessbdPetri
gui sont ensuite incubées a 25°C. Les boites sont ensuite observées quotidiennement et chizque col
issue de chaque dilution est purifiée en vue d'étre identifiée. Une méthode analegugl@gte pour
dénombrer les populations bactériennes avec un milieu de culture adapté (compositiéesdtasl

I'annexe |, page 204

|.3. Récolte et mise en culture des sporophores forestiers

Les sporophores de Basidiomycetes ont été récoltés dans la forét de CadsyesiNormandie
(50680, Cerisya-Forét).Il s’agit d’une forét de bois mélés dominés par le hétre, en zone Natura 2000.
Les sporophores de champignons forestiers ont été identifiés sur le terrain en ssubassnbuvrages

de référence (Bon 2012; Courtecuisse et Duhem 2013). De retour au laboratoire, des drdgment
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sporophores (environ 1 nirsont prélevés et lavés a I’éthanol 70% (v/v). Chaque fragment est ensuite
déposé sur un milieu gélos¢é MEA, puis incubé a 25°C. La reprise est suivie quotidiennement jusqu’a

obtention d’une culture pure (figure 12).

Figure 12 : sporophores de Megacollybia platyphylla dans leur milieu forestier naturel (A) et mycélium
purifié sur milieu MEA (B). (Source : laboratoire ToxEMAC, Albert)

|.4. Identification des champignons

1.4.1. Approche culturale et microscopique

L’identification des isolats a ét¢ réalisée sur la base d’arguments morphologiques en réalisant des
observations macroscopiques et microscopiques (Olympus €XR@ksissement 400 et 1000) a partir
des cultures pures des champignons isdléglentification morphologique se base sur différents
ouvrages de référenceBooth (1971); Von Arx (1974); Pitt (1979); Domsch et al. (1995); Pitt (2000);
Klich (2002); Bon (2012) et CourtecuisseEDuhem (2013), ainsi que sur les observations des souches
constituant la mycothéque du laboratoire (plus de 1500 souches représentant une largé diversit

taxonomique et géographigue
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1.4.2. Approche moléculaire

1.4.2.1. Extraction d’ADN fongique

A partir d’une culture pure

Le kit NucleoSpin Plant fl (MachereyNagel) permet en quelques étapes d’extraire I’ADN
fongique a partir d’une culture pure. La surface de la culture est grattée a I’aide d’un scalpel stérile afin
de prélever le mycélium qui est ensuite déposé dans un tube Epfiedaferf ock de 2 mL contenant
1 g de billes de verres de 1 mm de diameétre et 2 billes de verres de 5 mmnéteedibes étapes du
protocole sont détaillées dalisnnexe Il (page 206)L’action combinée des billes de verres et d’une
agitation mécanique (Tissue Lyser Qia®etb min, 20 Hz) permet de fracturer la paroi fongique et les
membranes cellulaires afin de libérer les acides nucléiques. Les étapes spaanéttent de purifier

I’ADN.

A la fin de D’extraction, le dosage de I’ADN extrait est réalisé a 280, 260 et 230 nm sur un
spectrométre UV-visible (NanodrBp Plusieurs ratios sont calculés afin de déterminer la quantité et la
qualité de I’ADN extrait. L’absorbance a 260 nm (A260), permet de doser I’ADN. L’absorbance a 280
nm (A280) est indicatrice des acides nucléiques simples brins et de I’ARN. L’absorbance a 230 nm
(A230) est indicatrice de la présence d’ADN, d’acides humiques, de protéines, de saccharides. Les ratios
A260/A230 et A260/A280 sont calculés. Les valeurs cibles sont données dans le tableaui6. Le rat
A260/A230 doit-étre supérieur a 2, ce qui signifie que I'ADN est majoritaiteéetiquement peu
contaminé par d'autres macromolécules potentiellement extraites en méme temps AON le
d'intéréts. Le ratio A260/A280 (valeur cible entre 1,8 et 2) représente la contampaatides acides
nucléiques simples brins (ADN et ARN) ou des protéines qui ont pu étre estraitéme temps que

les ADN d'intéréts. Les ADN utilisés pour nos expériences respectent tous ces valeurs cibles.
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Tableau 6 : valeurs cibles et interprétation des ratios calculés a partir des absorbance des extraits d'’ADN
a 230, 260 et 280 nm.

Ratlo' Va!Ieur Interprétation des résultats
calculé cible
Si ce ratio est inférieur a < 2 I'ADN est considéré
A260/A230 >2 comme contaminé par des protéines, des
saccharides, des acides humiques
A260/A280 1,8-2 Si< 1,8 : contamination par des protéines

Si > 2 : contamination par des acides nucléiques
simples brins (ARN ou ADN dénaturé).

A partir d’un échantillon de sol

Le kit NucleoSpin Soil (Macherey-Na§gl permet d’extraire les ADN eucaryotes d’un
¢chantillon de sol. Il fonctionne sur le méme principe que I’extraction a partir d’une culture pure et son
protocole est détaillé dans I'anndképage 206)La prise d’essai est une masse de sol comprise entre
300 et 500 mg qu&on dépose dans un tube rempli de billes de verre (paragraphe 1.4.2.1 page 75)
L’étape de lyse par agitation mécanique doit cependant étre plus douce (en particulier pour les
échantillons pauvres en ADN). Une agitation trop prononcée ne permet pas unextiauteon. Le kit
propose plusieurs versions de protocoles. Deux tampons de lyses sont proposés (SL1 auilise?), a
chacun avec ou sans promoteur (SX) qui permet de limiter l'inhibition et la coatamide I'extraction
par d'autres macromolécules (acides humiques, protéines). Il y a donc 4 péssibilgrotocoles au
total (SL1+SX ; SL1SX ; SL2+SX et SL2-SX). Toutes les conditions ont été testées au cours d'essais
préliminaires sur des sols pollués conservés a +4°C. Le protocole SL1+SX a donné mgameill
résultats d'extraction (meilleur rendement d'extraction et ADN de meitigatité) et a donc été utilisé

pour nos expériences. Le dosage de I'ADN est effectué comme précédemment.

1.4.2.2. PCR

Le mélange réactionnel permettant la réaction de PCR est décrit dans tableatolur@es sont
donnés pour une réaction de PCR. Il faut donc multiplier ces volumes par le nombeetdms a
réaliser. Des témoins sont également réalisés : un témoin négatif (eaéeflistiiin témoin positif

(ADN pur et connu @bsidia cylindrospori La Taq polymerase (RocHedoit étre ajoutée en dernier,
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apres agitation du mélange, et le mélange obtenu doit ensuite étre homogénéiséndélicatiquement

par aspiration-refoulement.

Le tableau 8 présente les séquences des amorces utilisées pour les réactions dedeGR. A
d'essais de mise au point, des PCR ont été réadiggad’autres couples d’amorces cités dans ce tableau
mais ne se sont pas révélés concluants. Ces essais avaient pour but d'améliéasida pies
identifications moléculaires. Seules les PCR réalisées avec les alii@thset ITS5/4 ont été utilisées

pour identifier les champignons.

Tableau 7 : préparation du mélange pour PCR avec de I'ADN pur.

Réactifs Volume
Tampon Taq polymerase 10x (Roche®) 5uL
dNTP (Roche®) 1pul
Amorce forward (Eurogentec®) 1uL
Amorce reverse (Eurogentec®) 1puL
Taq polymerase (Roche®) 0,2 uL
H20 gsp 50 pL

Pour chaque échantillon, 50 & 100 ng d’ADN sont déposés dans un tube Epperfddée 0,5
mL puis recouverts par 50 uL de mélange pour PCR. L'ensemble est homogénéisé délipatement
aspiration-refoulement. Pour certaines PCR, une supplémentation en nucléotides fieutt &fre
nécessaire. Il faut alors ajouter au mélange pour PCR 10 pL d’une solution de GC (GC-rich sol 5x,
Roché). Cette supplémentation est importante pour les ADN riches en bases G etl€&goeis les
guantités apportées par un mélange classique de nucléotides ne sont pas suffisamiéshenem

I'amplification par PCR (réactif limitant).
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Tableau 8 : liste des amorces, et séquences correspondantes, utilisées dans nos travaux.

Nom Sens Séquence Référence
ITS1 forward 5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3' Schoch, 2012
ITS4 reverse 5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3' Schoch, 2012
ITS1f | forward | 5'-CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A-3' Schoch, 2012
Manter, 2007
ITS5 forward | 5'-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3' Yilmaz, 2014 ;
Schoch, 2012

ITS2 reverse | 5'-GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC-3' Toju, 2012

ITS1-86f | forward | 5-GTG AAT CAT CGA ATC TTT GAA-3' | Op De Beeck, 2014
FR1 forward 5'-ANC CAT TCA ATC GCT ANT-3’ Toju, 2012
FF390 | reverse 5'-CGA TAA CGA ACG AGA CCT-3’ Toju, 2012

Pour les PCR a partir d’ADN extraits de sol, une autre enzyme doit étre ajoutée au mélange
pour PCR. II s’agit de la T4 gene32 protein (BioLabs®). Cette derniére permet de protéger la Taq

polymérase des inhibiteurs éventuellement extraits I’ADN lors de la phase d’extraction. Le

mélange est décrit dans le tableau 9.

Tableau 9 : préparation du mélange pour PCR avec de I'ADN extrait a partir de sol.

Les cycles de réactions de PCR se composent de 3 phases principales. La premiere phase de
dénaturation de I’ADN se fait par chauffage a 95°C et permet de dénaturer I’ADN double brin en ADN
simple brin. La phase d’hybridation permet la réaction avec la Taq polymérase sur les brins d’ADN.
Enfin, la phase d’élongation permet la synthése du brin d’ADN complémentaire. Les cycles sont

programmés comme indiqué dans le tableau 10 pour toutes nos PCR (thermocycleur Eppendorf

Réactifs Volume

Tampon Taq polymerase 10x (Roche) 5uL

dNTP (Roche) 1puL

Amorce forward (Eurogentechs) 1puL

Amorce reverse (Eurogentechs) 1puL

Taq polymerase (Roche) 0,2 uL

*T4 gene32 protein (BioLabs®)* 0,1uL
H,O gsp 50 pL

Mastercycler Personrfl
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Tableau 10 : programmation des cycles de PCR.

Etape de la PCR Température Durée

1 Dénaturation initiale 95°C 4 min
2 Dénaturation 95°C 30s

3 Hybridation 52°C 30s

4 Elongation 72°C 1 min

5 Répétition des étapes 2 a 4 (30 cycles)

6 Elongation finale

72°C

7 min

Une fois la réaction terminée, la qualité de la PCR est vérifiée en faigget les amplicons
sur un gel d’agarose a 1% contenant un marqueur d’ADN, ou tampon de charge (Midori® green, Nippon
Genetics Euro@d®. Pour la migration proprement dite, chaque échantillon (5 pl de produit de PCR)
ainsi que 5 pL d’un marqueur de taille (1 kb DNA Ladder, Pronf®gaont mélangés avec 1 pL de
marqueur d’ADN. Chaque mélange est déposé dans un des puits du gel. La migration se fait a 80 V, 500

mA, pendant 40 min (générateur Fischer Bioblock Sciefijifidne fois la migration terminée, le gel

est révélé sous UV a 280 nm (banc UV Bioblock Sciefi)ific

1.4.2.3. Séquencage

Les séquencages ont été réalisés par la société GATC-Efirdfasséchantillons a séquencer
sont des amplicons de PCR obtenus selon le protocole décrit au paragraphe 1.4.2.2 (paggs s, A
20 pL de produit PCR sont déposés dans un tube Epp&migotf5 mL. La concentration en ADN doit

étre comprise entre 10 et 50 ng.IUn échantillon d’amorces est aussi envoyé pour le séquencage.

Les séquences recues doivent ensuite étre analysées. Pour cela, des fichiers xtgxtes (.t
comprenant les séquences "propres" (avec uniguement des bonnes correspondances de séquences) sont
fournies par GATE. Les logiciels SnapGefigiewer ou GATCViewer ont été utilisés pour vérifier la

gualité des chromatogrammes (résolution des pics) et des séquences. L'ensemble des séquneases ob

est indiqué dans I'anneXé (page 209).

Ces séquences sont ensuite alignées avec les séquences des bases de données groasidentifi
organismes fongiques. Les bases de données BEASTBI, https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

et MycobanR (Robert et al. 2013, http://www.mycobank.org/) ont été utilisées. Cettedteast une
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base spécifique aux champignons géréd’raernational Mycological Associatiobans tous les cas,
I’identification est jugée satisfaisante pour des pourcentages de recouvrement et d’analogie d’au moins
98%. Les identifications moléculaires ont ensuite été confrontées aux identificatiggtsofogiques

(microscopie).

Il. Etude des interactions entre les isolats fongiques et les métaux

L’étude des interactions entre les champignons et les métaux a consisté en trois expériences
principales. La premiére a permis d'évaluer la tolérance (en milieu gélogldissfongiques aux trois
métaux testés damgtude (chapitre 2, paragraphe Il.1, ci-dessous). La seconde expérience a permis de
déterminer les capacités de biosorption des métaux (en milieu liquide) pour dwlgtéongique
(chapitre 2, paragraphe 1.2, page 82). Cette expérience a permis de séledtiorofempignons
présentankes meilleurs potentiels pour réaliser les essais en microcosmes de sols dont la mise au point

constitue le troisieme volet de notre étude (chapitre 2, paragraphe 11.3, page 85).

II.1. Essai de tolérance en milieu gélosé

Chacun des 28 isolats fongiques a été cultivé en présence d’une gamme de concentration de chacun
des 3 métaux étudiés (Cd, Cu et Pb). Chaque essai de tolérance a été réaiicagnatix
concentrations suivantes : 0 (témoin), 10; 50; 100 et 1000~ mgds concentrationsn métaux
choisies correspondent a celles fréquemment retrouvées dans la littératuree pgpe de test

(Xiangliang et al. 2005; Li et al. 2009; Zotti et al. 2014; Nongmaithem et al. 2016; Li et al. 2017).

11.L1.1.  Préparation des géloses enrichies en métaux

Le milieu MEA (Difcd®) a été utilisé pour la plupart des isolats. Pour 5 isofaar{cus bisporus,

Agaricus arvensis, Perenniporia fraxinea, Emericellopsis minima, Fusarium oxyspt@oniochaeta

80



hoffmannii) le milieu MEA ne permettait pas une croissance suffisamment rapide. Le Ruliato

Dextrose AgafPDA) (Difco®) a donc été utilisé

Afin d’enrichir ces milieux de culture en métal, des sels de Cd, Cu ou Pb ont été ajoutés aprés
stérilisation des milieux maintenus en surfusion. Les sels ut{liabkau 11) sont tous de qualité
analytique pour chaque métal (Sigma AldfichLes solutions meéres (1 g) sont préparées en
solubilisant une masse appropriée de sels de métaux dans de 1’eau ultra pure en conditions aseptiques
puis conservées a +4°C avant utilisatibth masse nécessaire de sel métallique est directement
solubiliséedans le milieu de culture pour la plus forte concentration. Un volume d’environ 20 mL de
milieu enrichi est ensuite déposé dans une boite de Petri. Les milieuxsesoshpréts a étre utilisés

apres solidification de la gélose. Si besoin, ces derniers sont conservés a +4°C avant utilisation.

Tableau 11 : données de préparation des solutions meres de sels de métaux.

Masse molaire Masse Masse de sel | Volume
métal du métal Sel molaire du pesée d'eau
(g.mol?) sel (g.mol?) (g) (L)
Cd 112,41 CdSO. 208,47 1,800 1
Cu 63,54 CuS0O,, 5H,0 249,68 3,900 1
Pb 207,20 Pb(NO:s); 331,21 1,600 1

11.1.2. Ensemencement et suivi de |la croissance

Un prélévement de mycélium (2 rest réalisé a partir d’une pré-culture pour chaque isolat et
déposé au centre de la gélose enrichie en métal. Les géloses ensemencées sont egasta BEM
pendant 30 jours. Trois réplicats par métal et par concentration sont réalisésidimsans métal est

aussi realisé en triplicat pour chaque isolat.

La croissance fongique est suivie tous les jours en mesurant le diametre de croissaroeiaion
considéré (figure 13). Une moyenne de deux mesures (diameétres perpendiculaireggesttéenr

L’ensemble des mesures permet de déterminer, pour chaque métal, des courbes de croissance en fonction
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des concentrations en meéthbrsqu’une concentration de métal inhibe totalement la croissance d’un
isolat, ce dernier est a nouveau transféré sur un milieu Wengenétal, afin d’évaluer le caractére

fongicide ou fongistatique de la dose considérée.

Milieu enrichi en ETM : Suivi et mesure de la Obtention d’un profil de
Pré-culture Cdou Cu ou Ph, croissance pendant 30 tolérance pour chaque
10 - 50 - 100 - 1000 mg.L € P X P q
o jours isolat et chaque métal
25°C
- | l

Ensemencement central

Figure 13 : schéma de l'expérience de tolérance en milieu gélosé. La photographie représente A.
cylindrospora sur boite de Petri (milieu MEA).

II.2. Essai de biosorption en milieu liquide

Absidia cylindrosporgHagem, 1908) est une souche appartenant aux Mucoromycota (ordre des
Mucorales). L'isolat utilisé dans cette étude est issu de la mycothéque du laboradais2(00). Cet
isolat est déja connu pour dégrader un hydrocarbure aromatique polycyclique, le flGaenmedt al.
2004) L’expertise du laboratoire et la facilité de manipulation de cette espéce nous ont conduit &
l'utiliser pour développer les premiers tests de biosorption en milieu liqhede étude préliminaire
permet de sélectionnesslparamétres de temps et de doses d’exposition qui seront ensuite appliqués a

I’ensemble des 28 isolats fongiquesde 1’étude.

I1.L2.1.  Mise au point avec Absidia cylindrospora

Le mycélium de cet isolat est gratté a ’aide d’un scalpel stérile depuis une pré-culture (milieu
MEA, 10 jours, 25°C) puis transféré en milieu malt liquide (25 rolnk période d’adaptation de 3 jours
est respectée (20°C, agitation orbitale a 150 rpm). Les métaux sont ensuite gjartiésl@s solutions
meéres (paragraphe I1.1.1, page 80). Les parametres d'exposition sont fixés a 50 et 1@@nuaht 3

et 7 jous, en accord avec la littérature (Zotti et al. 2014; Nongmaithem2Q 6, Li et al. 2017). Pour
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chacun des 3 métaux, le mycélium est donc exposé a 2 doses distinctes et a 2 thnergsesdjour
chaque dose. Chacune de 12 conditions est réalisée en triplicat. A la fin du temps d’exposition
considére, le mycélium est filtré sur gaze stérile, rinfigs a I’eau ultra pure (25 mL). Trois fractions
sont ainsi obtenuede milieu de culture, I’eau de ringage et le mycélium. Celles-ci sont conservées a -
20°C avant analyse, le mycélium étant préalablemmi a 1’étuve (45°C jusqu’a obtention d'une

masse constante) et pesé. La figure 14 présente les étapes de cette expérience.

Cd, Cuou Pb
50 ou 100 mg.L?*
3 ou 7 jours d’exposition
20°C—150 rpm A=

A
Mesure du pH e
= e
Milieu liquide Eau de ringage Mycélium séché
l Evaluation de
Minéralisation la biomasse
al'eau régale l
Minéralisation a
I'eau régale
| Dosage des métaux par ICP-OES ‘
I\:'étal “b°," Adsorption Absorption
iosorbé \ /

Figure 14 : schéma de I'expérience de biosorption en milieu liquide avec Absidia cylindrospora ; photo A :
A. cylindrospora sur boite de Petri (milieu MEA) ; photo B : structures microscopiques d'A. cylindrospora (x1000)
(d’apres Albert et al. 2018).

[1.2.2.  Screening des 28 isolats fongiques

Le protocole décrit au paragraphe 11.2.1 a été appligu&&usolats de 1I’étude (incluant a
nouveauAbsidia cylindrosporfavecla dose d'exposition de 50 mg.Lpendant 3 jours. Chaque isolat
a été testé en triplicat. Les pré-cultures sont réalisées sur milieu 84EApour les 5 isolats pour
lesquels le miBuPDA est plus adapté a la croissance (paragraphe 11.1.1, page 80). L'essairg&dyoso
en milieu liquide est en revanche réalisé en milieu liquide a I'extrait d¢Miadt) pour tous les isolats

afin de pouvoir comparer tous les isolats dans les mémes conditions.
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11.2.3. Parametres mesurés

12.3.1.  pH

Au cours de I'expérience de biosorption, le pH du milieu a été mesuré (sonde pH 1160 VWR
étalonnée avec 2 solutions étalons du fabricant, a pH = 4 et a pdvan/l’ajout des sels métalliques,
puis & la fin du temypd’exposition pour I'ensemble des réplicats. Le milieu de culture seul, le milieu de
culture avec des sels métalliques (sans mycélium) et le milieu de culture angcdéams (sans métal)

ont servi de témoins et ont été comparés aux valeurs obt@lautys de 1’expérience.

11.2.3.2. Biomasse fongique

La biomasse produite est mesurée a la fin de I'exposition, aprés séchage du champignon a 45°C
(balance de précision CPD Sartofiugrécision 0,1 mg). Cette masse permet d'estimer la croissance du
mycélium dans le milieu de culture. En effet, la biomasse produite (BP) de chplicet est exprimée
en pourcentage de la biomasse mesurée (BM) sur la biomasse du témoin (BT) sanseloétal
I'équation :

BP = BM /BT (1)

11.2.3.3. Métaux biosorbés

Les métaux ont été dosés par ICP-OES (paragraphe Ill.1, page 91) dans les 3 fractions obtenues en
fin d'expérience (mycélium, eau de ringage, milieu liquide, figurel4). Une étsfileration (0,45um
Millex®) est nécessaire avant le dosage. Les résultats obtenus ont permis delangsantité de métal
adsorbée sur le mycélium {6, en mg), ainsi que la quantité de métal absorbgg:;(&n mg). Le total
du métal biosorbé a été calculé comme la somme des quantités de métal adsorbées et algarbées (Q
en mg). Les résultats sont exprimés en pourcentage de métal adsorbé, absorbé et biosorbé par rapport a

la quantité totale de métal présente dans le milieu de cultuee(Qmg)(équations 2 a 4). La
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concentration de métal biosor{fgsios, en mg.d) a aussi été calculée en tenant compte de la biomasse

mesurée pour chaque isolat (équation 5).

%onps = Qaps / Qo (2
Yores = Ques / Qo 3
%gi0s = (Qaps + Ques) / Qo 4
Ceios = (Qaps + Ques) / BM (5)

II.3. Essais de mycoremédiation en microcosmes de sol

Le but de cet essai est de montrer ’influence du développement fongique sur la disponibilité

des métaux et leurs transferts (figure 6). Deux approches ont été testées :

- la biostimulation, qui consiste a apporter uniquement des nutriments afin de sknflder
endogéne. Ces nutriments sont constitués par de la sciure de hétre (source de carbitiaa)minéral
minimum (milieu de Galzy et Slonimski dont la composition est détaillée dansdahmeage 204) et
de l'eau. Le milieu de Galzy et Slonimski contient entre autre Ca, Cu, K, Mg, Rlamais |'apport

représente moins de 0,01% m/m de chaque élément (annexe VI, page 255

- la bioaugmentation, qui consiste a apporter, en plus des nutriments, une espece fongique
n'appartenant pas a la flore endogéne du sol contaminé. Des essais de bioaugmentatigalisésté
avec 3 isolats préalablement sélectionnés pour leur efficacité lors de I'étuidsatption en milieu
liquide précédemment décrite (paragraphe 11.2.2., page: &®)sidia cylindrospora, Chaetomium

atrobrunneunet Coprinellus micaceus

Un microcosme témoin sans apport nutritif et sans apport de souche fongique a égetkement

réalisé. Tous les essais ont été réalisés en triplicat.
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11.3.1.  Préparation des microcosmes

Les études de I’influence du développement fongique sur la spéciation et les transferts de métaux
sont peu nombreuses dans la littérature scientifique. Pour développer notneusstpus sommes

inspirés de tests existants pour la biodégradation des HAP (Garon et al. 2004; Rafin et al. 2015).

11.3.1.1. Mise au point de |'essai

Des tests préliminaires avekbsidia cylindrosporaont été réalisés pour sélectionner les
parameétres optimums de l'essai (tableaull®)est avéré qu'une pré-incubation du mycélium mélangé
a la sciure ne permettait pas un développement fongique visuellement difféxdint dels 20 jours de
I’essai en microcosmeUn apport d’eau était nécessaire. Cependant, les volumes de 20 et de 40 mL
étaient trop important et engendraient une boue qui ne permettait pas un développeémahtopt
mycélium (tableau 12essai F). Enfin, la distribution en mélange est celle qui a permis le meilleur
développement fongique par rapport a une distribution en 2 couches successives (1 couche de sciu
mélangée au mycélium recouverte par 1 couche de sol (tableau 12, essais A, ®ietC3 couches,
c’est-a-dire, une couche de sciure mélangée au mycélium entre 2 couches desal (taessais G et
H). Les valeurs de I’essai D, en gras dans le tableau dizlessous ont été retenues pour I'ensemble des

essais réalisés ultérieurement.

Tableau 12 : paramétres testés pour la mise au point de I'essai en microcosme de sol pollué.

Essais A B C D E F G H
Milieu -
GS-15 | GS-15 | GS-15 GS-15 GS-15 | GS-25 GS-25 MEA-25
volume (mL)
Pré-
incubation oui oui non non oui non non non
(48h 25°C)
sol (g) 30 60 60 60 60 60 40x2* 40x2*
H,0 (mL) 0 10 10 15 10 25 40 40
Organisation 2 2 2 mélange | mélange | boue | 3 couches | 3 couches
couches | couches | couches

GS : Galzy et Slonimski
* . Une masse de 40 g a été utilisée pour chacune des 2 couches de sol.
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11.3.1.2. Protocole appliqué lors de notre étude

La figure 15schématise les différentes étapes de la préparation d’un microcosme. Le mycélium
d’une pré-culture est gratté a I’aide d’un scalpel stérile puis transféré dans 15 mL de milieu de GS. Il
s’agit d’un milieu minimum, pauvre en sucres, composé principalement de minéraux essentiels (milieu
de survie). Le mycélium ainsi transféré est broyé a I’ultra turrax® (IKA, téte n°8). Le broyat mycélien
ainsi obtenu est mélangé a 3 g de sciure de hétre stérilisée. Cette préparation eshélasigée a 60
g de sol pollué. Une humidification est réalisgecl5mL d’eau distillée. Le microcosme ainsi préparé
est recouvert d’un film plastique afin de garantir une humidité constante pendant la durée de I’essai. Le
microcosme est ensuite incubé a 25°C. Le microcosme biostimulé a été préparé de la méme fagon mais

sans champignon. Le témoin a été préparé de la méme fagon, mais sans champignon et sans milieu GS.

Mélange au sol pollué

Transfert (mycélium et

Pré-culture sur milieu Mélange a la

R . ) spores) en milieu liquide ! I - Humidification (15 Visualisation de la
25%2'?5:3(; ?rigu;;f)ids (15 mL miliev GS) - scwzg ;1)e rile mL) - Incubation (25 °C croissance fongique
Broyage (Ultra-turrax®) - 20 jours)

sec)

Figure 15 : mode de préparation d'un microcosme de sol avec Absidia cylindrospora.

11.3.2. Parametres mesurés

Plusieurs paramétres sont mesurés afin de caractériser le sol utilisépauneiples microcosmes

et de suivre I'impact de la biostimulation et de la bioaugmentation fongique.
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11.3.2.1. Carbonates

Le dosage des carbonates (figure 16) est adapté de la norme NF ISO 10693. Larteneur
carbonatesGO;%*) est déterminée par la mesure@@. dégagé lors de l'acidification de I'échantillon

selon la réaction (6).

COZ + 2H0* © CO;, + 3H0 (6)

Mesure du volume

/ de CO, dégagé

Figure 16: schéma du montage pour la détermination de la teneur en CaCOs d'un sol.

La prise d'essai (étalon ou échantillon), de masse m connue est introduite laios Jel0 mL
d'HCI 6 M (qualité analytique, Carlo Efjyasont introduits et le volume de ¢@&gagé suite a la réaction

(6) est alors mesuré. Les teneurs en carbonates sont obtenues aprés étalonnage exteiqme (CaCO

11.3.2.2. Carbone organique total (COT)

Le protocole appliqué est basé sur la norme ISO 14235 modifiée. Le carbone organggie (C)
oxydé a chaud par un exces de dichromate en milieu acide (acide sulfurique) selon I'éguédtin
guantité de Cr(VI) réduit est déterminée par une mesure spectrophotométhgaehénce UV-vis a
585 nm, spectrométre Pharmacia Biotech Novaspec Il). Un étalonnage externe digatisésivec du
glucose pufCsH1206) et permet de quantifier directement a partir de la mesure d'absorbance, la teneur

en COT.

3C+2Cs0*+16H © 4CrPr+8HO +3CQ @)
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11.3.2.3. Mesure du pH

Le pH du sol est mesuré selon la norme ISO 10390. Cette technique mesure leqgkegpond
a l'acidité réelle due aux ions® libérés dans la solution du sol. Une prise d'essai de 5 g de sol est
mise en suspension dans 25 mL d'eau ultra pure. La suspension est agitée pendant @rddugited
a 250 tr.mint), puis laissée a reposer pendant 2 h, a température ambiante. Le pH est ensuite mesuré a
I'aide d'une sonde (pH1100 VWRétalonnée avec les 2 solutions étalons du fabricant a pH = 4 et pH =

7). Les valeurs retenues sont exprimées par les moyennes d'au moins 3 réplicats pour chague mesure.

11.3.2.4. Especes fongique viables (microfonge)

La flore fongique du sol industriel utilisé pour réaliser les essais etogosme de sol a été
étudiée selon la méthode par incorporation directe et la méthode des suspensions-(tiluipitre 2,
paragraphes I.1 et 1.2, page 72). Un dénombrement fongique et bactérien (en Unité Formant Colon
UFC) a été réalisé a partir des suspension-dilutions. Les espéces fongigues ainsi potdigestont
ensuite été identifiées par approche microscopique et moléculaire, commesdiécrithapitre 2,

paragraphe 1.4 (page 74).

A la fin des 20 jours de I’essai, la flore de surface a été isolée et purifiée afin de vérifier qu
l'isolat d'intérét utilisé en bioaugmentation était bien présent dans lecosome. Une vérification
moléculaire a aussi été réalisée pour le microcosme bioaugmentd .aggindrospora.Les ADN
fongiques totaux de tous les microcosmes (témoins, biostimulés, et bioaugmentés) érd angsits
(chapitre 2, paragraphe 1.2, page 76) en vue d'une étude ultérieure de la microfoappreeie

métagénomique.

11.3.2.5. Eléments traces métalliques

Les teneurs totales élémentaires des métaux étudiés ainsi que leuroBuiats les différentes
fractions minéralogiques sont déterminées dans les sols. Les méthodes sont décrites au pdragraphe

de ce chapitre (page 91).
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11.3.2.6. Evaluation de I'écotoxicité

Un essai de germination a été réalisé afin de mesurer I'évolution de la toxicité du sol vis-a-vis de
la croissance de végétaux, selon la norme NF ISO 11269-1. Conformément a la normi&Qa e
reconstitué (tablealid) afin de diluer la pollution du sol étudié (le sol non dilué ne permettaria pas
pousse des graines). Deux dilutions ont été retenues pour nos essais : 50 ¢nmg&am et al. 2007)
et sont appliquées au sol industriel pollué, au microcosme biostimulé et au microcosuggniginté
avecA. cylindrosporaEn paralléle, 3 témoins sont réalisés : avec du sable, du terreau &t sol ISO

pur.

Tableau 13 : composition du sol ISO reconstitué selon la norme NF ISO 11269-1.

Composant % (m/m) m(ags)se
Tourbe de sphaigne 10,0 100
Kaolinite 20,0 200
Sable fin de Fontainebleau 69,5 695
Carbonate de calcium 0,5 5

gsp 1000

Des graines d'orgeHprdeum vulgarel.) non traitées (désinfection a l'eau bouillante par le
fournisseur, BavicHi sont d'abord pré-germées a I'obscurité pendant 24h sur une gaze stériledmimidifi
avec environ 5 mL d'eau distillée. Ensuite, 6 graines pré-germées (ledgrmaster inférieur & 2 mm)
sont disposées sur 60 g de sol dilué et arrosées avec 20 mL d'eau distilléirless spnt ensuite
Iégérement enfoncées dans le sol dilué. Les essais ainsi préparés sont ensuite disjpisdseaita
dans une enceinte contrdlée (KBWF 240 Biffjlggendant 4 jours selon les paramétres suivants
intensité lumineuse 3000 lux, photopériode de 16h, humidité relative 70%, température 2Dfi@. A
de l'expérience, les plantules sont récoltées et lavées a I'eau distilléagueur de la racine la plus
longue () est mesurée pour chaque plantués rhoyennes sont calculées, puis comparées entre les

différents microcosmes. La figure 17 illustre cette expérience.
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Nefttoyage (H,O) des

6 graines pré- Incubation 4 jours plantules et mesure de la
germées Luminosité 3000 lux racine la plus longue —
(Hordeum vulgare) Photopériode 16h calcul de la moyenne
pour chaque Humidité relative 70% pour chaque condition
microcosme Température 20°C lestée

Figure 17 : déroulement du test de germination.

I1l. Analyse des éléments métalliques

[11.1. Minéralisation acide

Une étape de solubilisation totale des matrices solides est nécessaire pser Faahlyse
élémentaire chimique. Le protocole est adapté de la norme NF EN 1365fiddméessai de 0,2 g de
la matrice a analyser est déposée dans une bombe en®Téftmche (les matrices doivent étre
préalablement séchées a l'air et broyées afin d'obtenir une fraction < 2mmmletd¥au régale sont
ajoutés [6,66 mL d'HCI (35%, qualité analytique, Carlo Exbet 3,33 mL d'HNQ@ (60%, qualité
analytique, Carlo Erl5]. L'ensemble est placé dans un minéralisateur micro-ondes permettant un
chauffage sous pression (Bergh&peedWave MWS-2). Une fois revenu a température ambiante, le
minéralisat est ramené a 50 mL (fiole jaugée) avec de I'eau ultra purey 0l#& um (Millipor€) et
conservé dans un tube en polypropyléne a 4°C avant analyse. Chaque échantillon alsséremér
triplicat. Ce protocole de minéralisation a été validé par la minérahsati I'analyse de matériaux

certifiés (paragraphe 111.3 page 93)
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IIl.2. Extraction séquentielle

L'extraction séquentielle permet de définir la répartition des élémentsigqusliau sein de
différentes fractions minéralogiques du sol considéré (chapitre 1, paragraphsatie®2). Plusieurs
solutions extractantes de plus en plus agressives sont appliquées successiveilaentéme prise
d’essai de 1 g. Une étape de séchage sépare deux étapes d’extractions. La température de séchage ne
doit pas dépasser 40°C afin de ne pas perdre les éléments volatils. La méthode applieytéeet
Probst 1999permet d’obtenir la répartition des métaux selon 7 fractions minéralogiques déterminées
de maniére opérationnelle. Le tabldalprésente le protocole détaillé de la méthode. Quatre réplicats
sont réalisés par étape. Chaque lessivat est filtré (filtre HVLP, 0,45 Acg) &une pompe a vide, puis
conservé a +4°C avant analyse par ICP-OES. Une acidification par 1HMO#'(60%, qualité
analytique, Carlo Erl§3 a parfois été nécessaire pour dissoudre des précipités néoformés aprés

conservation a +4°C.

Tableau 14 : protocole de I'extraction séquentielle (d'aprés Leleyter et Probst 1999).

Durée de la Densité
Fraction Réactif phase Température  du
d'extraction lessivat
F1 : soluble dans |'eau Eau 30 min 20°C 1,000
10 mL
F2 : facilement Nitrate de Magnésium 1 M 2h 20°C 1,085
échangeable 10 mL
F3. liée aux Acétate de sodium 1 M 5h 20°C 1,027
carbonates 10 mL
pH=4,5 (acide acétique)
F4a: liée aux oxydes Chlorure d'hydroxylammonium 30 min 20°C 1,002
de Mn 0,1M
10 mL
F4b : liée aux oxydes  [Oxalate d'ammonium 0,2 M, 4ha 20°C 1,018
de Fe amorphes acide oxalique 0,2 M] 10 mL I'obscurité
F4c : liée aux oxydes  [Oxalate d'ammonium 0,2 M, 30 min 80°C 1,024
de Fe cristallins acide oxalique 0,2 M,
acide ascorbique 0,1 M] 10 mL
F5 :liée a la MO 1 - Ammoniac 0,02 M, 3 mL 5h 85°C 1,057
eau oxygénée 35%, 8 mL
2- Acétate d'ammonium 3,2 M 30 min 85°C 1,057

(20%v/v HNO3), 5 mL
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I11.3. Spectrométrie d'émission atomique avec plasma couplé induit

L'ensemble des minéralisats et des extraits obtenus par les protocolesadécpiaragraphes Il1.1
et Ill.2 de ce chapitre ont été analysés par ICP-OES (Inductively Coupled Fgtisal Emission
Spectrometry, Agilent Technologfe5100). Les étalonnages externes sont réalisés a partir de solutions
standards PlasmacCal, dont les gammes de concentrations vont de 0 a 1d0@mtptal de 5 mesures
est effectué pour chaque échantillon. Les limites de détection (LD) sont ealpaléestimation de 3
fois I'écart-type de I'analyse de 10 blaanalytiques. Les limites de quantification (LQ) sont calculées
par estimation de 10 fois I'écart-type de I'analyse de 10 blancs analytiques. Lesoldures sont

données dans le tableau 15.

Tableau 15 : valeurs des Limites de Détection (LD) et des Limites de Quantification (LQ) pour les métaux
dosés par ICP-OES.

Métal LD LQ

mg.L? mg.L?

Cd 0,002 0,006
Cu 0,002 0,006
Pb 0,003 0,009
Ca 0,061 0,203
Cr 0,002 0,005
Fe 0,032 0,105
K 0,009 0,030
Mn 0,002 0,006
Ni 0,002 0,006
Zn 0,008 0,025

Les analyses effectuées sur les matrices "sols" et les matrices "chanmpmmofig validée
grace a des matériaux de référence certifiés. Le sédiments HR-1 (séetnanen, NWR Institute)
a été utilisé pour l'analyse des sols. Le matériau CSlbddre d’Agaricus campestrisLGC
Standard®) a été utilisé pour valider I'analyse des champignons. Les données du tahilediguiht
gue nos valeurs expérimentales sont conformes aux matériaux certifiés. Led@stelevagférences de
Cd et Pb sont inférieure aux limites de détections dans la matrice fongique. Nosolpsot

(minéralisation et analyses) sont validés.
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Pour chaque métal, les longueurs d'ondes les plus intenses et avec le moins d'interférence ont

été sélectionnées pour les quantifications (tableau 16). Des oligo-éléments (CaaFexemple) et

d'autres métaux présents et potentiellement toxiques (Ni) sont aussi dosde afimparer lesr

répartitions au sein des fractions minéralogiques suite aux essais de biostimelatids

bioaugmentation.

Tableau 16 : longueurs d'onde utilisées pour doser les métaux et comparaison de la méthode analytique
utilisée avec les matériaux certifiés de référence.

HR-1 CSM-2
L
. or'1gueur Intervalle de Valeur | Intervallede Valeur
Métal | d'onde . ) Lo, ,
référence dosée référence dosée
(hm)
(mg.kg) (mg.kg) (mg.kg?) (mg.kg?)
) [0,088 ;
Cd 226,502 [3;5] 5 0,096] <LD
) [22,04 ;
Cu 327,395 [79;91] 79 23.76] 22,9
) [0,096 ;
Pb 220,000 [102; 176] 137 0,126] <LD
Ca 422,000 |[28450;106870] 47177 - 1304
Cr 283,563 [81;171] 90 [1,09;1,32] 1,3
Fe 238,000 | [16230;44930] 17959 - 131
K 766,000 [2036; 2130] 2077 - 40469
Mn 257,000 [466 ; 632] 481 - 7
Ni 230,299 [24 ; 54] 32 - <LD
_ [41,27 ;
Zn 213,857 [932; 1278] 938 43,73] 42,8

Les concentrations données sont les concentrations totales pour les valeurs de référence et totales
(minéralisation a I'eau régale) pour les valeurs dosées au cours de I'étude.
LD : Limite de Détection calculée pour la matrice fongique en fonction de la masse de la prise d'essai (0,2 g) et
du volume du minéralisat (50 mL), soit 0,5 mg.kg™ pour Cd et Ni et 0,75 mg.kg™ pour Pb.

- :valeur non référencée
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IV.Analyses statistiques

Toutes les variables aléatoires (biomasse, pH, pourcentage de biosorption duomeatration
du métal biosorbé dans le mycélium) ont été décrites a partir de la moyenne, déypécat de la

médiane.

A lissue des expériences en milieu liquide, la normalité des distriisuti été évaluée avec un
test de Shapiro-Wilk. La recherche de corrélations entre les différents pararb&neasée, pH,
pourcentage de biosorption du métal, concentration du métal biosorbé dans le mycélium) awé effec

en utilisantun test non paramétrique de corrélation de Spearman.

Les médianes obtenues pour chaque paramétre mesuré lors de I'étude préliminaibsieisec
cylindrosporaet lors du screening (biomasse, pH, pourcentage de biosorption du métal, caonentrat

du métal biosorbé dans le mycélium) ont été comparées avec un test de Wilcoxon.

Les médianes obtenues pour les concentrations en métal au sein des spéciations mulsdralogi
et le test de germination (longueur des racines les plus longues) ont aussi été comparées adec un tes

Wilcoxon.

Pour tous les tests, la signification statistique a été définie lorsque p <Leé®:nalyses

statistigues des résultats ont été réalisées a 1’aide des logiciels SAS, version 9.4 (SAS Institute Inc.,

Cary, NC, USA) et R Studio, version 1.1.383 (R Core Team 2017).
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Chapitre 3 :

Résultats et Discussion
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|. Champignons isolés de sols et intégrés a |'étude

La méthoded’incorporation directe (chapitre 2, paragraphe 1.1, page #&)la méthode des
suspensions-dilutions (chapitre 2, paragraphe 1.2, page 73) ont permis de putifienéfier 21 isolats
fongiques qui ont été intégrésétude de screening. Ces 21 espéces ont été isolées a partir de différents
sols pollués thrigine industrielle par le Dr Lucile SAGE (Laboratoire d’Ecologie Alpine, UMR 5553
LECA, Université Grenoble Alpes). La mise en culture de fractions de sporsplarapitre 2,
paragraphe 1.3, page f@égalemenpermis d’isoler 7 isolats de Basidiomycetes issus d'un sol forestier
La détermination taxonomique des espéces fongiques a été réalisée par étude morphologique et
moléculaire (chapitre 2, paragraphe 1.4, page 74). Les séquences ITS obtenues lors du sé&qpregncag
mentionnées dans l'anneldé (page 209). Chaque séquence a été comparée aux bases de données
BLAST (NCBI) et Mycobank (Robert et al. 2013) pour compléter les identificatrmrphologiques.

Au total, 28 isolats fongiques ont été intégad'€tude de screening. lls sont répartis en 8 ordres et 23
genres. Ces isolats comprennent 12 Ascomycétes, 15 Basidiomycétes et 1 Zygoheytableau 17
présente des données concernant le sol d’origine des isolats fongiques, leur appartenance taxonomique
et les milieux de culture utilisés pour leur réactivation. La durée de prigeii 25°C) nécessaire a

I’obtention d’une biomasse recouvrania surface d’une boite de Petri de 90 mm est également précisée
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Tableau 17 : origine, taxonomie et conditions de culture des isolats fongiques intégrés a I'étude.

Origine des Durée
isolats et - Milieu dela
, Division . R .
données de Famille Espeéces de pré-
L Ordre
contamination Culture | culture
des sols (jours)
Sol1:
Industriel
HAP 2061 mg.kg* [Mucoromycota : - .
Cd 12 mg.k’ Mucorales Cunninghamellaceae Absidia cylindrospora MEA 10
Cu 135 mg.kg?
Pb 999 mg.kg?!
Agaricaceae Agaricusarvenss PDA 20
Agaricaceae Agaricus bisporus PDA 20
Basidiomycota Marasmiaceae Megacollybia platyphylla MEA 20
Agaricales €9 ybia platyphy
Sol 2 : Forét
Cd =14 mgkg™ Pleurotaceae Pleurotus ostreatus MEA 10
Cu=7,0mgkg?
Pb = 3,9 mg.kg?
Pleurotaceae Pleurotus pulmonarius MEA 10
- Polyporaceae Fomes fomentarius MEA 10
Basidiomycots
Polyporales
Fomitopsidaceae Laetiporus sulphureus MEA 10
Basidiomycota| . .
Agaricales Psathyrellaceae Coprinellus xanthothrix MEA 10
Sol3: Chaetomiaceae | Chaetomium atrobrunneum MEA 20
Industriel
Cd<LD Chaetomiaceae Chaetomium gracile MEA 20
Cu 345 mg.kg' | Ascomycota
Pb 160 mg.kg? | Sordariales ) )
Chaetomiaceae Humicola fuscoatra MEA 20
Sordariaceae Sordaria lappae MEA 10
Ba3|d|(_)mycota Psathyrellaceae Coprinellus micaceus MEA 10
Agaricales
Sol 4 :
Industriel A i
Cd< LD scomycota Trichocomaceae Penicillium oxalicum MEA 20
. | Eurotiales
Cu 100 mg.kg
Pb 140 mg.kg?
Ascomycota Not assigned Emericellopsis minima PDA 20
Hypocreales
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Origine des Durée
isolats et - Milieu dela
, Division . \ .
données de Famille Especes de pré-
L Ordre
contamination Culture | culture
des sols (jours)
Agcomycota Microascaceae Petriella sp MEA 20
Microascales
Ganodermataceag Ganoderma resinaceum MEA 10
. _.|Basidiomycot
Sol 4 : Industriel Polyporales
Cd<LD Polyporaceae Perenniporia fraxinea PDA 20
Cu 100 mg.kg™*
Pb 140 mg.kg?
Ascomypota Chaetomiaceae Humicola sp MEA 10
Sordariales
Ascomycota | Pseudeurotiaceae Pseudeurotium bakeri MEA 20
o Psathyrellaceae Psathyrella candolleana MEA 10
Basidiomycota|
Agaricales
Schizophyllaceae Schizophyllum commune MEA 10
Sol5:
Industriel Phanerochaetacea| Irpex lacteus MEA 10
PCB>8000 |Basidiomycota
mg.kg™ Polyporales .
Non déterminé Phaepphlebppss MEA 10
peniophoroides
Ascomycota . .
Xylariales Xylariaceae Xylaria sp MEA 20
Ascomycota . . .
Sol 6 : Coniochaetald Coniochaetaceae Coniochaeta hoffmannii MEA 20
Industriel
Cu2mM Ascomycota Nectriaceae Fusarium oxysporum PDA 10
Hypocreales

MEA : Malt Extract Agar
PDA : Potato Dextrose Agar
LD : Limite de Détection

Les contaminants organiques des sols 1 et 5, ainsi que la concentration en cuivre du sol 6 ont été
déterminées par le LECA (données non publiées). Les concentrations totales en élé&tadiigaas
des sols 1, 2, 3 et 4 ont été mesurées, aprés minéralisation acide a I'ea(chégitre 2, paragraphe

I11.1, page 91), par ICP-OES (chapitre 2, paragraphe III.3, page 93

Le sol 1 dont est issuAbsidia cylindrospora(souche avec laquelle les expériences ont été

développées) présente des concentrations élevées en Cd (12)mGikd135 mg.kg) et Pb (999
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mg.kg'), ainsi qu'une pollution par les HAP (2061 mgtkdSelon le tableau 4 (page 38), ces valeurs
constituent des anomalies fortes. Le contexte du prélévement (sol industrie§ assscconcentrations
élevées sont deux arguments forts en faveur d'une pollution de ce sol par ces élémaétnela
interprétation est possible pour les sols 3 et 4. Tous deux ont été prélevés dans un cactigitée d'
industrielle et présentent des concentrations supérieures a celles indiqugegeat al. (2004) en ce
qui concerne Cu et Pb (respectivement 345 migekd 60 mg.kg pour le sol 3 ; ainsi que 100 mgkg

et 140 mg.kg pour le sol 4). Pour ces 2 sols en revanche, la concentration en Cd des minéralisats est
inférieure a la limite de détection (LD = 0,002 mégj.thapitre 2, paragraphe I11.3, page 93). Pour le sol
forestier, on remarque que Cu et Pb sont présents a des concentrations (respeciy@rat 3,9
mg.kg') inférieures aux valeurs rapportées par Baize et al. (2007) et sont donc dans la garmnte cour
du tableau 4, contrairement a Cd (1,4 mg)kgui constitue une anomalie. Cette valeur est cependant
inférieure au seuil légal de l'arrété du 8 janvier 1998 qui est de 2,0 tngdug Cd concernant
I'épandage de boues sur des sols agricoles. Cette valeur est en accord avec lesol#enliat par
Saussaye (2012) et Baraud et Leleyter (2012) (chapitre 1, paragraphe 1.2, pagaelfpnCentration
peut donc étre interprétée comme une valeur forte mais pas nécessairement comnee deirsig
contamination. Des expériences complémentaires pourraient pernagrefdndir cette interprétation

: facteur d'enrichissement, évaluation de la disponibilité environnementale (Bara@d&7alLa flore
fongique isolée a partir des sols industriels est donc une microfonge de solsgreem{awis 1, 3, 4, 5

et 6) alors que les Basidiomycétes issus du sol forestier sont issus d'un sol non pollué (sol 2).

Les espéces isolées des sols pollués appartiennent majoritairement aux Ascomycattsq15 i
sur 20). L'étude de Bourceret et al. (2016) indique que les populations fongiques gefitgmdssont
dominées par ce groupe. Au niveau mondial, les sols semblent plutét dominésAgarieomycetes
(classe monophylétique des Basidiomycétes) selon Tedersoo et al. (2014). Les études comcernant |
biodiversité fongique de tels sols contaminés sont peu nombreuses. Certainsiraditpigat que la
pollution (organique et/ou inorganique) diminue la biodiversité fongique degEalskimova and
Korneykova 2010; Thion et al. 2012). Thion et al. (2012) précisent que tefaifiintenir un couvert
végeétal sur des sols pollués améliore cette biodiversité fongique. D'apres OpdReeBal. (2015), les

teneurs en Zn et Cd sont corrélées a la composition de la communauté fongique maidetutestef
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observé sur la diversité des especes. La richesse et la complexité du monde fongicpme diéfiaibé

a interpréter dans ce contexte particulier des sols pollués (Dighton 2003tudes concernant la
diversité des populations fongiques mycorhiziennes, souvent réalisées dans un contexte de
phytoremédiation assistée, ont aussi montré l'influence des polluants métalliqaes populations de
champignons particuliers (Zarei et al. 2010; Hassan et al. 2013). Dans ce cas,itmpuoBtallique a

plutdt tendance a diminuer la colonisation des racines et la diversité des espécesgongiqu

Les genre€haetomium, Cladosporium, Collybia, Coniochaeta, Fusarium, Mdemicillium
et Sordariaont déja été isolés a partir de sols pollués dans d'autres études (Thi@OE2;akotti et al.
2014; Bourceret et al. 2016; Borowik et al. 2017; Chanda et al. 2017). Cependant, ces genres sont aus
des genres habituels de la flore fongique du sol en général (Domsch et al. 139HBYRA002). Les
genres Alternaria, Aspergillus, Cunninghamella, Geomyces, Geotrichum, Neurospora, Rhizopus,
Monilia et Trichodermagenres cités frequemment dans les sols contaminés par les métaux ne sont pas
retrouvés dans notre étude (Domsch et al. 1995; Watanabe 2002; Thion et al. @0t2reB et al.
2016; Henderson et al. 2017; Chanda et al. 2017). Nous pouvons en revanche remarquesess es
Chaetomium gracileet Humicola fuscoatraqui sont considérées comme thermophiles, et sont donc

également adaptées a un stress.

Certaines études montrent que la pollution, apparentée a un environnement extrénomnalect
certains taxons, dont certains peuvent étre considérés comme des extrémophiles. Cela a pour
conséguence de diminuer la diversité (nombre d'espéces différentes, ou richesgpiepétitle
favoriser la représentativité des especes sélectionnées par ces conditions (ebmidane). En
résumeé, la pollution sélectionne des especes plus tolérantes, ou adaptées, qui vont ldominer
communauté fongique (Bills et al. 2004; Lodge et al. 2004; Zafar et al. 2007; Op De Beeck et al. 2015;
Money 2016; Henderson et al. 201Zependant, les conséquences sont variables selon les types de
pollution. En effet, selon Henderson et al. (2015), Cu semble avoir plus d'impact swerstélics
especes (en sélectionnant des genres cofusariumet Trichoderma que Cd et Pb. De plus, selon
Henderson et al. (2017), les conclusions de 8 études divergent quant au réle e sedect
contaminations métalliques. Par exemple, la contamination par Pb, Zn et Cd ne semblegra=infl

les communautés fongiques d'un sol chinois, alors qu'un effet est noté (pour Zn et Cd) dais des
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belges (Henderson et al. 2017 ; Op de Beck et al. 2015). Concernant Cu, il sefhipaisps
occasionner des modifications de structure dans les communautés fongiques en foretioselgies
certainement en sélectionnant les espéces de plus en plus adaptées. Les auteurs notent que ces
modifications peuvent aussi étre liées aux changements globaux qui engendrent, egsreuagitr
fructification plus précoce dans I'année et des modifications des parameétres du solbébldgie des

sols en général qui sont des facteurs de sélection des espéces. Les auteurs mentisnfefdit que

selon les études, l'influence de la pollution métallique diminue la diversité des especes (avec un impact
sur la structure des communautés fongiques) ou diminue uniquement l'abondance des espéces (mais

cette fois sans modifier la structure des communautés fongiques).

La plupart des études se concentrent principalement sur les espéces fongiquesiaenyueghiz
en lien avec des populations végétales, et ne donnent donc pas un apercu global latsnpopu
fongiques. Or les especes fongiques mycorhiziennes sont aussi tres li€ées aux structures desgopulati
végétales et donc aux parametres biogéographiques. De plus, ces études sont baaéelyssur |
moléculaire des communautés fongiques et s'appuient sur des banques de données qui st largem
incomplétes. Il existe donc un biais potentiellement important sur ces analysesiid¢igns (Hinrikson

et al. 2005 ; Op de Beck et al. 2014 ; Nam et al. 2015 ; Stielow et a). 2015

Ces différentes considérations illustrent la richesse des communautés fongiquesnpidaité

des relations entre ces communautés et leurs habitats.
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Il. Etude des interactions entre les isolats fongiques et les métaux

Ce paragraphe présente les résultats des expériences de tolérance aux métauet (Rhl), €u
milieu gélosé pouAbsidia cylindrosporgchapitre 3, paragraphe I1.1.1, ci-dessous) puis pour les 28
isolats de I'étude (chapitre 3, paragraphe 11.1.2, page 107). Il est suivi d'un woktnemt I'expérience
de biosorption en milieu liquide (chapitre 3, paragraphe 1.2, page 121). Pour cetiernmeyérs
résultats de I'étude préliminaires av&asidia cylindrosporasont d'abord présentés et discutés. Cette
étude préliminaire a permis de sélectionner les paramétres d'exposition pderdétscreening (dose
et temps d'exposition) dont les résultats sont présentés pour les 28 somgiigses testéee
screening a permis de sélectionner 3 isolats qui ont ensuite été utilisésspéudies en microcosmes

de sol (chapitre 3, paragraphe 11.3, page 152).

II.1. Essais de tolérance en milieu gélosé

De fagon générale, les isolats fongiques saturent une boite de Petri en 7 joursrezel@dsétal
(pour les plus rapides commbsidia cylindrospora, Ganoderma resinacggusqu'a plus de 30 jours

(pour les espéces a croissance plus lente cokgagcus arvensist Agaricus bisporus

Les éléments principaux concernant la tolérance des 28 isolats vis-a-vis des 3 métésix@&dydi
Cu et Pb) sont mentionnés dans cette partie. Le tableau 18 résume les concemaxiivales tolérées
par les 28 isolats. Une analyse plus détaillée est proposée Absidia cylindrospora(notre
micromycéte modele) et pour 3 Basidiomycéfagaficus bisporus, Coprinellus micaceus, Ganoderma
resinaceup permettant ainsi d'illustrer la diversité des profils. Les profilsotirdrce des 28 isolats

sont présentés dans l'anné¥e(page 213).

Une dose de métal est considérée comme tolérée lorsqu'elle permet une croissance fongique,
méme si celle-ci est ralentie ou diminuée par rapport au témoin. L'effet d'urdedoétal est considéré
comme fongistatique lorsque cette dose inhibe la croissance fongique mais que le thansfedlium

inhibé sur un nouveau milieu sans métal permet au mycélium de se développer a nouvetest 'eff
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fongicide lorsque ce méme transfert ne permet plus la croissance du myckliliem @nd Gozalo

2018).

I1.L1.1.  Tolérance d'Absidia cylindrospora vis-a-vis de Cd, Cu et Pb.

Comme le montre la figure 18psidia cylindrosporaolére differemment les 3 métaux de I'étude.
En effet, cet isolat est capable de tolérer 1000 rhgé Cd (figure 18mo), 50 mg.Lt de Cu (figure
18BA) et 100 mg.t* de Pb (figure 180). La figure 19 montre le mycéliumAd' cylindrosporaen
condition optimale (sans stress métallique, figure 19A) et en condition de stééslliques par Cd

(figure 19B), Cu (figurel9C) et Pb (figurel9D).

Cd est seulement capable de ralentir la croissance de cet isolat, qué plasiala dose de 1000
mg.L?, a saturer une boite de Petri aprés 30 jours de croissance alors quensadmaiétal y parvient
en 7 jours (figure 18). Hormis une croissance ralentie, le mycélium montre peu de perturbation
morphologique par rapport au témoin (figure 19A eéB)1Ld est donc bien toléré par cet isolat sur

milieu gélosé.

La dose de 100 mglde Cu est fongistatique pour ce champignon. En effet, le mycélium inhibé
et transféré sur un nouveau milieu sans métal reprend une croissance a un@ndtdesde celle du
témoin. Ce métal devient en revanche fongicide a la dose de 1000 iffiglre 18B1). Des
perturbations morphologiques importantes apparaissent dés la dose de 80(figgre 19C). Le
mycélium devient intra-matricalen développant peu de filaments et en formant une “"crodte" a la

surface de la gélose.

Pb est relativement bien toléré jusqu'a la dose de 100'neg)jhermet au mycélium de saturer la
boite de Petri en 30 jours. En revanche, la dose de 1000 mstlfongistatique (figure 18C. Pb est
donc lui aussi bien toléré par cet isolat, méme si des perturbations morphologiquessgatas 50
mg.L? (figure 19D). Soumis a Pb, le mycélium est moins dense que le témoiseethilerait que le

mycélium ait sporulé, condgar a la formation de zones de croissance secondaires.

Absidia cylindrosporast issu d'un sol pollué par Cd, Cu et Pb. Il apparait que cet isolat telére le
3 métaux de I'étude, méme si des différences sont notables. Cd est le mieux toléré des 3 métaux par cet

isolat, suivi par Pb et Cu. Il est possible que cet isolat se soita@&pprésence de ces toxiques au sein
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de son environnement. Des mécanismes de tolérance intrinséques peuvent exister, niéés les fo
concentrations tolérées font plutét penser a des mécanismes induits (&h0Et; Mohammadian et
al. 2017), ce qui semble cohérent avec les doses de métal élevées retrouvées dan®sgmsatd’

qui ont pu promouvoir l'acclimatation de cet isolat a ces toxiques (tableau 17, page 99
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Figure 18 : profils de tolérance d'Absidia cylindrospora en milieu gélosé (MEA) enrichi en Cd (A), Cu (B) et Pb (C).
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Absidia cylindrospora
Cd 1000 mg.L?

Milieu MEA - 7 jours - 25°C

Figure 19 : exemples de mycéliums d'A. cylindrospora en condition optimale de croissance (A) et soumis a
des conditions de stress métalliques par Cd (B), Cu (C) et Pb (D). Des perturbations morphologiques sont visibles.
Les filaments mycéliens sont moins nombreux, moins aériens et moins denses (Source : ToxEMAC, Albert).

[1.L1.2.  Tolérance des 28 isolats de I'étude vis-a-vis de Cd, Cu et Pb.

Le tableau 18 présente les valeurs maximales tolérées, en milieu gélosé, par let28dso
I'étude et pour chaque métal. Aucun lien ne semble se dessiner entre I'appartenance taxentamique
tolérance aux métaux, ce qui est en accord avec I'étude de Trevors et al. R@a86¢tudes récentes

ont étudié la tolérance aux métaux de groupes diversifiés de champignons comme dans notre étude.

Le tableau 19 présente, par groupe taxonomique, pour chaque métal, le nombre d'isolats tolérant
chaque dose, répartis selon la taxonomie des groupes. L'ensemble des profils de folédare et

Pb des 28 isolats sont présentés dans I'annexe IV (figures 38 a 63, page 213 et suivantes).
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Tableau 18 : concentrations maximales de Cd, Cu et Pb tolérées en milieu gélosé (MEA) par les 28 isolats

de I'étude.
Métal :
Sols Isolats cd cu Pb
CMT CMT CMT
(mg.L?) (mg.L?) (mg.L?)
1 Absidia cylindrospora 1000 50 10
Agaricus arvensis 100 100 1000
Agaricus bisporus 100 100 1000
Fomes fomentarius 50 50 100
2 Laetiporus sulphureus 10 100 1000
Megacollybia platyphylla 0 10 100
Pleurotus ostreatus 10 10 10
Pleurotus pulmonarius 10 50 10
Chaetomium atrobrunneum 100 10 100
Chaetomium gracile 100 50 10
3 Coprinellus xanthothrix 100 10 100
Humicola fuscoatra 100 100 1000
Sordaria lappae 100 10 100
Coprinellus micaceus 100 10 100
Emericellopsis minima 100 100 100
Ganoderma resinaceum 100 50 100
Humicola sp 100 100 100
¢ Penicillium oxalicum 50 100 1000
Perenniporia fraxinea 10 100 1000
Petriella sp 100 10 100
Pseudeurotium bakeri 100 100 100
Irpex lacteus 50 10 1000
Phaeophlebiopsis peniophoroides 50 100 100
5 Psathyrella candolleana 100 10 100
Schizophyllum commune 50 50 100
Xylaria sp 100 100 50
Coniochaeta hoffmannii 100 100 1000
° Fusarium oxysporum 100 1000 1000

CMT : Concentration maximale tolérémg.L ™).

Les valeurs en gras sont les concentrations tolérées les plus élevées pour ékalqparmmi ces espéces.
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Tableau 19 : répartition des isolats fongiques en fonction de leur tolérance aux métaux.

Dose Nombre d'isolats testés
Métal tolérée . s - R
(mg.LY) Zygomycetes Ascomycétes Basidiomycéetes Total
10 - - 4 4
50 - 1 4 5
Cd 100 - 11 6 17
1000 1 - - 1
Total 1 12 14* 27*
10 - 6 9
50 1 1 4 6
Cu 100 - 5 12
1000 - 1 - 1
Total 1 12 15 28
10 1 2
50 - 1 - 1
Pb 100 - 6 8 14
1000 - 4 5 9
Total 1 12 15 28

*Cd est fongicide dés la dose de 10 mg.L pour I'espéce Megacollybia platyphylla, le total est donc
diminué de 1 pour ce métal.
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Cas du cadmium

La souché\. cylindrosporaest le seul isolat capable@dlérer jusqu’a 1000 mg.L de Cd (figure
18A et tableau 18) et provient aussi du sol le plus chargé en Cd (tableau 17, pRgesg@k tous les
Ascomycétes de 1’étude le tolérent a hauteur de 100 mg.L? (11/12) et 5 d’entre eux appartiennent a
I’ordre des Sordariales (tableau 18). Seulement la moitié des Basidiomycétesdi@E5)00 mg.t
de Cd (5 Agaricales et 1 Polyporales). Au total, 18 isolats sur les 28 testés tolerent au moim& 100 m

de Cd en milieu gélosé.

La figure 20 illustre la diversité des profils obtenus et montre que la dokg0dmag.L* est
fongicide pourAgaricus bisporugfigure 20Ae), alors queCoprinellus micaceusolére cette dose
(figure 20B>). La dose de 1000 mgidevient cependant fongicide pour cet isolat (figures®0Bnfin,
pour Ganoderma resinaceyrta dose de 1000 mg?Lest seulement fongistatique (figure A)CChez
de nombreux isolats, des perturbations morphologiques sont observées suite au strpas CdluDes
exemples sont donnés par la figure 21. Les mycéliums sont souvent moins denses, avec das filament
erratiques. Une dépigmentation, ou une pigmentation différente, est parfois présente,cb@nme
Chaetomium atrobrunneufigure 21C et 21E) otlumicola sp(figure 21G et 2H). Le mycélium de
Perenniporia fraxineadéveloppe peu de biomasse dans ces conditions, comparativement au témoin
(figure 21E et 21F). De plus, le mycélium prend une forme ramifiée dont leefilarapparaissent
épais, évoquant un mycélium exploratoire en quéte d'une zone de croissance plus favoraire (Deac

2010).

Le Cd, métal toxique a faible dose et cancérigene chez les mammiféres dontéHesthdonc
relativement bien toléré par la plupart des 28 isolats de I'é¢tude, méme si debapents
morphologiques sont retrouvées fréquemment. Des études plus approfondies permettrait ldgtudi
structures membranaires des mycéliums morphologiquement perturbés afin de [@®cikérations
mises en évidences. Ces altérations peuvent potentiellement étre un frein aux mécknsor@son.

Il est donc important de sélectionner des souches tolérantes avec un minimunurdb@tjers a ce
niveau. Selon ces considératioAs cylindrosporamontre le meilleur potentiel envers Cd (tolérance a

haute dose et peu de perturbations morphologiques).
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Figure 20 : exemples de profils de tolérance au Cd de 3 isolats fongiques de notre étude : Agaricus bisporus
(A), Coprinellus micaceus (B) et Ganoderma resinaceum (C).
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Chaetomium atrobrithneum
Témoin sans métal
Milieu MEA - 17 jours - 25°C

Perenniporia fraxinea

Témoin sans métal

Milieu PDA - 10 jours - 25°C
-

Humicola sp
Témoin sans métal
Milieu MEA - 17 jours - 25°C

D

Absidia cylindrospora

Cd 1000 mg.L?

Milieu MEA - 7 jours - 25°C
—

Chaetomium atrobrunneum
Cd 50 mg.L?!
Milieu MEA - 17 jours - 25°C

N\

\‘-\\

Perenniporia fraxinea
Cd 10 mg.L!
Milieu PDA - 12 jours - 25°C

TR

Humicola sp
Cd 10 mg.L?!
Milieu MEA - 10 jours - 25°C

Figure 21 : exemples de modifications morphologiques engendrées par différentes concentrations de Cd
en milieu gélosé, chez 4 isolats de I'étude : Absidia cylindrospora [témoin sans métal (A) et Cd 1000 mg.L* (B)] ;
Chaetomium atrobrunneum [témoin (C) et Cd 50 mg.L™* (D)] ; Perenniporia fraxinea [témoin (E) et Cd 10 mg.L™
(F)] et Humicola sp [témoin (G) et Cd 10 mg.L™* (H)].
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Cas du cuivre

Fusarium oxysporunast le seul isolat capable de tolérer 1000 mglé Cu (tableau 18). Un
total de 7 Ascomycétes et 5 Basidiomycétes tolére Cu jusqu’a 100 mg.L? (tableau 19). Les exemples
donnés par la figure 22 illustrent la diversité des profils de tolérance slgenu 3 Basidiomycetes.
Dans ce cas, la dose de 100 migekt bien tolérée pakgaricus bisporugfigure 2240) puisqu'a cette
dose, cet isolat croit comme le témoin. Cette méme dose est toléréalemisfortement la croissance
pour Coprinellus micaceuffigure 22B>). Pour ces deux isolats, la dose de 1000 rhgdt fongicide.
Pour Ganoderma resinaceyntes deux doses de 100 et 1000 mmgsont uniquement fongistatiques

(figure 22G» ct m).

La figure 23 illustre les perturbations morphologiques engendrées pour certains isolat
confrontés a Cu. Leur mycélium devient intramatrical (comme avec Cd), ne formant pldesque
“"croQtes" sur la gélose, avec quelques filaments éparses (figure 23A dJa@H)épigmentation est
aussi visible sur ces exemples. Le caractére antifongique du Cu semble bien s'expri8ieon
compare avec Cd. bisporugolére mieux Cu que Cd (100 md.bour Cu et 50 mg.L pour Cd) alors
queC. micaceu®t G. resinaceuntolerent mieux Cd que Cu (respectivement 10 et 50 tngdur Cu

et 50 et 100 mg.L pour Cd).

Dans presque tous les cas, les isolats issus de sols pollués tolewenQuaique Cu (tableau
18) malgré les concentrations élevées en Cu dans les sols d'origine (tableauevgnéey, les isolats

issus du sol forestier (considéré comme non contaminé)rbiaavent Cu aussi bien que Cd.

Aucun isolat ne semble vraiment bien adapté a Cu, hérnaisysporumSelon Domsch (1980)
ce métal pourrait méme promouvoir la croissance de ce micromycéte mémen& pelsa été observé
ici (annexe |V, figure 48, page 225). Cette espéce est fréquemment impliquée aratiinjbgie en
étant responsable de fusariose sur différents végétaux et en pouvant produireoties mego Domsch,
1980 ; Johnson, 2013). Son usage en mycoremédiation ne semble donc pas opportun car il pourrait
permettrda diffusion et la propagation de maladies fongiques. On note en revanche, dans notre étude,

sa résistance a cet antifongique trés utilisé en agriculture.
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Figure 22 : exemples de profils de tolérance au Cu de 3 isolats de notre étude : Agaricus bisporus (A),
Coprinellus micaceus (B) et Ganoderma resinaceum (C).
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Pleurotus pi!monarius \ Pleurotus pulmonarius
Témoin sans métal # Cu 50 mg.Lt
Milieu MEA- 25 °C - 11 jours > Milieu MEA - 25 °C - 25 jours

Xylaria sp
Cu 50 mg.L?
Milieu MEA -25°C - 17 jours

Humicola sp
Témoin sans'métal
Milieu MEA - 25 °C~ 16 jours Milieu MEA - 25

Figure 23 : exemples de modifications morphologiques engendrées par différentes concentrations de Cu
en milieu gélosé, chez 4 isolats de I'étude : Absidia cylindrospora [témoin sans métal (A) et Cu 50 mg.L™ (B)] ;
Pleurotus pulmonarius [témoin (C) et Cu 50 mg.L™? (D)] ; Xylaria sp [témoin (E) et Cd 50 mg.L? (F)] et Humicola sp
[témoin (G) et Cu 50 mg.L"1(H)].
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Cas du plomb

Pb est relativement bien toléré par la plupart des souches. En effet, le t&teantie que
isolats le tolérent jusqu’a 1000 mg.t* (4 Ascomycétes et 5 Basidiomyceétes), 14 isolats le tolérent
jusqu’a 100 mg.L! (6 Ascomyceétes et 8 Basidiomycetes). Au total, 23 des 28 isolats tolérentresu moi
100 mg.Lt. Des exemples de profils de tolérance sont donnés par la figure 24. Cette dois krsc
profils sont variés. Par exemple, la dose de 1000 fnesk tolérée et ne fait que ralentir la croissance
d'Agaricus bisporus(figure 24A0) de moitié environ. Cette méme dose devient fongicide pour
Coprinellus micaceufigure 24Ba) alors qu'elle n'est que fongistatique p@anoderma resinaceum

(figure 24Ga).

Parmi les 9 isolats tolérants 1000 m§.lon retrouveAgaricus arvensiset A. bisporus,
Laetiporus sulphureus, Humicola fuscoatra, Perenniporia fraxinea, Irpex lacteus, Coniochaeta
hoffmanii et F. oxysporumLes deux isolats Agaricus ainsi que les isolats d&. hoffmaniiet P.
oxalicumont des croissances lentes. Méme sans stress métallique, ils ne saturent pas unedidite de
aprés 30 jours (figure 23A et annexe IV, page 213 - figures 39, 4, 58). Les autres isolat$i(
fuscoatra, I. lacteus, L. sulphureus, P. fraxineaturent une boite de Petri pour des doses jusqu'a 100
mg.L! (annexe IV, page 213 - figures 50, 52, 53 et 56) et semblent donc montrer un profil de tolérance
intéressant pour la mycoremédiation (saubxysporunpour son caractére phytopathogéne évoqué au

paragraphe précédent).

Comme avec les 2 autres métaux, le stress induit par Pb implique des fpertsirba
morphologiques et parfois une dépigmentation. Cette dépigmentation est trés nettmaobnce
Chaetomium gracildfigure 25C et 25D) ePenicillium oxalicum(figure 25G et 25H). En effet, le
premier perd complétement sa coloration noire et le second devient jaunatrertgmononcé étant
fortement atténué?. fraxineane semble pas former le mycélium ramifié qu'il formait avec Qairgi
25E et 2F). Les perturbations morphologiques sont moins marquées avec Pb qu'avec Cd pour cet isolat,
qui tolére d'ailleurs mieux Pb (1000 mg)lque Cd (10 mg.t). On peut supposer que cette dose de Pb
est suffisante pour altérer la croissance, mais pas encore assez toxique poutefonyeglium

particulier observé en présence de Cd. Les mécanismes de réponagsisontncore efficaces a cette
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dose pour Pb, alors qu'ils semblaient perturbés avec 10'@d.lLes métaux étant capables de se lier
aux membranes biologiques (via les groupements qu'elles portent cdd@@d1, -OH, entre autres),
on peut supposer que ces perturbations morphologiques sont I'expression de ces perturbations

membranaires (Henderson et al. 2017).

Pour des raisons de solubilité, le sel métallique utilisé (nitrate desPlljfférent des autres
métaux (sulfate de Cd et sulfate de Cu). Or d'aprés Gadd (2008), les fatvatésent la croissance
fongique. Il est donc possible que l'usage de ce sel ait favorisé la croissaisoéatiesbien qu'aucune
dose de Pb testée n'accélére la croissance par rapport au témoin ni ne sembdeptuiedid biomasse
Une étude comparative avec des sels différents pourrait répondre a cette question. dPtcsendite
bien toléré par ce groupe d'isolats fongiques, méme si des espéces saéesrgrcbioremédiation

commePleurotus ostreatus'en tolérent que 10 mg*ldans nos condition expérimentales.
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Figure 24 : exemples de profils de tolérance au Pb de 3 isolats de notre étude : Agaricus bisporus (A),
Coprinellus micaceus (B) et Ganoderma resinaceum (C).
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/
Chaetomiugh gracile Chaetomium gracile
Témoin sans métal D Pb 100 mg.Lt
Milieu MEA - 10 jours - 25°C 5 Milieu MEA - 13 jours > 25°C

Perenniporia fraxinea
- Pb 1000 mg.L!
Milieu PDA - 15 jours - 25°C

Penicillium oxalicum Penicillium oxalicum
Témoin sans métal Pb 1000 mg.L!
. Milieu MPGT - 17 jours - 25°C Milieu MEA - 17 jours - 25°C

Figure 25 : exemples de modifications morphologiques engendrées par différentes concentrations de Pb
en milieu gélosé, chez 4 isolats de I'étude : Absidia cylindrospora [témoin sans métal (A) et Pb 100 mg.L™? (B)] ;
Chaetomium gracile [(témoin (C) et Pb 100 mg.L™ (D)] ; Perenniporia fraxinea [témoin (E) et Pb 1000 mg.L™ (F)]
et Penicillium oxalicum [témoin (G) et Pb 1000 mg.L)].
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11.1.3. Conclusion

Ce test en milieu gélosé montre que Pb est le métal le mieux toléré par un plusognanel
d'isolat (9 isolats tolerent 1000 md.kt 13 tolérent jusqu'a 100 mdhL Il est suivi deCd (1 seul isolat
tolére 1000 mg.t et 17 tolérent 100 mgl), puis de Cu (1 seul isolat tolére 1000 mbdt 12 tolerent
100 mg.LY). Il n'est pas surprenant que ce dernier (Cu) soit le moins toléré dits@ren raison de

ses propriétés antifongiques reconnues.

Les perturbations morphologiques sont variées en fonction de l'isolat, du métal considéré, de la
dose. Elles sont attribuables a l'action toxique des métaux qui peut engendrertutbatiosrs
membranaires (liaison a des groupements chimiques de la membrane) et/ou déstipesur
physiologiques (expression de la chitine, inhibition enzymatique). Ces perturbatidnentinc
principalement une croissance ralentie et une morphologie altérée (mycéliaraga", modifications
de ramification, pigmentation, sporulation) (Henderson, 2017). Les mécanismes d'acqdastion
minéraux comprennent souvent des pigments. Nos résultats suggérent donc que ces mécanismes sont
altérés par Cd, Cu et Pb. Par exemple, le métabolisme de la mélanine, parfois citéeiéerante |

sorption des métaux pourrait étre altéré ici (Fomina er Gadd 2003 ; Haferburg et Kothe 2010).

Les 2 Agarics présentent une bonne tolérance aux 3 métaux (100 pog.Cd et Cu et 1000
mg.L! pour Pb). Améliorer leur production de biomasse pourrait étre un bon moyen de metfite a pro
cette tolérance dans des techniques de mycoremédiation. La méme remarque est vatdbieipolar
fuscoatra, Humicola sp, Coniochaeta hoffmanii, Pseudeurotium bakerimicromycéteAbsidia
cylindrospora semble surtout intéressant vis-a-vis de Cd (tolérance jusqu'a 1000' regrs
perturbations morphologiques majeurds)sarium oxysporurprésente un profil intéressant vis-a-vis
de Cu (tolérance 1000 mg')et Pb (tolérance 1000 mgt)l. mais son caractére phytopathogéne n'est
pas en faveur d'une utilisation sur le terrain. Des espéces du méme genre, rpaigomathogenes

pourraient représenter une alternative intéressante.
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II.2. Essai de biosorption en milieu liquide

11.2.1.  Etude préliminaire avec Absidia cylindrospora

Cette étude préliminaire a pour but d'étudier la biosorption des métaux aeesouahe modele
afin de sélectionner les paramétres "dose" et "temps d'exposition” qui sesuite appliqués
'ensemble des 28 isolats tlétude. Les résultats de cette étude préliminaire ont fait 1’objet d’une
publication dans la revue Chemosphere (Albert e2@I8). Lors de cette étude, plusieurs paramétres
ont été suivis, tels que la production de biomasse, le pH, les quantités de mé&aussaddsorbés et

biosorbé, qui seront présentés, puis discutés dans les paragraphes suivants.

11.2.1.1. Evolution de la biomasse et du pH

La figure 26 montre la production de biomasse pour chaque essai, expripéearcentage,
selon (1), par rapport au témoin correspondant. Les valeurs moyennes de produutomadse sont
mentionnées dans le tableau 33 de I'annexe V (page 243). Le tableau 34 de l'annexe Vedétaille |

résultats de biosorption (page 243).
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Figure 26 : évaluation de la biomasse fongique d'A. cylindrospora aprés exposition aux métaux en milieu

liquide. Les pourcentages représentent la masse de mycélium produite par l'isolat par rapport au témoin (sans
métal) dans les mémes conditions.
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Le tableau 20 présente les valeurs de pH du milieu de culture mesurésitatd la fin de
I'expérience. Deux témoins sans métaux ont été réalisés. Le premier contient selelenikéesu de
culture et montre la stabilité du pH du milieu de culture tout au long de l'expér{pH = 5,4). Le
second contient le milieu de culture et le mycéliudbdidia cylindrospora(mais pas de métal) et
montre une baisse de pH apres 3 et 7 jours de culture. Cette baisse de pH est atintuee au
métabolisme des sucres qui acidifie le milieu de culture (Gadd 2004 ; elhaparagraphe V.4, page
63). Le pH du milieu varie ainsi de 5,4 a 4,0 apres 3 jours et a 3,6 apres 7 joultside Trois autres
témoins contenant chacun le milieu de culture et un des 3 sels métalliques (atils&mse de 100
mg.L?) ont aussi été réalisés et montrent l'influence de ces sels métalliqguespslidu milieu de
culture : leur présence induit une légére baisse de pH aprés 3 jours, maigloetiee n'évolue pas a
7 jours. En effet, aprés 7 jours, les pH sont respectivement les mémes quaSisirCdSQdiminue
le pH de 0,2 unités aprés 3 jours (qui passe alors de 5,4 a 5,2) ; Guse le pH de 5,4 a 4,4 et
enfin PbNQ diminue le pH de 5,4 & 4,9. On peut donc s'attendre a une baisse de pH au cours des essais,

due a l'action combinée du métabolisme fongique et des sels utilisés.

Tableau 20 : moyennes des valeurs de pH au cours de I'expérience en milieu liquide (3 réplicats). Les écart-
types sont donnés entre parenthese.

H H
Condition pHo . P2 .
3 jours 7 jours
Milieu dt? cullture seul 5.4 (0,0) 5.4.(0,0) 5.4 (0,0)
(témoin)
Témoin
Sans métal 5,4 (0,0) 4,0(0,1) 3,6(0,3)
Avec mycelium

Témoin Cd 5,2 (0,0) Cd 5,2 (0,0)
Avec métal (100 mg.L?) 5,4 (0,0) Cu 4,4 (0,0) Cu 4,4 (0,0)
Sans mycélium Pb 4,9 (0,1) Pb 4,9 (0,1)

Cd 50 mg L? 4,2 (0,1 1,8(0,0

gLt 54.(0,0) 0.) (0,0)

Cd 100 mg L 4,1(0,1) 1,5(0,0)

Cu50mglL? 3,7(0,0 3,8(0,1

g . 5.4 (0,0) (0,0) (0,1)

Cu 100 mgL 3,6(0,1) 3,8(0,1)

Pb 50 mg L* 2,0(0,0 2,1(0,1

gL 5.4.(0,0) (0,0) 0,1)

Pb 100 mg L 1,8(0,1) 1,7(0,1)
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Cas du cadmium

En présence de Cd, a 50 et 100 mg.4pres 3 jours de croissance, la biomasse produite par
Absidia cylindrosporan'est pas statistiquement différente de celle du témoin (p = 0,3939). Les
biomasses obtenues aux 2 doses aprés 7 jours sont comparables entre elles ntveigmaEfit
inférieures au témoin (p = 0,02E)les ne représentent alors que 65% du témoin, le défaut de production
de biomasse suggeére alors la toxicité du Cd dans ces conditions (figure 26). On pegtr Spppos
lyse cellulaire (due a la toxicité du Cd) se manifestelela d'un certain temps. Cette lyse cellulaire
pourrait expliquer qu'aprés 7 jours, la production de biomasse est inférimlke produite apres 3 jours

d'exposition (a la méme dose).

Aprés 3 jours aux 2 doses d'exposition, le pH du milieu de culture (respectivegent,1)
n'est pas statistiguement différent de celui du témoin avec mycélium mais sar(@ détal= 0,2424)
En revanche, aprés 7 jours, une baisse importante et statistiquement significatige 5.5t notée
respectivement pour les deux doses (p = 0,0022), comparées aux valeurs obtenues apr&€efigours
diminution n'est pas due au développement mycélien puisque le témoin sans métal a un pld deux f
plus élevé (3,6) apres 7 jours de culture. Cette diminution significative éstgiobablement due a la
sécrétion d'acides organiques par le mycélium. En effet, de nombreux auteurs oét quentes
sécrétions jouent un role important dans la détoxication des métaux, en les complexatné (thapi
paragraphe V.4, page 63). L'acide oxalique est souvent cité comme un di-acide organiqudatajeur
détoxication des métaux par les champignons (Glasauer et al. 2013; Gadd et aPtz@igrpchaete
chrysosporiunest une espéce modéle souvent étudiée vis-a-vis de la biosorption des métaux et de la
bioremédiation en général. Chen et al. (2015) ont étudié le profil de sécrétion ekitaire
(notamment production d'acide oxalique, activité enzymatique des lignine peroxgtas@sganese
peroxydases dans le milieu de culture) de cette espéce. lls ont montré l'induction deida skacéte
oxalique lors d'un stress par le Cd, confirmant ainsi son réle dans la stratégitoxieation de ce

champignon.

Pour les 2 doses, le temps d'exposition plus long semble favoriser I'expression detdadioxici

Cdet a la plus forte influence sur le pH et la production de biomasse.
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Cas du cuivre

Apres exposition a Cu, les biomasses ne sont pas statistiquement différenteésentefpr
100% de la biomasse du témoin quelias soient les durées ou les doses d’expositions (p = 0,2403
aprés 3 jours et p = 0,3939 apres 7 jours). Cu ne semble pas influencer 1’évolution du pH dans nos
conditions de culture. Selon ces paramétres, Cu ne semble pas exprimer de tigxiiés \du
développement du mycéliudiAbsidia cylindrosporaCes résultats sont assez contrastés avec ceux de
I'essai de tolérance en milieu gélosé. En effet, lors de ce précédenm esgaidrosporaolérait mieux
Cd queCu (chapitre 3, paragraphe 1l.1, page 104). Or, ici, les résultats semblgatesugue Cu est

mieux toléré que Cd en milieu liquide.

Les résultats suggerent que Cu n'altére pas la production de biogtasseluit pas de
production d'acides en milieu liquide, dans les conditions expérimentales utilsepsurrait aussi
supposer gu'un mécanisme de défense efficace puisse s'exprimer en milieu liquide mais lpas en mi
gélosé (ou ne pouvant diffuser suffisamment dans le milieu gélosé pour capter Cu et bloguterrson a

toxique).

Cas du plomb
Dans toutes les conditions testées, Pb altére la production de biomasse de éqamnialente
(p = 0,937 apres 3 jours et p = 0,9372 aprés 7 jours). La biomasse représente alors 65 % de la biomasse
du témoin. @s2 doses perturbent donc le développement fongique aux 2 temps d'exposition de fagon

similaire.

Concernant le pH, Pb semble aussi avoir une influence importante et rapides pnists que

soient la dose et le temps d'exposition, une forte baisse, jusqu'a un pH de 2, est enregistrée.

Ces résultats suggerent donc que Pb altére la production de biomasse ¢ imahaitiction

d'acides dans toutes les conditions de I'expérience.
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11.2.1.2. Conclusion

Ces résultats suggérent qu'un temps plus long d'exposition permet I'expression de la toxicité du
Cd qui se traduit par une production de biomasse plus faible par rapport au témoin et urezistluen
le pH plus forte aprés 7 jours d'exposition. Les conditions de culture en milieu liguidemettent pas
I'expression de la toxicité de Cu, qui est pourtant un antifongique reconnu. Enenidte étre
I’élément le plus perturbateur puisqu'une influence importante sur la production de biomasse et le pH
est notée méme a la dose la plus faible et apres le temps d'exposition le pliSraament, dans ces
conditions, Pb est le métal le plus perturbateur, suivi de Cd, puis de Cu. Ces résnitattent avec
I’essai de tolérance en milieu gélosé a la fin duquel Cu était le moins toléré, suivi de Pb et de Cd. Une
biodisponibilité différente des sels métalliques, ou une efficacité diffédestenécanismes de défense
(lié a la diffusion des molécules sécrétées) dans ces deux types de milieudslijuide) est peut-étre

a l'origine de ces différences.

On note donc le réle important des conditions expérimentales appliguées qui semblent
influencer la réponse au stress induit par les métaux chez les champignons. On nonggakeies
nitrates ne semblent pas réduire la toxicité du Pb vis-a-vis de la produchimmi@esse comme évoqué

au chapitre 3, paragraphe 11.1.2 (page 117).

11.2.1.3. Evaluation des capacités de biosorption

La figure 27montre les pourcentages de biosorption et d’absorption de Cd, Cu et Pb (calculés
selon les équations 2 a 5, chapitre 2, paragraphe 11.2.3.3, papar8®bsidia cylindrosporaselon les
différentes conditions d’exposition. La figure 28 présente les quantités de métal biosorbé rapportées a
la biomasse seche (équation 6, chapitre 2, paragraphe 11.2.3.3, page 85). Ces deux parametres
(pourcentage et quantité) fournissent des informations complémentaires sur la ibinsBrpeffet, la
premiere renseigne sur la capacité d'un isolat & extraire un ion métallique de sordendulture ; la
seconde informe des capacités de concentration au sein du myceélium. Ces céfatitéses aux

structures fongiques de surface (paroi et membranes), il est attendu qu'unusoiasént beaucoup de
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biomasse devrait étre en mesure de mieux biosorber un métal, & condition que la toxicitérdaltadal
pas les mécanismes mis en jeu au cours du phénomeéne. L'ensemble des valeurs expérintantaées est

dans l'annexe V (tableaux 33 et 34, page.243
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Figure 27 : pourcentages de biosorption et d'absorption des métaux par Absidia cylindrospora selon les
différentes conditions d’exposition (d'apres Albert et al., 2018).
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Figure 28 : quantité de métal biosorbé en fonction de la biomasse séche produite par Absidia cylindrospora
selon les différentes conditions d’exposition (d'aprés Albert et al., 2018).
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Cas du cadmium

Comme le montre la figure 2aprés 3 jours d’exposition a 50 mg.L? le pourcentage de
biosorption le plus élevé (67%) est observé. Sous ces conditions, le fiibetdase restent équivalsnt
aux parametres du témoin (pH = 4,2 ; biomasse mesurée = 100%), suggérant un stregsitfaible,
absent. La biosorption est significativement plus faible (18%es 7 jours d’exposition (p = 0,0022),
tout comme le pH et la production de biomasse sont diminués (pH = 1,2, bioma&s¥)ddne
augmentation de la dose a 100 myre permet pas une meilleure biosorption ni aprés 3 jours (36%),
ni apres 7 jours d'exposition (13%). L'absorption est majoritaire quelles que soieondé@snsde
I'expérimentation (figure 28). Les concentratiatisorbées sont aussi plus importantes aprés 3 jours,
pour les 2 doses, comme le montre la figBe6,9 pg.md et 4,6 pg.mg respectivement aprés 3 jours
et apres 7 jours a la dose de 50 mgek 9 pg.mget 7pugmg? respectivement aprés 3 jours 7 joars
la dose de 100 mgi(annexe V, tableau 34, page 243our ce métal, une augmentation de la dose ou
un allongement du temps d'exposition ne permettent pas d'améliorer significativemesuration par
A. cylindrospora(p = 0,1797). On peut supposer en revanche que le métal exprime sa toxicité sur le
mycélium (biomasse et pH plus faibles) et peut potentiellement inkibgrhénomenes de sorption

voire entrainer la lyse partielle du mycélium et le relargage d'ions métalliques.

Cas du cuivre

Concernant Cu, les pourcentages maximums de biosorption sont atteints apm&spoyr les
deux doses. Ces pourcentages sont proches : 20% a la dose de56trhg% a la dose de 100 mg.L
lIs sont significativement supérieurs aux pourcentages (14% pour les deux doses) obtenus apres 3 jou
(p = 0,0022). Ladsorption est supérieure a I’absorption pour ce métal dans la plupart des conditions
expérimentaled.’absorption n’est prédominante que pour la dose de 100 mg. L aprés 7 jours (14,9%

pour un total biosorbé de 19,2%).

Pour toutes les conditions de temps et de dose d’exposition, la biomasse produite atteint 100%
comparativement au témoin et le pH n'est pas altéré et reste proche de 3).Mar® Ttes conditian

qui ne semblet pas toxiques, il semble logique que le maximum de biosorption soit att@ist/ajaurs
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d’exposition, permettant plus de temps pour les réactions de sorption au niveau de la paroi et de la

membrane fongique.

En revanche, ces pourcentages restent plus faibles que pour les 2 autres métamatgstés (
plus de biomasse produite, annexe V, tableau 33, page 243). De plus, les concentrations biogorbées son
de 2 pg.mg a la dose de 50 mgliet de 4 pg.mga la dose de 100 mgiLCes concentrations sont les
mémes (pour chaque dose considérée) quel que soit le temps d'exposition. La camcbidsatibée
double lorsque la dose d'exposition double, mais le temps d'exposition ne semble paslirdaraitt
intéressant de tester plusieurs concentrations afin de confirmer le ligengjle se dessiner ici entae
concentration biosorbée et la dose d'exposition. L’étude publiée par Li et al. (2009) a aussi montré une
augmentation de la concentration biosorbée avec I’augmentation de la concentration erCu dans le
milieu de culture. Cette observation a été rapportée pour les espiadesporium cladosporioides,

Gliomastix murorunet Bjerkandera sp.

Cas du plomb

Concernant Pb, le maximum de biosorption est aussi observé aprés 3 jours a-56tragdint
59%. Le temps d’exposition plus long ne modifie pas significativement ce pourcentage (p = 0,2403). A
la dose de 100 mgl. les pourcentages de biosorption sont significativement plus faibles aux deux
temps d’exposition : 50% apres 3 jours et 40% apres 7 jours (p = 0,0022). La production de bietnasse
le pH sont systématiquement plus faibles aprés exposition au Pbggealoient les doses et les temps
d’exposition. Ces résultats suggérent que pour ce métal, une augmentation de dose ou de temps
d’exposition favorise I'expression de la toxicité du Pb, ce qui a pour conséquence de di@inuer

production de biomasse et les capacités de biosorption.

11.2.2. Discussion

Pour Cd et Pb, les pourcentages de biosorption sont supérieurs apres 3 jours d’exposition a la dose

de 50 mg.LL. Une exposition plus longue ne permet pas une meilleure biosorption pour Cd et Pb. Les
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meilleurs taux de biosorption sont obtenus lorsque le pH et la biomasseosbitsples valeurs témoins.

Cela confirmejue I’intégrité membranaire est nécessaire aux réactions de sorption. Un pH trop bas peut

en effet altérer les groupements chimiques membranaires (protonation/déprofonatiosont
nécessaires pour ces réactions (Fourest and Chambaz 1993; Das 2010; Dhankhar and Hooda 2011;
Desaunay 2011). Le pourcentage de biosorption de Cu est |légérement supérieur apses|uejtaur

gue soit la dose d’exposition (20% apres 7 jours, contre 14% apres 3 jours). Aualiéeation de
production de biomasse ou de pH n’est enregistrée pour ce métal. On peut donc supposer qu’un temps

plus long permet au mycélium de biosorber plus de métal, tout au long de son développement.

Quelles que soient les conditions, Pb est le métal le plus concentré au sein dunmygré
son impact sur le pH et la production de biomasse. Les concentrations maximalesrdttsg.ig de
métal par mg de mycélium sec (ug.my apres 3 jours a 50 mgilet 17 pg.mg aprés 7 jours a la
méme dose. Les concentrations en Cd sont respectivement de 7 et 9 paumgs mémes conditions
(figure 28, ce qui correspond a la gamme de teneurs rapportées pour cet élément pared@@tess
fongiques dans la littérature. Ainsi, Li et al. (2017) ont étudié la ptiearde Cd (et Cr) pdPleurotus
ostreatusLes auteurs rapportent un maximum de biosorption de 1,9 ptgprig 10 jours d’exposition
a la dose de 50 mgii Taboski et al. (2005) ont mis en évidence une biosorption de Cd a hauteur de 7,4
pg.mgt apres 30 jours a cette méme dose pour ’espéce marine Corollospora laceraDans la méme

étude, aprés 30 jours (50 mg.de Cd), I’espéce Monodictys pelagicdiosorbait 15,6 pgg™.

Dans notre étude, pour une dose donnée, les concentrations et les pourcentages en Cd et Pb
biosorbés diminuent lorsque le temps d’exposition augmente. Les concentrations biosorbées augmentent
cependant lorsque la dose de métal dans le milieu augmente. Pour Li et al. (2004), lesnsalem
biosorption de Cd et Pb p&hanerochaete chrysosporiyraprés une exposition a 50 mg.kont
respectivement de 15,2 pg.thgour Cd et 12,3 pg.mgoour Pb, avec un pH optimal de biosorption de
4,5 pour les deux métaux. Dans notre étude, le pH a tendance a diminuentaues dexposition et
passe de a 5,4 a 2. Cette baisse de pH peut expliquer enlpéxisse de biosorption, un pH bas
favorisant la protonation des groupements tels 0®0H et-OH qui ne seront plus chargés

négativement et seront donc moins a méme de se lier aux ions métalliques (chatigémpaos). Les
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pH trop bas ne sont donc pas en faveur des réactions membranaires de biosooptigrsulthts
concernant Cd sont cohérentgc 1’étude de Li et al. (2004) puisque le pourcentage maximum de

biosorption est atteint lorsque le pH est autour de 4.

Holan et Volesky (1995) ont étudié la biosorption de Cd et PB\psidia orchidis Dans leur
étude, la surface mycélienne avait été chimiqguement modifiée par addition de groigpsusceptibles
de lier les métaux (groupements phosphoryles et sulfoéthyles) et le pH étagnmaiobstant a 3,5.
Dans ces conditions, cette espéce biosorbait 14 pgdadPb et 4 pg.mgde Cd, ce qui resteets

proches des résultats obteiei (respectivement 13 et 7 pg.mg

Dans notre expérience, le Pb est le métal le mieux biosorbé, suivi de Cd etCle darnier
apparait comme le plus toxique en milieu gélosé mais n'influence pas le pH ou la quantité de biomass
produite en milieu liquide dans les conditions testées. Cu est aussi le moimbéiaes 3 métaux, aussi
bien en considérant les pourcentages que les concentrations. Inversement, Cd et Pb semfrikeunt &tr
tolérés en milieu gélosé, mais ont une plus grande influence en milieu liquide sur cedrpardour
Cd, le pourcentage de biosorption le plus élevé est atteint lorsque le pHah#sde correspondent
aux valeurs du témoin, c'est a dire en absence de métal. En revanche, Pb esld@lugtasibsorbé en
dépit de son influence qui entraine une diminution du pH et du pourcentage de biomassedansiu
toutes les conditions de I’étude. Des mécanismes de biosorption et de tolérance différents semblent donc

mis en jeu vis-a-vis de ces éléments.

Pour les 3 métaux étudiés pourcentage de biosorption est corrélé avec le pH en fin d’exposition
(pH2) : r=0,93593 pour Cd (p < 0,0001) ; r =0,71631 pour Cu (p = 0,0088) et r =0,71830 (p = 0,0085)
pour Pb. La production de biomasse est aussi corrélée avec le pourcentage de biosorptigr=de C
0,8951 ; p < 0.0001) et de Cu (r = 0,69930C= 0,0114). Cette corrélation n’est pas retrouvée avec Pb
qui est biosorbé alors que la production de biomasse est systématiquement altérésuli@es en
accord avec la littérature scientifiqukystrent I’importance des paramétres tels que le pH, la biomasse,

la dose et le temps d’exposition dans les phénomeénes de biosorption des métaux.
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11.2.3. Conclusion

L’¢étude préliminaire avec A. cylindrosporaa permis de montrer que cet isolat tolére et biosorbe
differemment Cd, Cu et Pb, qui sont gee$luants majeurs de I’environnement. Cd est le mieux toléré
en milieu gélosé, suivi de Pb et de Cu. En milieu liquide, Cu semble étre le métal le mieux toléré, suivi
de Cd et de Pb. On note que les conditions d’exposition ont un impact sur les capacités de biosorption
d’A. cylindrospora Apreés seulement 3 jours d’exposition, cet isolat fongique est capable de biosorber

14% du Cu et plus du 50% de Cd et du Pb.

1.2.4.  Application aux 28 isolats fongiques de I'étude

L’étude préliminaire avec A. cylindrosporaa permis de définir des parametres de temps
d’exposition, fixé a 3 jours, et de dose d’exposition, fixée a 50 mgl, qui sont retenugour ’expérience
de biosorption en milieu liquide. Les résultats concernant le pH et la pmddet biomasse des 28
isolats fongiques sont présentés dans les tableaux 21, 22 et 23. Les figureS8Q2nentrent
respectivement les pourcentages et les concentrations de métaux biosorbés champégnons.

L'ensemble des valeurs expérimentales est présenté dans I'annexe VI (tab&ed8xgzie 245).

Les résultats de cette étude font l'objet d'une publication (“Selection dtisgil with high

tolerance and biosorption of three trace metals (Cd, Cu, and Pb)" & soumettre ; annexe Xl,)page 277
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Tableau 21 : biomasses mesurées a l'issue des 3 jours d'exposition du screening.

Témoins Cd Cu Pb
Sols Isolats Biomasse| Biomasse| Biomasse Biomasse

(mg) (mg) (mg) (mg)
1 Absidia cylindrospora moy %9 911 940 819
Agaricus arvensis n;%y Zg 416 427 542
Agaricus bisporus moy ‘113 313 286 313
Fomes fomentarius "é%y %5 412 329 425
2 L aetiporus sulphureus moy 219 249 279 323
Megacollybia platyphylla moy 158 11%0 13604 11175
Pleurotus ostreatus n;%y Zg 562 412 650
Pleurotus pulmonarius moy ?g 459 542 ?g
Chaetomium atrobrunneum | %Y 1%9 723 ?g 1%6
Chaetomium gracile moy 621 445 327 517
3 Coprinellus xanthothrix n;%y 633 326 321 414
Humicola fuscoatra moy Af ?9 3;6 630
Sordaria lappae moy 113;2 623 795 12235
Coprinellus micaceus ”I‘E‘(’:y ‘;4 360 241 iG
Emericdlopsis minima n;%y 1;14 11106 983 1;10
Ganoderma resinaceum n;%y 310 112 243 221

4
Humicola sp "I]E%y 1%6 ~"_1>g> 510 11190
Penicillium oxalicum n;(éy 1;10 930 152)7 152
Perenniporia fraxinea moy 2§8 21(11 11%2 251
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Témoins Cd Cu Pb
Sols Isolats Biomasse| Biomasse| Biomasse | Biomasse
(mg) (mg) (mg) (mg)
. moy 20 18 21 23
Petridlla Sp EC 3 4 1 2
4
: : moy 128 86 66 118
Pseudeurotium bakeri EC 13 9 4 9
moy 54 34 41 65
Irpex lacteus EC 4 6 13 13
Phaeophlebiopsis moy 31 23 22 20
peniophoroides EC 4 1 1 L
moy 26 24 16 29
5 Psathyrella candolleana EC 5 3 2 2
: moy 84 45 44 84
Schizophyllum commune EC - 1 A 2
: moy 93 33 30 85
Xylaria sp EC 21 2 1 6
_ . moy 79 70 71 103
Coniochaeta hoffmanii EC 10 4 7 4
6
. moy 49 24 40 21
Fusarium oxysporum EC 3 10 3 3

moy : moyenne de 3 réplicats
EC : écart-type
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Tableau 22 : variations de pH et production de biomasse au cours du screening des différents groupes
taxonomiques en milieu liquide.

, R Zygomycetes | Ascomycétes | Basidiomycetes Total
Métal | Paramétres (n=1) (n=12) (n = 15) (n=28)
moy 0,2 0,1 0,3 0,2
ApH
cd EC 0,1 0,3 0,5 0,4
BP moy 92 64 70 68
EC 1 14 11 13
ApH moy 0,1 -0,6 -0,2 -0,4
Cu EC 0,1 0,3 0,5 0,4
BP moy 91 65 72 72
EC 5 18 14 16
ApH moy 0,4 0,1 0,1 0,1
Pb EC 0,1 0,3 0,3 0,3
BP moy 90 98 88 92
EC 2 14 17 16

ApH : variation de pH, par rapport au témoin sans métal, a I'issue de |'expérience de biosorption en milieu liquide.
BP : pourcentage de biomasse produite, par rapport au témoin sans métal, a l'issue de I'expérience de biosorption
en milieu liquide.

moy : moyenne de 3 réplicats

EC : écart-type
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Tableau 23 : variations de pH et productions de biomasse obtenues au cours du screening des 28 isolats
fongiques.

Cd50mgL?* | Cu50mglL? Pb50mg L™
Sols Isolats

ApH BP ApH BP ApH BP

1 Absidia cylindrospora +0,2 92 +0,1 91 +0,4 90
Agaricus arvensis -0,2 66 -0,4 67 -0,2 74

Agaricus bisporus -0,1 75 -0,9 59 -0,3 75

Fomes fomentarius +0,6 64 -0,4 61 +0,7 70
2 L aetiporus sulphureus +0,3 98 -0,1 99 -0,1 111
Megacollybia platyphylla +0,1 64 -0,3 103 +0,1 73

Pleurotus ostreatus 0 72 -1,2 57 -0,3 82

Pleurotus pulmonarius +1,8 84 +1,1 90 +0,8 105
Chaetomium atrobrunneum +1 61 0 79 -0,3 98
Chaetomium gracile +0,3 74 -0,2 61 -0,2 93

3 Coprinéllus xanthothrix -0,1 57 -1,1 49 +0,2 70
Humicola fuscoatra +0,3 64 -0,4 76 +1,1 126

Sordaria lappae -0,2 47 -0,7 57 0 95

Coprindlus micaceus +1,4 68 +1,1 90 +0,8 105
Emericellopsis minima -0,1 80 -1,1 64 0,1 102

Ganoderma resinaceum +1,1 40 +0,1 78 -0,1 70

Humicola sp -0,5 47 -0,8 43 +0,1 99

) Penicillium oxalicum -0,1 64 -0,2 91 0 87
Perenniporia fraxinea 0 70 0 63 0 87

Petriella sp +0,1 93 -0,6 106 +0,4 116

Pseudeurotium bakeri +0,3 67 -08 52 +0,3 93

Irpex lacteus -0,1 62 -0,1 77 0 120

Phaeophlebiopsis peniophoroides -0,3 75 -0,4 70 -0,1 66

5 Psathyrella candolleana +0,2 94 -0,4 65 +0,2 114
Schizophyllum commune -0,3 54 -04 52 -0,1 100

Xylaria sp +0,3 36 -04 33 0 92

Coniochaeta hoffmanii -0,3 88 -1,2 89 -0,3 130

° Fusarium oxysporum -0,4 49 -0,7 82 -0,4 43

ApH : variation de pH, par rapport au témoin sans métal, a l'issue de I'expérience de biosorption en milieu liquide.
Les plus grandes variations sont en gras.

BP : pourcentage de biomasse produite, par rapport au témoin sans métal, a I'issue de |'expérience de biosorption
en milieu liquide.
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Le tableau 21 montre la diversité des champignons dans leur production de bionragse. A
Agaricus bisporusie produit que 44 mg de biomasse apres 3 jours, alorBareeniporia fraxinea
produit jusqu'a 288 mg dans le méme intervalle de temps alors que tous deux sontiEnRates.

On note également que certaines especes montrent des productions de biomasse plusceaniaieles
par exempléMegacollybia platyphyllgpour qui I'écart-type s'éleve a 30 mg lors de I'exposition au Cu
alors que I'écart-type moyen pour ce métal est de 5 mg (pour une médiane de 4 mgaradtin
représente 20% de la biomasse produite pour cet isolat, tandis qu'en général, on aliemweep
variation autour de 10% (tsisolats confondus pour ce métal). Cette variation peut aussi étre te refle

de la toxicité du Cu qui perturbe la croissance fongique.

11.2.4.1. Evolution du pH et de la biomasse

Cas du cadmium

En présence de Cd, la production de biomasse des isolats atteint 36 a 100% de leurs témoins
respectifs sans Cd, avec une moyenne de 68% tous isolats confondus (tableaux 22 et 23). Le tableau 22
montre que, comparativement a leur témoins respectifs, |'Gbkdia cylindrosporgroduit plus de
biomasse (92%) que les Ascomycétes (64%) et les Basidiomycétes (709%spntjuijuant-a-eux

comparables entre eux (p = 0,1828) mais semblent plus sensibles a Cd.

Les variations de pH vont de -0,5 (pdtmmicola sp a +1,8 (pouPleurotus ostreatyspour
une variation moyenne de 0,2 (tableaux 22 et 23). Ces variations sont rarement ssuériégales
0,5 unité pH. Toutes souches confondues, ces variations ne sont pas statistiqgeifieatigés (p =

0.06) comparées au pH initial du milieu de culture.

Ces résultats sont cohérents avec ceux de I'étude préliminaire qui montriaipact non
significatif sur la production de biomasse et sur le pH aprés exposition. Cependamntdiesions de
biomasses (tableau 21, valeurs en gras) semblent parfois plus impactées (7 soutteeproduction

de biomasse réduite de plus de 40% par rapport a leur feao@ours du screening comparativement
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a l'étude préliminairell semble quAbsidia cylindrosporatolére mieux Cd que les autres isolats

(meilleure production de biomasse).

Cas du cuivre

Les biomasses produites atteignent de 33 & 100% des témoins sans Cu, pour une moyenne de 72%
(tableaux22 et 23). Comme avec CApsidia cylindrosporgroduit plus de biomasse (91%) que les
Ascomycetes (65%) et les Basidiomycetes (72%) qui sont eux, quant-a-eux, coespgrad,167)

On remarque également que 6 isolats présentent une production biomasse réduite de plus de 40%.

La variation de pH est négligeable en ce qui concAlrsdia cylindrosporacomme lors de
I'étude préliminaire. Cependant, en tenant compte de I'ensemble des isolats foragigagenhe des
variations est de -0,4. Cette variation des pH avant et apres exposition est statesticifférente (p
= 1,69.1¢F). Le pH diminue aprés exposition, sauf pd¥leurotus pulmonariuset Coprinellus
micaceuq+1,1 pour ces 2 isolats}ette baisse de pH significative (mais inférieure a 0,5 unité pH) est
un résultatlifférent de 1’étude préliminaire. Ce résultat illustre aussi la diversité des réponses au stress

métalligue chez les champignons.

Cu semble avoir un impact plus marqué sur les Ascomycétes et les Basitiesnque sur le
Zygomycete#bsidia cylindrosporaelon ces paramétres. On note que l'isol&udarium oxysporum
(seul isolat capable de tolérer 1000 migde Cu en milieu gélosé) produit 82% de biomasse en milieu

liquide (pour une variation de pH de -0,7). Il semble donc aussi bien tolérer Cu dans ces conditions.

Cas du plomb

Les biomasses produites aprés exposition au Pb atteignent 43 & 130% des témoins, pour une
moyenne de 92% (tableau 20). tmajorité des isolats (18 sur 28) produisent entre 70 et 100% de
biomasse comparés a leur témoin respectif et 9 isolats produisent plus @e l'0@pact de Pb est
donc faible sur la production de biomasse, ce qui contraste avec I'étude préiminzours de laquelle

la biomasse était diminuée aprés exposition a Pb (production diminuée de 3593 jpués a
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50mg.LY). L'augmentation de la production de biomasse pourrait étre attribué aux nitrategsprésen
dans le sel de Pb utilisé et qui pourraient favoriser la croissance fongiquéaitesdaxons méme si

cela n'as pas été retrouvé lors de I'étude préliminaire (qui utilisait pourtant le mé(addiR008).

Les variations de pH vont de -0,4 & +1,1, pour une variation moyenne de 0,1 (tableaux.20 et 22)
Seul I’isolat Humicola fuscoatramontre une variation de pH supérieure a 1 alors que 5 isolats ne
montrent aucune variation de pH (ApH = 0) a I’issue de I’expérience. Toutes souches confondues, ces
variations de pH ne sont pas significatives (p = 0,08) par rapport aux témoins, @mtaste avec
I'étude préliminaire pour laquelle l'influence sur le pH était marquée aprés &jaimg.t* (pH autour

de 2 et diminution statistiguement significatif avec p < 0,05).

L'impact de Pb sur les isolats fongiques est différent par rapport a I'étudenaiéénet moins

marqué qu'au cours de cette derniere.

Conclusion

Les parametres de biomasse et de pH aprés exposition hous montrent que Cd, Cu et Pb ont un
impact plutét faible sur ces parameétres dans nos conditions expérimentalesciCstlies-donc
compatibles avec les réactions de sorption des métaux par les mycéliums des difféaEtOisaote
cependant que des différences apparaissent entre I'étude préliminaireestrianget que le choix du
sel utilisé pourrait influencer la production de biomasse fong@u@ote que l'origine de l'isolat semble
importante en ce qui concerne la tolérance aux éléments toxiques. Par eAdsigie, cylindrospora
provient du sol le plus chargé en Cd (12 mg,kgbleau 17) et est aussi l'isolat qui le tolére le méeux

la fois en milieu liquide et en milieu gélosé. Cette tendance est moins évidentesa® autres métaux.

11.2.4.2. Evaluation des capacités de biosorption

Les résultats de biosorption sont présentés de maniére synthétique dans le tahledig@4.
29 présente les résultats de biosorption en pourcentage de métal biosorbé paavappaal total

présent dans le milieu de culturegs ; calculésdon I'équation 4). La figure 30 présente ces résultats
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en concentrationg’est-a-dire en quantité de métal biosorbé rapporté a la biomasse fongique seche
(Csios; calculée selon I'équation 5). Les moyenreddegs écart-types) pour chaque isolat testé sont

présentées dans l'annexe VI (tableaus 38, page 245).

Tableau 24 : synthése des résultats concernant le pourcentage et la concentration de métal biosorbé au
cours du screening des 28 isolats fongiques.

. R Zygomycetes | Ascomycétes [ Basidiomycétes Total
Métal Parametre (n=1) (n=12) (n = 15) (n = 28)
%B10s moy 43,2 23,8 21,5 23,3
cd (%) EC 4,8 11,3 7,5 9,6
Cgios moy 5,9 6,3 7,2 6,8
(ng.mg?) EC 0,6 2,6 3,3 2,8
%sBI0s moy 6,2 24,5 20,9 21,9
C (%) EC 0,4 8,6 4,8 6,7
u
Caios moy 0,9 6,7 7,4 6,9
(ng.mg?) EC 0,1 2,1 2,2 2,3
%BI0S moy 65,6 55 56,7 56,3
Pb (%) EC 2,2 25,4 21,4 22,7
Cgios moy 9,3 9,5 18,3 14,2
(ng.mg*) EC 0,4 4,6 12,5 9,1

moy : moyenne de 3 réplicats
EC : écart-type
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Figure 29 : pourcentages de métal biosorbé aprés 3 jours d'exposition & 50 mg.L1 de Cd (A), Cu (B), et Pb (C).
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Figure 30 : concentration de métal biosorbé aprés 3 jours d'exposition @ 50 mg.L de Cd( A), Cu (B), et Pb (C).

142



Cas du cadmium

Comme le montre la figure 29, le pourcentage minimum de biosorption est dReB#iljum
oxalicun) mais 8 isolats biosorbent plus de 30% de: GZhaetomium atrobrunneunt1%),
Emericellopsis miniméd9%), Absidia cylindrospor§43%),Perenniporia fraxined41%),Coprinellus
xanthothrix(40%), Agaricus arvensi$35%), Sordaria lappad€34%),et Humicola sp33%). Parmi les
8 isolats cités précédemment, 7 ont été isolés de sols contaminés (solsaBletd,17 page P@ont
les teneurs en Cd étaient cependant inférieutadirite de détection.A. cylindrosporaa été isolée
d’un sol dont la teneur en Cd a été évaluée a 12 mg.Kg(sol 1, tableau 17 page 99). Cette concentration
correspond a une anomalie forte liée a une pollution (et non a une anomalie géologigue) zelen Bai
al. (2007, tableau 4 page 38). Cet isolat a donc pu développer une adaptation a la et eequi
expliquerait ces valeurs importantes de biosorpmasque le double de la moyenne des 28 isolats,
(tableau 24 page 140) et une tolérance jusqu'a 1000Yghhpitre 3, paragraphe I1.2, page 121). La
concentration au sein du mycéliunAdtylindrosporan'est en revanche pas supérieure a la moyenne.
On peut donc attribuer son fort taux de biosorption (en comparaison aux autresdamtaeroduction
de biomasse supérieure aux autres isolats. L'absorption est supérieure@ibadsour 21 isolats sur

les 28 de I'étude (annexe VI, tableau 36, page. 247)

Agaricus arvensis été isolé du sol forestier contenant 1,4 myde Cd (tableau 17, page 99)
Les isolatdHumicola spetH. fuscoatratres proches d’un point de vue taxonomique, révelent cependant
des comportements différents lorsqu’ils sont confrontés au Cd. En effet, méme si ces deux isolats
tolerent 100 mg.tt de Cd,Humicola spbiosorbe jusqu’a 33% de Cd alors que H. fuscoatran’en
biosorbe que 7% (figure 29 et tableau 36). Ces deux espéces ont été isoléeda gagicontaminés
par des métaux madspriori sans Cd (sols 3 et 4, tableau 17 page 99). Ces résultats suggerent que des
isolats fongiques sont en mesure de tolérer et de biosorber une substance toxiquaveanstg
préalablement exposés au sein de leur environnement, sous-entendant donc un mécanisme intrinséque,
non induit par I'environnement. Une autre substance toxique a aussi pu promouvoir une neponse

spécifique, induisant une tolérance et/ou la biosorption. Ces 2 isolats étant prochasaa
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taxonomique, ce résultat peut indiquer soit une variation de tolérance intégsgécsoit illustrer

I'importance du sol d'origine dans la promotion des mécanismes de tolérance.

Les 2 isolats d€haetomiunttudiés ont été isolés a partir d’un sol sans Cd (sol 3, tableau 17 page
99) mais le tolérent jusqu’a 100 mg.L? (tableau 18 page 109). Cependdhtatrobrunneunbiosorbe
51% de Cd alors que. gracilene biosorbe que 29%. Le<prinellusont aussi des profils différents
ils tolérent tous deux 100 mglmaisC. xanthothrixbiosorbe 40% eE. micaceuseulement 25% de
Cd. Les 2 isolats deleurotus(28 et 23%), ainsi que les 2 isolataghricus(35 et 23%) ont des profils
de réponses proches concernant la biosorption du Cd. Ces résultats suggérent guedsamespeces
sont capables de biosorber Cd, méme si elles proviennent de milieux non contamieés@@l. De
plus, les capacités de biosorption peuvent étre améliorées par une acolimedasblats, comme 1’ont

montré Zhang et al. (2016) et Li et al. (2017).

De nombreux auteursit aussi ¢tudié I’espece Pleurotus ostreatuszavero et al. (1991) ont révelé
que cette espéce pouvait tolérer jusqu’a 150 mg. Lt de Cd et biosorber environ 20 pg:mdges
performances sont supérieures a celles présentées ici (16 etdh)3 pg.my, tableau 18, page 109 et
tableau 36 de l'annexe VI, page 247). Cependant, leur protocole d'expérience incluaitoaieedpér
pré-culture plus longue en milieu exempt de métal par rapport a celle observée au cours de notre étude
Cette pré-culture plus longue permet le développement d'une biomasse de départ plusérepdaan
une amélioration des capacités de biosorption. Vimala et Das (2011) ont montréigpsergation de
Cd parPleurotus platypufaisait intervenir des échanges ioniques au niveau membranaire ; ces derniers
pourraient étre favorisés si la biomasse augm@ite autre coté, les performances obtenues par Li et
al. (2017) aved®. ostreatugtaient moins bonnes que celles présentées ici, méme apreés acclimatation
progressive de leur souche @d. L’acclimatation améliore les capacités de biosorption, par rapport a
une souche non acclimatée, mais leur souche demeure moins efficace que la souche ferestiee
étude ou que la souche citée dans I'étude de Favero (1991). Cette différence iraéresgamgue les
capacités de biosorption peuvent aussi varier au sein d’une méme espéce, en fonction des isolats et que
la quantité de biomasse disponible pour la sorption semble plus importante quedtatioin

Cependant, les conditions expérimentales différentes entre les études mawsgergxpliquer ces
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observations. Une autre étude publiée par Jiang et al. (2015) montre adabioisolption de Cd par
une souche deleurotus cornucopiaet sa capacité a biodégrader un HAP (le phénanthréne), confirmant
le potentiel des champignons dans la prise en charge gbllngon complexe, comme nous 1’avons

mentionné aveA. cylindrosporeet le fluorene (Garon et al. 2004).

Cas du cuivre

Le pourcentage maximum de biosorption du Cu est attei@psgtomium atrobrunneu@2%)
Seulement 5 autres isolats biosorbent plus de 30% deSGrdaria lappae(38%), Perenniporia
fraxinea(35%), Pseudeurotium bake(B3%), Emericellopsis minim#&33%) etHumicola sp(32%)

Ces isolats (excepté. baker) figurent aussi parmi les plus & méme de biosorber Cd. Ils ont tous été
isolés a partir de sols contaminés par Cu (100 mig&gr le sol 4 a 345 mg.Kgpour le sol 3, tableau

17, page 99). Ces résultats suggerent que @autes isolats ayant déja été mis en contact avec ce
toxique sont plus efficaces pour le biosorber. Cependant,iteaf® d’Agaricusont été isolés d’un

sol forestier au sein duquel la teneur en Cu était de 7 rhtiigleau 17, page 9% qui n’est pas

une anomalie selon le tableau 4 (page 38, Baize et al. 2004). Or ces 2 isolats sohesparmi
Basidiomycétes qui tolérent 100 mg.let biosorbent environ 20% du Cu. Des isolats non
préalablement exposés a des teneurs croissantes (et potentiellement toxiquegsuweat donc aussi

le biosorber efficacement.

Comme pour le Cdzhaetomium atrobrunneubiosorbe mieux Cu qué. gracile(42% contre
29%) (figure 29 et table&®r en annex®/|, page 249). Comme avec Gtlymicolaspbiosorbe mieux
Cu queHumicola fuscoatrg32% contre 20%). Les 2 isolats @eprinellustolérent 100 mg.it de Cu
et biosorbent 25 et 28%. Leurs profils sont proches en ce qui concerne Cu. Les 2dfikaisotus
(24 et 28%) et les 2 isolatsAdjaricus(18 et 21%) montrent aussi des profils proches concernant ce

métal, ce qui était déja le cas concernant Cd.

Fusarium oxysporupseul isolat capable de tolérer jusqu'a 1000 rhgé Cu, produit 82% de
biomasse en milieu liquide (tableau 22). Malgré cette apparente bonne tolérarcapnasigs de

biosorption restent faibles et infériesra la moyenne des isolats (18,5% contre 21,9%) avec une
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concentration inférieure a 10 pg.dtableau 37, annexe VI, page 24@€et isolat, potentiel
phytopathogéne, est donc trés tolérant a Cu, antifongique utilisé en agriculigere semble pas

pour autant capable de le biosorber davantage que les autres isolats.

Le Cu est un antifongique connu et utilisé depuis longtemps. Vincent et al. (2@dfdment
notamment un effet de contgétontact killing"), qui expliquerait en partie ses propriétés. Les iofis Cu
libérés dans le milieu engendrerait des dommages membranaires (plutdt que sur I’ADN) qui aboutiraient
a la mort des cellules. Le stress oxydant généré est aussi mentionné comme un rdjgonemtt ide
I’activité antifongique du Cu, amplifié par les altérations membranaires sus-Citées. Les dommages
membranaires peuvent s’exprimer dans notre étude. En effet, des altérations de membranes vont
empécher les réactions de sorption qui nécessitent une membrane cellulaité&réenline adaptation
préalable au Cu peut éviter ces altérations, et donc permettre le processasogiidmn. Sazanova et
al. (2015) ont étudié la biosorption de Cu papergillus nigetet Penicillium citrinum Leurs résultats
supposent que Cu n’induit pas de production d’acide oxaliquécomme c¢’était le cas pour Cd dans leur
étude) et serait donc moins détoxifie. Les lésions membranaires associées au défaxiadeiatet
pourraient en partie expliquer les valeurs généralement plus faibles de biosorptiohartreemétal.
L'acclimatation semble donc, contrairement a Cd, étre un facteur plus importdatsimple production
de biomasse. Par exempld,. cylindrospora produit 91% de biomasse dans nos conditions
expérimentales mais ne biosorbe que 6,8% de Cu alors que les isolats cités de dépdragraphe
comme les plus efficaces ne produisent qu'entre 50 et 60% de biomasse, mais soninissols d'

contaminé par Cu et en biosorbent plus de 30%.

Gabriel et al. (2001) ont étudié le potentiel de biosorption du CirPlearotus ostreatus.a
concentration a I’intérieur du mycélium était de 4,7 pg.mg™ aprés deux heures d’exposition a la dose de
100 mg.LL. Notre isolat forestier biosorbe 7,2 pg:hapres 3 jours a 50 mgLCe temps d'exposition
beaucoup plus long a seulement permis de multiplier par 1,5 la concentration des@béad. Le
maximum de biosorption est ainsi probablement atteint bien avant les 3 jours d'erpdsitiemps
plus long ne permet pas forcément d'améliorer la biosorption mais peut potentiellavoeisef la

toxicité de Cu vis-a-vis du mycélium. Une étude cinétique permettrait de modlahiserption de Cu
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en fonction du temps. On se souvient qu'a l'issue de I'étude préliminaire, la ioshepfiu paAbsidia

cylindrosporasemblait liée a la dose et non au temps d'exposition.

Zotti et al. (2014)nt étudié la biosorption de Cu avec différents isolats issus d’un ancien site

industriel contaminé par Cu. Les isolatichoderma harzianuratClonostachys roseétaient capables

de biosorber jusqu’a 20 pg.mg, soit le double du maximum observé dans notre étude (10 Hgpag
Coprinellus micaceus, Chaetomium gracile, Ganoderma resinae¢tatriella sp qui proviennent
tous de sols contaminés par Cu (sols 3 et 4, tableau 17 pagRe®@%’isolats issus de sols non
contaminés par Cu montrent des résultats similaires de biosorpteurotus ostreatus, Agaricus
bisporus, Fomes fomentariugroviennent du sol forestier eXylaria sp et Phaeophlebiopsis
peniophoroidegroviennent d’un sol contaminé par des PCB (tableau 17, page 99). Comme pour Cd,
des isolats non acclimatés a Cu sont capables de le concentrer dans le nym@linendes isolats
acclimatésmais les pourcentages de biosorption sont globalement plus faibles que ceus abéenu

des isolats acclimatés.

Matute et al. (2011) ont observé qu'une supplémentation faible en Cu (de 50 a 100dag.kg
substrat permettait d'améliorer la production de biomasse. Cette particularité p@treagmployée
afin d’améliorer la production de biomasse mais aussi afin d’acclimater les isolats a cet élément. Dans
la présente étud€;anoderma resinaceum été isolé a partir d’un sol contaminé par Cd, Cu et Pb
(tableau 17, page 99). Il biosorbe jugg®7 pg.mg?* de Cu dans son mycélium pour un pourcentage de
biosorption de 18%. Cet isolat pourrait aussi étre intéressant pour des contaminations mixtes puisqu’il
est aussi capable de biosorber Cd (12 ugen§%, tableau 36) et Pb (37,5 ugheg 62%, tableaus3

en annex&/|, page 251

Miersch et al. (2001) ont révélé que la production de thiolsipaor racemosu@Viucoromycota)
était augmentée suite a une exposition au Cd et ala@kel et al. (2005)pnt montré qu’un stress par
le Cd induisait la production de métallothionéines et de phytochélatines par les clarapiga
production de tels métabolites peut faire partie d’une stratégie de détoxication qui est peut-étre ici mise
en ceuvre, plutot que la synthése d'acide oxalique (Baldrian 2003; Fomina et al. 2003; Glasauer et al.

2013).
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Li et al. (2009) ont montré que des biomasses inactivées de champignons étaieet dmpabl
biosorber Cu. Il s’agissait de Bjerkandera sp(12,1 pg.mg), Cladosporium cladosporioide§?,7
ng.mg?) etGliomastix murorung9,0 pg.mg). Les mycéliums avaient été inactivés par le formaldéhyde
mais les auteurs ne donnent pas d’informations concernant le pourcentage de biosorption par ces
biomasses fongiques. Cependant, le fait que des mycéliums inactivés puissefficgices pour la

biosorption des métaux est a prendre en compte pour de futures études de bioremédiation.

Cas du plomb

Coprinellus micaceugtvéle le meilleur potentiel de biosorption du Pb : il biosorbe 100% du Pb
présent dans le milieu. Cet isolat tolére aussi 100 tngnlmilieu gélosé. Au total, 22 isolats biosorbent
plus de 30% de Pb et 11 biosorbent entre 70 et:9%#aria sp(90%), Penicillium oxalicum(89%),
Humicola sp(79%), Humicola fuscoatrg79%), Chaetomium gracil¢78%), Laetiporus sulphureus
(77%), Fomes fomentariu§76%), Psathyrella candollean&74%), Schizophyllum commun&3%),
Phaeophlebiopsis peniophoroidg®%), etMegacollybia platyphyllg72%) (figure 29C et tableau 38
en annex&|, page 251). Parmi ces isold, platyphylla, L. sulphureust F. fomentariugproviennent
d’un sol forestier dont la teneur en Pb était faible (3,9 mg.kableau 17, page 99). Cela montre que

des isolat® priori non acclimatés semblent étre en mesure de biosorber efficacement ce toxique.

Les Basidiomycétes sont connus pour absorber le Pb (Garcia et al. 2009) et senwlent plu
concentrer que les Ascomyceétes. En effet, le tableau 24 montre que les Basitiisrapncentrent en
moyenne 18,3 pg.mgde Pb alors que les Ascomycétes ne concentrent que 9,5 lides
pourcentages moyens de production de biomasse comparés aux témoins de ces 2 groupes sont pourtant
proches (88 et 98%, tableau 21 page 133), tout comme les pourcentages de biosorptisn5Bogt
57%, tableau 22 page 135). En revanche, les Basidiomyceétes produisent globalement moins de
biomasse : 64 contre 91 mg (tableau 35 en anviexgage 245 ; les variations au sein des groupes sont
cependant importantes). Ce résultat semble aussi indiquer que des mécanigéneggsdibnt mis en

jeu en fonction des groupes taxonomiques.
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Chaetomium gracilebiosorbe 78% et tolére jusqu’a 10 mg.L' de Pb en milieu gélosé.
Chaetomium atrobrunneuriosorbe un peu moins (68%, figure9 cependant, cet isolat tolére
jusqu’a 100 mg.L de Pb (tableau 18) et est aussi capable de biosorber plus de 30% de Cayatedu (f
29A et 2B). Son profil est donc potentiellement intéressant pour des pollutions multiplascola sp
etH. fuscoatrabiosorbat tous deux 80% de P8oprinellus micaceubiosorbe 100% du Pb, alors que
C. xanthothrixn'en biosorbe que 21%leurotus ostreatudiosorbe trois fois plus de Pb g
pulmonariug(65% contre 21%, figure 29C) ; ces deux isolats ne taiépee 10 mg.ttde Pb en milieu
gélosé (tableau 18 page 109). Les 2 Agarics montrent des pourcentages de biosoghtam: [83%
pourAgaricus bisporugt 39% pouA. arvensislls tolérent tous deux jusqu’a 1000 mg.L"*de Pb (tableau

18 page 109). Les réponses de tolérance et de biosorption du Pb sont ainsi trés variées@figure 29

En raison de l'absence delubilité dans I’eau du sulfate de Pb (PbSQO4), un nitrate de Pb
(Pb(NQ).) a été choisi pour supplémentermilieu de culture en Pb. D’aprés Gadd (2008), ce sel
pourrait favoriser la production de biomasse et d’acide oxalique par les champignons, en raison de la
présence de nitrates. Cette particularité pourrait en partie expliquerilerbtaine tolérance du Pb, la
production de biomasse peu altérée (et parfois supérieure au témain) et le nombre élavd t/t)la

biosorbant plus de 70% de Pb par rapport aux deux autres éléments testés.

11.2.4.3. Conclusion

La croissance gade et I’importante production de biomasse d’A. cylindrospora(qui demeure la
plus rapide et parmiek plus productives des 28 souches de notre étude, tableau 23 et tableau 35 en
annexeVl, page 24pbpermet d'avoir a une grande surface de mycélium. Cela pourrait favosiser le
interactions de sorption entre les éléments et les groupements chimiques dessfiarggique, ou des
métabolites sécrétés dans le milieu. Notre étude confirme, assez logiquement, quieiddopr de
biomasse apparait comme un avantage pour la biosorption des métaux. De plus, |essiatidyisgpies
ont montré que les pourcentages de biosorption de Cd et de Pb (toutes souches canébaidnes)
corrélés aux concentrations en métal dans le mycélium (r = 0,30179 ; p = 0,0053 paur Gb8905

p <0,0001 pour Pb) et que la biomasse (masse seche) produite apres exposition au Galétd tzor
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concentration de Cu dans le mycélium (r = 0,45452 ; p < 0,0001). Une optimisation de laigmatkict
biomasse lors de la phase de pré-culture modifierait probablement nos résultaterfale, une
augmentation de la température de croissance pour les espéces thermoto@&nastesnfum gracile,
C. atrobrunneumameéliorerait probablement leurs performances déja intéressantes. DeAgéritels
bisporustolére bien les 3 métaux étudiés et ses résultats "moyens" de biosorptiorobabtgment
liés a la faible production de biomasse (une des plus faibles des 28 isolats d L&uttlioration de
ce paramétre permettrait donc probablement de faire de cette espéce un bon candidaiogouption

des métaux.

Certains isolats semblent plus spécifiques quant a leur capacité de biosorptexerfae,C.
micaceusest capable de biosorber 100% du Pb présent dans le milieu de culture et si@étrmmir
Cd et 18% pour Cu. D’autres sont efficaces pour biosorber plusieurs métaux. Par exemple,

A. cylindrosporabiosorbe 45 % de Cd et 65% de Pb fraxineabiosorbe 41% de Cd, 35% de Cu et
46% de Pb. EnfinC. atrobrunneunest capablée biosorber plus de 40% des trois métaux de 1’étude
(51% pour Cd, 42% pour Cu et 68% pour Pb). Globalement, le Pb est le mieux toléni&exlkiosorbé
des trois métaux : 9 isolats le tolérent jusqu’a 1000 mg.L* en milieu gélosé et 13 biosorbent plus de
70% du Pb présent dans le milieu de culture. De plus, les Basidiomycétderdezapables de plus

concentrer Pb que les Ascomyceétes (tableau 24 page 140).

L’application de notre protocole aux 28 isolats fongiques en vue d’appréhender leur tolérance et
leurs capacités de biosorption de Cd, Cu et Pb révélent des réponses trés variéesrefaimme
évidente n’a été pergue entre la taxonomie et les types de réponses observées, des isolats parfois proches
taxonomiquement donnant souvent des réponseésetiiffs. Aucun lien évident n’a été mis en évidence
entre le sol d’origine des isolats et leurs capacités de tolérance et de biosorption. Des isolats issus de
sols naturels et non contaminés ont montré de bonnes capacités de tolémbazsetption des métaux
étudiés (par exempleleurotus ostreatyssolé du sol forestier, biosorbe 65% de Pb). Cependant, les
isolats issus de sols contaminés peuvent donner de meilleurs résultats de tolé@apoeietentage de
métal biosorbé par rapport au métal total présent dans le milieu de cultsreesnltats soulignent

l'intérét d'investiguer la biodiversité fongique a la recherche d'isolats performants.
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11.2.5.  Sélection des isolats pour les essais en microcosmes

Dans le but d'évaluer l'influence du développement fongique sur la spéciation minéralogique des
métaux, nous avons sélectionné 3 souches suite aux résultats du screening en milicudgcideres

principaux de choix étaient :

- les capacités de biosorption (principalement le pourcentage de métal biogartédu milieu

de culture).
- la tolérance
- la production de biomasse.

Ainsi, ont été sélectionnés les isolatbsidia cylindrospora, Chaetomium atrobrunneatn
Coprinellus micaceud.e tableau 25 regroupe les principaux isolats a hauts potentiels de biosorption
parmi lesquels les 3 souches ont été sélectionnées pour la suite de I'étudeuperegrsi les isolats
qui biosorbent plus de 30% de Cd, plus de 30% de Cu et plus de 80% de Pb. Les istiatmnasiéen
gras dans le tableau) conjuguent a la fois les taux de biosorption leglghdés, associés aux
pourcentages de biomasse les plus élevés et souvent au plus fortes concentéatiess ltes autres
isolats Emericellopsis minima, Agaricus arvensis, Sordaria lappae, Humicola sp, Perenniporia
fraxinea, Pseudeurotium bakeri, Penicillium oxalicatiXylaria sp n'ont pas été retenus, malgré leurs
résultats intéressants, car leur croissance est plus lente que les autreprissdatmnt des résultats
similaires. De plus, la sélection nous permet d'avoir une bonne représentativitentape, les 3

principaux groupes étant représentés (Ascomycéte, Basidiomycétes et Mucoromycota).
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Tableau 25 : isolats a haut potentiel de bioremédiation selon des criteres de biosorption, tolérance et
biomasse.

. Criterede | _. Tolérance
Métal Isolats.fonglql.xes biosorption Biomasse maximum
(% de biosorption) (%) (ma.L)
Emericellopsis minima (49) 80 100
Absidia cylindrospora (43) 92 1000
Chaetomium atrobrunneum (43) 61 100
cd Perenniporia fraxinea (41) 230% 70 10
Agaricus arvensis (35) 66 100
Sordaria lappae (34) 47 100
Humicola sp (33) 47 100
Chaetomium atrobrunneum (42) 79 10
cu Sord.arla. Iappafe (38) > 30% 57 10
Perenniporia fraxinea (35) 63 100
Pseudeurotium bakeri (33) 52 100
Coprinellus micaceus (100) 105 100
Pb Xylaria sp (90) 2 80% 92 50
Penicillium oxalicum (89) 87 1000

Absidia cylindrosporgMucoromycota) esa souche modéle avec laquelle nous avons développé
I’essai de biosorption en milieu liquide, elle est également connue pour ses capacités de biodégradation
du fluoréne (Garon, et al. 2004). L'espéChaetomium atrobrunneurappartient a l'ordre des
Sordariales (Ascomycota) et constitue une souche ubiquiste. Cette souche theanetalém profil
particuliérement intéressant. En effet, c’est le seul parmi les 28 isolatsde 1’étude, a étre capable de
biosorber plus de 40% de chacun des 3 métaux étudiés. Enfirinellus micaceuéBasidiomycota)
est un champignon cosmopolite se situant dans l'ordre des Agaricales. Son profibesirgé@ressant

vis-a-vis du Pb.
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[1.3. Essais en microcosme de sol

Les essais en microcosmes de sol ont pour but d'évaluer une potentielleldarssalité des
métaux suite a leur biosorption potentielle par les champignons. lls ont &égéaimme décrit au

chapitre 2, paragraphe 11.3 (page 85).

I1.3.1.  Caractérisation du sol utilisé pour les essais en microcosme

Le préléevement de sol a été effectué dans une ancienne zone métallurgique de 0@6én (14
Normandie). D'apres les cartes mentionnées dans le chapitre 1 (figured 8, Pagges 43, 46 et 49), la
région caennaise se situe dans une zone géographique ne montrant pas d'anomaliéseggotic
Cd, Cu et Pb. Le sol a été prélevé dans les 10 premiers cm (horizon A, figure 23pagmisé a 2
mm, puis conservé dans un contenant hermétique. Il a été utilisé pour diversediélallesatoire dont
celle de Baraud et Leleyter (2012). Des parameétres physico-chimiques ainsi que midoplaabodg

été mesurés a partir du sol utilisé pour les expériences en microcosmes.

Caractérisation microbiologique

La méthode des suspensions-dilutions (chapitre |l, paragrepheage 73) a permised
quantifier la flore microbienne viable qui s'éléve a 61BC.g* de sol pour les bactéries et a 2,5.10
UFC.g* de sol pour les champignons. La méthode par incorporation directe (chapitre Il, paragraphe 1.1,
page 72) et la méthode des suspensions-dilutions ont de plus permis d'isoler etief'ideesipéces
fongiques a partir du sol initial :

- Aspergillus cejpii,

- Botrytrichum piluliferum,

- Chaetomidium sp,

- Chaetomium bostrychodes,

- Eupenicillium sp,

- Talaromyces flavus,
- Talaromyces intermedius
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La flore endogéne est globalement pauvre, ce qui peut étre attribué a l'origindahintnite
industriel et présence de toxiques) et au mode de conservation (sol séché, conditiansrable au
maintien de la flore). Selon Martin et al. (2008), la présence de contaminatritsfoére une diminution
de la biomasse et de la diversité de la microflore. On note que plusipécs&sont thermotolérantes
et donc adaptées a un stress environnemental particdiper@illus cejpii, Botrytrichum piluliferum
Talaromyces flavysCette particularité est aussi retrouvée assez souvent chez d'autrescasgénes
Chaetomium(Jesenska et al. 1993; Domsch et al. 1995; Mouchacca 2007). On remarque de plus

gu'aucune souche sélectionnée pour les essais de bioaugmentation n'a été idemtifida aqaitilisé.

Caractérisation physico-chimique
Le tableau 26 présente les résultats obtenus pour les principales cagotdrigti sol pollué

utilisé pour les essais en microcosmes de sol (>, COT). Ces caractéristiques ont été mesurées

comme décrit au chapitre 2, paragraphes 11.3.2 (page 87) et lll (page 91).

Tableau 26 : caractéristiques du sol pollué utilisé pour les essais en microcosme.

Paramétres Sol pollué
coT moy 1,0
(%) EC 0,5
COs* moy 18
(%) EC 2
oH moy 8,5
EC 0,1

moy : moyenne ; EC : écart-type

D'apres le tableau 26, le sol utilisé a un pH de 8,5, une teneur en COT de 1% etwrndetene
18% pour les carbonates. Ce sol est donc modérémeairegcarbonates entre 5 et 25% pour les sols
métropolitains), relativement pauvre en COT (<4%) et relativement afpalin 7) (Baize 2000; Girard
et al. 2010; Hamdoun 2013). L'étude de Baraud et Leleyter (2012) a utilisé unléchdatsol de
méme origine (zone industrielle de la périphérie de Caen) et nous retrouvovaledgs proches

concernant le pH et le taux @s;* (respectivement 8,5 et 21%, le COT n'était pas mesuré).
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Les résultats de dosage des métaux sont présentés dans le tableau 27. lls mon&resatl que |
contient 7,8 mg.kgde Cd, 25 mg.k§de Cu et 117 mg.kigde Pb. Nous retrouvons des valeurs proches
de celles mesurées lors de I'étude de Baraud et Leleyter de 2012 pour Cd (5 etd’k(24 mg.kg).

En revanche, notre valeur de Pb est doublée par rapport a cette étude (117 contre 58 cagkg
peut s'expliquer par la non homogénéité des échantillons ou une contamination ul(énisude

stockage).

Tableau 27 : concentrations totales et pourcentages des fractions potentillement mobiles des métaux du
sol pollué utilisé pour les essais en microcsomes.

Métal

Cd | Cu Pb Ca Cr Fe K Mn Ni Zn

Concentlration moy | 7,8 | 25,0 | 117 | 122648 | 130 | 50214 | 1874 | 3872 | 32 | 127
totale
(mg.kg) EC | 04 | 02 5 5556 2 1568 80 111 11 9
Pourcentage | moy | 30 37 6 18 30 35 53 25 47 | 76
potentiellement
mobile (%) EC| 1 1 1 1 1 2 2 1 1 34

moy : moyenne ; EC : écart-type

Comparativement au tableau 1 (page 24), les concentrations de Pb, Ca, Cr, Msoet Ni
supérieures aux moyennes de la cro(te terrestre données par Leleyter-Reinert @@lu3, Dos
résultats indiquent que les teneurs totales de Cd, Cu, Pb, Cr et Zn constituent une anomalie selon Baize
et al. (2007) (tableau 4, page 38) et méme des anomalies fortes pour CBefpRls, vu le contexte
de prélévement (ancienne zone métallurgique) et I'absence d'originalité pédologique telagitale
premiers indices forts en faveur d'une contamination d'origine humaine. Ces valeurs sont de plus
supérieures aux intervalles moyens mentionnées par les cartes du Réseau de Mesuralitke da<Q
Sols (RMQS) (figures 8 a 10, pages 43, 46 et 49) pour ces métaux, dans la régioseatmmex-

Basse Normandie. Comparés aux mesures du RMQS, nos résultats montrent aussirdeenedeu
pour Fe, Ca et K, supérieures aux bornes des intervalles du contexte normand (eespecis, >10

et 30 mg.kg pour Fe, Ca et Kqttps://www.gissol.fr/consulté le 28/09/2018) et trés probablement liées
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au contexte métallurgique de la zone de prélévement. Lors de ses travaux de thése, Saussaye (2012)
étudié des sols normands (pH 7,7 ; Ca@® COT 1%) et a trouvé des valeurs de 2 ; 10 et 15 mg.kg

en moyenne respectivement pour Cd, Cu et Pb. Les valeurs de Cu et Pb sont dan®lagaante

selon le tableau 4 (page 38). Cependant, Cd est a la limite basse deseanfomas. Nos résultats
montrent des concentrations presque 4 fois supérieures a ces données pour Cd, pissyye8dure

pour Cu et presque 8 fois supérieures pour Pb. Nos résultats, comparés awduaRMI@S et de

I’étude de Saussaye (2012) montrent donc des teneurs bien supérieures au contexte normand, ce qui est

aussi largement en faveur d'une contamination.

Le dosage de la fraction potentiellement mobile (tableau 27, page 155) révéle que 30% de Cd,
37% de Cu et 6% de Pb sont potentiellement mobiles. Ces résultats sont irdéreraleurs de I'étude
de Baraud et Leleyter (2012) qui estimait environ 80% de Cd, 100% delG0%é de Pb mobitgavec
la méme méthode d'extraction. Ces différencepadiécentages pourraient s’expliquer soit par une
variation de la teneur totale (qui diminuerait par volatilisation par exemple,semble peu probable),
soit par une redistribution et/ou changement de spéciation vers des fractions moins (effbtles
"vieillissement") soit les deux. La non homogénéité des échantillons étudmssestine explication

plausible.

L'étude de Hamdoun et al. (2015) compare des méthodes d'extractions simples aebésjuent
afin d'évaluer la mobilité des métaux sur des sédiments marins. Un des échantdixisneat de cette
étude a été prélevé dans un port en activité et a des caractéristiques proaiies std : pH de 8,5,
taux de carbonates de 21% et COT de 2%. Cu et Pb sont mesurés respectié@reedfang.kg (Cd
n'est pas mesuré dans cette étude). Les auteurs évaluent a pres de 70% le Cu potentielbdment
avec la méme méthode d'extraction séquentielle que celle utilisée pour nos travaux. Cette vateur attei
35% pour Pb. Nos résultats montrent des proportions inférieures pour ces 2 métaux malgré des
parametres proches. D'autres paramétres sont donc probablement en jeu (poteuiteédastion par

exemple).

La figure 31montre les répartitions des métaux au sein des différentes fractions minéralogiques

du sol utilisé. Les proportions liées aux fractions hydrosolubles et échangeableggiigeables pour
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tous les métaux, dont Cd, Cu et Pb. Ces fractions trés labiles ont pu étre lessivées dans I'environnement
avant le prélevement. On remarque, en revanche, que les fractions acido-solubles letesedoitiles

plus représentées. L'importance non négligeable du taux de carbonates (18%&xpheuier
I'importance de la fraction acido-soluble. En effet, les carbonates soélétesnts importants du
pouvoir tampon du sol et des ligands potentiels des métaux. Ca est classiguemané retro
principalement avec la fraction carbonatée, ce qui est lié a la nature modérément calcaire duasol dont |
calcite (CaC@) est un composé fréquent (Saussaye 2012). Ce résultat est aussi en accord avec Leleyte
(1999) qui trouve Ca principalement lié a la fraction carbonatée sur des sédienegvitre modérément

riches en carbonates (de 10 a 20%). De méme, les fractions carbonatéeZdeslim®ificatives sont
classiques dans ces conditions. En effet, K peut facilement s'échanger avec Gioet estrouvé
fortement lié a la fraction carbonatée (Girard et al. 2010). Hamdoun 2018)(retrouve aussi Zn
principalement avec les fractions acido-solubles et réductibles pour le sédintdas damactéristiques

de pH, carbonates et COT sont proches des ndtres. La richesse en Fe du sol peut exfaitgier la
proportion des fractions réductibles (que I'on retrouve aussi pour Ni, Mn. &rCejfet, les oxydes de

Fe sont les principales espéces chimiques retrouvées pour cet élément (Boncoxidjue), o les

oxydes de Fe sont des sites fréquents de fixations des éléments métalliques. ua$erice de Fe a

donc probablement favorisé ce type d'interaction. Dans son ouvrage, Alloway (2013) indiquerque pou
un pH de 8,5 les oxydes de Fe et de Mn ont une charge électrique nulle ou négative, ce quldavoris
liaison des cations métalliques, ce qui semble cohérent avec nos résultateckztte en Fe est elle-
méme treés probablement liée au contexte de prélevement (ancienne zone métalluBgigue) €t
Leleyter 2012). Cette répartition est, d'autre part, cohérente avec celles opteriLesyter (1999) et

Leleyter et al. (2012) pour des sols comparables (en terme de pH, COT3)CaCO
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Figure 31 : spéciations minéralogiques des métaux dans le sol contaminé utilisé pour les essais en
microcosme.

Les fractions hydrosolubles et échangeables de Cd sont négligeables. La fradtesohudile
de Cd est faible (2%), contrairement a d'autres métaux comme Ca par exemplec€l§%)peut
s'expliquer par la faible affinité de Cd pour cette fraction. Lef@ible de COT peut expliquer en partie
la faible liaison de Cd a la fraction oxydable (qui comprend la fraction liée a la matiérajoegantre
autres). Nous retrouvons ici principalement une liaison avec les oxydes (26%), probaldeoresée
par la richesse en Fe de I'échantillon. L'étude de Baraud et Leleyter (2012) retrouvait une pamortion
60% liée a cette fraction pour un échantillon de sol aux caractérispope®es (pH de 8,5 et taux de

carbonates de 21%). Une telle répartition de Cd n'est donc pas surprenante

La majorité du Cu mobile est lié¢ a la fraction réductible (30%). La tnactkydable retient 5%
du Cu labile. Les autres fractions retiennent moins de 1% du Cu labile. Cestsésanit en accord avec
Hamdoun et al. (2015), Leleyter (2017) et Chrfibonzéalez et al. (2006) selon lesquels Cu se lie
préférentiellement aux fractions réductibles et oxydables dans les sols et les séGimgritsente aussi

une faible affinité pour la fraction acido-soluble. En revanche, si Baraud gtdre{2012) retrouvait
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bien, pour le méme sol, une fraction réductible a hauteur de 45%, la fractidabtexyeprésentait
environ 45% environ, contre 5% ici. Cette différence pourrait égighe d'une évolution dans le temps
de la distribution. Malgré tout, ces 2 fractions restent les fraatiajaritaires dans lesquelles se répartit

Cu, ce qui reste cohérent avec la littérature.

Pb est peu mobile (6%, tableau 27, page 155) dans nos conditions expérimentdtestaina
mobile se répartit principalement entre fractions réductible et oxydable, conguieétait déja observe
dans I'étude de Baraud et Leleyter (2012) sur des échantillons du méme sol. En reviledsrngre
relevait 90% de Pb associé a la fraction oxydable (contre 4% ici) tandis fjaetilen réductible est
comparable dans les 2 cas (3 a 5%). Comme pour Cu, les différences semblent doneprertijiées
a la fraction oxydable et donc probablement, entre autres, a I'évolution aédeerarganique (quantité
et nature des composés) et des conditions rédox. Cependant, les résultats, déja différenemtdance

teneur totale doivent nous faire considérer cette comparaison avec pruderfel pour

Les différences par rappoit I’études de Baraud et Leleyter (2012) montrent une mobilité
Iégerement plus faible de Cd, Cu et Pb dans notre échantillon initial etesg¢rslekpliquer par une
différence d'homogénéité entre les échantillons et/ou un effet vieillisselment. Les répartitions de
ces métaux au sein des différentes fractions minéralogiques sont cependant cobgsntelles
évoquées pacdte étude, ou celle de Hamdoun et al. (2015), et de Leleyter (1999) qui a étudié 37
échantillons représentatifs d'une diversité de type de sols ou sédiments (richesenargdnique,

riches en carbonates, riches en oxydes et enfin pauvres en chacune de ces fractions).

11.3.2. Evolution des microcosmes

Suivi microbiologique
La figure 32 illustre les microcosmes au début de I'expérience (JO) eelemgament fongique
a lissue des 20 jours de I'es§afl0) pour le microcosme témoin (sans ajout de nutriments, ni de
champignons, figures 32 AJO et AJ20), le microcosme biostimulé (ajout de auiltate uniquement,

figures 32 BJO et BJ20) et le microcosme bioaugmenté Absidia cylindrosporgfigures 32 CJO,
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CJ15, DJO et DJ20). Des photographies similaires montrant le développement fongisudate des
microcosmes bioaugmentés avec kg#tres isolats Ghaetomium atrobrunneunet Coprinellus

micaceu} sont présentées dans I'annexe VIl (page 253). La figure 32 montre queleppément
fongique est favorisé par les deux traitements en comparaison au microcosme témoaquabue |
développement fongique est présent, mais visuellement tres faible. Les filamentgéssaatrsemés
et peu nombreux. Ce développement est attribué a la microfonge endogene du sol apipséerte
pauvreté de cette flore était attendue et est sans doute due aux contamiaionsnéthodes de

conservation de ce sol.

Pour le microcosme témoin, I'apport d'eau lors de la mise en place de I'expérience a permis une
reprise faible de quelques espéces peu exigeantes. En revanche, un simple apport de rsirdtialsx es
permet un développement plus important et des filaments mycéliens sont visibles en dwrface
microcosme biostimulé méme si ces apports de minéraux sont négligeables (< 0,0pétinbus les
éléments concernés) par rapport a leur teneur totale dans le sol (annepagé25%h Des amas de
filaments relativement denses apparaissent a plusieurs endroits du microcosme biéaagetént
cylindrospora dés le 18™jour de I'expérience (figure 32 CJ15). Le développement fongique de surface
de ce microcosme devient conséquent par rapport aux 2 autres et recouvre presque emdisrafaeat

du microcosme, a la fin de I'expérience (figures 32 DJ20 et EJ20).
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Figure 32 : photographies des microcosmes au début de I'essai (J0) et a la fin de I'expérience (J20) montrant
le développement fongique pour le microcosme témoin (AJO et AJ20), le microcosme biostimulé (BJO et BJ20) et
le microcosme bioaugmenté avec A. cylindrospora (CJO et CJ15). Des détails de ce dernier microcosme en fin
d'expérience sont présentés (DJ20 et EJ20).
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Les filaments denses retrouvés sur le microcosme bioaugmentd.asgdindrosporaont été
isolés et identifiés comme appartenant a cette espéce (identificatiopisologique et moléculaire).
Des périthéces d€haetomium smnt aussi été isolés de ce microcosme. Seuls ces deux types de
mycéliums étaient visibles sur ce microcosme. Des prélevements ont été réalidésobdr les espéces
visibles en surface de tous les microcosmes. Les résultats de cette approche mdntralg que les
espécesctinomucor elegans, Geomyces pannoetRapulospora immersant été retrouvées dans les
microcosmes bioaugmentés, excepté celui réaliséfavedindrosporatableau 28). Les péritheces de
Chaetomium spont aussi été retrouvés en surface du microcosme biostimulé. Deux mygcéliums
fréguemment retrouvés, n'ont pas pu étre identifiés précisément. Les myoddisnasitres isolats
utilisés pour la bioaugmentation n'ont pas été retrouvés en surface des microcosmes. lls demeblent
moins aptes gA. cylindrosporaa coloniser le microcosme. De plus, les mycéliums retrouvés en surface
semblent différents en fonction de l'isolat utilisé pour la bioaugmentatidrioaagmentation semble

donc bien avoir un impact sur la flore fongique endogéne.

Tableau 28 : espeéces fongiques identifiées en surface des microcosmes apres les essais de
bioaugmentation ou de biostimulation (20 jours).

Essai en Mycéliums de surface
microcosme isolés et identifiés a J20
Bioaugmentation - .
& . Absidia cylindrospora
avec Absidia )
. Chaetomium sp
cylindrospora
Actinomucor elegans
Bioaugmentation Botryotrichum
avec Chaetomium piluliferum
atrobrunneum Geomyces pannorum

Papulospora immersa

Bioaugmentation Actinomucor elegans

avec Coprinellus Geomyces pannorum
micaceus Papulospora immersa
Biostimulation Chaetomium sp

Des PCR réalisées a partir des ADN totaux extraits des microcosmes add'dixpérience ont

été realisées pour les essais akecylindrosporafigure 33). La révélation de ces PCR confirme que
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le traitement de biostimulation et de bioaugmentation Aveylindrosporafavorise le développement
fongique. En effet, la figure 33 montre que le sol pollué non traité ne révele aucuwoagine d'une

teneur faible (ou insuffisante pour permettre une extraction et une amidlifieatec les méthodes
employées) en ADN fongique. Les microcosmes témoins et biostimulés ne révelent aplbcomadm

JO mais la présence d'ADN fongique est visible a J20. La bande est cependant extrémement faible pour
le microcosme témoin. Ce résultat suggere une réactivation daiblespéces fongiques endogénes du
microcosme témoin et une réactivation bien plus efficace due a I'ajout de milieu de @uitiments
facilement biodisponibles) pour le microcosme biostimulé. Le microcosme bioaugmentd\.avec
cylindrosporarévéle une bonne amplification de I'ADN a JO et J20. On note que la bandes @sepise

a J20, ce qui suggere une meilleure amplification, probablement due a une plugjgeantitie d'ADN.

Ces résultats sont en accord avec I'observation macroscopigque des microcosmed2{fipais la PCR

n'étant pas une méthode quantitative, ces interprétations doivent rester prudensesevalables que

pour des extractions d'’ADN de qualité similaire (ce qui est le cas ici, ehapparagraphe 1.4.2, page

76). Aprés 20 jours, plusieurs bandes sont visibles pour le microcosnienbiésLa bande la plus

intense est cependant a la méme hauteur que la bande a J20 du microcosme témoin. On peut don
supposer qu'il s'agit des mémes espéces que celles de la microfonge endogépelidé spli sont
réactivées et retrouvées dans ce microcosme. La bande est plus intense ipoocdsme bioaugmenté

a J20 que pour les autres. Elle correspond en taille a la bande témoin obtenue avec de I[@®N pur
cylindrospora Les autres bandes ne sont pas retrouvées avec ce microcosme. Il est probable que cet
isolat & croissance rapide, dont une biomasse relativement importante esteafpamparée aux
biomasses potentielles de la fonge endogéne), prenne les autres espéces de Viteibse ledr
développement. La bioaugmentation semble avoir une influence non négligeable sur legopspulat

fongiques endogeénes.
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Figure 33 : photographie des amplicons obtenus par PCR a partir des ADN totaux des microcosmes (JO et
J20) témoin, biostimulé et bioaugmenté par Absidia cylindrospora aprés électrophorése sur gel d'agarose 1%.

Les ADN totaux extraits a partir de ces microcosmes ont été conservés et sarvinenétude

globale des populations fongiques par une approche moléculaire (métagénomique) durctnangil

complémentaire au laboratoire.

Suivi physico-chimique
Afin dappréhender l'influence des différents traitements sur le sol pollué, des ndsures

plusieurs paramétres ont été réalisés (COds> et pH) a l'issue des 20 jours de développement des

microcosmes et compléetent les mesures concernant les métaux. Les résultats sont doertébldans

29.
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Tableau 29 : valeurs des principaux paramétres physico-chimiques mesurés au sein des microcosmes.

. . Microcosmes bioaugmentés
Parameétres Sol | Microcosme | Microcosme Absidia Chaetomium | Coprinellus
pollué témoin biostimulé . :
cylindrospora | atrobrunneum | micaceus
COT |moy| 0,9 0,8 1,9 2,2 1,9 1,5
(%) EC 0,5 0,5 0,4 0,7 0,8 0,7
COs;>* |moy| 18,2 18,7 8,6 18,6 13,5 15,0
(%) EC 2,0 0,3 1,3 0,5 4,3 3,2
moy| 8,5 8,3 7,9 8,2 8,0 8,3
PH EC 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Moy : moyenne ; EC : écart-type

Les valeurs de COT;Os* et de pH ne sont pas influencées par la mise en place de l'expérience;
en effet, ces valeurs sont comparables pour le sol pollué et le microcosme téspectivement 0,9

et 0,8% pour le COT, 18,2 et 18,7% p@@d:> et 8,5 et 8,3 pour le pH).

A lissue des 20 jours, le COT tend a augmenter et est doublé pour leosrizesdiostimulés
et bioaugmentés, passant de 0,8 a 1,9% pour le microcosme biostimulé et & 2,2;5¥Ppetut les
microcosmes bioaugmentés avecylindrospora, C. atrobrunneuetC. micaceugtableau 29). Cette
augmentation est attribuée, pour la plus grande part, au développement fongique, seule source possible
de production de carbone. Cette augmentation du COT pour les microcosmes biostimulés e
bioaugmentés est donc un argument fort du développement fongique, cohérent avec lemobsisat

microcosmes citées précédemment.

Par rapport au témoin (18,7%), la teneur en carbonates est diminuée pouroleosnier
biostimulé (8,6%) et dans une moindre mesure, pour deux des microcosmes bioaugmeftés/Er3,5
Chaetomium atrobrunneuret 15,0% avecCoprinellus micaceys La bioaugmentation avea.
cylindrosporane montre pas d'influence sur ce paramétre (18,6%). Les résultats suggérent que les
carbonates sont plus diminués lors de la biostimulation que lors des bioaugmen@uigurrait
supposer que les sécrétions acides par les champignons sont plus importantes dansiaes, oand
qui est en accord avec la relative baisse du pH), mais cette baisse de pH est modérée et rede trop faib
pour expliquer la baisse importante du taux de carbonates. Les résultatbidasgBnentations ne

montrent de plus pas de cohérence entre cette baisse de pH et celle des carbonates.
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Les résultats concernant I'évolution du pH montrent que ce paramétre diminue ppiecoi
le traitement. Il passe ainsi de 8,3 pour le microcosme témoin a 7,9 aprés batstimal2 ; 8,0 et 8,3
aprés bioaugmentation avesbsidia cylindrospora, Chaetomium atrobrunnewrh Coprinellus
micaceus Méme si ces variations ne sont pas statistiquement significatives (p > 0,06hpque
microcosme), ces résultats suggérent une tendance a la baisse qui est possiblement due au
développement fongique (respiration cellulaire, métabolisation des sucres, produatimliesd'
organiques) dans un contexte de matrice contaminée (Arwidsson et al. 201Q0K86)lyCette tendance
était attendue compte tenegrésultats obtenus au cours de I'étude préliminaire en milieu liquide
notamment. Elle est peut-étre contrebalancée par le pouvoir tampon du sol, hotamment grace aux
carbonates (Girard et al. 2010; Baize et al. 2011) et le temps de développdatieiment court des
microcosmes (seulement 20 jours), ne permettant pas une influence marquée surateep@amplus,
Smits (2009) indique que l'acide oxalique fongique doit étre sécrété a prakasitdinéraux (moins
de 10 um) pour avoir une influence sur leur minéralisation. Les acides organiqueg|feotertt

sécrétés agissent donc a un niveau tres local et sont donc possiblement sé@iélés gunantités, ce

qui peut ne pas influencer le pH global de la matrice. Cette analyse est compatible avec nos résultats.

En résumé, les procédés de biostimulation et de bioaugmentation augmententdar@@iEnt
la teneur en carbonates (saAif cylindrospora et influencent peu le pH global. Les valeurs des
paramétres pH et COT sont comparables entre les microcosmes bhiostimulés andiésiglLa

biostimulation tend a réduire la teneur en carbonate de fagon plus marquée.

Evolution des spéciations minéralogiques des métaux

Les microcosmes témoins, biostimulés et bioaugmentés @&lesidia cylindrospora,
Chaetomium atrobrunneuret Coprinellus micaceusont été soumis au protocole d'extractions
séquentielles afin de quantifier la répartition des métaux dans les diffémractesns minéralogiques
labiles du sol (hydrosoluble, échangeable, acido-soluble, réductible et oxydable) settode!e de
Leleyter et Probst publié en 1999 (chapitre 2, paragraphe I11.2, padge’@3Jectif de ces extractions

estde mettre en évidence I’influence de la croissance fongique sur les spéciations minéralogiques des
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métaux. Il s'agit en particulier de déterminer si cette possible influen@esé par une augmentation
ou une diminution de la fraction labile, dans un but de gestion du risque toxapmrdche séquentielle
permet aussi d'émettre des hypotheses sur les possibles transferts d'élémentdesudiéérentes
fractions minéralogiques. Les proportions de métal potentiellement mobile sont pEskmiéde

tableau 3@nen mg.kd. Le tableau 31 présente les valeurs en pourcentages des teneurs totales.

Tableau 30 : évolution de la fraction potentiellement mobile en mg.kg™.

. . Microcosmes bioaugmentés
Métal Microcosme Microcosme
témoin biostimulé Absidia Chaetomium | Coprinellus
cylindrospora | atrobrunneum | micaceus
cd moy 2,3 2,2 2,1 2,2 2,3
(mg.kg?) EC <0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
Cu moy 9,3 9,5 7,6 10,0 10,0
(mg.kg?) EC 1,5 3,7 0,6 1,3 0,8
Pb moy 6,3 5,4 11,6 13,1 7,9
(mg.kg?) EC 0,7 1,4 3,4 4,9 1,3
Ca moy 21824 23388 26504 37845 38700
(mg.kg?) EC 860 421 1339 533 2063
Cr moy 38,6 37,1 46,6 51,2 61,2
(mg.kg?) EC 1,2 0,4 3,3 1,3 4,2
Fe moy 17686 17541 16978 27159 27559
(mg.kg?) EC 990 1304 920 2510 3067
Mn moy 981 882 1005 1261 1450
(mg.kg?) EC 21 21 46 105 72
Ni moy 15,1 15,1 17,2 15,6 17,5
(mg.kg?) EC 0,2 0,6 0,5 0,5 1,1
Zn moy 96,1 65,8 55,4 54,3 49,8
(mg.kg?) EC 43,1 12,5 1,9 1,7 3,0

moy : moyenne
EC: Ecart-type
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Tableau 31 : évolution de la fraction potentiellement mobile en pourcentage des teneurs totales.
. . Microcosmes bioaugmentés
Métal Mlcroco.sme M!cro.cosm,e Absidia Chaetomium | Coprinellus
témoin biostimulé
cylindrospora | atrobrunneum | micaceus

Cd moy 30 28 27 29 29
(%) EC 1 2 1 4 3
Cu moy 37 38 30 40 40
(%) EC 6 5 2 7 3
Pb moy 5 10 11
(%) EC 1 10 4 1
Ca moy 18 19 22 31 32
(%) EC 1 1 2 1 2
Cr moy 30 28 36 39 47
(%) EC 1 1 3 8 3
Fe moy 35 35 34 54 55
(%) EC 2 3 2 8 6
Mn moy 25 23 26 33 37
(%) EC 1 1 2 4 2
Ni moy 47 48 54 49 55
(%) EC 1 2 2 2 4
Zn moy 76 52 44 43 40
(%) EC 34 10 1 1 2

moy : moyenne ; EC : écart-type

Les concentrations totales aprés minéralisation a I'eau régale du sol pollué utilisé sont de 7,8 en mg.kg! pour Cd,

25,0 mg.kg* pour Cu et 117,0 mg.kg! pour Pb.

Cas du Cadmium

Concernant le Cd, le pourcentage potentiellement mobile du microcosme témoin est de 30%
(tableau 31, figure 341Cd est un peu moins mobile pour les microcosmes bioaugmentéAlamidia
cylindrospora (27%) et Chaetomium atrobrunneur(28%) mais reste inchangé av€oprinellus

micaceus(30%) (tableau 31). Seule la diminution dueAlsidia cylindrosporaest statistiguement

significative (p = 0,028) comparée au témoin (p > 0,05 pour les autres conditions).

La figure 34 montre la répartition (en pourcentage) du Cd potentiellement mokiéénades

différentes fractions minéralogiques des microcosmes. Les moyennes des valeuscéetddgpes)

de chaque fraction sont données dans le tableau 40 de 'AXn@ege 258).
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Figure 34 : répartition de Cd au sein des différentes fractions labiles des sols des microcosmes.

D'apres la figure 34, il semble que la bioaugmentation Aveglindrosporaait la plus grande
influence et que les microcosmes biostimulés et bioaugmentéaetimbrunneunet C. micaceus
apportent peu de modification a cette répartition. Cependant, les variatiorailsi@st et n'illustrent

gue des tendances a confirmer.

La bioaugmentation avek. cylindrosporasemble induire un transfert (faible) de Cd depuis la
fraction réductible (qui diminue de 5%) vers la fraction oxydable (+t%grs la fraction résiduelle. |l
est aussi possible qu'une évaporation, a partir de la fraction mobile, ait bewadtinfluence du
développement fongique (ce qui semble compatible avec la diminution de la tenetotaleileableau
30) et peut donc aussi conduire a la baisse du pourcentage de cette fraction. L'influence
développement fongique sur le Cd lié aux fractions réductibles et oxydablesxligmadifications de
potentielrédox pouvant étre induites par les micro-organism&snentionnée par Kertesz and Frossard

(2015) et Peng (2018). Ces résultats suggerent donc que le Cd est bien biosorbé pdiule mycé
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(augmentation de la liaison a la matiére organique) et que le développement du myeéi@nune
trés légére diminution du pourcentage de Cd potentiellement mobile. Ces tssswiéplus importants
avecA. cylindrosporagu'avec les deux autres isolats (mais restent tres faibles). Ces tendances sont donc

a confirmer.

D'un point de vue métabolique, Gadd (1994) et Kubicek et al. (2011) évoquentdes aci
organiques sécrétés par le mycélium (dus au métabolisme fongique et aux processuscatiaret
induit) capables d'attaquer la fraction carbonatée et la surface des @igdag2015) a montré qu'un
stress par Cd pouvait induire la sécrétion d'acide oxalique Rhaaerochaete chrysosporiurhes
cations métalliques liés a ces fractions seraient alors libérés et comldxésadmet que le complexe
est réabsorbé par le mycélium, cela peut augmenter la fraction oxydable a ksl métal. Nous
n'‘observons cependant pas de diminution de la fraction carbonatée pour Cd. Celtieskypsit donc
peu compatible avec nos résultats. Les variations obsérvées ici sont cepepdaittié®pour pouvoir

conclure.

Une autre hypothése serait une sécrétion de métallothionéines ou de sidéropheres.

molécules, riches en groupements sulfhydriles (réducteurs), seraient alorsscdpalalpter le Cd lié a

la fraction réductible. Le cation métallique (lié au métabolite) serait hlosorbé par le mycélium
(Renshaw 2002, Jaekel et al. 2005). Cette hypothése permet d'expliquer la diminution da l&d lié
fraction réductiblest'augmentation de Cd lié a la fraction oxydable. En résumé, nos résultatestigger
gue le métabolisme Al' cylindrosporaest capable de capter le Cd depuis la fraction réductible et
d'induire un transfert vers la fraction oxydable, signe de la biosorption par le mycélium. La mise en jeu
des métallothionéines ou des sidérophores semble plus compatible avec nos gisul@tsécrétion

d'acides organiques.

On remarque gA. cylindrospora espéce qui a l'influence la plus visible sur la spéciation
minéralogique de Cd, est aussi celle qui le tolérait le mieux (jusqu'a 1006)reg.Imilieu gélosé et
qui était une des plus performantes pour le biosorber en milieu liquide @®4goers, chapitre 3,
paragraphe 11.2.4, page 132haetomium atrobrunneyra montré des performances proches de celles

d'A. cylindrosporaen milieu liquide (chapitre 3, paragraphe 1.4, page)l&2montre ici aussi une
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influence similaire. On note en revanche gue les carbonates diminuent pour le mierbimzsgmenté

avecC. atrobrunneungsans pour autant qu'il y ait une influence sur la fraction carbonatée de Cd) mais
pas aved. cylindrosporaCependant, la baisse de la proportion mobile de Cd reste faible et lesgquantit
mobiles restent stables (2,3 mg*kgpur le microcosme témoin et 2,1 mgkgpur la bioaugmentation
avecA. cylindrospora. Cette tendance reste donc a confirmer, notamment en réalisant des expériences
plus longues, avec un apport de biomasse plus important afin de favoriser legidmzrantre le

mycélium et les éléments métalliques.

Cas du Cuivre

La figure 35 montre les répartitions du Cu (en % par rapport au Cu total)edadifférentes
fractions labiles des microcosmes. Les moyennes des valeurs (et les écartsatypgshnées dans le
tableaudl de I'annexdX (page 259). Le pourcentage potentiellement mobile de Cu est de 37% pour le
microcosme témoin. és influences sont peu marquées pour la biostimulation (38%), et la
bioaugmentation aveC. atrobrunneun{40%) etC. micaceug40%). L'influence la plus marquée est
celle de la bioaugmentation av&ccylindrosporagui diminue ce pourcentage labile de 37 #3Ces

variations ne sont pas statistiguement significatives (p > 0,05).
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Figure 35 : répartition de Cu au sein des différentes fractions labiles des sols des microcosmes.

Aucun des traitements ne semble avoir une influence marquée sur le Cu lié dida frac
carbonatée qui reste trés faible (<1%). La biostimulation diminue lzofiaéductible de 4% par rapport
au témoin. Cette diminution atteint 10% lors de la bioaugmentation/Ahaidia cylindrosporala
bioaugmentation avechaetomium atrobrunneuenune influence plus faible sur cette fraction, mais du
méme ordre que la biostimulation (3%) alors que la bioaugmentatioCapeinellus micaceusemble
I’augmenter (+3%). Tous les procédés semblent en revanche augmenter le pourcentage de Cu lié a la
fraction oxydable. La biostimulation et la bioaugmentation avecylindrosporaont les plus forte
influence (respectivement +3 et +5%pgEésultats suggérent un probable transfert depuis la fraction
réductible vers la fraction oxydable, ainsi que vers la fraction résiduelle\powlindrosporaOn peut
donc supposer que des composés fongiques soient capables de mobiliser Cu depuis tédrattina
pour les biosorber (augmentation de la fraction oxydable) et/ou permettstalelisation et transfert

vers la fraction résiduelle (ou leur évaporation). Il est probable que dedothé&inEines puissent
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remplir ce rble et pourrait alors impliqguer des modifications du potetitel/doréduction (Alloway

2013).

Chaetomium atrobrunneutiosorbait 42% du Cu en milieu liquide (chapitre 3, paragraphe
I1.2.4, page 132). Les résultats présentés ici suggérent que cet isolat est capaterter lCu
(augmentation de la fraction oxydable), mais son influence est plus faibbelkgidA. cylindrospora
qui ne biosorbait pourtant que 6% de Cu en milieu liquideplus faible production de biomasseCle
atrobrunneuminfluence certainement ce résultat. De pl0s,atrobrunneurm'a pas été retrouvé en
surface du microcosme (chapitre 3, paragraphe 11.3.2, page 159). Si on suppose qu'il n'aigas réuss
coloniser majoritairement le microcosme, il est alors logique de neepasiver une influence en
cohérence avec le screening. Il apparait donc intéressant d'améliorer la production de Hmoettse
espece afin de favoriser son développement au sein de la matrice pour éventuellement aoréliorer

influence sur Cu.

Cas du Plomb

La figure 36 montre les répartitions du Pb dans les différentes fractions desasices (en % par
rapport au Pb total). Les moyennes des valeurs (et les écarts-types) sont danséesableau 42 de
I'annexe IX (page 260). Ici encore, les fractions F1 et F2 sont négligeables. Le ag@deRblabile
passe de 5% pour le microcosme témoin a 10% et 11% pour les microcosmes bioaumyreeAés
cylindrosporaetC. atrobrunneumla biostimulation (5%) et la bioaugmentation aecnicaceu$7%o)
semblent avoir peu d'influence sur le pourcentage de Pb potentiellement labileodartnditions
expérimentales. Ces variations ne sont pas statistiguement significative),Gb pour chaque
condition). Au total, la bioaugmentation, quelle que soit la souche utilisée, semble icaplyri@nter
la fraction potentiellement mobile de Pb (définie opérationnellement'gdrattion séquentielle

appliquée), ce qui pourrait doagriori engendrer sa diffusion dans I’environnement.
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Figure 36 : répartition de Pb au sein des différentes fractions labiles des sols des microcosmes.

La fraction réductible est cette fois peu influencée par I'un ou l'autre dematt (au maximum
+2% suite a la bioaugmentation garatrobrunneum La fraction carbonatée augmente faiblement suite
a la bioaugmentation pd. cylindrospora(+1%) etC. atrobrunneun{+1%). Le Pb lié a la matiére
organique diminue aprés biostimulation et bioaugmentatio paricaceuskn revanche, il augmente
suite a la bioaugmentation avA. cylindrospora(+4%) etC. atrobrunneun{+3%). Ces deux isolats

semblent influencer de maniére proche la répartition de Pb au sein des fractions minéralogiques.

Tout se passe comme si une remobilisation de Pb depuis la fraction résiduelle sogp@yait
semble peu probable. Cette éventuelle capacité des champignons a capterlgs éétalliques au
sein de la fraction résiduelle n'est pas clairement décrite dansrktuité® Seule une action en surface
des argiles est décrite (Fomina et Gadd 2008). De plus, la fraction riesehiglar définition la fraction
non biodisponible. Ceci suggéere donc que l'estimation de la fraction résiduelle (eteddnactions

disponibles) par la méthode employée n'est pas adaptée pour Pb. Ainsi, Barau@Gt23l.en
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comparant plusieurs méthodes, ont montré que l'extraction séquentielle utiliséetiroait'@as de

maniere convenable la fraction de Pb potentiellement biodisponible pour des radis.

En outre, la fraction oxydable, en plus de la matiére organique, inclut égaldesestulfues
(Baraud et al. 2012). Le transfert de Pb vers la fraction oxydable peut donc aesprétgt comme la
formation de sulfures de Pb, considérés comme stables et peu disponibles environemerntah
formation de sulfure de Pb par des champignons a partir d'autres minéraux plombés ad#insteté
par plusieurs auteurs (Ehrlich 1998 ; Henderson et al. 2017). Des essais complémsoiaires
nécessaires pour mieux caractériser ces transferts (autres méthodes d'extraictiatioresle la

biodisponibilité réellg

Comme pouc. atrobrunneumle mycélium deCoprinellus micaceus'a pas été retrouve en surface
des microcosmes (chapitre 3, paragraphe 11.3.2, page 160) et on peut donc faire la mémeehyipothés
est possible que cet isolat n'ait pas réussi a coloniser le microcosme. Son inflaeqaée sur Pb
(biosorption de 100% en milieu liquide) n'est donc pas retrouvée ici (frauitemtiellement mobile
non modifiée). Cependant, l'influence@eatrobrunneunest visible sur la fraction oxydable qui double
suite a son développement (comme a&ecylindrospora. Méme si le mycélium de cette espece n'est
pas retrouvé en surface du microcosme, il semble que son influence soit différentle die dal
biostimulation. L'influence de la bioaugmentation sur le développement de la flore fongiggérend
(mycéliums de surfaces différents de ceux retrouvés en biostimulation) sembéidsirevoir un effet

sur les spéciations minéralogiques des métaux.

Cas des autres métaux (Ca, Cr, Mg, Fe, Ni, Zn)

La répartition d'autres éléments majeurs ou traces a également été détdresnésleurs
moyennes concernant les autres métaux sont données dans les tableaux 30 (Bnemgkden
pourcentages). Les valeurs expérimentales les concernant sont données dan$X qtelgeaux 43
49, page 261 a 267). Les répartitions minéralogiques de ces éléments sont repdsmentadigure 67

(annexdX, page 268
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Les traitements de biostimulation et de bioaugmentation ont tendance a augmeatgtiola fr
potentiellement mobile de Ca, Cr, Fe, Mn. Nos résultats sous entendent uneitigpdss fortes des
champignons qu& méthode d'extraction utilisée. Cependant, le milieu GS apporté au microcosme
contient entre autre Ca, Zn. L'apport est théoriguement négligeable (moins deOWIFtague métal,
annexe VIII, page 255) mais n'a pas été vérifié expérimentalement. Un apport de métal dans la fraction
mobile est donc aussi envisageable (I'apport potentiel par la sciure, supposé néglivealas été
Vérifié).

La fraction potentiellement mobile de Zn est fortement diminuée par tousitements. Elle
passe ainsi de 76% pour le microcosme témoin a 44% aprés bioaugmentatién exewrospora
(figure 67 et tableau 49, annexe IX, page 267 et 268). Tous les traitemasmiidation et
bioaugmentation avec tous les isolats) induisent aussi une diminution des fractitmasoaable et
réductibles de Zn. L'hypothése des acides organiques et des métallothionéines gsiuddole pour
ce métal. On penche donc ici vers un changement de spéciation chimique et minéralodienc ajui
stabiliser Zn. Il faudrait cependant vérifier les teneurs totales en finigdessaconclure quant & une

éventuelle évaporation.

La non-spécificité des métabolites sécrétés ainsi que les interférences entre métaux
complexifient l'interprétation des résultats quant aux hypothéses qui pourraient décrire les pf#nomeéne
observés. Des études plus précises sont nécessaires pour explorer les mécanisméautasjeu
méthodes d'extraction plus adaptées, recherche des métabolites, évaluation desnsp&uiaigues

des éléments).

11.3.3. Discussion

Les différents résultats exposés illustrent la diversité et la complexitételetions entre les
champignons et les métaux au sein des matrices complexes que sont les solseistsggg la
bioaugmentation a une influence variable sur la mobilité des métaux en fonction desé&etdionnés

et des éléments considérés. La biostimulation a généralement moins d'influence quenzehitzédion.
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On remarque quke pH des microcosmes au départ et a la fin des expériences est peu modifié.
Les acides organiques, comme l'acide oxalique, connus pour étre impliqués dans ce genre de processus
(Fomina et al. 2005; Gadd et al. 2014), sont probablement tamponnés par le pouvoir tampon du sol. De
plus, les sécrétions acides sont trés localisées et donc probablement insuffisanteupaaeri ce

paramétre au bout de 20 jours d'incubation seulement (Smits 2009).

Nos résultats suggérent aussi que la capacité de colonisation du sol parfdigptaie est
importante afin de lui permettre d'interagir avec les métaux. De bons résultalieersimple ne sont
donc pas forcément prédictifs de bons résultats en milieu plus complexe, d'autres pm@mtaine
alors en jeu (accés au nutriments, autre toxique, compétition pour les sites ide (Eachina et al.
2003; Albarracin et al. 2010)). La bonne capacidsidia cylindrospora coloniser le microcosme
entraine une influence plus importante que celle des autres isolats pour Cdoes Queales études en

milieu plus simple ne la prédisposaient pas a ce résultat vis-a-vis de Cu.

D'aprés Robin et al. (2008), les sidérophores peuvent solubiliser les oxydegjoestalla
synthése des sidérophores est induite par un déficit en Fe, ou un Fe difficilement bibldigpmaniles
champignons. La diminution des fractions réductibles est en accord avec cette hypothasmdnbt
pour Cd, Cu et Zn). La sécrétion de métallothionéines conduirait aux mémes évolutiorsarikzsic

probablement en jeu, ce qui correspondrait a I'évolution marquée de Zn.

D'aprés Stucki et al. (2007), une biostimulation par du glucose est en meslimgriesr la
proportion de fer potentiellement mobile. Cette biostimulation favorise latiéddc Fe emugmentant
le ratio Fell/Felll. Cette biostimulation semble donc faire interverpotentiel d'oxydo-réduction. Ces
considérations sont en accord avec le réle connu des sidérophores produit pantésseplles micro-
organismes, dont les champignons, pour l'acquisition du Fe (Renshaw et al. 2002; RbIR20GK;
Szebesczyk et al. 2016 ; Crichton 2018). Selon nos résultats, la biostimulationbie gasnavoir
d'influence sur la répartition minéralogique de Fe (figure 67, page 268), cependant, nous n'ajoutons pas
de sucres facilement assimilables. En revanche, nos résultats montrent urt ttariearers la fraction
réductible principalement, l'augmentant ainsi de +13% et +17% pour les microcosmesnbitasg

avecC. atrobrunneunet C. micaceugA. cylindrosporane montre pas d'influence pour ce métal). Une
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faible augmentation de la fraction oxydable est aussi notée (respectivelneint2%). Méme si ces
deux champignons n'ont pas été retrouvés en surface des microcosmes, l'influenoeujgiéstiest
différente de celle observée par la biostimulation. On peut alors supposer quaunigntation avec
ces 2 champignons induit la sécrétion de métabolites capables de capter Fe pour lertvansfix
fraction réductible (et oxydable) (Renshaw et al. 2002 ; Dighton 2003 ; Gadd 2008; Rob2068al
Selon ces mémes auteurs, les sidérophores sont peu sélectifs et spécifiepieSuduainsi que Zn et
Ni, pewent entrer en compétition pour les sites de fixation. Cependant, dans nos coneifrastibns

réductibles de Zn et Cu ont plutdt tendance a diminuer ou a rester stables.

Peu d'études comparables sont disponibles dans la littérature scientifique. Zalartg043)
ont étudié l'influence d'un inoculat ddhanerochaete chrysosporiugsur la dynamique des métaux
(extrait par le protocole BCR) et de la matiére organique au cours d'un pratessuspostage. Leur
échantillonestbien plus riche en matiére organique (75%) que celui de notre étailelX’apres leurs
résultats, l'influence de l'inoculation aviécchrysosporiungétait la plus forte sur la fraction réductible
pour Zn et Pb, diminuant la fraction totale potentiellement mobile de 2@ @bidr ces métaux. Pour
Cu, les fractions échangeables, réductibles et oxydables diminuaient, conduisant & ugkmbalesie
la fraction potentiellement mobile de 14%. Enfin, pour Ni, c'est princigaiéla fraction réductible qui

était influencée, conduisant a une baisse de la fraction totale potentiellement mobile de 20%.

Nos résultats montrent des similitudes, notamment la baisse de la fraction potestiellem
mobile de Zn (-32%) et Cu (-7%) dues a des modifications sur les fraétitbaageables, réductibles
(pour Zn) et sur les fractions réductibles et oxydables (Zn et Cu). En revaoshésaltats montrent
peu d'influence sur la spéciation minéralogique de Ni, ce qui contraste avec |'étude detZidang
(2018). L'augmentation observée de la fraction mobile de Pb contraste elle ausss agealtats de
cette étude et renforce les précautions concernant l'interprétation diess@guropos de ce métal. Cette
différence peut étre due a la richesse en matieres organiques de I'échanigiémpatiZhang et al.
(2018) qui peut facilement fixer Pb. Or certaines matieres organiques frééellaose et lignine
notamment) sont aussi dégradées par les champignons, particulierement lors desugprdee

compostage, en matiere organique colloidale (acides humiques). Ce procédé a donc pu lé&avorise
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biosorption de Pb pd?. chrysosporiumCette hypothése est en accord avec la baisse du taux de COT

et 'augmentation du taux d'acides humiques observées par Zhang et al. (2018) qui éteeivent
interprétés comme une conséquence du processus de compostage par les champignons. Il est donc
probable que la richesse en matiéres humiques (200)giuisse favoriser l'influence des champignons

sur les spéciations minéralogiques de métaux en favorisant leur biosorption.

Dans de nombreux cas, les études de bioremédiation utilisent des sols non contaminés enrichis
en polluants métalliques. Cette différence de protocole est importante etnsirdestipotentiels de
bioremédiation. En effet, dans I'étude de Peng et al. (2018), le Cd ajouté se répartissait majoritairement
dans les fractions échangeable (de 20 a 40% selon les doses de Cd joutées) etasafboviabé 40%
guelle que soit la dose de Cd ajoutée). Le fraction réductible (environad@d¥6uniqguement tendance
a augmenter avec les plus important apport de Cd (passant a environ 50% a fadtimgekg'). Ces
résultats indiquent que la fraction échangeable est la principale frdetis laquelle se répartit le Cd
ajouté (sous forme de Cd(NR. De plus, un apport massif de nitrates et d'ions métalliques a
probablement des conséquences non négligeables sur la flore endogéne, le développement de la flore
ajoutée, ainsi que sur les paramétres physico-chimiques de la matriée €pidii carbonates, COT
notamment). La fraction résiduelle restait négligeable (de 0 a 0,16% quelle dlappoit en Cd) ce
qui contraste fortement avec nos résultats. Le fait d'enrichir la matrice #hf@id(Que tout le Cd
présent dans la matrice est facilement biodisponible et sera donc biosorbé par fEgrdraplus
facilement que dans un sol réellement contaminé et non enrichi (a la conditioisajat|é tolére
suffisamment et/ou que les nutriments soient suffisamment disponibles pour Eersttr
développement). Les réarrangements au sein des fractions minéralogiques n'ont pas le tengigele se
en place (les paramétres de pH, COT et carbonates ne sont pas évoqués dans I'étudencll es
important d'utiliser de vrais sols contaminés dans de telles études afin diawaieprésentativité

plausible des spéciations minéralogiques et du potentiel des epeces.

L'étude de Qian et al. (2009) a montré que des amendements d'apatite et ferriimyihitzitd
la fraction potentiellement mobile de 20% pour Pb, 10% pour Zn, 10% pour Cu et 10%dpapres

5 mois de traitement (les échantillons ayant un pH de 7 et un COT de 3%), principalement en induisant
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un transfert depuis les fractions réductibles et oxydables vers la fractioretiésjghur Cd et Zn et
depuis les fractions acido-solubles et réductibles vers la fraction résiduellebp&ir Eomparaison, au
cours de nos travauy, les fractions potentiellement mobiles de Cu et Cd ont diminaé de p#o et
cdle de Zn de 32% aprés 20 jours seulement (bioaugmentationfav@dindrospory. Pour ces 3
métaux, les transferts impliquaient principalement une diminution de la fraction béeluBtur Zn,

une diminution de la fraction acido-soluble était aussi présente. Les trasefekient donc différents.

De plus, la fraction oxydable augmentait dans notre cas pour Cd et Cu.

Nos résultats, méme s'ils doivent étre approfondis confirment bien le potiagietganismes
fongiques dans les procédés de traitement biologique de sols contaminés par dedl setzhlg.donc

opportun de chercher a optimiser cette "mycoremédiation”, méme si les processus en jeu son

multiparamétriques et complexes.

I1.3.4.  Essai de germination

Afin d'évaluer un éventuel lien entre la diminution de la fraction pietearhent mobile des
métauxet une baisse de toxicité, des essais de germination ont été réalisés @epanticrocosmes
biostimulés et bioaugmentés avAbsidia cylindrosporalls ont été réalisés comme le décrit le

paragraphe 11.3.2.6 du chapitre 2 (page 90).

Les tests statistiques réalisés ne permettent pas de conclure a une diminaitoxidéd du
sol contaminé traité par biostimulation ou par bioaugmentation Aveglindrospora,notamment a
cause d'une trop grande variabilité des résultapendant, comme le montre la figure 37, ces derniers
montrent une tendance a un meilleur développement des plantules dans les microcosmes biostimulés et
bioaugmentés. Des expériences complémentaires sont nécessaires pour approfondir et conclure quant a

ces résultats. La présence d'autres composés toxiques perturbe probablement cette expérience.
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Figure 37 : photographies des essais de germination apreés 4 jours d'incubation. A1 : témoin terreau, A2 :
témoin sable, B : sol pollué, C : microcosme témoin, D : microcosme biostimulé, E : microcosme bioaugmenté avec
A. cylindrospora.

[1.3.5. Conclusion

Les essais en microcosme de sol nous ont permis de mettre en évidence linfluence
développement fongique, soit de la flore endogéne (biostimulation) ou d'une espéce allochtone
(bioaugmentation), sur la répartition des métaux au sein de différentes gauntiwralogiques de sol.

La bioaugmentation avebsidia cylindrospora montré une influence souvent plus importante que les
autres conditions et le mycélium de cette espece a colonisé de maniére impontéerieclessme. Les
deux autres isolats ajoutés lors de la bioaugmentation n'ont pas été retrousédaea des
microcosmes, ce qui est un indice en faveur d'une faible colonisation. Malyriesehfluences de ces
deux bioaugmentations sur les répartitions minéralogiques des métaux ne sapiyasrges a la

biostimulation et ne sont pas équivalentes entre elles (pour Cu notamment).

Il apparait que la bioaugmentation et la biostimulation permettent de diminueacteorf
potentiellement mobile de Cd et Cu, avec un effet plus marqué pour la bioaugmentation, notamment
avec A. cylindrospora En ce qui concerne Pb, la bioaugmentation a¥ecylindrosporaet C.
atrobrunneumsembleaugmenter cette fraction totale potentiellement mobile, alors que les autres
traitements n'ont pas d'influence. Ces traitements ont également une incidencépsutiieon d'autres
éléments tels que Ca, Cr, Fe, Mn et Zn. Cependant, nos résultats suggérent awssnéthede
employée peut ne pas estimer de maniere convenable la fraction résiduelle de Pb (egjreCastr

interprétations sont donc a confirmer par d'autres méthodes.
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Peu de nos résultats sont statistiguement significatifs. Il semble donc opportun dedéslise
expériences complémentaires afin d'amplifier les résultats obtenus. Un apport gifisienBmasse
fongique et un temps de développement plus long des microcosmes permettraient peutiétreer
des influences plus marquées que celles observées ici. Nos résultats coctpeeadant le potentiel
de ces isolats, utilisés en bioaugmentation, pour diminuer la fraction potentielleoiglg de deux
éléments toxiques gque sont Cd et Cu. L'augmentation de cette fraction pour Pb pourraiteplermett
dispersion environnementale de cet €lément. Cette augmentation de la mobilitié possr&tre mise
a profit dans des traitements de phytoextraction couplés aux champignons. Deng et)adbnt2ibntré
qu’un isolat (Mucor sp résistant au Cd et au Pb était capable d’améliorer leur biodisponibilité envers
les plantes. Cependant, cette augmentation de mobilité signifie potentiellement égatenpogsible
diffusion de la pollution au sein des écosystémes et/ou une augmentation de la toxicité. La maitrise des
transferts de métaux, afin d’éviter leur diffusion, apparait comme une difficulté importante des procédés

faisant intervenir plusieurs especes (ici plantes et champignons).

Les paramétres du sol (notamment pH et carbonates) sont importants pour la mdbaité et
transferts de métaux. Il nous semble donc opportun de réaliser des expériences avetypgkaittes
sol afin de confronter les résultats. Un suivi du potentiel redox permd#raiimpléter la caractérisation

des microcosmes. Des essais complémentaires sont aussi nécessaires pour sdiiderdgesmination.
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Conclusion générale et perspectives

Les objectifs de ce travail de thése étaiidentifier et de tester des isolats fongiques d'origine
tellurique, principalement issus de sols contaminés, vis-a-vis de la biosatpttrois éléments : Cd,
Cu et Pb, qui sont des polluants majeurs de I'environnement et d'évaluer l'intéistéate pour le
développement de méthodes de biodépollution des sols basées sur la biosorption et lashiastabili
des contaminants métalliques. Ce travail s'est organisé en 3 étapes. Une ptapg@aeeénsisté en la
mise au point d'une méthode d'évaluation des capacités de biosorption en milieleligi@idelérance
en milieu gélosé avec une espéce modele du laboratoire. La seconde étape a consistéatiot ajepl
la méthode a 28 isolats fongiques. Ce screening a permis de sélectionnets3isaut potentiel de
biosorption pour la troisieme étape qui a consisté en la mise au point @ueregscrocosme de sol

contaminé.

Lesétudes en milieu liquide et en milieu gélosé confirmepbtentiel des champignons pour la
tolérance et la biosorption des métaux. Certains isolats montrent des profils intéreseas résultats
suggerent qu'il est pertinent d'explorer la biodiversité fongique dans ce buet-oethins isolats sont
capables de tolérer de hautes doses de métal en milieu gélosé (jusqu'a 100@en@glLpouAbsidia
cylindrospora 1000 mg.* de Cu poufFusarium oxysporunet 1000 mg.t* de Pb pour 9 isolats de
I'étude). Ces isolats sont de plus capables de biosorber significativement ces métaux en milieu liquide :
plus de 50% de Cd sont ainsi biosorbésAdmmidia cylindrosporaplus de 40% de chacun des 3 métaux
sont biosorbés p&haetomium atrobrunneust Perenniporia fraxineat enfin,Coprinellus micaceus
biosorbe 100% du Pb présent dans le milieu de culture. Nos résultats suggétarprqdaction de
biomasse est un paramétre clé dans la tolérance et la biosorption des métaux. Adteginedoetion
semble donc étre une piste intéressante pour améliorer les capacités deidmoslegptisolats a

croissance plus lente comme les Agarics qui préseadéctrés bon résultats de tolérance.

Des études complémentaires pourraient permettre d'affiner nos résultats. Par exemple, une étude

cinétique de biosorption donnerait des informations concernant les équilibres. €epg équilibres
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obéissent souvent aux modéles de Langmuir et/ou de Freundlich (Velmurugan et al. 2010; Desaunay
2011; Fomina and Gadd 2014). Des essais impliqguant plusieurs métaux renseigneraient sur les
compétitions éventuelles entre éléments pour les sites de sorption sur leestfaogigues. Des essais

avec des pollutions mixtes comprenant des métaux et des HAP seraient aussi etagés&fjdal des

essais couplant plusieurs isolats fongiques permettraient de mettre au point des consaosilerisuda

de potentialiserds capacités de biosorption et de biodégradation des différentes espédes giat

Buchel 2014; Mishra and Malik 2014; Garcia-Delgado et al. 2015; Gola et al. 28g &t @l. 2016).

D'un point de vue plus mécanistique, il serait intéressant d'étudier les pfiécrétion des divers
isolats soumis aux stress métalliques (et organiques) en milieu simple afécidemples mécanismes

en jeu. Il serait par exemple assez pertinent de doser l'acide oxaldjaetres métabolites comme les
métallothionéines ou les sidérophores afin de voir si ces composés sont s#dagtésiire des éléments
meétalliques influence cette sécrétion, afin de la corréler a des contaminants poarlessaihercher

dans les études en microcosme et éventuellement chercher a favoriser leur sylst@aeesent
intéressants pour les objectifs de remédiation (Arwidsson et al. 2010 ; Renshaw 2002)uiNas eés

milieu liquide semblent indiquer la pertinence d'envisager des essais de bigd#palé matrices

liquides.

L'étude en microcosme de sols utilisant ces isolats sélectionnés révele linfluence du
développement fongique sur la flore autochtone, sur certains paramétres du sdh etgartition
minéralogique des métaux. Ainghbsidia cylindrosporasemble capable de diminuer la fraction
potentiellement mobile de Cd et Cu. En revanche, I'évolution de la fraction mobile dé fbses
complexe a interpréter. Ces résultats encourageants doivent cependant éwresqdr des études
plus approfondies (incubation des expériences plus longues, apport de biomasse plud,ingsistan
avec différents types de sols et d'autres espéces fongiques, étude cinétiqueanirdtes données
complémentaires. Il apparait aussi intéressant de chercher des méthodes diamél@bduction
de la biomasse, ce paramétre étant souvent primordial et limitant enamngetine la biosorption des
métaux. Une simple augmentation de la température de croissance pour les espéectséitzanes

commeChaetomium atrobrunneupourrait éventuellement améliorer ce parametre (en laboratoire). Il
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semble aussi opportun de confronter nos résultats a des extractions de métaux pae ometlade
(EDTA par exemple) et & un dosage des métaux dans les milieux nutritifs ajpportégcrocosmes
afin de mieux appréhender les évolutions observées. Doser les métaux dans les racilesstiggsu
des plantes se développant sur des sols traités afin de corréler la fraction bibldispesurée a la

modification de la répartition minéralogique des métaux dans les sols semble aussi important.

Il apparait important de caractériser au mieux ces interactions afin desenaiés processus
complexes. Certains auteurs (Gao et al. 2010; Audet 2014; Sun et al. 2017prdré gue la
phytoextraction de Pb pouvait étre amélioré par une inoculation concomitantecifes ravec des
champignons mycorhiziens et non mycorhiziens (du géfweor par exemple, un genre proche
d'Absidia cylindrospora Nos résultats semblent compatibles avec ces études. On pourrait donc
envisager la mise au point de méthodes de remédiation incluant plantes et champigaons.
champignons seraient ainsi capables de stabiliser Cd et Cu, souvent rapidement phytot@gégaes et
le développement des plantes, et améliorer la phytostabilisation, ou la phytoextrackon ke
pourraient de plus favoriser la recolonisation de sols pollués par les plantes exafa@varprise des
oligo-éléments. Cependant, la grande variabilité des types de sols, desdioimigses des métaux,
des especes fongiques (et des plantes) présentes, crée des systemes complexessigmt déc
nombreux approfondissements avant d'étre envisagés pour un usage sur le terrain. Eoeffet |éav
transferts signifie aussi potentiellement favoriser la dispersion des toxigtesnment vers les eaux de
ruissellement, les nappes phréatiques et I'ensemble de la biosphére. Un couplags avethodes

physicochimigues ou biochimiques pourrait aussi étre envisage.
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NF I1SO 17402 - 2011 : Qualité du sol - Lignes directrices pour la sélection et |'application des méthodes

d'évaluation de la biodisponibilité des contaminants dans le sol et les matériaux du sol. 48 p.

NF ISO 10693 — 2014 : Qualité du sol - Détermination de la teneur en carbonate - Méthode

volumétrique. 7 p.

NF I1SO 14235 - 1998 : Qualité du sol -- Dosage du carbone organique par oxydation sulfochromique.

5p.
NF ISO 10390 - 2005 : Qualité du sol -- Détermination du pH. 7 p.

NF I1SO 11269-1 — 2013 : Qualité du sol - Détermination des effets des polluants sur la flore du sol -

Partie 1 : méthode de mesurage de l'inhibition de la croissance des racines. 15 p.

NF EN 13656 — 2003 : Caractérisation des déchets - Digestion assistée par micro-ondes avec un
mélange d'acides fluorhydrique (HF), nitrique (HNOs) et chlorhydrique (HCI) pour la

détermination ultérieure d'éléments contenus dans les déchets. 31 p.
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Les tableaux suivants regroupent les compositions détaillées des différents milieux de culture
utilisés. Tous les milieux sont stérilisés a I'autoclave avant utilisation (120°C, 20 min).

Milieu MEA : Milieu PDA :
Extrait de malt (Difco®) 15¢g Potato Dextrose 39
Agar 15g extract (Difco®) g
H,O | gsp 1L Agar 39g
H,O qgsp 1L

Milieu de Galzy et Slonimski (GS) :
Solution d’oligo-éléments :

Solution de sels minéraux | 100 mL HsBOs (Sigma®) 04¢g
Solution d’oligo-éléments 1mL MnSO, (Sigma®) 04¢g
Solution EDTA ferriqL_Jle 1mL ZnSO; (Sigma®) 04g
(200 mg.L™) Na,MoO, (Sigma®) | 0,2g
Solution de vitamines 5mL Kl (Sigma®) 01g
Solution de meszlnos[c_?l 5 mL CuSO; (Sigma®) 0,04g
(4 mg.L”) H,0 | qsp 1L
agar 15¢g
H,O gsp 1L
. o Solution de vitamines :
Solution de seI§ minéraux : Pantothénate de Ca (Sigma®) 04g
(NH4)H,PO, (Sigma®) 60 g Chlorhydrate de thiamine |
(NHa)H2S0, (Sigma®) | 20g (Sigma®) ik
K2HPO4 (Sigma®) 10g Inositol (Sigma®) 04g
NaCl (Sigma®) lg Pyridoxine (Sigma®) | 0,4g
CaCl, (Sigma®) 1g Acide nicotinique (Sigma®) 01g
MgS0Os, 7 H,0 (Sigma®) 58 Biotine (Sigma®) | 0,004 g
H,0 gsp 1L HO| gspll

Milieu pour le dénombrement bactérien :

Extrait de levure (Difco®) 2,5¢g
Tryptone (Sigma®) 5g
Glucose (Sigma®) 1lg

Agar (Sigma®) 15¢g

H,0O qsp 1L
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1. Kit d’extraction d’ADN eucaryote NucleoSpin plant 8 (Macherey-

NageP)

Etapes détaillées du protocole :

Cultiver le micromycete sur une boite de pétri recouverte d’un film de cellophane stérile.
Préparer un tube eppendorf « SafeLock » de 2 ml stérile et le remplir avec 1 g de billes de
verre de 1 mm de diametre et 2 billes de verre de 5 mm de diamétre.

Une fois la souche suffisamment poussée, gratter la surface de la boite a I'aide d’un scalpel
stérilisé a la flamme pour récupérer I'équivalent d’un petit pois de matiére fongique, et le
déposer dans I'eppendorf.

Ajouter 400 ul de PL1 (flacon du kit d’extraction).

Placer les tubes dans le Tissue Lyser et agiter 15 minutes a 20 Hz.
Incuber a 65°C pendant 15 minutes dans le grand bain-marie.
Ajouter 400 pl de Chloroforme et 20 pl de protéinase K.
Vortexer 30 secondes.

Centrifuger 5 minutes a 13.400 rpm sur la centrifugeuse de paillasse de la salle Extraction.
Récupérer la phase aqueuse (la phase supérieure) et la déposer dans une colonne de
filtration violette. Faire bien attention a ne pas toucher a la phase inférieure.

Centrifuger 2 minutes a 13400 rpm.

Ajouter 450 pl de PC (flacon du kit d’extraction) au filtrat.

Vortexer 30 secondes.

Passer le mélange sur une colonne de rétention verte (volume maximal : 700 pl).
Centrifuger 1 minute a 13400 rpm.
Jeter le filtrat.

Laver la colonne avec 400 pl de PW1 (flacon du kit).
Centrifuger 1 minute a 13400 rpm.
Jeter le filtrat.

Laver la colonne avec 700 ul de PW2 (flacon du kit, vérifier la supplémentation en alcool
avant utilisation).

Centrifuger 1 minute a 13400 rpm.

Jeter le filtrat.

Laver la colonne avec 700 ul de PW2.
Centrifuger 2 minutes a 13400 rpm.
Jeter le filtrat et le tube collecteur.

Placer la colonne sur un eppendorf propre de 1,5 ml.
Déposer 100 pl de tampon PE (aliquot du kit d’extraction) préalablement chauffé a 65°C et

Laisser 5 minutes a température ambiante.
(L’élution peut se faire en deux étapes avec 50 pL afin d’améliorer le rendement d’extraction)

Centrifuger 2 minutes a 13400 rpm pour récupérer I’ADN dans le tube eppendorf.
Les extraits peuvent étre dosé au Nanodrop®

Conserver les échantillons a -20°C.
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2. Kit d’extraction d’ ADN sol NucleoSpin soi? (Macherey-Nagé&)

L’étape de lyse cellulaire doit étre un peu plus douce que pour les ADN purs.

Etapes détaillées du protocole :

Ce protocole a été adapté a partir du kit Macherey Nagel Nucleo Spin soil. Le kit propose
plusieurs versions de protocoles. Deux tampons de lyses sont proposés (SL1 ou SL2), a utiliser chacun
avec ou sans promoteur (SX). Il y a donc 4 possibilités de protocoles au total (SL1+SX ; SL1-SX ; SL2+SX
et SL2-SX). Sur des sols pollués conservés a +4°C, le protocole SL1+SX a donné les meilleurs résultats.
Il est cependant conseillé de faire un essai préalable afin de déterminer les meilleures conditions
d’extraction pour de nouvelles matrices.

Mettre entre 250 et 500 mg d’échantillon de sol dans un tube avec des microbilles. [Les tubes
fournis avec le kit contiennent des billes en céramique. Elles permettent d’absorber la libération de
gaz de I'étape 4 mais favorise une remise en suspension aprés centrifugation et la contamination de
I'extraction. Les billes en verre donnent de meilleures extractions a la condition de travailler
proprement lors des étapes 4 et 5]

Ajouter 700 pL de SL1 ou SL2

Ajouter 150 pL de SX et placer les échantillons dans le Tissue lyser 5 min (a 15 min max), 20Hz. Une
lyse trop forte peut diminuer la qualité de I'extraction. Si les échantillons sont pauvres en ADN, préférer
une lyse de 5 min.

Centrifugeuse 13400 rp, 2 min

150 pL SL3

Vortex au moins 5s

Incuber entre 0-5°C, 5 min (Attention, les tubes sont sous pressions si vous utilisez des billes de verres :
laisser les tubes ouverts car risque d’explosion).

Récupérer délicatement le surnageant et le déposer sur une colonne qui retient les impuretés
(collerette rouge sur la colonne). Centrifugeuse 13400 rpm, 1 min.

250 pL SLB

Vortexer

Reprendre 550 plL (max) du filtrat sur une colonne qui retient I’ADN (collerette verte). Centrifugeuse
13400 rpm, 1 min. Reprendre si besoin le reste de |'échantillon et répéter I'opération.

Ajouter 500 pL SB, 13400 rpm, 30 s

Ajouter 550 pL SW1, 13400 rpm, 30 s

Ajouter 700 pL SW2, vortexer, 13400 rpm, 30 s
Ajouter 700 uL SW2, vortexer, 13400 rpm, 30 s
Jeter le filtrat entre chaque étape

Jeter le filtrat final

13400 rpm, 2 min

50 L SE (le tampon d’élution SE doit étre préalablement chauffer a 60°C puis revenu a température
ambiante). Laisser reposer a température ambiante pendant 1 min sans fermer la colonne puis
centrifuger a 13400 rpm, 30 s.

Répéter I'opération 1 a 2 fois permet d’améliorer significativement le rendement de I'extraction.

Les extraits peuvent étre dosés au Nanodrop®.
Conserver les ADN extraits a -20°C.
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Tableau 32
I'étude.

Espece

: liste des séquences ITS obtenues lors du séquencage des amplicons d'ADN des isolats de

Séquence ITS

Absidia cylindrospora

tnTCTTTGgggAgCTTTCTCTTCTTTTtATCtTGTGCACTGTTTTTATGGGTGGgENCtcccTttGgggGGGTTCATCCGCCCTGGGCATGGCTA
TTTTTTCCCTCGGGAGAATATTGGCCTGCCCAGTGCTCTTTCCTAACGGACTGGGCAACATTTTAACTATTCTGACTGAACCTAACaAG
AAAATTGTTAATCATAAACAACTTTCAGCAATGGATCTCTCGGCTTTCGTATCGATGAAGAACGCAGCAAATCGCGATATGTAGTGT
GATCTGCCCATAGTGAATCATCAAATCTTTGAACGCATCTTGCACCCCTGGGTATTCCTGGGGGTACGCCTGTTTCAGTATCATTTAT
ACTTCTCTCCCCCGAAAGGGTGTGCTGGGAAAAATCACTACTGGCCCCCGAGgALtTtttttttggcgGnTTaAAnggtccggentcCC

Agaricus arvensis

tgnnttctGCAaTTCACATTACTtATCGCATTTCgctGCGTTCTTcnncGATgCGAGagCCAagaGATCCGttGCTGaaaGTTGTATTACAATTT
TCaTAGGCcaTAAGCCCATgTAAAgacATTcAaTGACaTtCGACAGAGTATAATGAGTGACATAGactCTGGTGAGAAAGTEATTTCATGA
TCACATAAAgannaGCACCGTTTTnacAATGCAAGTCCTcacATCCAGCAaaTGCTGATAGAATGATCacTTCCTCCtaaCCcAACCAAAG
ACTAcnntaGGTGcacAGGTGGATGAAAATGAaanCCAAACAGGCgtGcacATGCTCTAAAGagCcAGCTAcAaCCCATTTAGAaacATA
ATTCAAaaTGAtCcTTCcgcagntcnCcTACGE

Agaricus bisporus

non obtenue

Chaetomium
atrobrunneum

ACGCGGAGGGACATTACAGAGTTGCAAAACTCCCAAACCATCGTGAACGCTACCTATATCGTTGCTTCGGCGGGCGGCGCGLLCGC
GCCCTCGGCCCCCCGGGGGCCCGCCGGAGACCCAACAAACTCTTGAATTTTCGTGGCCTCTCTGAGTCTTCTGTACTGAATAAGTCA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCATCAAGCCCCC
GGCTTGTGTTGGGGACCTGCGGCGCGCCCGCAGGCCCTGAAAACCAGTGGCGGGCTCGCTGACCACACCGAGCGTAGTAGCATTTC
TGTCTCGCTCAGGGCGTGCGGCGGGTTCCGGCCGTGAAACCCACCCCCCAAGGGGTACCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
AAGACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAGCCGGGAGGAAA

Chaetomium gracile

ACGCGGAGGGATCATTACAGAGTTGCAAAACTCCCTAAACCATCGTGAACGTTACCTTCGTCGTTGCTTCGGCGGGCGGCGCCCAG
CGCGCCCCCCGGCCCCGCTCGCGGGGCGCCCGCCGGAGGTTACCTAACTCTTGACAATTGTATGGCCTCTCTGAGTCTCTGTACTTA
ATAAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCATC
AAGCCCCCGGCTTGTGTTGGGGACCTGCGGCTGCCCGCAGGCCCTGAAAACCAGTGGCGGGCTCGCTGTCACACCGAGCGTAGTA
GCATACACCTCGCTCAGGGCGTGCTGCGGGTTCCGGCCGTTAAAAGCCACATCTTTACCCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAA
GACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCCGGAGGAA

Coniochaeta
hoffmanii

CGCGGAGGGACATTAAAGAAGCCGAAAGGCTACTTAAAACCATCGCGAACACGTCCAAGTTGCTTCGGCGGCGCGGGGCCCCTTCC
CGGGGCGCCGCTGCCCTCCGCCCCCGGGTCTCCGGGAGGTGCGGGGCGCCCGCCGGAGGTACGAAACTCTTATGTATCACAGTGG
CATCTCTGAGTGAAAAACAAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGGCAGTACTCTGCCGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACGGCTGCCGTAGGCCCTGAAAGGAAGTGGCGGGCTCGCTG
CAACTCCGAGCGTAGTAACTCATTATCTCGCTAGGGACGTTGCGGCGCGCTCCTGCCGTTAAAGAACCCATCTTTAACCAAGGTTGA
CCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAGCCCGGAGGAA

Coprinellus micaceus

GACTGCGGAGACATTAACGAATAACTATGGTGTCTTGGTTGTAGCTGGCTCCTCGGAGCATTGTGCACGCCCGCCATTTTTATCTACC
CACCTGTGCACCGACTGTAGGTCTGGATGACTCTCGTGCTCTCTGAGTGCGGATGCGAGGATTGCCCTCTTTGAGGTGTCTCTCCTC
GAATTTCCAGGCTCTACGTCTTTTTACACACCCCAAAAGTATGATATAGAATGTAGTCAATGGGCTTGATCGCCTATAAAACACTATA
CAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTCACCC
GTTTTCTGAACGGTTCTCCGAGGCTTGGATGTGGGGGTTTGTGCAGGCTGCCTCAGCGCGGTCTGCTCCCCTGAAATGCATTAGCGA
GTTCGTACTGAGCTCCGTCTATTGGTGTGATAATTATCTACGCCGTGGGCAGGGTTTAGACTCGCTTCTAACCGTCCGCAAGGACAA
TACCTTTGACAATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAGGGGGGGGAGGA

Coprinellus
xanthothrix

TGCGGAGGATCATTACGAGTAACTATGGTGTCTCAGGTTGTAGCTGGCTCCTCGGAGCAATGTGCACGCCCGCCATTTTTATCTTTCC
ACCTGTGCACCGACTGTAGGTCTGGATACCTCTCGCCGCAAGGCGGATGCGAGGGTTGCTCGTAAAGGGCTCCCCTCGAACTTCCA
GGCTCTACGTCTTTTTACACACCCCAATAGTATGATGCAGAATGTAGTCAATGGGCTTCACAGCCTATAAAACACTATACAACTTTCA
GCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCG
AATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTCACCCGTTTTCTGA
ACGGGGTCGAGGCTTGGATGTGGGGGTTTGTGCAGGCTGCCTTCACTGGCGGTCTGCTCCCCTGAAATGCATTAGCGAGGTTCATG
CTGAACTTCCGTCTATTGGTGTGATAATTATCTACGCCGTGGACGAGGATCAGACTCGCTTCTAACCGTCCGCGAGGACAATACCTT

GACAATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAGGCCCGGAGGAAAA

Emericellopsis
minima

ACTGCGGAGGATCATTACTGAGTTATCCAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATGTTGCTTCGGCGGGTCGTCCCGCGGCGCGL
CCTCGTGGCGTGACCCGGACCCAGGCGCCCGCCGGGGAACCAAACTCTTGTCTTCCAGTGTCTCCTCTGAGTGGCATAAGCAAAAAT
AAACAAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCAGC
CCCCGTTCGCGGGGCGCTGGCGTTGGGGCCCGGCCGTCCTCGCGGCGGCCGTCCCCGAAACACAGTGGCGGTCTCCCGCAAACTCC
CCTGCGTAGTAGCACTACCTCGCAGAAGGGACGAGCGGGCTGGCCACGCCGTAAAACACCCCACTTCTCCAGGTTGACCTCAGATC
AGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAACATATCAATAAGCCGGAGGAAA

Fomes fomentarius

non obtenue
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Ganoderma
resinaceum

GTGCGGAGATCATTATCGAGTTTTGACTGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACACCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGC
ACTTACTGTGGGTTCCAGACGTTGTGAAGCGGGCTCTTTACGGAGCTTGTAAAGCGGCGTGCCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTC
TATAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCG

AGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATCTTCAACTTACAGACCTTTGCGGGTTTGTAGGCTTGGACTTTGGAGGCTTGTCGGCC
ATGTTTTGGTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTCTCGGTGTGATAATGTCTACGCCGCGACCGTGAA
GCGTTTTGGCGAGCTTCTAACCGTCTCGTTTGTGAGACAGCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTA

AGCATATCAAAAGGCCGGAAGGAAA

Humicola fuscuoatra

CGCGGAGGGACATTACAGAGTTGCAAAACTCCCTAAACCATTGTGAACGTTACCTAAACCGTTGCTTCGGCGGGCGGCCCGGGTCC
TGCCCGGCGCCCCTCGGCCCTCGCGGGCGCCCGCCGGAGGAAAACCAAACTATTGCATTGTATGGCCTCTCTGAGTCTTCTGTACTG
AATAAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCAT
CAAGCCCCGGGCTTGTGTTGGGGACCTGCGGCTGCCGCAGGCCCTGAAATGCAGTGGCGGGCTCGCTGTCACTCCGAGCGTAGTA
GTTACATCTCGCTCTGGGCGTGCTGCGGGTTCCGGCCGTTAAAAGCCTTATTTACCCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAGACC
CGCTGAACTTAAGCATATCAAAAGCCGGGAGGAA

Humicola sp

GCGGGGACATTACAGAGTTGCAAAACTCCCAAACCATTGTGAACGTTACCTATCCCGTTGCTTCGGCGGGCGGCCCGGGCCCCGTG
CCCGGCGCCCCCCGGLCLCCTCGCGGGCGCCCGCCGGAGGTAAACCAAACTCTTGAATTGTATGGCCTCTCTGAGTCTTCTGTACTGA
ATAAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCATC
AAGCCCCCGGCTTGTGTTGGGGACCTGCGGCTGCCGCAGGCCCTGAAAACCAGTGGCGGGCTCGCTAGTCACTCCGAGCGTAGTAG
TTACATCTCGCTCAGGGCGTGCTGCGGGTTCCGGCCGTTAAAAGCCTTATTTACCCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAGACCC
GCTGAACTTAAGCATATCAATAGGCCGGAGGAAAATTGTCCCACATG

Irpex lacteus

ACTGCGGAGATCATTATCGAGTTTTGAACGGGTTGTAGCTGGCCTCTCACGAGGCATGTGCACGCCTGGCTCATCCACTCTTAACCT

CTGTGCACTTTATGTAAGAGAAAAAAATGGTGGAAGCTTCCAGGATCTCGCGAGAGGTCTTTGGTTGAACAAGCCGTTTTTCTTTCT

TATGTTTTACTACAAACGCTTCAGTTATAGAATGTCAACTGTGTATAACACATTTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCT

CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGC

ACTCCTTGGTATTCCGAGGAGTATGCCTGTTTGAGTCTCATGGTATTCTCAACCCCTAAATTTTTGTAACGAAGGTTTAGCGGGCTTG
GACTTGGAGGTTGTGTCGGCCCTTGTCGGTCGACTCCTCTGAAATGTATTAGCGTGAATCTTACGGATCGCCTTCAGTGTGATAATTA
TCTGCGCTGTGGTGTTGAAGTATTTATGGTGTTCATGCTTCGAACCGTCTCCTTGCCGAGACAATCATTTGACAATCTGAGCTCAAAT

CAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAACCCCGGAGGG

Laetiporus
sulphureus

non obtenue

Megacollybia
platyphylla

tccaaaGegnaGATAaTTATcacaaccaaggataGeecAactgancGggTTC

Penicllium oxalicum

TACTGCGGAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATCGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCG
CCTCACGGCCGCCGGGGGGCATCTGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACACAAACGAACTCTTGTCTGAAGATTGCAGTCTG
AGTACTTGACTAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAA
TGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGT
CATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCTCTCGCCCCCCGCTTCCGGGGGGCGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGL
GTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCCGCCGGCGAACACCATCAATCTTAACCAG
GTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAGCCGGAGGAA

Perenniporia fraxinea

ACTGCGGAGATCATTATCGAGTTTTGAAAGGGGTTGTAGCTGGCCTTCAGAGGCATGTGCACGCCCCGCTCAATCCACTCTACACCT
GTGCACTTACTGTGGGTTTCGGAGGTGAAGCGTGCTTTCGCTCGCGGATCTAACGGGCCCGCGTTTTACTACAAACACTTTAAAGTA
AACGAACGTGTGTCGCGACGTAACGCGTCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCAT
GCCTGTTTGAGTGTCATGAAATTCTCAACCTTACCGGTCTTTGCAGATCGGGTAAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGTCGGCCTTGTGG
TCGACTCCTCTCAAATGCATTAGCCTGGTTCCTTGCGGATCGGCTCTCGGTGTGATAATTGTCTACGCCGCGACCGTGAAGCGTTTGG
CTGGCTTCTAACCGTCTCGATGGAGACAGCTTTCTGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AGCCGGGAGGAAA

Petriella sp

GACGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATTACTCCAAACCCTTTGTGAACCTTACCTTTTTGTTGCTCGGCGCACCGCGGGCCGCGGCT
CCGGCCCGTCCCGCAGCGCGCCAGAGGACCCAACTCTTCAATTTATAGCGTACCTTCTGATTTACAAAACAAACAAGTTAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGGCAGTAATCTGCCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCACCCCTCGAGCCGCTTTTAGTG
GATCGGTGTTGGGGCACTACGGTAAAACGTAGGCCCCGAAATGAAGTGGCGGTCCCGCCGCGGTGCCCCCATGCGTAGTAACGTCT
AGTCTCGCATCGGGTCCCGGCGGAGGCCTGCCGTCAAGCCTATTTATTCTCAGAATAGTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGTTACCCG
CTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCGGAGGAA

Phaeophlebiopsis
peniophoroides

TTGAAGGGGTTGTAGCTGGTCTCAATTAAGGGACATGTGCACACCTCACTCATCCACTCTCAAACCTCTGTGAACTTATTGTAGGTCG
GTGAAAGGCTTGGTTTTAATTAATCAGGTTGGAAGCCTTCCTATGTTTTTACTACAAACGCTTTAGTTATAGAATGTCATACGCGTAT
AACGCATTTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCACCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCCTGGTATTCCGGGGAGCATGCCTGTTTGAGTATCATGGAA

TTCTCAACCTTCAATACTTTTTTTTAAAAGAGTGTCGAAGGCTTGGACTTGGAGGCTTTGTGCTGGCTCTGTATTGAGTCGGCTCCTCT
GAAATGTATTAGCGTGAATCACTATGGATCGCTTCGGTGTGATAATTATCTGCGCCGTGGTCGTGAAGTATTAATTCAAGTTCGCGC
TTCTAATCGTCCTTCACGGGACAATTACATTGAACTTTTGATCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAG

GCGGGAGGAA

Pleurotus ostreatus

GAgtgntaattntCACATCAtgcgcagaGgennnnngangt

Pleurotus
pulmonarius

non obtenue
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Psathyrella
candolleana

GCGGAGACATTAACGAATATCTATGGCGTTGGTTGTAGCTGGCTCCTAGGAGCATTGTGCACGCCCGTCATTCATATCTTTCCACCTG
TGAACCATTTGTAGGCCTGGATACCCCTCGCTTTGGCAACAAAGCGGATGCAAGGATTGCTGCGTCGACAAGGCCGGCTCTCTTTGA
ATTTCCAGGTTCTATGTCTTTTACACACCCCATTCGAATGATTTTAGAATGTAGTCAATGGGCTTTCATGCCTATAAAAAACTATACAA
CTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTCACCAGTTT
TGTAACGAGACAGGTGAAGGCTTGGATGTGGGGGTTTTGCAGGCTGCCTCAGTGCTGGTCTGCTCCCCTGAAATGCATTAGCGAGC
TCATACTGAGCTTCCGTCTACTGGTGTGATAATTATCTACGCCGTGGATTGGACTCATGCTTGCTTCTAACCGTCCGCAAGGACAATT
TACTTGACCAATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAGCCGGAGGAAA

Pseudeurotium
bakeri

GCGGAGATCATTAAGAGACGTTGCCCTTCGGGGTATACCTCCCACCCTTTGTTTATTATACCTTTGTTGCTTTGGCGGGCCCGTCCTC

GGACCACCGGCTTCGGCTGGTCAGTGCCCGCCAGAGGACCTAAAACTCTGTTTGTTCATATTGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAA

ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA

ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCT

TGGTATTGGGCTCTGCCGGTCCCGGCAGGCCTTAAAATCAGTGGCGGTGCCATTCGGCTTCAAGCGTAGTAATTCTTCTCGCTTTGG

AGACCCGGGTGCGTGCTTGCCAGCAACCCCCAATTTTTTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
CAAAAGGCCGGAGGAA

Schizophyllum
commune

GCCTTCACGGGCGGCGGTTGACTACGTCTACCTCACACCTTAAAGTATGTTAACGAATGTAATCATGGTCTTGACAGACCCTAAAAA

GTTAATACAACTTTCGACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA

TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCTTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATACCATCA

ACCCTCTTTTGACTTCGGTTTCGAGAGTGGCTTGGAAGTGGAGGTCTGCTGGAGCCTAACGGAGCCAGCTCCTCTTAAATGTATTAG

CGGATTTCCCTTGCGGGATCGCGTCTCCGATGTGATAATTTCTACGTCGTTGACCATCTCGGGGCTGACCTAGTCAGCTTCAATAGGA

GTCTGCTTCTAACCGTCTCTTGACCGAGACTAGCGACTTGTGCGCTAACTTTTGACTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGA
ACTTAAGCATATCAATAAGCGGAG

Sordaria lappae

CGCGGAGGGACATTACAGAGTTGCAAACTCCAACAAACCATCGCGAATCTTACCCGTACGGTTGCCTCGGCGCTGGCGGTCCGGAA
GGCCCTCGGGCCCCCGGATCCTCGGGTCTCCCGCTCGCGGGAGGCTGCCCGCCGGAGTGCCGAAACCAAACTCTTGATATTTTATGT
CTCTCTGAGTAAACTTTTAAATAAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCTCGCCAGTATTCTGGCGAGCATGCCTGTTC
GAGCGTCATTTCAACCATCAAGCTCTGCTTGCGTTGGGGATCCGCGTCTGACGCGGTCCCTCAAAAACAGTGGCGGGCTCGCTAGTC
ACACCGAGCGTAGTAACTCTACATCGCTATGGTCGTGCGGCGGGTTCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTCTAAGGTTGACCTCGGATC
AGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCCGGAAGAA

Xylaria sp

GAGGGACATTAAGAGAGTATAAAACTCCCTAACCCATGTGAACTTACCACTGTTGTTGCCTCGGCAGGTTGTGTTATACCGTGTCGT
CAGGCACGGGATAGCCCTGCCTGCCGGTGGCCTATTAAATTCTGTTTATTATATTATTCTGAACCTAAATAAGAAATTATTAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTCTGTTGCTT
AGCGTTGGGGGCCTACAGCTTTTAGCTGTAGCTCCCTAAATTGAGTGGCGGAATCGGTTCACGCTCTAGATGTAGTAATTATTTTTA
ATCTCGCCTAGAGCTGCCCCGATTTCCTGCCGTAAAACCCCCTACTTTTTAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAA
CTTAAGCATATCAATAAAGCGGGAGGAAAA
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Annexe IV : profils de tolérance au
stress induit par Cd, Cu et Pb pour les

28 isolats fongiques de I'étude
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Afin de simplifier la lecture des planches, la |Iégende présentée ci-dessous a été utilisée
pour les différents isolats soumis aux différents stress métalli§julascroissance d’un isolat
était totalement inhibée par une concentration, cet isolat était transféré sur un nouveau milieu
sans métal afin d’évaluer le caractere fongicide ou fongistatique de cette dose. Ces courbes sont
représentées par les symboles colorés en noir.

Légende :

X  Témoin sans métal

<& 10 mg.Lt

A 50 mg.L?t

O 100 mg.L?

] 1000 mg.L?

€ 10 mg.L}, transfert sur milieu sans métal

A 50 mg.L?, transfert sur milieu sans métal

@® 100 mg.L%, transfert sur milieu sans métal

B 1000 mg.L!, transfert sur milieu sans métal
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Figure 38 : profil de tolérance d'Absidia cylindrospora en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 39 : profil de tolérance d'Agaricus arvensis en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 40 : profil de tolérance d'Agaricus bisporus en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 41 : profil de tolérance de Chaetomium atrobrunneum en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et
Pb.
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Figure 42 : profil de tolérance de Chaetomium gracile en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 43 : profil de tolérance de Coniochaeta hoffmanii en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 44 : profil de tolérance de Coprinellus micaceus en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 45 : profil de tolérance de Coprinellus xanthothrix en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 46 : profil de tolérance de Emericellopsis minima en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 47 : profil de tolérance de Fomes fomentarius en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 48 : profil de tolérance de Fusarium oxysporum en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 49 : profil de tolérance de Ganoderma resinaceum en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 50 : profil de tolérance de Humicola fuscoatra en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 51 : profil de tolérance de Humicola sp en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 52 : profil de tolérance de Irpex lacteus en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 53 : profil de tolérance de Laetiporus sulphureus en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 54 : profil de tolérance de Megacollybia platyphylla en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 55 : profil de tolérance de Penicillium oxalicum en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 56 : profil de tolérance de Perenniporia fraxinea en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 57 : profil de tolérance de Petriella sp en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 58 : profil de tolérance de Phaeophlebiopsis peniophoroides en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd,
Cu et Pb.
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Figure 59 : profil de tolérance de Pleurotus ostreatus en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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: profil de tolérance de Pleurotus pulmonarius en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 61 : profil de tolérance de Psathyrella candolleana en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 62 : profil de tolérance de Pseudeurotium bakeri en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 63 : profil de tolérance de Schizophyllum commune en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 64 : profil de tolérance de Sordaria lappae en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Figure 65 : profil de tolérance de Xylaria sp en milieu gélosé (MEA) exposé a Cd, Cu et Pb.
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Annexe V : résultats de I'étude
préliminaire avec Absidia

cylindrospora
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Tableau 33 : production de biomasse (en mg) apres exposition aux métaux.

Dose Biomasse produite
Métal d'exposition (mg)
(mg.L?) Apreés 3 jours Aprés 7 jours
mo 116 55
50 y
Cd EC 2 2
moy 105 51
100 EC 9 3
mo 87 113
50 y
Cu EC 3 6
moy 83 112
100 EC 4 6
mo 66 69
50 y
Pb EC 1 3
moy 67 69
100 EC 2 2
moy . moyenne
EC : écart-type
Tableau 34 : résultats de biomasse et de biosorption obtenu avec Absidia cylindrospora lors de I'étude préliminaire.
Cd Cu Pb
3 jours 7 jours 3jours 7 jours 3 jours 7 jours
50 mg.L! 100 mg.L! 50mg.l! 100 mg.l?' | 50mgl? 100 mg.L! 50mg.l?! 100mg.L?! || 50 mg.L! 100 mg.lL! 50mg.L? 100 mg.L?
Biomasse (%) 97,7 87,9 67,6 63,1 98,8 94,3 103,4 102,0 62,3 64,1 63,4 63,3
Adsorption (%) 4,0 4,8 9,2 8,0 7,9 8,1 15,3 4,3 2,7 4,9 0,5 1,1
Absorption (%) 63,7 31,7 9,1 51 6,2 5,8 5,2 14,9 56,7 40,1 54,9 33,2
I;;a' biosorbé 67,7 36,6 18,2 13,1 14,1 13,8 20,5 19,2 59,4 45,0 55,4 34,2
(1)
Total b!:)sorbe 6,9 9,0 4,6 7,0 2,0 4,2 2,2 4,3 11,3 16,7 11,3 14,0
(ng.mg™)
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Annexe VI : résultats du screening des

28 isolats fongiques
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Tableau 35 : masse moyenne de mycélium (mg, masse séche) produit par les 28 isolats au cours de I'étude
de screening.

Condition Parameétre Zygomycéte Ascomycetes Basidiomycétes Total
Témoin masse Moy 98,85 94,29 74,56 89,23
(mg) EC 3,06 35,80 41,01 9,78

Cd masse Moy 90,87 58,64 50,53 66,68
(mg) EC 0,91 24,16 27,07 16,13

Cu masse Moy 89,53 61,80 52,05 67,79
(mg) EC 4,96 25,82 32,40 14,49

Pb masse Moy 88,70 91,45 64,13 81,43
(mg) EC 1,46 34,98 34,81 11,53

Moy : moyenne
EC: ecart-type
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Tableau 36 : résultats de biosorption aprés exposition des isoltas fongiques au Cd (50 mg.L")* pendant 3 jours & 20°C.

pH initial pH du pH du I:::‘miaf:
Isolat Taxonomie du milieu milieu lors milieu agrgs Biosorption Biosorption Absorption Adsorption
de culture de l'ajout apres P . (ug.mg?) (%) (%) (%)
(ME) de Cd exposition exposition
. (%)

Absidia Zveomvcetes moy 5,4 4,4 3,7 91,9 5,9 43,2 42,3 1,0
cylindrospora ~ ~YBO™Y EC 0,0 0,1 0,4 0,9 0,6 4.8 5,0 0,2
Megacollybia - . moy 5,4 3,5 3,6 63,6 3,2 26,4 13,9 12,5

Basidiomycetes
platyphylla EC 0,0 0,0 0,1 6,4 0,4 5,8 2,5 4,0
Pleurotus . . moy 54 5,8 5,9 72,0 5,6 27,8 18,6 9,2
Basidiomycetes
ostreatus EC 0,0 0,0 0,1 7,9 0,3 6,5 4,9 1,9
Pleurotus - . moy 5,4 5,7 6,0 83,8 5,7 22,1 8,4 13,7
. Basidiomycetes
pulmonarius EC 0,0 0,2 0,3 10,1 0,9 3,6 3,8 4,6
Agaricus Basidiomvcates moy 5,4 5,5 5,2 75,2 8,7 22,9 14,4 8,6
bisporus H EC 0,0 0,0 0,0 2,5 0,8 1,5 0,6 2,1
Agaricus arvensis Basidiomycétes moy >4 >3 >,2 65,9 9,6 35,3 26,0 9,3
g y EC 0,0 0,0 0,0 1,4 0,9 3,4 3,2 0,5
Laetiporus - . moy 54 3,4 2,7 98,0 3,5 7,3 4,8 2,5
Basidiomycetes
sulfureus EC 0,0 0,4 0,2 13,1 1,5 2,7 2,7 0,1
Fomes - . moy 5,4 5,2 5,5 64,4 3,4 11,5 9,7 1,8
. Basidiomycetes
fomentarius EC 0,0 0,2 0,0 1,6 0,3 0,7 1,0 0,3
Chaetomium . moy 5,4 5,4 5,0 73,8 8,1 29,1 23,0 6,2
. Ascomycetes

gracile EC 0,0 0,2 0,0 7,9 0,4 1,9 3,9 2,0
Chaetomium Ascomvcetes moy 5,4 4,7 5,0 61,0 8,8 51,2 45,0 6,2
atrobrunneum ¥ EC 0,0 0,0 0,1 1,5 0,6 2,2 1,3 0,9

Sordaria lappae  Ascomvcstes moy 5,4 6,0 5,4 47,4 6,7 33,5 22,3 11,2

412 i EC 0,0 0,0 0,3 1,4 0,3 0,7 1,3 0,6
Petriella sp Ascomycates moy 5,4 5,6 51 93,0 10,6 16,7 4,6 12,1
EC 0,0 0,0 0,2 21,4 1,2 3,6 1,8 2,7

Humicola . moy 5,4 4,7 4,9 63,9 3,1 6,8 5,2 1,6

Ascomycetes
fuscoatra EC 0,0 0,4 0,2 37,7 0,4 3,3 3,1 0,1
) . moy 5,4 5,5 51 47,0 7,5 32,9 26,1 6,8
Humicola sp Ascomycetes
EC 0,0 0,2 0,1 8,6 0,2 5,2 7,8 2,6
Ganoderma - \ moy 5,4 4,1 4,4 40,0 12,0 11,3 3,8 7,4
. Basid t
resinaceum asiaromycetes EC 0,0 0,2 0,1 2,5 1,8 1,1 0,0 1,1
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Coprinellus Basidiomvcates moy 5,4 6,3 59 57,4 14,2 40,6 37,1 3,5
xanthothrix Y EC 0,0 0,1 0,1 3,4 1,5 2,5 1,7 0,9
Emericellopsis \ moy 5,4 6,1 6,2 80,2 5,3 49,0 44,7 4,3
.. Ascomycetes
minima EC 0,0 0,1 0,0 7,3 0,4 2,5 2,5 0,8
Penicillium . moy 5,4 2,3 2,3 64,1 0,6 4,6 0,7 3,9
. Ascomycetes
oxalicum EC 0,0 0,0 0,3 311 3,7 7,9 1,8 6,2
Pseudeurotium . moy 5,4 6,1 6,1 67,1 2,6 17,7 16,8 0,9
. Ascomycetes
bakeri EC 0,0 0,0 0,0 7,1 0,2 1,0 1,0 0,1
Perenn./por/a Basidiomycétes moy 5,4 51 4,6 69,8 2,5 40,6 34,2 6,4
fraxinea EC 0,0 0,1 0,1 4,9 0,1 1,9 3,0 1,1
Co;?r/nellus Basidiomyctes moy 5,4 5,6 4,5 68,1 10,3 26,6 17,6 9,1
micaceus EC 0,0 0,1 0,0 14,7 0,3 3,7 1,8 2,4
Schizophyllum Basidiomvcates moy 5,4 4,6 4,3 53,8 3,9 14,0 14,0 0,0
commune ¥ EC 0,0 0,0 0,1 8,6 0,2 5,2 7,8 2,6
Xvlaria s Ascomvcates moy 5,4 51 5,3 36,2 10,6 28,7 20,1 8,6
Uity Y EC 0,0 0,1 0,1 2,0 1,2 3,8 4,3 1,8
Phaeophlebiopsis . . moy 5,4 4,3 3,8 75,3 10,2 19,1 6,1 13,0
. . Basidiomycetes
peniophoroides EC 0,0 0,1 0,1 3,0 1,3 3,3 1,3 2,5
. . moy 54 4,4 4,0 62,3 5,4 13,9 6,5 7,4
Irpex lacteus  Basidiomycétes
EC 0,0 0,0 0,0 10,7 1,2 0,5 1,2 1,5
Psathyrella - . moy 5,4 4,6 5,0 94,0 10,4 19,7 14,7 51
Basidiomycetes
candolleana EC 0,0 0,1 0,1 13,8 1,0 1,1 1,4 0,6
Fusarium . moy 5,4 5,8 51 48,9 7,4 12,9 59 7,0
Ascomycetes
oxysporum EC 0,0 0,2 0,3 20,6 1,8 4,5 2,5 4,2
Coniochaeta . moy 5,4 6,4 5,8 87,9 4,5 25,3 18,5 6,9
. Ascomycetes
hoffmanii EC 0,0 0,0 0,2 5,5 0,1 1,3 1,2 0,1
ME : Malt Extract
Moy : moyenne calculée sur 3 réplicats ; EC : écart-type
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Tableau 37 : résultats de biosorption aprés exposition des isoltas fongiques au Cu (50 mg.L")* pendant 3 jours & 20°C.

pHinitial pHdu Biomasse
du milieu milieu PH du fongique
. milieu g?| Biosorption Biosorption Absorption Adsorption
Isolat Taxonomie de lors de aprés apres (ng.mg*) (%) (%) (%)
culture I'ajout de ex zsition d'exposition HE-M8E ° ° °
(ME) Cu P (%)

_Abs:d:a e — moy 5,4 4,3 3,6 90,6 0,9 6,2 4,9 1,3
cylindrospora EC 0,0 0,0 0,1 5,0 0,1 0,7 0,4 0,3
Megacollybia . . moy 5,4 3,5 3,2 103,7 2,1 27,5 13,0 14,4

Basidiomycetes
platyphylla EC 0,0 0,0 0,0 18,9 0,2 2,8 3,3 0,7
Pleurotus - . moy 5,4 5,8 4,7 57,0 7,2 24,0 16,4 7,6
Basidiomycetes
ostreatus EC 0,0 0,1 0,0 1,4 0,6 1,4 0,7 2,1
Pleurotus - . moy 5,4 6,0 5,3 90,1 6,8 28,1 11,7 16,4
. Basidiomycetes
pulmonarius EC 0,0 0,0 0,1 7,5 0,8 1,1 0,4 1,2

Agaricus - . moy 54 5,5 4,4 59,2 9,3 18,2 10,7 7,5

) Basidiomycetes

bisporus EC 0,0 0,1 0,0 18,4 1,6 3,4 3,4 0,5

, ) . . moy 5,4 5,5 4,6 66,6 6,3 21,4 14,8 6,6

Agaricus arvensis Basidiomycétes
EC 0,0 0,0 0,1 24,0 2,0 5,0 3,4 4,4
Laetiporus - . moy 5,4 3,9 2,3 99,7 5,4 10,6 3,3 7,3

Basidiomycetes
sulfureus EC 0,0 0,2 0,1 26,3 2,8 4,3 2,2 2,1
Fomes . . moy 5,4 5,4 4,5 60,1 8,1 20,8 9,0 11,9

. Basidiomycetes
fomentarius EC 0,0 0,1 0,2 23,0 2,9 2,8 2,7 0,9
Chaetomium . moy 5,4 51 4,5 61,1 9,5 28,7 19,9 8,8

, Ascomycetes

gracile EC 0,0 0,1 0,0 3,6 0,2 1,8 1,0 0,8

Chaetomium . moy 5,4 4,5 4,0 78,6 5,6 41,6 33,7 7,9
Ascomycetes

atrobrunneum EC 0,0 0,0 0,0 8,2 0,2 3,2 4,4 1,2

. . moy 5,4 6,1 4,9 56,9 6,5 37,9 24,2 13,7
Sordaria lappae  Ascomycetes

EC 0,0 0,0 0,0 6,8 1,3 3,7 3,0 1,2

Petriella sp Ascomycates moy 5,4 5,6 4,4 106,3 10,8 18,1 6,0 12,2

EC 0,0 0,2 0,0 6,4 0,9 2,9 0,3 3,0

Humicola T moy 5,4 4,7 4,2 75,7 6,8 19,5 12,8 6,7

fuscoatra EC 0,0 0,4 0,1 19,1 0,5 4,5 3,2 1,4

. . moy 5,4 5,9 4,8 43,3 7,9 32,0 24,4 7,6
Humicola sp Ascomycetes

EC 0,0 0,1 0,1 1,2 0,3 2,2 2,9 1,7
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Ganoderma
resinaceum

Coprinellus
xanthothrix
Emericellopsis
minima
Penicillium
oxalicum

Pseudeurotium
bakeri

Perenniporia
fraxinea

Coprinellus
micaceus

Schizophyllum
commune

Xylaria sp

Phaeophlebiopsis
peniophoroides

Irpex lacteus

Psathyrella
candolleana
Fusarium
oxysporum
Coniochaeta
hoffmanii

Basidiomycetes
Basidiomycetes
Ascomycetes
Ascomycetes
Ascomycetes
Basidiomycetes
Basidiomycetes
Basidiomycetes
Ascomycetes
Basidiomycetes
Basidiomycetes
Basidiomycetes
Ascomycetes

Ascomycetes

moy
EC

moy
EC
moy
EC
moy
EC
moy
EC
moy
EC
moy
EC
moy
EC
moy
EC
moy
EC
moy
EC
moy
EC
moy
EC
moy
EC

5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0

4,2
0,2
6,3
0,0
6,3
0,0
2,3
0,0
6,1
0,1
5,0
0,0
5,7
0,0
4,6
0,0
5,2
0,5
4,4
0,1
4,2
0,0
4,8
0,1
5,8
0,2
6,2
0,1

3,4
0,0
4,9
0,0
5,2
0,0
2,2
0,1
5,0
0,1
4,6
0,1
4,7
0,0
4,2
0,1
4,7
0,1
3,7
0,1
4,0
0,0
4,4
0,0
4,8
0,1
4,9
0,1

77,9
15,5
49,3
2,8
64,3
5,9
90,6
15,7
51,6
3,9
63,2
3,6
48,0
9,1
52,0
1,2
32,7
0,8
70,0
5,5
76,8
25,3
64,9
8,1
82,0
5,6
89,2
9,5

9,7
1,6
7,6
4,4
4,4
0,4
1,9
2,0
6,3
0,4
2,4
0,4
10,8
0,7
6,7
0,3
10,8
0,9
13,2
1,3
5,6
2,0
10,1
2,5
5,7
0,2
3,9
0,1

17,8
4,0
19,6
11,4
32,5
2,9
19,2
2,8
33,1
2,7
35,1
4,8
18,3
2,9
23,6
2,2
26,3
1,6
22,7
0,4
17,3
4,7
13,0
1,4
18,5
1,9
22,1
2,0

1,7
0,5
16,1
10,6
23,6
2,4
9,0
2,1
24,5
2,3
26,2
2,5
12,4
1,2
15,7
2,9
11,5
2,7
4,7
1,2
8,1
3,5
7,8
0,7
6,7
1,0
15,4
0,8

16,1
3,7
3,4
1,7
9,0
14

10,2
4,9
8,6
0,4
8,9
2,3
58
1,7
7,9
1,7

14,8
1,8

18,0
1,3
9,2
1,2
51
0,7

11,9
1,6
6,7
1,2

ME : Malt Extract

moy : moyenne calculée sur 3 réplicats ; EC : écart-type
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Tableau 38 : résultats de biosorption aprés exposition des isoltas fongiques au Pb (50 mg.L")* pendant 3 jours & 20°C.

Biomasse
pH initial pH du pH du fongique

Isolat Taxonomie du milieu milieu lors milieu apres 3 Biosorption Biosorption Absorption Adsorption

de culture del'ajout apres jours (ng.mg?) (%) (%) (%)
(ME) de Pb exposition d'exposition
(%)

Absidia Zveomvcetes moy 5,4 4,5 3,9 89,7 9,3 65,6 65,0 0,6
cylindrospora~~ “Y8°™Y EC 0,0 0,2 0,2 1,5 0,4 2,2 2,5 0,3
Megacollybia - . moy 5,4 3,5 3,6 73,1 8,0 72,1 68,3 3,8

Basidiomycetes
platyphylla EC 0,0 0,0 0,1 11,0 1,2 1,6 2,2 0,9
Pleurotus . . moy 5,4 538 5,6 82,3 13,9 65,4 62,9 2,5
Basidiomycetes
ostreatus EC 0,0 0,1 0,2 7,7 2,3 5,0 5,6 0,7
Pleurotus - . moy 5,4 5,9 5,0 104,8 4,1 20,6 18,4 2,2
. Basidiomycetes
pulmonarius EC 0,0 0,2 0,0 27,0 0,4 7,3 7,0 0,4
, , . . moy 5,4 5,5 5,0 74,5 12,7 33,4 31,9 1,5
Agaricus bisporus Basidiomycetes
EC 0,0 0,0 0,0 1,3 0,8 2,4 2,2 1,0
. , . . moy 5,4 5,4 5,2 74,2 9,3 38,8 36,9 1,9
Agaricus arvensis Basidiomycetes
EC 0,0 0,0 0,0 7,1 1,2 8,3 8,3 0,5
Laetiporus - . moy 5,4 3,6 2,3 112,0 29,2 76,5 74,2 2,4
Basidiomycetes
sulfureus EC 0,0 0,3 0,0 5,6 0,4 2,9 3,4 0,7
Fomes - . moy 5,4 5,5 5,6 70,0 20,3 73,6 71,5 2,1
. Basidiomycetes
fomentarius EC 0,0 0,1 0,0 49 2,5 8,0 8,3 0,7
Chaetomium . moy 5,4 51 4,5 93,3 18,1 77,9 77,4 0,6
. Ascomycetes

gracile EC 0,0 0,1 0,0 16,2 5,5 9,7 9,8 0,2

Chaetomium . moy 5,4 4,6 4,3 97,8 7,3 68,3 66,2 2,1
Ascomycetes

atrobrunneum EC 0,0 0,0 0,0 0,3 0,3 2,4 2,3 0,1

. . moy 5,4 6,0 5,6 95,1 3,7 35,2 30,3 4,9
Sordaria lappae Ascomycetes

EC 0,0 0,1 0,0 17,8 0,9 0,5 1,5 1,2

Petriella sp Ascomycates moy 5,4 5,6 5,4 116,3 18,1 6,3 5,8 0,5

EC 0,0 0,1 0,3 13,0 7,5 0,8 0,9 0,2

Humicola . moy 5,4 5,5 5,7 126,5 16,3 78,7 77,6 1,2
Ascomycetes

fuscoatra EC 0,0 0,0 0,3 7,0 1,4 10,5 10,7 0,3

) . moy 5,4 5,5 5,7 99,2 8,7 79,0 77,4 1,7
Humicola sp Ascomycetes

EC 0,0 0,2 0,2 16,3 1,0 5,5 6,0 0,9

Basidiomycetes moy 5,4 3,9 3,3 70,4 37,5 61,9 58,8 3,1
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Ganoderma

. EC
resinaceum
Copri .
opr/nellu:9 Basidiomycetes moy
xanthothrix EC
Emericellopsi R mo
I.C? opsis Ascomycetes y
minima EC
Penicillium . moy
. A t
oxalicum scomycetes EC
Pseudeurotium Ascomvcates moy
bakeri v EC
P ipori .
erenn./por/a Basidiomycetes moy
fraxinea EC
Copri .
opr/nellus Basidiomycetes moy
micaceus EC
Schizophyll - . mo
izophylium Basidiomyceétes y
commune EC
. . mo
Xylaria sp Ascomycetes ECy
Phaeophlebiopsi: - . m
. P eb:gps:s Basidiomyceétes oy
peniophoroides EC
- . mo
Irpex lacteus Basidiomycetes ECy
P R
sathyrella Basidiomycetes moy
candolleana EC
F j mo
usarium Ascomycetes y
oxysporum EC
Coniochaeta Ascomvcstes moy
hoffmanii y EC

0,0

5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0
5,4
0,0

0,2

6,3
0,0
6,4
0,0
2,3
0,0
6,0
0,0
5,1
0,1
5,6
0,1
4,6
0,0
5,1
0,3
4,6
0,1
4,4
0,0
4,8
0,1
5,7
0,2
6,3
0,1

0,2

6,2
0,0
6,4
0,1
2,4
0,1
6,1
0,0
4,6
0,1
6,1
0,2
4,5
0,2
51
0,0
4,0
0,0
4,1
0,0
5,0
0,2
51
0,1
5,8
0,4

6,8

69,7
1,7
102,0
4,8
87,2
7,1
92,7
6,7
87,4
1,1
103,5
11,4
100,2
16,3
91,5
6,2
65,7
3,5
120,8
25,3
114,6
7,3
43,3
6,1
130,7
4,9

4,2

6,0
3,7
2,4
0,5
9,1
2,6
4,2
0,6
2,3
0,2
28,0
3,1
10,8
1,0
13,3
1,1
44,3
2,4
3,7
1,1
44,5
2,9
6,9
1,1
6,4
1,8

1,3

20,7
12,8
33,1
3,0
88,7
36,1
39,1
3,3
45,9
4,9
101,2
0,8
72,9
5,5
90,1
4,3
72,3
5,6
20,6
8,1
104,0
6,8
11,5
0,4
52,4
12,8

1,5

19,3
12,9
30,3
2,4
87,3
35,8
37,8
3,3
43,9
4,7
100,9
0,8
72,3
6,0
89,9
4,3
70,0
5,9
19,5
8,3
104,0
6,8
9,1
0,1
51,7
12,8

0,2

1,4
0,2
2,8
0,9
1,4
0,3
1,3
0,1
2,0
0,3
0,2
0,0
0,6
0,9
0,2
0,1
2,4
0,3
1,2
0,4
0,0
0,0
2,4
0,6
0,6
0,4

ME : Malt Extract
moy : moyenne calculée sur 3 réplicats; EC : écart-type
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Annexe VIl : photographies des

microcosmes de sols
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Figure 66 : photographies des microcosmes a JO et J20 montrant le développement fongique apres bioaugmentation avec C.
atrobrunneum (A) et bioaugmentation C. micaceus (B).
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Annexe VIl : évaluation de l'apport

des minéraux aux microcosmes de sol
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Tableau 39 : apport en éléments minéraux di au milieu de culture apporté au microcosme.

Apport Quantité Teneur Masse
o . L totale au
. milieude apportée initiale . Apport
Elément . sein du
culture microcosme sol . (%(m/m))
(mg.l')  (ug)  (mggh) e
(mg)
Fe 0,20 3,0 50,2 3012 0,0001
K 2000,00 30,0 1,9 114 0,027
Ca 2,10 31,5 122,6 7356 0,0004
Mn 0,40 6,0 3,9 528 0,001
Zn 0,40 6,0 0,12 7,2 0,08
K 0,10 1,5 1,8 108 0,001
Cu 0,04 0,6 0,025 1,5 0,0004
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Annexe IX : résultats des spéciations
minéralogiques au sein des

microcosmes de sol
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Tableau 40 : répartition (%) de Cd au sein des fractions minéralogiques de chaque microcosme.

Microcosme Microcosme Microcosme

. Microcosme Microcosme bioaugmenté bioaugmenté bioaugmenté
Fractions

témoin biostimulé avec A. avec C. avec C.
cylindrospora atrobrunneum micaceus

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

F1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

eau 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
moy 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

EC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

. F2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

échangeable

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

moy 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

EC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

1,6 1,7 1,7 1,8 1,7

1,4 2,3 2,0 2,0 2,0

F3 1,6 1,7 2,0 3,1 1,8
acido-soluble 1,7 - 2,3 2,4 2,6
moy 1,6 1,9 2,0 2,3 2,1

EC 0,1 0,3 0,2 0,4 0,3

28,2 25,4 21,5 20,1 20,7

27,0 28,4 22,0 26,9 27,8

F4 27,8 23,3 23,9 25,3 27,8
réductible 26,6 - 23,3 19,8 25,7
moy 27,4 25,7 22,7 26,1 25,5

EC 0,6 1,8 0,9 0,8 0,9

1,1 1,3 1,5 1,1 1,2

1,2 0,5 1,9 0,8 2,6

F5 1,2 0,6 1,6 2,7 2,7
oxydable 1,0 - 2,8 - 1,5
moy 1,1 0,8 2,0 0,9 2,0

EC 0,1 0,3 0,4 0,1 0,5

30,9 28,5 24,7 23,0 23,6

F6 29,7 31,2 26,0 29,7 32,4
total 30,6 25,6 27,5 31,0 32,4
potentiellement 29,4 - 28,5 - 29,8
disponible moy 30,2 28,4 26,7 29,3 29,5
EC 0,6 1,9 1,3 3,9 1,1

moy : moyenne, EC : écart-type
- : valeur non retenue (aberrante ou volatilisation de I'échantillon)
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Tableau 41 : répartition (%) de Cu au sein des fractions minéralogiques de chaque microcosme.
Microcosme Microcosme Microcosme
Microcosme Microcosme bioaugmenté bioaugmenté bioaugmenté

Fractions témoin biostimulé avec A. avec C. avec C.
cylindrospora atrobrunneum micaceus

0,4 0,1 0,1 0,3 0,2

0,4 0,2 0,1 0,4 1,4

F1 0,4 0,1 0,2 0,4 0,1

eau 1,6 0,6 0,3 0,3 0,1
moy 0,7 0,2 0,2 0,4 0,5

EC 0,5 0,2 0,1 0,0 0,5

0,4 0,2 0,3 0,3 0,3

0,7 0,5 0,3 0,5 1,2

. R 0,5 0,2 0,3 0,3 0,3
échangeable 0,9 13 0,3 0,8 03
moy 0,6 0,6 0,3 0,5 0,5

EC 0,2 0,1 0,0 0,2 0,3

0,3 0,1 0,2 0,4 0,4

1,4 0,1 0,1 0,7 1,0

F3 0,6 0,1 0,2 0,1 0,3
acido-soluble 0,4 - 0,3 0,2 0,2
moy 0,7 0,1 0,2 0,4 0,5

EC 0,4 0,0 0,1 0,2 0,3

25,1 25,7 20,0 32,2 31,3

32,9 28,2 22,1 31,0 35,7

F4 25,8 25,4 16,4 25,3 30,3
réductible 37,4 - 21,8 - 35,9
moy 30,3 26,4 20,1 29,4 33,3

EC 4,8 1,2 1,9 4,7 2,5

4,7 6,0 8,7 6,6 4,3

5,6 7,0 11,8 6,6 6,7

F5 4,1 6,5 9,6 16,1 6,1
oxydable 5,2 - 8,7 - 4,6
moy 4,9 10,70 9,7 9,8 5,4

EC 0,5 5,6 1,0 4,4 1,0

31,0 32,1 29,2 39,8 36,5

F6 41,1 36,1 34,3 39,2 46,0
total 31,3 45,3 26,8 42,2 37,2
potentiellement 45,5 - 31,4 - 41,1
disponible moy 37,2 37,8 30,4 40,5 40,2
EC 6,1 5,0 2,5 7,5 3,3

moy : moyenne, EC : écart-type
- : valeur non retenue (aberrante ou volatilisation de I'échantillon)
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Tableau 42 : répartition (%) de Pb au sein des fractions minéralogiques de chaque microcosme.
Microcosme Microcosme Microcosme

. Microcosme Microcosme bioaugmenté bioaugmenté bioaugmenté
Fractions

témoin biostimulé avec A. avec C. avec C.

cylindrospora atrobrunneum micaceus
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,1
F1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
eau 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
moy 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
EC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,1
R 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
échangeable 0,0 0,0 0,0 01 0,0
moy 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
EC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,5 0,3 1,9 1,1 1,1
0,5 0,5 1,0 1,5 0,7
F3 04 0,5 1,1 1,0 1,0
acido-soluble 0,6 - 1,2 1,5 1,1
moy 0,5 0,3 1,3 1,3 0,8
EC 0,1 0,2 0,3 0,3 0,5
2,5 2,0 2,8 3,9 3,2
2,5 3,5 2,2 5,5 3,4
F4 3,2 3,6 2,3 6,0 3,9
réductible 2,9 - 4,4 - 3,1
moy 2,8 3,0 2,9 51 3,3
EC 0,3 0,7 0,7 1,4 1,6
3,1 0,5 3,6 1,2 2,0
2,3 1,1 8,7 2,6 0,7
F5 - 1,9 2,3 10,5 2,5
oxydable 2,3 - 8,2 - 4,3
moy 2,1 1,2 5,7 4,8 1,4
EC 0,7 0,6 2,7 0,5 0,8
6,1 2,7 8,3 6,3 6,3
F6 53 5,2 11,9 9,7 5,0
total 4,2 6,0 5,6 17,5 7,3
potentiellement 5,9 - 13,8 - 8,6
disponible  moy 54 4,6 9,9 11,2 6,8
EC 0,6 1,3 1 4,2 1,1

moy : moyenne, EC : écart-type
- : valeur non retenue (aberrante ou volatilisation de I'échantillon)
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Tableau 43 : répartition (%) de Ca au sein des fractions minéralogiques de chaque microcosme.
Microcosme Microcosme Microcosme

. Microcosme Microcosme bioaugmenté bioaugmenté bioaugmenté
Fractions

témoin biostimulé avec A. avec C. avec C.
cylindrospora atrobrunneum micaceus

0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

F1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

eau 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
moy 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

EC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

1,0 1,0 1,1 1,3 1,4

1,0 0,9 1,1 1,3 1,4

R 1,1 0,9 0,9 1,3 1,4
échangeable 11 12 0,9 15 15
moy 1,1 1,0 1,0 1,3 1,4

EC 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1

15,1 15,3 14,9 23,5 23,5

14,5 15,5 15,6 24,5 26,1

F3 14,8 16,2 14,4 23,3 25,3
acido-soluble 15,8 - 13,3 23,9 24,0
moy 15,0 15,7 14,5 23,8 24,7

EC 0,4 5,9 0,7 0,4 1,0

1,3 1,2 1,7 2,4 2,0

1,4 1,5 1,7 2,0 2,5

F4 0,1 1,2 1,4 3,0 1,7
réductible 0,1 - 0,3 2,3 3,0
moy 0,7 1,3 1,2 2,5 2,3

EC 0,6 0,5 0,5 0,3 0,5

1,1 1,4 4,8 3,4 1,9

1,2 0,5 4,3 3,3 4,6

F5 1,2 1,1 4,8 2,7 2,5
oxydable 1,1 - 4,9 3,1
moy 0,9 1,0 4,7 3,2 3,0

EC 0,4 0,5 0,2 1,2 0,8

F6 18,7 19,1 22,6 30,7 28,8
total 17,0 18,6 22,8 31,5 34,7
potentiellement 17,2 19,5 21,6 30,4 30,9
disponible 19,4 - 19,4 - 31,8
moy 17,8 19,1 21,6 30,9 31,6

EC 0,7 0,3 1,7 1,2 1,7

moy : moyenne, EC : écart-type
- : valeur non retenue (aberrante ou volatilisation de I'échantillon)
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Tableau 44 : répartition (%) de Cr au sein des fractions minéralogiques de chaque microcosme.

Microcosme Microcosme Microcosme

. Microcosme Microcosme bioaugmenté bioaugmenté bioaugmenté
Fractions

témoin biostimulé avec A. avec C. avec C.
cylindrospora atrobrunneum micaceus

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

F1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0

eau 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
moy 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

EC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0,0 0,1 0,0 0,0 0,0

. R 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
échangeable 0,0 0,1 0,0 01 0,0
moy 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0

EC 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0

0,6 0,4 1,0 0,7 1,0

0,5 0,5 1,0 0,8 1,4

F3 0,8 0,6 1,0 1,4 1,2
acido-soluble 0,6 - 0,9 0,8 1,5
moy 0,6 0,5 1,0 0,9 1,3

EC 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2

25,3 21,3 24,5 25,7 27,7

24,3 21,1 21,4 29,0 46,0

F4 27,3 21,9 27,8 24,7 32,5
réductible 22,6 - 21,2 - 34,0
moy 24,9 21,4 23,7 26,5 35,1

EC 1,4 0,3 2,4 4,0 5,5

4,6 7,3 11,4 13,7 14,7

3,1 6,8 13,7 10,3 5,9

F5 2,5 5,6 10,9 11,8 10,3
oxydable 6,4 - 8,7 - 11,7
moy 4,2 6,6 11,2 11,9 10,7

EC 1,3 0,6 1,4 4,5 2,6

F6 30,5 29,0 36,9 40,1 43,5
total 28,0 28,5 36,1 40,1 53,4
potentiellement 30,7 28,1 39,7 37,8 44,1
disponible 29,6 - 30,8 - 47,3
moy 29,7 28,5 35,9 39,4 47,1

EC 0,9 0,3 2,7 8,5 3,3

moy : moyenne, EC : écart-type
- : valeur non retenue (aberrante ou volatilisation de I'échantillon)
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Tableau 45 : répartition (%) de Fe au sein des fractions minéralogiques de chaque microcosme.

Microcosme Microcosme Microcosme

. Microcosme Microcosme bioaugmenté bioaugmenté bioaugmenté
Fractions

témoin biostimulé avec A. avec C. avec C.
cylindrospora atrobrunneum micaceus

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

F1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

eau 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
moy 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

EC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

. R 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
échangeable 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
moy 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

EC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0,8 1,1 1,0 1,1 1,0

0,7 1,4 1,2 1,3 1,3

F3 1,1 0,8 1,2 2,2 1,2
acido-soluble 1,0 - 1,4 1,6 1,9
moy 0,9 1,1 1,2 1,5 1,3

EC 0,1 0,4 0,1 0,4 0,3
35,4 32,1 29,2 44,0 40,1

30,8 36,8 29,6 55,5 55,7

F4 34,2 29,5 31,6 51,0 54,6
réductible 31,9 - 32,8 - 50,9
moy 33,1 32,8 30,8 50,16 50,3

EC 1,7 2,7 1,4 6,7 51

1,4 1,9 1,5 1,5 1,7

0,8 0,4 1,4 1,1 4.4

F5 1,5 0,7 1,8 4,5 4,7
oxydable 1,2 - 2,4 - 1,9
moy 1,2 1,0 1,8 2,4 3,2

EC 0,2 0,6 0,3 1,4 1,4

37,6 35,1 31,7 46,6 42,8

F6 32,4 38,7 32,2 57,9 61,5
total 36,8 31,0 34,7 57,8 60,5
potentiellement 34,1 - 36,6 - 54,8
disponible moy 35,2 34,9 33,8 54,1 54,9
EC 2,0 2,6 2,2 8,0 6,1

moy : moyenne, EC : écart-type
- : valeur non retenue (aberrante ou volatilisation de I'échantillon)
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Tableau 46 : répartition (%) de K au sein des fractions minéralogiques de chaque microcosme.
Microcosme Microcosme  Microcosme
Microcosme Microcosme bioaugmenté bioaugmenté bioaugment

Fractions témoin biostimulé avec A. avec C. é avec C.
cylindrospora atrobrunneum  micaceus

0,9 2,2 1,7 1,9 3,1

0,7 2,2 2,2 1,8 3,1

F1 0,5 1,9 1,9 1,5 3,1

eau 0,9 2,2 1,8 1,9 3,4
moy 0,8 2,1 1,9 1,8 3,2

EC 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

4,3 7,1 7,0 3,2 3,3

3,9 6,4 7,0 3,2 3,0

B2 3,7 6,6 5,6 3,1 3,1
échangeable 46 7,5 6,0 3,6 3,3
moy 4,1 6,9 6,4 3,3 3,2

EC 0,3 04 0,6 0,2 0,1

34,3 45,1 12,9 9,4 7,9

30,8 46,7 14,6 9,2 8,4

F3 33,3 50,3 13,7 8,7 8,3
acido-soluble 35,2 - 12,8 9,1 7,4
moy 33,4 47,4 13,5 91 8,0

EC 1,4 1,9 0,7 0,2 0,3

12,4 13,5 12,9 7,4 9,0

12,3 15,9 11,1 14,4 12,2

F4 14,8 12,5 11,7 13,0 12,2
réductible 12,1 - 13,1 - 8,6
moy 12,9 14,0 12,2 11,6 10,5

EC 1,0 1,3 0,8 3,7 1,7

1,8 1,6 3,4 1,8 2,1

1,7 1,1 3,8 2,8 2,0

F5 1,8 1,7 3,1 2,1 3,1
oxydable 1,8 - 3,7 - 1,7
moy 1,8 1,5 3,5 2,2 2,2

EC 0,0 0,6 0,3 0,8 0,5

53,8 69,4 37,8 23,8 25,3

F6 49,5 72,4 38,8 31,5 28,7
total 54,1 73,0 36,0 28,4 29,9
p°te2::"em 54,5 - 37,4 - 24,6
disponible moy 53,0 71,6 37,5 27,9 27,1
EC 1,7 1,5 0,7 4,1 2,2

moy : moyenne, EC : écart-type
- : valeur non retenue (aberrante ou volatilisation de I'échantillon)
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Tableau 47 : répartition (%) de Mn au sein des fractions minéralogiques de chaque microcosme.
Microcosme  Microcosme  Microcosme

. Microcosme Microcosme bioaugmenté bioaugmenté bioaugmenté
Fractions

témoin biostimulé avec A. avec C. avec C.
cylindrospora atrobrunneum micaceus
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
F1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
eau 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
moy 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
EC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,2 0,1 0,1 0,2 1,0
0,3 0,1 0,1 0,2 1,1
. R 0,2 0,1 0,1 0,2 1,0
échangeable 03 0,2 0,1 0,2 11
moy 0,3 0,1 0,1 0,2 1,1
EC 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
5,5 4,4 57 8,8 13,4
6,0 4,4 6,5 9,8 14,6
F3 6,4 51 6,3 12,0 13,0
acido-soluble 5,6 - 5,3 9,4 13,6
moy 5,9 4,6 5,9 10,0 13,7
EC 0,3 0,3 0,5 1,0 0,5
15,6 14,9 14,3 14,0 15,9
16,1 15,8 15,3 19,5 21,9
F4 15,9 15,6 15,5 18,8 19,3
réductible 15,7 - 13,5 - 18,6
moy 15,8 15,5 14,6 17,4 18,9
EC 0,2 0,4 0,7 2,8 1,7
3,5 3,6 5,7 5,5 4,6
3,3 1,6 51 3,9 3,4
F5 3,4 2,6 5,6 4,8 4,2
oxydable 3,0 - 4,9 - 2,9
moy 3,3 2,6 5,3 4,8 3,8
EC 0,1 0,7 0,3 1,8 0,6
24,8 23,0 25,7 28,5 35,0
F6 25,7 22,0 26,9 33,4 41,0
total 26,0 23,3 27,5 35,8 37,6
potentiellement 24,7 - 23,7 - 36,2
disponible moy 25,3 22,8 26,0 32,6 37,5
EC 0,5 0,5 1,6 4,5 1,8

moy : moyenne, EC : écart-type
- : valeur non retenue (aberrante ou volatilisation de I'échantillon)
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Tableau 48 : répartition (%) de Ni au sein des fractions minéralogiques de chaque microcosme.
Microcosme  Microcosme  Microcosme

. Microcosme Microcosme bioaugmenté bioaugmenté bioaugmenté
Fractions

témoin biostimulé avec A. avec C. avec C.
cylindrospora atrobrunneum micaceus

0,5 0,3 0,3 0,2 0,2

0,3 0,3 0,3 0,2 0,4

F1 0,3 0,3 0,3 0,2 0,2

eau 0,4 0,3 0,3 0,2 0,2
moy 0,4 0,3 0,3 0,2 0,3

EC 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1

0,3 0,4 0,3 0,4 0,4

0,4 0,4 0,3 0,4 0,5

B F2 0,6 0,3 0,3 0,3 0,4
échangeable 03 0,8 0,3 0,5 0.5
moy 0,4 0,5 0,3 0,4 0,4

EC 0,1 0,2 0,0 0,0 0,0

5,0 4,0 7,0 4,4 5,3

49 4,0 9,2 5,4 8,0

F3 5,2 4,6 8,0 6,5 6,1
acido-soluble 5,1 - 6,9 5,7 7,3
moy 51 4,2 7,8 5,5 6,7

EC 0,1 0,3 0,8 0,6 1,0

38,8 36,5 32,4 36,1 32,9

36,0 41,3 30,4 43,5 44,2

F4 35,0 32,2 33,7 37,6 41,3
réductible 34,5 - 37,8 25,1 39,0
moy 36,0 36,7 33,6 35,6 39,3

EC 1,4 3,1 2,2 5,3 3,4

4,5 7,0 9,9 7,7 8,1

4,3 4,1 13,5 4,8 10,2

F5 5,8 6,2 11,8 8,6 7,0
oxydable 6,5 - 12,8 - 6,6
moy 5,3 5,7 12,0 7,0 8,0

EC 0,9 1,1 1,2 1,5 1,2

49,1 48,2 49,8 48,9 46,9

F6 45,8 50,1 53,7 54,2 63,3
total 46,8 43,6 54,2 53,2 54,9
potentiellement 46,8 - 58,1 - 53,6
disponible moy 47,1 47,3 53,9 48,7 54,7
EC 1,0 2,4 2,2 2,1 4,4

moy : moyenne, EC : écart-type
- : valeur non retenue (aberrante ou volatilisation de I'échantillon)
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Tableau 49 : répartition (%) de Zn au sein des fractions minéralogiques de chaque microcosme.

Microcosme Microcosme Microcosme

. Microcosme Microcosme bioaugmenté bioaugmenté bioaugmenté
Fractions

témoin biostimulé avec A. avec C. avec C.
cylindrospora atrobrunneum micaceus

0,2 0,2 0,3 0,1 0,1

0,1 0,4 0,2 0,1 0,4

F1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1

eau 0,3 0,2 0,4 0,1 0,1
moy 0,2 0,2 0,3 0,1 0,2

EC 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1

0,1 0,0 0,1 0,0 0,0

0,2 0,2 0,1 0,0 0,1

. R 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1
échangeable 0,1 0,5 0,2 01 0,0
moy 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1

EC 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0

6,6 6,4 7,8 8,5 9,0

8,0 16,8 9,5 9,5 9,7

F3 63,0 6,7 8,7 8,9 8,5
acido-soluble 9,7 - 6,8 9,9 9,2
moy 21,8 9,9 8,2 9,2 91

EC 20,6 4,6 0,9 0,5 0,4

39,1 37,4 30,7 32,0 23,3

39,8 47,8 31,2 33,8 27,9

F4 69,8 34,1 314 30,6 28,3
réductible 45,7 - 35,2 28,5 33,2
moy 48,6 39,8 32,1 31,2 28,2

EC 10,6 5,3 1,5 1,7 2,6

5,3 2,1 2,6 1,5 2,0

2,0 1,5 2,8 2,0 1,4

F5 10,5 1,8 2,4 3,2 2,3
oxydable 1,9 - 4,0 2,0 1,2
moy 4,9 1,8 3,0 2,2 1,7

EC 3,0 0,2 0,5 0,5 0,5

51,3 46,2 41,5 42,1 34,5

F6 50,2 66,6 43,8 45,5 39,5
total 143,7 42,7 42,8 42,8 39,3
potentiellement 57,8 - 46,6 40,7 43,8

disponible moy 75,7 51,8 43,7 42,8 39,2

EC 34,0 9,8 1,4 1,4 2,4

moy : moyenne, EC : écart-type
- : valeur non retenue (aberrante ou volatilisation de I'échantillon)
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Annexe X : publication N°1

Albert Q, Leleyter L, Lemoine M, Heutte N, Rioult J-P, Sage L, Baraud F, Garon D (2018) Comparison of
tolerance and biosorption of three trace metals (Cd, Cu, Pb) by the soil fungus Absidia

cylindrospora. Chemosphere 196:386—392
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HIGHLIGHTS

o Absidia cylindrospora was able to biosorb 68% of Cd, 59% of Pb and 14% of Cu after 3 days of exposure at 50 mgL .

« Cd and Pb were mostly absorbed, whereas Cu was mostly adsorbed.

« Cd and Pb inhibited fungal biomass production, but Cu did not.

« pH decreased after 3 and 7 days of Pb exposure and after 7 days of Cd exposure. pH did not change on exposure to Cu.
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ABSTRACT

Trace metals cause deterioration of the soil and constitute a major concern for the environment and
human health. Bioremediation could be an effective solution for the rectification of contaminated soils.
Fungi could play an important role in biodegradation because of the morphology of their mycelium
(highly reactive and extensive biological surface) and its physiology (high tolerance to many stresses,
production of enzymes and secondary metabolites). Fungi can effectively biosequestrate, or biotransform
many organic and inorganic contaminants into a non-bioavailable form. This experiment was designed to
evaluate the tolerance and the biosorption abilities of the fungus Absidia cylindrospora against three trace
metals: Cadmium (Cd), Copper (Cu), and Lead (Pb). Firstly, the tolerance of the strain was evaluated on
metal-enriched malt extract agar (MEA). Secondly, the strain was exposed to trace metals, in a liquid malt
extract medium. After 3 or 7 days of exposure, the quantities of absorbed and adsorbed metals were
measured with Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometry (ICP-OES). Biomass produc-
tion and pH evolution were also evaluated during the test. Our experiment revealed differences between
the three metals. In agar medium, Cd and Pb were better tolerated than Cu. In liquid medium, Cd and Pb
were mostly absorbed whereas Cu was mostly adsorbed. A. cylindrospora biosorbed 14% of Cu, 59% of Pb
and 68% of Cd when exposed for 3 days at 50 mgL .

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

identified across Europe (European Commission, 2015). In France,
there are around 6547 potentially polluted sites, around 38% of

It is estimated that 60% of fertile lands are degraded and their
contamination is one of the major threats to soil (Montanarella
et al., 2015). There are about 530,000 contaminated sites in the
USA (US EPA, 2014) and around 340,000 contaminated sites

* Corresponding author. Centre F. Baclesse, ABTE EA4651-ToxEMAC, Avenue
Général Harris, BP5026, 14076, CAEN, Cedex 05, France
E-mail address: david.garon@unicaen.fr (D. Garon).

https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2017.12,156
0045-6535/® 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

them (2508 sites) potentially contaminated by trace metals
(Montanarella et al., 2015). Widely used all around the world, trace
metals are a major health and environmental concern throughout
the world because most of them are not metabolized, and accu-
mulate in the environment. This accumulation is a direct threat to
water and food production (Dighton, 2003; Baraud and Leleyter,
2012; Gadd et al, 2014). Soil remediation is becoming a vital
method to conserve and restore land safe for food and water pro-
duction (US EPA, 2013; Adamo et al., 2014). Our interest focuses on
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cadmium (Cd), copper (Cu) and lead (Pb) because these trace
metals are widely dispersed throughout soil with subsequent
transfer to vegetables which can affect both ecosystems and
humans (Jolly et al., 2013).

Pb is a major environmental pollutant that persists for decades
in the environment. Elevated level of Pb in environmental spheres
can cause various damaging effects in plants and animals (Lucas
et al, 2012; Wijayawardena et al., 2015). Cd is a widespread
pollutant showing carcinogenic effects (Gwaltney-Brant, 2013;
Majewska et al., 2007). Cu is a micronutrient but becomes toxic
for the biosphere at high concentrations. This is the third most used
metal in the world (US EPA, 2013; Zotti et al.,, 2014).

Biological remediation methods are important because of their
cost effectiveness, diversity, eco friendliness, social acceptance and
efficiency. Several studies have shown the removal potential of
these methods for organic (i.e. polycyclic aromatic hydrocarbon,
PAH) and inorganic pollutants (i.e. trace metals) (Khan et al., 2000;
Anjum et al., 2015). Phytoremediation in combination with plant
promoting microorganisms is a well studied technique (Ullah et al.,
2015). Fungi are good candidates to be part of the biotechnological
methods (Arora, 2004; Stamets, 2005; Dixit et al., 2015). Mush-
rooms and molds are well known soil conditioners, pioneer in-
habitants, and potential metal bioaccumulators (Baldrian, 2003;
Gadd, 2008; Garcia-Delgado et al,, 2015). Fungal biosorption is a
well-documented phenomenon (Kapoor and Viraraghavan, 1995).
Biosorption is the metal binding capacity on the cell wall
(adsorption) and within the cell (absorption) (Singh, 2006). Fungi
are able to grow in poor and contaminated media, can mobilize
nutrients and are known to explore the environment due to their
three dimensional sharing cellular network (Fomina and Gadd,
2014; Singh, 2006, 2015). They also produce several secondary
metabolites like biosurfactants, enzymes (laccases) and low mo-
lecular weight organic acids such as oxalic acid, which can influ-
ence metal soil mobilization and enhance their biosorption (Gadd
et al., 2014). Several studies have already shown the potential of
fungal strains in metal tolerance and biosorption in wastewater
treatment (Khan et al., 2000; Say et al., 2001; Fomina et al., 2003;
Svecova et al., 2006; Egamberdieva et al., 2016). Metal sequestra-
tion by fungi could be an effective strategy to decrease metal
bioavailability to the biosphere. Trametes versicolor (Lorenzo et al.,
2006), Paecilomyces lilacinus (Zucconi et al, 2003), Pleurotus
ostreatus (Javaid et al., 2011; Li et al., 2017), Rhizopus arrhizus
(Fourest et al., 1994; Ahmad et al., 2005; Naja et al., 2005), Tricho-
derma atroviride (Mohsenzadeh and Shahrokhi, 2014), Penicillium
oxalicum (Xin et al., 2010) and Phanerochaete chrysosporium (Zhao
et al.,, 2016) are some of the well-studied species. It has been sug-
gested that fungi belonging to Mucoromycotina could be used in
biosorption trials because of their abundant and rapidly growing
mycelium (Hoffmann et al., 2013),

This study was designed to evaluate the tolerance and bio-
sorption potential of A. cylindrospora to Cd, Cu, and Pb before
considering a possible use to treat contaminated soils.

2. Materials and method
2.1. Fungal strain

A. cylindrospora Hagem, 1908 belongs to the division of the
Mucoromycotina. The strain used here had previously been isolated
following the soil plates method of Warcup (1950) from a soil
polluted by both polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) and trace
metals. It has been characterized and tested for its abilities on PAH
(fluorene) degradation in a previous study performed in laboratory
(Garon et al,, 2000). A. cylindrospora was preserved in our labo-
ratory's fungal collection at 4 °C (number AcS_2000) and has been

reactivated on Malt Extract Agar (MEA) at 25°C.
2.2. Trace metal tolerance in agar medium

The trace metal tolerance of the fungal strain was evaluated on
metal-enriched MEA media in Petri dishes. Sulfate salts are used for
Cd and Cu: CdSQO4 and CuSOQ4, 5H20 respectively (Sigma Aldrich,
analytical grade), whereas lead nitrate Pb(NO3), (Sigma Aldrich,
analytical grade) was chosen for Pb due to the low solubility of
PbS04. Sulfate salts are supposed to be inert for the fungi. Stock
solutions are prepared by dissolution of the salt powder in ultra-
pure water and stored at 4 °C. The following concentrations were
tested: O (control); 10; 50; 100, and 1000 mg L ' for Cd, Cu and Pb.
Such salts and this range of concentrations are frequently used in
biosorption studies (Li et al., 2004, 2009; Xiangliang et al., 2005;
Zotti et al.,, 2014; Nongmaithem et al,, 2016; Li et al., 2017).

The fungal strain was deposited in the middle of the trace metal-
enriched medium and incubated at 25 °C for 30 days. Each day, the
growth diameters of the fungus were recorded. If complete inhi-
bition was observed, the strain was transferred onto MEA medium
without metal, in order to test the fungicidal or fungistatic effect.
The experiment was performed in triplicate for each metal of in-
terest (Cd, Cu, Pb).

2.3. Biosorption of trace metal in liquid medium

The design of our experiment was based on the publications of
Garon et al. (2004), Mouhamadou et al. (2013), and Sage et al.
(2014). The fungal strain was exposed to each metal, at two
different concentrations (50 and 100 mg L™") and biosorption was
evaluated after 3 and 7 days of exposure. The experiment was
performed in triplicate for each metal. Such experimental condi-
tions are similar to those proposed by various authors (Zotti et al.,
2014; Nongmaithem et al., 2016; Li et al., 2017).

Fig. 1 diagrammatically represents the stages of this trial. After a
7-days subculture at 20 °C on MEA, mycelium was harvested off the
agar surface (about 30 mg dried mass), transferred to 25 mL Malt
Extract Broth medium (MEB) and incubated at 20 °C, on a rotary
shaker, at 150 rpm. After 3 days of mycelium growth, Cd, Cu or Pb
were added from a pre-prepared stock solution (see 2.2). A control
was prepared in the same conditions without metal. After 3 or 7
days of exposure under these conditions (20°C, 150rpm), the
mycelium was filtered on sterile gauze, gently rinsed with 50 mL of
ultra-pure water in order to liberate and collect the metal adsorbed
on the fungal cell wall (Joshi et al., 2011). The mycelium was then
dried at 40 °C until constant mass was reached (about 48 h). During
the experiment, the pH was measured (pH 1100 H, VWR®) once
before the metal solution addition (pH;), and then after the end of
the metal exposure (pHz). The obtained values were compared to
the initial pH of the culture media (pHg) (Table 1). Biomass pro-
duction (dried mass) was measured at the end of the experiment
and compared to the control.

At the end of the experiment, three new fractions were ob-
tained: the liquid media (Fraction A); the rinsing water (Fraction B),
and the dried mycelium (Fraction C). Fraction A and Fraction C were
mineralized before the analysis of the trace metals. An aliquot of
5mL from Fraction A and all Fraction C were placed separately in
hermetic Teflon® tanks and digested in aqua regia. Aqua regia was
prepared as follows: one part HNO; 65% (Carlo Erba®, analytical
grade) added to two parts HCI 37% (Carlo Erba®, analytical grade)
and 10 mL of it was added to each hermetic tank. Fraction A and
Fraction C were then heated at 175 °C, power 80% in a microwave
oven (Speed Oven, Berghof™).

The digests and the rinse water (Fraction B) were filtered on
0.45 um Millipore membrane filters (Millex”) and analysed in
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B) divided by the initial quantity of metal in the culture media (Qo):
%ad = Qads/QO (2)

Biosorption percentages were calculated as the sum of adsorp-
tion and absorption. The biosorption was also evaluated as the
quantity of metal biosorbed per mg of dry mycelium biomass.

24. Statistical analyses

3 days
20°C
3 or 7 days of exposure 1501pm Exploratory analyses were conducted to compare biomass, ab-
152(:’;;“ sorption, biosorption, pH and metal concentration at time of
PH, PHo exposure by using the Wilcoxon exact test. Statistical significance
was defined as P < 0.05. All analyses were conducted using the SAS
<§/\\ version 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
- S f\’ﬁ_{,{- S 3. Results and discussion
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3.1. Metal tolerance in agar medium

Fig. 2 shows the growth profiles obtained during the tolerance
experiment with A. cylindrospora. The control (without metal)
reached the maximum growth 85 mm after 7 days. For each metal,
concentrations over 10 mg L~ can reduce fungal growth. Cadmium
was the most tolerated metal and growth was visually significant
even at a high concentration (1000mgL™') (Fig. 2A). Growth in
lead supplemented-medium occurred at 10, 50 and 100 mg L~ ! but
was inhibited at 1000mgL~". This high concentration was not
fungicidal. Indeed, the mycelium was able to grow again and

Liquid Rinse water Dried mycelium
media (Adsorption) (Absorption) reached the maximum growth diameter as fast as the control when
Fraction A Fraction B Fraction C transferred onto a metal-free medium (Fig. 2C M). Copper
ETRUEL. l ST S— appeared to be the most toxif metal. inAtr.lis experiment. Grlowth
occurred at 10 and 50mgL ", was inhibited at 100 mgL " and
P proved fungicidal at 1000 mg L~ (Fig. 2B). At 7 days, the concen-

Fig. 1. Schematic representation of the biosorption experiment in liquid media.

triplicate by argon plasma ICP-OES (5100 Agilent Technologies™).
The analytical quality of chemical data was validated using stan-
dard certified materials HR-1 (Canadian Center for Inland Waters
National Laboratory for Environmental Testing). Values of 0.005,
0.03 and 0.03 pug L~ ! respectively are the ICP-OES limits of detection
for Cd, Cu and Pb, calculated as three times the standard deviation
of ten blank replicates (Hamdoun et al., 2015).

The percentage of absorbed metal (%,,) was then calculated as
the quantity of metal absorbed inside the mycelium (Qaps, Fraction
C) divided by the initial quantity of metal in the culture media (Qp):
%ab = Qabs/Qo (1)-

The percentage of adsorbed metal (%.q) was calculated as the
quantity of metal adsorbed on the mycelium cell wall (Q,qs, Fraction

Table 1

trations which inhibit 50% of fungal growth (IC50) were 100, 34 and
50 mg L~! for Cd, Cu and Pb, respectively.

Intramatrical  growth (without aerial —mycelium) of
A. cylindrospora was visually observed at 1000, 10 and 50 mgL ™' of
Cd, Pb and Cu, respectively.

A. cylindrospora revealed an original metal tolerance profile,
with a very high resistance to Cd (>1000 mgL~!) and was more
sensitive to Cu. Mohammadian et al. (2017) studied different fungi
and showed different profiles. Among them Trichoderma harzianum
was able to tolerate Cd up to 35 mg L~ and Cu was better tolerated
than Cd (IC50 =350 mgL™").

3.2. Biosorption experimentation in liquid medium
3.2.1. pH and fungal biomass growth

Fig. 3 and Table 1 show biomass production and pH measure-
ments respectively under the different conditions of the

Monitoring of pH after metal exposure. The value is calculated as the average of 3 replicates (standard deviation in brackets). For each metal, the values followed by different

letters are statistically different.

pHo pH2

3 days 7 days
Control medium 5.4 (0.0) 5.4 (0.0) 5.4 (0.0)
Control medium without metal, with mycelium 5.4 (0.0) 4.0 (0.14) 3.6 (0.32)
Control medium with metal, without mycelium 5.4(0.0) Cd 5.2 (0.00) Cd 5.2 (0.00)

Cu 4.4 (0.00) Cu 4.4 (0.00)

Pb 4.9 (0.05) Pb 4.9 (0.05)
Cd 50mg L' 5.4 (0.0) 4.2 (0.06)a 1.8 (0.00)b
Cd 100 mg L™ 4.1(0.10)a 1.5 (0.00)b
CuS50mgL?! 5.4(0.0) 3.7 (0.00)c 3.8 (0.10)d
Cu100mg L’ 3.6 (0.06)c 3.8(0.12)d
Pb50mg L’ 5.4 (0.0) 2.0 (0.00)e 2.1(0.06)e
Pb100mgL! 1.8 (0.15)f 1.7 (0.05)f
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Fig. 2. Growth profiles of A. cylindrospora on metal-enriched MEA with 10, 50, 100
and 1000 mg L~" of Cd (A), Cu (B), or Pb (C). The controls do not contain any metal.

experiment. After 3 days of Cd exposure, the biomass of
A. cylindrospora represented 100% of the control's biomass (without
trace metal) and was significantly different from the biomass at 7
days (p=0.0022) which only reached 65% of the control. After Cu
or Pb exposure, biomass production was not statistically different
for the two lengths of exposure and the two doses (p = 0.2403 and
p —0.3939, respectively for Cu and p—=0.9372 and p=0.9372,
respectively for Pb). After Pb and Cu exposure the biomass of

100 ® %

50

Percentage of dry biomass (%)
(=l
L)

A. cylindrospora respectively reached 65% and 100% of the control.

The pH of the control medium (without metal and without
mycelium) was stable throughout the experiment and remained at
5.4. We observed that the pH of the control medium with mycelium
decreased from 5.4 to 3.6 during the experiment. This decrease is as
a result of metabolic activities of the mycelium (Gadd et al,, 2014). A
similar pH decrease from 5.4 to 4.2 was observed after 3 days of Cd
exposure at 50 and 100 mg L~ ! respectively. A stronger pH decrease
was observed (from 5.4 to less than 2.0) after 7 days of Cd exposure,
at both concentrations. Cu induced a small decrease from 5.4 to 3.7
after 3 days at 50 mg L. Finally, after Pb exposure, the significant
decrease from 5.4 to around 2.0 or less, was observed under each
test condition. Statistical analysis showed that the time of exposure
was an influent factor on pH for Cd and Cu (p =0.0022 and
p = 0.0325, respectively), whereas for Pb, the concentration was the
influent factor (p = 0.0108).

To summarise, Pb appears as the most perturbing element of the
3 metals tested, followed by Cd and finally Cu. Indeed, Pb inhibits
biomass production and enhances pH decrease at 50 and
100 mg L™}, after both 3 and 7 days of exposure. Cd inhibits biomass
production and enhances pH decrease only after the longest time of
exposure (7 days) for both concentrations (50 and IOOmgL‘l).
Compared to the control, no change in biomass production or in the
pH was observed with Cu. An interesting difference was noticed
between the tolerance test in agar medium and the biosorption test
in liquid medium. During the tolerance test (see 3.1 and Fig. 2), Cu
was the most toxic metal. However, in liquid media, this element
did not show any inhibition of biomass production, suggesting
there was no toxic influence. On the other hand, Cd and Pb, were
better tolerated in agar media (see 3.1 and Fig. 2) and more
disruptive in liquid media.

In the environment, fungal populations produce low molecular
weight organic acids in order to mineralize nutrients and absorb
them (Burford et al., 2003; Glasauer et al., 2013). The same phe-
nomenon occurs in metal biosorption. Some are micronutrients
and are absorbed for metabolic necessity (Kavanagh, 2005). Toxic
trace metals are locked up in cell vacuoles to minimize their toxicity
after absorption (Gadd, 2010; Gadd et al., 2014; Baldrian, 2003). Cu
might be an inhibitor of the synthesis of the fungal organic acids
and reduce the pH decrease observed with Cd and Pb (Sazanova
et al., 2015). The possible difference in bioavailability between the
agar and the liquid media could partially explain this disparity. The
conditions of the experiment are also quite different (shaking,
aeration) and may induce variation. However, the different re-
sponses observed could also reveal an original mechanism of
detoxification. Other studies are needed to understand this further.

0
control CdS50 Cd100 Cd50 Cd 100

3days 3days 7days 7days

Cu50 Cul00 CuS50 Cul00
3days 3days 7days 7days

Pb 50 Pb 100 Pb50 Pb 100
3days 3days 7days 7days

Metal concentration (mg L) and exposure time

Fig. 3. Evaluation of dry biomass after exposure to trace metal in liquid medium, The two stars mean that biomass values are statistically different after 3 and 7 days of Cd exposure.
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3.2.2. Evaluation of the biosorption capacity

Fig. 4 shows the biosorption and absorption percentages
measured under the different conditions of our experiment.

On exposure to Cd, the highest biosorption rate (67%) was ob-
tained after 3 days at 50 mgL ", while biomass and pH remained
similar to the control, suggesting no or low metallic stress. In this
case, a maximum of biomass is produced and available to biosorb
Cd. Absorption is predominant (64%) under these conditions. The
absorption percentage is significantly lower after 7 days of expo-
sure (p=0.0022) while pH and biomass are decreased. The in-
crease in metal concentration did not lead to an absorption
percentage significantly different (p = 0.1797).

On exposure to Pb, the maximum biosorption (59%) was
observed, as with Cd, after 3 days at 50 mg L'LA longer exposure of
7 days did not significantly change the absorption percentage
(p =0.2403). At 100 mg L', the absorption percentage was signif-
icantly lower for both times of exposure (respectively 50% after 3
days and 40% after 7 days; p=0.0022). Here, biomass production
and pH are systematically decreased and the maximum biosorption
was reached at the lower concentration, after the shorter time of
exposure. Time or metal concentration increases may allow
expression of the toxicity of the metal and disturb the biosorption
process.

On exposure to Cu, the highest biosorption percentages were
obtained after 7 days, 20% and 19% for 50 and 100 mg L! respec-
tively, and were higher than those observed after 3 days of expo-
sure (p=0.0022). Adsorption was greater than absorption (for
example, absorption was only 5% after 7 days at 50mgL ). Ab-
sorption was only predominant after 7 days of exposure at

0 L& T

Percentages of biosorbed and absorbed

cdso  €dS0  €d100 €100 CuSO  CuSO  Cul0D Cul00  PbSD  PbSO  Pb100  Ph100
Jdays  7days  3days  doys  3days  Jdays  3days  Jdoys  3doys  days  3doys 7 days
Metal concentration (mg L") and exposure time
# Biosorption Absorption

Fig. 4. Fungal biosorption and absorption percentages after metal exposure.
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100 mg L! (15%). Here, biomass production reached the maximum
(100% of the control) under all conditions, so the maximum bio-
sorption was reached after the longest time of exposure.

The biosorption of Cd and Pb was higher after 3 days at
50 mg L™, while Cu was better biosorbed after 7 days, whatever the
concentration. As for pH, statistical analysis showed that the time of
exposure drives the absorption percentage for Cd and Cu, whereas
for Pb, the concentration of the metal was the controlling factor.

Pb was the most concentrated metal inside the mycelium (Fig. 5)
and reached a maximum of 13 pg of metal per mg of mycelium (pug
mg 1) at 50 mg L~ after 3 days and 17 pgmg ' at 100 mg L. The
concentrations of Cd were 7 and 9pgmg ! respectively, after 3
days, at 50 and 100 mg L YIn comparison, Li et al. (2017), have
studied the biosorption of Cd by Pleurotus ostreatus and a maximal
absorption of 1.9 pg mg~' was observed at 50 mg L™ after 10 days
of exposure. During our experiment described here, this particular
strain of A. cylindrospora allowed a higher biosorption, but of the
same order of magnitude. Taboski et al. (2005), showed that the
marine fungal species Corollospora lacera was able to biosorb
74 ngmg ! of Cd after 30 days and Monodictys pelagica to biosorb
15.6 ugmg ! of Pb after 15 days at 50 mg L~ L. A. cylindrospora has
been shown here to be a potentially good Cd and Pb-biosorbant for
bioremediation.

In our experiment the Pb and Cd concentrations in the myce-
lium decreased when the exposure time increases. On the contrary,
itincreases when the metal concentrations in the medium increase.
Li et al. (2004) studied the biosorption of Cd and Pb with Phaner-
ochaete chrysosporium. The maximum biosorption was also reached
after an exposure at 50 mg L~" and were 15.2 and 12.3 e mg‘1 for
Cd and Pb, respectively. According to this study, the optimal pH
promoting the highest biosorption was 4.5 for both Cd and Pb. The
biosorption of the latter was also preferential when the biosorption
experiment was performed with both trace metals in the culture
medium. An experiment in liquid medium with A. cylindrospora
exposed to different metals could be an interesting prospect.

After 3 and 7 days of Cu exposure, the concentration in the
mycelium reached 2pgmg~! at 50mgL~! and 4pg mg-' at
100 mg L! respectively. Li et al. (2009) also found that Cu bio-
sorption increase is concomitant with the metal concentration in
the medium with other strains such as Cladosporium cladospor-
ioides, Gliomastix murorum and Bjerkandera sp.

Holan and Volesky (1995) studied copper and lead biosorption
with Absidia orchidis. In this study, the fungal cell wall was chem-
ically modified by the addition of chemical groups like phosphoryl

o N & O ®

CdS0 Cd50 Cd100 Cd100 CuS50 Cu50 Cul00 Cul00 Pb50 Pb5S0 Pb100 Pb 100

3days 7days 3days 7days 3days

7 days

3days 7days 3days 7days 3days 7days

Metal concentration (mgL?) and exposure time

Fig. 5. Concentration of biosorbed metal after 3 and 7 days of exposure,
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or sulfoethyl. pH was maintained at 3.5 to enhance biosorption.
Under these conditions, A. orchidis biosorbed 14 pg mg ! of Pb and
4pgmg ' of Cd, which is close to our results (13pgmg ' and
7 ngmg~, respectively).

In our experiment, Pb is the most accumulated metal, followed
by Cd and Cu. Cu appears as the most toxic on agar media but not in
liquid medium (see 3.1, Fig. 2C and 3.2). Copper is also the least
biosorbed and concentrated by the mycelium with the highest
biosorption reached after 7 days at both concentrations. Cd and Pb
appear as the less toxic trace metals during the tolerance experi-
ment on agar media (see 3.1). Cd and Pb are better biosorbed after 3
days at 50 mg L' and absorption is dominant for both. For Cd, the
highest biosorption percentage is reached when biomass and pH
are close to control conditions. Pb is well absorbed despite the in-
hibition of biomass production and the pH decrease (see 3.2). The
concentration inside the mycelium depends on biomass produc-
tion, thus on growth conditions and on the tolerance of the strain
for the metal in question.

For the three trace metals studied, the biosorption percentages
were correlated with the pH measured after exposure to the metal
salt (pHz): r=0.93593 for Cd (p<0.0001); r=0.71631 for Cu
(p=0.0088); and r=0.71830 for Pb (p =0.0085). Final biomass
production was also correlated with biosorption percentage for Cd
(r=0.89510; p<0.0001) and Cu (r =0.69930; p =0.0114). These
results suggest that pH and biomass production are important
parameters for trace metal biosorption.

4. Conclusion

This experiment was designed to compare the bioaccumulation
potential of A. cylindrospora exposed to three metals — Cd, Cu, and
Pb. This fungal isolate has already demonstrated its ability to
degrade PAH (Garon et al, 2000). Our results suggest that
A. cylindrospora could also be a good biosorbent for trace metals.
Tolerance tests on agar media showed that Cd and Pb were well
tolerated by A. cylindrospora. After only 3 days, A. cylindrospora was
able to biosorb 14% of Cu. Under the same conditions, this fungus
biosorbs more than 50% of Cd and Pb and they are both mostly
absorbed. This particular strain of A. cylindrospora gave a different
response pattern to each metal (stress), but was able to significantly
biosorb them under our experimental conditions. Further studies
are needed to compare the tolerance and biosorption profiles with
others metals and others cultures.
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Selection of soil fungi with high tolerance and biosorption of three trace metals (Cd, Cu, Pb)

Trace metal contamination is a widespread and complex environmental problem_Because
fungi are picneer and engineer species in soils, capable of growing in adverse environ-
ments, several fungal species have an interesting potential in bioremediation. This study
proposes to test the ability to tolerate and biosorb three trace metals (Cd, Cu and Pb) of
28 fimgal isolates collected from different soils. First. a tolerance assay in agar medium
was performed. Each isolate was grown in the presence of Cd, Cu, and Pb at different
concentrations. Then, we exposed each soil fungus to 50 mg L of Cd, Cu, or Pb during
3 days in liquid medium. Parameters such as biomass production, pH. and biosorption
were evaluated. The results showed that responses to metal exposure are very diverse
even with fingi isolated from the same soil sample, or belonging te the same genera.
Several 1solates could be considered as good metal biosorbents and could be used in fir-
ture mycoremediation studies. Among the 28 fung tested, Absidia cylindrospora bie-
sorbed more than 45% of Cd and Pb, Chaetomium atrobrunneum biosorbed more than
45% of Cd, Cu, Pb, and Coprinellus micaceus biosorbed 100% of Ph.

Keywords: biosorption, metal, seil fungi, tolerance

Introduction

Soil contamination 1s a widespread problem in many countries. Trace metals and polveyelic
aromatic hydrocarbons (PAH) contamination of lands are some of the most important and com-
plex types of pollution in the world (Adamo et al. 2014). Several studies already showed the
bioremediation potenfial of fungi in PAH biodegradation (Rafin et al. 2000; Saxena et al. 2007;
Bouchiat et al. 2015; Marchand et al. 2017). The behavior of trace metals 18 hardly predictable
because of their dvnamic physico-chemical properties shaped by the properties of the soil ma-
trix (Young 2013; Bolan et al. 2014; Gadd 2017). Cadmivm (Cd). copper (Cu) and lead (Pb)
are three frequent and toxic trace metals found as soil contaminants (Stolte et al. 2015). Metals

are unmetabolized or slightly metabolized (Fomina and Gadd 2014). Biodegradation methods
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using living organisms are therefore not applicable, except for volatilization techniques con-
ceming metalloids like mercury or selenium but such technology could result in secondary
metal spreading (Kumiati et al. 2014; Xu et al. 2015). Biostabilization and bicaccunmlation
strategies are low-cost and more appropriate. They could effectively reduce bioavailability and
toxicity of the trace metals targeted. Bioextraction is another effective strategy which allows to
reduce the amounts of pollutants (Soares and Soares 2013). Many organisms including bacteria
(Bravin et al. 2010; Ullah et al. 2015; Marques 2016). plants and the rhizosphere (An 2004;
Barand and Leleyter 2012; Bes et al. 2013), as well as fungi (Fomina et al. 2003; Crane et al.
2010; Singh 2015) are able to biosorb trace metals. Several studies give information about metal
remediation with fungi (Danesh ef al. 2013; Goltapeh et al. 2013; Garcia-Delgado et al. 2013;
Kumari et al. 2015; Chen et al. 2016; Gadd 2017; Ali et al. 2017; Chatterjee et al. 2017). Due
to their efficient adaptation in mineral nutrienfs infake and their high tolerance to unfavorable,
even toxic environments, fungi have a strong potential in trace metals bioaccumulation in order

to rehabilitate soils (Fomina and Gadd 2014; Zotti et al. 2014; Liu et al. 2017).

The bicaccumulation of trace metals by mycelium involves biosorption inferactions be-
tween the metallic ions and the cell wall, including chemical groups like -COOH, -SH, -OH, -
NHa, -POsH: (Singh H 2006; Singh JS 2015). Several authors showed that metal biosorption
by fungi generally suited the Langmuir or the Freundlich model. wlich is also in agreement
with the central role of the fungal cell wall (Li et al. 2004; Li et al. 200%; Velnmrugan et al.
2010). Metallic environments may induce the fungal production of secondary metabolites (ox-
alic acid, metallothionein, thiols) as detoxifiers which can shape trace metal mobilization and
enhance interactions with the cell wall and the biosorption process (Gadd 2007, Sterflinger et
al 2010; Martino and Perotto 2010; Fomina 2010; Fomina and Gadd 2014; Gadd et al. 2014:

2017). Ceci et al. (2015) also showed that oxalate is one of the main fimgal agent of Pb bio-
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mineralization. However, Rhee et al. (2012) showed that fungi could also furn Pb into an insol-
uble form (pyromorphite, Pbs(POs);Cl), which becomes immobilised, consequently avoiding
its biosorption and toxicity. These studies highlight the complex interactions between fungi and
trace metals.

The aim of this study is to evaluate the abilities of several fungal isolates to tolerate and
biosorb Cd. Cu and Pb. A screening expeniment including 28 fungal isolates collected from

different soils was performed to select efficient fungi before their use in soil microcosms.

Marterials and methods

Fungal isolafes

Table 1 gives an overview of the 28 fungal isolates and their origins. Twenty-one fungi
were isolated from industrially contaminated sites following Warcup's soil plate method (19507
and seven other fungi were isolated from sporophores growing on a natural forest so1l. Small
pieces of sporophores (4 x 4 mm) were superficially disinfected with 70% alcohol during 1
min, and plated in malt extract agar (MEA) medium until the development of mycelinm. The
mycelium grown was immediately subcultured on fresh MEA medium All 1solates were pre-
served on MEA or potato dextrose agar (PDA) m the laboratory mycological bank (stored at
4C).

The identification of the isolates was based on both morphological and molecular anal-
vses. The morphelogical analyses was performed by wvisual and microscopic observations
(Olympus CX 31%). looking for morphological identification characteristics (Booth 1971;
Domsch 1980; Courtecuisse and Duhem 2013). The molecular identification was based on ITS
sequencing. using ITS1ITS4 (5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3' - 5-TCC TCC GCT

TAT TGA TAT GC-3") or ITS5TT54 (5-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3'-5-
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TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3") primers (Schoch et al. 2012; Toju et al. 2012; Nar-
endrula-Kotha and Nkongolo 2017). The DNA was first extracted from a pure culture on agar
media using a specific kit (Nucleo Spin Plant® I, Macherey-Nagel®) following the protocol of
the manufacturer. A PCR was performed to obtain the targeted amplicons (annealing tempera-
ture: 52°C, 30 cycles within a thermocyeler Eppendorf Mastercycler Personal®). The sequenced
amplicons (GATC™) were compared with databanks like BLAST (NCBI) and MycoBank (Rob-
ertet al. 2013). An identification was considered positive when the analogy and recovery were

at least equal to 98% and were confirmed by microscopic observations.

Trace Metals and analyses by ICP-OES

The following salts were used in every experiment: cadminm sulfate (CdS0x:), copper
sulfate pentahydrate (CuSOs. 5 H20). and lead nitrate (Pb(NOs)) (Sigma Aldrich®, analytical
grade). Stock solutions (1g L) were prepared by dissolution of the corresponding salt mass in
ultra-pure water and stored at 4°C. These stock solutions were used to prepare the mefal-en-
riched media. Trace metals were analysed by argon Inductively Coupled Plasma — Optical
Emission Spectrometry (ICP-OES 5100 — Agilent technologies®) in every experiments. The
analytical quality of chemical data was validated using standard certified materials HR-1 (sed-
iments, Canadian Center for Inland Waters National Laboratory for Environmental Testing)
and CSM-2 (dgaricus campestris, LGC Standards®). The values of 0.005, 0.03 and 003 mg L~
! are respectively the ICP-OES limits of detection for Cd, Cu and Pb, calculated as three times

the standard deviation of ten blank replicates (Hamdoun et al. 2015).

Tolerance in agar media

Metal-enriched media (MEA or PDA) containing 10; 50; 100 mg L! of one metal were
prepared by diluting the stock solution in the media; for 1000 mg L, the appropriate mass of

salt was directly dissolved in the media. Each strain was centrally deposited in enriched-MEA
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or PDA, in Petri dishes. and incubated at 25°C. During 30 days, the growth diameters were
recorded every day and compared, for each strain to the growth diametfer obtained without
metal (referred as control), in the same conditions. The tolerance assay was performed in trip-
licate for each isolate, each metal. and each metal concentration. The highest tolerated concen-
trations. which allowed visual growth of the miveelium (compared to control) were recorded for

each metal.

Biosorption in liguid medinm
A preliminary study using Absidia cylindrospora (referred as number AcS 2000 in the

laboratory collection) allowed to define parameters such as exposure times and metal concen-
trations (Albert et al. 2018). This previous study showed that fungal biosorption abilities are
higher after an exposure of 3 days at 50 mg L™ for these three metals. These conditions were
also mentioned with others strains {Ascomycota and Basidiomycota) in previous studies (Li et

al. 2004; Zotti et al. 2014; Nongmaithem et al. 2016; Li et al 2016).

First, a subculture of 10 or 20 days on the appropriate solid media (MEA or PDA) at 20
°C was necessary fo obtain about 30 mg of fungal biomass (dry mass). Fresh mycelium was
harvested from the subculture and transferred in 25 mL of the appropriate broth media (Table
1). After a period of 3 days at 20°C, on a rotary shaker at 150 rpm, 50 mg 1! of Cd. Cu or Pb
were added in the liquid medium. After 3 days of exposure (20°C, 150 rpm), the myceliums
were filtered on sterile gauze, then gently rinsed twice with 25 mL of distilled water in order to
desorb trace metals evenfually adsorbed on the mycelinm cell wall. The dried nveeliums (40°C,
at least 72h until constant mass) were then placed in Teflon™ hermetic tank and 10 mL of aqua
regia were added to digest the dried biomass as previously described (Albert et al. 2018). Each
fungal isolate was tested in triplicate with each metal. Trace metals were then analysed in the

rinsing water and in the digests (ICP-OES 5100 — Agilent technologies®™). The percentages of
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absorbed (%oaps) and adsorbed (%oaps) metal were then determined as the quantity of metal
absorbed (Qags). or adsorbed (Qaps). by the mycelium divided by the initial quantity of metal
in the culture media (Qq). Biosorption percentages were calculated as the sum of adsorption and
absorption.

%oaps = Qaps/Qp (1

%oaps = Qaps/Qo 2)

To give complementary information, the biosorption was also evaluated as the quantity of metal
biosorbed per mg of dry mycelium biomass. A control experiment, without metal. was per-
formed in triplicate for each fingal isolate.

The pH of the media was measured before and after metal exposure. The fungal biomass pro-
duced at the end of the experiment was also recorded. The pH and the biomass of each fungal
1solate were compared to their relative confrols. The pH variation (ApH) is given as the varia-

tion between the control (pHc) and the experiment (pHz):

ApH = pHe - pHe (3)

The biomass production is given as a percentage of the controls (growth without metal).

Statistical analyses

Exploratory analyses were conducted to highlight correlations between different param-
eters such as biomass, bicsorption percenfages, pH. and finally the metal concentration inside
the mycelium, byusing the correlation exact test. Statistical significance was defined as P<0.05.

A1l analyses were conducted using the SAS version 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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Results

Cadminm

Absidia cylindrospora is the only isolate able to tolerate Cd until 1000 mg L (table 2).
Eleven of the twelve Ascomycota tested in the study tolerated up to 100 mg L, five of them
belong to the Sordariales order. Only half of the Basidiomycota (6/15) tolerated up to 100 mg
L of Cd (five Agaricales and one Polyporales).

The mean of the biomass production after Cd exposure reached 68% of the controls
(from 36% to 100%). The mean of the pH varnations after Cd exposure reached +0.2 com-
pared to the controls (from -0.5 with Humicola sp to +1.8 with Pleurotus ostreatus). These
variations in pH were not statistically different (p = 0.06) from the initial pH of the culture
medium

The minimum biosorption was of about 10% and eight species biosorbed more than
30% of Cd and up to 14.2 mg per g of dry mycelium (figures 1 and 2). The statistical analysis
showed that the Cd biosorption percentages were respectively correlated with the concentra-
tions of Cd inside the mycelium (r = 0.30172; p = 0.0053). The maximum was reached by
Emericellopsis minima (49%), followed by Chaetomium atrobrummenm (51%), Absidia cylin-
drospora (43%), Perenmiporia fravinea (41%), Coprinellus xemthothrix (41%), Agaricus
arvensis (36%), Sordaria lappae (34%), and Humicola sp (33%). Six of these species were
1solated from metal contaminated soils (soils 3, and 4). but the Cd concentrations were inferior
to our detection limit. 4. cylindrospora has been isolated from a soil whose Cd concentration
was evaluated at 12 mg kg (s0il 1). Agaricus arvensis came from a natural forest soil (soil 2)
in which Cd was quantified at 1.5 mg kg During the Cd exposure experiment, Humicola 5p
and M. fiiscoarra revealed different behavior despite their taxonomic proximity. Even if they
both tolerated up to 100 mg L of Cd in agar medium. Humicola sp biosorbed much more Cd

(33%) than A fliscoatra (7%). These two species were isolated from metal contaminated soils
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without Cd (soils 3 and 4). The two Chaefomium species of the study were 1solated from the
same soil with no Cd contamination (soil 3) but tolerated Cd up fo 100 mg L. However, Chae-
tomium atrobrunmenm biosorbed 51% of Cd whereas C. gracile only biosorbed 29%. The two
Coprinellus isolates show similar Cd tolerance (100 mg L) but different biosorption abilities
(40 and 27%). The two Pleurotus (28 and 23%), and the two Agarfcus (35 and 23%) isolates

also show similar Cd tolerance and biosorption abilities.

Copper
Seven Ascomrycota and five Basidiomycota tolerated Cu up to 100 mg L. Fusarium

oxysporum is the only isolate able to tolerate Cuup to 1000 mg L™ in agar medium (table 2).

The mean of the biomass production after Cu exposure reached 72% of the confrols
{from 33% to 100%). The mean of the pH vanations after Cu exposure reached -0.4 compared
to the controls. These variations in pH are statistically different (p = 1.69.10"") from the initial
pH of the culture medium. We observed a decrease in pH after Cu exposure except for Plen-
rofus pulmonarius (+1.1) and Coprinellus micaceus (+1.1).

Biosorption rates reached a maxinmum of 42% with Chaetomium amrobrumneum and 13 2
mg per g of dry mycelmm for Phaeophlebiopsis peniophoroides (figures 1 and 2). Only five
other species biosorbed more than 30% of Cu: Sordaria lappae (38%), Perenniporia fraxinea
(35%), Pseudeurotium bakeri (33%). Emericellopsis minima (33%) and Humicola sp (32%).
These isolates (except Pseudeurotium bakeri) were also among the most efficient in Cd bio-
sorption (figure 1). They were isolated from a soil contaminated by Cu (345 mg kg™ in soil 3,
and 100 mg kg'! in soil 4). According to our results. fingi isolated from Cu-confaminated soil

were the most tolerant and the best biosorbents for this metal, except for the two Agaricus

species.
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As for Cd. biosorption of Cu by Chaetomium afrobrunneum (42%) was higher than biosorption
by Chaetomium gracile (29%). However, unlike for Cd, Humicola sp biosorbed Cu (32%) bet-
ter than Himicola fiscoatra (20%). The two Coprinellus species showed similar tolerance (100
mg L) and biosorption percentages: 25% and 28%. The two Plewromus species (24 and 28%)
and the two Agaricus (18 and 21%) revealed similar tolerance and biosorption abilities for this
metal. Despite his high tolerance to Cu and biomass production (82%), Fusarium oxysporum

did not reveal a higher biosorption percentage than 18.2%.

Lead
Pb is the best tolerated and biosorbed metal in the present study. Nine 1solates (three

Ascomycota and six Basidiomycota) tolerate up to 1000 mg L of Pb and fourteen isolates (six
Ascomycota and eight Basidiomycota) tolerate up to 100 mg L™ (table 2).

The mean of the biomass production after Pb exposure reached 92% of the controls
(from 43% to 130%). The mean of the pH variations after Pb exposure reached +0.1 compared
to the controls (from -0.4 to +1.1). These variations in pH are not statistically different (p =
0.08) from the initial pH of the culture medium.

Coprinelius micaceus highlighted the best biosorption percentage: after 3 days of expo-
sure at 50 mg L™, this isolate was able to biosorb 100% of the Pb present in the mediumi.e.28.0
mg per g of drv myeelivm (figures 1 and 2). Coprinellus micaceus 1s also able to tolerate 100
mg L in agar medivm. The statistical analysis showed that the Pb biosorption percentages
were respectively correlated with the concentration of Pb inside the mycelivm (r = 0.58905; p
= 0.0001). Twenty-two isolates were able to biosorb more than 30% of Pb and eleven of them
biosorbed between 70% and 90%: Xyviaria sp (90%). Penicilliion oxalicum (89%), Humicola sp
(79%), Humicola fuscoatra (719%), Chaetomium gracile (78%), Laetiporus sulphuraus (77%),

Fomes fomentarius (76%), Psatinrella candolleana (74%). Schizophyllum comnnme (73%),
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Phaeaphlebiopsis peniophoroides (72%), and Megacellybia platyphylla (72%). Among these
1solates, Megacollybia platyphyila, Lastiporus sulphurens, and Fomes fomeniarius came from
a forest soil with a low Pb concentration (3.2 mg kg™). However. many Basidionycota are
known to biosorb toxic substances, and particularly metals like Pb, from their environment
(Garcia et al. 2009).

The two Chaetomium isolates biosorbed 78% and 68% respectively for Chaetomium
gracile and C. atrobrunneum. The last biosorbed less Pb, but tolerated until 100 mg L and
biosorbed more Cd and Cu. Humicola sp and H. fiiscoamra biosorbed both 80% of Pb. Coprinel-
Ius xanthothrix biosorbed only 21%, whereas C. micaceus biosorbed 100% of Pb. Pleurofus
ostreafus biosorbed 3 times more than P. pulmonarius (65% versus 21%) and they both toler-
ated a maximum of 10 mg L of Pb. In contrast, the two 4garicus revealed similarities in Pb
biosorption, 33% for Agaricus bisporus and 39% for 4. arvensis, and they both tolerated up to

1000 mg L of Pb.

Discussion

Influence of frace meial

Our results showed that Pb is the most tolerated and biosorbed metal, followed by Cd and Cu.
Chen et al (2015) studied the excretion profile of Phanerochaete chrysosporium under Cd
stress and highlighted an increase in oxalate production induced by Cd stress, confirming the
detoxifying role of the oxalate. Miersch et al. (2001) revealed that thiol production by Mucor
racemosus (Mucoromycota) was increased after Cd and Cu exposure and Jaeckel et al. (2003)
showed that Cd stress induced metallothionein and phytochelatin production by fingi Saza-
nova et al (2015) have studied the biosorption of Cu with Aspergillus niger and Penicillium
citrimim. They found that Cu do not induce oxalate production by these isolates. which seems

to be different than Cd and could explain some differences observed between the metals in

11

283

amn

272

273

277

278

270

280

281

283

284

286

287

288

280

200

201

202

203

204

tolerance and biosorption and also suggests that there are different wavs of detoxification. The
production. or not, of such metabolites is considered as a major metal detoxification strategy.
The diversity of the defense mechanisms may explain the diversity of the biosorption abilities
(Baldrian 2003; Fomina et al. 2003; Glasauver et al. 2013).

Cu is the less tolerated and biosorbed metal. Cu is a well-known and widely used antifingal
agent for many vears. Vincent et al. (2017) published a review on Cu antimicrobial properties.
They mention a “contact killing” property of Cu, which can partially explain the low tolerance
of some isolates in our study. According fo this review, copper ions released by the culture
medium cause cell alterations (more than DNA damages) and lead to cell death. The oxidative
stress is also mentioned as an important consequence of Cu exposure, even amplified by the
previous membrane damages. Membrane damages could occur here durning Cu exposure. lead
to cell death, and disrupt the biosorption process. Acclimatization of fungi under metal stress
could partially preserve a Cu-tolerance and explain why some isolates collected from Cu-con-

taminated soils were more efficient in Cu biosorption.

Influence of soil origin

Several fungal isolates were able to tolerate and biosorb trace metal even if they came
from a non-contaminated soil (like Humicola and Chaetomium with Cd or Megacollybia
planphyila with Pb). These results suggested that fungal species could tolerate and biosorb a
toxic substance without a previous contact, as an infrinsic tolerance. It is also possible that
another toxic substance or stress could have enhanced a nonspecific tolerance to Cd or Pb (Gube
2016).
However, fungal 1solates, which came from a Cu-contaminated soil. could reveal a better bio-
sorption percentage than isolates from a non-Cu-contaminated soil. Zotti et al. (2014) collected

several fungal isolates from a Cu-contaminated area and tested their potential in Cu biosorption.

12



206
297
208
200
300
301
302
303

304

309

310

311

312

313

314

316
317
318
319

320

The strains Trichoderma harzanium and Clonostachys rosea were able fo biosorb up to 20 mg
g, which seems higher than the 10 mg g biosorbed in the present work by Coprinellus mica-
ceus, Chaetomium gracile, Ganoderma resinaceum, and Petriella sp. These isolates came from
a Cu-contaminated land (soils 3 and 4).

Six isolates collected from non-Cu-contaminated areas also showed comparable results in Cu
accumulation: Plenrofus ostreatus, Agaricus bisporus, Fomes fomentarius, Psatiyrella can-
dolleana, Xylaria sp, and Phaeophlebiopsis peniophoroides that came from a soil contaminated
by another poliutant (PCB). Despite the comparable Cu concentrations inside their mycelium,
the biosorption percentages of isolates originating from Cu-contaminated soils were higher.
An acclimatization of the fungal isolates to a particular toxic metal (like Cu) could enhance the

biosorption abilities, as shown by Zhang et al. (2016) and Li et al. (2017).

Influence of fungal taxonomy

Our results suggested that species belonging to the same genera could reveal different
biosorption abilities like Humicola sp and H. fuscoatra with Cd and Cu, Chaetomium gracile
and C. afrobrumnewm with Cu, Coprinellus xanthothrix and C. micaceus with Pb. No link was
found between the taxonomy of fungal isolates and their biosorption abilities, which was in
agreement with a previous study (Trevors 1986). Nevertheless, different species in a same ge-
nus could reveal sinular biosorption abilities. This was observed with the two Coprinellus in
presence of Cd and Cu, and the two Humicola exposed to Pb. Our results also suggested that
Basidiomycetes may biosorb more Pb than Ascomycetes. The concenfration inside the myce-
linm was 18.3 pg mg for the Basidionrycetes and 9.5 pg mg! for the Ascomycota although
similar biomass production and biosorption percentages were observed.
The performances in Cd biosorption obtained by Li et al (2017) were lower than these obtained

in the present work, even for the stramn Plenrofus ostreanis they acclimatized m Cd-enriched
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medium. Despite the improvement of the Cd infake and the removal rate, this acclimatized
strain was not able to biosorb more Cd than this used by Favero (1991) or by our native forest
isolate of Pleurotus ostreafus. These results highlighted the differences in biosorption abilities

between isolates belonging to a same species.

Influence of fungal biomass

As we observed with Absidia cylindrospora, the growth capacity and biomass produc-
fion constituted an important advantage fo develop a bioremediation method. Indeed a great
surface of mycelivm could enhance sorption interactions between metals and chemical groups
of the fungal cell wall. or fungal metabolites.

Several studies already showed the biosorption potential of Plewrorus ostreanis. Favero et al.
(1991) revealed that this species was able to tolerate up to 150 mg L and biosorb about 20 mg
! of Cd. These better performances, in comparison to the present work (20 mg L and 5.3 mg
") might be related to the longer duration of preculture. These conditions allowed a higher
biomass production, which could enhance folerance and biosorption processes. Vimala and Das
(2011) showed that the biosorption of Cd by Plewrofus platypus involved membrane ion ex-
change, which was relevant with the significance of biomass.

Ganoderma ucidim (Basidiomycota) was studied by Matute et al. (2011). During the study,
the authors noticed that a low Cu supplement in the growth media (50 to 100 mg kg') could
enhance biomass production. This particularity could be used in order to enhance biomass pro-
duction by fungi.

Liet al. (2009) revealed the biosorption of Cu by dead fungal biomass (inactivated by formal-
dehyde) of Bjerkandera sp (12.1 mg g), Cladosporium cladosporioides (7.7 mg g), Glio-

mastix mrorum (9.0 mg gh) but no information was given about the percentage of Cu-removal
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by these strains. Nevertheless, the fact that dead fungal biomass could also be efficient in bio-
sorption should be taken under consideration for further studies.

It appeared that nitrate could enhance oxalate and biomass production by fung (Gadd 2008).
Even if the use of Pb(INOs ) in our experiment does not reduce sigmificantly the pH., this partic-
ularity could partially explain why Pb is better biosorbed than Cd and Cu, at least by an increase

in biomass production

Selection of efficient isolafes

Several isolates of the present study revealed promising bioremediation potential. Among the
28 fungi tested, Absidia cylindrospora biosorbed more than 45% of Cd and Pb, Chaetomium
afrobrunneum biosorbed more than 45% of Cd, Cu, Pb, and Coprinellus micaceus biosorbed
100% of Pb. The strain 4. cylindrospora has been previously described for its ability to degrade
fluorene (Garon ef al. 2004) and could be an interesting strain to treat multi-contaminated en-
vironments. [ipex lacteus, Plewrotis ostreatus, and P. cormucopiae are others species that could
be efficient in the bioremediation of multi-contaminated environments (Novotny et al. 2009;

Pozdnyakova et al. 2018; Lietal. 2017; Jiang et al. 2015).

Conclusions

This study presents the tolerance and biosorption abilities of several fungi isolated from
industrial contaminated soils and natural forest soils. These fungal isolates revealed different
tolerance and biosorption profiles. No relationship has been highlighted between the specific
profiles and the taxonomic groups. Some isolates seemed metal specific, as Coprinellus mica-
ceus, which can biosorb 100% of Pb. Some others could significantly biesorb more than one

metal, for example, Absidia cylindrospora is able to biosorb Cd (45%) and Pb (65%). Perenni-
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poria fravinea was able to biosorb Cd (41%), Cu (35%), and Pb (46%) and Chaetomium atro-
brunneum was able to biosorb more than 42% of Cd, Cu, and Pb. These strains could be used
in further studies in order to improve their biomass production and biosorption levels- As men-
tioned in previous publications by Dey et al. (2016), Kothe and Biichel (2014), and Mishra and
Malik (2014), the vse of a consortium of nucroorganisms for their multi-metal biosorption abil-
ities should be further investigated. In this way, fung could be good candidates to address

complex pollution.
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502 Table 1. Description of the fingal isolates
g . Subculture
Soil origin of the DIl‘I.S:I.D.I] Family* Species Cl.lltl..ll'e » | duration
funzal izelates Order Medinm {days)
Soil 1: Indusirial Mucoromycota | Cunninghamellaceas | Absidia eylindrospora | MEA | 10
Basidiomycota | Agaricaceas Agaricus arvensis | PDA 20
Aganicales . )
Agaricaceas Agaricus bisporus | PDA 20
Soil 2: Forest Marasmiaceas Megacollybia plagyphylla | MEA 0
1=1 2 1
Cd=14me kF Plauratacsas Pleurotus ostreatus | MEA | 10
C_u =Tmgkg _
Po=39mzke’ Pleurotaceas Plenrarus pulmonarius | MEA | 10
Basidiomyeota | Polyporaceas Fomes fomentarius | MEA | 10
Polyporales
Fomitopsidaceas Laetiporus sulphureus | MEA | 10
Basidiomycota sathyrellaceae Coprinellus xanthothrix | MEA | 10
Soil 3: Industrial ?:cg:-l}'szclz Chastomiaceas Chaestomium amebrunneum | MEA | i 1}
Cd=DL* ordanzies . ) :
Cu 345 me ke Chastomiaceae Chaetominm gracile | MEA 0
P 160 mg Lz'! Chaetomiaceas Humicola fuscoatra | MEA 0
Sordariaceas Serdaria lappae | MEA | 10
| Basidiomycota sathyrellaceae Coprinellus micaceus | MEA | 10
| Ascomycota Trichocomaceas Penicillium oxalicum | MEA 20
| Ascomycota Mot aszigned Emericellopsis minima | PDA 20
?le_ l-l];];ﬂuslrml | Ascomycota Microascaceas Pemiella sp | MEA 0
’ 1
g_u _:'Eg mg}l:g] Basidiomycota | Ganodermataceas Ganoderma resinacenm | MEA | 10
@ mg kg’ Polyporales
Polyporaceae Perenniporia fraxinea | FDA a1}
| Ascomyeota Ch iaceae Humicola sp | MEA | 10
| Ascomyeota Preudeurctiaceas Pseudenrotium bakeri | MEA a1}
Basidiomycota sathyrellaceae Psathyrella candolleana | MEA | 10
Agancales . .
Schizophyllaceas Sehizophyllum commune | MEA | 10
Sail b Industrial .+ | Basidiomycota | Phanerochastaceae | Irpex lactens | MEA | 10
PCB = 8000 mg kg! R
Polyporales
Mot aszigned Phaeophlebiopsis peniophoroides | MEA | 10
|Ascnmycum Xylariaceas Xylaria sp | MEA i 1}
Soil 6: Industrial | Ascomyeota Coniochastaceas Coniochaeta haffmannii | MEA ]
Cu2mM | Ascomycota Nectriaceas Fusarium oxysporum | FDA | 10
593 =*Source: Mycobank
594 e MEA: Malt Extract Agar; PDA: Potato Dexirose Agar
595  <DL: Detection limit (0.0005 mg L for Cd, 0.03 mg L™ for Cu, and 0.03 mg L for Pb)
25
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598
599

601

Table 2. Tolerance, pH variations and biomass production after exposure at 50 mg L of metal

during 3 days.
Sail: | Tzolates Cd50mg L' 3day: | Cus0mg L’ 3 day: |Ph 50 me L 3 day:
HTC* | apH* | BP: | HTC |_\pH| BP | HTC |_\1;.H BP
1 Absidia evlindrospora | 1000 | <02 | 92 | 50 |—u.1| 91 | 10 |—s.4| 90
Agaricus arvensis | 100 | -02 | 66 | 100 |-n.4| &7 | 1000 |-n.: 74
Agarieus bisporus | 100 | -01 | 75 | 100 |-n.9| 59 | 1000 |-n.3 | 75
Fomes famentarius | 50 | +06 | 64 | 50 |-n.4| 61 | 100 |—o.?| 70
2 | Lactiporus sulphureus | 0 | +03 | 93 | 100 |-n.1 | 59 | 1000 |-n.1 | 111
Megacollybia platyphylla | 0 | +01 | 64 | 10 |-n.3| 103 | 100 |—o.1| 73
Pleurowis ostreatus | 10 0 | 72 | 10 |-1.: 57 | 10 |-n.3| 82
Pleurotus pulmonarius | 10 | +13 | 84 | 50 |+1,1| 50 | 10 |—n.s| 105
Chaetomium amobrunneum | 1w | <1 | 61 | 10 | 0 | 79 | 100 |-n.3| 98
Chaeromium gracile | 100 | +03 | 74 | 50 |-n.: 61 | 10 |-n“ 93
3 | Coprinellus xanthathrix | 100 | -01 | 57 | 10 |.1.1| 49 | 100 |—o.1| 70
Humicola fuscoatra | 100 | <03 | 64 | 100 |-n.4| 76 | 1000 |+1.1 | 126
Sordaria lappae | 00 | -0.2 | 47 | 10 |.n.1| 57 | 100 | 0 | 95
Coprinellus micaceus | 100 | +1.4 | 68 | 10 |+1.1| 90 | 100 |—n.s| 105
Emericellapsis minina | 00 | -01 | 30 | 100 |-1.1| 64 | 100 | 0.1 | 102
Ganoderma resinaceum | 100 | <11 | 40 | 50 |—u.1| 78 | 100 |-n_1| 70
Humicola sp | 100 | -05 | 47 | 100 |-n.3| 13 | 100 |—c.1| 99
! Penicillium oxalicum | 50 | -0 | 64 | 100 |-n.: 91 |1nuu| 0 | 87
Perenniporia fraxinea | 10 0 | 70 | 100 | 0 | 63 |1nuu| 0 | 87
Perriella sp | 100 | 0.1 | 93 | 10 |-n.e| 106 | 100 |—o.4| 116
Pseudewrotium bakeri | 100 | +03 | 67 | 100 |.n.s| 52 | 100 |—n.3| 93
Irpex lacteus | 50 0.1 | 62 | 10 |.n.1| 77 | 1000 | 0 | 120
P&mmmeaa'gps.‘;pm'ayhmfm| s0 | -3 | 75 | 100 |.n.4| 70 | 100 |.n.1 | 66
5 | Psadhyrella candolleana | 100 | +02 | 94 | 10 |-n.4| 63 | 100 |—s.1| 114
Schizephyllum commune | 50 -0.3 | 54 | 50 |-9.4| 52 | 100 |-9.1 | 100
Xylaria sp | 100 | <03 | i6 | 100 |-9.4| 33 | 50 | 0 | 92
Conischaeta hoffmannii | 100 | -03 | 28 | 100 |.1.: 59 | 1000 |-n.3 | 130
¢ Fusarium oxysporum | w00 | -04 | 49 | 1000 82 | 1000 43

SHTC (mg L) Highest Tolerated Concentration of metal that allowed fungal growth
5ApH: variation of pH in the medium after metal exposure
“BP: Biomass Production as a percentage of the control in the same conditions
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SELECTION DE SOUCHES FONGIQUES PERFORMANTES DANS LA BIOSORPTION DE 3 ELEMENTS
TRACES METALLIQUES (Cd, Cu ET Pb) ET ETUDE DE LEUR SPECIATION MINERALOGIQUE EN
MICROCOSME DE SOL.

Les contaminations des sols par les éléments traces métalliques constituent laedeart@mination la
plus importante au niveau mondial avec plus de 5 millions de sites contaminés &EpeDieite contamination est
devenue globale et diffuse au sein des écosystémes et présente des risques nonegglgedbhvironnement,
I'économie agricole et la santé publique. Cd, Cu et Pb sont parmi les nestaquixd représentés et/ou les plus a
risque de cette contamination. Les comportements difficilement prévisibles des métseix de la matrice sol
complexifient les stratégies de remédiation. Les méthodes biologiques représentalienma¢ive économique,
écologique et efficace. Le potentiel des champignons est de plus en plus étudié dans ce domaine.

Notre travail propose de mesurer la tolérance et les capacités de biosorption de 28 isolats fongialees iss
sols contaminés et de sélectionner les isolats les plus efficaces pour desnessaiscosmes de sols contaminés.
Ainsi, 3 isolats ont été sélectionnésbsidia cylindrospordolére 1000 mg.E de Cd en milieu gélosé et biosorbe
plus de 50% de Cd et Pb en milieu liquide aprés 3 jours d'expositbpninellus micaceubiosorbe 100% de Pb en
milieu liquide. Enfin,Chaetomium atrobrunneufriosorbe plus de 50% de ces 3 métaux en milieu liquide, aprés 3
jours d'exposition.

Les essais en microcosmes de sols révélent que les capacités de colonisatiorride [@amasolat fongique
sont essentielles afin d'avoir une influence significative sur la fraction potengelienobile des métaux. Aing\,
cylindrosporamontre le meilleur potentiel des isolats testés en bioaugmentation. Au bout de 20 joutsrderirai
cette espéce est capable de diminuer la fraction potentiellement disponible de Cdtake 52%a de 7%. Des essais
complémentaires semblent nécessaires afin d'améliorer le processus (traitesrienguec un apport de biomasse
fongique plus important) et de mieux comprendre les transferts d'ETM au sein du sol en présence dwocisampig

SELECTION OF EFFICIENT FUNGAL STRAINS FOR THE BIOSORPTION OF Cd, Cu, AND P b AND STUDY OF
THEIR MINERALOGICAL SPECIATION IN SOIL MICROCOSMS

Soil contaminations by trace metals are the second most frequent contamination iridheowoting more
than 5 million polluted sites. This contamination represents a risk fontfr@ement, the economy, the agriculture
and the public health. Cd, Cu, and Pb are among the most frequent and/or toxic elements of this contamination.
hardly predictable behavior of trace metals in the soil matrix turn the renoediaéthods into a complex issue.
Biological methods could be an economic, eco-friendly, and efficient alternative. The potetm#aFahgi is more
and more studied in this field.

Our work aim is to evaluate the tolerance and the biosorption abilities aingBisolated from polluted
soils, and to select the most efficient ones to perform microcosm's experwhgmauted soils. Thus, 3 fungal
isolates have been selectédhsidia cylindrosporaolerates 1000 mgtin agar medium and biosorbs more than
50% of Cd and Pb after 3 days in liquid medi@oprinellus micaceubiosorbs 100% of Pb in liquid medium.
Finally, Chaetomium atrobrunneumiosorbs more than 50% of each metals after 3 days of exposure in liquid
medium.

The microcosm's experiments reveal that the colonization abilities of thtesses crucial to enhance the
influence of the fungal development on the potentially mobile metal fraction. Ahaglindrosporashows the best
potential among the tested isolates in bioaugmented microcosms in order to decreasatib#ypoiobile fraction
of the metals. After 20 days, this isolate decrease the potentially mobile fraction of Cd and Cwedspgdhi and
7%. Complementary experiments are needed to improve the process (longer expeigmenfiingal biomass) and
to better understand the transfers of the metals in presence of fungal organisms.



